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Wstep

Interdyscyplinarno§¢ nauk wymaga prowadzenia badan, ktore czerpia
z powiazanych ze soba dziedzin wiedzy. Kompleksowe podejécie sprzyja lepszemu
zrozumieniu zagadnien zwigzanych z badang kwestig. Ostatnie badania wskazuja,
ze zanieczyszczenie ziot pierwiastkami sladowymi stanowi potencjalne zagrozenie dla
konsumentéw, z czego najbardziej niebezpieczne sa otdéw, kadm, rtgc, arsen, nikiel
i chrom, ktéore maja wysoki potencjal rakotworczy. Jednorazowe spozycie
zanieczyszczonych powyzszymi pierwiastkami produktow nie powinno powodowaé
natychmiastowo negatywnych skutkow zdrowotnych, jednak przyjmowanie ich przez dtugi
czas 1 w duzych ilo$ciach wigze si¢ z ryzykiem zatrucia, co jest przestankg do zainicjowania
niniejszych badan.

Otéw 1 kadm naleza do grupy najbardziej niepokojacych zanieczyszczen ze
wzgledu na ich toksycznosc¢ i znaczng ilos¢ od lat wprowadzang do $rodowiska. Podgzajac
za tym problemem powstata potrzeba prowadzenia badan nad pierwiastkami
wywolujacymi efekty toksyczne w organizmach zywych i poszczegdlnych komponentach
srodowiska. Dostepnos¢ zdrowej i bezpiecznej zywnosci, ktéra spetnia wspodlczesne
wymagania jakosci jest priorytetem. Rozwdj nauk chemicznych i1 biochemicznych
przyspieszyt postgp w tworzeniu metod analitycznych, ktére umozliwity identyfikacje
sktadu produktow zywnosciowych, oznaczanie zanieczyszczen $ladowych oraz ich
specjacje.

Do interpretacji danych i wykazania zalezno$ci migdzy analitami stosuje si¢
wielowymiarowe metody statystyczne, takie jak analiza sktadowych gléwnych, analiza
regresji wielokrotnej, czy analiza zmiennych kanonicznych z efektami interakcji.
Umozliwiaja one zbadanie w jakim stopniu obecno$¢ jednego pierwiastka wplywa na
pobieranie i przyswajanie innego, oraz pozwalaja na ocen¢ ich toksycznosci
1 biodostepnosci.

Zgodnie z zatozeniami gtownej procedury analitycznej badania podzielone sg na
kilka etapow. Pierwszym z nich jest oznaczenie calkowitej zawarto$ci pierwiastkow
w probkach, w celu okreslenia iloSci pierwiastkow toksycznych oraz fizjologicznych, ktore
zostaly zakumulowane przez rosliny podczas wzrostu, przetwarzania i przechowywania.
Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej i chemometrycznej, ktore wskazaty

zaleznos$ci miedzy oznaczonymi pierwiastkami. W kolejnej czgsci omoéwiono ekstrakcje
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1 oznaczenie wybranych pierwiastkow w ekstraktach oraz obliczono wydajnosci ekstrakcji.
Uzyskane informacje pozwolity oceni¢ stopien narazenia oséb spozywajacych napary
ziotowe na dziatanie ksenobiotykow, dzigki oszacowaniu dawki pobranej w danym szlaku
narazenia. Ostatni etap badan polegat na optymalizacji warunkoéw oznaczania form
specjacyjnych kadmu i1 olowiu za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej
potaczonej ze spektrometrig mas z jonizacjg w plazmie sprzezonej indukcyjnie i walidacji
wspomnianej procedury, ktora zostata wykorzystana do analizy probek rzeczywistych czyli

ekstraktow zi6t.
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1. Zroédla i znaczenie pierwiastkéw w zywnosci
Rosliny pobieraja pierwiastki z wody, gleby i powietrza. Dostgpnos¢ wody

i sktadnikow odzywczych zalezy od s$rodowiska i wplywa na stezenie pierwiastkow
w tkankach ro$linnych i ich cykle biogeochemiczne [1,2]. Pierwiastki i zwigzki chemiczne,
pobierane gltownie za pomocg systemu korzeniowego, peilnig w roslinach funkcje
budulcowe, odzywcze i transportowe. Glownym zroédlem pierwiastkow, zaréwno
niezbednych, jak i toksycznych, dla organizmu ludzkiego sa produkty zywnosciowe
pochodzenia roslinnego 1 zwierzecego. Schemat mozliwych drog wchianiania
pierwiastkow w tancuchu pokarmowych przedstawiony jest na rysunku 1. Niektoére
z pierwiastkow (Cu, Zn, Co, Mn, Se) sa niezbedne do prawidtowego funkcjonowania
organizmu i muszg by¢ dostarczane w pozywieniu, natomiast ich nadmiar jest szkodliwy
[3]. Zywno$¢ czesto poddawana jest przetwarzaniu w celu przedtuzenia jej przydatnosci do
spozycia. Nietrwalo$¢ §wiezo zebranych surowcoéw roslinnych wynika w gtéwnej mierze
z wysokiej zawarto$ci wody (70% — 85%). Réwniez aktywnos$¢ enzymdéw ma wpltyw na
czas rozkladu surowca i zawartych w nim sktadnikow aktywnych. Zapobiegawczo stosuje
sie¢ r6zne metody konserwacji, m.in. suszenie (w temperaturze otoczenia), bez dostgpu
$wiatla, na otwartej przestrzeni lub w pomieszczeniach zamknigtych, oraz suszenie
konwekcyjne w podwyzszonej temperaturze. Poza tym zastosowanie znajduja: liofilizacja,

suszenie dielektryczne i promiennikowe [4].

Konsument
Zywno$é pochodzenia roslinnego %—#@ma woda |I I Zywnos¢ pochodzenia zwierzecego
Wody gruntowe | Wody powierzchniowe
f- f
' Gleba |

eba
Nielegalne zrzuty zanieczyszczen ‘ Sytuacje awaryjne | Zwiazki chemiczne stosowane w przemysle

——| Uprawa i ochrona roslin |-—
Pestycydy | Nawozy

Rysunek 1. Mozliwo$ci przedostawania si¢ pierwiastkow toksycznych do tancucha
pokarmowego
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Jednym ze zrodel pierwiastkbw w roslinach sg metalonanomaterialy (MNM).
Nanomaterialy (NM) to struktury o rozmiarach 1-100 nm, wigzace czastki w stanie
swobodnym lub w formie agregatow, ktore powstaty przypadkowo i wystepuja naturalnie
lub zostaty wytworzone przez cziowieka. Charakteryzuja si¢ wigkszym stosunkiem
powierzchni

w porownaniu do ich objetosci. Ze wzgledu na budowe mozna je podzieli¢ na:

e Nanomaterialy nieorganiczne — rdzen zbudowany jest z atoméw metali, czgsteczek
tlenkow, innych zwigzkoéw metali/niemetali; moga by¢ funkcjonalizowane grupami
lub czasteczkami organicznymi na powierzchni;

e Nanomaterialy organiczne — rdzen weglowy np. nanorurki, grafen, dendrymery,

liposomy.

Nanomateriaty odgrywaja coraz wigkszg role w rozwijajacej si¢ inzynierii
1 gospodarce, ze wzgledu na swoje unikalne wtasciwosci fizyczne 1 chemiczne. Efektem
tego jest ich emisja do §rodowiska, gromadzenie si¢ w glebie 1 wodzie, a w konsekwencji
w tkankach roslin, co wplywa na ich fizjologie i rozw¢j. Metalonanomateriaty majg duza
powierzchni¢ aktywng powodujac ich wigksza reaktywnos¢ i latwiejsze tworzenie
kompleksow w kontakcie z blonami komérkowymi, wspomagajac tym samym akumulacje
MNM w roslinach. Wnikaja one do roslin przez korzenie oraz czg¢éci nadziemne (liscie,
kwiaty, owoce) 1 sg dalej transportowane do tkanek przez ksylem i floem. Najczgsciej
poprzez MNM dostaja si¢ do srodowiska nastepujace formy chemiczne pierwiastkow:
Zn/ZnO, TiO2, Ag, Fe/FeOx, CeO,, SiOz, Cu/CuO/Cu(OH),. Wynikajagca z coraz
wiekszego rozpowszechnienia w przyrodzie MNM, obecno$¢ pierwiastkow wywolujacych
efekty toksyczne, kieruje zainteresowanie w strong badania proceséw ich pobierania,
transportu i akumulacji, co ma znaczenie dla bezpieczenstwa wszystkich organizméw,
ktore sa ogniwami tancucha pokarmowego. Zwtaszcza, ze MNM uwolnione do srodowiska
moga kumulowaé si¢ w roSlinach w stanie niezmienionym (TiO2, SiO2) lub ulegaé
przemianom fizycznym i/lub chemicznym, np. aglomeracji, rozpuszczaniu, tworzeniu
jonow, soli i tlenkow (ZnO, CuO, NiO, CeOy) [4].
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2. Zywnos$¢ funkcjonalna
Juz pod koniec lat 90. XX wieku w Japonii wprowadzono termin FOSHU (ang. food

for specified health use) dla produktow, ktorych korzysci prozdrowotne zostaly prawnie
uregulowane i potwierdzone certyfikatem [5]. Przedstawiony na rysunku 2 schemat
wystepujacych na rynku produktow zywnosciowych, wskazuje na mnogos¢ rodzajow
zywno$ci wptywajacej na poprawe zdrowia konsumentdéw. Nutraceutyki to produkty, ktore
klasyfikowane sg pomigdzy farmaceutykami a zywnoscig i spetniajg funkcje wiasciwe dla
obu wymienionych grup. Efekt leczniczy jest wywotany przez obecno$¢ zwigzkow

aktywnych, ktory musi by¢ udokumentowany.

Zywnosé
funkcjonalna \

Zywno$é
Ao bioaktywna

Zywno$é .
NITEEY ]

Rysunek 2. Produkty zywnosciowe posiadajace okreslone i udowodnione dziatanie [5]

Nutraceutyki sg izolowane z zywnos$ci 1 wprowadzane na rynek pod postacig
tabletek, kapsulek i innych formulacji, w ktorych zawarto$¢ substancji aktywnej jest
wysoka i cechuje si¢ bardzo dobrg biodostgpnoscig [6]. Zalicza si¢ do nich blonnik
pokarmowy, biatka, bakterie kwasu mlekowego czy substancje antyoksydacyjne. Zywno$é
funkcjonalna jest to zywno$¢, ktora w swoim sktadzie, oprocz podstawowych sktadnikow
o charakterze odzywczym, zawiera substancje o okre§lonym i1 wykazanym dziataniu
korzystnym dla zdrowia. Termin ten zostal zatwierdzony przez Agencje ds. Zywnosci
i Lekow (FDA, ang. Food and Drugs Administration). Spozywanie takich produktow
przynosi nierzadko dodatkowe prozdrowotne zalety jak poprawa ogdlnego stanu zdrowia,
a nawet ograniczenie rozwoju choroby poprzez udziat we wspomaganiu terapii chordb
cywilizacyjnych, takich jak cukrzyca typu 2, otytos¢, choroby uktadu krazenia [7].

Ta koncepcja zostata po raz pierwszy przedstawiona w Japonii w latach 80. XX wieku [4].
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Warto podkresli¢, ze zywnos¢ funkcjonalna nie moze mie¢ formy tabletek, pigutek czy
kapsutek. Przyktadami zywnosci funkcjonalnej jest np. zielona herbata, produkty mleczne,
owoce i warzywa [6]. Warto$¢ rynku zywnosci funkcjonalnej w roku 2017 wyniosta 127
mld dolarow 1 szacuje sie, ze w 2024 roku bedzie dwukrotnie wyzsza. Rysunek 3
przedstawia wzrastajacy trend sprzedazy zywnosci funkcjonalnej, wraz z szacowanymi
wartosciami  dla lat 2023-2024. Obecnie funkcjonalno$¢ zywnosci jest jedng
z najwazniejszych cech, ktora jest pozadana wséréd osob kontrolujacych wage lub
zwigkszajacych mas¢ migsniowa [8]. Pozostale rodzaje zywnosci, tj. projektowana,
zmodyfikowana, bioaktywna 1 wzbogacona sg tworzone dla zaspokojenia okreslonych
potrzeb konsumentow, speiniajac przede wszystkim funkcje lecznicze, np. obnizenie
poziomu cholesterolu, regulowanie prawidtowego funkcjonowania uktadu pokarmowego,

zapobiegania chorobom uktadu krwiono$nego czy wzmacniania uktadu odporno$ciowego

[al.

—4—Bliski Wschéd == Ameryka Srodkowa == Europa Ameryka Pélnocna Azja1 Wyspy
1 Afryka 1 Potudniowa Pacyfiku
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Rysunek 3. Swiatowa sprzedaz zywnosci funkcjonalnej w latach 2015-2024. Dane dla lat
2023-2024 sa wartosciami prognozowanymi [10]
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3. Metody pozyskiwania skladnikow aktywnych z roslin

Preparaty ziolowe obejmujg znaczeniem mieszaniny suchych i rozdrobnionych ziot,
réwniez z dodatkiem innych produktéw leczniczych i zalecane sg do uzytku wewngtrznego
1 zewngtrznego. Surowcem moze by¢ kazda cze$¢ morfologiczna rosliny (liscie, todygi,
kwiaty, owoce, nasiona, kora, korzenie, ktgcza). Suszone ziota oraz mieszanki ziotowe sg
wykorzystywane do przygotowania ekstraktow roslinnych [11]. W tabeli 1 zestawiono
metody stosowane podczas przygotowywania ekstraktow ziotowych, ktére roznig sie
rodzajem surowca, cieczg ekstrahujgcg, czasem 1 temperaturg ekstrakcji. Sktad
pierwiastkowy tych ro$lin jest zr6znicowany, porownywalny do warzyw i owocow, 1 zalezy
od wielu czynnikow, takich jak: typ gleby, sposob uprawy i nawozenia, suszenie i metody
przetwarzania [12,13]. W celu pozyskania z roslin zwigzkéw bedacych sktadnikami
aktywnymi, korzysta si¢ z réoznych metod ekstrakcji. Ekstrakcja stuzy wyodrebnianiu
pozadanych sktadnikéw chemicznych po wstepnym przygotowaniu surowca, czyli m.in.
konserwacji  (suszeniu, liofilizacji), rozdrabnianiu, homogenizacji. Zwlaszcza
homogenizacja 1 mieszanie sg istotne, poniewaz pozwalaja na uzyskanie jednorodnego
materiatu i poprawienie kinetyki ekstrakcji, dzigki zwigkszeniu jego powierzchni. Etapem
wlasciwym ekstrakcji jest dziatanie odpowiedniego rozpuszczalnika Iub uktadu
rozpuszczalnikow. Wyodrgbniane anality ulegaja podzialowi miedzy poszczeg6lne fazy
w warunkach rownowagi termodynamicznej (p, T = const.), zgodnie z prawem podziatu
Nernsta, ktore wskazuje, ze stosunek stezen danego sktadnika w fazie A 1 w fazie B jest
staly 1 okre$lany jako wspotczynnik podziatu, bedacym ilorazem tych stezen. Natomiast
efektywnos$¢ ekstrakcji zalezy od rodzaju rozpuszczalnika, rozpuszczalnosci analitu,

stopnia rozdrobnienia surowca roslinnego, temperatury i mieszania.

Tabela 1. Zestawienie rodzajow i sposoboéw przygotowywania ekstraktow ziotowych [4]

Rodzaj ekstraktu Sposéb przygotowania

Napary Rozdrobniony surowiec zalewa si¢ wrzacag wodg 1 pozostawia
pod przykryciem przez 15 minut, kilkukrotnie mieszajac
Odwary Twarde czesci roslin (korzenie, kora) zalewa si¢ woda, ogrzewa,

gotuje okoto godzing. Stosuje si¢ od razu po przyrzadzeniu ze
wzgledu na krotka trwato$¢
Syropy Surowiec zalewa si¢ roztworem cukru w wodzie lub sokiem
Octy aromatyczne  Surowiec zalewa si¢ roztworem na bazie alkoholu i octu
Nalewki (tynktury) Surowiec zalany alkoholem etylowym, winem lub eterem
Maceraty Surowiec poddany ekstrakcji w temperaturze pokojowej
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W dobie rozwoju nutraceutykow i zywnosci funkcjonalnej wybodr odpowiednich
metod 1 warunkow ekstrakcji ma kluczowe znaczenie dla uzyskania produktéw roslinnych
wysokiej jako$ci. Mozna wyrézni¢ dwie gtowne grupy technik ekstrakcyjnych
znajdujacych zastosowanie dla probek ziot, czyli ekstrakcji ciecz — ciato state (SLE, ang.

solid — liquid extraction) (rysunek 4):

pe

Ekstrakcja

Niekonwencjonalna

proces ekstrakcji jest
wspomagany ultradzwigkami,
promieniowaniem
mikrofalowym, podwyzszonym
ci$nieniem; wykorzystuje si¢
ptyny w stanie nadkrytycznym

Rysunek 4. Rodzaje technik ekstrakcyjnych wykorzystywanych w pozyskiwaniu
ekstraktow roslinnych

Konwencjonalna

ekstrahentem jest
rozpuszczalnik organiczny lub
woda, a proces przeprowadza

si¢ pod ci$nieniem
— atmosferycznym A

Zaletami nowoczesnej ekstrakcji niekonwencjonalnej jest szybkos¢, selektywnosé,
efektywno$¢, ograniczenie ilo$ci rozpuszczalnikow 1 mozliwos¢ automatyzacji,

co umozliwia rowniez dziatanie zgodnie z zasadami zielonej chemii (rysunek 5) [14].
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Rysunek 5. Dwanascie zasad zielonej chemii [14]

Bardziej zaawansowanym podejsciem znajdujacym zastosowanie do surowcow
ro$linnych jest ekstrakcja wspomagana enzymami, wykorzystujgca enzymy takie jak
celulaza, glukozydazy, pektynazy, ktére degraduja integralno$¢ $ciany komodrkowej, co
pozwala na uwalnianie bioaktywnych zwigzkow [4]. To wlasnie ekstrakcja enzymatyczna
jest pomocna dla oszacowania biodostepnosci mikroelementow obecnych w produktach
zywno$ciowych. Odtwarzanie in vitro proceséw hydrolizy enzymatycznej, ktora zachodzi
w organizmie ludzkim pozwala symulowac procesy trawienia w zotadku i jelicie cienkim.
Na wydajno$¢ tego rodzaju ekstrakcji wplywaja: temperatura, pH roztworu, stezenie
enzymu, czas trwania procesu [15].

Wybranie metody ekstrakcji warunkowane jest wlasciwosciami produktu
spozywczego. Do dyspozycji jest wiele technik, takich jak: ekstrakcja do fazy statej (SPE,
ang. solid phase extraction), mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej (SPME, ang. solid phase
microextraction), dynamiczne i statyczne ekstrakcje do fazy nadpowierzchniowej,

ekstrakcja za pomocg ptynu w stanie nadkrytycznym (SFE, ang. supercritical fluid
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extraction) oraz techniki membranowe. Poprawie efektywnosci ekstrakeji stuzy
wykorzystanie energii mikrofalowej (MAE, ang. microwave-assisted extraction),
zwigkszenie ci$nienia (PLE, ang. pressurized liquid extraction) czy zastosowanie

wypetniacza (MSPD, ang. matrix solid phase dispersion).

4. Specjacja

Specjacja w chemii wg IUPAC oznacza wystgpowanie pierwiastka w roéznych
formach chemicznych [16]. Caroli okreslit analiz¢ specjacyjna jako zidentyfikowanie form
specjacyjnych analitow wzgledem toksycznosci dla organizmu [17]. Dzigki takiemu
rozroznieniu mozna doktadnie sprecyzowac cel badan i zaplanowa¢ procedure analityczna,
zaczynajagc od przedmiotu analizy i wybrania odpowiednich technik analitycznych.
Konieczno$¢ okreslenia formy specjacyjnej pierwiastkow pozwala na wyciagnigcie
wniosku, ze wiele pierwiastkow okreslanych jako toksyczne lub niezbedne, swoje dziatanie
na organizm ludzki zawdzigczaja nie tylko dawce, ale rowniez formie chemicznej w jakiej
zostang pobrane lub do jakiej zostang przeksztatlcone w wyniku reakcji metabolicznych.
W ostatnich latach specjacja pierwiastkéw odgrywa w chemii analitycznej wazng role,
gdyz od ich stopnia utlenienia oraz utworzonych polaczen chemicznych z innymi
pierwiastkami zalezy toksycznos$¢ i mobilnos¢. Specjacja jest wazna z dwoch powodow:
biologicznego — opisuje on bioakumulacj¢, biokoncentracje, biodostepno$¢ oraz
geochemicznego, ktory identyfikuje transport, adsorpcje i strgcanie pierwiastkow [18].
Z tego powodu skupienie na rozwoju procedur analitycznych umozliwiajacych
identyfikacj¢ form specjacyjnych pierwiastkbw wystepujacych w zZywnosci oraz
oznaczenie ich zawartos$ci jest kluczowe dla bezpieczenstwa zrddel uzupelniajacych diete

ludzi 1 zwierzat.

5. Zanieczyszczenie Srodowiska
,Zanieczyszczenie od skazenia rdzni si¢ tym, ze zanieczyszczenie dotyczy duzego

obszaru, ale powierzchniowej warstwy gleby. Skazenie to zjawisko punktowe i dotyczy

matego obszaru powierzchniowych i glebszych warstw gleby” [3]

Odkad rozpoczat si¢ gwaltowny rozwdj cywilizacji 1 wspotczesnej techniki,
znacznemu zaktoceniu uleglta rownowaga ekologiczna. Zrdznicowanie substancji
chemicznych pod katem wtlasciwosci fizycznych, chemicznych 1 toksykodynamicznych
powoduje, ze okreslone zanieczyszczenie wptywa tylko na jeden element §rodowiska lub

na wiele komponentow, takich jak: powietrze, woda, gleba, organizmy roslinne i zwierzece
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[19]. Zanieczyszczenie wod pierwiastkami o wysokiej toksycznosci (Hg, Pb, Cd i As)
spowodowane jest przedostawaniem si¢ ich wraz ze sciekami przemystowymi lub pytami
bedacymi zanieczyszczeniami powietrza. Toksyczno$¢ pierwiastkow zalezy od
biodostepnosci form chemicznych w jakich wystepuja. Osady denne bogate sg w siarczki,
tlenki 1 wodorotlenki, ktore w zaleznosci od zawarto$ci tlenu w wodzie ulegaja utlenieniu
lub redukcji. Zrodta zanieczyszczen gleb sa glownie pochodzenia antropogenicznego.
Nalezy do nich dziatalno$¢ wydobywcza, kompleksy hutniczo-rafineryjne, energetyka,
metalurgia, produkcja maszyn i substancji chemicznych, spalanie ropy naftowej
i wegla, spalanie odpadow [4,20]. Dodatkowym Zrodlem sg procesy naturalne: wietrzenie
skal, butwienie i gnicie biomasy, erupcje wulkandw, pozary laséw, procesy glebotworcze
[3]. Srednia zawarto$é pierwiastkow w glebach pochodzaca ze zrodet naturalnych jest
uznana za nieszkodliwg. Jej wzrost do poziomu szkodliwego spowodowany jest
dziatalnoscig cztowieka [3]. W tabelach 2 i 3 przedstawiono poroéwnanie wartos$ci
tolerowanych i toksycznych w glebach oraz $rednie zawarto$ci pierwiastkdw uznanych za
szkodliwe w glebach w Chinach. Na podstawie zaprezentowanych danych najwyzsze
zawarto$ci wystepuja w przypadku Cr i Zn oraz Pb, Ni i Cu. Zwlaszcza poziomy Cr, Pb
i Ni powinny by¢ kontrolowane, pomimo wartosci nieprzekraczajacych poziomoéw
toksycznych, gtownie ze wzgledu na ich wlasciwosci.

Arsen, otow, kadm, chrom, nikiel i rte¢, pochodzace gléwnie z gornictwa, osadow
scieckowych, pestycydéw, nawozéw, ruchu drogowego 1 emisji przemystowych,
identyfikowane sg jako pierwiastki priorytetowej kontroli i wraz z miedzig i cynkiem sg
kontrolowane przez amerykanska Agencje Ochrony Srodowiska (US EPA, ang. U.S.
Environmental Protection Agency) [20]. W skali $wiatowe]j najwigksze niebezpieczenstwo
stanowig kadm 1 oldéw, nastgpne w kolejnosci sa: arsen, chrom, rte¢ i cynk. Przy czym
chrom i cynk jako jedyne sa mikroelementami, niezb¢dnymi do funkcjonowania, gdy
wystepuja w matych ilo$ciach. Zanieczyszczenia maja charakter trwaly, poniewaz
pierwiastki sladowe, w przeciwienstwie do zwigzkow organicznych, nie ulegaja dyspersji
1 biodegradacji, czyli nie ma mozliwosci rozktadu przez aparat enzymatyczny, co skutkuje
ich wysoka trwato$cig w ekosystemach, wysoka reaktywnos$cig i fatwym wiaczaniem ich
do tancucha pokarmowego [3,4,19,21]. Formy chemiczne, w jakich wystepuja w glebie,
decyduja o ich ruchliwosci 1 stopniu wchtaniania przez rosliny, stad najmniej ruchliwe sg
Cr, Ni i Pb, a najbardziej Cd, Zn i Mo [21]. Innym powodem zatrzymywania pierwiastkow

w glebie jest tworzenie stabilnych zwigzkéw, wobec ktorych naturalne procesy
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neutralizacji sg bardzo ograniczone. Wraz z zawarto$cig gliny i substancji bielicowych
zwigksza si¢ stopien wigzania pierwiastkow. Ujemnie natadowane grupy krysztatow
glinokrzemianowych obecne w czasteczkach gleby wigza dwuwarto$ciowe kationy.
Podobne wlasciwosci maja kwasy humusowe 1 fulwowe dzigki obecno$ci grup
hydroksylowych i karboksylowych. Skutkiem tego jest wyzsze stezenie metali w glebach
gliniastych 1 bielicowych niz piaszczystych. Nie pozostaje to oboj¢tne wobec srodowiska,
poniewaz zmiana skladu chemicznego gleby rzutuje na wegetacje roslin, zmniejszenie
plonow, szate ro§linng i w konsekwencji zdrowie ludzi i zwierzat.

Tabela 2. Zawarto$¢ pierwiastkow uznanych za szkodliwe w glebach chinskich [20]

Pierwiastek Srednia [mg/kg]
Cd 0,225 [20], 0,41 [21]
Cr 68,5
As 12,1
Hg 0,087
Pb 31,2
Cu 27,1
Zn 79,0
Ni 29,6

Tabela 3. Warto$ci graniczne stezen pierwiastkow w glebach uprawnych [3]
Cd Pb Ni Zn Cu
Warto$¢ tolerowana < [mg/kg] 1-5 100 100 300 100
Wartos¢ toksyczna > [mg/kg] 5 1000 200 600 200

5.1. Zanieczyszczenie gleb w Chinach
Szacuje si¢, ze okoto 19% gleb rolniczych w Chinach jest zanieczyszczonych

pierwiastkami, ktore wykazuja niekorzystne dzialanie wobec organizmow roslinnych
1 zwierzecych. Gleby pozostaja skazone na wiele lat, czego przyktadem jest
zanieczyszczenie otowiem pochodzacym ze spalin samochodowych [3]. Emisje
przemystowe, w ktorych sktad wchodza rowniez zwigzki organiczne otowiu majg charakter
rozproszony, czyli moga powodowac skazenie na duzym obszarze, znacznie oddalonym od
zrodla, co wiagze si¢ z utrudniong eliminacjg tych zanieczyszczen. Chiny sg krajem duzym
1 zroznicowanym geochemicznie, a regiony potudniowe Chin sa obszarem najbardziej
zanieczyszczonym, z powodu zwiekszonego naplywu zanieczyszczen 1 kwasnego
charakteru gleby [22].

W rezultacie funkcjonowania branz wydobywczych i hutniczych, rocznie do rzeki

Xiangijang uwalnia si¢ 610 ton Pb, 31 ton Cd, 136 ton Cr i 4 ton Hg [23]. Pierwiastki,
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trafiajgc do gleby, przeksztatcaja si¢ w formy jonowe lub, w wyniku biometylacji,

do zwigzkow metaloorganicznych [20].

5.2. Uprawa roSlin na terenach zanieczyszczonych
Minimalizacja przenoszenia zanieczyszczen z gleby do tancucha pokarmowego

moze by¢ realizowana poprzez: 1) zmniejszenie fitodostepnosci metali cigzkich w glebie za
pomoca wapnowania lub innych materiatow unieruchamiajacych, ii) selekcje 1 uprawe
np. krzemowych, iv) zmiana uzytkowania gruntéw w celu uprawy roslin niespozywczych,
V) skuteczne egzekwowanie prawa ochrony $rodowiska. Jednym 2z najczesciej
wystepujacych w glebie pierwiastkow zagrazajacych bezpieczenstwu zywnosci jest kadm
—w 7% probek gleby przekroczony jest dopuszczalny limit. Dla otowiu jest to 1,5%, dla
niklu i arsenu odpowiednio 4,8% i 2,7% [23,24].

Badania Lin 1 in. wykazaly, ze skladniki wykorzystywane w tradycyjnej
medycynie chinskiej (TCM, ang. Traditional Chinese Medicine) moga by¢ w wielu
przypadkach skazone pierwiastkami na poziomach toksycznych, powyzej 1 pg/g olowiu
w probce [25]. Badania probek dostepnych bez recepty ziotowych suplementow diety
sprzedawanych w Stanach Zjednoczonych wykazaty obecnos$¢ pierwiastkow §ladowych,
pestycydow, trwalych zanieczyszczen organicznych (POPs, ang. persistent organic
pollutants), polichlorowanych bifenyli (PCBs, ang. polychlorinated biphenyls),
pestycydow chloroorganicznych (OCs, ang. organochlorine pesticides), polichlorowanych
dibenzo-p-dioksyn (PCDDs, ang. polychlorinated dibenzo-p-dioxins) i zwiazkow
bromoorganicznych [4,26]. W przypadku ziot dodatkowe zanieczyszczenia mogg zostaé
wprowadzone podczas przetwarzania, suszenia i konserwowania. Praktykowanie
tradycyjnej metody suszenia zi6t na stoncu sprzyja osadzaniu si¢ czastek kurzu
1 przywieraniu ich do cze$ci suszonej. Powoduje to zwigkszony poziom Pb, Cd i Fe.
Badania pokazuja, ze najwyzsze stezenia Pb 1 Cd znajdujg si¢ w suszonych owocach
1 warzywach w poréwnaniu ze $wiezymi, przetworzonymi i1 mrozonymi probkami.
W badaniach Wong 1 in. analiza roslin pochodzacych z Chin wykazata obecnosé
pierwiastkow na nastgpujacych poziomach: Cd (<0,03-9,1 mg/kg s.m.), Co (<0,05-2,2
mg/kg s.m.), Cu (1,5-26 mg/kg s.m.), Mn (8,2-316 mg/kg s.m.), Ni (<0,5-3,3 mg/kg s.m.),
Pb (0,11-56 mg/kg s.m.), Zn (3,8-595 mg/kg s.m.). Porownujgc badania Rusin i in., ktore
wykonane byly na probkach owocow 1 warzyw polskiego pochodzenia poziomy kadmu
i otowiu w wysuszonych produktach wynosity odpowiednio 0,001-0,227 mg/kg s.m.
i 0,0038-0,202 mg/kg s.m. [27,28]. Wykorzystywanie sztucznych nawozow fosforowych
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podczas upraw roslin leczniczych moze dostarczy¢, oprocz sktadnikow niezbednych do
wzrostu roslin, zmienng ilo$¢ cynku i kadmu, natomiast stosowanie pestycydow taczone

jest ze skazeniem arsenem, rtecig i olowiem [3].

6. Losy pierwiastkow wywolujacych efekty toksyczne w organizmach
Pierwiastki majace zdolno$¢ do kumulowania si¢ w organizmie to kadm, olow

i rte¢. Pozostate, cho¢ wykazujace wlasciwosci toksyczne, moga by¢ wzglednie szybko
wydalane. W organizmie pierwiastki $ladowe sg utleniane, wigzane przez enzymy,
transportowane wraz z anionami, mogg rowniez przenika¢ przez btony biologiczne [29].
Podobienstwo fizykochemiczne mig¢dzy pierwiastkami fizjologicznymi i toksycznymi
prowadzi do konkurowania o centra aktywne enzyméw, wywotujac tym samym zaburzenia
funkcji struktur subkomoérkowych oraz tworzac wolne rodniki, ktére sa przyczyna
uszkodzen komoérkowych. Toksyczne dziatanie m.in. otowiu 1 kadmu ma swojg podstawe

w uszkodzeniu struktury btony komorkowej [3].

Blona komorkowa

Lizosom Jadro komorkowe
Biatko
Wakuola
Rybosomy

Mitochondium

Retikulum
Aparat Golgiego  endoplazmatyczne

Rysunek 6. Schemat komorki zwierzece;j

Komorka to podstawowa jednostka strukturalna organizmu, ktora dzigki budujacym
ja organellom komoérkowym (jadro komodrkowe, mitochondrium, wakuole, rybosomy,
lizosomy, aparat Golgiego) moze spelnia¢ swoje funkcje, takie jak oddychanie,
odzywianie, rozmnazanie, wzrost. Btona komorkowa wystgpujaca w komorce zwierzecej

jest jedyng warstwag okalajaca komorke, stanowigca barier¢ miedzy $rodowiskiem
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zewnetrznym a  komorka, jest wybiorczo przepuszczalna, dlatego bierze udziat
w transporcie i utrzymaniem homeostazy (rysunek 6). Rysunek 7 przedstawia wnikanie
jonow pierwiastka w formie wolnej i zwigzanej z ligandem do komorki zwierzecej. Jony
moga przedostawac si¢ do wnetrza komorki przez btong komdrkowa za pomoca kanatow
jonowych lub przez fagocytozg. W przypadku jonu potaczonego z ligandem moze on zostaé
uwolniony w procesie trawienia w organellum komorkowym — lizosomie, zawierajagcym
enzymy trawienne, w ktéorym pH wynosi okoto 4,5. Nastepnie uwolniony jon moze

ponownie taczy¢ si¢ z biatkami lub wnikna¢ do jadra komérkowego.

M en+ M en+

N i
J G
kanat jonowy Men*

N P fagocytoza

=

Y
v «—NMel" < _ Me2* .
‘ l lizosom

biatko

K \ (q " jadro komoérkowe /

blona komorkowa

Me** pierwiastek w postaci wolnej

pierwiastek w postaci zwigzane)

Rysunek 7. Schemat wnikania jonow pierwiastka do komorki zwierzecej

Powyzszy schemat ilustruje sposob selektywnego transportu jondw przez btone
sluzowa nabtonkéw uktadu oddechowego i pokarmowego. Jedng z cech, ktdra jest istotna
dla znajomosci toksycznosci jest lipofilno$¢ substancji i jej zdolno$¢ do przenikania przez
bariery lipidowe [30]. Ot6w, kadm oraz lipofilowe formy chemiczne pierwiastkow po
pokonaniu bariery wigzg si¢ miedzy innymi z albuminami lub hemoglobing [31].

Efekty dzialania pierwiastkow toksycznych, ktore wnikaja do komorki, przedstawione na
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rysunku 8, to powstawanie reaktywnych form tlenu oraz wolnych rodnikow, przytaczanie
pierwiastkow do biatek (np. grup tiolowych), zmieniajac ich struktur¢ przestrzenng.
Enzymy sa najczesciej wielkoczasteczkowymi katalizatorami biatkowymi, zatem zmiana
przestrzenna W okolicach centrum aktywnego skutkuje zmniejszeniem aktywnos$ci

enzymatycznej, a nawet inaktywacja enzymu [32].

Wywolanie
stresu
oksydacyjnego

VANTEUE
Inaktywacja stabilno$ci
enzymow przestrzennej
bialek

Rysunek 8. Skutki dziatania pierwiastkéw toksycznych po wniknigciu do komorki [3]

7. Pierwiastki wywolujace efekty toksyczne i ich wplyw na
organizmy
Pierwiastki wywotujace efekty toksyczne sa zaliczane do ksenobiotykéw, czyli

substancji chemicznych obcych dla organizmu, najczesciej powodujace niekorzystne
zmiany w jego funkcjonowaniu. Naleza do nich m.in.: Hg, Cd, Pb, Ni 1 As. Znane s3
rowniez jako pierwiastki biofilne, ktére nieprawidlowo wplywaja na synteze biatek
strukturalnych, dziatanie enzymdéw 1 material genetyczny. Zagrozenia zwigzane
z obecno$cig As, Hg i Ni w organizmie przestawione sg w tabeli 4. Jest to zjawisko
toksycznosci, ktére wywotuje zaburzenia fizjologiczne organizmu, mogace prowadzi¢ do
jego $mierci. Nie wszystkie formy specjacyjne pierwiastkow sg szkodliwe w takim samym
stopniu [33]. Toksyczno$¢ substancji warunkowana jest przez szereg cech
fizykochemicznych takich jak: rozpuszczalnos$¢, stopien dysocjacji, budowa, formy
chemiczne, stopien rozdrobnienia i lotno$¢ oraz zdolno$¢ do biodegradacji [3]. Pierwiastki
toksyczne charakteryzujg si¢ tendencja do oddawania elektronéw innym atomom lub
jonom, stajac sie kationami [34]. W takiej formie w stanie wolnym wystepujg jedynie

przejsciowo, poniewaz wigza si¢ m.in. z biatkami i makroczasteczkami. Substytucja
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elektrofilowa zachodzi w czasteczkach zawierajgcych grupy sulthydrylowe, karboksylowe

i fosforanowe, ktore maja wysoki stopien powinowactwa do kationéw [35].

Tabela 4. Charakterystyka pierwiastkow toksycznych

Pierwiastek Funkcja
As Jest pierwiastkiem szeroko rozpowszechnionym, dlatego czgsto

wystepuje jako zanieczyszczenie w zywnoSci. Arsen wystepuje
w wielu formach specjacyjnych, tworzy potaczenia organiczne
1 nieorganiczne, dobrze i slabo rozpuszczalne o réznych stopniu
wchlaniania z przewodu pokarmowego (45-95%). Znane sa szlaki
metaboliczne arsenu w organizmie oraz miejsca gdzie dochodzi do
jego kumulacji (wtosy, paznokcie, skéra). Toksyczno$¢ arsenu jest
bardzo wysoka, zwlaszcza jego zwigzkow nieorganicznych. Hamuje
procesy metaboliczne, jest inhibitorem enzyméw, powoduje rozwdj
nowotworow [19]. Jednak As zwykle nie kumuluje si¢ w organizmie
i jest wydalany w ciggu kilku dni, w zaleznosci od dawki i postaci
[36]. Istniejg rowniez doniesienia o zatruciach rtecig i arszenikiem
[37] oraz reakcjach alergicznych, poniewaz wigkszo$¢ produktow

ziotowych nie wymaga dowodu skutecznosci i bezpieczenstwa [38].

Hg Najwigksze zrédto narazenia dla czilowieka stanowi przemyst
wydobywczy, stosowanie pestycydow, ktore wprowadzajag Hg do
gleb 1 wod oraz zywno$¢ pochodzenia morskiego, poniewaz
biologiczny okres pottrwania Hg w organizmach ryb wynosi kilkaset
dni. Rtg¢ jest bardzo mobilna w srodowisku, tworzac potaczenia
organiczne i nieorganiczne. Niebezpiecznym zjawiskiem jest
metylacja rteci, gdyz ta forma specjacyjna ma zdolno$¢ do
pokonywania bariery biologicznej. Mechanizm dzialania toksycznego
rteci to inhibicja enzyméw poprzez tworzenie trwatych potaczen Hg?*
z biatkami 1 zwigzkami, w ktoérych wystepuje grupa tiolowa.
Wchtanianie rtgci zalezy od drogi podania i jej formy specjacyjne;.
Z uktadu pokarmowego akumuluje si¢ 95% alkilorteci, natomiast dla
rteci nieorganiczne] — okoto 10%. Gromadzi si¢ ona gldwnie

w nerkach — 90% i mézgu (MeHg). Potowiczny okres eliminacji
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metylorteci to 70 dni, soli nieorganicznych 40 dni, a dla frakcji

skumulowanej w mézgu nawet kilka lat [19].

Ni W $rodowisku jest bardzo mobilny i niezbedny w niewielkich
ilosciach dla rozwoju roslin. W 2008 roku zostal uznany za ,,alergen
roku”, ze wzgledu na wystepowanie silnych alergii skornych. Istotne
sa rowniez powazne skutki immunomodulujace, immunotoksyczne
i rakotworcze wg IARC [3]. Wchtanianie zalezy od rozpuszczalno$ci
zwiazkow niklu oraz drogi podania. Biologiczny okres poéitrwania

niklu w osoczu wynosi 20-34 h [19].

Wraz z szybkim rozwojem przemystowym S$wiata znacznie wzrosto zagrozenie
zwigzane z przedostawaniem si¢ do Srodowiska pierwiastkow wywolujacych efekty
toksyczne, takie jak kadm i oldw. Sa to pierwiastki, ktore tworza proste kationy w reakcjach
chemicznych, majg dobrg przewodno$¢ cieplng i elektryczng, wysokie temperatury
topnienia i wrzenia, sg kowalne i ciagliwe (tabela 5). Naleza do grupy pierwiastkow
0 bardzo wysokim stopniu potencjalnego zagrozenia. Ich toksyczne oddziatywanie jest
widoczne na kazdym etapie tancucha pokarmowego, natomiast w organizmach
zwierzecych czy ludzkich objawia si¢ w zmianach w syntezie biatek, zaburzeniach

wytwarzania ATP, co w konsekwencji prowadzi do powaznych zaburzen i chorob.

Tabela 5. Wtasciwosci kadmu i1 otowiu

Wiasciwosci fizykochemiczne kadmu i otowiu

Cd Pb
Konfiguracja elektronowa [Kr]5s24d10  [Xe]4f*5d106s26p?
Liczba powlok 5 6
Elektroujemnos¢ wg Paulinga 1,69 2,33
Temperatura topnienia [°C] 321 327,5
Temperatura wrzenia [°C] 765 1740
Masa atomowa [u] 112 207
Gesto$¢ [g/em?], temp. 20 °C 8,65 11,34
Potencjal standardowy Me?*/Me, [V] -0,763 -0,13
Stopnie utlenienia 0,+2 0, +2, +4
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7.1. Kadm
Kadm wystepuje naturalnie w zewnetrznej warstwie skorupy ziemskiej w postaci

siarczku kadmu — CdS (ok. 0,1 mg/kg) i w mineratach takich jak: monteponit (CdO), otawit
(CdCOg) (rysunek 9).

Ponadto tworzy zwigzki soli: CdClz, CdSOs,
CdHCOs*. W  érodowisku  alkalicznym
wytracaja si¢ slabo rozpuszczalne weglany
1 fosforany kadmu. W nieskazonych wodach
powierzchniowych jego $rednie st¢zenie
wynosi do 5 ng/L. Kadm wiazany jest przez
aminokwasy, cytryniany, szczawiany

1 salicylany, tworzac z nimi jony kompleksowe

1 chelaty organiczne. Wchodzi w sktad

Rysunek 9. Biale krysztaty otawitu T
Tsumeb, region Otjikoto, Namibia prochnicy i zwigzkéw tatwo przyswajalnych
[39]

przez ro$liny. Biodostgpnos¢ zalezy od
obecnosci substancji organicznej, odczynu gleby, potencjalu redoks, temperatury. Jest
najbardziej mobilny przy pH 4,5 — 5,5. Kadm jest tatwo dostgpny dla roslin. Znaczne jego
ilosci znajduja si¢ w korzeniach, lodygach 1 lisciach. Jest tatwo pobierany
1 przyswajany oraz transportowany w roslinie, ale przy zwigkszonym pobieraniu kumuluje
si¢ w korzeniach, podobnie jak otow [21,33]. Korzenie roslin rosngcych na glebach
bogatych w kadm sg grube 1 skrocone. Poza tym toksyczne dziatanie kadmu powoduje
zaburzenia fotosyntezy, zmian¢ przepuszczalnos$ci blon komoérkowych, zmiang DNA.
Zakloca pobieranie wapnia, magnezu, fosforu i potasu oraz wody. Zawartos¢ Cd w 60%
probek ryzu pochodzacego z Chin przekracza poziom 0,2 mg/kg. Tolerowane dzienne
spozycie (TDIL, ang. Tolerable Daily Intake) dla Cd wg Swiatowej Organizaciji Zdrowia
(WHO, ang. World Health Organization) to 0,83 pg/kg m.c. Badania ryzu w prowingcji
Hunan dostarczyty informacji o 65%, 50% 1 34% probek, ktére nie spetniaja krajowych
norm zywnosciowych odpowiednio dla Cd, As i Pb. Jest to spowodowane stosowaniem
nawozow fosforowych, ktore moga zawiera¢ znaczne ilosci Cd oraz wysoka
fitodostepnosciag Cd podyktowang kwasnym charakterem gleby (okolo polowa gleb
w prowincji Hunan ma pH < 5,5) [23].

Zrédta antropogeniczne kadmu to przede wszystkim przemyst metalurgiczny,

produkcja nawozéw fosforowych, odpady komunalne 1 spalanie paliw kopalnych. Obecnie
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w produkcji kadmu przoduja takie kraje jak: Japonia, Korea Potudniowa i Chiny [39].
Roczna $wiatowa produkcja wynosi 15-20 tys. ton. Emisje Cd w Europejskim Obszarze
Gospodarczym spadly o okoto 35% w latach 1990-2017. Wynika to gtéwnie z ulepszen
technologii ograniczania emisji w oczyszczalniach $ciekow i spalarniach oraz w zakladach
rafinacji i wytapiania metali. W 2017 r. najwigkszymi emitentami Cd byty Niemcy, Wiochy
i Polska, ktére odpowiadaty za prawie potowe catkowitej emisji Cd [40].

Kadm znajduje zastosowanie w akumulatorach niklowo-kadmowych (25%
produkcji  $wiatowej), barwnikach 1 pigmentach, powlokach antykorozyjnych

i stabilizatorach, stopach, produkcji opon i olejow silnikowych oraz w stomatologii.

7.1.1. Dzialanie toksyczne
Okoto 70% kadmu dostarczanego do organizmu ludzkiego znajduje sig¢

w produktach spozywczych pochodzenia ro$linnego [33]. Kadm, wykazuje duze
podobienstwo biochemiczne do cynku ale ma wigkszg tendencj¢ do tworzenia wigzan
kowalencyjnych. Rozporzadzenie Komisji UE nr 1881/2006 z 19 grudnia 2006 roku podaje
maksymalny poziom kadmu w zywnoS$ci pochodzenia roslinnego — 0,2 mg/kg $swiezej
masy. Swiatowa Organizacja Zdrowia przedstawita maksymalna dopuszczalng ilo$é
kadmu w suszu roslinnym, ktora wynosi 0,3 mg/kg s.m. [41,42]. Dopuszczalne stezenie
kadmu w wodzie przeznaczonej do spozycia wynosi 5 pg/L. Komitet Naukowy ds.
Zywnosci ustalil tymczasowe tolerowane tygodniowe pobranie (PTWI, ang. Provisional
Tolerable Weekly Intake) na poziomie 7 ug/kg masy ciata [43]. Migdzynarodowa Agencja
Badan nad Rakiem umiescita kadm i jego zwigzki w grupie 1 substancji rakotwoérczych dla
cztowieka. Zwiazki kadmu po wprowadzeniu do organizmu przeksztatcaja si¢ w jego
glowna toksyczng forme specjacyjna — jon Cd?*. W zwiagzkach wystepuje na +2 stopniu
utlenienia  (tabela 5). Jony kadmu  tworza  wigzania  kowalencyjne
z atomami siarki, tlenu i wodoru. Pierwiastek ten wykazuje interakcje z Zn, Cu, Fe, Mg,
Ca, Se, zmieniajac ich metabolizm w organizmie. Wchtanianie Cd z przewodu
pokarmowego wynosi okoto 10%. Wigzany jest i transportowany przez krwinki czerwone,
w osoczu tworzy kompleksy z biatkami wielkoczasteczkowymi trafiajagcymi do watroby,
natomiast kompleksy z biatkami niskoczasteczkowymi trafiaja do nerek i1 ulegaja resorpcji
zwrotnej. Wszystkie procesy zachodzace w organizmie sa nefro- i hepatotoksyczne
1zwigzane jest to z tym, ze okoto 80% Cd znajduje si¢ w nerkach 1 watrobie. Kadm zaburza
metabolizm weglowodanow, hamuje wydzielanie insuliny. Przewlekle skutki zatru¢
kadmem to utrata powonienia, uszkodzenia nerek, zmiany kostne, niedokrwisto$¢. Okres

pottrwania kadmu w nerkach wynosi 15 lat [3,44].
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W organizmach kregowcow, bezkregowcow oraz w komorkach roslin 1 grzybow
wystepujg biatka zdolne do wigzania ksenobiotykéw w postaci jonéw jedno- lub
dwudodatnich. Masa czasteczkowa wolnego biatka (apotioneiny) wynosi okoto 6000 Da.
Biatko zwigzane z jonem pierwiastka to metalotioneina (MT) wystepujace u ssakow
gtéwnie w nerkach 1 watrobie, narzadach odpowiedzialnych za metabolizm, detoksykacje
1 wydalanie substancji szkodliwych. Metalotioneina w swoim tancuchu polipeptydowym
zawiera reszty cysteiny w okoto 30% (rysunek 10). W analizie z uzyciem chromatografii
wykluczania (SEC, ang. Size Exclusion Chromatography) sygnat analityczny MT pojawia
si¢ przy masie czasteczkowej 10 000 Da [19]. Wszystkie reszty cysteinowe biorg udziat
w wigzaniu jondéw, dlatego w natywnej formie MT nie ma wolnych grup SH ani mostkow
disiarczkowych. Klastery sa zdolne do stworzenia wigzan nawet z sze§cioma jonami
jednowarto$ciowymi. Metalotioneina indukowana jest w narzadach migzszowych przez
kadm, cynk, miedz, kobalt (watroba) oraz przez kadm, rte¢, miedz, bizmut i ztoto (nerki).
Powinowactwo pierwiastkbw do MT nie jest jednakowe. Szereg powinowactwa jest
nastepujacy: Zn(Il) < Pb(Il) < Cd(II) < Cu(l) < Ag(l) < Hg(Il) < Bi(Il), zatem mozna
wnioskowaé, ze cynk jest wypierany z klasterow przez pierwiastki wykazujace
wiasciwosci toksyczne. Wykazano, ze przy krotkiej ekspozycji kompleks metalotioneina-

kadm ma dziatanie bardziej nefrotoksyczne od jonowej formy kadmu [19,30,45].

HS—
C-koniec

N-koniec

Rysunek 10. Wzor strukturalny cysteiny
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W trakcie chelatacji jonow Me?* w czasteczce MT za pomoca wiazan kowalencyjnych lub
koordynacyjnych tworza si¢ klastery a i B, w zalezno$ci od ilosci jonéw wigzanych przez
reszty tiolowe (4 dla o oraz 3 dla ) oraz czes$ci koncowej biatka (C dla a lub N dla B)
(rysunek 11). Biatko MT posiada cztery izomorficzne formy: MT-I, MT-I1, MT-1IIl, MT-
IV, ktore r6znig si¢ rodzajem aminokwasoéw i1 koordynowanych pierwiastkow, punktem
izoelektrycznym oraz ekspresjg genéw warunkujacych ich wytwarzanie w odpowiedzi na
pierwiastki toksyczne lub potrzebe utrzymania homeostazy, co jest biologiczng rola MT
[30,45,46].

® e @

Q o L W,
/‘ | jon'Cd. Zn, Hg, O ‘ ‘
| Cu.Pblub Ag \“ s

B
‘ . ‘coo NH"‘

‘ ‘ ~ reszta cysteiny

Rysunek 11. Schemat przedstawiajacy klastery o i B metalotioneiny, ktore powstaja po
zwigzaniu jonéw wykazujacych powinowactwo do biatka [45]

Rosliny wykazuja zdolnos$¢ do wigzania kadmu za pomocg fitochelatyn (PCs, ang.
phytochelatins), czyli biatek bogatych w grupy sulfhydrylowe -SH. Fitochelatyny maja
mas¢ czasteczkowa 2-10 kDa 1 mogg wystgpowaé w licznych wariantach 1 potaczeniach
aminokwasowych: (y-Glu-Cys)n-p-Ala, (y-Glu-Cys)n-Glu, (y-Glu-Cys)n-Ser, (y-Glu-Cys)n-
Gln, (y-Glu-Cys)n. Szacunkowo, nawet 95% kadmu jest wigzana w roslinach w postaci

kompleksow PCs-Cd, co redukuje jego toksycznosc [33].
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7.2. Olow
Otow rzadko wystepuje w formie

rodzimej, natomiast spotykany jest
w okoto 440 mineratach, takich jak:
galena (PbS), cerusyt (PbCO3) (rysunek
12), krokoit (PbCrOs), anglezyt (PbSOs),
plattneryt (PbO2) [3,47]. Wystepuje na
trzech stopniach utlenienia 0,+2, +4

(tabela 5). OtdOw w  powietrzu

atmosferycznym obecny jest w postaci

czastek mineralnych w pyle zawieszonym Rysunek 12. Krysztaty cerusytu (4,0 x

oraz jako gazowe zwiazki organiczne. 3,0 * 2,0 cm) z kopalni Nakhlak,
: . Anarak, Isfahan, Iran [44]
W powietrzu  PbO przeksztalca si¢

w Ph3Oy4 [47].

W wodzie jest spotykany pod postaciami Pb(OH). i Pb(HCOz)2, Pb(OH)s,
Pb2(OH)s*, Phs(OH)s*" oraz jako nierozpuszczalne: PbO, PbCOs, PbSOs. Najczesciej
jednak wystepuje w formie jonowej Pb?" [33,44]. Naturalne stezenie Pb w wodach
powierzchniowych 0,2 pg/L [3]. Ogolne stgzenie Pb w wodach gruntowych
i powierzchniowych jest na poziomie 10 pg/L [3]. Stwierdzono, ze woda deszczowa
zawiera najwyzsze stezenia zarowno catkowitego, jak 1 organicznego otowiu. W roslinach
kumuluje si¢ gtownie w korzeniach (93% - 95%), z ktérych jest transportowany czgsciowo
do czesci nadziemnych [48]. Na jego fitodostgpnos¢ i pobieranie majg wptyw: pH,
wielko$¢ czastek, pojemnos$¢ sorpcyjna gleby, powierzchnia korzenia, substancje
uwalniane przez korzenie, mikoryza. W komorce hamuje dzialanie enzymdéw poprzez
oddziatywanie z grupami —SH. Natomiast aktywno$¢ metaloenzyméw jest ograniczana
wskutek zastepowania wlasciwych pierwiastkow otowiem w centrach aktywnych.
W roslinach nadmiar Pb i jondw otowiu wptywa negatywnie na fotosyntez¢, oddychanie,
gospodarke wodng i hormonalng, przepuszczalno$¢ bton komoérkowych, synteze DNA,
podzialy komorkowe i kietkowanie, akumulacje barwnikéw fotosyntetycznych w lisciach.
Rosliny poprzez adaptacje do warunkoéw sSrodowiska i1 zanieczyszczenia gleby, wody
1 powietrza, mogg by¢ bioindykatorami, jednoczesnie stajac si¢ potencjalnie niebezpieczne
dla spozywajacych je ludzi [49]. Jony otowiu zmniejszajg pobieranie kationow potasu,

wapnia, magnezu, manganu, cynku i zelaza [3].
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Zrédta antropogeniczne otowiu to spalanie benzyn, hutnictwo otowiu, miedzi, cynku
1 zelaza, spalanie wegla, produkcja cementu. Jego roczna emisja wynosi blisko 13 tys. ton
[3]. W trakcie emisji spalin do atmosfery uwalniane sg formy otowiu R4Pb (R-podstawnik
alkilowy). Sa one rozkladane w reakcji z rodnikami hydroksylowymi i pod wptywem
promieniowania do lotnych RsPb*, R,Pb?*. Wykazuja one wieksza stabilno$é w wodzie
1 moga by¢ obecne w wodach powierzchniowych. Produkty degradacji tetraalkilootowiu sg
unikalnymi wskaznikami zanieczyszczenia $rodowiska [33]. Znane sg liczne roéwniez

formy organiczne otowiu:

e R4PD:
o} |\/|84Pb,
o MesEtPb,
o MezEt,Pb,
o MeEtsPb,
o Et4Pb,

e R3Pb*:
o MesPb*,
o MeEt,Pb*,
o EtsPb*,

o RPH**:
o MePb?,
o MeEtPb?,
o EtPb?*.

Zwiazki zawierajace grupe metylowa sa bardziej stabilne fotochemicznie niz te
z grupa etylowa [33]. W warunkach laboratoryjnych zidentyfikowano monoalkilootéw

RPb™ ale nie ma dowoddw na jego obecno$é w srodowisku naturalnym [33].

7.2.1. Dzialanie toksyczne
Otoéw pomimo toksycznych wiasciwosci pojawia si¢ w wielu dziedzinach zycia jako

materiat konstrukcyjny, surowiec do pigmentow, stopow, produkcji akumulatorow
1 amunicji, produkcji fungicydow, morskich farb przeciwporostowych 1 pianek
poliuretanowych. Tetraetyloolow jest nadal wykorzystywany w dodatkach do paliwa
silnikow benzynowych samochodow terenowych i samolotow, natomiast octan otowiu
stosowany byt jako substancja konserwujgca [3,47]. Nieorganiczne formy otowiu
wystepowaly w starszych typach farb [33]. Zakaz stosowania benzyny otowiowej na
terenie UE skutkowal 98-procentowym spadkiem emisji olowiu w latach 1990-2017.

Najwigkszym emitentem Pb jest obecnie Polska (okoto 20% calkowitej emisji) [40].
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Pomimo nizszej emisji antropogenicznej nadal duze znaczenie ma powolna biometylacja
otowiu, ktora zachodzi w osadach wodnych.

Neurotoksyczne dzialanie otowiu zostalo zaobserwowane wsrdd obywateli dobrze
sytuowanych z powodu dodawania otowiu do kosmetykow i zywnosci [50]. Dzienne
dopuszczalne spozycie (ADI, ang. Acceptable Daily Intake) dla otowiu wynosi 0,428 mg
wedlug WHO. W Rozporzadzeniu Komisji UE nr 1881/2006 z 19 grudnia 2006 roku
podano maksymalny poziom otowiu w zywnosci 0,3 mg/kg $wiezej masy [41]. Dla
poréwnania, WHO ustalifo poziom maksymalny poziom Pb w suszu ro$linnym
10 mg/kg s.m. [42]. W wodzie przeznaczonej do spozycia maksymalne stezenie moze
wynosi¢ 10 pg/L. Olow zostat zakwalifikowany do grupy B2 jako prawdopodobnie
kancerogenny przez US EPA [51]. Toksyczno$¢ form organicznych otowiu zalezy od
stopnia podstawienia tancucha organicznego. Im wyzszy stopien podstawienia tancucha,
tym wieksza toksyczno$¢ zwigzku [52]. Metaloorganiczne zwigzki otowiu: RsPb, R3Pb,
R2Pb?*, RPb%* wykazuja duza labilnos¢ i tatwo zachodzi pomiedzy nimi transformacja [33].
W s$rodowisku formy tetraetylo- i tetrametylootowiu sg szybko degradowane przez
promieniowanie i sktadniki atmosferyczne, takie jak ozon i rodniki hydroksylowe.
Rozktadaja si¢ one do otowiu trialkilowego i olowiu dialkilowego, a dalej do jonowej
formy otowiu [53]. Formy jonowe sg bardziej stabilne w srodowisku, a zwigzki zawierajace
grupe metylowa maja wigkszg stabilno$¢ fotochemiczng niz te z grupg etylowa.
Nieorganiczny otow rzadko wystepuje w stanie wolnym, dlatego tworzy rézne zwigzki
kompleksowe. Toksyczno§¢ form organicznych jest wigksza niz form nieorganicznych.
Obie formy mogg si¢ akumulowac i trafia¢ do tancucha pokarmowego [51]. Wchtanianie
otowiu w przewodu pokarmowego to okoto 10%, przy czym stopien przenikania jest
wickszy dla potaczen organicznych olowiu niz dla form nieorganicznych. Btony
erytrocytarne wigza otow w 99%, ktory nastepnie jest dostarczany do tkanek narzadow
wewngetrznych: watroby, phluc, serca i nerek (pula szybkowymienna), dalej do skory
1 migs$ni (pula sSredniowymienna) oraz do kosci, w ktorych odktadany jest najdtuze;.

Hydroksyapatyt jest zwigzkiem chemicznym o wzorze ogdlnym Caio(PO4)s(OH)2
(rysunek 13) wystepujacym w przyrodzie jako mineral i nieorganiczny sktadnik kosci
1 zebow odgrywajacy kluczowa role w mechanicznej wytrzymatosci kosci. Ma postac
dhugich krysztatéw (rysunek 14) [54]. Uwodniona otoczka hydroksyapatytu, wigze
ksenobiotyk, np. otdow, fluor, stront czy rad, z ptynu, ktéry omywa powierzchni¢ kosci.

Nastepuje reakcja podwojnej wymiany. Jony wapnia sa wypierane przez kationy olowiu,
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strontu i baru, a jony fluoru wymieniajg jon hydroksylowy. Ludzkie ko$ci sg zbudowane
w 70% z hydroksyapatytu, z ktorego otlow moze wyprze¢ wapn w ilosci 70 mg/kg [47].
Otéw zmagazynowany w ko$ciach moze by¢ substancjg nieaktywng przez kilka lub
kilkanascie lat, do momentu rozpuszczenia krysztalu hydroksyapatytu wskutek dzialania
parathormonu, zakwaszenia organizmu lub procesu przebudowy kosci. Przedostaje si¢

wtedy do osocza i jest kumulowany w innych narzadach lub wydalany.
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Rysunek 13. Struktura hydroksyapatytu [55]

Rysunek 14. Struktura krystaliczna hydroksyapatytu [54]

Toksyczne dziatanie olowiu ujawnia si¢ w zaburzeniach syntezy hemu
1 hemoglobiny prowadzac do niedokrwisto$ci, uszkodzeniu uktadu nerwowego i czynnosci

nerek, watroby, uktadu sercowo-naczyniowego.
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Obstugiwane przez ustuge Bing
@ Australian Bureau of Statistics, GeoNames, Microsoft, Navinfo, OpenStreetMap, TomTom, Wikipedia

Stezenie ofowiu we krwi dorostych [ug/dL] -
1,66 9.3

Rysunek 15. St¢zenie otowiu we krwi osob dorostych w wybranych krajach [56]. Szare
pola oznaczaja wartosci ponizej 1,66 pg/dL lub nie przeprowadzono badan w danym kraju

Obstugiwane przez ustuge Bing
Australian Bureau of Statistics, GeoNames, Microsoft, Navinfo, OpenStreetMap, TomTom, Wikipedia

Liczba dzieci, u ktorych stezenie otowiu we krwi przekracza 5 ug/dl |
0 192734783

Rysunek 16. Liczba dzieci w wybranych krajach, u ktorych stg¢zenie otowiu we krwi
przekracza 5ug/dL [56]. Szare pola oznaczajg, ze w danym kraju nie wystepuja u dzieci
przekroczenia st¢zenia olowiu we krwi lub nie przeprowadzono badan w danym kraju

Ericson 1 in. (2021) zestawili wyniki wykonanych badan, w trakcie ktorych
oznaczono st¢zenie otowiu we krwi u dzieci i dorostych w latach 2010-2019 (rysunek 15
i 16). Analiza ta data 520 wynikoéw obejmujacych 1 003 455 0sob z 49 krajow. Za dzieci

uwaza si¢ osoby w wieku od 0 do 14 lat. Nie ma okreslonego ,,bezpiecznego” poziomu
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stezenia otowiu we krwi, natomiast WHO przyjmuje prog 5 pug/dL jako maksymalny
poziom u dzieci. Z przedstawionych badan wynika, ze w 19 krajach st¢zenie otowiu we
krwi dorostych przekraczat wartos¢ 5 pg/dL i az w 31 krajach wykazano przekroczenie tej

wartosci u dzieci.
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Rysunek 17. Tlo$¢ osob obcigzonych chorobami zwigzanymi z ekspozycja na otow w latach
1990-2019 [57]

Analizujac trendy od 1990 do 2019 r., badanie globalnego obcigzenia chorobami
(GBD, ang. Global Burden of Disease) ocenito $§miertelno$¢ i niepelnosprawnosé¢ z powodu
chor6b spowodowanych zatruciem otowiem u os6b na calym $wiecie. Wskaznik
obcigzenia chorobami zwigzanymi z ekspozycja na oldw jest najwyzszy w Indiach oraz
Chinach, ktére dominuja w calym przedziale czasowym nad pozostalymi krajami
i regionami (rysunek 17).

Ziota chinskie sg czgsto stosowane przez osoby, ktore chcg zmniejszy¢ masg ciata
lub osiggna¢ inne cele zdrowotne [58]. Otéw i jego zwigzki wnikajg do organizmu droga
pokarmowa, przezskorng i inhalacyjng. W ciaggu ostatnich 20 lat opisano wiele przypadkow
zatrucia olowiem po spozyciu zi6t chinskich w ramach stosowania Tradycyjnej Medycyny
Chinskiej. Ponizej przedstawiono kilka przyktadow:

a. U3 o0sob (23 1, 35 1., 48 1) po stosowaniu tabletek na bazie zi6t przez 2, 6

miesiecy oraz 3 dni odpowiednio, co skutkowalo podwyzszeniem st¢zenia
otowiu we krwi [59];
b. Mezczyzna 66 1. po stosowaniu terapii TCM przez 8 miesigcy miat poziom

olowiu we krwi na poziomie 657 pg/L [60];
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c. Podwyzszony poziom otowiu w mleku matek, ktore spozywaty ziota uzywane

w TCM (8,59-10,95 pg/L) [6];

d. Podwyzszony poziom otowiu we krwi (226 pg/L) u mezczyzny (75 1.), ktory

stosowat ziotowe plastry lecznicze przez 3 miesigce [62].

8. Pierwiastki fizjologiczne
Pierwiastki przej$ciowe zaliczane do mikroelementow, np. Cu, Zn, Co, Fe, Mn, Mo,

Cr, V znajduja si¢ w centrach aktywnych enzymow, ktére zwigzane sg m.in. z transportem

1 magazynowaniem tlenu, transportem elektronéw w mitochondriach oraz procesami

metabolicznymi. Niedostateczna ich ilo§¢ w organizmie moze przyczyni¢ si¢ do

problemdéw na poziomie komérkowym. Jednoczes$nie pierwiastki takie wlasciwie spetniaja

swoje funkcje biologiczne w okreslonych zakresach stezen, od ktorych odstepstwa sg
szkodliwe (tabela 6).

Gdy niedobdr pierwiastka prowadzi do charakterystycznych negatywnych

objawow, ktore szybko ustepuja po wyeliminowaniu niedoboru, mozna uznaé, ze

pierwiastek jest niezbedny do funkcjonowania organizmu. Dotyczy to miedzy innymi

cynku, zelaza, miedzi i manganu [63].

Tabela 6. Funkcje pierwiastkow fizjologicznych w organizmie

Pierwiastek

Funkcja

Zn

Niezbgdny do syntezy bialek 1 kwasow nukleinowych, reguluje
kurczliwo$¢ migsni, uczestniczy w syntezie insulinopodobnego czynnika
wzrostu IGF-1 [63]. Tworzy kompleksy z alouminami, makroglobulinami
1 metalotioneing (tak jak Cd). Jego podwyzszony poziom powoduje
zaburzenia metabolizmu innych metali [29]. Nano — ZnO jest pobierany
i akumulowany przez rosliny w postaci Zn?* lub zwigzkéw z kwasami
organicznymi (rowniez aminokwasami) [4]. Wchianianie cynku

z przewodu pokarmowego miesci si¢ w przedziale 58 — 77% [19]

Mg

Odgrywa niepodwazalnie duza role w organizmie wykazujac duza
aktywno$¢ w tworzeniu kompleksow z nukleozydami i ATP. Aktywuje
ponad 300 reakcji enzymatycznych. Stabilizuje rybosomy i kwasy
nukleinowe. Wptywa na aktywnos$¢ parathormonu, wzrost 1 gestos$¢ kosci
oraz razem z wapniem odpowiada za aktywno$¢ elektryczng komorek

mig$nia sercowego. Bardzo dobrze wchlania si¢ z produktow
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spozywczych, natomiast w przypadku suplementéw wazna jest forma
chemiczna tego pierwiastka (wykazano dobra wchianialnos$¢ cytrynianow

i glukonianow magnezu w przeciwienstwie do tlenku magnezu) [64].

Mn

Niezbedny do regulacji poziomu cukru we krwi, prawidtowego
funkcjonowania uktadu odpornosciowego, wzrostu kosci i reprodukcji
[63]. Jego niedobor powoduje powazne zmiany chorobowe, np. cukrzyce
i schizofreni¢. Okres pottrwania Mn to 37 dni. Wchiania si¢
z przewodu pokarmowego w 3 —7,5% i kumuluje si¢ w watrobie, trzustce,
nerkach i jelitach. Jego metabolizm jest zwigzany z zelazem w sposob

antagonistyczny [19].

Cu

Odgrywa kluczowa role w procesach oksydacyjno-redukcyjnych, dzigki
obecnosci w enzymach. Miedz jest kompleksowana we krwi przez
histydyne, treoning, kwas glutaminowy i albuminy. Nadmiar powoduje
obnizenie poziomu hemoglobiny oraz niedobdr cynku, poniewaz jest jego
antagonistg [29]. Nano — CuO moze wystgpowac¢ w postaci niezmienione;j
lub jako kompleks Cu (II) z kwasem cytrynowym, fosforowym i cysteina,
a takze jako zredukowana Cu (I) [4]. Stopien przyswajalnosci Cu
z pozywienia wynosi $rednio 5 — 20%. Jest metabolizowana w watrobie,

a jej biologiczny okres pottrwania wynosi kilka tygodni [19].

Se

Selen jest pierwiastkiem niezbednym do prawidlowego funkcjonowania
organizmu. Reguluje wlasciwa odpowiedZz immunologiczng na infekcje,
wspomaga aktywnos$¢ limfocytow, pomaga w niszczeniu komorek
nowotworowych. Niedobdr tego pierwiastka objawia si¢ zwigkszong
podatnoscia na zachorowania [65]. Wchianianie zwigzkow selenu
z przewodu pokarmowego jest wysokie i wynosi ponad 60%. Badania
wskazuja, ze odgrywa duzg role w ukladzie sercowo-naczyniowym,
detoksykacji pierwiastkow toksycznych 1 wtasciwej odpowiedzi tkanek na
insuling [66]. Jest biopierwiastkiem o waznej funkcji fizjologicznej, ale

roéznica miedzy ilo$cig niezbedng i szkodliwa jest bardzo mata.

Odpowiada za prawidlowe przemiany lipidow, cholesterolu
1 fosfolipidéw. Jego sole wchtaniajg si¢ w 10% z uktadu pokarmowego.

Biologiczny okres pottrwania wynosi 42 dni [19].
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Co Jest pierwiastkiem $ladowym, niezbegdnym do prawidlowego
funkcjonowania organizmu. Wystepuje gldwnie w narzadach
migzszowych i migéniach. Jako sktadnik kobalaminy, czyli witaminy B12
bierze udzial w regulacji produkcji erytrocytow oraz w metabolizmie
biatek i kwasow nukleinowych [67].
U dorostego cztowieka kobalt wchiania si¢ z przewodu pokarmowego
w ok. 50%. Zaréwno nadmiar, ja i niedobor tego pierwiastka jest

szkodliwy [68].

Sr Stront jest dostepny dla cztowieka w warzywach 1 zbozach. Stabo
wechtania si¢ z przewodu pokarmowego. Nie wykazano jego istotnosci dla
zdrowia, chociaz wykazujac podobienstwo do wapnia, moze czgsciowo

przejmowac jego rol¢ i wzmacnia¢ kosci [69].

Ba Bar jest pierwiastkiem obecnym w $rodowisku naturalnym w niskich lub
srednich stgzeniach. Nie jest uwazany za biologicznie istotny sktadnik,
jego sole rowniez sg stosunkowo nierozpuszczalne i przez to maja niska

biodostepnos¢ [70].

9. Mechanizmy obronne roslin
Glowng roznica wystepujaca w budowie komorki roslinnej 1 zwierzece] jest

obecnosc¢ Sciany komorkowej (rysunek 18). Jest ona zbudowana z celulozy i odpowiada za
ochrone komorki i wzmocnienie, jednocze$nie umozliwiajac przenikanie wody, tlenu

1 dwutlenku wegla.

Jadro komorkowe

Chloroplast

Siateczka $rodplazmatyczna
Btona komorkowa

P "\

Sciana komorkowa

Mitochondium

Rybosom iy uola

Rysunek 18. Budowa komorki roslinne;j
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Dzialanie stresora biotycznego lub abiotycznego na rosling powoduje, ze wykazujg
one odpornos¢ (minimalizowanie wptywu czynnika stresowego poprzez unikanie stresu)
lub tolerancje (wytrzymato$¢ na niekorzystne warunki $rodowiska). W zwigzku
z natgzeniem 1 czasem dziatania, czynniki zewnetrze moga spowodowaé zmiany
dziedziczne (aklimatyzacja) lub zmiany niedziedziczne (adaptacja) w roslinach [3].
Szczegbdlne warunki rozwoju roslin (brak mozliwosci przemieszczania), spowodowaly, ze
w toku ewolucji wypracowaty one mechanizmy, ktére zapewniaja im ochron¢ przed
stresowymi czynnikami zewngtrznymi poprzez kontrole metaboliczng, ktora wymaga
nakladow energii 1 kompromisu miedzy wzrostem, a metabolizmem wtérnym.
Mechanizmy obejmuja obron¢ mechaniczng (kolce, wloski) oraz chemiczng. Obrona
chemiczna polega na biosyntezie metabolitow wtornych, ktére nie sg substancjami

potrzebnymi w podstawowych procesach zyciowych (tabela 7) [4].

Tabela 7. Rodzaje mechanizméw obronnych w roslinach

Obrona konstytutywna Funkcjonujgca niezaleznie Bardziej  kosztowna  dla
od obecno$ci zagrozenia ro$liny, prowadzi do

ograniczenia wzrostu oraz

zdolno$ci konkurowania w

srodowisku, pierwsza linia

obrony
Obrona indukowana Wywotywana  obecnoscia Ograniczenie kosztu
patogenu lub uszkodzeniem metabolicznego,  zwigksza
konkurencyjnos¢

Rosliny wyksztalcily dwie gtowne formy detoksykac;ji:

1) Detoksykacja metali w protoplascie, ktora polega na kompleksowaniu jonow metali
przez drobnoczasteczkowe ligandy: fitochelatyny, metalotioneiny, kwasy
organiczne i aminokwasy;

2) Detoksykacja metali w $cianie komorkowej, bedaca pierwszg barierg w pobieraniu
pierwiastkow powodujacych efekty toksyczne. Wptyw pierwiastkow powoduje
zmiang jej struktury 1 wtasciwosci, czyli zwigkszenie ilosci pektyn, ktore taczac sig
z jonami metali tworza pektyniany metali, jednocze$nie zatrzymujac je w swojej
strukturze 1 zapobiegajac tym samym przedostawaniu si¢ metali do wngtrza

komorki [3].
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10. Ocena narazenia
Biomonitoring wraz z monitoringiem fizykochemicznym i mikrobiologicznym jest

elementem monitoringu $rodowiska ukazujac w jaki sposéb substancje potencjalnie
toksyczne, bedace zanieczyszczeniami, oddziatujg na organizmy zywe.

Jednym z dziatow toksykologii jest toksykometria, ktora odpowiada za oceng
toksycznego dziatania substancji w zalezno$ci od dawki. W sposob jakosciowy i iloSciowy
charakteryzowany jest zwigzek prawdopodobnie szkodliwy oraz ustalana jest przyczyna
choroby czy zgonu. Okres$lane sg dopuszczalne stezenia w wodzie, powietrzu i zywnosci,
na ktore eksponowany jest organizm. Efekty dziatania toksycznego substancji zalezg
od budowy chemicznej substancji, ktora warunkuje wilasciwosci fizykochemiczne oraz

aktywnosc¢ chemiczna, ktore z kolei rzutuja na aktywnosc¢ biologiczng (rysunek 19) [19,30].

Aby rozwigzaé
chemicana problemy dotyczace aspektow
bezpieczenstwa sktadnikow

zywnosci wykonuje si¢ badania
ekotoksykologiczne na trzech

Wisicise Aktywnosé poziomach: i) ocena ryzyka,

chemiczne biologiczna

i1) okreslenie dawki wywotujacej

ostry efekt toksyczny, iii) ocena

nastepstw ekspozycji
Aktywnosé organizmow zywych na trucizny
chemiczna
[3].
Rysunek 19. Zalezno$¢ miedzy budowa Ocena narazenia pomaga
chemiczng, . wiasciwosciami W teoretycznym oszacowaniu
fizykochemicznymi 1 aktywnoscia
chemiczng a aktywnoscig biologiczng wielkosci  (dawek 1 stezen),

czegstosci, czasu trwania, drog
narazenia na substancj¢ chemiczng, w celu ustalenia dawki pobranej, ktora moze wywotaé
zaburzenia stanu zdrowia. Pomocny jest w tym wypadku wzor 1, dzigki ktoremu, stosujac
pewne zatozenia, mozna ustali¢ warto$¢ dawki pobranej na danym szlaku narazenia. Jesli
substancja lub jej metabolity nie sg catkowicie wydalane w ciggu jednej doby, co ma
miejsce w przypadku pierwiastkow ulegajacych kumulacji, to dla ekspozycji ciaglej,
obserwuje si¢ zard0wno wzrost poziomow ksenobiotykow w plynach ustrojowych,

jak 1 wzrost wydalania.
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KXFXT
Ty XW

D=Cx (D

D — dawka pobrana substancji [mg/kg m.c./dzien]

C — stezenie substancji chemicznej w no$niku [mg/dm?], [pg/L]

K — ilo$¢ nosnika [dm®/dzien], [L/dzien]

F — czestotliwo$¢ narazenia [min, h, dni/rok]

T — dlugo$¢ okresu narazenia [rok]

W — masa osoby narazonej (Srednia masa osoby dorostej to 70 kg) [kg]

Ta— okres usrednienia zalezny od rodzaju efektu, dla jakiego szacowane jest narazenie. Dla
substancji kancerogennych Ta = 70 lat, dla substancji niekancerogennych Ta = T [rok]
[20,30].

Biodostepno$¢ i bioprzyswajalno$¢ to terminy zwigzane z substancjami, ktore dostaja
si¢ do organizmu. Biodostepno$¢ znana rdwniez jako dostepnos¢ biologiczna odnosi si¢ do
szybko$ci 1 stopnia wchianiania danego sktadnika pokarmowego do ukladu krazenia
i nastepniec do tkanek i narzagdow [71]. Charakteryzowana jest za pomocg trzech

parametrow:

e pole powierzchni pod krzywa zaleznosci stezenia substancji we krwi od czasu,
¢ maksymalnego stg¢Zenia substancji we krwi,

e czasu od momentu podania do osiggnigcia maksymalnego stezenia.

Bioprzyswajalno$¢ jest to ilo§¢ substancji aktywnej, ktéra uwolniona z Zywnosci
w przewodzie pokarmowym moze by¢ absorbowana w jelitach [4].

Dzigki badaniom zwigzanym z okreslaniem powyzszych parametrow dla
pierwiastkéw fizjologicznych oraz toksycznych, zwigksza si¢ §wiadomos¢ konsumentow
oraz dietetykdw czy lekarzy na temat sktadnikow zywnosci. Dzigki racjonalnemu
podejéciu 1 znajomosci zaleznosci miedzypierwiastkowych mozna zwigkszy¢ podaz

produktoéw korzystnych oraz ograniczy¢ spozywanie produktow potencjalnie szkodliwych.

11. Przeciwdzialanie i leczenie
W polowie XVI wieku rozwinat si¢ nurt medycyny przemystowej, dzigki ktorej

rozwinela si¢ diagnostyka i1 przeciwdziatanie ostrym zatruciom m.in. olowiem i kadmem,
zwlaszcza, ze w pdzniejszym czasie, w trakcie rewolucji przemystowej otowica stata si¢
choroba zawodowa w wielu grupach pracownikéw przemystu, we krwi ktorych stezenie

pierwiastkow toksycznych wzrosto 100-krotnie [3]. Wiele przypadkow zatru¢ wsrod
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dorostych 1 dzieci spowodowato, ze podjeto dziatania w celu okreslenia dopuszczalnych
norm 1 wycofania benzyny otowiowej i farb zawierajacych otéw. Badajac metabolizm
wydalania pierwiastkow wywolujacych efekty toksyczne w organizmie skupiono si¢ na ich
biologicznym okresie poéttrwania. Zalezy on od miejsca akumulowania si¢ badanego
pierwiastka, jego formy chemicznej oraz frakcji (szybkowymiennej, sredniowymienne;,
wolnowymiennej) w jakiej zatrzymuje si¢ w ciele cztowieka. Pierwiastki takie jak Cr, Ni,
As, ktore trafiajg do tkanek i narzadow o charakterystyce szybko — i §redniowymiennej
maja biologiczny okres pottrwania od kilkunastu do kilkudziesigciu dni. Natomiast otow
1 kadm, trafiajgce ostatecznie do tkanki kostnej wykazuja czas pottrwania od kilkunastu do

kilkudziesigciu lat (rysunek 20).
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— Cd Pb Ni As Cr

Rysunek 20. Kinetyka wydalania z organizmu wybranych pierwiastkow [30]

Postepowanie w przypadku zatru¢ kadmem, otowiem, czy innymi pierwiastkami
jest bardzo podobne i polega na chelatacji za pomocg EDTA (gtéwnie dla zatru¢ otowiem),
dimerkaprolu (w przypadku zatrucia Hg, Sb i As), penicylaminy (zatrucia Cu, Pb, Co, Zn
i Hg), DTPA (zatrucia Pb, Zn, Fe, Mn), deferoksaminy (zatrucie Fe), DMPS (zatrucie As,
Cu, Hg) i DMS (zatrucie As, Hg, Pb). Terapie chelatacyjne sa skuteczne na wczesnych
etapach zatrucia, jednak nie s3 w stanie usung¢ skutecznie otowiu z kosci i mézgu.
Powstaty kompleks z EDTA jest trwaty, rozpuszczalny w wodzie i skutecznie wydalany
przez nerki [33]. Konieczne jest rowniez przyspieszenie eliminacji ksenobiotyku
z organizmu czyli zwigkszenie klirensu. W =zaleznosci od substancji toksycznej
1 mechanizmoéow jej wydalania, mozna zwiekszy¢ dwa rodzaje klirensu: przez dyfuzje —

eliminacja nerkowa, plucna i zotagdkowa i metaboliczny — eliminacja watrobowa [19].
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12. Korelacje wystepujace miedzy pierwiastkami
Wykazano, ze istniejg korelacje migdzy pierwiastkami wystgpujacymi w glebie,

ro$linach i organizmach zwierzecych. Pierwiastki moga by¢ wobec siebie antagonistyczne,
synergistyczne, antagonistycznie i synergistycznie w zaleznos$ci od wzajemnego stosunku
stezen) lub nie wykazywac¢ zadnej korelacji [1,21]. Kadm zaktoca pobieranie Ca, Mg, P
1 K oraz wptywa niekorzystnie na gospodarke wodng. Matryca gleby zmniejsza absorpcje
kadmu, gdy zawarto$¢ cynku jest znaczna [33]. Olow ogranicza synteze i akumulacje
barwnikow fotosyntetycznych w roslinach, czyli zmniejsza przyswajanie Fe i Mg, a takze
K, Ca, Mn i Zn. W organizmie hamuje lub nasladuje dziatanie wapnia. Cynk wykazuje
silny antagonizm wobec P, Mg, Mn i Cu. Natomiast pierwiastki antagonistyczne wobec
miedzi to P, Fe 1 Zn. Mangan nagromadzony w roztworze glebowym moze hamowacé
pobieranie Cd. W warunkach tlenowych rozpuszczalny Mn?* ulega utlenieniu, usuwajac
w ten sposOb wazny inhibitor pobierania Cd [3,21,23]. Wiasciwa proporcja Fe/Mn
warunkuje rownowage procesOw enzymatycznych w roslinach. Jesli jest ona nizsza od 1,5
— wystepuja objawy toksycznosci manganu, natomiast wartos¢ powyzej 2,5 daje objawy
nadmiaru zelaza. Pierwiastki zblizone biochemicznie do zelaza wykazuja interakcje
z kobaltem. Glownie wykazuje on dzialanie antagonistyczne wobec Mn i Fe, ograniczajac
ich funkcje biochemiczne. Kolejnym pierwiastkiem, ktory ingeruje w funkcje fizjologiczne
innych pierwiastkow sladowych jest nikiel. Zaburzony stosunek Ni/Fe jest krytyczny dla
ro$lin wywotujac wtorny niedobor zelaza. Nawozenie gleb wapniem i magnezem chroni
ro$liny przed zwigkszonym wchtanianiem niklu. Selen ogranicza pobieranie pierwiastkow
sladowych, przede wszystkim Mn, Zn, Cu i Cd. Siarka i fosfor obecne w glebie obnizaja
dostepnos¢ selenu dla roslin. Nalezy zwrdci¢ uwage na to, ze interakcje miedzy
pierwiastkami r6znig si¢ w zaleznosci od tego, czy badamy je w organizmie ro§linnym czy
zwierzecym. Z rysunku 21 wynika, Zze te same zaleznosci u roslin i zwierzat
zaobserwowano dla par. Cu-Cd, Cd-Zn, Pb-Mn, Mn-V, Mn-Cu, Mn-Se,
Zn-Cu, Ni-Zn i Se-Cu — wykazujg one charakter antagonistyczny. Roznica wystepuje
w interakcji Ni-Mn, ktora w roslinach ma charakter antagonistyczny, natomiast u zwierzat

synergistyczny.
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« Antagonizm /-Antagonizm h
*Ni-Mn, Ni-Co, As-Zn, Cd-Cu, Cd-Zn, *As-Se, Cd-Co, Cd-Se, Pb-Co, Pb-Se,
Pb-Zn, Cr-Cd, Cr-V, Cr-Cu, Mn-As, V-Mn, Cu-Cd, Cu-Zn, Cu-Sr, Zn-Cd,
Mn-Pb, Mn-V, Mn-Cr, Mn-Cu, Se-Mn, Sr-Co
Mn-Zn, Mn-Se, Co-Mn, Zn-Cu, Se-As, «Synergizm
Se-Cd, Se-Zn -Mn-Ni, Se-Co

*Synergizm « Antagonizm/synergizm

*Pb-Cd, Se-V _ «Ni-Zn, Pb-Mn, Cu-Mn, Cu-Se

* Antagonizm/synergizm

*Ni-Cd, Ni-Cu, Ni-Zn, Mn-Cd, Se-Cu

L »

Rysunek 21. Interakcje migedzy pierwiastkami w organizmach ro$linnych i zwierzgcych
[21]

Badanie takich zaleznosci ma duze znaczenie w przypadku roslin
wykorzystywanych w celach spozywczych lub leczniczych. Znajac potozenie geograficzne
uprawy, wlasciwosci chemiczne gleby, potencjalng obecno$¢ zanieczyszczen, mozna
oceni¢ czy wybrany gatunek rosliny lub jej cze$¢ sg narazone na wchlanianie pierwiastkow
takich jak Cd, Pb, Ni, As czy Cr. Natomiast wiedza o interakcjach mi¢dzypierwiastkowych
umozliwia oszacowanie bezpieczenstwa produktu, zawartosci pozadanych sktadnikow

I jego wlasciwosci zdrowotnych.

13. Medycyna chinska i terapie ziolowe
Niewatpliwym s$wiadectwem tego, ze medycyna chinska ma znaczacy wpltyw

na wspolczesng nauke i zycie, jest Nagroda Nobla przyznana w 2015 roku chinskiej
naukowczyni Tu Youyou, specjalistce w dziedzinie ziololecznictwa, medycyny chinskiej
1 chemii lekéw, za badania nad pochodng artemizyny — artemetrem, czyli zwigzkiem
chemicznym wyizolowanym z ziota Artemisia annua, wykorzystywanego w TCM,
znajdujgcego zastosowanie w leczeniu malarii [72]. Wedlug danych WHO ponad 100 min
Europejczykow korzysta obecnie z TCM, a na pozostatych kontynentach uzytkownikow
jest znacznie wigcej. Migdzy chinska a zachodnia medycyng wystepuja znaczne
rozbieznos$ci. Nauki empiryczne ksztattowaly si¢ na ogromnym obszarze Chin zaleznie od
warunkow klimatycznych 1 srodowiskowych. Rozwinigta medycyna zachodnia dotarta do
Chin w czasie wojny opiumowej (1839 — 1842 r.). Od 1949 roku tradycyjne sposoby
leczenia sprawdzane sg nowoczesnymi metodami badawczymi. Wtorne zainteresowanie

zwigzkami naturalnymi o wilasciwosciach terapeutycznych jest spowodowane
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antybiotykooporno$cig, niepozagdanym dziataniem lekéw 1 rozwojem chorob
cywilizacyjnych (choroby ukfadu krazenia, autoimmunologiczne, metaboliczne,
neurodegeneracyjne). Badania epidemiologiczne wskazuja na zwigzek mi¢dzy dieta bogata
w substancje pochodzenia ro$linnego (polifenole, flawonoidy), a zmniejSzeniem
zapadalno$ci na choroby cywilizacyjne [4]. Lekarstwa stosowane w medycynie tradycyjnej
majg pochodzenie roslinne, zwierzece 1 mineralne, przy czym zrodito roslinne jest
najbogatsze [73]. Uwazane sa za wazne zrodto witamin i biatek roslinnych, dzigki czemu
wspieraja  odporno$¢  [74]. Rosliny wykorzystywane w leczeniu zawieraja
charakterystyczne substancje czynne o okreslonych wtasciwosciach, aktywnosci, dziataniu
1 toksycznosci, ktore wystepuja w stezeniach zaleznych od fazy wzrostu, czasu zbioru oraz
czesci rosliny [75]. Substancja biologicznie czynna jest odpowiedzialna za dziatanie
produktu leczniczego, ktorej celem jest migdzy innymi poprawa funkcji fizjologicznych
organizmu [76]. Wiasciwosci substancji czynnych wystepujacych w ziotach warunkuja
wplyw na organizm cztowieka. Ich dzialanie moze mie¢ charakter synergistyczny lub
antagonistyczny w potaczeniu z innymi substancjami czynnymi zawartymi na przyktad
w lekach [4]. W celach leczniczych stosowane sg korzenie, kwiaty, liScie, nasiona, todygi
1 owoce, ktore poddawane s3a suszeniu, prazeniu, paleniu, ekstrakcji, gotowaniu
1 parowaniu. Skuteczno$¢ dziatania podnosi umiejetne polaczenie kilku zidt wedtug
odpowiednich receptur, ktore po przebadaniu uznane sg za skuteczne 1 stosowane obecnie
nie tylko przez nurt tradycyjny, ale rowniez przez nowoczesny kierunek medycyny [73].
Przeszkoda w precyzyjnym okresleniu wtasciwej dawki sa duze roéznice w zawartosci
substancji aktywnych, nawet w obrebie jednej rosliny, gatunku czy uprawy [77].
Tradycyjna Medycyna Chinska jest wazng cze$cig opieki zdrowotnej znacznej
czgsci spoteczenstwa, poniewaz dla wielu milionow ludzi leki ziotowe 1 terapie tradycyjne
sa jedynym zrodiem dostepu do systemu ochrony zdrowia, sa niedrogie, akceptowalne
kulturowo, ciesza si¢ rosngcym zaufaniem ze wzgledu na wyrdzniajacy si¢ sposob walki
z chorobami niezakaznymi. Obecnie w funkcjonujacej Tradycyjne; Medycynie Chinskiej
wykorzystuje si¢ ponad 400 gatunkéw roslin do celow leczniczych 1 terapeutycznych.
Praktyki znane jako medycyna alternatywna (CAM, ang. complementary and/or
alternative medicine) obejmuja ziotolecznictwo, akupunkture, terapie i odzywianie [78].
Zauwazalnie wzrasta od kilku lat zapotrzebowanie na oferowane przez TCM praktyki
i produkty. Swiatowa Organizacja Zdrowia oficjalnie wspotpracujac z trzema agencjami

Organizacji Narodéw Zjednoczonych (ONZ): Swiatowa Organizacja Wtasnosci
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Intelektualnej, Swiatowa Organizacja Handlu i Organizacja Narodéw Zjednoczonych ds.
Wyzywienia i Rolnictwa, stworzyla strategi¢ dotyczaca medycyny tradycyjnej na lata
2014-2023. Jej nadrzgdnym celem jest wspieranie wktadu TCM w ochrong zdrowia jako
alternatywy dla medycyny konwencjonalnej, poprzez regulacje produktow, praktyk
1 specjalistow, budowanie bazy wiedzy, podniesienie bezpieczenstwa, jakosSci
i skuteczno$ci oraz integracje ustug TCM z krajowymi systemami opieki zdrowotnej [79].
Produkty oferowane przez medycyne tradycyjna, czyli m.in. ziota, materiaty ziotowe,
preparaty ziotowe, cze$ci roslin i mieszanki ro$linne, maja coraz wigksze znaczenie
gospodarcze, dzigki rozwojowi systemu sprzedazy i mozliwosci rozpowszechniania
praktyk tradycyjnych na calym $wiecie, a przede wszystkim przez brak ograniczen
i kontroli nad ziolami. Miedzynarodowy rynek ziol chinskich wigze si¢ z faktem,
ze produkty czesto sg wytwarzane w kraju innym, niz ten, w ktérym sa sprzedawane.
Zagrozenia zwigzane z duza dostepnoscig i brakiem odpowiednich badan klinicznych
w kontrolowanych i randomizowanych warunkach to przede wszystkim: stosowanie
produktéw niskiej jakosci, zafatszowanych, zle przetworzonych i przechowywanych lub
podrobionych, brak odpowiedniej diagnozy, powazne skutki uboczne lub niepozadane
interakcje podczas leczenia, zwlaszcza Zze terapie realizowane sa z wykorzystaniem
ztozonych mieszanek ziotowych [80-82]. Mieszanki zidt sporzadzane przez praktykow
medycyny chinskiej sg trudne do scharakteryzowania poniewaz wzajemne oddziatywanie
poszczegbdlnych skladnikéw moze powodowaé skutki uboczne wydluzone w czasie
stosowania lub nawet po zaprzestaniu spozycia [83]. Hasto ,naturalny oznacza
bezpieczny” przyswiecajace medycynie tradycyjnej nie zawsze znajduje potwierdzenia
w wynikach badan dotyczacych zawartosci pierwiastkow w ziotach wywotujacych efekty
toksyczne [84]. Wyzwaniem pozostaje zapewnienie bezpieczenstwa i wysokiej jakosci
produktow. Pomimo podjetych dzialan w celu zmniejszenia emisji pierwiastkow
toksycznych, udowodniono toksyczny wplyw niskich dawek w trakcie diugotrwatej
ekspozycji, zatem konieczne jest stale monitorowanie $rodowiska potaczone
z profilaktyka [85]. Niekompetentne wykorzystywanie mieszanek ziot lub taczenie ich
ze stosowanymi lekami moze powodowaé wiele efektow ubocznych. Napary ziotowe
stosowane w duzych ilo$ciach przez dlugi czas moga wywolywac efekty hepatotoksyczne
wraz z zatruciami pierwiastkami, takimi jak otow, co moze by¢ przyczyng anemii, oraz
akumulacjg w tkankach miekkich i ko$ciach [60, 86, 87]. Dopuszczenie do stosowania ziot

w Europie przez wiele lat opierato si¢ na nastepujacych kryteriach: zapis bezpiecznego
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stosowania, wskazania, ktore nie wymagaja nadzoru lekarza i1 okreslong instrukcje
dawkowania. Bioragc pod uwage jedynie te regulacje, zafalszowanie produktow jest
nieuniknionym ryzykiem. Moze ono objawi¢ si¢ zatruciami pierwiastkami toksycznymi,
bakteriami, oraz niezadeklarowanymi skladnikami pochodzenia ro$linnego lub
farmaceutycznego np. efedryna, chlorfeniramina, metylotestosteron czy fenacetyna. Nawet
do 32% produktéw zawieralo niezgloszone zanieczyszczenia spowodowane obecnoscia
As, Pb i Hg [83]. 1 maja 2009 roku FDA opublikowato ostrzezenie dotyczace ziotowych
produktow Hydroxycut (Iovate Health Sciences Inc., Oakville, Ontario, Kanada)
stosowanych w celach kontroli wagi 1 budowy ciata. Zgtoszono 23 przypadki dotyczace
choréb watroby, od zoéltaczki do niewydolnosci watroby wymagajacej przeszczepu tego
organu. Podobne skutki zaobserwowano w przypadku spozywania produktow Herbalife
(Herbalife International of America Inc., Los Angeles, CA). Ekstrakty z zielonej herbaty
pozyskiwane z lisci Camellia sinensis (rysunek 22) spowodowaly rozwoj chordb watroby
w ciggu trzech miesigcy od rozpoczgcia uzytkowania [88]. Toksyczno$¢é moze by¢ nasilona

przez stosowanie naparéw z zielonej herbaty na czczo [83].

14. Uregulowania prawne dotyczace pierwiastkow toksycznych
W Zywnosci

Bezpieczenstwo zywno$ci (ang. Food safety) to
dzialania zmierzajace do zapewnienia zywosci, ktora nie
szkodzi zdrowiu 1 Zyciu konsumentow. Analiza Zywnosci
pozwala na opracowanie i wykorzystanie metod
analitycznych do charakteryzowania produktow 1 ich
wlasciwosci poprzez identyfikacje 1 iloSciowe oznaczanie

sktadnikow. Jest to niewatpliwie istotne narzedzie do oceny

pozytywnych i1 negatywnych cech produktow spozywczych

Rysunek 22. Roslina  oraz wsparcie produkcji zywnosci wysokiej jakosci [89].
Camellia sinensis

z przekrojem kwiatu o
i nasionami [76] kryteria: jako$¢ sensoryczna (smak, zapach, wyglad,

W trakcie oceny zywnoS$ci badane s3 nastepujace

konsystencja), warto§¢ odzywcza, warto$§¢ uzytkowa lub
technologiczna, bezpieczenstwo i1 jakos¢ zdrowotna. Gdy zbiér cech w odpowiednim
stopniu spetnia wymagania ISO 9000:2015, moéwimy wtedy o jakosci. Podczas
sprawdzania bezpieczenstwa zywno$ci wykonuje si¢ badania: oznaczanie gtéwnych

sktadnikéw, oznaczanie zawartos$ci sktadnikow dodatkowych 1 zanieczyszczen oraz
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badanie substancji powstajgcych w czasie przetwarzania | przechowywania [89].
Wprowadzaniem oficjalnych metod badania zywnosci zajmuje si¢ Europejski Komitet
Normalizacyjny (CEN, fr. Comité Européen de Normalisation), ktory wydaje je w postaci
norm europejskich. Inne organizacje zajmujace si¢ normalizacja metod analitycznych to:
Miedzynarodowa Organizacja Normalizacyjna (ISO), Amerykanskie Stowarzyszenie
Badan i Materiatow (ASTM, American Society for Testing and Materials), Polski Komitet
Normalizacyjny (PKN).

Producenci zywnosci w wigkszo$ci krajow sa zobligowani przez prawo do
informowania konsumenta o sktadzie produktu, ktéry powinien by¢ analizowany pod
katem sktadnikéw odzywczych, dodatkow oraz trwato$ci. Prawo polskie 1 unijne okreslaja
jakie informacje powinny by¢ przekazane konsumentowi (Rozporzadzenie. Dz. U. 2015,
nr 1169/2011) [90,91].

Celem Unii Europejskiej jest przyjecie jednolitego ustawodawstwa dotyczacego
produktow TCM. Istnieje realna potrzeba zapewnienia jako$ci roslinnych produktéw
leczniczych za pomoca nowoczesnych technik kontroli oraz stosowanie odpowiednich
standardow [92]. W USA wigkszo$¢ stosowanych substancji przeznaczonych do medycyny
tradycyjnej jest zazwyczaj objeta Ustawa o Suplementach Diety, Zdrowiu 1 Edukacji z 1994
roku [26]. Biorac pod uwage poziomy zanieczyszczen dla ziot bedacych dostepnych
handlowo, kluczowe dla zdrowia spoteczenstwa jest okreslenie wymagan dotyczacych zi6t
1 regulacji zanieczyszczen. Dodatkowo, istotne dla prawidtowej identyfikacji Zrodia
pochodzenia jest szczegotlowa dokumentacja przedstawiajaca region geograficzny
1 gospodarstwo lub fabryke gdzie zebrano i1 przetwarzano materiat roélinny.

Prawo zywno$ciowe obejmuje swoimi regulacjami i wytycznymi wszystkie
sktadowe wytwarzania zywnosci, od pozyskiwania surowcow, az do przekazania produktu
konsumentowi. Europejskie prawo farmaceutyczne nie moze by¢ egzekwowane
w odniesieniu do ziét w celu zwigkszenia kontroli 1 bezpieczenstwa, poniewaz obecne
przepisy traktuja ziota nie jako leki, ale jako zywno$é¢ [11]. Swiadectwa skutecznosci
i bezpieczenstwa nie sg wymagane od wytworcow ziot [75]. Surowce pochodzg czesto
z krajéw o mniej rygorystycznych kontrolach zanieczyszczen dotyczacych pestycydow,
zanieczyszczen mikrobiologicznych, przemystowych, $rodowiskowych i innych [2].
Farmakopea Europejska wspomina o testach na pierwiastki toksyczne, mykotoksyny,
pestycydy 1 zanieczyszczenia mikrobiologiczne lekow ziolowych oraz okresla limity dla
Cd (2 mg/kg), Pb (5 mg/kg) i Hg (0,1 mg/kg) [93].
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Dla zapewnienia bezpieczenstwa i jako$ci zywnosci stosuje si¢ migdzy innymi
metody obrobki i przechowywania minimalizujace biologiczne oraz chemiczne zagrozenia
wraz z wdrazaniem systemOw zapewnienia 1 kontroli jako$ci. Pomocne sa
migdzynarodowe standardy, ktore okre$laja najwyzsze dopuszczalne zawarto$ci
szkodliwych sktadnikow w zywno$ci i wody (tabela 8) [71]. Jednak nie zawsze
w wytycznych mozna znalez¢ odniesienie do wybranych lub nowych produktow
spozywczych. Z tego wzgledu konieczne jest porownywanie badanych surowcoéw z tymi,

ktére sa najbardziej podobne matrycowo.

Tabela 8. Wymagania dla wody przeznaczonej do spozycia [71]

L Stezenie
Pierwiastek (ng/L]
As 10
Sb 5
Cr 50
Mn 500
Cd 5
Cu 2
Ni 20
Pb 10
Hg 1
Se 10

Tabela 9. Zawartos¢ sktadnikéw mineralnych w naparze z lisci [71].

Pierwiastek Zawartos¢
[mg na 100 g produktu]

Fe 0,01
Zn 0,01
Mn 0,219
Cu 0,008
Ca 0

Mg 1

Jednymi z wytycznych sg Dobre Praktyki Produkcyjne, ktore zostaty ustanowione
w celu propagowania systemu procesOw, procedur i dokumentacji 1 zapewnienia
odpowiedniego sktadu, jakosci i czystosci produktow [2]. Departament Rolnictwa USA
przedstawil dane dotyczace zawarto$ci sktadnikow mineralnych m.in. w migsie,
warzywach, owocach i naparze z lisci (tabela 9), dzieki ktorym mozliwe jest oszacowanie,
ktore produkty pozwalaja na dostarczenie organizmowi odpowiednich dawek pierwiastkow

w odniesieniu do zalecanego dziennego spozycia (ZDS) sktadnikéw mineralnych.
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Wspotczynnik tymczasowego tolerowanego tygodniowego pobrania dla
pierwiastkow takich jak kadm i olow jest bardziej wilasciwy do oceny narazenia,
w poréwnaniu do wspodtczynnika dopuszczalnego dziennego pobrania czy wspolczynnika
tolerowanego dziennego spozycia, gtownie ze wzgledu na kumulowanie si¢ tych
pierwiastkow w tkankach oraz dlugie pozostawanie w organizmie [94]. Dla nastepujacych
pierwiastkow: As, Cd, Cu, Hg, Pb, Sn, Zn wartosci PTWI sg prawnie uregulowane
I przedstawione w tabeli 10.

Tabela 10. Wartosci tymczasowego tolerowanego tygodniowego pobrania dla wybranych
pierwiastkow [71]

Pierwiastek PTWI [mg/kg m.c.]

As 0,025

Cd 0,007

Cu 0,05-0,5

Hg 0,005

Pb 0,025

Sn 14,0

Zn 1,0

W Polsce organy kontrolujace rynek zywnosci to: Panstwowa Inspekcja Sanitarna,
Inspekcja Weterynaryjna, Panstwowa Inspekcja Ochrony Roslin 1 Nasiennictwa, Inspekcja
Handlowa oraz Inspekcja Jakosci Handlowej Artykutow Rolno — Spozywczych [89].
Ustawa z dnia 25 sierpnia 2006 r. (Dz. U. 2006 Nr 171, poz. 1225 z pdzn. zm.) oraz
Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego 1 Rady UE 2017/625 z dnia 15 marca 2017 r.
sg podstawami prawnymi urzedowej kontroli zywnosci. Poza tym na mocy rozporzadzenia
nr 178/2002 powotano Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA, ang.
European Food Safety Authority), ktory odpowiada za ocene ryzyka i wprowadzenie zasad
identyfikowalnosci zywnosci. Aktualnie za nadzor sanitarno-epidemiologiczny oraz
polityke ochrony zdrowia w catej Unii Europejskiej odpowiada System Wczesnego
Ostrzegania o Niebezpiecznej Zywnosci i Paszach (RASFF, ang. Rapid Alert System for
Food and Feed). W ciggu ostatnich 10 lat zarejestrowano zgloszenia dotyczace
zanieczyszczen chemicznych, zanieczyszczen kadmem, otowiem 1 arsenem oraz
zanieczyszczeh przemystowych w owocach 1 warzywach, suplementach diety oraz ziotach
i przyprawach na terenie UE importowanych z catego $wiata. Wyniki kontroli zostaty
przedstawione w tabeli 11 [95]. Najwiecej przekroczen dopuszczalnych wartosci dla

kadmu zarejestrowano w owocach i warzywach. Byly one nieznaczne — do okolo
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3,5-krotnosci wyznaczonego limitu. Oléw byl czestym zanieczyszczeniem w owocach
i warzywach, suplementach diety pochodzenia europejskiego oraz ziotach i przyprawach.
Okreslone warto$ci byly przekroczone 1,3-1000 razy. Pozostalymi zanieczyszczeniami
nieorganicznymi byly: SO, chlorany, nadchloran, I, Ni, Co, Hg, Al, Sn, As. Istotnymi
zanieczyszczeniami organicznymi wystepujacymi  w  wyszczegolnionych formach
zywnos$ci byly pestycydy, WWA, olej mineralny, akrylamid, benzo(a)piren i estry
glicydylowe.
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Tabela 11. Zgloszenia dotyczace zanieczyszczen chemicznych w zywno$ci wg. RASFF. Stan na dzien 01.05.2023 r. [95]

Lp. Kategoria zywnosci Rodzaj zywnosci Kraj pochodzenia Zanieczyszczenie  Wynik analizy [mg/kg]  Limit [mg/kg]
1 Owoce i warzywa Chipsy ziemniaczane - Akrylamid 2,478 0,75
2 Owoce i warzywa Chipsy solone - Akrylamid 1,994 0,75
3 Owoce i warzywa Awokado Peru Cd 0,054 0,05
4 Owoce i warzywa Eddo Holandia Cd 0,056 0,05
5 Owoce i warzywa Awokado Dominikana Cd 0,17 0,05
6 Owoce i warzywa Suszone ziarna mung Uzbekistan Cd 0,11 0,04
7 Owoce i warzywa Awokado Kolumbia Cd 0,06 - 0,072 0,05
8 Owoce i warzywa Satata Bos$nia i Hercegowina Cd 0,107 + 0,003 0,1
9 Owoce i warzywa Papryka stodka Hiszpania Cd 0,038 0,02
10 Owoce i warzywa Seler §wiezy Polska Cd 0,27 0,2
11 Owoce i warzywa Awokado - Cd 0,057 0,05
12 Owoce i warzywa Mrozone kostki czosnku - Cd 0,124 0,05
13 Owoce i warzywa Maka Cocoyam Fufu - Cd 0,118 0,1
14 Owoce i warzywa Chipsy chlebowca - Cd 0,062 0,05
15 Owoce i warzywa Seler - Cd 0,45 0,2
16 Owoce i warzywa Por Belgia Cd 0,069 0,04
17 Owoce i warzywa Grzyby Francja Cd 0,79 £ 0,08 0,05
18 Owoce i warzywa Szpinak Belgia Cd 0,75 0,2
19 Owoce i warzywa Ziemniaki Bosnia i Hercegowina Cd 0,165 +0,049 0,1
20 Owoce i warzywa Szparagi Peru Cd 0,044 0,03
21 Owoce i warzywa Szpinak Polska Cd 0,445 £+ 0,089 0
22 Owoce i warzywa Groch Chiny Cd 0,114 0,1
23 Owoce i warzywa Awokado Peru Cd 0,054 0,05
24 Owoce i warzywa Okra Jordan Cd 0,02 + 0,003 0
25 Owaoce i warzywa Karambola Malezja Cd 0,066 0,05
26 Owaoce i warzywa Pietruszka Polska Cd 0,14 0,05
27 Owaoce i warzywa Grzyby Rumunia Cd 0,836 0,5
28 Owaoce i warzywa Awokado Dominikana Cd 0,13 +0,04 0,05
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Lp. Kategoria zywnosci Rodzaj zywnosci Kraj pochodzenia Zanieczyszczenie  Wynik analizy [mg/kg]  Limit [mg/kg]

29 Owoce i warzywa Marchew Polska Cd 0,359 0,1

30 Owoce i warzywa Marakuja Kolumbia Cd 0,13 0,05

31 Owoce i warzywa Fasola Chiny Cd 0,075 0,04

32 Owoce i warzywa Jarmuz w proszku Wielka Brytania Chloran 1,6 0,2

33 Owoce i warzywa Wodorosty Japonia | 3300 + 820 Nie dotyczy

34 Owoce i warzywa Jarmuz w proszku Wielka Brytania Nadchloran 3,8 0,1

35 Owoce i warzywa Groszek mrozony - Nadchloran 0,098 0,05

36 Owoce i warzywa Rodzynki - Olej mineralny 33 Nie dotyczy

37 Owoce i warzywa Rodzynki Iran Olej mineralny 174

38 Owoce i warzywa Suszona cebula Indie Pb 8,6 0,9

39 Owoce i warzywa Siekana cebula Indie/Niemcy Pb 8,7 - 100 0,1

40 Owoce i warzywa Suszona siekana cebula Indie/Niemcy Pb 15-23 Nie dotyczy

41 Owoce i warzywa Biale wino - Pb 0,23 0,15

42 Owoce i warzywa Gruszki w puszce Chiny/Niemcy Pb 0,17 0,1

43 Owoce i warzywa Okra Jordan Pb 0,24 - 0,32 0

44 Owaoce i warzywa Jezyny Portugalia Pb 0,2 - 0,68 0,1

45 Owoce i warzywa Satata Bosnia i Hercegowina  Pestycydy (lambda- 0,62 +£0,31 0,15
cyhalotryna)

46 Owoce i warzywa Morele w puszkach Chiny Sn 243,14 200

47 Owoce i warzywa Marynowana rzepa Polska SO, 162 +£24 100

48 Owoce i warzywa Oliwki Grecja SO, 18 Nie dotyczy

49 Owoce i warzywa Suszone grzyby shiitake Chiny SO, 90 - 230 Nie dotyczy

50 Owoce i warzywa Suszone grzyby Tajlandia/Chiny/Szwecja SO, 830 Nie dotyczy

51 Owoce i warzywa Kiszone karczochy Egipt SO, 260 + 35 100

52 Owoce i warzywa Suszona morela Uzbekistan SO; 5563 + 556 2000

53 Suplementy Ziemia okrzemkowa Czechyl/lslandia Al 19507 Nie dotyczy

54 Suplementy Algi - As 13 1

55 Suplementy Olej z rokitnika Chiny Benzo(a)piren 0,00538 0,002

56 Suplementy Superwchtanialne tokotrienole - Benzo(a)piren 0,024 0,01
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Lp. Kategoria zywnosci Rodzaj zywnosci Kraj pochodzenia Zanieczyszczenie  Wynik analizy [mg/kg]  Limit [mg/kg]
57 Suplementy Suplement diety - Benzo(a)piren 0,026 0,01
58 Suplementy Ekstrakt z imbiru i kurkumy - Benzo(a)piren 0,013 0,01
59 Suplementy Kapsulki suplementu diety - Benzo(a)piren 0,0211 £ 0,0053 0,01
60 Suplementy Produkt na bazie ryzu dla Polska/Hiszpania Cd 0,056 - 0,067 0,04
niemowlat i matych dzieci
61 Suplementy Suplement diety - diglicynian Chiny Cd 2,3 1
manganu 20%
62 Suplementy Trihydrat cytrynianu cynku Chiny Cd 2,8 1
63 Suplementy Suplementy Szwajcaria Co 17,9+3,6 Nie dotyczy
64 Suplementy Olej z wiesiotka Chiny Estry glicydylowe 40600 1000
65 Suplementy Napoj regeneracyjny z herbata Francja Hg 0,171 - 0,224 0,1
matchg
66 Suplementy Ziemia okrzemkowa USA Hg 0,95 0,1
67 Suplementy Suplement diety Wielka Brytania Hg 1 0,1
68 Suplementy Suplement diety- ajurwedyjski Indie Hg 0,21 0,1
69 Suplementy Ekstrakt z mitorzebu Chiny Hg 0,123 0,1
dwuklapowego
70 Suplementy Chlorella Chiny Hg 0,18 0,1
71 Suplementy Suplementy Szwajcaria Ni 145+3 Nie dotyczy
72 Suplementy Kapsulki z weglem aktywnym Francja Pb 7,1 3
i zielong glinka
73 Suplementy Ziemia okrzemkowa Czechy/lIslandia Pb 4 3
74 Suplementy Kaszka z ostropestu plamistego Czechy Pb 52 3
z boczniakami
75 Suplementy Suplement diety- ajurwedyjski Indie Pb 95 3
76 Suplementy Ziemia okrzemkowa - Pb 45 3
77 Suplementy Suplement diety Motdawia Pb 12,8 - 14,7 3
78 Suplementy Korzenie szparagow Niemcy/Maroko Pb 10,65 - 15,46 3
79 Suplementy Proszek Brahmi Indie Pb 4,8 3
80 Suplementy Suplement diety Niemcy WWA 0,137 0,05
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Lp. Kategoria zywnosci Rodzaj zywnosci Kraj pochodzenia Zanieczyszczenie  Wynik analizy [mg/kg]  Limit [mg/kg]
81 Suplementy Olej z rokitnika Chiny WWA 0,0628 0,01
82 Suplementy Suplement diety - WWA 0,125 0,05
83 Suplementy Ekstrakt z imbiru i kurkumy - WWA 0,088 0,05
84 Suplementy Wyciag z dziurawca - WWA 0,25 0,05
ZwWyczajnego
85 Ziota i przyprawy Proszek z pigciu przypraw - Benzo(a)piren 0,0238 0,01
86 Ziota i przyprawy Dziki czosnek Niemcy/Bulgaria Benzo(a)piren 0,0139 0,01
87 Ziota i przyprawy Liscie laurowe Turcja Benzo(a)piren 0,0433 0,01
88 Ziota i przyprawy Cynamon mielony Polska Benzo(a)piren 0,0161 £ 0,0040 0,01
89 Ziola i przyprawy Mielony imbir - Benzo(a)piren 0,0148 0,01
90 Ziota i przyprawy Suszona papryka- proszek Hiszpania Benzo(a)piren i 0,0866 0,05
WWA

91 Ziota i przyprawy Czosnek Chiny Cd 0,059 0,05
92 Ziota i przyprawy Czosnek - Cd 0,12 0,05
93 Ziota i przyprawy Pieprz Maroko Cd 0,022 0,02
94 Ziota i przyprawy Czosnek - Cd 0,071 0,05
95 Ziota i przyprawy Czosnek - Cd 0,071 0,05
96 Ziota i przyprawy Majeranek Egipt Nadchloran 2,1 2
97 Ziota i przyprawy Kurkuma Madagaskar Pb 2,77 15
98 Ziota i przyprawy Kardamon Uganda Pb 2,273 0,9
99 Ziota i przyprawy Proszek z lisci pokrzywy Albania Pb 36,2 3
100 Ziota i przyprawy Suszona cebula Indie Pb 0,0057 —0,0091 0,9
101 Ziota i przyprawy Korzeni imbiru Peru Pb 0,16 0,1
102 Ziota i przyprawy Kaolin Kamerun Pb 27,6 3
103 Ziota i przyprawy Garam masala Indie WWA 0,0597 0,05
104 Ziota i przyprawy Koper Uzbekistan WWA 0,106 0,05
105 Ziota i przyprawy Proszek z pigciu przypraw - WWA 0,1091 0,05
106 Ziota i przyprawy Dziki czosnek Niemcy/Bulgaria WWA 0,137 0,05
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Lp. Kategoria zywnosci Rodzaj zywnosci Kraj pochodzenia Zanieczyszczenie  Wynik analizy [mg/kg]  Limit [mg/kg]
107 Ziota i przyprawy Liscie laurowe Turcja WWA 0,2349 0,05

108 Ziota i przyprawy Korzen lubczyku - WWA 0,188 0,05

109 Ziota i przyprawy Suszona zielona papryka - WWA 0,0635 0,05

Jalapeno

110 Ziota i przyprawy Mielony czarny pieprz Sri Lanka WWA 0,1563 0,05

111 Ziota i przyprawy Cynamon mielony Polska WWA 0,0876 + 0,0289 0,05

112 Ziota i przyprawy Ekstrakt z macy - WWA 0,0931 Nie dotyczy
113 Ziota i przyprawy Mielony imbir - WWA 0,066 0,05

114 Ziota i przyprawy Mielony imbir Indie WWA 0,115 0,05
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15. Badanie skladu pierwiastkowego zywnosci
Produkty spozywcze wystepuja w postaci stalej, potptynnej lub ptynnej, a ich

bardzo bogata matryca sktada si¢ z biatek, peptydow, lipidow, sacharydow i1 zwigzkoéw
matoczasteczkowych, takich jak aminokwasy, kwasy organiczne, nukleotydy, kwasy
thuszczowe, sktadniki mineralne wraz z towarzyszacymi zanieczyszczeniami: pestycydami,
lekami  weterynaryjnymi, zanieczyszczeniami $rodowiskowymi, przemystowymi,
toksynami mikrobiologicznymi i sktadnikami opakowan [89]. W zalezno$ci od celu analizy
wymagane jest odpowiednie dobranie sposobu przygotowania probki oraz techniki

analitycznej.

16. Etapy procedury analitycznej

Etapy procedury analitycznej sktadaja si¢ z: okreslenia problemu analitycznego,
czyli jakie informacje musimy uzyska¢ z wykonywanych badan (analit/anality, poziomy
stezen), doboru metody analitycznej na podstawie dostepnych technik i znanego materiatu
badawczego, pobrania i przygotowania probki wraz z materialami odniesienia,
przeprowadzenia analiz oraz weryfikacji metody analitycznej, opracowania statystycznego
wynikow i ich interpretacji (rysunek 23).

~  Okreslenie
~ problemu
analitycznego

Dobranie metody
analitycznej

Pobranie
1 przygotowanie probki

Przeprowadzenie
analizy

Opracowanie
L4 statystyczne
___ wynikéw iich
' interpretacja

Rysunek 23. Etapy procedury analitycznej

16.1. Przygotowanie probki
Etap przygotowania probki ma kluczowe znaczenie w analizie. Powinien

charakteryzowac¢ sie¢ jak najwickszg wydajnoscig oraz powtarzalnoscig. W przypadku
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przygotowania probek do analizy specjacyjnej nie powinien spowodowac utlenienia,
degradacji termicznej, zmian chemicznych czy biochemicznych analitow. Wyjatkiem jest
proces derywatyzacji, dzieki ktoremu mozliwe jest oznaczenie analitu w zmienionej formie
chemicznej wybrang technika analityczng. Wlasciwosci chemiczne analitdow oraz matryca
wplywaja na wybor techniki analitycznej. Gdy mamy do czynienia z tkankami roslinnymi
lub zwierzecymi nieodzownym elementem jest homogenizacja probek. Analiza probek
biologicznych staje przed problemem, ktorym jest obecno$¢ bogatej matrycy.
Mineralizacja oraz ekstrakcja pozwala na usunigcie interferentdw i przeniesienie analitow
do matrycy o prostszym sktadzie, nickiedy uzyskujgc wzbogacenie analitu, co jest
zjawiskiem korzystnym, ze wzgledu na sladowe zawartos$ci pierwiastkow wywolujacych
efekty toksyczne. Zmiany jakim moga ulega¢ ziota podczas transportu i przechowywania
to utrata lub wchlonigcie wody, strata lotnych zwigzkéw, reakcje analitow ze sktadnikami
powietrza lub opakowania, rozktad pod wptywem mikroorganizméw, promieniowania UV,

zmiany enzymatyczne i chemiczne na przyktad po mechanicznym uszkodzeniu [89].

16.2. Mineralizacja
Przygotowanie probek do oznaczania pierwiastkéw w zywno$ci wymaga okreslenia

analitu wraz z jego oczekiwanym stezeniem, ilo$ci 1 masy probek, zakresu roboczego,
catkowitego czasu analizy, wplywu zanieczyszczen na wyniki. Im bardziej czuta technika
analityczna, tym wigksza uwaga powinna by¢ skupiona na czysto$ci probki. Granica
wykrywalnosci wybranej techniki jest ustalana na podstawie wartosci uzyskanej z analizy
probki Slepej, ktora zalezy od etapu przygotowania probki. Najbardziej pozadane metody
mineralizacji powinny by¢ szybkie, niedrogie, z malym zuzyciem odczynnikow,
mozliwymi do zautomatyzowania i potacznie on-line. W analizie §ladowej duza uwaga
musi by¢ skupiona na ochronie probki przed zanieczyszczeniem [96,97]. Najpopularniejsze

metody mineralizacji probek zywnos$ci przedstawione sg w tabeli 12.
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Tabela 12. Metody mineralizacji stosowane w przygotowaniu probek zywnosci [96]

Metoda Opis
mineralizacji
Spopielanie Duza ilo$¢ probki spopielana w piecu muflowym (400-600 °C).

otrzymany popiol rozpuszczany jest w kwasie. Ta metoda nie jest

odpowiednia dla pierwiastkéw lotnych

Mineralizacja
w systemie
otwartym

Wykorzystuje si¢ kwasy utleniajace lub mieszanki kwasow
z H202. Uzywane kwasy: HNO3z, H2SOs4, HCIO4, HCI, HF.
Zywno$¢ zawierajaca duze ilosci weglowodorow moze by¢ tatwo
zmineralizowana za pomoca HNOs, podczas gdy zywnos$¢ bogata
w tluszcze czy proteiny tatwiej ulega mieszaninie kwasow.
Ta forma mineralizacji jest bardziej elastyczna i ma wyzszy
odzysk dla wielu pierwiastkow §ladowych. Wadami tej metody
sa: duze zuzycie odczynnikow, wprowadzenie zanieczyszczen,
generowanie wysokiego sygnatu od probki $lepej, strata lotnych
analitow, dhlugi czas procesu, koniecznos¢ wykorzystania

niewielkiej ilo$ci probki

Mineralizacja
w systemie
zamknietym

Metoda zapobiega zanieczyszczeniu 1 utracie lotnych analitow.
Efektywnos¢ utleniania jest wigksza, czas mineralizacji jest
krotszy, proces charakteryzuje si¢ duza powtarzalnoscia,
bezpieczenstwem, mniejszym zuzyciem odczynnikow oraz

mozliwo$cig wykorzystania niewielkiej ilosci probki 0,1-0,5 g.

Mineralizacja
wspomagana
mikrofalowo

Czas procesu jest zredukowany, proces jest kontrolowany
automatycznie pod wzgledem temperatury, ci$nienia i czasu

trwania

Fotoliza UV

W trakcie procesu tworza si¢ rodniki, ktore reaguja
z matryca/zwigzkami organicznymi doprowadzajac do ich

degradacji. Wada jest diugi czas utleniania

Mineralizacja
wspomagana
ultradzwi¢kami

Dzwiek o czestotliwosci powyzej 20 kHz zwigksza ci$nienie
1 przyspiesza kawitacje, ktora przyspiesza proces. Poprzez
wytwarzanie wysokich lokalnych temperatur i wolnych rodnikow

mozliwa jest utrata analitow
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Najczestsza metodg przygotowania probek zywnosci pochodzenia roslinnego do
analizy jest mineralizacja na mokro z uzyciem kwasu azotowego i nadtlenku wodoru ze
wspomaganiem mikrofalowym [98-100]. W tabeli 13 przedstawione zostaly wykorzystane
sposoby mineralizacji zywno$ci uwzgledniajace pierwiastki wywotujacych efekty

toksyczne.

Tabela 13. Metody mineralizacji stosowane dla probek zywnosci

Matryca Mineralizacja Technika  Pierwiastek  Literatura
Ryz Mineralizacja ze ICP-MS Pb [101]
wspomaganiem
mikrofalowym
5 mL HNOs 65%
Groch Mineralizacja ze ICP-MS Cd, Pb [102]
wspomaganiem
mikrofalowym
1 mL HNO3 65%
+4 mL H,0
Suplementy Mineralizacja ze ICP-MS Hg, Pb, Cd, [2]
wspomaganiem As, Al, Ba,
mikrofalowym Sh, Tl, Sn, Cs
5 mL HNO; 65%
+ 0,5 mL H20,
+ 0,02 mL HF
Woda kokosowa Mineralizacja ICP-MS Cu, Mn, Zn, [103]
w systemie otwartym Fe
HNO3:H,0, 3:1 (VIv),
60°C,2,5h
Nasiona lotosu Mineralizacja ICP-MS As, Hg, Pb [104]
W Systemie zamknigtym
Ze wspomaganiem
mikrofalowym
5 mL HNOs;
Przyprawy Spopielanie AAS Cd, Cr, Cu, [105]
i roztwarzanie w HNO3 Fe, Mn, Ni,
+ H20, Pb, Zn
Li$cie herbaty Spopielanie AAS; Al, Ca, Mg, [106]
i roztwarzanie w HCI; ICP-OES Zn
HNOs + H,0,
LiScie herbaty Mineralizacja ze ICP-OES Ba, Cu, Fe, [107]
wspomaganiem Pb, Zn
mikrofalowym HNO3;
HNO; + HF; HNOs
+ HCI; HNOs + HCI
+ HF
Produkty ziolowe Mineralizacja ze ICP-MS Al, As, Ba, [108]
wspomaganiem Ca, Cd, Co,
mikrofalowym HNO3; Cr, Cu, Fe,
+ H,0» Hg, Mg, Mn,
Ni, Pb, Sb,
Se, Sr, V, Zn
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16.3. Ekstrakcja

Stosowanie zwigzkéw bioaktywnych 1 sktadnikow zawartych w roslinach oznacza
potrzeb¢ odpowiedniej 1 standardowej metody ekstrakcji. Oprécz  metod
konwencjonalnych pojawia si¢ wiele metod rzadziej wykorzystywanych, lecz
nastawionych na ekstrakcje okreslonego zwigzku z jednego rodzaju rosliny. Skuteczno$¢
ekstrakcji zalezy od parametréw fizycznych, matrycy roslinnej, substancji ekstrahowanej
1 rozpuszczalnika. Jako, ze jest to wazny etap przygotowania probki, odgrywajacy
kluczowa rolg w ostatecznych wynikach, nalezy dokladnie zrozumie¢ wlasciwosci
chemiczne substancji, pozna¢ mozliwosci techniczne oraz zadba¢ o powtarzalnos¢
wybranej metody. Wydajnos¢ ekstrakcji znacznie poprawia wykorzystanie ultradzwiekow,
pulsacyjnego pola elektrycznego, enzymoéw, tloczenia, ogrzewania mikrofalowego,
ptynow w stanie nadkrytycznym. Klasyczne techniki ekstrakcji opierajg si¢ na doborze
odpowiedniego rozpuszczalnika, ogrzewaniu, mieszaniu oraz wykorzystaniu ekstrakcji
Soxhleta, maceracji, hydrodestylacji. Czynniki, ktére powinny by¢ brane pod uwagg to
powinowactwo molekularne migdzy rozpuszczalnikiem a substancja rozpuszczona,
przenoszenie masy, stosowanie wspotrozpuszczalnika, bezpieczenstwo srodowiskowe,
toksyczno$¢ dla ludzi. Ekstrakcja na malg skale polega na wstgpnym mieleniu materialu
w celu zwigkszenia powierzchni dostgpnej dla rozpuszczalnika. Dodanie substancji
ekstrahujacej oraz wytrzasanie zwigksza dyfuzje poprzez ulatwienie dostgpu powierzchni
probki do $wiezej czesci rozpuszczalnika i pozwala na uzyskanie wigkszej wydajnosci
ekstrakcji. Hydrodestylacja obejmuje trzy gtowne procesy fizykochemiczne: hydrodyfuzje,
hydrolize i rozktad pod wptywem ciepta. Przy wysokiej temperaturze ekstrakcji niektore
lotne sktadniki moga zosta¢ utracone. Ta wada ogranicza jego zastosowanie do ekstrakcji
zwigzkow termolabilnych [109]. W badaniach Xia i in. probki ryzu przed analizg
specjacyjng otowiu zmielono 1 ekstrahowano ze wspomaganiem ultradzwickowym przy
udziale rozpuszczalnikow takich jak: kwas solny, pepsyna, EDTA/metanol oraz kwas
octowy/metanol. Wydajno$¢ ekstrakcji byla najlepsza dla ekstrakcji za pomoca
EDTA/metanol (ponad 96%), nastepnie dla pepsyny (77,9%), HCI (75,8%) i mieszaniny
kwas octowy/metanol (48,7%) [101]. Podobng metode wykorzystano do ekstrakcji kadmu
1 ofowiu z ro$lin w badaniach Ruiz-Jiménez i in. Prébki (0,25 g) poddano dynamicznej
ekstrakcji rozcienczonym kwasem azotowym wspomaganej ultradzwigkami. Uzyskano
zadowalajace wyniki wydajnosci ekstrakcji dla stgzenia kwasu 8% [49]. Wykazano
réwniez skrocenie czasu ekstrakcji w poréwnaniu

z ekstrakcjg wspomagang mikrofalami i dynamiczng ekstrakcja goragcg woda.
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16.4. Techniki analityczne
Techniki takie jak atomowa spektrometria absorpcyjna (AAS, ang. atomic

absorption spectrometry) [98,110], spektrometria mas z jonizacjag w plazmie sprzezonej
indukcyjnie  (ICP-MS, ang. inductively coupled plasma mass spectrometry)
[37,99,110,111], tandemowa spektrometria mas (ICP-MS") [112], optyczna spektrometria
emisyjna ze wzbudzeniem w plazmie sprzezonej indukcyjnie (ICP-OES, ang. inductively
coupled plasma optical emission spectrometry) [113,114] i instrumentalna analiza
aktywacji neutronowej (INAA, ang. instrumental neutron activation analysis) [113,115] sa
wykorzystywane do oznaczania pierwiastkow w ziolach i podobnych materiatach
roslinnych. Spektrometria mas z jonizacja w plazmie sprzezonej indukcyjnie to technika
pozwalajaca na analiz¢ wielopierwiastkowa z bardzo niskimi warto$ciami granic
wykrywalnosci i zakresem liniowym powyzej dziewigciu rzedow wielkos$ci, co sprawia, ze
nadaje si¢ do oznaczania wigkszosci pierwiastkoOw na poziomach ng/L i pug/L do setek
mg/L w pojedynczym cyklu analitycznym.

Techniki, ktorych podstawg jest spektrometria mas dostarczajg informacji zaréwno
o sktadzie pierwiastkowym badanych zwiazkow, jak i1 o ich strukturze. W przypadku
technik taczonych uzyskujemy informacje o formie specjacyjnej pierwiastka. ICP-MS oraz
ICP-OES znajduja szerokie zastosowanie w badaniu sktadu probek roslinnych po pobraniu
1 akumulacji pierwiastkow. Przygotowanie probek do analizy za pomocg tych technik
obejmuje etapy oczyszczania, suszenia, homogenizacji i mineralizacji, dzigki czemu
matryca, bedaca organiczng czgscig probki jest przeprowadzana w form¢ nieorganiczna,
a anality przeprowadzone do form pierwiastkowych [4]. Dane ilosciowe mogg by¢
uzupetnione o dane strukturalne poprzez wykorzystanie technik uzupelniajacych, np.
spektrometri¢ mas z jonizacjg przez elektrorozpraszanie (ESI-MS, ang. Electrospray
lonisation Mass Spectrometry), spektroskopi¢ magnetycznego rezonansu jadrowego (C-
NMR, ang. Carbon Nuclear Magnetic Resonance, H-NMR, ang. Hydrogen Nuclear

Magnetic Resonance) i spektroskopie w podczerwieni (IR, ang. Infrared spectroscopy).

16.5. Oznaczanie calkowitej zawartoSci pierwiastkéw
Popularne metody instrumentalne stosowane w oznaczaniu pierwiastkéw to ICP-

MS i ICP-OES. Obie posiadajg liczne zalety: szybko$¢ oznaczen, czuto$¢ wskazan, szeroki
zakres roboczy, powtarzalno$¢. Nie jest mozliwe jednak jednoczesne oznaczanie roznych
form specjacyjnych tego samego pierwiastka. Z tego wzgledu niezbedne jest zastosowanie
technik taczonych. ICP-MS ze wzgledu na wysoka jakos$¢ analiz zwigzanych z czutoscia

1 selektywnos$cig detekcji oraz kompatybilno§¢ z HPLC jest obecnie najczescie]
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wykorzystywang technologia do wykonywania analiz specjacyjnych [116]. Technika
odpowiednig do analiz srodowiskowych 1 biologicznych (woda, osady, $cieki, gleba,
ro$liny, tkanki zwierzece), kontroli jakosci i testowania produktoéw w przemysle 1 farmacji
jest ICP-MS. Wprowadzenie czulych procedur analitycznych umozliwia badania
srodowiskowe zwigzane =z zanieczyszczeniami réznymi formami specjacyjnymi
pierwiastkow.

Spektrometria mas z jonizacja w plazmie sprz¢zonej indukcyjnie przeznaczona jest
do oznaczania calkowitej zawartosci pierwiastkbw w badanych probkach. Glownymi
ograniczeniami tej techniki jest wystgpowanie interferencji spektralnych i niespektralnych
pochodzacych od gazu plazmowego, roztwordw, matrycy probki i powietrza
atmosferycznego. Wystgpowanie interferencji poliatomowych spowodowane jest
tworzeniem zwigzkow zbudowanych z co najmniej dwoch atomow i1 wykazujacych taki
sam stosunek masy do tadunku jak oznaczany analit. Matryce biologiczne zawierajace
znaczne ilo$ci C, P i S wytwarzajg interferencje trudne do usuniecia np.: ArC*, PO, POH",
SOs*, SO*, SOH" [117]. Korekcja matematyczna, technika zimnej plazmy, komory
reakcyjne 1 kolizyjne, zastosowanie metody wzorca wewnetrznego oraz wykorzystanie
aparatu wysokorozdzielczego stuzg niwelowaniu interferencji [118]. Dynamiczna komora
reakcyjna (DRC, ang. Dynamic Reaction Cell) jest uzywana gdy interferencje sg znane,
a sygnat od interferencji jest znacznie wigkszy niz sygnal analitu. Komora DRC pozwala
na uzycie réznych gazoéw reakcyjnych: NHs, CH4, Hz, O2 — sg one rutynowo uzywane do
usuwania interferencji, zwigkszenia granicy wykrywalnos$ci i redukcji tla. Zmniejszenie
czestotliwosci pradu i1 zwigkszenie predkosci przeptywu gazu tworzac tzw. zimng plazme
ma na celu poprawienia intensywnosci, gtéwnie dla pierwiastkow o niskim potencjale
jonizacji oraz ograniczenie tworzenia jondw podwojnie natadowanych [117]. Aby
otrzyma¢ dane dotyczace calkowitej zawartosci pierwiastkow w probcee roslinnej nalezy
przeprowadzi¢ ja do roztworu po wczesniejszej mineralizacji z dodatkiem kwasow, ktora
pozwala na przeksztalcenie organicznej czg¢sci matrycy w wode i produkty gazowe (tlenki
siarki i azotu), pozostawiajac sktadniki nieorganiczne, ktore sg przedmiotem analizy [119].
Pierwiastki, ktore s3 bardzo wymagajace w oznaczaniu za pomoca ICP-MS w matrycach

biologicznych to Se, Cr, As, V z powodu wystepowania wielu interferencji (tabela 14).

70



Tabela 14. l1zotopy pierwiastkow wraz z mozliwymi interferencjami [120]

Pierwiastek 1zotopy Interferencje
Se 7856, BOSe 40AI’38AI', 40Ar37c|1H , 38Ar40Ca, 40AF4OAT, 40Ar4OCa, 3231603,
PBriH
Mn 55Mn 40Ar14N1H 4°Ar15N 39K160 23Na3ZS
As ®As OAr®Cl, $°Co0Q, “Ca®*Cl
V 51V 35cl160 37cl14N 40ArllB
Co %Co 36AI’ZSNa, 24Mg35CI, 42Ca1601H, ZNa*CI*H
Ni 58Ni GONi 40Ar18o 23Na35c| 42Ca16o 23Na37c| 25M935c|
Cu 63CU, GSCU 4°Ar23Na, 4°Ca23Na, 4°Ar25Mg, 40Ar24Mg1H
Zn 647 667n 687N 40Ar24Mg 40Ar23NalH. 32810160 AOArZGMg 4°Ar14N2
Cd lllCd 112Cd 798r328 96M016O 98M016O
1léilcd , , ,

16.6. Specjacja

Specjacja wymaga zastosowania fagodnych warunkow ekstrakcji, ktore
zapobiegajg przeksztatceniom jednych form chemicznych w inne [116]. Wazny problem
w analizie specjacyjnej Pb 1 Cd wraz z ich potaczeniami organicznymi i nieorganicznymi
jest stabilno$¢ tych zwigzkow w calym procesie analitycznym oraz ich dostepnosc
w odpowiednich certyfikowanych materialach odniesienia (CRM), ktore sa niezbedne do
walidacji procedury analitycznej. Aby zidentyfikowaé eluowane zwiazki, poréwnuje si¢
ich czasy retencji z czasami retencji wzorcow. W przypadku analizy celowanej jest to
wlasciwe podejscie, natomiast w przypadku wykrycia nieznanych form specjacyjnych
pierwiastkdw niezbg¢dna jest dalsza analiza strukturalna przy uzyciu technik takich jak ESI-
MS lub NMR [121,122]. Analiza specjacyjna probek ziot wymaga selektywnych i czutych
metod, poniewaz nawet $sladowe ilosci Cd i Pb moga powodowac dziatanie toksyczne
poprzez kumulacje w tkankach organizméw zywych. Polaczenie dwoéch technik, w ktorych
jedna odpowiada za rozdzielanie analitow np. wysokosprawna chromatografia cieczowa
(HPLC), chromatografia gazowa (GC), chromatografia wykluczania (SEC),
chromatografia jonowa (IC), elektroforeza kapilarna (EC), a drugi do ich ilosciowego
oznaczania, np.. atomowa spektrometria absorpcyjna, spektrometria mas z jonizacja

w plazmie sprzgzonej indukcyjnie (ICP-MS), optyczna spektrometria emisyjna
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ze wzbudzeniem w plazmie sprz¢zonej indukcyjnie (ICP-OES), daje szans¢ na uzyskanie
pelnych informacji na temat analitow zawartych w probkach [58,123].

Feldmann i in. zaproponowali schemat (rysunek 24), dzigki ktéremu mozna
zaplanowac¢ kolejnos¢ wykonywanych badan [122]. Koncentrujgc si¢ na ukierunkowane;j
analizie specjacyjnej podejmowane s3 badania pewnego zakresu analitow. Pomaga on
w opracowaniu nowych metod analitycznych wraz z walidacja, badaniu efektywnoS$ci
ekstrakcji 1 optymalizacji warunkéw dla analizy chromatograficznej. Umozliwia to
spetnienie wymagan wynikajacych z uregulowan prawnych dotyczacych badan form
specjacyjnych rdéznigcych si¢ toksycznos$cig, funkcja biologiczng i biodostepnoscia.
Jednoczesnie mozliwe jest rozwijanie badan podstawowych i poszukiwanie nowych,
nieznanych form specjacyjnych, ktore moga by¢ poddane dalszym badaniom w celu

okreslenia ich struktury.

Probka

Mineralizacja

Analiza catkowitych
Analiza ICP-MS stezen pierwiastkow w Analiza specjacyjna

ekstrakcie

Oznaczenie stezen
poszczegdlnych form
specjacyjnych
(HPLC/ICP-MS)

Bilans analizy: analiza
specjacyjna/zawartos¢ Mineralizacja
calkowita

Analiza ICP-MS

Obliczenie
wydajnosci ekstrakeji

Rysunek 24. Schemat postgpowania w przypadku analizy catkowitej zawarto$ci i analizy
specjacyjnej [122]
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16.6.1. Analiza specjacyjna
Stan wiedzy wskazuje, ze dostarczenie danych zwigzanych z catkowitg zawarto$cig

pierwiastka chemicznego w probce zywno$ci nie jest wystarczajace. Toksycznosé
1 biodostepnos¢ zalezy nie tylko od dawki i sposobu podania, ale przede wszystkim od
formy chemicznej pierwiastka. Dzigki analizie specjacyjnej mozliwe jest zbadanie
specjacji pierwiastkow w badanych probkach, zarowno wykazujacych toksyczno$¢ wobec
organizmu cztowieka, jak i obojetnych [33,52]. Wykorzystanie technik tagczonych pozwala
na wykrywanie §ladowych ilosci (<1 pg/kg) zwiazkéw toksycznych w skomplikowanych
matrycach jakimi sg surowce do produkcji zywnosci. Ich sktadniki ulegajg przemianom
w trakcie przetwarzania i przechowywania. Jako$¢ tych sktadnikéw zalezy od zrodta
pochodzenia, regionu i kraju. Opracowanie procedur bazujacych na chromatografii
polaczonej ze spektrometrig mas, dzigki ktorym mozna oznaczaé podczas jednej analizy
nawet kilkanascie pierwiastkéw, zachowujac wysoka czutos$¢ i krotki czas analiz, jest
w ostatnich latach w centrum zainteresowania chemii analitycznej. Dodatkowo na
znaczeniu zyskuje chromatografia wielowymiarowa oraz spektrometria mas bez wstepnego
etapu rozdzielania sktadnikow probki, np. ESI-MS, spektrometria mas z jonizacja
w plazmie sprzezonej indukcyjnie po ablacji laserowej (LA/ICP-MS, ang. laser ablation
ICP-MS), desorpcyjna jonizacja poprzez rozpylanie w polu elektrycznym (DESI, ang.
desorption electrospray ionisation), bezposrednia analiza w czasie rzeczywistym (DART,
ang. direction analysis in real time) [89]. Pierwotnie do oznaczania olowiu stosowano
chromatografi¢ gazowa potaczong z detektorem specyficznym, np. FAAS, nastgpnie
detektory oparte na emisji atomowej oraz MS i ICP-MS. Przy oznaczeniach za pomocg GC
konieczna  byla  derywatyzacja  poprzez  butylowanie lub  propylowanie.
Do wzbogacania probek stosowano putapke kriogeniczng on-line — zwlaszcza przy
badaniach powietrza atmosferycznego. Specjacje otowiu w probkach srodowiskowych
badano przy uzyciu zywic do wstgpnego wzbogacania, np. sorpcje indywiduéw na
kolumnie z fullerenem C-60, ktére nastepnie eluowano heksanem lub ketonem. [33].
Zastosowanie woltamperometrii umozliwia okreslenie frakcji labilnej oprécz catkowitego
stezenia badanego pierwiastka. Technika ICP-MS wyposazona w komorg
kolizyjna/reakcyjng z gazami m.in. hel, wodor, tlen i amoniak znacznie redukuja sygnat tta
powodowany przez zwigzki wieloatomowe interferujagce z mierzonym izotopem
w ukladzie zwanym dynamiczng komorg reakcyjng lub oktopolowym systemem

reakcyjnym (ORS, ang. octopole reaction system).
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Rozdzielanie moze by¢ realizowane za pomoca HPLC, GC, SEC, IC, EC. Dzi¢ki
potaczeniu z uktadami detekcyjnymi: AAS, ICP-MS, ICP-OES, mozliwe jest oznaczanie
zwigzkéw w szerokich zakresach stgzen, natomiast ICP-MS pozwala na analizy $ladowe
[124]. Techniki taczone wykorzystujace chromatografi¢ jonowa to: IC/ICP-MS, IC/ICP-
OES, IC-MS, pozwalajace zbada¢ skiad jakosciowy i ilosciowy oraz okresli¢ strukture
analitow 1 ich masy molowe. Problematyczne w polaczeniu chromatografu cieczowego,
w przeciwienstwie do chromatografu gazowego, byly: duza objeto$¢ eluatu, zmiana
ci$nienia z wysokiego, po opuszczeniu kolumny przez anality, na niskie, ktére musi by¢
utrzymywane w spektrometrze mas. Zrédta jonéw w uktadach IC-MS to ICP oraz ESI,
natomiast do transferu jonow do detektora odpowiadaja stozki i soczewki. Wymaga to
stabilnos$ci termicznej analitu oraz odparowania eluentu bez pozostawienia soli. Umozliwia
to dodatek rozpuszczalnikow organicznych, takich jak metanol lub acetonitryl [125,126].
Zastosowanie wlasciwych technik tgczonych niesie za sobg szereg zalet:

I.  selektywnosc,
ii.  czulos¢ dla szerokich zakresow stezen,

iii.  mozliwos¢ identyfikacji wybranych analitow.

Techniki taczone stuza przeprowadzaniu dwuetapowych analiz: wstepnego
rozdzielania badanych zwigzkéw za pomoca chromatografii oraz ich podzniejszego
oznaczania z uzyciem technik spektroskopowych. Rozwijaty si¢ one w nastgpujacych

etapach (rysunek 25):

\ HPLC-ICP-MS

Rysunek 25. Rozwoj technik taczonych

Chromatografia jonowa wykorzystuje zjawisko wymiany jonowej. Oznaczanie

kilku jonéw danego pierwiastka mozna wykona¢ za pomocg 3 sposobow:

1) Wykorzystanie  kolumny  anionowymiennej/kationowymiennej  do
oznaczania utworzonych anionowych/kationowych kompleksow,
2) Oznaczanie jednoczesne form kationowych i anionowych na potgczonym

szeregowo uktadzie kolumn kationo- i anionowymiennych,
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3) Zastosowanie kolumny z wypelieniem mieszanym do rozdzielania
anionow

i kationow [125].

W przestrzenny szkielet makroczasteczek wbudowane sg grupy funkcyjne, ktore
dysocjujac w wodzie wymieniaja rOwnowaznie swoje jony na jony analizowanego
roztworu [127]. Podczas wymiany kationowej, grupy funkcyjne zatrzymuja jony
oznaczane w wyniku dzialania sit elektrostatycznych. Poszczegolne jony roznig si¢ czasem
przebywania wewnatrz kolumny, ktéry wynika z rdznic w powinowactwie jonu do fazy
stacjonarnej. Chromatografia jonowa prowadzona w odwroconym ukladzie faz,
co oznacza, ze faza stacjonarna bedzie mniej polarna niz faza ruchoma. Jony substancji
oznaczanej tworza kompleksy ze sktadnikami eluentu, a te odwracalnie wigza si¢ z faza
stacjonarng. Na proces rozdzielania maja wpltyw takie czynniki jak: (i) hydrofobowo$¢
przeciwjonu, (ii) stezenie odczynnika parujacego, (iii) stgzenie buforu, (iv) pH, (v) sila
jonowa fazy ruchome;j, (vi) whasciwosci fazy stacjonarnej [128].

Analiza specjacyjna ziotl chinskich wymaga zastosowania metod selektywnych
1 czutych, poniewaz kadm 1 otéw oraz ich zwigzki juz w niewielkich stezeniach wywotuja
efekty toksyczne w organizmach zywych. Zrealizowanie oznaczania form specjacyjnych
otowiu w skomplikowanej matrycy, jaka sg tkanki roslinne, oznacza potaczenie dwoch
roznych technik, w ktorych jedna stuzy rozdzieleniu form specjacyjnych, a druga
identyfikuje je jakosciowo i dostarcza informacje o ilosci analitbw w probkach [58].

Niewatpliwym problemem w analizie specjacyjnej olowiu 1 kadmu,
a W szczegolnosci potaczen organicznych, jest stabilno$¢ tych form w roztworach, i co si¢
z tym wigze, dostgpnosci odpowiednich certyfikowanych materiatéw odniesienia, ktore
stuzg do walidacji procedury analitycznej. Sposobem na identyfikacj¢ wyeluowanego
zwigzku jest porodwnanie jego czasu retencji ze wzorcem. To podejscie jest skuteczne
w przypadku antropogenicznego pochodzenia zwigzku metaloorganicznego, lecz konczy
si¢ niepowodzeniem gdy mamy do czynienia ze specjacja biochemiczng. Glownym
powodem jest brak materialdéw odniesienia dla zwigzkow, ktdre nie zostaty jeszcze odkryte
i niezbedna jest dalsza analiza strukturalna eluatu za pomoca technik takich jak ESI-MS"
czy NMR. W przypadku, gdy cze$¢ wzorcow jest dostepna, nalezy pamietac, ze materialy
srodowiskowe 1 biologiczne, do ktorych zaliczaja si¢ probki zidt sg bardzo zlozone.

Obecnie wigkszo$¢ wzorcow metaloorganicznych zwigzkow otowiu, zwlaszcza zwigzkow
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metylowanych 1 etylowanych, zostata usuni¢ta z rynku ze wzgledu na ich toksycznos¢, co
dodatkowo utrudnia wykonanie analizy specjacyjnej tego pierwiastka.

Specjacja otowiu i1 kadmu w probkach zZywno$ci cieszy si¢ duzym
zainteresowaniem. Zyskuje na jako$ci przede wszystkim dzigki rozwojowi technik
analitycznych. Wiele kwestii wymaga dopracowania i udoskonalenia, dlatego badania sg
kontynuowane. W tabeli 15 zestawiono informacje, ktore uzyskano w badaniach nad

specjacja Pb 1 Cd w r6znych matrycach.
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Tabela 15. Zestawienie przyktadow prac podejmujacych temat analizy specjacyjnej otowiu i kadmu

Formy specjacyjne Rodzaj Metoda/rodzaj Ekstrakcja /stosowane Parametry Czas Czas Literatura
proébki chromatografii/kolumna eluenty optymalizacyjne i retencji  analizy
walidacyjne [min] [min]
Polaczenie Pb z Owoce i SEC-ICP-MS Ekstrakcja enzymatycznado  pH=5,2 - - [129]
Ramnogalakturonanem warzywa Superdex™-75HR 10/30  fazy wodnej. Przeptyw: 0,6 mL/min
I (jablko, (300 x 10 mm, 13 pm) Ekstahent: 6 mM kwas
marchew) askorbinowy + 0,04% m/v
azydku sodu (dla frakcji
nierozpuszczalnej w wodzie
dodano enzym i inkubowano
24 h w 30°C)
Eluent: bufor 30 mM
mrdéwczanu amonu
Cd (Cd-PCs) Perz SEC-ICP-MS/TSK-GEL  Eluent: bufor Tris-HCI pH=7,5 8,35 Okoto  [130]
wydtuzony G2000SW (300 + NaN3/10 mM Tris-HCI Przeptyw: 1 mL/min 16
Agropyron X 7,5 mm?) + 0,01 mol/L NaCl Objetosé¢ dozowanych
elongatum probek: 20 uL
LOD: 0,4 ug/L
Pb(ll), TML, TEL Owoce morza  CE-ICP-MS Ekstrakcja ze pH=8,85 - 20 [51,131]
wspomaganiem CV: <8%
mikrofalowym: 0,5 g probki ~ Odzysk: 93-104%
+ 10 mL 50% metanolw 70  LOD [ pg/g s.m.]: Pb(Il)
mmol/L H3BO3+17,5 0,12, TML 0,41, TEL:
mmol/L Na;B407, 70 °C, 0,84
5 min + 0,5 M kwas octowy;
Do probki dodano 20 pL
0,5% EDTA i 100 pL buforu
Cd(In), Pb(I) Watroba SEC-ICP-TOF-MS/ Ekstrahent: Tris-HCI pH=7,4 - - [132]
wegorza kolumna zelowa (7,8 mm
x 30 cm)
TML, TEL - HPLC-ESI-MS Ekstrakcja SPME Przeptyw: 0,5 mL/min - - [133]
C185 pum Eluent: kwas
trifluorooctowy, woda
Pb(11) 76k ryb SEC-ICP-MS Tris-HCI pH=7,0 - - [134]
Superdex75 Przeptyw: 0,7 mL/min
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Formy specjacyjne Rodzaj Metoda/rodzaj Ekstrakcja /stosowane Parametry Czas Czas Literatura
proébki chromatografii/kolumna eluenty optymalizacyjne i retencji  analizy
walidacyjne [min] [min]
Cd(In, Pb(ll) - Groch SEC-ICP-MS Superdex Ekstrakcja ze pH=7,4 - - [102]
polaczenie z PCs Peptide 75 HR 10/30 wspomaganiem
ultradzwigkowym
Ekstrahent: 30 mM Tris-HCI,  Przeptyw: 0,2 mL/min
Eluent; 30 mM Tris-HCI Objetos¢ dozowanych
+10mM NaCl probek: 20 pL
HPLC-ESI-MS C18
(150 mm x 2,1 mm, Ekstrahent: 5% kwasu
5 pum) elucja gradientowa  sulfosalicylowego
Eluent: A-0,5% kwas
mrowkowy, B- 95%
acetonitryl + 0,5% kwas
mréwkowy
Cd(In), Pb(Il) Woda HPLC-AAS Metanol + acetonitryl pH=5,2 - - [135]
Alltech C18
150 mm
X 4,6 mm
TML, TEL Woda GC-MS Ekstrahent: izooktan pH=7 - - [53]
ZB-5 (30 mm x 0,32 mm Objetos¢ dozowanych
X 0,5um) probek: 1 pL
Odzysk: 85,2 —92,1 %
Pb(Il), TML, TEL, Ryz RP-HPLC-ICP-MS Ekstrakcja ze pH=4,7, Pb(Il) 25 [101]
TTEL C18 (150 mm x 4,6 mm,  wspomaganiem Przeptyw: 0,6 mL/min ok. 3
Sum), elucja gradientowa  ultradzwigkowym Objetos¢ dozowanych min;
Ekstrahent: 1% EDTA + 2%  probek: 40 pl TML ok.
metanol CV: 0,32 -1,69% 4 min,
Eluent: methanol + kwas Odzysk: 91,4 — 99,4% TEL ok.
octowy + octan amonu LOD [pg/L]: Pb(ll) 6 min;
0,032, TML 0,100, TEL TTEL
0,080, TTEL 0,631 ok.
21 min
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Formy specjacyjne Rodzaj Metoda/rodzaj Ekstrakcja /stosowane Parametry Czas Czas Literatura
proébki chromatografii/kolumna eluenty optymalizacyjne i retencji  analizy
walidacyjne [min] [min]
Pb(ll), TML, TEL, Woda kranowa HPLC-ICP-MS/ C18 Eluent: 5-90% metanol pH=5,0 Pb(Il) 4 [136]
TTEL iwodazrzeki (4,6 mmx 15 cm, Spm ) + 5 mg/L pentasulfonianu Przeptyw: 1,2 mL/min 1,53 min;
elucja gradientowa sodu Objetos¢ dozowanych TML
probek: 20 pL 1,78 min;
CV:13-33% TEL 2,60
Odzysk: 92-114% min;
LOD [ug/L]: Pb(Il) 0,01, TTEL
TML 0,02, TEL 0,02, 2,86 min
TTEL 0,02
Pb(ll), TML, TEL, Brak HPLC-ICP-MS Eluent: 70% metanol pH=3,0 - 12 [137]
TTEL zastosowania chromatografia par + 4 mM pentasulfonian sodu;  Przeptyw: 1 mL/min
do probek jonowych
rzeczywistych Eluent: 0,2 M bufor
HPLC-ICP-OES octanowy + metanol pH=7,0 8
C18 Spherisorb ODS-2 Przeptyw: 1 mL/min
(250 mm x 4,6 mm,
Sum); Eluent: 0,1 M octan amonu
+ 0,1 M kwas octowy, 30% pH=4,6 20
HPLC-ICP-MS metanol Przeptyw: 1 mL/min
C18 Econosphere
(250 mm x 4,6 mm, Sum) Objetos¢ dozowanych
elucja gradientowa probek: 10 uL.
CV:42-52%
LOD [ug/L]: Pb(ll) 0,32,
TML 0,25, TEL 0,87
Cd(l1), Pb(Il) Pyt IC lonPac CS5A Ekstrakcja z HNO3 na Przeptyw: - 11 [138]
atmosferyczny (250 mm x4 mm) elucja ~ mokro ze wspomaganiem 1 mL/min

izokratyczna, detektor
spektrofotometryczny
530 nm

mikrofalowym, nastgpnie
rozcienczenie 10 mL
mieszaning NaCl, NaNO3
i kwasu szczawiowego
Eluent: 28 mM kwas
szczawiowy + 250 mM
azotan sodu

CV: Cd(I1) 2-6%, Pb(ll)
2-5%

Odzysk: Cd(Il) 76-91%,
Pb(l1) 85-95%

LOD [ug/L]: Cd(Il): 30,
Pb(l1) 60
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Formy specjacyjne Rodzaj Metoda/rodzaj Ekstrakcja /stosowane Parametry Czas Czas Literatura
proébki chromatografii/kolumna eluenty optymalizacyjne i retencji  analizy
walidacyjne [min] [min]

Cd(11), Pb(Il) Osad morski IC lonPac CS5A z Eluent: 7 mM PDCA pH=4,2 Cd45 22 [139]
detekcja + 66 mM KOH + 5,6 mM Przeptyw: 1 mL/min min, Pb
spektrofotometryczna K2SO4+ 74 mM HCOOH Objetos¢ dozowanych 13,5 min

probek: 750 pL
LOD [ug/L]: Cd(ll) 2,5,
Pb(ll) 8,0
Cd(), Pb(1n) Woda IC lonPac CS5 (250 mm Eluent: 60 mM kwas pH=4,5 Cd4.4 15 [140]
butelkowana x 4 mm) z detekcja UV- szczawiowy + 60 mM Przeptyw: 0,75 mL/min min, Pb
VIS szczawianu potasu + 60mM  Objetos¢ dozowanych 2,4 min
szczawianu sodu + 60 mM probek: 50 pL
szczawianu amonu

Pb(ll), TML, TEL Nasiona lotosu  HPLC-ICP-MS C18 Ekstrakcja ze pH=5,0 Pb(I1) 8 [104]

(15 cm x 4,6 mm, S5um) wspomaganiem CV:1,7-4.2% 0,5 min;
ultradzwigkowym 40°C, 1h Odzysk: 94-99% TML 1,9
Ekstrahent: 10 mL 10 g/L LOD [pg/L]: Pb(Il) 0,1,  min;
EDTA + 2% metanol TML 0,0076, TEL 0,016 TEL 2,1
+5 M HNO:s3) min
Eluent: 15 mM Cys,
2 mM TBAH

Pb(ll), TML, TEL Woda SEC-ICP-MS C18 (15 cm  Ekstrakcja SPE pH=2,5 Pb(ll) 8 [141]
X 4,6 mm, 5um) elucja (adsorbentem byty czasteczki  Przeptyw: 2 mL/min ok.1
gradientowa krzemionki zwiazane z CV: 2,7-4,6% min,

tlenkiem grafenu,) Odzysk: 91 — 106% TML ok.
Ekstrahent: 5mL 5 mM LOD [pg/L]: TML 0,018, 2 min,
SDBS TEL 0,023 TEL ok,
Eluent: 5 mM pentasulfonian 6,5 min

sodu z/bez 4 mM TBAH
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Dostepne publikacje wskazujg na duze zainteresowanie wielopierwiastkowg analiza
zywnosci 1 zi6t stosowanych W celach medycznych lub do osiagnigcia celow zdrowotnych
[142-144]. Powigzana z tym analiza specjacyjna pierwiastkow toksycznych w zywnosci
(woda, ryz, grzyby, ryby) [101,145-147] jest dziedzing rozwojowa. Obecny stan wiedzy
wskazuje na zroznicowane i wielokierunkowe podejscie do kazdego etapu badan,
poczawszy od metod ekstrakcji kadmu i otowiu oraz ich zwigzkow w probkach roslinnych
i probkach zywnosci, derywatyzacje, az po technike rozdzielania i oznaczania. W jednej
z zaproponowanych procedur analizy specjacyjnej otowiu w ryzu, wykorzystano
wysokosprawng chromatografie cieczowg w odwroconym uktadzie faz polgczong ze
spektrometrig mas z jonizacjg w plazmie sprze¢zonej indukcyjnie (RP-HPLC/ICP-MS, ang.
Reversed phase HPLC/ICP-MS), dzigki czemu uzyskano rozdzielenic 4 form
specjacyjnych: Pb?*, trimetylootow (TML), trietylootow (TEL) i tetraetylootéw (TTEL)
w ciggu 25 minut. Nalezy podkresli¢, ze juz w 1992 roku wykorzystano do rozdzielenia
4 form (Pb(ll), TEL, trifenylootow — TPhL, TTEL) chromatografi¢ par jonowych
w odwrdoconym uktadzie faz (RP-HPLC) potaczong z ICP-MS. Nie zastosowano tej metody
dla probek rzeczywistych [137]. Pomimo wdrozenia przez Ebdon i in. zaawansowanej
metody — wysokosprawnej chromatografii cieczowej rozcienczen izotopowych potaczonej
ze spektrometrig mas z jonizacjg w plazmie indukcyjnie sprz¢zonej (IDA-HPLC/ICP-MS,
ang. isotope dilution analysis high performance liquid chromatography inductively coupled
plasma mass spectrometry) do oznaczenia form specjacyjnych TML i TEL w postaci
chlorkow w matrycy wodnej, mianowicie w wodzie deszczowej, zespotowi nie udalo si¢
uzyska¢ satysfakcjonujacej precyzji [148]. Kolejnym przykladem wykorzystania
zaawansowanych technik analitycznych (RP-HPLC/ICP-MS) do oznaczania zwiazkow
olowiu sg badania Pan i in. Zostaly one przeprowadzone tylko na roztworach wzorcowych
ale bez zastosowania do probek rzeczywistych [149]. Inna metoda zastosowang do
rozdzielania i oznaczania form specjacyjnych jest SEC-HPLC/ICP-MS, ktora zastosowano
do termodynamicznie stabilnych kompleksow metal-polisacharyd rozpuszczalnych
w wodzie o masie wyzszej od 50 kDa, zawierajgcych otow, takich jak Ramnogalakturonan
I1 [129]. ICP-OES jest uzyteczng technika do oznaczania otowiu, jednak nie jest szeroko
uzywana do specjacji pierwiastkow w probkach biologicznych i sSrodowiskowych. ICP-MS
oferuje lepsza czutos¢, nizsze wartosci granic wykrywalnosci 1 dostarcza mozliwos¢
mierzenia stosunkow izotopowych. Natomiast zaleta wykorzystania HPLC w poréwnaniu

do GC jest praca w temperaturze pokojowe;j i brak konieczno$ci derywatyzacji. Potaczenie
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kadmu z fitochelatynami wykryto w perzu wydtuzonym oraz grochu, dzigki chromatografii
wykluczania potaczonej z ICP-MS po wczesniejszej ekstrakeji Tris-HCI [102,130]. Ten
ekstrahent stuzyt rowniez do ekstrakcji form specjacyjnych Cd(II) i Pb(II) z watroby
wegorza, ktore rozdzielono i oznaczono za pomocg SEC-ICP-MS [132]. Dwuwarto$ciowe
jony kadmu i otowiu oznaczono w wodzie, wodzie butelkowanej, pyle atmosferycznym
1 osadzie morskim wykorzystujac wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa

i chromatografi¢ jonowg z detektorami AAS i UV-Vis [135,138-140].
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Cel pracy

Gltowna koncepcja badan jest opracowanie nowych procedur analitycznych:

i.  Oznaczania catkowitej zawarto$ci pierwiastkow fizjologicznych, obojetnych
1 wywolujacych efekty toksyczne w ziotach pochodzenia chinskiego;

ii.  Oznaczania trzech form specjacyjnych: Cd?*, Pb?* i (CH3)sPb* w korzeniach zi6t.

Dodatkowo zostang zbadane zaleznosci miedzy pierwiastkami, ktére moga przyjmowac
charakter antagonistyczny lub synergistyczny, wykorzystujac w tym celu metody
chemometryczne. Ponadto waznymi elementami badan beda: walidacja procedur

analitycznych i zapewnienie spdjnosci pomiarowe;.

Do realizacji zatozonego celu zostang wykorzystane techniki analityczne takie jak:
ICP-ORS-MS, ICP-DRC-MS, HPLC/ICP-DRC-MS oraz metody chemometryczne:
analiza glownych sktadowych, analiza zmiennych kanonicznych, wielokrotna regresja
liniowa

i regresja krokowa z eliminacjg wsteczng.
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Czes¢ eksperymentalna
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17. Aparatura i sprzet laboratoryjny, odczynniki, gazy, materialy
odniesienia, oprogramowanie

17.1. Aparatura i sprzet laboratoryjny
e Spektrometr mas z jonizacja w plazmie sprz¢zonej indukcyjnie wyposazony

w dynamiczng komore reakcyjng (Elan DRC II, Perkin Elmer Sciex, Kanada);

e Spektrometr mas z jonizacjag w plazmie sprz¢zonej indukcyjnie wyposazony
w oktopolowy system reakcyjny (Agilent 7700x, USA);

e Chromatograf cieczowy (PerkinElmer Sciex, Kanada) sktadajgcy sie z: pompy
(model Series 200), automatycznego podajnika probek (model Series 225) oraz
termostatu kolumny (model Series 200) i degazera (model Series 200);

e Kolumna jonowymienna (Dionex lonPac CS5A 2x250 mm P/N 052576);

e Zawor przetaczajacy (Rheodyne, Rohnet Park, CA, USA);

e Inkubator z wytrzasaniem (ES-60, Hangzhou Miu Intruments, Chiny);

e Pehametr (WTW, 3310 set 2 SenTix® 41, Niemcy);

e Wirdéwka laboratoryjna (MPW, Polska);

e Mieszadto magnetyczne (Heidolph Instruments GmbH, Niemcy);

e System mineralizacji wspomaganej mikrofalami wyposazony w naczynka
kwarcowe i bomby teflonowe (Ethos One, Milestone, Wtochy);

e Suszarka laboratoryjna (SLW 32 STD INOXI/G, Pol-Eko, Polska);

e Waga analityczna (ABS/ABJ, Kern, Niemcy);

e System demineralizacji wody (Direct-Q 3 UV, Merck, Niemcy);

e Mtynek kulowy, wibracyjny (Mini-Mill Pulverisette 23, FRITSCH, Niemcy);

e Filtry strzykawkowe (25 mm, 0,45 um, octan celulozy, VWR, USA);

e Filtry membranowe (47 mm, 0,22 um, estry mikrocelulozy, VWR, USA);

e Pipety automatyczne Research Plus o rdéznych zakresach pojemnosci
0,5 uL — 10000 pL (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Niemcy);

e Naczynia oraz drobny sprzet laboratoryjny szklany 1 z tworzyw sztucznych;

e Probowki polipropylenowe typu Falcon 50 mL;

e Wialki 1,5 mL (Merck, Niemcy).
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17.2. Odczynniki, gazy, materialy odniesienia, oprogramowanie

Odczynniki:

Kwas azotowy (V) (65%, Suprapur, Merck, Niemcy);

Nadtlenek wodoru (30%, Suprapur, Merck, Niemcy);

Wielopierwiastkowy roztwor wzorcowy o stezeniu 10 mg/L w 5% HNO3z (Multi-
Element Calibration Standard 3, PerkinElmer, MA, USA);

Pojedyncze roztwory wzorcowe pierwiastkow w 2-3% HNO3s: Mg, Mn, Fe, Zn, Sr,
Ba o stezeniu 1000 mg/L (Merck, Niemcy);

Roztwdr do codziennej optymalizacji spektrometru ICP-MS o stezeniu 10 pg/L Ba
i1 pug/L Mg, Co, Fe, Be, In, Ce, Pb, U, Th w 0,5% HNO3 Smart Tune Solution —
Elan DRC Il/plus (Atomic Spectroscopy Standard, PerkinEImer Pure);
Pojedynczy roztwor wzorcowy rodu o stezeniu 1000 mg/L w 2-3% HNO3 (Merck,
Niemcy);

Pojedynczy roztwdér wzorcowy otowiu o stezeniu 1000 mg/L w 2-3% HNO3
(Merck, Niemcy);

Pojedynczy roztwér wzorcowy kadmu o stezeniu 1000 mg/L w 2-3% HNO3
(Merck, Niemcy);

chlorek otowiu (II) (Sigma-Aldrich, USA, czystos¢ 98%);

Bromotrimetylootow (IV) (Sigma-Aldrich, USA, czysto$¢ 97%);
Hemi(pentahydrat) chlorku kadmu (Chempur, Polska);

Kwas etylenodiaminatetraoctowy (czysto$¢ 99,4-100%, Merck, Niemcy);

40% wodny roztwor wodorotlenku tetrabutyloamoniowego — TBAH (Sigma-
Aldrich, Niemcy);

Dihydrat kwasu szczawiowego (Suprapur, Merck, Niemcy);

25% roztwor amoniaku (Suprapur, Merck, Niemcy);

25% roztwor wodorotlenku tetrametyloamoniowego — TMAH (Acros Organics)
Roztwory buforowe do Kkalibracji pehametru o pH: 4,18; 6,87; 9,18 (Schot

Instruments, Niemcy).

Argon sprezony o czystosci >99,999% (Linde Gaz Polska, Krakow);
Tlen spr¢zony o czystosci >99,999% (Linde Gaz Polska, Krakow);
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e Hel o czystosci >99,99% (Air Liquide Polska Sp. z 0.0., Krakow).

Materialy odniesienia:

e Certyfikowany materiat odniesienia SLRS-6 River Water (NRC, Kanada);

e Certyfikowany material odniesienia TM-27.3 fortified diluted lake Ontario water
(ECC, Kanada);

e Mieszanka zi6t polskich (Mixed Polish Herbs, INCT-MPH-2, Polska);

e Liscie jabtoni (Apple Leaves, 1515 NIST, USA);

e Liscie szpinaku (Spinach Leaves, 1570a NIST, USA).

Oprogramowanie:

Dane zbierano za pomoca oprogramowania Chromera (wersja 2.1.0.1631,
PerkinElmer Sciex, Ontario, Kanada) oraz MassHunter 4.5 (wersja C.01.05, Agilent
Technologies, Inc. 2018, USA). Korelacje pomigdzy pierwiastkami zbadano
wykorzystujac w tym celu narzedzie statystyczne ANOVA. Analize glownych
sktadowych, wielokrotng regresje liniowa i regresje¢ krokowa z eliminacja wsteczng

przeprowadzono za pomoca programu Statistica 13 (Statsoft, Polska).

18. Material badawczy

Mieszanki ziot, herbaty, oraz czeSci zi6l pochodzenia chinskiego, takie jak
korzenie, ktacze, todygi, owoce i liscie stanowity materiat do badan. Zostaty one pozyskane
w sklepie internetowym specjalizujgcym sie¢ w imporcie i sprzedazy produktéw ziotowych
z Chin (rysunek 26, tabela 16). Korzenie ziot, ktore byly przedmiotem analiz w drugiej
czgsci badan, zakupiono w dwoch partiach w odstepie jednego roku —w latach 2020 i 2021.
Lacinskie
i chinskie nazwy korzeni wraz z zalecang przez specjalistow medycyny chinskiej dawka
zebrano w tabeli 17. Ziota sprzedawano w postaci wysuszonego materiatu we fragmentach
o roznej wielkosci (od kilku mm do 2 cm) oraz dostarczano i przechowywano

w zamknietych torebkach strunowych w suchym, ciemnym miejscu do czasu analizy.
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Tabela 16. Zestawienie probek analizowanych w pierwszej czesci badan

Nazwa probki Rodzaj proébki Nazwa probki Rodzaj prébki
Pachnotka bazyliowa todyga i liscie Przewiercien chinski korzen
Rdest wielokwiatowy korzen Kokoryczka wonna ktacze

Pokrzywa korzen Cynowod ktgcze
Anemarena chinska klacze Zagiew wielogtowa owochik
Rehmania kleista korzen Cynamonowiec wonny galaz
Bambus tyko Lindera chinska korzen
Gorysz chinska korzen Drynaria okazata ktacze
Szatwia czerwonokorzeniowa korzen Cyathulae korzen
Alpinia lekarska ktacze Goryczka korzen
Tarczyca bajkalska korzen Stefania tetradra korzen
Gwiazdnica chinska korzen Puer Tea mieszanka zi6t
Wiciokrzew japonski lodyga Feiyan Tea mieszanka zi6t
Lindera chinska korzen Ning-Hong mieszanka ziot
Kurkumy judzin korzen Mieszanka lecznicza mieszanka zi6t
Spatolob wyprostowany todyga Matcha herbata
Stemona chinska korzen Haichao Pu-erh herbata czerwona
Rdest wielokwiatowy todyga Haichao Green Tea herbata zielona
Sargentodoksa klinowata todyga
Lukrecja gladka korzen
Krwisciag lekarski korzen
Spatolob wyprostowany todyga
Morela japonska owoc
Cynamonowiec wonny kora

Rysunek 26. Przyktady wysuszonych probek ziot [zdjgcie wlasne]

90



Tabela 17. Zestawienie badanych korzeni zidt oraz zalecane dawki do przygotowania
pojedynczego naparu do celow leczniczych

Lp. Nazwa lacinska ~ Nazwa chinska Zalecana Przyklad zastosowania
dawka
(9]
1 Achyranthis Niu Xi 9-15 choroby uktadu krazenia,
ginekologiczne, artretyzm
2 Angelicae Bai Zhi 3-9 przezigbienia, bole gtowy,
dahuricae
3 Angelicae Du Huo 3-9 reumatyczne zapalenie stawow, bol
pubescentis glowy
4 Angelicae sinensis  Dang Gui Wei 3-15 zaparcia, wzmacnia odpornos¢
5 Asparagi Tian Men Dong 6-15 astma, zaparcia, wysokie ci$nienie krwi
6 Astragali Huang Qi 9-30 przezigbienie, podnosi odpornos$é,
nadci$nienie, cukrzyca
7 Codonopsis Dang Shen 9-30 wzmacnia odpornos¢, anoreksja,
przewlekle biegunki, astma
8 Dipsaci Xu Duan 6-21 choroby kosci i stawow
9 Gentianae Qin Jiao 45-12 pobudza trawienie, wysokie cisnienie
macrophyllae krwi, goraczka
10 Glehniae Bei Sha Shen 9-15 kaszel, goraczka
11 Clematidis Wei Ling Xian 6-12 anemia
12 Morindae Ba Ji Tian 6-15 choroby uktadu moczowego, nieptodnosé
officinalis
13 Notopterygii Qiang Huo 6-15 przezigbienie, goraczka, bole ciata
14 Paeoniae alba Bai Shao 6-15 tagodzi bol, reumatoidalne zapalenie
stawOw, zapalenie watroby
15 Paeoniae rubra Chi Shao 45-9 tagodzi bol, zaburzenia miesigczkowania
16 Platycodi Jie Geng 3-9 goraczka, kaszel, astma
17 Polygalae Yuan Zhi 3-9 poprawia funkcje poznawcze, kaszel
18 Pseudostellariae Tai Zi Shen 9-30 zmgczenie, choroby $ledziony, kaszel
19 Puerariae Ge Gen 6-12 biegunka, choroby uktadu krazenia,
goraczka
20 Pulsatillae Bai Tou Weng 6-15 biegunki, stany zapalne, choroby
chinensis drobnoustrojowe
21 Rhei Da Huang 3-12 choroby przewodu pokarmowego
22 Saposhnikoviae Fang Feng 3-9 artretyzm, bol, stany zapalne
23 Scrophulariae Xuan Shen 9-30 choroby uktadu krazenia, goraczka
24 Stephaniae Fang Ji 3-9 reumatyzm, tagodzi bél, wspomaga
tetrandrae diureze
25 Trichosanthis Tian Hua Fen 9-15 choroby uktadu krazenia, angina
26 Vladimiriae Chuan Mu 15-9 choroby przewodu pokarmowego,
soulier Xiang tagodzi bol
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19. Przygotowanie roztworow wzorcowych, wzorcow stalych i probek

19.1. Przygotowanie roztworéw wzorcowych
Roztwory kalibracyjne przygotowano rozcienczajgc odpowiednio

wielopierwiastkowy roztwor wzorcowy o stezeniu 10 mg/L oraz pojedyncze roztwory
wzorcowe Mg, Mn, Fe, Zn, Sr i Ba o stezeniach 1000 mg/L. Do przygotowania wzorcow
kalibracyjnych wykorzystano polietylenowe kolby miarowe o pojemnosciach 100 mL, 50
mL i 25 mL. Krzywe kalibracyjne pierwiastkoéw obejmowaty nastepujace stezenia: 0,05-
10 pg/L dla V, Co, As, Se, Cd, Pb, 0,05-50 ug/L dla Ni, 0,05-200 ug/L dla Cu i Sr, 0,05-
1000 pg/L dla Ba i 0,05-2000 pg/L dla Mn, Zn i Mg.

Oznaczenie 13 pierwiastkow przebiegato w dwoéch trybach pracy ICP-ORS-MS,
ktore wptywaly na intensywno$¢ sygnatldow poszczegélnych pierwiastkow — tryb
standardowy (Se i Cd) oraz tryb z helem (Pb, Ba, Sr, As, Cu, Zn, Ni, Co, Mn, V i Mg).

Roztwory wzorcowe otowiu i kadmu przygotowywano z pojedynczych roztworow
podstawowych o stezeniach 1000 mg/L. Roztwér podstawowy Pb?* przygotowano z soli
chlorku otowiu (II). Roztwor podstawowy trimetylootowiu przygotowano z bromku
trimetylootowiu (IV). Roztwér podstawowy Cd?* przygotowano z hemi(pentahydratu)
chlorku kadmu (I1). Wszystkie roztwory rozcienczono w wodzie demineralizowane;.
Indywidualne roztwory robocze Pb?*, (CHs)sPb* i Cd?* przygotowywano codziennie
i przechowywano w ciemnosci w temperaturze -18°C w wialkach wykonanych
z polipropylenu. Do weryfikacji st¢zenia calkowitego w roztworach wodnych oraz
poprawnosci przygotowanych wzorcow kalibracyjnych wykorzystano dwa wodne
certyfikowane materialy odniesienia: SLRS-6 River Water oraz TM-27.3 Fortified Diluted
Lake Ontario Water. Podczas optymalizacja parametrow HPLC/ICP-DRC-MS
monitorowano intensywno$¢ sygnatu Cd i Pb podczas regulacji potozenia palnika,
natezenia przeptywu argonu, napigcia soczewek jonowych, mocy plazmy, przeptywu gazu
reakcyjnego i modyfikacji parametréw RPq i RPa. Do optymalizacji parametréw uzyto

roztworéw kadmu 1 otowiu o stezeniu 1 ug/L.

19.2. Faza ruchoma
Sktad fazy ruchomej ustalano za pomocg wymienionych ponizej roztworéw:

e kwas etylenodiaminatetraoctowy,

e 40% wodny roztwér wodorotlenku tetrabutyloamoniowego,
e dihydrat kwasu szczawiowego,

e 25% roztwor amoniaku,

o 25% roztwor wodorotlenku tetrametyloamoniowego
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Wybrane sktadniki roztworu odwazano i rozpuszczano w wodzie demineralizowanej
z okreslonym dodatkiem TMAH lub TBAH. W trakcie mieszania roztworu na mieszadle
magnetycznym stopniowo dodawano roztwor amoniaku i ustalano pozadane pH, ktore
mierzono za pomoca pehametru. Fazg ruchoma zawsze filtrowano przez filtr membranowy
zbudowany z estréw mikrocelulozy o wielkosci porow 0,22 um i $rednicy 47 mm. Eluent

przechowywano w 4°C w polietylenowych butelkach.

19.3. Przygotowanie probek
Przygotowanie wstepne ziot polegato na delikatnym przemyciu woda

demineralizowang aby oczySci¢ powierzchnie surowca z kurzu i suszeniu w temperaturze
40°C w suszarce laboratoryjnej, az do uzyskania suchej masy. Wysuszone probki zmielono

w mlynie kulowym.

19.3.1. Mineralizacja prébek
Podstawowym etapem procedury analitycznej byla mineralizacja na mokro

w systemie zamknietym. Do okoto 0,3 g wysuszonej i zmielonej probki dodano 1,5 mL
65% kwasu azotowego (V) i 0,5 mL 30% nadtlenku wodoru. Mineralizacj¢
przeprowadzano w naczynkach kwarcowych umieszczonych w teflonowych bombach
dotaczonych do pieca z systemem mikrofalowym. Proces mineralizacji przebiegat w trzech
etapach: rozgrzewanie przez 20 min do osiggnigcia temperatury 200°C, utrzymanie
temperatury 200°C przez 30 min i chtodzenie — 30 min. Koncowym etapem przygotowania
probki byto przeniesienie zmineralizowanego roztworu do polipropylenowych probowek

typu Falcon i 80-krotne rozcienczenie wodg demineralizowana.

19.3.2. Ekstrakcja prébek
Ekstrakcja, ktora byta przeprowadzana w kolejnym etapie badan, probki korzeni

wyplukano z zanieczyszczen, wysuszono i drobno zmielono w miynie kulowym. Nastepnie
odwazono 1 g wysuszonej probki i1 przeniesiono do probowki polipropylenowe;j
o pojemnosci 50 mL. Dodano 25 mL wody demineralizowanej o temperaturze 100°C.
Probdéwke umieszczono w inkubatorze z wytrzasaniem i wytrzasano przez 20 minut,
utrzymujac temperatur¢ 50°C. Po tym czasie probke odwirowano (10 min, 1000 obrotow
na minute). W celu oznaczenia catkowitej zawartosci pierwiastkow w ekstraktach pobrano
2,5 mL przesgczu, dodano 0,15 mL HNOs3 (65%) w celu utrwalenia probki i rozcienczono
woda do objetosci 10 mL. Do analizy specjacyjnej uzyto 1,5 mL przesaczu uprzednio

przefiltrowanego przez filtr strzykawkowy.
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20. Oznaczanie calkowitej zawartoS$ci pierwiastkow w ziolach
I ekstraktach

Celem badan byta ocena catkowitej zawartosci 13 pierwiastkéw, zarowno
fizjologicznych, obojetnych, jak i toksycznych, w ziotach stosowanych w medycynie
alternatywnej. Material ro§linny zostat zmineralizowany, lub zostala przeprowadzona jego
ekstrakcja, a otrzymane roztwory byly analizowane za pomocg techniki ICP-MS.
Interferencje niespektralne zostaly zredukowane poprzez rozcienczenie probek
1 zastosowanie wzorca wewnetrznego, ktorym byt roztwér zawierajacy rod o stezeniu 10
ng/L, wprowadzany jednoczes$nie z analizowanym roztworem przez rozdzielacz (T piece)
[150]. Analiza zostala wykonana na aparaciec ICP-MS z oktopolowym systemem
reakcyjnym (ORS).

21. Wyniki i dyskusja
21.1. Procedura oznaczania calkowitej zawarto$ci pierwiastkow

w ziolach metodg ICP-MS
Na sklad matrycy probek roslin wptywaja czynniki geologiczne, warunki

srodowiskowe i dziatalno$¢ antropogeniczna. Zawarto$¢ pierwiastkOw w roslinach jest
zrdznicowana

1w zalezno$ci od funkcji biologicznej wystepuja one na réoznych poziomach. Spektrometria
mas z jonizacja w plazmie sprzezonej indukcyjnie pozwala na oznaczenie wielu
pierwiastkow w trakcie jednej analizy dzigki mozliwosci ustalenia indywidualnych
warunkow analitycznych dla danego analitu. Optymalizowanie procedury analitycznej,
majac na uwadze uregulowania prawne dotyczace pierwiastkdbw wywolujacych efekty
toksyczne oraz duze zawartosci pierwiastkow fizjologicznych, ma na celu uzyskanie
niskich warto$ci granic wykrywalnos$ci i oznaczalnosci z zachowaniem wysokiej precyzji
oraz dobrej czutosci 1 liniowosci wskazan w szerokim zakresie stezen. Wykorzystanie
oktopolowej komory reakcyjnej oraz zastosowanie wzorca wewnetrznego pozwala na

usunigcie interferencji wystgpujacych w trakcie analizy.

21.1.1. Optymalizacja pracy ICP-MS
Optymalizacja spektrometru ICP-MS jest podstawowg czynnoscig, ktoéra ma

znaczacy wplyw na jako$¢ wynikdw pomiarow analitycznych i pdzniejszego stosowania
opracowanej procedury analitycznej. Podczas optymalizacji liczy si¢ uzyskanie jak
najwyzszej intensywnosci sygnatow dla oznaczanych pierwiastkow 1 jak najnizszych
sygnalow tlta. Do codziennie optymalizowanych parametrow naleza: przeplyw gazu

plazmowego, pomocniczego i rozpylajacego, napigcie na soczewkach ogniskujacych.
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Okresowo monitorowane sg: ustawienie palnika ICP, kalibracja mas, moc generatora
plazmy. Prawidlowe wskazania instrumentu ICP-MS kontrolowane byty z wykorzystaniem
wzorcowego roztworu

testowego. Parametry uzyskane w trakcie optymalizacji

przedstawiono w tabeli 18.

Tabela 18. Parametry pracy ICP-ORS-MS

Parametr Opis/Wartosé
Spektrometr Agilent 7700x
Rozpylacz [mL/min] Seaspray 0,4
Materiat stozkow tgcznika Ni
Przeptyw gazu rozpylajacego (Ar) 1,01
[L/min]
Przeptyw gazu pomocniczego (Ar) 0,90
2] [L/min]
E Przeptyw gazu plazmowego (Ar) 15,0
% [L/min]
a Moc generatora RF [W] 1550
© Szybkos¢ obrotdéw pompy perystaltycznej [rps] 0,10
Napiecie na soczewkach jonowych [V] 8,4
Przeptyw gazu reakcyjnego (He) [mL/min] 4,3
Czas integracji m/z [s] 0,1
Powtdrzenia 3
Zliczenia na powtorzenie 100
Tlenki 0,822%
Jony podwdjnie natadowane 1,149%

21.1.2. Kalibracja
W celu okreslenia zalezno$ci sygnalu analitycznego od st¢zenia oznaczanych

pierwiastkow wykonano kalibracje metoda serii wzorcow. Wodne roztwory o rosngcych
stezeniach pierwiastkow w 1% kwasie azotowym (V) przygotowano przez odpowiednie
rozcienczenie wielopierwiastkowego roztworu wzorcowego. Wykresy krzywych
kalibracyjnych wyznaczono metodg interpolacyjng i przedstawiono na rysunku 27.
Interferencje spektralne zostaly matematycznie skorygowane wobec sygnalu wzorca
wewnetrznego (Rh 10 pg/L). Zakresy krzywych Kalibracyjnych dla oznaczanych
pierwiastkow przedstawiajg si¢ nastepujaco: 0,05 — 10,0 pg/L (V, Co, As, Se, Cd, Pb), 0,05
— 50 pg/L (Ni) 0,05 —200,0 pug/L (Cu, Sr), 0,05 — 1000 pg/L (Ba), 0,05 — 2000 pg/L (Mn,
Zn, Mg). Dla wszystkich analitow krzywe kalibracyjne charakteryzowaty si¢ bardzo dobra

liniowoscia, a wspotczynniki korelacji osiggaty wartosci >0,999 (Tabela 20).
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Rysunek 27. Krzywe kalibracyjne oznaczanych pierwiastkow. Otrzymane wyniki sg
warto$ciami $rednimi z 3 powtdrzen dla kazdego wzorca
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21.1.3. Walidacja procedury analitycznej i zapewnienie jako$ci wynikow
Jakos¢ wynikoéw jest szczegolnie wazna w przypadku sktadnikow mogacych

wywolywa¢ efekty toksyczne u ludzi spozywajacych zanieczyszczong zywnos¢.
Dostarczenie miarodajnych wynikoéw jest celem procedury zaprojektowanej do oznaczania
analitow w probkach, zatem musi ona zosta¢ zwalidowana zgodnie z wytycznymi
dotyczacymi walidacji metod analitycznych.
21.1.3.1.  Specyficznosc i selektywnos¢

Podczas oznaczania pierwiastkéw §ladowych w probkach ziot nalezy spodziewaé
si¢ interferencji ze strony skladnikow matrycy oraz zaktocen spowodowanych
stosowanymi odczynnikami, gazami i zwigzanymi z pracg zastosowanego instrumentu. Do
eliminacji niekorzystnego wptywu czynnikow zastosowano wybor odpowiednich izotopow
pierwiastkow, hel jako gaz reakcyjny, wzorzec wewngtrzny, ktorym byl roztwor rodu oraz
rozcienczenie probki.

21.1.3.2.  Granica wykrywalnosci i oznaczalnoSci

Granica wykrywalnosci (LOD, ang. limit of detection) i granica oznaczalnos$ci
(LOQ, ang. limit of quantification) zostaly oszacowane w oparciu o analize¢ serii 10 slepych
prob odczynnikowych przygotowanych z zastosowaniem tej samej procedury co probki.
Rekomendowang metoda przez IUPAC to oszacowanie LOD i LOQ poprzez obliczenie
LOD jako sumy wartosci $redniej z serii pomiardw probek Slepych i trzykrotnosci
odchylenia standardowego (SD, ang. standard deviation,) dla $lepej proby, a LOQ jako
sumy wartosci $redniej z serii pomiarow probek Slepych i dziesigciokrotnosci SD [151].
W ponizszych badaniach zastosowano podziat parametréw LOD i LOQ na instrumentalng
granic¢ wykrywalnos$ci IDL ( ang. instrumental detection limit) i oznaczalnosci IQL (ang.
instrumental quantification limit), ktore odnoszg si¢ do mozliwos$ci aparaturowych przy
oznaczaniu analitow 1 wyznaczane sg na podstawie pomiarow probki §lepej oraz na granice
wykrywalnosci MDL (ang. method detection limit) i oznaczalno$ci metody analitycznej
MQL (ang. method quantification limit). Na wartosci IDL i IQL maja wplyw szumy

1 czuto$¢ aparatu.
IDL = xéTBL + 3SD (2)
IQL = xéTBL + 1OSD (3)

gdzie:

X&BL — warto$¢ srednia serii pomiarow probek Slepych,
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SD — odchylenie standardowe serii wynikow.

Parametry MDL i MQL wyznacza si¢ na podstawie warto$ci sredniej serii wynikow probek
Slepych po procesie mineralizacji. Odnosza si¢ one do stosowanej metody analitycznej
1 oznaczaja najmniejsze zawartos$ci analitu, ktore mogg by¢ za jej pomoca wykryte lub
oznaczone w probce stalej. Uwzgledniaja one efekty matrycowe 1 wystepujace

interferencje.
MDL = x¢ + 3SD (4)
MQL = xg + 10SD (5)

gdzie:
X¢r — warto$¢ §rednia serii pomiardw probek rzeczywistych
SD — odchylenie standardowe serii wynikow.
Wyniki uzyskane dla oznaczanych pierwiastkow zebrano w tabeli 20.
21.1.3.3.  Zakres roboczy

Zakres roboczy przygotowanej metody analitycznej to przedzial ograniczony
najnizszym i najwyzszym st¢zeniem, ktére moze by¢ oznaczane za jej pomocg. Dolna
warto$¢ zakresu roboczego odnosi si¢ do granicy oznaczalnosci LOQ, a gorna warto$¢ to
stezenie najwyzszego wzorca zastosowanego do kalibracji. Otrzymane warto$ci zakresow
roboczych dla oznaczanych pierwiastkow przedstawiono w tabeli 20.

21.1.3.4. Precyzja i poprawnosé

Do oceny precyzji i poprawnosci procedury analitycznej wykorzystano trzy
certyfikowane materialy odniesienia: mieszanke ziot polskich, liscie jabloni i liscie
szpinaku.

Wzgledne odchylenie standardowe (RSD, ang. relative standard deviation) jest
Mmiarg precyzji i jest wyrazane jako wspotczynnik zmiennosci (CV, ang. coefficient of
variation) [150]. Precyzje metody okreslono na podstawie analiz probek certyfikowanych
materiatlow odniesienia z zachowanymi warunkami powtarzalnosci i1 precyzji posrednie;.
W tabeli 19 zestawiono otrzymane wyniki analiz oraz wartosci przedstawione
w certyfikatach.

Zawarto$ci pierwiastkow w dostarczonych przez producentéw certyfikatach sa
porownywalne z wynikami analiz trzech certyfikowanych materiatow odniesienia, co
$wiadczy o poprawno$ci metody. Wyniki zostaly przedstawione w tabeli 20. Odzysk

obliczany byt na podstawie wzoru:
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Cp

x 100% (6)

cert

gdzie:

X — odzysk [%]

Cp — zawarto$¢ analitu w probce

Cecert — wartos¢ certyfikowana

Procentowe warto$ci odzysku zawierajg si¢ w przedziale 69% - 103% dla INCT-
MPH-2, 73% - 100% dla 1515 NIST i 63% - 101% dla 1570a NIST (Tabela 20). Nizsze
warto$ci odzysku dla niektorych pierwiastkow moga by¢ spowodowane wilasciwosciami
CRMu, reakcjami wystepujacymi w trakcie przygotowania probki lub chwilowymi
wahaniami parametréw aparaturowych podczas analizy. Na podstawie tych danych mozna
wnioskowac, ze zastosowana procedura daje miarodajne wyniki.

21.1.3.5. Spéjnos¢ pomiarowa

Certyfikowane materialy odniesienia petnia w pomiarach chemicznych funkcje
wzorcoOw jednostek ukladu miar umozliwiajac przeniesienia warto$ci danej wielkosci
i odtworzenie jej w laboratoriach. Zapewnienie spdjnosci pomiarowej jest kluczowym
aspektem procedur analitycznych. Spdjno§¢ pomiarowa w niniejszej procedurze ustalono
za pomocy trzech certyfikowanych materiatow odniesienia: mieszance ziot polskich, lisci
jabloni 1 liSci szpinaku. Wyniki uzyskane z przeprowadzonych analiz oraz wartosci
odzyskow (Tabela 20) byly porownywalne i zadowalajace, co $wiadczy o tym, ze sa
wiarygodne. Na podstawie niniejszych danych, zwalidowang metod¢ oznaczania

pierwiastkow w ziotach zastosowano do analizy probek rzeczywistych.
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Tabela 19. Uzyskane wyniki oznaczen pierwiastkow w probkach 3 certyfikowanych materiatow odniesienia (X¢ = SD warto$¢ $rednia wraz

z odchyleniem standardowym pomiardéw oraz X + SD certyfikowana zawartos¢ w CRM)

Wartos¢ Wartos¢ Wartos¢ Wartos¢ Wartos¢ Wartos¢
certyfikowana otrzymana certyfikowana otrzymana certyfikowana otrzymana
Pierwiastek INCT-MPH-2 INCT-MPH-2 1515 NIST 1515 NIST 1570a NIST 1570a NIST
X+ SD X £ SD X+ SD Xsr £ SD X £ SD X £ SD
[mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] [mg/kg]
Mg 0,292+ 0,018 [%] 0,300+ 0, 012 [%] 0,9 [%] 0,910 + 0,026 [%)] 2710 + 120 2704 + 258
Vv 0,952 +0,163 0,774 £ 0,034 0,568 £ 0,017 0,551 +£0,016 0,254 + 0,027 0,185+ 0,024
Mn 191 £ 12 192,9+ 5,5 76+1,2 744+ 1,8 54,1 +1,1 50,4 +3,7
Co 0,21 £0,025 0,1832 +0,0050 0,393 £ 0,03 0,3524 + 0,0086 0,09 * 0,0831 + 0,0064
Ni 1,57 +0,16 1,087 £ 0,052 2,142 £ 0,058 1,810 £ 0,031 0,936 + 0,094 0,688 +£ 0,057
Cu 7,77 £0,53 7,66 +0,51 12,22 + 0,86 11,91+ 0,36 5,69 +£0,13 5,33 +£0,50
Zn 33,5+2,1 32,69+ 0,41 82,3+3,9 79,0+ 2,1 12,45+ 0,43 12,0+ 1,5
As 0,191 £ 0,023 0,1704 £ 0,0031 0,068 = 0,012 0,0571 £0,0092 - 0,422 +£0,032
Se - 0,023 £ 0,011 0,1152 £0,0043 0,085+ 0,027 - 0,85+0,14
Sr 37,6 +2,7 39,06 £ 0,59 55,54+ 0,5 54,7+ 1,7 25,1 +£1,1 244+13
Cd 0,199+ 0,015 0,261 + 0,025 2,876 = 0,058 2,57 0,11 0,0132 £0,0015 0,0227 + 0,0094
Ba 32,542,5 29,74 + 0,44 - 6,11 +0,26 48,8 +2,3 43.6+23
Pb 2,16 £0,23 1,70+ 0,11 0,2* 0,130+ 0,012 0,47 + 0,024 0,419 + 0,099

* warto$¢ informacyjna
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Tabela 20. Wartosci parametréw procedury oznaczania catkowitej zawartosci pierwiastkoéw w probkach

Parametr procedury analitycznej Analit
As Cd Pb Mg \Y Mn Co Ni Cu Zn Se Sr Ba
Liniowo$é 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999
IDL [pg/L] 0,175 0,0931 0,253 27,5 0,0466 1,24 0,0252 1,87 0,886 3,83 0,252 0,509 0,628
IQL [pg/L] 0,582 0,310 0,844 91,8 0,155 4,14 0,0840 6,22 2,95 12,8 0,839 1,70 2,09
MDL [mg/kg s.m.] 0,096 0,048 0,146 14,82 0,031 0,694 0,015 1,098 0,551 2,836 0,146 0,299 0,339
MQL [mg/kg s.m.] 0,265 0,139 0,392 41,95 0,076 1,901 0,040 2,914 1,413 6,560 0,391 0,794 0,950
Zakres roboczy [pg/L] 0,6-10 0,3-10 0,8-10 92-2000 0,2-10  4,0-2000 0,084-10  6,0-50 3,0-200  13-2000 0,8-10 2,0-200  2,0-1000
Odzysk [%0]
Mieszanka zi6t polskich (INCT- MPH-2) 89 99 80 103 81 101 87 69 99 98 - 98 91
Liscie jabtoni (1515 NIST) - 94 79 100 73 93 92 74 94 96 - 97 89
Liscie szpinaku (1570a NIST) 99 93 63 101 97 98 90 85 97 96 86 98 -
Spéjnos¢ pomiarowa Zapewniona za pomoca certyfikowanych materialdow odniesienia
CV [%]
Mieszanka zi6t polskich (INCT- MPH-2) 2 10 2 4 4 3 3 5 7 1 48 2 1
Liscie jabtoni (1515 NIST) 8 41 14 10 13 7 8 8 9 12 16 5
Liscie szpinaku (1570a NIST) 16 4 7 3 3 2 2 2 3 3 31 3 4
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21.1.4. Wyniki analizy ziol
Do oznaczenia 13 pierwiastkow w 40 probkach ziot, mieszanek ziotowych 1 herbat

zostata zastosowana opisana powyzej procedura analityczna. Zestaw probek sktadat
si¢ z: korzeni (n=17), todyg (n=6), ktaczy (n=5), owocoéw/owocnikéw (n=2), tyka (n=1),
gatezi (n=1), kory (n=1) oraz mieszanek ziot (n=4) i herbaty (n=3). Wyniki oznaczania
zostaty przedstawione w tabeli 21. Srednia zawarto$¢ wraz z odchyleniami standardowymi
oznaczanych pierwiastkow w réznych typach probek sklasyfikowanych na podstawie
badanych czesci roslin, mieszanek ziotowych i herbat zostata przedstawiona w tabeli 22.

Podstawowe parametry statystyczne przedstawiono w tabeli 23.
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Tabela 21. Wyniki oznaczania 13 pierwiastkow w ziotach, mieszankach ziotowych i herbatach (X — stezenie, SD — odchylenie standardowe)

Mg \% Mn Co Ni Cu Zn As Se Sr Cd Ba Pb
Lacinska nazwa X+ SD X+ SD X+ SD X+ SD X+ SD X+ SD X+ SD X+ SD X+ SD X+ SD X+ SD X+ SD X+ SD
prébki [mg/kg  [mg/kg  [mg/kg [mg/kg [mg/kg  [mg/kg  [mg/kg  [mg/kg  [mg/kg  [mg/kg [mg/kg [mg/kg [mg/kg
s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.]
Cannamomi Cortex 600 + 0,1432+ 3724+ 0,1187 + <LOD 4,809 + 9,15+ <LOD <LOD 37,299 + 0,872 + 101,086 + 1,419 +
17 0,0024 9,9 0,0054 0,097 0,47 0,162 0,070 0,052 0,041
Cinnamomi Romulus  578,3+  0,0315+ 165,7 £ 0,0355 + <LOD 4,76 + 4424 + <LOD <LOD 11,496 + 0,292 + 14,173 + 0,4954 +
2,8 0,0032 2,2 0,0028 0,10 0,48 0,079 0,025 0,034 0,0060
Caulis Bambusae in 288 + <LOD 2553 + 0,0324 + <LOD 3,3+0,11 1932+ <LOD <LOD 1,076 + 0,2793 + 3,61+ 1,796 +
Taeniam 11 9,2 0,0033 0,98 0,072 0,0402 0,16 0,076
Mume Fructus 872+ 0,602 £ 8,49 + 0,1578 + <LOD 6,41 + 11,64+  0,1487 + <LOD 8,635+ <LOD 7,5274 + 0,196 +
30 0,020 0,16 0,0077 0,28 0,16 0,0082 0,065 0,0021 0,019
Haichao Green Tea 2294+ 02313 + 1427 + 0,218 + 6,47 + 16,97 + 36,3 + <LOD <LOD 7,85+ 0,077 + 15,341 + 0,186 +
68 0,0095 33 0,013 0,16 0,49 1,2 0,114 0,0352 0,016 0,012
Matcha 2372 £ 0,432 + 2095 + 0,865 691 + 14,26 + 34,6 £ 0,1649 = <LOD 20,277 0,125+ 60,408 = 1,655
80 0,017 88 0,038 0,36 0,69 15 0,0099 0,100 0,052 0,030 0,053
Haichao Pu-Erh Tea 2657 + 0,345 + 764 + 0,341 + 6,9 + 18,8+3,7 372+ 0,251 + <LOD 8,971 + 0,031 + 15,333+ 2,60 +0,55
541 0,069 151 0,068 15 7,6 0,063 0,102 0,006 0,014
Massa Medicata 1373+ 0,257+ 99,4 + 0,06548 =  <LOD 5,71 + 40,6+  0,1581+ <LOD 4,482 + 0,051 + 6,9158 + 0,452 +
Fermentata 57 0,012 3,5 0,00024 0,21 14 0,0034 0,116 0,021 0,0081 0,019
Puer Tea 2468 + 0,239 + 1084 + 0,1449 + 4,206 = 18,95 + 35,37 + <LOD <LOD 7,396 0,046 + 9,418 + 0,3450 +
32 0,019 12 0,0050 0,013 0,15 0,70 0,017 0,012 0,013 0,0041
Ning-Hong 3235+ 0,489 + 5249 + 0,1728 + 1,6 £ 11,34 + 21,96 £ 0,209 + 0,506+ 156,216 + 0,067 £ 51,302 + 0,551
12 0,020 8,6 0,0042 0,029 0,15 0,80 0,026 0,082 0,170 0,0419 0,051 0,020
Feiyan Tea 4087+ 0,5685+ 37,88+ 0,1576 + <LOD 7,16 + 17,62+ 0,537+ 0,691+ 277344+ 0,044 + 34,704 + 0,2589 +
91 0,0039 0,89 0,0096 0,12 0,59 0,037 0,031 0,076 0,032 0,039 0,0052
Polygonati odorati 831+ 0,256 + 223+ 0,117 £ <LOD 4,34 + 18,7 + <LOD <LOD 18,107 + 0,064 + 16,244 + <LOD
Rhizoma 66 0,011 1,6 0,015 0,27 1,2 0,117 0,009 0,018
Rhizoma Alpiniae 839 + 0,85 + 231,6 + 1,355 + 3,63+ 2,059 + 16,9 + 0,1185 + <LOD 7,899 + 0,1689 + 55,965 + 0,443 +
Officinari 24 0,031 7,7 0,048 0,12 0,069 0,49 0,0075 0,033 0,00621 0,034 0,010
Rhizoma 1423 + 0,52 + 8,06 + 0,0833 + <LOD 5,54 + 38,5+ 0,102 + <LOD 48,483 + 0,12+ 48,457 + 0,199 +
Anemarrhenae 62 0,030 0,62 0,0059 0,34 2,0 0,015 0,195 0,043 0,020 0,022
Captidis Rhizoma 1618+ 0,675+ 2686+ 0,754 + 1,615+ 17,19+ 232+16 0,1546+ <LOD 15,192+ 0,445 + 28,102 + 2,362 +
18 0,028 4,4 0,018 0,056 0,25 0,0042 0,184 0,055 0,060 0,045
Drynariae Rhizoma 4878+ 0,373+ 57,5+ 0,072 + <LOD 1,304+ 26,07+ 04414+ 0,85+ 15,9 + 1,24 + 14,10 + 1,63 +
138 0,0031 1,8 0,0026 0,065 0,96 0,0099 0,14 0,405 0,34 0,22 0,053
Caulis Spatholobi 356,0+ 0,1035+ 89,8 + 0,235 + <LOD 1,934 + 4,585 + <LOD <LOD 17,826 + <LOD 28,5262 + 0,1466 +
3,2 0,0081 3,3 0,011 0,013 0,050 0,045 0,0071 0,0065
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Mg \% Mn Co Ni Cu Zn As Se Sr Cd Ba Pb
Lacinska nazwa X £SD X £SD X £SD X £+ SD X £+ SD X £SD X £SD X £ SD X £ SD X £SD X+ SD X+ SD X+ SD
probki [mg/kg [mg/kg  [mg/kg [mg/kg [mg/kg  [mg/kg  [mg/lkg  [mg/kg  [mg/kg  [mg/kg [mg/kg [mg/kg [mg/kg
s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.]
Caulis Spatholobi 787 <LOD 147,9 + 0,229 + <LOD 1,83 + 5,03+ <LOD <LOD 71,951 + <LOD 28,6081 + 0,904 +
+36 5,8 0,0025 0,13 0,22 0,259 0,0065 0,034
Caulis Lonicerae 1577+ 0416+ 5465+ 02853 % <LOD 1036+ 32,06+ 0,189+ <LOD 35,121+ 02118+ 32421+ 1,146 +
28 0,016 0,88 0,0049 0,33 0,81 0,027 0,211 0,0213 0,044 0,032
Caulis Polygoni 2289 + 0,336 + 23,75+ 0,0696 + <LOD 3,675+ 12,49 + <LOD <LOD 84,246 + 0,33+ 30,384 + 0,722 +
Multiflori 44 0,010 0,34 0,0043 0,091 0,24 0,172 0,033 0,040 0,017
Caulis Sargentodoxae 2401+  0,1095+ 2785+  0,01983 + <LOD 10,06 + 3,19+ <LOD <LOD 56,001 + 0,474 + 28,199 + 0,5085 £
39 0,0043 0,56 0,00094 0,11 0,086 0,041 0,050 0,078 0,0099
Caulis et Folium 3406 + 0,653 £ 42,17 £ 0,2942 + 1,593 £ 14,481 + 38,23 + 0,289 + <LOD 65,833 + 0,0977 = 76,037 £ 0,625 +
Perilla 23 0,026 0,63 0,0040 0,088 0,075 0,17 0,016 0,095 0,0282 0,028 0,021
Radix Linderae 506 + 0,1061 = 742 + 0,116 <LOD 3,51+ 274+ <LOD <LOD 8,452 + 0,926 + 25,142 + 2,428 +
13 0,0093 2,1 0,010 0,15 13 0,078 0,030 0,076 0,045
Radix Linderae 648 + 0,33 + 176+  0,33+023 <LOD 4,6+33 32422 <LOD <LOD 10,191+ 0,959 + 31,09 + 2,9+20
447 0,21 120 0,093 0,019 0,16
Radix Curcumae 792 + 0211+ 36,4 + 0,234 + <LOD 1,51 + 9,85+ <LOD <LOD 1,439 + 0,192 + 2,055+ 0,143 +
56 0,018 2,3 0,022 0,11 0,98 0,078 0,025 0,033 0,020
Radix Rehmanniae 1186+ 2,365+ 30,7 + 0,475 + 1,304 + 4,46 + 1426+ 0,794+ 0,774+ 12386+ 0,204+ 12,2183 + 0,984 +
43 0,099 1,6 0,032 0,088 0,15 0,90 0,056 0,073 0,155 0,088 0,0076 0,058
Cyathulae radix 1209+ 0,736 + 338 + 0,595 + 1,205+ 8,440 + 17,74+ 0,141 + <LOD 34,082+ 1,455 + 17,67 + 0,39947 +
13 0,019 1,7 0,015 0,049 0,052 0,31 0,033 0,082 0,099 0,11 0,00077
Radix Stemonae 1352 + 1,248 + 43,58 + 0,4786 + <LOD 525+ 50,58 + 1,393 + <LOD 152+ 0,24 + 35,183 + 1,136 =
26 0,030 0,92 0,0070 0,11 0,37 0,083 0,082 0,0159 0,025 0,030
Stephaniae tetrandrae 1474 + 0,238 £ 214+ 0,1749 + <LOD 6,402 + 20,23 + 0,186 + <LOD 22,404 + 0,1323 + 65,413 + 0,602 +
35 0,010 0,25 0,0058 0,038 0,65 0,0047 0,091 0,0250 0,027 0,019
Gentianae Radix 1626+ 2,006 + 58,2 + 0,934 + 4,45+ 10,88+ 2724+ 02152+ <LOD 33,335+ 0,811+ 117,403 + 0,765 +
61 0,075 2,1 0,043 0,18 0,39 0,74 0,0032 0,064 0,051 0,061 0,038
Radix Peucedani 1643,3 1,579 46,96 + 1,174 + 1,663 £ 6,66 + 16,16 = 0,0903 + <LOD 17,512 0,471 £ 48,025 0,1874 +
+9,0 0,041 0,19 0,022 0,031 0,17 0,30 0,0088 0,108 0,114 0,040 0,0048
Radix Stellariae 1806+ 1,375+ 30,648+ 02738+ <LOD <LOD 14,053+ 0307 + <LOD 213,01+ 0,237 + 51,776 + 0,412 +
37 0,024 0,031 0,0078 0,084 0,018 0,157 0,0160 0,094 0,014
Radix Sanguisorbae 1955 + 1,162 £+ 23,15+ 0,344 + <LOD 5,21 + 28,26 + 0,2373 + <LOD 85,639 + 0,062+ 64,17 £ 0,418 £
26 0,049 0,35 0,012 0,15 0,39 0,0074 0,125 0,051 0,031 0,017
Radix Polygoni 2323+ 0,2596+ 3948+  0,1495+ <LOD 13147+ 1729+ 0,391+ <LOD 32,499 + 0,436 + 33,131 + 0,291 +
Multiflori preparate 14 0,0049 0,20 0,0055 0,0038 0,49 0,037 0,033 0,035 0,063 0,012
Bupleuri Radix 2332+ 1,52 + 494 + 0,329 + 1,2+ 9,7+1,5 26,5+ 0,316 + <LOD 100,776 £+  0,0759 + 36,565 + 0,393 +
379 0,24 7.7 0,053 0,23 4,4 0,077 0,151 0,0439 0,011 0,076
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Mg \% Mn Co Ni Cu Zn As Se Sr Cd Ba Pb
Lacinska nazwa X £SD X £SD X £SD X £+ SD X £+ SD X £SD X £SD X £ SD X £ SD X £SD X+ SD X+ SD X+ SD
probki [mg/kg [mg/kg  [mg/kg [mg/kg [mg/kg  [mg/kg  [mg/lkg  [mg/kg  [mg/kg  [mg/kg [mg/kg [mg/kg [mg/kg
s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.] s.m.]
Radix Aucklandiae 2335+ 1,021 33,69 0,233 + <LOD 23,71 22,26 £ 0,339 + <LOD 19,294 + 0,254 + 18,524 + 0,5533 +
32 0,025 0,78 0,0038 0,21 0,41 0,023 0,053 0,028 0,035 0,0041
Radix Urticae 2841 + 0,525 + 38,8+ 0,0865 + <LOD 3,54 + 193 + 0,250 £ <LOD 23,402 + 0,118 £ 18,5645 + 0,475 £
253 0,044 3,8 0,0082 0,30 2,1 0,011 0,131 0,0159 0,0097 0,052
Radix Glyvyrrhizae 3179 £ 1,11+ 13,1 0,1356 + 1,22 + 7,38 11,74 £ 0,137 £ <LOD 152,766 + <LOD 2,793 £ <LOD
281 0,11 11 0,0076 0,12 0,67 0,86 0,032 0,192 0,017
Radix Salviae 5183 + 2,247 £ 24294 + 0,2669 + <LOD 8,073 17,75 0,258 = <LOD 21,171 + 0,0753 = 34,099 + 0,373 £
Miltiorrhizae 69 0,015 0,068 0,0058 0,083 0,46 0,019 0,077 0,0197 0,028 0,016
Radix Scutellariae 5755+ 0,906 £ 15,79 £ 0,1661 + <LOD 7,05+ 14,25 + 0,198 £ <LOD 71,025 0,021+ 64,212 + 0,2865 =
145 0,040 0,46 0,0086 0,28 0,23 0,014 0,063 0,442 0,018 0,0080
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Tabela 22. Srednia zawarto$é - Xs [mg/kg s.m.] wraz z odchyleniami standardowymi (SD) oznaczanych pierwiastkéw w roznych typach probek
sklasyfikowanych na podstawie badanych czesci roslin, mieszanek ziolowych i herbat

N — ilo$¢ prébek danego rodzaju
* warto$ci stezenia dla pojedynczej probki danego typu

As Cd Pb Mg \ Mn
Typ probki N X SD Xér SD Xér SD Xér SD Xr SD Xér SD
Kora 1 <LOD* - 0,872* - 1,419* - 599,7* - 0,143* - 372,4* -
Galaz 1 <LOD* - 0,292* - 0,495* - 578,3* - 0,032* - 165,7* -
Lyko 1 <LOD* - 0,279* - 1,796* - 288,5* - <LOD* - 255,3* -
Owoc/owocnik 2 0,12 0,01 0,83 0,01 0,88 0,02 740,01 16,87 0,78 0,02 14,56 0,22
Herbata 3 0,163 0,089 0,078 0,047 1,479 1,215 24416 1911 0,336 0,101  1429,3  665,7
Mieszanka zi6t 4 0,235 0,214 0,052 0,010 0,401 0,127 2791 1154 0,388 0,165 436,6 4829
Klacze 5 0,170 0,157 0,408 0,490 0,946 1,001 1918 1691 0,535 0,236 117 123
Lodyga 6 0,096 0,116 0,183 0,194 0,675 0,342 1803 1126 0,274 0,239 64,35 47,33
Korzen 17 0,299 0,323 0,372 0,404 0,709 0,758 2119 1419 1,052 0,708 60,77 78,08
Co Ni Cu Zn Se Sr
Typ probki N Xsr SD X SD Xér SD Xr SD Xsr SD X SD X SD
Kora 1 0,119* - <LOD* - 4,809* - 9,146* - <LOD* - 37,30* - 101,1* -
Galgz 1 0,036* - <LOD* - 4,762* - 44,24* - <LOD* - 11,50* - 14,17* -
Lyko 1 0,032* - <LOD* - 3,297* - 19,32* - <LOD* - 1,076* - 3,606* -
Owoc/owocnik 2 0,19 0,01 <LOD - 6,71 0,21 15,09 0,28 <LOD* - 38,11 0,08 27,53 0,04
Herbata 3 0,474 0,344 6,770 0,264 16,66 2,26 36,02 1,33 0,040 0,030 12,37 6,87 30,36 26,02
Mieszanka ziol 4 0,135 0,048 1,685 1,799 10,79 5,94 28,88 10,86 0,303 0,350 1114 1314 25,58 21,25
Klacze 5 0,476 0,569 1,230 1,520 6,087 6,437 66,42 92,94 0,202 0,367 21,12 15,77 32,57 18,89
Lodyga 6 0,189 0,116 0,446 0,583 7,058 5,293 15,93 15,36 0,010 0,036 55,16 24,65 37,36 19,01
Korzen 17 0,361 0,290 0,933 1,017 6,535 5,185 21,47 9,58 0,079 0,178 48,59 56,79 37,67 28,02
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Tabela 23. Wartoéci podstawowych parametréw statystycznych dla zawarto$ci
pierwiastkow w badanych probkach zi6t

Analit Srednia Mediana Minimum Maksimum 5-ty percentyl pe?’ié?tyl
[mg/kgs.m.]  [mg/kgs.m.] [mg/kg s.m.] [mg/kg s.m.] [mg/kg s.m.] [mg/kg s.m.]
Pierwiastki
powodujace
efekty
toksyczne

As 0,212 0,156 <0,096* 1,393 0,019 0,550
Cd 0,271 0,095 <0,048* 1,455 <0,048* 1,263
Pb 0,787 0,485 <0,15* 2,865 <0,15* 2,436
Ni 1,353 0,797 <1,1* 6,937 <1,1* 6,487

Pierwiastki

fizjologiczne
Mg 1984 1634 288,5 5755 499,0 4893
\ 0,665 0,461 <0,031* 2,365 0,031 2,018
Mn 222,6 48,20 8,055 2095 12,86 1101
Co 0,308 0,223 0,020 1,355 0,035 0,946
Cu 7,571 6,056 <0,55* 23,71 1,314 18,76
Zn 28,05 19,77 3,190 232,0 5,006 44,56
Se 0,094 0,028 <0,15* 0,852 <0,15* 0,695

Pierwiastki

obojetne

Sr 46,30 20,72 1,076 277,3 4,330 159,1
Ba 34,62 29,50 2,055 117,4 3,566 77,29

* wartos$ci uwzgledniajace LOD

Badane pierwiastki podzielono na trzy grupy, wsrod ktorych wyrdzniono te, ktore
wywotuja toksyczne skutki w organizmach zywych, nawet w matych ilosciach (As, Cd,
Pb), (nikiel wystepujacy w roslinach jest pod wzgledem aktywno$ci enzymatycznej
pierwiastkiem niezbednym, natomiast uznany jest za toksyczny dla cztowieka), pierwiastki
fizjologiczne (Mg, V, Mn, Co, Cu, Zn i Se), aktywujace procesy metaboliczne, ale rowniez
w wysokich ilosciach moga by¢ szkodliwe zaréwno dla cztowieka, jak i roslin, oraz
pierwiastki oboje¢tne, takie jak stront i1 bar, ktore sa nieszkodliwe lub stabo toksyczne dla
organizméw roslinnych 1 zwierzecych, jesli wystepuja w swoich naturalnych
zawartosciach.

21.14.1. Pierwiastki powodujace efekty toksyczne

Jednym ze Zrodet arsenu w roslinach jest gleba, na ktorej sa uprawiane.
W kontekscie badanych probek nalezy przyjrze¢ si¢ prowincjom w Chinach, w ktorych
nawozenie gleb powoduje zanieczyszczenie arsenem (5,7-31,0 mg/kg) [20]. Ponadto, arsen
pochodzacy z pozostatosci pestycydoéw i obecny w artykutach spozywczych nie powinien
przekracza¢ ilosci 0,01 mg/kg [152]. Stopien akumulacji zalezy od kwasowosci gleby
1 czgsci morfologicznej rosliny. Wykazano, ze korzenie zawierajg wigce] arsenu niz

pozostate elementy morfologiczne roslin. W 67,5% badanych probkach zawarto$¢ arsenu
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przekroczyta warto§¢ LOD. W badanych probkach, $redni poziom tego pierwiastka
wyniost 0,212 mg/kg s.m. (0,096 — 1,393 mg/kg s.m.).

Kadm jest pierwiastkiem wykazujacym podobienstwo do cynku i moze zastgpowaé
go w petionych funkcjach metabolicznych w sposob powodujacy zaburzenia
funkcjonowania, zaréwno dla ro$lin jak i dla zwierzat. Zwigzane jest to z Wysokim
powinowactwem kadmu do enzymow i grup biatkowych. Kadm w badanych probkach
oznaczono na $rednim poziomie 0,271 mg/kg s.m. W 11 probkach zawartos¢ kadmu byta
ponizej LOD i w 11, ktore stanowily ponad 27% wszystkich probek, zawartos$é
przekroczyta warto$¢ 0,3 mg/kg s.m.. Srednia kadmu w korzeniach byta wyzsza i wyniosta
0,372 mg/kg s.m.

Otéw kumulujac si¢ w znacznym stopniu w korzeniach (93-95%) oraz w $cianach
komoérkowych i blonach komoérkowych, powoduje, ze te czes$ci roslin zastluguja na
szczegolng uwazno$¢. Dzienne dopuszczalne pobranie zostato ustanowione przez WHO na
0,428 mg. Najwickszg zawarto§¢ otowiu oznaczono w zielonej i czerwonej herbacie
(Haichao Green Tea i Haichao Pu-erh Tea) (1,7-2,6 mg/kg s.m.), w ktaczach ziot (0,2-2,4
mg/kg s.m.) i korzeniach (0,15-2,9 mg/kg s.m.). W zadnej probce nie zostat przekroczony
poziom 10 mg/kg s.m., jednak w kilku zawarto$¢ tego pierwiastka byta dos¢ wysoka, biorac
pod uwage suchg mas¢ probek i mozliwo$¢ kumulacji tego pierwiastka w organizmie —
ponad 2,0 mg/kg s.m.

Procesy glebotworcze, wykorzystywanie odpadoéw rolniczych, oraz gazy i pyly
z przemystu cigzkiego sa gtownym zrodtem niklu. Ograniczone pobranie i transport
sktadnikéw odzywczych do cze$ci nadziemnych i inhibicj¢ fotosyntezy i transpiracji
to zauwazalne efekty toksyczne w roslinach [153]. Nikiel, porownywalnie do otowiu,
akumuluje si¢ najczegsciej w korzeniach. Jego zawartos¢ w roslinach wystepuje zazwyczaj
w przedziale 0,1 do 5 mg/kg suchej masy [154]. W 54% badanych zi6t, zawartos¢ niklu
byta ponizej LOD, ale w zielonej i czerwonej herbacie jego poziom byt wysoki i wynidst
6,5-6,9 mg/kg s.m.

21.1.4.2.  Pierwiastki fizjologiczne
Glownym sktadnikiem chlorofilu, istotnym komponentem do syntezy, transportu

1 magazynowania weglowodanow, biatek i tluszczow oraz aktywatorem enzymow jest
magnez. Jest pierwiastkiem niezwykle istotnym jako makroelement wptywajacy na wiele
reakcji chemicznych w roslinach. Pierwiastek ten jest pobierany przez rosliny w formie
jonowej Mg?* zaréwno przez korzenie, jak i liscie. Zawarto§¢ magnezu byta wysoka we

wszystkich probkach (288,5-5755 mg/kg s.m.).
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Wanad w glebie pochodzi ze zrodet antropogenicznych, m.in.: przemystu
wydobywczego, spalania paliw kopalnych i stosowania nawozéw fosforowych.
Pierwiastek ten jest niezbedny w iloSciach sladowych i wykazuje pozytywny wplyw,
obserwowany podczas syntezy chlorofilu i przyswajaniu azotu, natomiast jest toksyczny
gdy wystepuje w nadmiarze. Jest wchianiany przez korzenie 1 pedy, w zaleznosci od jego
zawartosci w glebie 1 biodostepnosci. W roslinach rosnagcych na glebach
zanieczyszczonych wanadem, zawarto$¢ V jest zroznicowana i wystepuje w przedziale 6,1-
157 mg/kg [155]. Analiza probek ziot wykazata $rednig zawarto$¢ 0,665 mg/kg s.m.,
natomiast minimalne i maksymalne warto$ci miescity si¢ w zakresie 0,031-2,365 mg/kg
s.m. W korzeniach ziot wykazano najwicksza zawartos¢ tego pierwiastka.

Mangan jest aktywatorem wielu proceséw enzymatycznych i pierwiastkiem, ktory
pelni funkcje regulujaca proces fotosyntezy i tworzenie chlorofilu, absorpcje azotu
1 synteze bialek. W przeciwienstwie do innych mikroelementow, wystepuje w roslinach
w znacznych ilo$ciach. Wedtug literatury jest to szeroki zakres st¢zen — 6-800 mg/kg suchej
masy. Wraz ze wzrostem kwasowos$ci gleby, wzrasta skuteczno$¢ pobierania manganu
przez rosling [156,157]. W 90% probek, zawarto$¢ manganu oznaczono w przedziale 30-
50 mg/kg s.m. Najwyzszy poziom manganu wykazaty mieszanki ziotowe i herbaty (524-
2095 mg/kg s.m.).

Mobilno$¢ kobaltu w glebie wzrasta w $rodowisku kwasnym 1 jednocze$nie
zwigzane jest z obecnos$cig manganu i zelaza oraz z nawozeniem organicznym. Pobierany
jest przez korzenie w postaci jonu Co?*. Jest to szczegodlnie wazne w przypadku ro$lin
motylkowych. Wymagania pokarmowe ro$lin okreslaja zawarto$¢ kobaltu w tkankach,
ktora jest nie mniejsza niz 0,08 mg/kg [158]. Ziota i mieszanki ziolowe zawieraly srednio
0,308 mg/kg s.m. kobaltu, w przedziale 0,020-1,355 mg/kg s.m.

Cynk odgrywa w roslinach wazng role w syntezie hormondéw wzrostu, wptywa na
metabolizm bialek oraz reguluje metabolizm fosforu. Rosliny pobieraja go gltownie
w postaci jonéw Zn?* i kompleksu cynku z jonami wodorotlenkowymi (przy wyzszych
warto$ciach pH). Nadmiar fosforu w glebie moze rowniez prowadzi¢ do niedoboru cynku,
poniewaz cynk, mangan i miedZ moga konkurowa¢ przy niskich pH, co dziala na
niekorzys¢ dla cynku. Zawarto$¢ Zn w badanych ziotach wahata si¢ od 3,190 do 232 mg/kg
s.m., a $rednia z pomiar6w wynosita 28,05 mg/kg s.m.

Miedz jest dostepna dla rolin tylko w postaci jonow Cu?'. Jest pierwiastkiem

wplywajacym na rozwdj i strukture tkanek, oprocz tego bierze udziat w przemianach azotu,
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syntezie biatek i witaminy C. Srednig zawarto$é miedzi wykazano na poziomie 7,571
mg/kg s.m., w przedziale <0,55-23,71 mg/kg s.m. [159].

Rosliny akumuluje selen z gleby w r6znym stopniu. Warzywa i owoce maja niska
zawarto$¢ selenu, nieprzekraczajaca 0,01 mg/kg, a inne rosliny, takie jak trawa moga go
akumulowa¢ do 50 mg/kg, gdy rosng na glebach zasobnych w selen [160]. Badania zi6t
chinskich z regionu Dashan charakteryzujacego si¢ glebami zasobnymi w selen wykazaty
srednig zawarto$¢ selenu w tych roslinach na poziomie 370 mg/kg, przy czym najwyzsza
dochodzita do 1500 mg/kg [161]. Podczas analizy probek wartosci Se powyzej granicy
wykrywalnosci (<0,15-0,852 mg/kg s.m.) uzyskano tylko dla czterech badanych ziot
1 herbat. Sugeruje to, Ze ziota pochodza z region6w raczej ubogich w selen lub pierwiastek
ten zostal utracony w wyniku przetwarzania roslin.

21.1.4.3. Pierwiastki obojetne
Stront jest pierwiastkiem $ladowym, wykazujacym podobienstwo do wapnia

i gromadzi si¢ w ro$linach lisciastych straczkowych [162]. Zwigkszona zawarto$¢ strontu
w glebach wynika m.in. z obecnosci skat i mineratow, weglanéw lub zasadowego odczynu
gleby. Rozpigto$¢ zawartoSci strontu w badanych probkach byta duza, od 1,076 do 277,3
mg/kg s.m.

Bar w glebach tworzy rozpuszczalne kompleksy z materialem humusowym
1 fulwowym, dlatego nie oczekuje si¢, aby byt bardzo mobilny. Pomimo stosunkowo duze;j
zawarto$ci w glebie, rosliny pobierajg bar w ograniczonych ilosciach, stad w wiekszosci
zywnosci zawarto$¢ tego pierwiastka jest stosunkowo niska, <0,1 mg/kg [163]. Srednia

zawarto$¢ baru w badanych ziotach wynosita 34,62 mg/kg s.m.

21.1.5. Wnioski
Procedura analityczna oznaczania pierwiastkOw w materiale roslinnym za pomocg

ICP-ORS-MS umozliwita identyfikacje¢ 1 oznaczenie ilo§ciowe 13 toksycznych, obojetnych
i fizjologicznych pierwiastkow w ziotach pochodzacych Chin. Wybrana technika
analityczna  jest odpowiednim narzedziem w  analizie probek  zywnosci
1 srodowiskowych ze wzgledu na swojg czutos¢ 1 skuteczne mozliwosci usuwania
interferencji. Opracowana procedura zostata poddana walidacji w celu oszacowania
parametrow i zakresu zastosowania procedury. Granice oznaczalno$ci metody wyznaczono
z nastgpujacymi szacunkowymi warto$ciami: (0,040-0,265 mg/kg s.m.) dla V, Co, Asi Cd,
(0,391-1,901 mg/kg s.m.) dla Mn, Cu, Se, Sr, Ba i Pb oraz (2,914-41,95 mg/kg s.m.) dla
Mg, Ni i Zn, co pozwolito na oznaczenie pierwiastkdw w ziolach na poziomach §ladowych.

Wspotczynniki korelacji dla wszystkich pierwiastkow wynosza >0,999, co $wiadczy
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o liniowosci metody. Z ilosciowej analizy trzech dopasowanych matrycowo
certyfikowanych materialéw odniesienia, mieszanki zio6t polskich, lisci jabtoni i lisci
szpinaku, uzyskano odzysk wszystkich pierwiastkow miedzy 69% a 101%, co $wiadczy
o dobrej odtwarzalno$ci metody. Pierwiastki wywotujace efekty toksyczne, takie jak As,
Cd i Pb, w duzej liczbie probek majg wysokie zawarto$ci w suchych masach, ktore moga
powodowac toksyczne skutki w organizmie cztowieka. W 30% probek zawartos¢ arsenu
byta wyzsza niz 0,25 mg/kg, w 27% probek kadmu byta wyzsza niz 0,3 mg/kg s.m.
W Zadnej prébee nie zostata przekroczona dopuszczalna maksymalna zawarto$¢ otowiu
ustalona przez WHO (10 mg.kg s.m.). Nikiel stwierdzono w duzych iloSciach w ziclonej
i czerwonej herbacie. Pierwiastki fizjologiczne, takie jak: Mg, V, Mn, Cu, Zn i Se,
wystepuja w ilosciach naturalnie obecnych w roslinach i mozna je uzna¢ za niegrozne dla
cztowieka po spozyciu badanych ziot. Analiza statystyczna i chemometryczna zostanie

wykorzystana w celu ujawnienia korelacji migdzy parami oznaczonych pierwiastkow.

21.2. Procedura oznaczania calkowitej zawartoSci pierwiastkéow
w korzeniach metoda ICP-MS
Na podstawie uzyskanych wynikow oraz danych literaturowych zdecydowano aby

do dalszych analiz wykorzysta¢ probki korzeni pochodzenia chinskiego. Gléwnym
powodem bylto ukierunkowanie badan na analiz¢ zawarto$ci pierwiastkow wywotujacych
efekty toksyczne, takie jak kadm i otow, ktore w ponad 90% sg kumulowane w korzeniach
ro$lin 1 maja wpltyw na wchianianie pierwiastkow fizjologicznych przez rosliny. W tym
celu oznaczono 13 pierwiastkow w korzeniach 26 zidt (tabela 17), ktére stanowily dwie
partie (n=52), zakupione w odst¢pie jednego roku.
21.2.1. Optymalizacja ICP-MS

Przed wykonaniem analiz przeprowadzono codzienng optymalizacj¢ parametrow
aparaturowych. Ustawienia pracy aparatu przedstawiono w tabeli 24. Wtasciwa
optymalizacja decyduje o czuloSci oznaczen, precyzji 1 niskiej wartosci granicy
wykrywalnosci. Kryteria, ktore sg brane pod uwage podczas optymalizacji to uzyskanie
maksymalnych intensywno$ci dla okreslonych mas na trzech poziomach (masa niska,
srednia 1 wysoka), jak najmniejszych intensywno$ci dla tlenkéw 1 jonow podwdjnie

natadowanych oraz jak najnizszego poziomu tla.
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Tabela 24. Parametry pracy ICP-ORS-MS

ICP-ORS-MS

Parametr

Opis/Warto$é

Spektrometr

Agilent 7700x

Rozpylacz [mL/min]

Material stozkow tacznika

Seaspray 0,4
Ni

Przeptyw gazu rozpylajacego (Ar) 1,00
[L/min]

Przeptyw gazu pomocniczego (Ar) 0,90
[L/min]

Przeptyw gazu plazmowego (Ar) 15,0
[L/min]

Moc generatora RF [W] 1550
Szybko$¢ obrotow pompy perystaltycznej [rps] 0,10
Napigcie na soczewkach jonowych [V] 8,4
Przeptyw gazu reakcyjnego (He) [mL/min] 4,3
Czas integracji m/z [s] 0,1
PowtoOrzenia 3
Zliczenia na powtorzenie 100
Tlenki 0,415%
Jony podwdjnie natadowane 1,202%

21.2.2. Kalibracja
Krzywe kalibracyjne dla pierwiastkéw oznaczonych metoda ICP-ORS-MS byty

liniowe w calym zakresie stezen, co skutkowato wysokimi wspoétczynnikami korelacji

>0,999. Pierwiastki pogrupowano wedlug stezen w jakich wystepuja w probkach

pochodzenia ro$linnego. Magnez, mangan, cynk i bar oznaczane byly w najwigkszym

zakresie, podobnie jak nikiel, miedz, stront i zelazo. Dla pozostalych analitow: V, Co, As,

Cd i Pb, jako pierwiastkéw $ladowych, maksymalny punkt krzywej kalibracyjnej zostat

ustalony na 10 mg/L.
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Rysunek 28. Krzywe kalibracyjne oznaczanych pierwiastkow. Otrzymane wyniki sg
warto$ciami $rednimi z 3 powtorzen dla kazdego wzorca

21.2.3. Walidacja
W celu zweryfikowania przydatno$ci opracowanej powyzej procedury analitycznej

do zamierzonego celu zostata ona ponownie zwalidowana poprzez analiz¢ serii wzorcow
kalibracyjnych, probek $lepych i certyfikowanych materiatdéw odniesienia, dopasowanych
matrycowo. Oszacowano parametry charakteryzujacych metode analityczng: zakres
roboczy, liniowo$¢, granice wykrywalnosci i oznaczalno$ci, precyzj¢ i poprawnosc.
Po walidacji procedury analitycznej oznaczono pierwiastki w probkach korzeni zidt,
a otrzymane wyniki oceniono za pomocg statystyki podstawowej oraz wielowymiarowych
metod statystycznych. Uzyskane wartosci parametrow walidacyjnych przedstawiono
w tabeli 25.

21.2.3.1.  Zakres roboczy
Zakresy robocze dla analitow miescily si¢ w zakresie okreslonym przez oszacowang

granice oznaczalno$ci 1 wzorzec o najwyzszym stezeniu. Najnizsze gorne granice zakresu
roboczego rowne 10 pg/L maja V, Co, As, Cd i Pb. Przygotowano wzorce o najwyzszych
gornych granicach zakresu roboczego wynoszacych 2000 pg/L dla Mg, Mn, Zn, 1000 pg/L
dla Ba oraz 200 pg/L dla Fe, Ni, Cu i Sr.
21.2.3.2.  Granica wykrywalnoSci i oznaczalnosci
Instrumentalne granice wykrywalnosci (IDL) obliczono zgodnie z podej$ciem dla

metody oznaczania pierwiastkow w ziotach i na podstawie wzoru 2. Najnizsze wartosci
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IDL wynosity odpowiednio dla Co 1V 0,0025 10,0088 png/L, a najwyzsze odpowiednio dla
Zn i Fe 0,48 i 0,46 ng/L. Granice wykrywalnosci metody (MDL) na podstawie wzoru 5
réwniez zgodnie z metodg wezesniejsza. Najnizsze wartosci MDL wynosily odpowiednio
dla Co i Cd 0,010 i 0,018 mg/kg s.m., a najwyzsze odpowiednio dla Mg i Fe 8,1 1 0,91
mg/kg s.m. Instrumentalne granice oznaczalno$ci (IQL) obliczono jako zgodnie ze wzorem
4, przy czym najnizsze warto$ci: odpowiednio 0,0076 10,027 pg/L dla Co 1V, anajwyzsze:
1,4 pg/L dla Fe i Zn. We wszystkich analizowanych ziotach uzyskane st¢zenia byly
powyzej granicy wykrywalno$ci.
21.2.3.3. Precyzja

Precyzje obliczono jako wzgledne odchylenie standardowe trzech powtdrzen
wzorcoOw kalibracyjnych na trzech poziomach st¢zen i wyrazono w procentach, jako
wspolezynnik zmiennosci (CV) z rozroéznieniem na precyzje krotkookresowa mierzong
w jednym przebiegu analitycznym (powtarzalno$¢) i precyzje dtugookresowg mierzone
w ciggu trzech dni (precyzja posrednia). Warto$ci powtarzalnosci dla wszystkich
analizowanych pierwiastkow miescity si¢ w przedziale od 0,68% dla Cu do 65% dla As,
a wartosci precyzji posredniej byly zazwyczaj wyzsze — w przedziale od 4,2% dla Mg i Mn
do 34% dla Fe.

21.2.3.4. Poprawnos¢

Poprawno$¢ oszacowano analizujac trzy certyfikowane materiaty odniesienia, ktore
zostaly poddane tej samej procedurze mineralizacji co probki zidt w trzech niezaleznych
powtorzeniach. Zastosowanymi CRMami byly pierwiastki sladowe w liSciach szpinaku,
lisciach jabtoni i mieszance polskich ziot. Uzyskane odzyski mieszcza si¢ w przedziale
od (75+8%) dlaMn do (113 + 9%) dla Cd. Certyfikowane materiaty odniesienia Stosowane
w badaniach zawarto$ci pierwiastkdw w ziotach wystepujace w literaturze to: GBW 07604
(liscie topoli) [1], IAEA-336 (porosty) [115], NIST SRM 1570a (pierwiastki $ladowe
w lisciach szpinaku) [111,113,115], NCS DC73349 (Sladowe pierwiastki w gateziach
i lisciach krzewow) [144], Japonia CRM NIES nr. 7 (liscie herbaty) [114].
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Tabela 25. Parametry walidacyjne opracowanej procedury analitycznej oznaczania 13 pierwiastkow w korzeniach ziét. IDL i IQL odnoszg si¢ do
roztworu, a MDL odnosi si¢ do suchej masy korzeni. Niskie i wysokie stezenie odnosi si¢ odpowiednio do roztworu wzorcowego o Stezeniu
zblizonym do dolnej granicy zakresu roboczego i najwyzszego stezenia wzorca. Srednie stezenie wynosi (w pg/L) 1,0 dla V, Co, As, Cd i Pb, 10,0
dla Ni i Cu, 100 dla Mn, Fe, Zn, Sr i Ba oraz 1000 dla Mg. Wartos$¢ p testu t-Studenta odnosi si¢ do prawdopodobienstwa istotnosci statystycznej
miedzy warto$cig zmierzong a wartoscig certyfikowanag w CRM

Mg \Y Mn Fe Co Ni Cu Zn As Sr Cd Ba Pb

Zakres roboczy 1,1-2000  0,027-10 0,16-2000  1,4-200 0,0076-10  0,12-200  0,12-200 1,4-2000 0,055-10 0,14-200  0,033-10 0,16-1000 0,030-10

[ng/L]
Liniowos$¢ 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999
IDL [pg/L] 0,31 0,0088 0,055 0,46 0,0025 0,040 0,041 0,48 0,018 0,049 0,011 0,053 0,0099
IQL [png/L] 0,92 0,027 0,16 1,4 0,0076 0,12 0,12 1,4 0,055 0,15 0,033 0,16 0,030
MDL [mg/kg s.m.] 3,2 0,0097 0,051 0,37 0,0041 0,059 0,038 0,35 0,015 0,063 0,0072 0,079 0,0087
Powtarzalnos$¢ przedstawiona jako CV [%]

Niskie stezenie 15 6,1 26 20 22 20 7,0 12 65 14 17 17 26
Srednie stezenie 1,7 42 3,1 6,1 3,0 4.4 1,3 53 4,3 4,6 4,0 55 3,8
Wysokie stezenie 35 1,0 15 15 1,3 15 0,68 24 2,0 2,0 1,7 2,2 15

Precyzja posrednia przedstawiona jako CV [%]

Niskie stezenie 20 21 28 34 15 6,8 72 23 31 21 19 29 15
Srednie stezenie 53 8,0 8,3 13 6,7 6,7 6,5 10 79 12 7,7 75 6,8
Wysokie stezenie 4.2 53 472 6,0 47 57 6,2 4.3 5,7 5,0 5,6 49 3,8

Poprawnos$¢ przedstawiona jako odzysk + SD [%]
warto$¢ p testu t-Studenta

Ligci inaku 1570 #8349 83+7 75+8 - 83+5 81+9 80+7 88+5 106£16 76+8 79+6 - #81x6
teie szpmaku 1570 g 407 0,109 0,053 0,463 0122 0,100 0,194 0,768 0,062 0,006 0,366
Liscie iabloni 1515 89+12 84+11 82+12 95+6 95+12 91+11 89+11 104+10 - 85+12 113£9 85+11 84+11
isele Jablonl 0,422 0,118 0212 0,416 0,799 0477 0372 0,763 0,302 0,680 0,263 0,102
Mieszanka ziél 84+5 80+5 79+8 #8449 80+4 76+9 84+3 88+9 89+9 82+4 83+6 7945 105+4
polskich INCT-MPH- 0,062 0,084 0,092 0,370 0,075 0,104 0,068 0,278 0,391 0,061 0,734 0,062 0,463

2

* pierwiastek niewymieniony w certyfikacie;
# zawarto$¢ pierwiastka o wartosci informacyjnej
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21.2.4. Wyniki analizy korzeni
Dwie partie korzeni zi6t opisane jako ,,A” i,,B”, odnoszg si¢ do probek uzyskanych

odpowiednio w 2020 i 2021 roku. Wyniki oznaczania przedstawiono w tabeli 26, natomiast
podstawowe statystyki opisowe zmierzonych zawarto$ci pierwiastkow w korzeniach ziot
zebrano w tabeli 27. Uzyskane wyniki wskazujg na znaczne zrdéznicowanie pierwiastkow
w badanych ziotach. Stosunkowo najwezszy zakres warto$ci zawartosci dla wszystkich ziot
charakteryzuja pierwiastki: Mg, Zn i Cu, a najszerszy zakres maja Pb i Cd. Srednie
zawarto$ci pierwiastkéw wywolujacych skutki toksyczne zmierzone dla wszystkich zi6t
rosng zgodnie z uporzadkowaniem: Cd<As<Pb<Ni<Sr<Ba. Zakresy zawartosci
oznaczanych pierwiastkéw, uporzadkowane wedlug minimalnej zmierzonej zawartosci
i wyrazone w mg/kg S.m., sg nastgpujace: Cd od 0,004 (25B, Trichosanthis) do 0,798 (26B,
Vladimiriae soulier), od 0,016 (18A, Pseudostellariae) do 0,865 (7B, Codonopsis), Pb od
0,021 (14A, Paeoniae alba) do 9,062 (12A, Morindae officinalis), V od 0,047 (14A,
Paeoniae alba) do 3,635 (7B, Codonopsis), Co od 0,050 (16B, Platycodi) do 1,316 (18B,
Pseudostellariae), Ni od 0,21 (24A, Stephaniae tetrandrae) do 3,08 (8B, Dipsaci), Cu od
1,62 (11B, Isatidis) do 18,3 (26B, Vladimiriae soulier), Ba od 2,12 (25B, Trichosanthis)
do 242 (20A, Pulsatillae chinensis), Sr od 3,04 (18B, Pseudostellariae) do 261 (15B,
Paeoniae rubra), Mn od 6,50 (10B, Glehniae) do 475 (12A, Morindae officinalis) ), Zn od
10,2 (19B, Puerariae) do 119 (7B, Codonopsis), Fe od 19 (14A, Paeoniae alba) do 1538
(7B, Codonopsis) i Mg od 643 (5B, Asparagi) do 6947 (19A, Puerariae). Najwieksza
zawarto$¢ czterech pierwiastkow (As, V, Zn, Fe) zmierzono w probce 7B (Codonopsis).
Zawarto$¢ uzyskana w korzeniach ziota 14 (Paeoniae alba) jest zblizona do zawarto$ci
opublikowanej przez Xue i in. dla tego samego gatunku roslin, co moze sugerowac, ze
pochodzenie obu zi6t lub warunki uprawy byty podobne [164]. Zawarto$ci pierwiastkow
powodujacych efekty toksyczne podawane w literaturze dla tego samego gatunku ziota
moga si¢ znacznie rozni¢ 1 przez brak danych dotyczacych zawartosci w suchej masie
probki nie mozna ich porownywaé ze sobg, np. dla ziota 4 (Angelicae sinensis), jak
przedstawili Fu i in. [112]: 2,616 mg/kg As tamze vs. 0,440 — 0,630 mg/kg s.m. w niniejszej
pracy, 8,107 mg/kg Cd vs. 0,017 — 0,048 mg/kg s.m. oraz 11,428 mg/kg Pb vs. 0,350 —
0,630 mg/kg s.m. Podwyzszona zawarto$¢ pierwiastkow w uprawianych ziotach moze
odzwierciedla¢ skalg zanieczyszczen wynikajacych z naduzywania nawozow sztucznych
1 pestycydow, niewtasciwej utylizacji odpadow przemystowych 1 mieszkaniowych czy
przedostawania si¢ do gleby spalin samochodowych [112]. Z kolei Filipiak-Szok i in.
otrzymali wartosci dla Angelicae sinensis: 0,38 mg/kg dla As, 0,15 mg/kg dla Cd 0,45
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mg/kg dla Pb, 0,95 mg/kg dla Ni i 3,67 mg/kg dla Ba [111]. Najwig¢ksze wartoSci zmierzono
dla Mg (6947 mg/kg s.m.) w probce 19A (Puerariae). Najnizsze warto$ci zmierzono dla
Cd o minimalnej zawartosci 0,0040 mg/kg s.m. w probee 25B (Trichosanthis).

W przeprowadzonych badaniach zakresy zawartosci oznaczanych pierwiastkow
w korzeniach zidt na og6t nie przekraczaja podanych w literaturze wartosci maksymalnych.
W artykule przegladowym Pohl i in. [165] podali zakresy zawarto$ci pierwiastkow
oznaczanych w produktach zielarskich metodami spektroskopowymi po mineralizacji
kwasem, zebrane z 44 artykutéw naukowych wraz z opisem procedur mineralizacji, np.
0,067-148 mg/kg dla Ni (0,21 — 3,08 mg/kg s.m. w tym badaniu), 0,012 — 0,75 mg/kg dla
As (0,016 — 0,865 mg/kg s.m. w tym badaniu), 0,001 — 9,30 mg/kg dla Cd (0,004 — 0,798
mg/kg s.m. w tym badaniu), 0,012 — 64,4 mg/kg dla Pb (0,021 — 9,062 mg/kg s.m. w tym
badaniu), 0,19 — 212 mg/kg dla Sr (3,04 — 261 mg/kg s.m. w tym badaniu) i 1,40 — 181
mg/kg dla Ba (2,12 — 242 mg/kg s.m. w tym badaniu).
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Tabela 26. Wyniki pomiaréw 13 pierwiastkow w 26 korzeniach zi6t analizowanych w dwoch partiach zakupionych w odstepie jednego roku
(n=52). Kazdy pomiar wykonano trzykrotnie, a wynik przedstawiono jako $rednig + odchylenie standardowe. Partie korzeni z 2020 i 2021 roku
oznaczono odpowiednio jako A'i B

Ziolo Mg \Y% Mn Fe Co Ni Cu Zn As Sr Cd Ba Pb
mg/kg s.m.

1A 2559,199+30,457 0,257+0,002 29,540+0,482  278,178+2,685 0,131+0,002 0,346+0,005 3,430+0,022 12,286+0,182 0,076+0,002 17,777+0,329 0,026+0,002 4,375+0,075 0,059+0,001
1B 1756,890+44,862 0,836+0,039 34,905+0,237  325,478+5,730 0,270+0,007 0,913+0,034 5,784+0,157 15,681+0,497 0,246+0,014 29,991+1,267 0,124+0,018 6,898+0,590 0,303+0,025
2A  1623,176+54,412 0,284+0,011 12,658+0,630 254,531+11,846 0,107+0,004 0,331+0,019 6,057+0,254 11,837+0,334 0,079+0,010 21,249+0,977 0,011+0,005 9,217+0,356 0,059+0,002
2B 1327,251+20,732 0,907+0,029 20,071+0,128  372,772+2,394  0,235+0,008 0,785+0,033 7,796+0,089 13,518+0,216 0,176+0,015 20,821+0,142 0,021+0,005 10,893+0,609 0,259+0,022
3A  2695,134+30,960 0,462+0,014 188,405+2,896 408,833+2,181 0,576+0,014 1,694+0,051 13,413+0,106 22,825+0,345 0,099+0,003 32,096+0,974 0,559+0,079 46,042+0,953 0,954+0,026
3B 1929,060+12,612 1,501+0,061 41,497+0,701 742,310+16,790 0,322+0,010 0,988+0,035 13,321+0,206 18,271+0,656 0,356+0,032 16,742+0,183 0,070+0,011 40,154+1,124 0,383+0,014
4A  1652,102+19,950 1,724+0,019 20,294+0,237  631,181+6,622  0,241+0,004 0,659+0,015 5,840+0,093 16,760+0,178 0,438+0,012 18,640+0,275 0,017+0,002 9,156+0,129 0,348+0,006
4B 1976,210+45,357 2,299+0,074 24,188+0,433 1020,412+17,347 0,365+0,006 1,126+0,046 8,109+0,160 17,730+0,321 0,628+0,050 15,756+0,297 0,048+0,005 14,413+0,698 0,629+0,031
5A  1084,852+50,113 0,063+£0,007 16,115+£0,770  84,931+3,375  0,451+0,016 0,628+0,019 5,722+0,242 14,160+0,739 0,025+0,001 7,898+0,486 0,045+0,002  7,391+0,199 0,051+0,006
5B 643,324+15,900 0,114+0,007 20,769+0,524  66,641+1,329  0,983+0,021 1,810+0,044 5,852+0,104 15,141+0,423 0,044+0,006 5,407+0,147 0,142+0,003  8,103+0,090 0,134+0,004
6A  2707,653+96,581 0,715+0,012 20,734+0,446 564,071+15,101 0,171+0,009 2,082+0,046 7,039+0,238 24,365+0,711 0,237+0,010 14,551+0,485 0,023+0,007 6,592+0,172 0,128+0,004
6B 1334,043+38,907 0,606+0,014 14,762+0,213  251,588+1,892  0,132+0,005 1,798+0,021 6,305+0,055 29,186+0,157 0,188+0,012 13,114+0,276 0,022+0,004 5,445+0,470 0,154+0,031
7A  1240,004+5,298 0,810+0,008 23,946+0,459  322,469+1,668 0,182+0,004 1,016+0,008 3,554+0,025 19,877+0,533 0,217+0,011 22,638+0,195 0,052+0,008 67,313+0,693 0,181+0,004
7B 1955,191+35,020 3,635+0,196 73,343+1,624 1537,872+23,736 0,721+0,026 2,936+0,070 8,943+0,180 118,855+1,305 0,865+0,109 55,461+0,709 0,079+0,010 230,716+2,435  1,169+0,117
8A  5103,323+31,804 2,194+0,015 107,258+1,258 1200,745+11,335 0,702+0,012 2,121+0,039 6,297+0,010  41,900+0,122 0,291+0,027 60,212+0,982 0,311+0,011 140,560+0,788  1,039+0,018
8B  3009,020+55,301 2,596+0,212 83,080+1,724  978,995+15,502 0,809+0,017 3,085+0,039 10,187+0,117 33,828+1,021 0,362+0,052 39,186+0,964 0,663+0,063 116,455+3,836  1,449+0,060
9A 797,124+16,342  0,934+0,011 14,189+0,213  345919+2,409 0,216+0,005 1,219+0,019 6,721+£0,055 25,395+0,209 0,184+0,007 28,483+0,660 0,037+0,002 30,911+0,689 0,298+0,008
9B 826,215+28,683  0,619+0,028 11,778+0,623  252,871+7,882 0,150+0,013 1,420+0,057 6,157+0,251  29,397+0,623 0,125+0,034 24,629+0,532 0,064+0,016 32,900+1,785 0,266+0,021
10A  1415922+82,954 0,439+£0,046 8,774+0,695  147,540+£7,290 0,172+0,011 0,545+0,019 8,900+0,493  16,850+1,021 0,117+0,010 10,792+0,502 0,085+0,005 19,387+1,274 0,199+0,015
10B  1356,942+22,187 0,427+0,014 6,503+0,237 191,391+3,657  0,151+0,003 0,586+0,017 8,958+0,190 13,007+0,336 0,083+0,014 9,633+0,167 0,059+0,005 13,792+0,089 0,124+0,008
11A  3212,679+39,687 0,566+0,006 16,521+0,538  436,339+8,525 0,117+0,006 0,589+0,036 2,951+0,095 25,631+0,895 0,248+0,054 96,662+2,138 0,061+0,005 10,831+0,209 0,096+0,007
11B  1157,541+15,575 0,380+0,007 9,512+0,085  192,262+2,780 0,088+0,005 0,347+0,007 1,616+0,043 23,691+0,478 0,123+0,006 34,139+0,502 0,063+0,005 8,211+0,134 0,108+0,013
12A 806,960+2,704  0,862+0,029 474,823+0,993 455,102+5,933 0,215+0,009 0,409+0,001 5,809+0,161 27,892+0,749 0,214+0,005 31,041+0,224 0,155+0,007 18,103+0,437 9,062+0,091
12B 1041,220+29,760 1,415+0,133 238,478+4,887 813,701+20,382 0,534+0,015 0,746+0,009 6,501+0,170 30,946+0,518 0,486+0,006 19,716+0,544 0,184+0,026 29,877+0,942 7,719+0,204
13A  2596,411+86,390 1,431+0,035 61,098+1,357  551,466+9,620 0,466+0,013 1,472+0,034 9,164+0,270 30,138+0,473 0,440+0,011 41,730+0,959 0,130+0,015 20,795+0,442 0,577+0,017
13B 2691,208+35,192 1,960+0,091 51,396+0,934 804,680+16,746 0,462+0,008 1,937+0,051 8,751+0,167 28,182+0,145 0,680+0,042 39,237+1,266 0,210+0,009 24,892+1,516 0,948+0,026
14A  1168,082+8,373 0,047+£0,003 19,651+0,278 19,135+0,143  0,057+0,003 0,860+0,006 5,117+0,027 17,622+0,217 0,028+0,003 77,189+2,626 0,038+0,004 10,693+0,412 0,021+0,002
14B  825,792+22,102 0,085+0,016 9,316+0,266 25,005+0,657  0,052+0,001 0,470+0,016 4,787+0,129  18,004+0,551 0,036+0,008 50,577+1,380 0,052+0,007  7,003+0,339 0,052+0,009
15A  4210,767+82,060 0,545+£0,016 12,998+0,143  342,052+6,868 0,091+0,003 2,302+0,044 2,783+0,033 29,998+0,266 0,104+0,020 203,974+3,985 0,044+0,003 56,031+1,134 0,110+0,002
15B  1944,009+36,335 0,423+0,103 10,774+0,174  196,618+4,644  0,103+0,003 2,969+0,052 3,273+0,089 28,348+0,826 0,095+0,017 261,375+4,243 0,069+0,007 51,121+2,177 0,159+0,022
16A  2156,584+32,968 0,280+0,016 11,078+0,232  182,309+1,347  0,064+0,003 0,423+0,016 3,614+0,090 17,390+0,178 0,073+0,027 27,211+0,274 0,069+0,011  8,991+0,081 0,058+0,002
16B  1522,359+21,819 0,227+0,030 9,850+0,211 102,531+1,299  0,050+0,001 0,707+0,010 3,755+0,071  26,752+0,536 0,060+0,010 18,684+0,279 0,306+0,016 12,381+0,641 0,254+0,029
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Ziolo Mg \ Mn Fe Co Ni Cu Zn As Sr Cd Ba Pb
mg/kg s.m.

17A  1986,934+28,960 1,018+0,040 22,757+0,361  907,637+4,534 0,193+0,004 0,981+0,003 5,722+0,043 10,434+0,155 0,312+0,025 25,957+0,292 0,028+0,003 37,509+0,856 0,271+0,003
17B  1074,230+10,177 0,929+0,080 20,201+0,563  46,563+1,241  0,201+0,004 1,3724+0,029 6,886+0,149 10,528+0,375 0,259+0,036 12,613+0,289 0,050+0,005 27,396+1,547  0,310+0,026
18A 823,658+46,909  0,058+0,003 95,120+4,049 60,605+2,389  0,419+0,017 1,332+0,091 4,206+0,212 28,138+1,170 0,016+0,002 8,767+0,254  0,279+0,002 14,338+0,541 0,297+0,013
18B 929,809+38,788  0,212+0,024 114,597+4,491 126,003+4,726 1,316+0,052 1,148+0,044 3,752+0,139 25,748+0,992 0,089+0,031 3,042+0,194 0,553+0,048 13,135+0,463 0,597+0,015
19A  6946,933+54,792 0,140+0,006 16,232+0,157  141,052+1,797 0,057+0,001 1,983+0,036 5,558+0,078 16,799+0,104 0,040+0,004 81,301+1,050 0,209+0,007 88,232+0,290  0,186+0,008
19B  4513,306+71,166 0,378+0,055 11,022+0,229  169,886+3,151 0,149+0,004 0,878+0,010 5,808+0,130 10,217+0,241 0,088+0,008 65,831+0,992 0,368+0,012 64,856+2,517  0,335+0,003
20A 2700,134+59,234 2,117+0,041 63,540+0,761 811,384+95,342 0,550+0,016 1,715+0,015 9,312+0,264 96,704+1,360 0,358+0,009 139,026+1,188 0,241+0,012 242,423+3,358  1,016+0,041
20B  3445,670+156,084 1,904+0,172 40,656+1,798 1096,383+44,632 0,545+0,020 1,845+0,076 11,075+0,515 47,975+42,109 0,340+0,015 124,275+5,475 0,260+0,021 224,239+9,420  0,936+0,073
21A  1366,154+43,769 0,514+0,013 44,822+1,408  221,802+7,389 0,191+0,007 1,534+0,029 3,215+0,103 17,061+0,786 0,123+0,016 38,968+0,611 0,298+0,010 30,774+0,760 0,354+0,011
21B  1547,880+9,708 0,686+0,097 44,712+0,743  288,343+4,740 0,217+0,003 1,756+0,026 4,590+0,058 17,014+0,241 0,157+0,008 37,018+0,756 0,459+0,008 47,359+0,698 0,433+0,014
22A 2783,652+71,490 0,566+0,012 14,662+0,192  496,003+9,724  0,108+0,001 0,588+0,029 12,014+0,234 23,083+0,229 0,127+0,004 32,348+0,426 0,038+0,003 30,619+0,520 0,125+0,002
22B  2425,634+69,990 1,736+0,097 27,918+0,794 976,087+28,935 0,382+0,013 1,835+0,060 14,685+0,467 31,563+1,213 0,568+0,030 34,086+1,063 0,075+0,005 38,591+2,060 0,743+0,027
23A  4875,047496,830 0,763+0,027 20,947+0,676 577,959+12,425 0,175+0,004 0,478+0,017 8,750+0,373  15,685+0,419 0,190+0,010 30,978+1,054 0,018+0,001 10,407+0,459 0,145+0,006
23B  3247,1514229,628 0,839+0,081 15,328+1,275 319,558+25,709 0,220+0,016 0,751+0,071 10,029+0,844 14,596+1,137 0,193+0,019 24,580+2,076 0,021+0,002 9,349+0,738 0,232+0,018
24A  3624,597+131,765 0,323+0,015 21,411+0,818 281,248+13,346 0,157+0,006 0,211+0,018 6,712+0,384 35,454+0,716 0,204+0,010 41,944+1,497 0,016+0,001 160,701£5,207  0,435+0,007
24B  1232,121+13,303 0,651+0,043 15,871+0,341  226,296+4,284 0,138+0,003 0,373+0,010 7,423+0,115 36,031+0,391 0,161+0,026 24,846+0,414 0,042+0,006 41,682+0,956 0,599+0,028
25A  3486,329+43,894 0,112+0,008 10,634+0,195  87,808+1,330  0,068+0,003 0,275+0,016 3,259+0,086 16,708+0,595 0,138+0,069 9,844+0,353 0,014+0,001 4,255+0,112 0,101+0,016
25B  2129,559+74,299 0,055+0,006  8,802+0,336 60,527+2,199  0,074+0,003 0,541+0,030 4,723+0,200 17,704+0,534 0,037+0,009 17,240+0,436 0,004+0,001 2,122+0,120 0,025+0,002
26A  2845393+47,820 0,364+0,006 54,371+1,068  301,034+3,983 0,112+0,005 0,691+0,007 8,105+0,091 20,441+0,593 0,049+0,002 27,172+0,448 0,198+0,006 44,065+0,814 0,365+0,009
26B  1414,877+37,451 0,919+0,042 39,879+0,852  324,953+8,002 0,165+0,006 1,047+0,031 18,343+0,617 18,046+0,405 0,181+0,016 19,245+0,435 0,798+0,037 34,710+1,369  0,837+0,038
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Tabela 27. Statystyka opisowa wynikéw pomiaroéw dla 13 pierwiastkow w 26 ziotach
analizowanych w dwéch partiach zakupionych w odstepie jednego roku (n=52). Wszystkie
wartosci podano w mg/kg S.m.

Pierwiastek Mg \Y Mn Fe Co Ni  Cu Zn As Sr Cd Ba Pb
mg/kg s.m.
Minimum 643 0,047 650 19 0,050 021 162 10,2 0,016 3,04 0,004 212 0,021
5-ty
percentyl 804 0,057 879 39 005 031 289 105 0,027 7,03 0,013 4,33 0,042
1-szy
kwartyl 1,234 0,294 133 173 0,113 059 4,62 16,7 0,08 174 0,037 9,25 0,126
Srednia 2,187 0,845 46,2 416 0,285 1,17 6,94 255 0,213 416 0,150 43,2 0,686
Mediana 1,937 0,612 20,8 310 0,187 0,98 6,23 20,2 0,169 27,2 0,067 22,8 0,284
IQR 2,187 0,845 46,2 416 0,285 1,17 6,94 255 0,213 416 0,150 43,2 0,686
3-ci kwartyl 2,765 0,997 448 574 0,410 1,75 886 290 0,283 41,1 0,210 455 0,599
95-ty
percentyl 4,955 2,403 206 1,133 0,870 295 139 650 0,646 162 0595 227 3,644
Maksimum 6,947 3,635 475 1538 1,316 3,08 18,3 119 0,865 261 0,798 242 9,062

Dla niektérych ziot roznice miedzy dwiema partiami byty niewielkie, np. dla zidt
20, 21, 10, 9, a dla niektorych stosunkowo duze, np. dla zi6t 7, 1, 22, 3. Ocena ztozonych
wynikéw pomiarow dla wielu pierwiastkdw 1 powtdrzen wymagaja zaawansowanych
wielowymiarowych metod statystycznych.

Wedtug WHO maksymalne dopuszczalne ilosci w suszu ros$linnym wynosza 10
mg/kg s.m. Pb i 0,3 mg/kg s.m. Cd [42]. WHO nie zaproponowata maksymalnych
dopuszczalnych wartosci dla Zadnego innego pierwiastka, jednak przyktady krajowych
wartos$ci zostaty zaproponowane przez kilka panstw (np. Kanada, Chiny, Malezja, Korea,
Singapur, Tajlandia) i mieszczg si¢ w przedziatach: 2-5 mg/kg As , 10-20 mg/kg Pb, 0,3—
1 mg/kg Cd [166]. Biorac pod uwage proponowane warto$ci, ktore odnoszg si¢ do §wiezych
mas, otrzymane wyniki nie moga by¢ z nimi poréwnywane. W zadnym z badanych korzeni
nie wykazano przekroczenia 10 mg/kg s.m. Pb, a maksymalng warto$¢ 9,1 mg/kg s.m.
zmierzono dla probki 12A (Morindae officinalis). W 7 ziotach zawarto$¢ Cd przekraczata
0,3 mg/kg s.m. (13% wszystkich badanych probek) przy maksymalnej wartosci 0,80 mg/kg
s.m. dla ziota 26B (Vladimiriae soulier). Najwyzsza zawartos¢ As — 0,86 mg/kg s.m. —
uzyskano dla probki 7B (Codonopsis) nie przekraczajac maksymalnych dopuszczalnych

wartosci Krajowych.
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21.3. Badanie korelacji — analiza statystyczna i chemometryczna

21.3.1. Badanie zalezno$ci miedzy pierwiastkami w ziotach, mieszankach ziét
i herbatach
Ilosciowy zwigzek migdzy dwiema zmiennymi okresla analiza korelacji, ktéra jest

wyrazona za pomocg wspotczynnika korelacji w zakresie od -1 (korelacja ujemna) do +1
(korelacja dodatnia). Im wicksza warto$¢ bezwzgledna wspdtczynnika, tym silnicjsza
zalezno$¢ miedzy badanymi danymi, w tym przypadku zawartoscig pierwiastkéw. Analize
korelacji calkowitej zawarto$ci pierwiastkow w probkach ziot przedstawiono jako macierz

korelacji w tabeli 28.

Tabela 28. Macierz korelacji zawartoSci pierwiastkow w ziotach chinskich. Wartosci
zaznaczone pogrubiong czcionka r6znig si¢ od 0 poziomem istotnosci a=0,05

Analit Mg \% Mn Co Ni Cu Zn As Se Sr Cd Ba Pb
Mg 1
\Y% 0.45 1
Mn -0.22 -0.33 1
Co -0.01 0.60 0.22 1
Ni 0.23 0.43 0.40 0.66 1
Cu 0.48 0.27 0.24 0.27 0.53 1
Zn 0.05 0.06 0.33 0.13 0.22 0.46 1
As 0.58 0.72 -0.24 0.35 0.23 0.18 0.22 1
Se 0.27 0.42 0.06 0.36 0.30 0.02 -0.04 0.45 1
Sr 0.44 0.35 -0.45 -0.02 -0.07 0.08 -0.34 0.27 0.11 1
Cd -0.30 | -0.01 0.15 0.04 -0.20 -0.16 0.05 -0.05 0.15 -0.20 1
Ba 0.16 0.35 -0.14 0.39 0.09 0.11 -0.02 0.25 0.24 0.54 0.03 1
Pb -0.18 -0.11 0.41 0.14 -0.05 0.06 0.32 0.07 0.01 -0.18 0.46 0.10 1

Zaobserwowano istotne korelacje dodatnie dla As iV, Asi Mg, NiiCo, Vi Co, Ba
i Sr. W przypadku Ni-Co w literaturze przedstawione jest antagonistyczne dziatanie tych
pierwiastkéw [21]. Ujemne korelacje wystgpowaty dla Sri Mn, Sri Zn, V i Mn. Charakter
interakcji zostal potwierdzony dla uktadu V-Mn [21]. Dodatnia korelacja miedzy
zawarto$cig magnezu w roslinach a kadmem wystepujacym w zanieczyszczonej glebie
zostala wykazana w badaniach przeprowadzonych przez Ciecko i in. [167], natomiast
w powyzszych badaniach wspotczynnik miedzy tymi pierwiastkami wyniost -0,30, co
wskazuje na korelacje ujemna i dziatanie antagonistyczne.

Analiza glownych skltadowych (PCA) umozliwia prezentacje relacji miedzy
wielowymiarowymi danymi i jest realizowana poprzez redukcje zmiennych 1 ograniczenie

ich do dwoch najbardziej widocznych gléwnych sktadowych. Dzigki zastosowaniu PCA
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wyodrebniono dwie glowne sktadowe, ktére wyjasniajg 47,4% wariancji w zbiorze danych
(tabela 29).

Tabela 29. Wartosci analizy gtdownych sktadowych, warto$ci wlasne, zmiennos$ci i warto$ci
taczne. Wartosci wigksze niz |0,50| sa pogrubione

Badany wskaznik PC1 PC2

Mg 0,66 -0,28

V 0,86 -0,11

Mn -0,13 0,82

Co 0,64 0,42

Ni 0,61 0,49

Cu 0,51 0,37

Zn 0,17 0,62

As 0,77 -0,08

Se 0,54 0,07

Sr 0,44 -0,64

Cd -0,17 0,31

Ba 0,51 -0,16

Pb -0,06 0,57

Warto$¢ wlasna 3,63 2,58
modelu

Zmiennos¢ (%) 27,9 19,8

Wartos¢ taczna (%) 27,9 47,7

Pierwsza glowna sktadowa PC1l wyjasnia 27% zmiennoS$ci, przy najwigkszym
udziale V, As i Mg, ktore wykazuja wobec siebie znaczng korelacje (rysunek 29). PC2 jako
drugi gléwny sktadnik wyjasnia 19,8% zmienno$ci, w ktorej Mn, Zn i Pb maja najwigkszy
udziat. Dobrg korelacje obserwuje si¢ w grupie pierwiastkow: Ni, Co 1 Cu, natomiast
z innymi pierwiastkami nie wykazano istotnych powigzan. Stront jest ujemnie skorelowany
z pierwiastkami majacymi najwigkszy udzial w PC2 (Mn, Zn i Pb), co moze sugerowac
antagonistyczny charakter wzajemnych zaleznosci i taki sam sposob absorpcji tych
pierwiastkow przez rosliny. Najmniejsze wektory wlasne majg Cd, Se 1 Ba, co oznacza

najmniejszy wpltyw na zmienno$¢ danych.
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Rysunek 29. Odwzorowanie zmiennych PC1 i PC2 w analizie gtéwnych sktadowych

Analiza statystyczna i chemometryczna zostata wykorzystana w celu ujawnienia
korelacji migdzy parami oznaczonych pierwiastkow, a PCA wykazata korelacje w trzech
grupach: (i) V, As i Mg, (ii) Mn, Zn i Pb oraz (iii ) Ni, Co i Cu.

21.3.2. Badanie zaleznoS$ci miedzy pierwiastkami w korzeniach ziot

Wielopierwiastkowa analiza zi6t dostarczyta duzego zbioru danych o zawartosci 13
pierwiastkow w 52 probkach. Tak duze zbiory danych sg trudne do interpretacji przy uzyciu
podstawowych statystyk, dlatego zastosowano metody wielowymiarowe. Statystyki
wielowymiarowe pozwalajg zredukowaé wielowymiarowos$¢ danych w celu znalezienia
najbardziej] widocznych zaleznos$ci migdzy zmierzonymi warto$ciami dla wszystkich
badanych zi6t. Zastosowane metody wielowymiarowe to: analiza zmiennych kanonicznych
(CVA) oparta na interakcjach i efektach interakcji oraz analiza regresji wielokrotnej.

W celu oceny zalezno$ci mig¢dzy pierwiastkami w korzeniach ziot zastosowano
metody wielowymiarowe do analizy wynikdw pomiaréw. Kanoniczne wspodirzedne
zmiennych to kierunki w przestrzeni wielowymiarowej, ktére maksymalnie oddzielaja
predefiniowane grupy analizowanego zbioru danych [168,169]. Kanoniczna analiza
zmiennych i jej modyfikacje sg szeroko stosowane w réznych dziedzinach nauki, nie tylko
do badania zawarto$ci pierwiastkow [170], ale takze w naukach o $srodowisku [171],
rolnictwie i biologii [172] oraz ekonomii [173]. Dodatkowo CVA, podobnie jak analiza
glownych sktadowych, wykazala réwniez relacje migdzy wybranymi obiektami
eksperymentu a opisujacymi je zmiennymi [174,175]. W tym przypadku obiekt

do$wiadczalny zdefiniowano jako wartosci zawartosci pierwiastkow dla danego korzenia
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ziola w pojedynczej partii. Wybrano te metode, poniewaz rozpatrywane zbiory danych
pochodzace z modelu sklasyfikowane sg wedlug dwoch zrédet zmienno$ci: partii
i korzenia. Metoda opiera si¢ na badaniu modelu klasyfikacji dwukierunkowej [176]
poprzez analiz¢ interakcji w korzeniu wedlug partii 1 efektow interakcji. W celu
poréwnania obiektow eksperymentalnych i1 efektow interakcji obliczono odleglosci
Mahalanobisa [174] na podstawie wynikow zawartosci pierwiastkOw. Roznice migdzy
korzeniami zi6t mogg wynika¢ albo z faktu, ze czynnik korzeni zidét powoduje pewna
interakcje z czynnikiem partii, albo z tego, ze istnieja pewne znaczace efekty gtowne
pierwszego czynnika, albo z obu tych przyczyn [176].

Postuzono si¢ metoda regresji wielokrotnej i oszacowano parametry réwnan
odnoszacych si¢ oddzielnie do pierwiastkow fizjologicznych (Mg, V, Mn, Fe, Co, Cu, Zn)
w celu okreslenia sity i kierunku oddzialywania pierwiastkéw wywotujacych efekt
toksyczny na pierwiastki fizjologiczne w korzeniach ziot. Zaleznosci migdzy zawarto$cia
pierwiastkow  fizjologicznych w  korzeniach a analizowanymi pierwiastkami
powodujacymi dziatanie toksyczne okreslono za pomocg réwnania wielokrotnej regresji

liniowej:

[v] = Bo + B1[Pb] + B.[Cd] + B3[As] + B4[Ni] + Bs[Ba] + Bs[Sr] + e 0
gdzie [y] — zawarto$¢ pierwiastkow fizjologicznych [mg/kg]w korzeniach ziot,
Bi — wspolczynnik regresji,
e — btad losowy.

21.3.2.1.  Analiza zmiennych kanonicznych

Zastosowano analiz¢ zmiennych kanonicznych, aby pokaza¢ jednoczesnie

zmienno$¢ miedzy wszystkimi badanymi korzeniami zi6t oraz migdzy dwoma korzeniami
ziola tego samego gatunku, tj. tego samego produktu zakupionego dwukrotnie w odstepie
jednego roku. Oczekuje si¢ pewnej zmiennosci, prawdopodobnie ze wzglgdu na dostawe
zupetnie innej partii, ale moze to by¢ roOwniez ta sama partia, ktora byta przechowywana
przez rok w magazynie. Nie nalezy jednak spodziewac si¢ zmiany zawartosci oznaczonych
pierwiastkow po roku przechowywania korzeni ziota, poniewaz jest to materiat dobrze
wysuszony i zaktada si¢, ze byt prawidlowo przechowywany. Analizowane pierwiastki nie
sg lotne 1 podczas przechowywania nie powinny wystapi¢ zadne straty. Suszenie to
standardowy sposob konserwacji ziol, ktéry pozwala zachowac ich oryginalne wiasciwosci

i sprawia, ze sg one dost¢pne o kazdej porze roku [177].
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Na rysunku 30 przedstawiono rozktad zmiennosci stezen pierwiastkow w dwoch
partiach ziot. W wyniku redukcji wymiarowosci uzyskano dwie wspotrzedne, ktore
wyjasniaja 61,3% catkowitej zmienno$ci oznaczonych pierwiastkbw w badanych
korzeniach ziola z dwoch partii. Im wigksza zmienno$¢, tym dluzsza strzatka. Linie
przerywane tacza punkty reprezentujace korzenie ziot zakupionych w dwoéch terminach.
Dhugo$¢ tej linii wskazuje roznice migedzy dwiema partiami tego samego ziota. Pod
wzgledem zawarto$ci pierwiastkoOw korzenie r6znig si¢ znacznie w kolejnych latach, gdy
punkty dla dwoéch partii sg bardziej oddalone od siebie. Efekty interakcji maja na celu
pokazanie wplywu zmiennych (rodzaj ziola i numer partii) na zawarto$¢ pierwiastka
i przedstawiono je na rysunku 31. Odlegto$¢ poczatku wykresu (Srednia ogélna) od danego
punktu na wykresie (obiekt do§wiadczalny) to odleglos¢ Mahalanobisa. Doktadne warto$ci
odlegtosci Mahalanobisa dla wszystkich punktow reprezentujacych ziota z dwoch partii

przedstawionych na rysunku 30 i 31 zebrano w tabeli 30.

150 50

(@) (b) ( o

2 coordinate (25.7%)
2" coordinate (25.7%)

-150 -100 -50 0 50 100 150
1° coordinate (35.6%) 1% coordinate (35.6%)

50

O pierwsza partia O druga partia

Rysunek 30. Wyniki CVA. Rzut obiektéw na przestrzen okreslong przez 1 i 2 wspotrzedng
w stosunku do pierwiastkow w pelnej skali (a) i powigkszonym przekroju (b) zaznaczonych
zielong linig przerywang. Dwie partie reprezentujg ziota zakupione w odstepie jednego
roku. Punkty tego samego korzenia ziota s3 polaczone czarng przerywana linia.
Powigkszony fragment uktadu wspotrzednych w prawym goérnym rogu pokazuje kierunek
najmniejszych strzatek (wag)
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Rysunek 31. Projekcja efektow interakcji. Rzut obiektow na przestrzen okreslong przez 1
12 wspotrzedng w stosunku do elementow w pelnej skali (a) i powiekszonym przekroju (b)
zaznaczonych zielong linig przerywana. Dwa zestawy danych reprezentujg ziota zakupione
w odstepie jednego roku. Punkty dla tych samych korzeni zi6t z réznych partii sg rysowane
w rownych odleglosciach i po przeciwnych stronach wzgledem s$rodka uktadu
wspotrzednych. Powickszony fragment uktadu wspoétrzednych w prawym gérnym rogu
pokazuje kierunek najmniejszych strzatek zwigzanych z pierwiastkami

128

hs
0.00



Tabela 30. Odlegtosci Mahalanobisa miedzy: obiektami badanymi (korzenie zidt) a $rednig
0ogolng (pochodzeniem) oraz miedzy pierwszg a druga partig. Ponizsze odleglosci
Mahalanobisa przedstawiono graficznie na rysunku 30 i 31

Odleglos¢ Mahalanobisa
Obiekt badany i $rednia Pierwsza partia i druga

Prébka ogolna partia
Pierwsza Druga Warto$é Efekt
partia partia Srednia interakcji

1 30,00 19,95 19,62 15,24
2 22,89 22,99 12,81 14,99
3 93,86* 37,55 84,68 41,17
4 31,26 44,03 18,59 33,61
5 29,08 64,23 41,85 41,96
6 56,85 45,35 33,60 54,92
7 24,58 111,72* 108,27 23,74
8 80,49* 69,20 63,41 11,83
9 22,67 30,69 12,72 43,68
10 24,76 26,36 8,41 27,28
11 39,36 30,52 50,64 27,14
12 149,62* 163,45* 90,60 27,87
13 34,51 39,10 23,96 38,47
14 26,36 25,39 19,28 59,88
15 79,71* 90,75* 31,86 29,97
16 22,71 44,70 40,61 49,35
17 29,97 35,51 47,38 31,83
18 48,28 117,82* 84,00 21,10
19 78,30* 38,86 56,00 19,46
20 129,68* 103,28* 57,76 33,20
21 29,22 38,84 15,53 19,29
22 37,33 45,58 33,01 43,25
23 63,06 44,75 28,09 80,06
24 74,88 40,37 68,18 76,05
25 39,29 32,60 13,59 39,16
26 24,75 59,92 65,15 17,25

W niektorych przypadkach punkty odpowiadajace dwdm partiom korzeni tego
samego ziota zachodza na siebie lub sg bardzo blisko siebie (rysunek 31), na przyktad 2, 4,
9, 10, 15, 25, wigc roéznice w zawartosci pierwiastkow miedzy dwiema partiami sa
stosunkowo male. Najwicksze odlegltosci Mahalanobisa migdzy dwoma punktami
wystepuja dla ziot 3, 7, 12, 18, 24. Dla tych zi6t r6znice zawartosci pierwiastka pomiedzy
dwiema partiami sg stosunkowo duze. Dla wigkszosci par punktow kierunek taczacej je
linii jest zblizony do kierunku strzatek odnoszacych si¢ do Mg i Mn, co wskazuje na ogdlne
réznice w zawartosci Mg i Mn w probkach tego samego ziota z dwoch partii. Magnez jest
najwazniejszy w okreslaniu potozenia punktow na tej ptaszczyznie. Obie partie ziot 12
(Morindae officinalis) majg stosunkowo niskg zawarto§¢ Mg w pordwnaniu z pozostatymi

probkami. Punkty dla prébki 12 z obu serii znacznie r6znig si¢ od pozostatych na wykresie
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(rysunek 30). Wynika to z dodatniej zalezno$ci Mn w korzeniach ziot w obu partiach,
a takze z najwickszej zawartosci Pb 1 Mn sposrod wszystkich badanych zi6t. Zmiennos¢
kilku probek w duzej mierze determinujg Fe i Ba: 20, 8, a tylko jedna z partii w przypadku
71 18. Korzenie ziota nr 7 (Codonopsis) rdznig si¢ znacznie zawartoscig zelaza, ale takze
zawartos$cig innych pierwiastkow. Zawartosci pierwiastkow dla ziota z pierwszej partii s
wyzsze, co determinuje ich potozenie wzdtuz strzalek odpowiadajacych Fe i Ba w duzej
odlegtosci od siebie. Jesli chodzi o relacje migdzygrupowe, Mn i Mg maja zaleznos$¢
odwrotng, podczas gdy Ba i Fe maja dodatnig. Obserwuje si¢ niewielki zwigzek Fe z Mn
1 Zn, ale wzrost zawarto$ci Fe 1 Ba nie ma istotnego wplywu na zawarto$¢ Mg. Probka 7
wykazuje stosunkowo duze réznice w zawartosci pierwiastkow migdzy dwiema partiami,
ale efekt interakcji nie jest duzy. I odwrotnie, w probee 23 (Scrophulariae) roznice migdzy
dwiema partiami nie sg duze, ale wykres efektow interakcji pokazuje znaczne roznice
(Rysunek 31). Projekcja efektow interakcji uwzglednia dwa czynniki: wyniki oznaczania
13 pierwiastkdéw 1 przynaleznos$¢ do jednej z 2 partii korzeni. Wigksza odlegto$¢ punktu od
srodka wykresu wskazuje na bardziej znaczaca roéznicg stezenia pierwiastka, wskazanego
przez kierunek strzalek pomiedzy dwiema partiami probek, przy wzglednie zblizonych
stezeniach pozostatych pierwiastkow, np. probki 23, 24, 6, 14 czy 16. Efektem interakcji
w takim przypadku bedzie znaczna rdéznica stezenia jednego pierwiastka pomiedzy
partiami probek, mimo iz st¢zenia pozostalych pierwiastkow nie wykazujg znacznych
réznic. W przypadku punktow lezacych blisko $rodka wykresu — np. 8, 3, 19 —
zaobserwowano duze réznice stgzen dla wigkszosci pierwiastkow pomigdzy partiami.
Analiza zmiennych kanonicznych pozwolita znalez¢ korzenie, ktore sa odstajace pod
wzgledem zawarto$ci pierwiastkow, a takze pomogta odrzuci¢ te wyniki ze zbioru danych,
w wyniku czego powstat model analizy regresji z n=41. Graniczng odleglo$¢ od poczatku
wykresu, ktora pozwolita odrzuci¢ 20% korzeni zidl, zaznaczono zielonym koétkiem na
rysunku 30.

Wyniki przedstawione na wykresie efektow interakcji sugeruja, ze interpretacji
danych nie nalezy opiera¢ wylacznie na Sredniej z przebadanych probek (korzeni ziot) lub
na $redniej partii zakupionych w odstepie jednego roku. Analiza danych nie powinna
ograniczac si¢ tylko do konkretnego ziota lub konkretnej partii. Analizujac dane dotyczace
zawarto$ci pierwiastkOw w wielu ziotach zebranych w partiach, nalezy wzig¢ pod uwage
zmienno$¢ zwigzang z ré6znymi ziotami w analizowanych probach, jak réwniez w r6znych

partiach jednocze$nie. Wystepuja roéznice w zawartos$ci pierwiastkow w badanych
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korzeniach, jak rowniez w dwoch partiach, a zmiany zawarto$ci pierwiastkow sg
nieprzewidywalne. Gdy efekt interakcji jest znaczgcy, warto$ci zmiennych nie zmieniajg
si¢ proporcjonalnie. Analiza zmiennych kanonicznych pokazuje, ze dzigki uwzglednieniu
dodatkowej partii zidot wnioskowanie danych pokazuje glebsze zalezno$ci migdzy
okreslonymi pierwiastkami w korzeniach zidt, a wnioski z eksperymentu mogg byc¢
r0Zszerzone.

Analiza zmiennych kanonicznych opisana w niniejszym opracowaniu wydaje sig
mie¢ praktyczne zastosowanie przy traktowaniu wynikow analizy jako ciaglego procesu
monitorowania produktu w okreslonych przedziatach czasowych. Jest to szczegélnie
wazne, gdy zmiany w skfadzie produktu lub innych wiasciwo$ciach maja wptyw na
konsumenta i mogg stwarza¢ zagrozenie dla zdrowia, gdy nie spetnia on specyfikacji.

21.3.2.2.  Analiza regresji

Analiz¢ regresji przeprowadzono w celu znalezienia zalezno$ci miedzy
wyznaczonymi pierwiastkami w korzeniach zi6t. Pierwiastki podzielono na grupy, tak aby
kazdy istotny dla cztowieka pierwiastek byl poréwnywany indywidualnie z grupa
pierwiastkdéw wywotujacych efekt toksyczny. Przyjeto dwa podejscia do analizy regresji,
podzielono probki na 2 partie o roznej wielkosci (n=52 i n=41), i poréwnano je ze soba,
uzyskujac cztery modele regresji. Model n=52 zawiera wszystkie wyniki pomiardéw 26 ziot
z dwoch partii. Jednak wykres CVA (rysunek 30) wskazuje na obecno$¢ wynikéw wyraznie
odbiegajacych od pozostatych. Wartosci odstajagce mogg znaczaco wptywac na relacje
migdzy pierwiastkami, dlatego postanowiono sprawdzi¢, jaki wptyw na analize regresji
bedzie miato usunigcie wartosci odstajacych. W tym celu odrzucono 20% analizowanych
zi6t o najwiekszych odlegtosciach Mahalanobisa wedhug wartosci w tabeli 30. W rezultacie
odrzucono 11 najbardziej odstajacych wynikow, pozostawiajac 41 zio6t z dwoch partii, ktore
stanowity model n=41 w analizie regresji. Regresja wielokrotna pokazuje, jak wiele
zmiennych, pierwiastkbw powodujacych efekty toksyczne, wpltywa na pierwiastki
fizjologiczne. W zaleznosci od rodzaju regresji wszystkie pierwiastki powodujace efekty
toksyczne zostang uwzglednione w modelu lub niektére z nich zostang wykluczone.
Regresja krokowa z eliminacja wsteczng jest rbwniez regresja wielokrotna, ale niektore
pierwiastki  powodujace  efekt  toksyczny sa  eliminowane z  modelu,
w zalezno$ci od pozadanego empirycznego poziomu istotnosci p, ktéry w tym badaniu
wynosi 0,05. Wyniki 4 modeli analizy regresji przedstawiono na rysunku 32. Kazdy

pierwiastek fizjologiczny porownuje sie¢ z pierwiastkami wywotujacymi efekt toksyczny
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oraz z otrzymanym wspolczynnikiem regresji. Kolumna zaznaczona linig przerywang

pokazuje relacje migdzy dwoma pierwiastkami, ktora jest istotna. Regresja krokowa

eliminuje zmienne, ktére maja najmniejszy wplyw na zmienno$¢ catkowita, dlatego

brakujgca kolumna moze wystapic¢ dla 2 modeli: regresji krokowej n=52 i n=41. Wyniki

analizy regresji przedstawiono w tabeli 31.
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Rysunek 32. Porownanie wspotczynnika regresji S czterech modeli analizy regresji:
regresji wielokrotnej (n=52 i n=41) oraz regresji krokowej (n=52 i n=41) migdzy
pierwiastkami fizjologicznymi a pierwiastkami powodujgcymi efekty toksyczne. Kolumna
z przerywanym konturem reprezentuje zaleznos¢ istotng statystycznie (p<0,05)
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Tabela 31. Wyniki analizy regresji mi¢dzy pierwiastkami fizjologicznymi a grupa
pierwiastkow wywolujacych efekty toksyczne: wartosci wspotczynnikow regresji beta f,
wspotczynnika determinacji R? i prawdopodobienstwa p. Zastosowano cztery modele
regresji: regresje wielokrotng (n=52 i n=41) oraz regresj¢ krokowg z eliminacja wsteczna
(n=52 i n=41). Wspotczynniki regresji, ktore sg istotne, zaznaczono na czerwono (P<0,05)

Regresja wielokrotna  Regresja krokowa

n=52 n=41 n=52 n=41
Mg
R? 0,2159 0,2681 0,2093 0,2519
p 0,076 0,082 0,010 0,030
Bro -0,1913 -0,3338 -0,1685
Bed 0,0721 0,2266
Bas 0,0364 0,4956
Pni -0,1103 -0,3317 -0,3341
Pea 0,2819 0,3442 0,2811 0,2873
s 0,2783 0,4104 0,2259 0,4355
Vv
R? 0,9038 0,9621 0,9037 0,9229
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Beo 0,0070 0,2886 0,3382
Ped 0,0635 -0,0921 0,0656 -0,0929
Pas 0,7569 0,6697 0,7599 0,6622
Pni 0,1255 0,0419 0,1231
Pea 0,2496 0,1897 0,2491 0,1615
Psr -0,0672 -0,0701 -0,0662
Mn
R? 0,8568 0,6992 0,8506 0,4405
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Bro 0,9205 0,4826 0,8996 0,4579
Ped 0,1166 0,1930 0,1641 0,2657
Bas -0,1296 -0,1272 -0,0736
Pni 0,1056 0,2891
Pea 0,0233 -0,0881
Psr -0,0866 -0,2032
Fe
R? 0,8051 0,7891 0,7987 0,7835
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Bro 0,0580 -0,0799
Ped 0,0134 -0,0353
Bas 0,6953 0,8470 0,7329 0,8172
Pni 0,0735 0,0073
Pea 0,2823 0,3059 0,2960 0,2249
Psr -0,0318 -0,0704
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Regresja wielokrotna  Regresja krokowa

n=52 n=41 n=52 n=41
Co
R? 0,4577 0,5054 0,4483 0,4920
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Bro 0,1063 0,4627 0,1825
Ped 0,2619 -0,1758 0,2940
Pas 0,1036 -0,1520 0,1503
Pni 0,4044 0,6416 0,3663 0,6192
Pea 0,1908 -0,1196 0,1835
Bsr -0,3698 -0,4517 -0,3532 -0,4863
Cu
R? 0,3057 0,3804 0,2815 0,3680
p 0,009 0,009 0,001 <0,001
Bro -0,1214 0,4986 0,5432
Led 0,3736 0,0747 0,3418
Bas 0,4159 0,1236 0,3863
Pni -0,1166 -0,1053
Pea 0,1203 -0,0438
Psr -0,1481 -0,1488 -0,1476 -0,2234
Zn
R? 0,7160 0,4492 0,6992 0,4492
p <0,001 0,002 <0,001 0,002
Bro 0,0906 1,2331 1,2331
Ped -0,1293 -0,6257 -0,6257
Bas 0,1843 -0,5531 0,2630 -0,5531
Pni 0,1278 0,2762 0,2762
Pea 0,7015 -0,2393 0,6952 -0,2393
Bsr -0,0301 0,2963 0,2963
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Obliczone parametry regresji dla czterech modeli wykazujg liczne podobienstwa
dla niektorych pierwiastkow, co §wiadczy o istotnym zwigzku migdzy nimi, niezaleznie od
modelu regresji. Regresja wielokrotna i krokowa daja podobne wyniki, ale tylko
w okreslonej grupie probek: n=52 lub n=41. Kierunek zalezno$ci jest w wigkszosci
przypadkéw zgodny, co pokazujg cztery modele regresji na rysunku 32. Jedyna rdznica
w istotno$ci widoczna jest dla par pierwiastkow: Co—Cd i Zn-As dla n=52 i Cu-Pb dla
n=41. Znacznie wyrazne réznice s widoczne przy poréwnaniu grup n=52 z n=41, gdzie
na wykresie wida¢ wiele roznic. Najbardziej widoczne sg V-Pb, Mn-Pb, Co-Cd, Cu-Pb,
Cu-Cd, Cu-As, a wszystkie pierwiastki z Zn wykazujg mniej lub bardziej wyrazne roznice.
Pierwiastki te maja pewne niestandardowe lub mniej przewidywalne relacje w poréwnaniu
z innymi pierwiastkami fizjologicznymi. Sugeruje to, ze odrzucanie wartosci odstajacych,
jak to ma miejsce w grupie n=41, ma znacznie wigkszy wpltyw na relacje migdzy
pierwiastkami w badanych probach niz zmiana typu regresji z wielokrotnej na krokowsa
z eliminacjg wsteczng.

Istnieje rowniez kilka korelacji, ktore sg istotne dla wszystkich 4 modeli regres;ji.
Wanad jest skorelowany z arsenem (0,66 <f <0,76) i barem (0,16 <f <0,25), zelazo jest
skorelowane z arsenem (0,69 </ <0,85), a kobalt jest skorelowany z niklem (0,36 <f <0,65)
i ujemnie skorelowany ze strontem (-0,49<$<0,35). Analiza wskazata na obecno$¢ probek
o0 znacznie wigkszej zawartosci danego pierwiastka w pordwnaniu z pozostalymi probkami,
nawet o rzad wielkos$ci. Tak wysokie wartosci stezen w jednej lub kilku probkach moga
mie¢ duzy wplyw na istniejace zaleznoSci miedzy pierwiastkami. Analiza regresji
w modelu n=41 po usunigciu warto$ci odstajacych wykazata zaleznosci, ktorych nie byto
lub byly nieistotne w modelu n=52, m.in. Mg-Ni, V-Pb, Cu-Pb, a takze Zn ze wszystkimi
pierwiastkami o dziataniu toksycznym. Pierwiastkami wywotujacymi efekty toksyczne,
ktore maja stabe 1 najmniej znaczace zwiazki z pierwiastkami fizjologicznymi sg Ni 1 Cd.
Nikiel jest dodatnio i istotnie skorelowany tylko z Co, zgodnie z czterema modelami
regresji. Model n=41 pokazuje, ze Cd jest w odwrotnej zaleznosci z Zn, podczas gdy
wedtug modelu n=52, Cd ma dodatni zwigzek z Cu. Arsen ma silny 1 znaczacy zwigzek
z V 1 Fe. Nkansah i in. oszacowali wspotczynniki korelacji Pearsona dla pierwiastkow
w czarnej i zielonej herbacie z Ghany oraz stwierdzili istotng i dodatnig korelacj¢ dla Zn-
Cd (r=0,625) i Zn-As (r=0,591), jednak w tym badaniu regresja krokowa (n=41) dla tych

par wykazata rowniez istotne zaleznosci, ale w przeciwnym kierunku [114].
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21.3.3. Wnioski
W powyzsze] czgsci badan technika ICP-MS pozwolita na oznaczenie 13

pierwiastkow, zarowno fizjologicznych (Mg, V, Mn, Fe, Co, Cu, Zn), obojetnych (Sr, Ba),
jak i powodujacych skutki toksyczne (Ni, As, Cd, Pb) w 26 korzeniach zio6t pochodzacych
z Chin, ktore sg wykorzystywane w TCM. Opracowano i zwalidowano analityczng
procedure przygotowania i analizy probek metoda ICP-MS. Zastosowanie ICP-MS
wyposazonego w oktopolowa komore reakcyjng i gazu Kkolizyjnego helu pozwolito
zminimalizowa¢ interferencje spektralne wynikajace z matrycy 1 argonu. Zastosowanie
matrycowo  dopasowanych CRM  pozwolito na  oszacowanie parametroOw
charakteryzujacych dziatanie metody analitycznej oraz zapewnito spdjno$¢ wynikow
pomiaréw analitycznych. Wielowymiarowe metody statystyczne, takie jak analiza
zmiennych kanonicznych i efektéw interakcji oraz analiza regresji wielokrotnej, pozwolity
znalez¢ zalezno$ci miedzy oznaczonymi pierwiastkami w korzeniach ziot, a takze miedzy
dwiema partiami zakupionymi w ciggu jednego roku. Uzyskane wyniki wykazaly szerokie
rozpigtosci zawarto$ci oznaczanych pierwiastkow wsrdd wszystkich badanych gatunkow
ziot.

Analiza zmiennych kanonicznych pozwolita wskaza¢ wielko$¢ réznic migdzy
dwiema partiami ziot, biorac pod uwage kazdy oznaczony pierwiastek i wykazujac,
ze w przypadku niektorych zidt réznice byly znacznie bardziej widoczne niz w innych.
Whnioskowania statystycznego nie nalezy opiera¢ wytacznie na rodzaju ziota lub numerze
partii ze wzgledu na lezace u podstaw efekty interakcji miedzy tymi dwiema zmiennymi,
ktére moga by¢ zrodlem zmienno$ci zawartosci pierwiastkow. Analiza regresji
wielokrotnej wykazata istotne zalezno$ci miedzy pierwiastkami we wszystkich badanych
korzeniach ziot: Mg z Sr; V z Pb, As i Ba; Mn z Pb; Fe z As i Ba; Co z Ni i Sr, Cu z Pb,
CdiAs; ZnzPb, Cd, As i Ba.

Jedynym pierwiastkiem powodujacym efekty toksyczne, ktory przekroczyt
maksymalne dopuszczalne wartosci byt kadm. Maksymalna dopuszczalna zawartos¢ Cd
w suszu roslinnym zaproponowana przez WHO wynosi 0,3 mg/kg, a przekroczenie tej
granicy wystapito w 7 ziotach, co stanowi 13% wszystkich przebadanych prébek. Zaden
inny pierwiastek wywolujacy efekty toksyczne nie przekroczyl dopuszczalnej normy,
jednak dhugotrwate spozywanie korzeni zidt i naparéw jako terapii w TCM moze
potencjalnie by¢ przyczyna niekorzystnych skutkow dla zdrowia. Nawet przy
nieosiggni¢ciu maksymalnych dopuszczalnych limitow zalecana dawka niektorych korzeni

zi6t moze siegac¢ nawet 30 g, a wielokrotne dawki w dtugim okresie terapii moga stanowi¢
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znaczne zrodto pierwiastkéw powodujacych dziatanie toksyczne, takich jak As, Cd, Pb lub
Ni, ktére moga rozwing¢ chroniczng toksyczno$¢ w organizmie. W kolejnej czgsci badan
zostanie oszacowane narazenie i dawka pobrana dla pierwiastkow wywotujacych efekty
toksyczne w organizmie (Pb i Cd), ktore moga by¢ dostarczone przez stosowanie terapii

ziotowych.
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21.4. Analiza specjacyjna kadmu i olowiu
Wiasciwym sposobem przygotowania zidt leczniczych jest napar, a ryzyko

wprowadzenia duzych ilosci szkodliwych sktadnikow, w tym pierwiastkow, jest zwykle
niewielkie ze wzgledu na niska wydajnos¢ ekstrakcji. Jednak wydajnos¢ ekstrakcji rozni
si¢ znacznie w roznych ziotach, a takze w réznych czes$ciach rosliny i moze by¢ zwigkszona
w warunkach kwasnych, np. poprzez dodanie soku z cytryny [178]. Dla naparéw z czarnej
herbaty wydajnos¢ ekstrakcji As, Cd, Pb, Ni, Sr i Ba oszacowano odpowiednio na <36,8%,
<40,3%, <58,6%, 0,1-100%, 0,6-27,9% 1 0,4-7,6% [179]. Wang i in. stwierdzili,
ze wydajnosc¢ ekstrakcji chinskich lekéw ziotowych miescita si¢ w zakresie 6-62% dla Cd,
0-8% dla Pb i 1-15% dla As [180]. Zalecana dawka niektorych lekow ziotowych wynosi
do 30 g jednorazowo, a pacjentowi mozna przepisaé wielokrotne dawki dziennie.
Dhugotrwate przyjmowanie pierwiastkow wywotujacych skutki toksyczne, zwlaszcza As,
Cd i Pb, codziennie przez tygodnie lub miesiace, moze przyczyni¢ si¢ do toksycznosci
ogodlnoustrojowej 1 przewlektej. Chociaz maksymalne dopuszczalne ilosci na jednostke
masy suszu w tym badaniu nie s przekraczane w wigkszosci probek, uzycie wigkszej ilosci
materialu zielarskiego do przygotowania naparu proporcjonalnie zwickszy ilos¢
spozywanych sktadnikéw szkodliwych. Leki ziolowe moga by¢ rowniez spozywane
bezposrednio jako funkcjonalna, odzywcza zywno$¢ znana jako homologi Zzywnosci
leczniczej (MFH, ang. medicine food homology), ktéra moze znacznie zwigkszy¢ spozycie
niebezpiecznych pierwiastkow [112].

21.4.1. Procedura oznaczania calkowitej zawartosci kadmu i olowiu

w ekstraktach wodnych
Ekstrakcja Pb i Cd z korzeni byta kolejnym etapem badan. Ekstrakcja woda

o temperaturze 100 °C miala nasladowac przygotowywanie naparéw ziotowych przez
konsumenta, a nie zapewnia¢ najwyzsza mozliwg skuteczno$¢ ekstrakcji, ktora
wymagataby zastosowania bardziej agresywnych warunkow.

Kadm i otéw najbardziej akumulujg si¢ w korzeniach, dlatego tez korzenie ziot byly
poddane ekstrakcji. Do analizy wybrano 10 korzeni ziék: 1 (Notopterygii),
2 (Pseudostellariae), 3 (Dipsaci), 4 (Vladimiriae), 5 (Saposhnikoviae), 6 (Angelicae
dahuricae), 7 (Puerariae), 8 (Clematidis), 9 (Codonopsis) i 10 (Asparagi). Catkowita
zawarto$¢ Cd i Pb w korzeniach po mineralizacji oznaczono wczesniej. Zakresy wynikow
ksztaltujg si¢ nastepujgco: 19,5-798 ug/kg s.m. dla Cd i 134-1450 pg/kg s.m. dla Pb.
Garcia-Rico 1 in. w mineralizowanych suplementach diety, w tym pochodzenia roslinnego,

uzyskiwali bardzo szerokie zakresy stgzen Cd i1 Pb: odpowiednio 1-2900 pg/kg
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1 3-66320 pg/kg [181]. W przegladzie Pohla i in. opisano procedury przygotowania probek
oraz st¢zenia pierwiastkOw oznaczane w ziotach i naparach [165]. Zakresy st¢zen Cd i Pb
w roznych ziotach i herbatach wynosity odpowiednio 1-9300 i 12-64 000 pg/kg,
a skutecznos¢ ekstrakcji odpowiednio 1,9-80% i 6,2—76%. Wszystkie z 44 recenzowanych
prac  wykorzystywaly goragca lub wrzaca wode jako metode ekstrakcji
z mieszaniem lub po prostu pozostawiono do zaparzenia z koncows filtracjg lub dekantacja
[165].
21.4.1.1. Optymalizacja

Analize ekstraktéw wodnych z korzeni w celu oznaczenia catkowitego Pb 1 Cd

przeprowadzono za pomoca ICP-ORS-MS i trybem helowym. Parametry aparaturowe

wyszczegdlniono w tabeli 32.

Tabela 32. Parametry pracy ICP-ORS-MS

Parametr Opis/Wartosé
Spektrometr Agilent 7700x
Rozpylacz [mL/min] Seaspray 0,4
Materiatl stozkéw tacznika Ni
Przeptyw gazu rozpylajacego (Ar) 0,99
[L/min]
Przeptyw gazu pomocniczego (Ar) 0,90
2] [L/min]
E Przeptyw gazu plazmowego (Ar) 15,0
% [L/min]
a Moc generatora RF [W] 1550
© Szybkos¢ obrotow pompy perystaltycznej [rps] 0,10
Napiecie na soczewkach jonowych [V] 7,6
Przeptyw gazu reakcyjnego (He) [mL/min] 4,3
Czas integracji m/z [s] 0,1
Powtorzenia 3
Zliczenia na powtorzenie 100
Tlenki 1,686%
Jony podwdjnie natadowane 1,136%
21.4.1.2. Kalibracja

Krzywe kalibracyjne dla Pb 1 Cd skonstruowano w zakresie stezen 0,05-10 pg/L.

Roztwor 10 ug/L Rh zastosowano jako wzorzec wewnetrzny do redukcji interferencji

niespektralnych powodowanych przez matryce probki i wprowadzono jednocze$nie

z analizowanym rozwigzaniem przez trojnik [150].
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Rysunek 33. Krzywe kalibracyjne kadmu i otowiu. Otrzymane wyniki sg wartoSciami

$rednimi z 3 powtorzen dla kazdego wzorca

Ekstrakty analizowano metoda ICP-MS i oznaczano calkowitg zawartos¢ Cd i Pb,
uzyskujac zakresy odpowiednio: 5,7-182 pg/kg s.m. i 8,9-46 nug/kg s.m. dla Cd i Pb.
Wyniki sumarycznej zawartosci Cd i Pb w ekstraktach przedstawiono w tabeli 34.

Wydajnos¢ ekstrakeji obliczono dla obu pierwiastkow, ktéra dla Cd wyniosta
srednio 23%, przy maksimum 51% dla ziota 7 (Puerariae) i minimum 8 % dla
2 (Pseudostellariae), 8 (Clematidis) i 9 (Codonopsis), a dla Pb: $rednio 5%, maksymalnie
16% dla 10 (Asparagi) i minimum 1% dla 8 (Clematidis) i 9 (Codonopsis). Zwiazki otowiu
wydajg si¢ by¢ bardziej zwigzane W Korzeniu ziota, a zatem mniej podatne na
wyptukiwanie niz Cd. Ababneh przebadat 54 napary ziotowe 1 uzyskat srednig wydajnos¢
ekstrakcji 14% i 20% odpowiednio dla Cd i Pb [182]. Arpadjan i in. przebadali 98 r6znych
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710t 1 rowniez uzyskali niskg wydajnos¢ ekstrakcji Cd (3—36%), z wyjatkiem hibiskusa (71—
74%), natomiast dla Pb tylko wyniki dla hibiskusa byly powyzej LOD (wydajnos¢
ekstrakcji 9-16%) [183]. Xia i in. przetestowali rézne podejscia do ekstrakcji form
specjacyjnych Pb z ryzu, w tym ekstrakcje 0,1 M HCIl (wydajnos$¢ ekstrakcji 75,8%),
ekstrakcj¢ enzymatyczng pepsyna (wydajnos¢ ekstrakcji  77,9%), ekstrakcje
EDTA/metanol (wydajno$¢ ekstrakcji 96,4%) i mieszaning kwasu octowego z metanolem
(wydajnos¢ ekstrakcji 48,7%) [101]. Srednia skuteczno$é ekstrakcji Pb z korzeni woda
o temperaturze 100 °C w tym badaniu (5,2%) jest znacznie nizsza niz ekstrakcji

dodatkowymi ekstrahentami.

21.4.1.3. Dawka pobrana otowiu i kadmu w danym szlaku narazenia
Szacowanie zagrozenia spowodowanego przyjmowaniem naparow ziolowych,

w ktorych obecne sg kadm 1 otdow, powinno opiera¢ si¢ na rzeczywistych dawkach
zalecanych przez specjalistow medycyny chinskiej. W zaleznosci od problemu
zdrowotnego dobierane sg ziola oraz ich dawki, czgstotliwos¢ stosowania i dlugo$¢ terapii.
W celu oszacowania wielkosci teoretycznej dawki, ktora moze wywotac zaburzenia stanu
zdrowia, skorzystano ze wzoru na dawke pobrang w danym szlaku narazenia (1). Przyjeto
nastgpujace zatozenia: K (ilo§¢ nosnika) — 0,750 L/dzien, F (czgstotliwos$¢ narazenia) — 365
dni, T (dtugo$¢ okresu narazenia) — 1 rok, W (masa osoby narazonej) — 70 Kg, Ta (okres
usrednienia dla substancji kancerogennych) — 70 lat. Wyniki dla dziesigciu wybranych zi6t
przedstawiono w tabeli 33. Warto podkreslié, Ze stezenie pierwiastka wywotujacego efekty
toksyczne w organizmie nie jest rtOwnoznaczne z ilo$cig tego pierwiastka, ktory catkowicie
jest wchtaniany przez uktad pokarmowy. Ta cze$¢ dawki, ktora dostaje si¢ do uktadu
krwiono$nego, jest detoksykowana w pewnym stopniu i wydalana. Dopiero pozostata ilo§¢
trafia do narzadow 1 tkanek, w ktorych moze ulega¢ kumulacji, zwlaszcza w przypadku
kadmu 1 otowiu. Zakres dla dawki pobranej kadmu z wyszczegdlnionych korzeni wynosi
od 0,01 do 1,22 pg/kg m.c./dzien, natomiast dla otowiu wartosci sa znacznie wyzsze: 0,33
— 17,01 pg/kg m.c./dzien. Dawka pobrana kadmu z naparu sporzadzonego z korzenia
ro$liny Puerariae wynosi 1,22 ug/kg m.c./dzien, zatem dla osoby o masie 70 kg, catkowite
dzienne pobranie wynosi 85,4 pg. Dane literaturowe wskazuja, ze z uktadu pokarmowego
Cd wchiania si¢ w 10%, wigc spozywajac ten napar, do organizmu przedostaje si¢ 8,54 ug
tego pierwiastka [19]. Wedtug WHO, TDI dla kadmu wynosi 0,83 pg/kg m.c., zatem dawka
pobrana dla Puerariae zostata przekroczona, a dla 4 innych zi6t (Notopterygi,

Pseudostellariae, Dipsaci, Asparagi), otrzymane wartosci sg rowniez wysokie (0,64 — 0,79
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ug’kg m. c./dzien). Najwyzsza dawka pobrana otowiu wystepuje dla naparu
z korzenia Dipsaci — 17,01 pug/kg m.c./dzien, a w przeliczeniu na catkowite dzienne
pobranie jest to 1190,7 pg. Dzienne dopuszczalne spozycie dla otowiu wynosi 0,428 mg
wedlug WHO, przy wchtanianiu z uktadu pokarmowego — 10%, zatem obliczona dawka
nie przekracza wartosci dopuszczalnej. Wysokie wartosci wykazano rowniez dla
Notopterygi (0,517 mg), Pseudostellariae (0,728 mg), Clematidis (0,544 mg), Codonposis
(1,161 mg).
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Tabela 33. Dawka pobrana na danym szlaku narazenia, oszacowana na podstawie oznaczenia catkowitej zawarto$ci Cd i Pb w ekstraktach wodnych
imitujacych napary stosowane przez konsumentow, oraz danych dostarczonych przez producenta dotyczacych zalecanych dawek, X — st¢zenie,
SD — odchylenie standardowe z trzech powtorzen, Dmin — minimalna obliczona dawka pobrana, Dmax — maksymalna obliczona dawka pobrana

Cd Pb

Stezenie Dawka pobrana Stezenie Dawka pobrana
Nazwa ziota Zalecana dawka [g] w ekztrakcie [ng/kg mf)c./dziel'l] w ek?strakcie [ng/kg m{)c./dzieﬁ]
Minimalna Maksymalna | x = SD [ng/L] Drmin Dimax X+ SD [ug/L] Dimin Dimax

Notopterygi 6 15 0,76 = 0,022 0,25 0,64 8,82 +£0,33 2,96 7,39
Pseudostellariae 9 30 0,47 +£0,033 0,24 0,79 6,21 £0,37 3,12 10,41
Dipsaci 6 21 0,59 +£0,038 0,20 0,69 14,5+1,0 4,86 17,01
Vladimiriae soulier 15 9 0,78 £ 0,028 0,07 0,39 8,52+0,41 0,71 4,28
Saposhikoviae 3 9 0,172 £ 0,0065 0,03 0,09 7,01 £0,12 1,17 3,52
Qgﬁﬂ"gg‘; 3 9 0,057 + 0,016 0,01 0,03 1,95+ 0,18 0,33 0,98
Puerariae 6 12 1,82 +0,045 0,61 1,22 3,88 + 0,056 1,30 2,60
Clematidis 6 12 0,29 £ 0,0092 0,10 0,19 11,6 £0,31 3,89 7,78
Codonposis 9 30 0,06 = 0,0061 0,03 0,10 99+1,2 4,98 16,59
Asparagi 6 15 0,76 + 0,018 0,25 0,64 1,34+ 0,031 0,45 1,12
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Tabela 34. Calkowite stezenie Cd i Pb oznaczane w korzeniach zi6t po mineralizacji i ekstrakcji wodnej wraz z wydajnoscia ekstrakceji
X — stezenie, SD — odchylenie standardowe z trzech powtoérzen, IQR — rozstgp ¢wiartkowy

Nazwa ziola Calkowita zawarto$¢ Calkowita Wydajno§¢  Calkowita zawartos¢  Calkowita zawartos¢ Wydajnosé
Cd po mineralizacji zawartos¢ Cd po ekstrakcji Pb po mineralizacji Pb po ekstrakcji ekstrakcji (%)
X £ SD (ug/kg s.m.) ekstrakcji (%) x = SD (ug/kg s.m.) x = SD (ug/kg s.m.)
X £ SD (ug/kg s.m.)
Notopterygi 229+ 12 76,0 +2,2 33 882 +33 46,00 + 0,85 5
Dipsaci 642 £ 64 59,0 £3,8 9 1450 + 100 28,00 = 0,82 2
Vladimiriae 798 + 47 78,0 +2,8 10 852 +41 38,00+ 0,74 4
soulier
Saposhikoviae 75,1 £ 11 17,2+ 0,65 23 701 + 12 243+2.8 3
Angelicae 195+3,4 5,7+1,6 29 195 +18 8,90 + 0,47 5
dahuricae
Puerariae 354428 182,0 £4,5 51 388,0£5,6 43,0+1,3 11
Clematidis 366 + 50 29,00 + 0,92 8 1160 + 31 16,00 £ 0,15 1
Codonposis 79,8+ 7,5 6,00 £ 0,61 8 990 + 120 9,30£0,67 1
Asparagi 142,4 £ 6,2 76,0 £ 1,8 53 134,0+3,1 21,013 16
Podstawowe wartosci statystyczne
Zakres 19,5-798 5,7-182 134-1450 8,946
Srednia 326 58 737 26
SD 266 52 419 13
Mediana 292 53 777 23
IQR 497 62 693 25
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21.4.1.4. Optymalizacja ICP-MS i HPLC/ICP-DRC-MS
Otow oraz kadm znajdujace si¢ w ziotach naleza do pierwiastkéw sladowych, zatem

ich zawarto$ci beda ksztalttowac si¢ na poziomie ug/L — mg/L. Ze wzgledu na rodzaj
probek, ich skomplikowang biologiczng matryce, wymagajacy proces przygotowania
probek do oznaczen, optymalizacja procedury analitycznej skupita si¢ na obnizeniu granicy
wykrywalnosci dla obu pierwiastkow. Zbadano parametry aparaturowe ICP-MS i wybrano
takie, ktore spelity zatlozone wymagania, dzigki ktorym mozliwe byto otrzymanie jak
najlepszych jakosciowo wynikow, ktore beda mialy wptyw na zastosowanie opracowanej
procedury (tabela 35). Wykorzystanie techniki ICP-MS cechuje si¢ wysoka czutoscia
1 precyzja oznaczen, niska granicag wykrywalnosci, zakresem liniowos$ci wskazan dla kilku
rzedow wielkos$ci. Aby spehi¢ te zatozenia niezbedne jest zoptymalizowanie parametrow
aparaturowych dla prawidtowej pracy aparatu $ci§le zwigzanej z zaplanowanym zadaniem
analitycznym. Bezposrednio na intensywnos$¢ sygnatéw Pb i Cd maja wpltyw: potozenie
palnika, przeptyw gazu rozpylajacego, napigcie na soczewkach ogniskujacych jony, moc
generatora plazmy, przeptyw gazu reakcyjnego w komorze DRC oraz parametry
matematyczne RPq i RPa. Do optymalizacji parametréw zastosowano roztwory otowiu

i kadmu o stezeniach 1,0 ug/L.

21.4.1.4.1. Polozenie palnika w osiach X - Y
Pierwsza czynno$cig, ktéra wykonuje sie na poczatku procesu optymalizacji jest

monitorowanie intensywnos$ci sygnalow po wprowadzeniu roztworéw okreslonych
pierwiastkow do plazmy i polega na zmianie potozenia palnika najpierw w plaszczyznie
poziomej, a nastgpnie w plaszczyznie pionowej. W odpowiednio wyregulowanej pozycji,
ktéra oznacza odleglo$¢ od pierwszego stozka w obszarze lacznika, uzyskuje sie
maksymalne intensywnosci dla wybranego pierwiastka. Uzyskane efekty wptywu pozycji

palnika na intensywnos¢ sygnatow dla Cd i Pb przedstawiajg rysunki 34 i 35.
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Tabela 35. Parametry pracy ICP-DRC-MS i HPLC/ICP-DRC-MS

a Parametr Opis/Wartos¢é
Spektrometr ELAN DRC 11
Moc generatora RF [W] 1400
Materiat stozkow tacznika Pt
Przeptyw gazu rozpylajacego (Ar) 1,04
[L/min]
Przeptyw gazu pomocniczego (Ar) 1,20
[L/min]
Przeptyw gazu plazmowego (Ar) 16,00
[L/min]
Napigcie na soczewkach jonowych [V] 9,75
Detektor Dwuzakresowy
(analogowy/impulsowy)
Napiecie detektora analogowego [V] -1750
Napigcie detektora impulsowego [V] 950
Monitorowane izotopy 111Cd, 28pp
Skanowanie Skokowe
Przeptyw gazu reakcyjnego (Oz) [mL/min] 0,4
RPq Cd: 0,1; Pb: 0,4
RPa 0
b.
Chromatograf PE Series 200 HPLC pump
PE  Series 225 HPLC
autosampler
PE Series 200 column oven
Kolumna lonPac CS5A 2x250 mm (P/N
052576)
O Elucja Izokratyczna
5 Sklad i stezenie fazy ruchomej 40 mM EDTA, 20 mM
I TMAH, 10 mM kwasu

szczawiowego

pH fazy ruchomej 4.4
Szybko$¢  przeptywu fazy ruchomej 0,4
[mL/min]

Objetos¢ nastrzyku [pL] 5
Temperatura kolumny [°C] 20
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Rysunek 35. Wplyw pozycji palnika w osiach X i Y na intensywnos¢ sygnatu kadmu

21.4.1.4.2. Moc plazmy
Wraz z czasem eksploatacji ICP-MS intensywnos¢ sygnatow dla oznaczanych

pierwiastkdw obniza si¢. Z tego powodu wskazane jest badanie zalezno$ci mocy generatora
plazmy od intensywnos$ci sygnatow. Na rysunku 36 przedstawiono wykres tej zaleznoSci
dla otowiu i kadmu w zakresie mocy plazmy od 1000 do 1600 W. Wzrost sygnatu

obserwowany byt do wartosci 1400 W. Po przekroczeniu tej wartosci intensywnosc¢
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sygnatow stabilizowata si¢ dla jonow obu pierwiastkdw, z niewielkim spadkiem przy mocy
1500 W dla jonéw otowiu 1 1400 W dla jonéw kadmu. Jako optymalng wartos¢ mocy
generatora plazmy wybrano 1400 W, czyli pierwsza, dla ktoérej zaobserwowano

maksymalng intensywno$¢ sygnatéw jonow otowiu i kadmu.
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Rysunek 36. Zalezno$¢ intensywnosci sygnatu dla 2°®Pb and 'Cd od mocy generatora
plazmy

21.4.1.4.3. Przeplyw gazu
Argon jest stosowany w technice ICP-MS jako gaz plazmowy, pomocniczy

1 rozpylajacy. Jako gaz rozpylajacy odpowiada za efektywne przeprowadzenie probki ze
stanu ciektego w aerozol 1 dalej do komory mgielnej 1 bezposrednio do plazmy. Mierzonym
parametrem byta szybkos$¢ przeptywu gazu rozpylajacego. Optymalizacja zachodzita
w zakresie od 0,8 do 1,2 L/min. Na rysunku 37 przedstawiono zalezno$¢ szybkos$ci
przeptywu gazu plazmowego od wartosci intensywnosci sygnatow jonow otowiu i kadmu.
Optymalny przeptyw dla argonu ustalono na 1,04 L/min, ze wzgledu na zaobserwowang
maksymalng intensywnos$¢ sygnatu dla kadmu — 3398 CPS, natomiast dla otowiu byta to
druga najwyzsza intensywno$¢ sygnalu — 6657 CPS, nieznacznie roznigca si¢ od

intensywno$ci maksymalnej — 6708 CPS.
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Rysunek 37. Zalezno$¢ intensywnosci sygnatu dla 2%®Pb i 111Cd od szybkosci przeptywu
gazu rozpylajacego probke

21.4.1.4.4. Napiecie na soczewkach
Podobnie jak w przypadku mocy generatora plazmy, napigcie na soczewkach

ogniskujacych jony zalezy od czasu i czestotliwosci eksploatowania aparatu. Im dtuzszy
jest czas, ktory uplynal od wymiany soczewki, a uzytkowanie aparatu jest czeste, tym
wyzsze napigcie jest potrzebne aby wuzyska¢ maksymalne natezenie sygnatow
analizowanych pierwiastkow. Na rysunku 38 przedstawiono powyzej opisywang zaleznos¢
dla kadmu i otowiu. Napiecie na soczewkach bylo badane w zakresie od 4 do 20 V
z krokiem pomiarowym co 0,25 V. Jako optymalng warto§¢ wybrano 9,75 V, przy ktérym

wystepowaly najlepsze warunki zliczania dla !Cd i korzystne dla zliczania 2°Pb.
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Rysunek 38. Zaleznos¢ intensywnosci sygnatu dla ?%Pb i 1*2Cd od napigcia na soczewkach

21.4.1.4.5. Codzienna optymalizacja
Codzienna optymalizacja pracy spektrometru ICP-MS jest konieczna dla

zapewnienia kontroli jako$ci otrzymywanych wynikow, wysokiej czutosci oznaczen i jak
najlepszej precyzji. Stosuje si¢ do tego roztwor testowy rekomendowany przez producenta
zawierajacy nastepujacy zestaw pierwiastkow o okreslonych stezeniach: 10 pg/L Ba
i1 pg/L Mg, Co, Fe, Be, In, Ce, Pb, U i Th. Z jego wykorzystaniem sprawdza si¢
intensywno$¢ sygnatu jonow dla mas 8,5 oraz 220, intensywnos¢ sygnatéw Mg, In, U oraz
stosunek intensywnoséci sygnaléow jonéw CeO*/Ce* oraz Ba?*/Ba*, porownujac je do
warto$ci sugerowanych przez producenta. Kryteria, ktore sg brane pod uwage podczas
optymalizacji to uzyskanie maksymalnych intensywnosci dla wybranych pierwiastkow
Mg, In, U), jak najmniejszych intensywno$ci dla tlenkow 1 jonéw podwdjnie
natadowanych (CeO*, Ba?") oraz jak najnizszego poziomu tla.

Zgodnos$¢ obu zestawow danych pozwolito na prace w optymalnych warunkach
i rozpoczgcie pomiarow. Dodatkowo wykonano pomiary intensywnosci dla 1 pg/L Pb i Cd

w celu zbadania RSD. Otrzymane wyniki przedstawione sg w tabeli 36.
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Tabela 36. Wyniki codziennej optymalizacji ICP-MS

Analit Srednia intensywno$¢ sygnatu [CPS]
°Be 522,2
Mg 5852,9
Y4In 19281,0
28y 384434
1399Ce 19397,6
1%59Ce0 539,1
137983 164433,5
Ba* 2640,7
208pp 78275
Hicd 2599,5
Tho 32,0

Stosunek intensywnosci sygnaléw [%0]
CeO/Ce 2,78
Ba?*/Ba 1,61

RSD [%0]

208pp 2,35
icd 2,75

21.4.1.4.6. Optymalizacja DRC
Dynamiczna komora reakcyjna umieszczona jest miedzy uktadem soczewek

a analizatorem mas i moze pracowac zarowno w trybie z przeplywem gazu: ICP-DRC-MS,
jak i w trybie standardowym bez przeptywu gazu. Wykorzystywana jest do eliminacji
interferencji spektralnych, kompensacji tta 1 poprawy intensywnosci sygnalow
pochodzacych od analitow [184]. Dzigki komorze DRC mozliwe jest oznaczanie
pierwiastkow w roznych matrycach, poprzez zastosowanie reakcji czasteczek gazow
z jonami 1 mozliwo$¢ dostosowania parametrow indywidualnie do kazdego pierwiastka
[185]. Jako gazy reakcyjne najczesciej wykorzystywane sa: tlen, wodor, amoniak [186].
Kryterium wyboru gazu jest brak reakcji migdzy czasteczkami gazu a jonami analitu.
Dzieje si¢ tak w przypadku znacznej réznicy potencjaldw jonizacyjnych. Na rysunku 39
przedstawiono potencjaty jonizacyjne olowiu oraz kadmu wraz z czterema gazami
majacymi zastosowanie w komorach reakcyjnych. Z wykresu wynika, Ze znaczng r6znic¢
potencjalow wobec analizowanych pierwiastkow maja: tlen i wodoér, dlatego mogtyby by¢
zastosowane w komorze DRC. Natomiast amoniak wykazuje mniejsza réznice potencjatu
jonizacji w poréwnaniu do kadmu i olowiu, co moze by¢ przyczyna zachodzenia
niepozadanych reakcji. Przeptyw gazu DRC 1 parametr RPq zostaly

zoptymalizowane w celu zmniejszenia wptywu interferentow. Zakres testowanej szybkosci
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przeptywu tlenu wynosit 0-1 mL/min z krokiem 0,1 mL/min, a wartos¢ RPq 0-0,9,
z krokiem 0,1.

Przyktadami potencjalnych interferencji wieloatomowych dla !Cd sa: "*Ga*®Ar*,
SMot0*, HZr0OtH" i K %0,'H*. Wysokie stezenie potasu w matrycy probki moze
powodowa¢ znaczne zakldcenia w pomiarze 1Cd, dlatego zaleca si¢ stosowanie komory
DRC do usuwania interferencji w kwadrupolowym ICP-MS [187]. Pomiar catkowitego Cd
w ekstraktach wodnych ziét wykazal, ze dla niektéorych probek o nizszej zawartos$ci
Cd (< 1 pg/L) zmierzone stgzenie kadmu bylo istotnie wyzsze w trybie standardowym
niz w trybie komorowym, prawdopodobnie z powodu interferencji widmowych
naktadajacych si¢ na 'Cd. Jest mato prawdopodobne, aby w badanych korzeniach zi6t
wystepowaly jakiekolwiek znaczace interferencje spektralne dla Pb, ze wzgledu na duza
mas¢ atomowg Pb. Formy chemiczne zakltdcajace wymagatyby obecnosci pierwiastkow,
takich jak Pt, Os i niektorych metali ziem rzadkich w stezeniach wyzszych niz Pb w ziotach,
aby mie¢ wplyw na pomiar 2Pb. Ttumienie jonéw analitu nastepuje zwykle wraz ze
wzrostem przeptywu gazu w komorze w wyniku zderzenia i reakcji jonow z czasteczkami
gazu. Wielkos¢ tego efektu w duzym stopniu zalezy od interakcji chemicznych
zderzajacych si¢ form chemicznych, ale zwykle jest mniej widoczna przy wyzszych
masach atomowych. Optymalizacja DRC, oznaczenie catkowitego Cd i Pb w ziolach
w trybie DRC oraz wczesniejsze doswiadczenia zaowocowaly doborem natgzenia
przeptywu tlenu na poziomie 0,4 mL/min i RPq na 0,1 i 0,4 odpowiednio dla Cd i Pb
w pomiarach za pomocg HPLC/ICP-DRC-MS, co nie wptyn¢to znaczaco na czutosé Pb
i Cd i pozwolito na skuteczng eliminacje interferencji dla Cd
w opracowanej procedurze. Czulo$¢ sygnatu analitycznego zmierzona w trybie DRC przy
przeptywie tlenu 0,4 mL/min w stosunku do trybu standardowego wynosi odpowiednio
80% i 113% dla 2°®Pb i 1*1Cd.

W niniejszej pracy zastosowano tlen jako gaz reakcyjny i przeprowadzono
optymalizacje, ktora sktadata si¢ z nastgpujacych etapow: (i) optymalizacji szybkosci

przeplywu strumienia gazu reakcyjnego, (ii) optymalizacji parametru RPq.
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Rysunek 39. Potencjat jonizacji [eV] dla otowiu i kadmu oraz trzech gazoéw reakcyjnych:
tlenu, amoniaku i wodoru

21.4.1.4.7. Przeplyw tlenu
Pierwszy etap polegat na zbadaniu wptywu szybkosci przeptywu tlenu w komorze

DRC w zakresie od 0,1 do 1,0 mL/min na intensywno$¢ sygnatu jonow kadmu (rysunek
40) i otowiu (rysunek 41) po wprowadzeniu roztworu tych pierwiastkoOw o stezeniu 1pug/L.
Rownolegle analizowano roztwor Slepej probki. Optymalne wartosci szybkosci przeptywu
wybrano na podstawie pordwnania sygnatéw dla roztworu analitu i1 dla $lepej probki
i najwigkszej roznicy ich intensywnosci. Dla roztworu kadmu optymalna wartos$¢
przeptywu tlenu to 0,15 mL/min, ktéremu odpowiada roéwniez szacunkowo niska granica
wykrywalnosci 0,0025 pg/L. Natomiast optymalny przeptyw tlenu w przypadku otowiu to

0,55 mL/min, a granica wykrywalnos$ci zostala oszacowana na 0,0041 pg/L.
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Wykres optymalizacji parametréw
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21.4.1.4.8. Parametry RPqi RPa
Parametry RPq i RPa s3 matematycznymi parametrami wykluczania. Parametr RPa

ustawia napiecie pradu stalego (DC) kwadrupola w komorze reakcyjnej. Jest uzyteczny
w przypadku oznaczania pierwiastkow wystepujacych w probkach w duzych stezeniach —
makropierwiastkéw, np.: Na, K, Mg, Fe, P réwnolegle z pierwiastkami $ladowymi,
poniewaz powodujg drastyczne obnizenie transmisji jonéw do detektora, nawet o kilka
rzgdow wielkosci. Parametr RPq odpowiada za napigcie przytozone do kwadrupola
zwigzane z czgstotliwoscia radiowa (RF). Pozwala na wyeliminowanie produktéw reakcji
gazu DRC z jonem wieloatomowym, co zapobiega tworzeniu nowych interferencji
w komorze.

Parametr RPq byt dobierany eksperymentalnie w zakresie 0,1-0,9 dla jonow kadmu
(rysunek 42) i otowiu (rysunek 43) przy wczesniej ustalonych indywidualnych
szybkosciach przeptywu tlenu — 0,55 mL/min i 0,15 mL/min — odpowiednio dla Cd i Phb.
Rezultatem badan byto ustalenie parametru RPq dla kadmu 0,1, natomiast dla otowiu 0.4,
przy maksymalnych warto$ciach intensywnos$ci sygnatéw obu pierwiastkéw i niewielkiej

wartosci sygnatu dla tha.
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Rysunek 42. Wptyw parametru RPq na intensywnos¢ sygnatu kadmu przy stezeniu 1 ug/L
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Rysunek 43. Wptyw parametru RPq na intensywno$¢ sygnatu otowiu przy st¢zeniu 1 pg/L

21.4.1.5. Kalibracja
Kalibracje¢ przeprowadza si¢ w celu okreslenia zaleznosci sygnatu analitycznego od

stezenia oznaczanego pierwiastka za pomoca roztworow wzorcowych o znanym,
wzrastajacym stezeniu analitu. Wyznaczenie parametréw kalibracyjnych przeprowadzono

metodg interpolacyjng, znang rowniez pod nazwg serii wzorcow lub krzywej kalibracyjnej.
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Rysunek 44. Krzywa kalibracyjna otowiu
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Rysunek 45. Krzywa kalibracyjna kadmu

Obie serie wzorcOw przygotowano poprzez rozcienczenie wzorcow kadmu i otowiu
o stezeniu 1000 mg/L, w zakresie stezen od 0,05 do 5,00 ug/L. Dla kazdego wzorca
wykonano 3 powtorzenia, z ktérych wyznaczono $rednig i odchylenie standardowe.
Krzywa kalibracyjng dla olowiu przedstawiono na rysunku 44, natomiast krzywa
kalibracyjng dla kadmu przedstawia rysunek 45. Charakterystyka krzywych polegata na
wyznaczeniu rownan funkcji regresji liniowych oraz okresleniu wspotczynnikdéw

determinacji R?, ktére mozna odczytaé z danych umieszczonych na wykresach.

21.4.1.6. Optymalizacja HPLC
Do oznaczenia olowiu i kadmu wykorzystano spektrometr mas z jonizacja

w plazmie sprzezonej indukcyjnie wyposazonym w cyklonowa komorg mgielng
z koncentrycznym atomizerem i palnikiem kwarcowym. Dynamiczna komora reakcyjna
stuzyta usunigciu interferencji spektralnych. Gazem reakcyjnym byt tlen. Uktad
chromatograficzny sktadat si¢ z pompy, automatycznego podajnika probek i termostatu.
Automatyczny podajnik probek byl wyposazony w tace chtodzaca, igle do nastrzykow ze
stali nierdzewnej oraz pe¢tle o pojemnosci 100 pL. Do rozdzielenia jonow otowiu 1 kadmu
zastosowano kolumng Dionex IonPac CS5A 2 x 250 mm (P/N 052576). Kolumna
wypetniona byla etylowinylobenzenem (9 um) usieciowanym 55% diwinylobenzenem
z kwasem sulfonowym i czwartorzedowym alkanolem amoniowym jako grupa funkcyjna.
Zawor przelaczajacy  umozliwil prace 1 potaczenie migdzy HPLC a systemem
wprowadzania  probek ICP-DRC-MS. Parametry aparaturowe dla ukladu
HPLC/ICP-DRC-MS zostaty przedstawione w tabeli 35.
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Optymalizacja parametréw aparatury chromatograficznej polegata na: (i) wybraniu
kolumny analitycznej odpowiedniej do metody HPLC, (ii) przygotowaniu fazy ruchomej
0 okreslonym pH, (iii) dopasowaniu szybkosci przeptywu fazy ruchomej. Sktad, ztozonos¢,
sita jonowa i pH fazy ruchomej sg gldownymi czynnikami wptywajacymi na wymiang
jonowa, a nast¢pnie na efekt rozdzielania.

Przewaga elucji izokratycznej nad elucjg gradientowa jest przede wszystkim
krotszy czas analizy, gdyz nie ma potrzeby przywracania kolumny do stanu poczatkowego
po kazdej analizie [138]. Elucja gradientowa moze rowniez powodowaé destabilizacje
plazmy w ICP-MS, dlatego zastosowanie elucji izokratycznej stanowi kompromis mi¢dzy
stabilnoscig plazmy a rozdzielaniem za pomocg HPLC [149].

W chromatografii jonowymiennej fazg stacjonarng jest jonit, a sktadniki probki sa
rozdzielane na podstawie réznic w powinowactwie do jonitu. Na przebieg wymiany majg
wplyw takie parametry jak: struktura przestrzenna, porowato$¢, stezenie, pH, budowa
jonitow, rodzaj wymienianych jonow oraz rodzaj grup funkcyjnych [188]. Dla
oznaczanych kationéw: Pb?*, (CHs)sPb*, Cd?** najczesciej stosowang grupa funkcyjng jest

grupa sulfonowa (rysunek 46).

‘ Kierunek przeptywu fazy mchomej>

‘ Faza ruchoma, analit ‘

A

X+ Pb**
SO3- V. SQ3_

W

‘ Faza stacjonarna ‘

Rysunek 46. Schemat procesu wymiany jonowej

Wyzwaniem 1 krytycznym punktem badan byla niedostepnos¢ wzorcow
organicznych form otowiu oprocz bromku trimetylootowiu i chlorku otowiu. Natomiast
majac na wzgledzie wysoki stopien przetworzenia materialu badawczego 1 dane
literaturowe na temat cyklu biogeochemicznego kadmu i degradacji jego form do formy
jonowej Cd?*, zdecydowano o zbadaniu jedynie tej formy. Optymalizacja procedury

rozdzielania 1 oznaczania powyzszych form specjacyjnych za pomocg chromatografii
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jonowej potaczonej z ICP-DRC-MS miata na celu zbadanie: (i) wspotzaleznosci
sktadnikow fazy z analitami, (ii) wplywu pH fazy ruchomej na czasy retencji i rozdzielenie
poszczegbdlnych form specjacyjnych oraz powierzchni¢ sygnalow analitycznych, (iii)
wplywu stezenia EDTA, kwasu szczawiowego, TMAH oraz TBAH na czasy retencji
1 rozdzielenie analitow (iv) szybkosci przeptywu fazy ruchomej na caty proces oznaczania
i rozdzielania.

W przypadku opracowywania procedur analitycznych konieczne jest sprawdzenie
w jakim stopniu zmiana jednego parametru wplywa na wynik analizy. Dzigki procesowi
optymalizacji mozliwe bylo wybranie optymalnych warunkéw rozdzielania i oznaczania.
Optymalizacje¢ prowadzono metodg jednej zmienne;j.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa z kolumng jonowymienng pozwala na
oznaczenie pierwiastkOw wystepujacych na roéznych stopniach utlenienia w jednym
pomiarze bez derywatyzacji. Jednak jej uzycie moze by¢ utrudnione ze wzgledu na
ztozonos¢ matrycy [140]. W chromatografii kationowymiennej Al-Rashdan i in.
zaproponowali bufor octanowy z 10% metanolem przy pH=7, ale czas retencji Pb?* i TML
wynosit ponad 6 minut [137]. Bruno i in. uzyli kolumny Dionex CS5A do chromatografii
jonowej i metodg elucji izokratycznej 28 mM kwasem szczawiowym i 250 mM azotanem
sodu (przeptyw eluentu — 1 mL/min), a calkowita analiza Cd i Pb wyniosta okoto 11 minut
[138]. Formy specjacyjne Cd?* i Pb?" tworza slabe wiazania ze szczawianem i sa
rozdzielane przez wymiang kationowg. Stata kompleksowania ze szczawianami wynosi 4, 1
dla Cd?*i 5,8 dla Pb?*. Stopien skompleksowania zalezy rowniez od stosunku stezen kwasu
karboksylowego do analizowanego pierwiastka, pH oraz wystgpowania innych anionow
kompleksujacych, np. EDTA [140].

21.4.1.7. Sklad fazy ruchomej
Faza ruchoma byla dostosowana do wymagan kolumny jonowymiennej lonPac

CS5A 2 x 250 mm. Zrezygnowano ze stosowania KOH i NaOH oraz ich soli, ktére
moglyby negatywnie wptyna¢ na prace spektrometru ICP-MS, ze wzgledu na osadzanie si¢
soli na stozkach. Wykorzystano natomiast amoniak (do ustalania pH), EDTA,
wodorotlenek tetrametyloamoniowy oraz kwas szczawiowy. Amoniak, jako ligand
jednokleszczowy, obok kwasu szczawiowego, wplywa na zachowanie Pb?* i Cd?* i moze
mie¢ istotny wptyw na rozdzielenie jonéw [140]. Ostatni sktadnik jako dodatek organiczny
mial na celu polepszenie wydajnosci jonizacji w plazmie [125,126]. W badaniach specjacji
Pb metodg HPLC/ICP-MS faza ruchoma sktadata si¢ w duzej mierze z metanolu, ktérego

udziat zmieniat si¢ w czasie podczas elucji gradientowej [101,136,137]. Dla celéw tego
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badania, w ICP-DRC-MS sprzezonej z HPLC z clucja izokratyczng, nie stosowano
metanolu z powodu osadzania si¢ wegla na stozkach 1 niestabilnosci plazmy.
21.41.7.1. EDTA

Jednym z  pierwszych  badanych  sktadnikow  fazy byl  kwas
etylenodiaminatetraoctowy (rysunek 47). Jest zwigzkiem zdolnym do kompleksowania
kationow metali, m.in. Pb?* i Cd?* [189]. Wykorzystanie EDTA do kompleksowania jondéw
nieorganicznych w niektérych metodach odbywa si¢ na poziomie ekstrakcji, a w innych na
etapie analizy [190]. Chelatacj¢ stosowang do wzbogacania i rozdzielania analitow, takich
jak Cd?*, opisali Nesterenko i Jones z uzyciem kwasu

iminodioctowego (IDA) [191]. Zaletg zwigzkow takich jak IDA HOQ HLOH
1 EDTA jest stabilno$¢ w srodowisku kwasnym. \f
N/\/

W sporzadzonym roztworze fazy EDTA jest gtéwnym Hoﬁ% J\

sktadnikiem, wystgpujacym w najwigkszej ilosci. Zakres

badanych stg¢zen zawieral si¢ w zakresie 40-60 mmol/L. Na

rysunku 48 przedstawiono zalezno$¢ czasu retencji form Eé?;\ek 47. Struktura
specjacyjnych kadmu i otowiu od stezenia kwasu EDTA. Warto zaznaczy¢, ze dzigki
zastosowaniu spektrometru ICP-MS mozliwa jest identyfikacja sygnatéw pochodzacych
od roznych pierwiastkow, mimo ze czas wymywania z kolumny jest taki sam. Konieczne
jest jedynie rozdzielenie sygnatéw pochodzacych od form specjacyjnych tego samego
pierwiastka. W tym przypadku wszystkie sygnaty sg dobrze rozdzielone, jednak najkrotszy

czas retencji dla wszystkich sktadnikow uzyskano stosujac najnizsze st¢zenie

40 mmol/L, ktore =zostalo zastosowane do badania pozostatych zmiennych.

160



=
[=a]

Pb+*
(CH;)sPb™
Cd*

= = = = =
= [ w = [%a]

Czas retencji [min]

[y

|

35 40 45 50 55 60 65
Stezenie EDTA [mmol/l]

Rysunek 48. Wykres zaleznosci czasu retencji od stgzenia EDTA w fazie ruchome;
21.4.1.7.2. TMAH/TBAH
Kolejnym krokiem byto zbadanie wptywu dwoéch sktadnikéw: TMAH i TBAH na
czas wymywania analitow. TMAH jest czwartorzgdowa solg amoniowg i bardzo silng
zasadg (rysunck 49). Wodorotlenek tetrabutyloamoniowy (rysunek 50) podobnie jak
TMAH moze zastepowaé¢ w fazach chromatograficznych konwencjonalne zasady (KOH,

NaOH), ale jest lepiej rozpuszczalny w rozpuszczalnikach organicznych.

OH (|3H3 \_\;H/
ON. \_\
H;C™ | 'CHj
CHj;

Rysunek 49. Struktura Rysunek . Struktura
TMAH TBAH

Na rysunku 51 zaprezentowano wptyw obu sktadnikow w stezeniach 10, 20 i 30
mmol/L na czasy retencji analitow. Porownujgc dziatanie obu zasad mozna zauwazyc¢, ze
dla sktadnika wymywajacego si¢ najdtuzej, czyli CHsPb™ czasy retencji sa krotsze w
przypadku wykorzystania TMAH. Zar6wno dla TMAH, jak i dla TBAH wraz ze wzrostem
stezenia wydtuzaty sie czasy retencji. Roznice w czasach retencji dla Pb?* oraz Cd?* byty
nieznaczne. Zdecydowano o wykorzystaniu do dalszych badan roztworu TMAH w stezeniu
20 mmol/L z powodu lepszego rozdzielenia form specjacyjnych otowiu oraz wigkszego

wplywu na ustalanie pH fazy.
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Rysunek 51. Wykres zaleznos$ci czasow retencji od zwiazkow TMAH i TBAH oraz ich
stezen

21.4.1.7.3. Kwas szczawiowy
Probki nierozpuszczalne lub trudno rozpuszczalne w wodzie wymagaja dodatku

modyfikatora organicznego. Metanol zostal opisany jako dodatek organiczny -—
modyfikator poprawiajacy warunki jonizacji. W tym badaniu jako modyfikator
zastosowano kwas szczawiowy zamiast metanolu. Ze wzgledu na bardzo stabg
rozpuszczalno$¢ zwiazkéw Pb w wodzie, kwas szczawiowy poprawial efektywnosé
jonizacji w osoczu [126,192]. Przy stosowaniu kwasu szczawiowego stosuje si¢ roézne
stopnie asocjacji analizowanego pierwiastka z czynnikiem chelatujagcym. Cardellicchio
I in. zastosowali eluent na bazie kwasu szczawiowego (pH=10,5) stosujac kolumne CS5A
Dionex do analizy 8 pierwiastkoéw, w tym Cd i Pb, do analizy osadow morskich. Czas
retencji Cd wynosit ponad 4 minuty, a Pb ponad 13 minut [139]. Voloschik i in.
przetestowali mieszaning kwasu szczawiowego 1 dipikolinowego jako faze ruchomag przy
pH = 2,2 i uzyskali czasy retencji dla Cd i Pb okoto 2 minut, ale sygnaly nie zostaty

rozdzielone [193]. Aby sprawdzi¢ dzialanie kwasu szczawiowego poréwnano

162



powierzchnie sygnalow poszczegélnych analitow wzgledem stezen kwasu (10 — 30
mmol/L). Analizie poddano roztwér zawierajacy Pb?*, CHsPb* oraz Cd?** w stezeniach
5 ng/L. Z wykresu przedstawionego na rysunku 52 mozna wywnioskowac, ze przy
najnizszym stezeniu kwasu powierzchnie sygnatow byly najwyzsze, natomiast wraz ze
wzrostem stezenia kwasu, powierzchnie sygnatow malejg. W zwigzku z tym pierwsze

zbadane st¢zenie (10 mmol/L) uznano za optymalne.
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Rysunek 52. Wykres zalezno$ci czasow retencji od stezenia kwasu szczawiowego

21.4.1.7.4. pH
Chromatografia jonowymienna opiera si¢ na oddziatywaniu elektrostatycznym

mig¢dzy grupami funkcyjnymi fazy stacjonarnej a analizowanymi jonami, na ktore gtownie
wptywa pH fazy ruchomej [116]. Przy zwigkszaniu pH eluentu dochodzi do jonizacji
i chelatowania analitow, co skraca czas retencji [140]. Lasheen i in. wykazali, ze przy
statym stezeniu kwasu szczawiowego 100 mM i pH 3,5 catkowity czas retencji Cd?" i Pb?*
wynosit 17 minut, natomiast przy pH 5,5 skrocit si¢ do okoto 6 minut [140]. Jednym
z optymalizowanych parametrow byto pH fazy ruchomej. Przy statym sktadzie (EDTA 40
mmol/L, kwas szczawiowy 10 mmol/L, TMAH 20 mmol/L) zmieniano pH fazy za pomoca
25% roztworu amoniaku. Z danych zaprezentowanych na rysunku 53 mozna
zaobserwowac, ze najkrotsze czasy retencji dla wszystkich analizowanych form uzyskano
przy pH 4,4. W pozostatych warunkach czasy retencji byly nieznacznie dtuzsze. Jednak

w kazdym badanym pH udato si¢ rozdzieli¢ sygnaty wszystkich analitow.
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Rysunek 53. Wykres zalezno$ci czasow retencji od pH fazy ruchome;j

21.4.1.7.5. Przeplyw fazy ruchomej
Przeptyw fazy ruchomej ma wplyw przede wszystkim na rozdzielenie

poszczegblnych sygnatdw. Zbyt maly przeptyw moze powodowaé poszerzenie sygnatow
1 wydtuzenie czasu analizy, natomiast zbyt duzy wplynie na pogorszenie rozdzielczosci.
Inng kwestig zwigzang z technikami tgczonymi jest konieczno$¢ dopasowania szybkosci
przeptywu i sktadu fazy ruchomej z zastosowanym detektorem. Xia i in. [101] zastosowali
elucje gradientowa z przeptywem fazy ruchomej 0,6 mL/min, a Peng i in. [136] 1,2 mL/min
dla oznaczania Pb?* i (CHs)sPb*, przy czasie retencji odpowiednio okoto 3 minuty
i 2 minuty. Zbadano wplyw natezenia przeptywu fazy ruchomej w zakresie 0,35-0,45
mL/min na czasy retencji sygnalow analitycznych, co przedstawiono na rysunku 54.
Poszczegdlne sygnaly zostaly rozdzielone w calym zakresie, jednak rozdzielenie bylo
najmniej skuteczne przy najwigkszym przeptywie. Optymalne nat¢zenie przeptywu 0,4
mL/min byto preferowane ze wzgledu na dobre rozdzielenie sygnatu i stosunkowo krotki

czas analizy z czasami retencji 1,15 min dla Cd?* i Pb?* oraz 1,55 min dla (CH3)sPb*.
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Rysunek 54. Wykres zalezno$ci czasow retencji od natezenia przeptywu fazy ruchome;j
Wynik przeprowadzonej optymalizacji przedstawiony jest na chromatogramach
(rysunek 55 i 56) dla stezenia 5 pg/L oraz 0,5 pg/L, natomiast w Tabeli 35 uporzadkowano

wszystkie zoptymalizowane parametry dla HPLC.

Intensywnos$¢ sygnatu dla Cd [CPS]
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Rysunek 55. Chromatogram przedstawiajacy rozdzielanie Pb?*, MesPb* i Cd?* o stezeniu
5 ug/L
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Rysunek 56. Chromatogram przedstawiajacy rozdzielanie Pb?*, MesPb* i Cd?* o stezeniu
0,5 ug/L
Proces rozdzielania prowadzono stosujac optymalne wartosci parametrow. Dzigki

temu catkowity czas rozdzielania Pb%*, MesPb* i Cd?* wyniost tylko 2 minuty.

21.4.1.8. Walidacja procedury analitycznej
Aby zweryfikowaé, czy opracowana procedura analityczna jest odpowiednia

zamierzonego celu, oszacowano nastgpujace parametry charakteryzujace procedurg:
rozdzielczo$¢ sygnatéw chromatograficznych, liniowos¢ krzywych kalibracyjnych,
granice wykrywalnos$ci i oznaczalno$ci, precyzje wzorcoOw i odzysk dodanych analitow.
Wyniki walidacji przedstawiono w tabeli 37.

21.4.1.8.1. Rozdzielczosé
Rozdzielczo$¢ jest matematycznym opisem stopnia rozdzielenia sgsiednich

sygnalow na chromatogramie. Wartosci wigksze niz 1 oznaczajg, ze rozdzielczos¢ jest
wystarczajaca, a sygnaty dwoch form chemicznych nie nakltadaja si¢ i mozna je
wiarygodnie okresli¢ ilosciowo. Rozdzielczo$¢ obliczono dla Pb?* i (CH3)sPb* za pomoca
ponizszego rownania. Otrzymana warto$¢ rozdzielczosci dla wzorcow 10 pg/L. wynosi

Rs=1,36.

—_ Z(tl_tZ) (8)

s (witwy)

gdzie:

Rs — rozdzielczo$¢ dwoch sasiednich sygnatow,
t1,2— czasy retencji analitow,

W12 — szerokos$¢ sygnatu na linii podstawowe;.
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21.4.1.8.2. Liniowos¢
Liniowos$¢ krzywych kalibracyjnych dla trzech ocenianych form specjacyjnych

obliczono jako wspotczynnik korelacji R. Chromatogramy wzorcow do krzywych
kalibracyjnych przedstawiono na rysunku 57. Wartosci R oparte sg na pomiarach wzorcow
mierzonych w trzech powtorzeniach. Otrzymane wartosci R mieszczg si¢ w przedziale od
0,9979 do 0,9998 dla wszystkich analitow, co §wiadczy o liniowej odpowiedzi detektora
na mierzone stezenia. Aby zweryfikowa¢ liniowos¢ jako wzgledne potozenie kazdego
punktu Kkalibracji wzgledem krzywej kalibracji, mozna obliczy¢é wartos$ci y/yon, czyli
sygnat analityczny (y) podzielony przez teoretyczng warto$¢ yob obliczong z rownania
regresji (Yoo = ax + b). Na rysunku 58 krzywa kalibracji jest przedstawiona linig
przerywang, a kazdy punkt reprezentuje pojedynczy pomiar wzorca. Taka reprezentacja
danych pomaga zwizualizowa¢ wzgledna roznice¢ zmierzonych punktéw danych od
idealnego i liniowego przebiegu krzywej kalibracji. Najwicksze odchylenia widoczne sa
dla najnizszych stezen, jednak dla Pb?* stezenie 0,1 ug/L jest na poziomie LOD. Dla
(CH3)3Pb* obserwuje sie pewien btad systematyczny, az do stezen miedzy 1 a 5 pg/L, adla

Cd?* liniowo$¢ mozna uznaé za dobra dla wszystkich stezen.

Tabela 37. Parametry walidacyjne charakteryzujace procedur¢ analityczng oznaczania
Cd?*, Pb?* i (CH3)sPb* w ekstraktach ziotowych technika HPLC/ICP-DRC-MS

Analit

Parametr cd> PbZ* (CH3)Pb*
Liniowos$¢ 0,9997-0,9998 0,9989-0,9997 0,9979-0,9990
LOD [pg/L] 0,033 0,095 0,11
LOQ [pg/L] 0,10 0,29 0,30
Precyzja (%0)
0,1 pg/L 56,49 44,95 57,07
1 pg/L 9,44 18,31 19,55
10 pg/L 4,60 4,95 1,09
Odzysk (%)
1 pg/L 92,1 114,6 120,9
5 ng/L 778 91,1 126,8
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21.4.1.8.3. Granica wykrywalno$ci i oznaczalnosci

LOD obliczono wedtug wzoru:
LOD = 3,3 X s, 9)
gdzie:
sgL- odchylenie standardowe powtarzanych pomiarow $lepych probek

LOQ obliczono jako trzykrotno$¢ wartosci LOD [194]. Probki slepe zmierzono
w trzech powtorzeniach przed wzorcami kalibracyjnymi. Otrzymane wartosci LOD 1 LOQ
sg trzykrotnie nizsze dla Cd?* niz dla Pb®" i (CHs)sPb*, co prawdopodobnie wynika ze
znacznie nizszego tta dla Cd. Wysokie tlo Pb spowodowane jest stosunkowo duza
zawarto$cig tego pierwiastka w solach i1 zwigzkach stosowanych do przygotowania fazy
ruchomej. Bruno i in. [138] zastosowali kolumne Dionex CS5A do chromatografii jonowej
metoda elucji izokratycznej 28 mM kwasem szczawiowym i 250 mM azotanem sodu
zastosowanymi do pylow atmosferycznych z detekcja spektrofotometryczng. Uzyskali
LOD dla Cd — 30 ug/L i dla Pb — 60 ug/L, natomiast LOQ dla Cd — 100 pg/L i dla Pb —
200 pg/L, co w poroOwnaniu z prezentowang metoda, stanowi znacznie wyzsze warto$ci.
Granice wykrywalnoéci dla Pb?* i (CH3)sPb* wyznaczone w ryzu wyniosty odpowiednio

0,032 pg/L 10,1 pg/L, czyli nieco mniej niz w niniejszej pracy [101].
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Rysunek 57. Chromatogramy wzorcow kalibracyjnych Cd?*, Pb?* i (CH3)sPb* w zakresie
stezen 0,1-10,0 pg/L
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Rysunek 58. Reprezentacja liniowosci kazdego punktu kalibracji dla Pb?* (CH3)sPb* i Cd?*

21.4.1.8.4. Precyzja
Precyzje oszacowano na podstawie wzorcoéw kalibracyjnych z stezenia 0,1, 11 10

pug/L mierzone w trzech powtdrzeniach i przedstawiane jako wspodtczynnik zmiennosci.
Precyzja byla bardzo zr6znicowana w zaleznos$ci od stezenia, a najstabsze wartosci precyzji
uzyskano dla nizszych stezen, 45-57% dla 0,1 pg/L i 1-5% dla 10 pg/L. Jedng z trudnosci
w analizie specjacyjnej jest potwierdzenie doktadno$ci wynikdéw. Ze wzgledu na problem
stabilno$ci form specjacyjnych, dostepnos¢ CRM w tej dziedzinie chemii analitycznej jest
bardzo ograniczona. Najczgsciej stosowang metoda wyznaczania doktadnosci jest metoda
dodatku wzorca. Odzysk oszacowano przez wzbogacenie ekstraktow ziolowych matymi

objetosciami stezonych roztwordw wzorcowych. Do 5 mL $wiezego ekstraktu dodano
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10 pL roztworu wzorcowego Cd?* Pb?* i (CHs)sPb* o stezeniu 0,5 mg/L i 2,5 mg/L,
uzyskujac odpowiednio stezenie dodanego analitu 1 pg/L i 5 pg/L. Chromatogramy
ekstraktu ziota przed i po dodaniu analitu przedstawiono na rysunku 59. Odzysk dodatku

analitu obliczono ze wzoru:

R = Com=Coronid) 1000 (10)

Cdod

gdzie:
Cwzb — zmierzone st¢zenie wzbogaconej probki
Corsbki —zmierzone stezenie probki niewzbogaconej
Cdod — stezenie dodatku analitu
Uzyskane odzyski mieszczg si¢ w przedziatach: 77,8-92,1%, 91,1-114,6%
i 120,9 — 126,8% odpowiednio dla Cd?*, Pb?" i (CH3)sPb*. W literaturze odzysk dodatku

wzorca miesci sie w zakresie: 91,3 — 114% dla Pb?*, (CH3)sPb* i innych alkilowanych form
Pb [101,136].
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Rysunek 59. Chromatogramy ekstraktu ziota przed i po dodaniu analitu: 1 pg/Li5 pg/L
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21.4.1.9. Analiza probek ziél
Do analizy ekstraktow ziét (rysunek 60) w celu oznaczenia form specjacyjnych Pb*

i (CH3)sPb* oraz Cd?* zastosowano technike HPLC/ICP-DRC-MS. Poczatkowy czas
analizy ustalono na 20 min, aby sprawdzi¢, czy oprocz sygnatow dla Cd?*, Pb?* (CH3)sPb*
pojawig si¢ inne sygnaly, jednak we wszystkich analizowanych probkach nie

zidentyfikowano dodatkowych sygnatéw analitycznych.

Rysunek 60. Probki ekstraktow zidt przygotowane do analizy chromatograficznej [zdjecie
wlasne]

Udzialy zawartosci oznaczonych form specjacyjnych wynoszg $rednio
odpowiednio 59% i 58% dla Cd i Pb (tabela 38). Pozostala ilo$¢ analitow pozostata
nieokres$lona i nie ujawnita si¢ na chromatogramach. Nie mozna wykluczy¢, ze niektore
formy Cd i Pb zostaly utracone podczas analizy i prawdopodobnie zwigzaty si¢ z faza
stacjonarng. Ekstrakty przygotowano w trzech powtorzeniach, przesaczono przez filtry
strzykawkowe, a przyktadowe chromatogramy dla probek 4 (Vladimiriae) i 8 (Clematidis)
przedstawiono na rysunku 61. We wszystkich analizowanych probkach tylko sygnaty Cd?*
i Pb?* byly powyzej LOD, a (CHs)sPb" nie wykryto w zadnej probce. Implementacja
technik taczonych w badaniach, w ktorych jedna odpowiada za rozdzielanie form
specjacyjnych, a druga za identyfikacje i oznaczenie ilo§ciowe analitow, jest obecnie coraz
czescie] wykorzystywana do badania zwigzkéw wystepujacych w ztozonych matrycach,
np. w tkankach ro$linnych [58,124], czy zywnos$ci i ziotach do celow leczniczych
[195,196]. Zgodnie z literaturg, HPLC/ICP-DRC-MS nie byta stosowana do jednoczesnego
oznaczania form specjacyjnych Cd i Pb w ekstraktach roslinnych, z wyjatkiem ryzu.
Rozdzielenie 4 form Pb: Pb(ll), trimetylootowiu (TML), trietylootowiu (TEL)
i tetraetylootowiu (TTEL) w ryzu metoda HPLC/ICP-DRC-MS osiagni¢to w ciagu 25
minut i tylko Pb(II) zostal zidentyfikowany [101]. Chromatografi¢ par jonowych
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z odwroconymi fazami (RP-HPLC) z ICP-MS zastosowano do rozdzielenia 4 rodzajow
otowiu: Pb(Il), TEL, trifenylootowiu (TPhL) i TTEL. Metod¢ te¢ stosowano jednak tylko
do materiatéw odniesienia, a nie do probek rzeczywistych [137]. W probkach nasion lotosu
i tkanek ryb okreslono formy specjacyjne otowiu Pb(Il), TML i TEL z towarzyszacym As
i Hg [104,197]. W obu badaniach zastosowano HPLC/ICP-MS z kolumnami C18. Faza
ruchoma sktadajaca si¢ z TBAH i cysteiny przy pH 5,0 podczas elucji gradientowe;j
pozwolila na uzyskanie czasu retencji zwiagzkow Pb okoto 3 min z rozdzielczoscia 2,7 1 4,0
miedzy poszczegdlnymi formami specjacyjnymi. Stosujac faze 0,2% merkaptoetanolu,
EDTA, 1-pentanosulfonianu sodu i 12% metanolu przy pH 2,8, otrzymano czasy retencji
dla Pb(Il) i TML po 3 min i TEL po 15 min. Oprécz HPLC do analizy matych jonow
organicznych oraz makroczasteczek w pltynnych i staltych pokarmach zastosowano rowniez
inng technike rozdziatu, takg jak elektroforeza kapilarna ze spektrometrig mas (CE-MS)
[198]. SEC-HPLC/ICP-MS to technika, ktora znalazta zastosowanie w analizie
specjacyjnej stabilnych termodynamicznie rozpuszczalnych w wodzie kompleksow metal-
polisacharyd o masie wiekszej niz 50 kDa, w tym ramnogalakturonanu Il zawierajacego

otow, w probkach owocow i1 warzyw [129].
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Rysunek 61. Chromatogramy dwoch przyktadowych ekstraktow ziot: ziota 4 (a) i ziota 8

(b)

Zwiazki otowioorganiczne (TML, TEL) oznaczano w probkach wody deszczowej
za pomocg rozcienczenia izotopowego HPLC/ID-ICP-MS, jednak precyzja oznaczen nie
byta zadowalajaca, chyba ze wykonano doktadniejsze wzbogacenie [148]. Arpadjan i in.
badali As, Cd i Pb w ziotach i naparach jako zawarto$¢ catkowitg i jako frakcje po
wymianie kationowej przy roéznych pH oraz jako frakcj¢ zwigzang z biatkami [183].
Zgodnie z przewidywaniami frakcja kationowa byta najwyzsza w pH 1 (>98% dla Cd i 9—

14% dla Pb), a w pH naparow (3—7,2) byta istotnie nizsza: 25-52% dla Cd i <0,2 % dla Pb.
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Jesli chodzi o frakcje zwigzang z biatkami, to dla Cd wynosita ona 42—-77%, a dla Pb 86—
92%. Wigkszos¢ Pb w ziotach wiaze si¢ z biatkami 1 nie ulega dysocjacji nawet w kwasnym
srodowisku kwasu zotadkowego. Otow prawdopodobnie wigze si¢ z polifenolami
wystepujacymi w roslinach i prawie nie jest biodostepny po spozyciu [183]. Ta obserwacja
jest zgodna z wynikami tego badania, w ktorym zaobserwowano znacznie nizsza
wydajnos¢ ekstrakcji dla Pb niz dla Cd. Oprécz kationéw Cd, metodg SEC-HPLC/ICP-MS
badano takze jego kompleksy PC utworzone w cytozolu ro$linnym i dodatkowo
potwierdzano metodg ESI-MS/MS [199]. Opracowana metoda pozwolita na ilo$ciowe
oznaczenie kompleksow Cd-PC w stezeniach 0,01-15 mg/L. Te same techniki analityczne
zastosowano do badania kompleksow Cd i Pb PC w grochu siewnym (Pisum sativum)
wzbogaconym Cd, Pb i obydwoma pierwiastkami jednoczesnie. Obecnos¢ Cd w pozywce
hamowata pobieranie Pb o 90% w porownaniu z obecnoscia samego Pb
w roztworze, a zastosowanie ESI-MS/MS potwierdzitlo obecnos¢ PC2, PC3 i PC4
w roSlinach [102]. Metode HPLC/ICP-MS z kolumng CI18, bromkiem
didodecylodimetyloamoniowym i Tris HCl jako faza ruchomg oraz generowaniem
wodorkéw Cd zastosowano do wykrywania metalotionein zwigzanych z Cd w cytozolach
watroby i nerek wegorza [200]. Generacja wodorkow pozwolita na uzyskanie 5-krotnego
zwigkszenia czutosci, a opracowana metoda zostala dodatkowo zweryfikowana metoda

referencyjng: anionowymienng HPLC/ICP-MS.
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Tabela 38. Stezenie form chemicznych Cd?* i Pb?* w korzeniach zi6t oznaczone technika HPLC/ICP-DRC-MS i ich udziat w calkowitej zawartosci
po ekstrakcji

Numer prébki Ca?* Udzial w calkowitym stezeniu Pb2* Udzial w calkowitym stezeniu
ziola X £SD (ug/kg s.m.) x£8D (%) X£SD (ug/kg s.m.) X £8D (%)
1 4111 539+74 21,1+2,9 458 + 1,7
2 26,2+7,1 55,7+39 13,9+4,8 6310
3 36,4+£42 61,6 £9,4 14,5+1,8 51,7+39
4 49 £6,2 62,8 +3,0 21,1 £ 1,4 55,5+3,0
5 10,0£2,1 57,9+94 16,1 +£0,8 66,0 +3,9
6 3,3+0,7 57,8+7,6 6,2+0,5 69,6 £9,3
7 107,8+9,1 592+14 234+19 54,4+2,1
8 20,6 + 3,1 71,0+ 6,1 821+042 51,339
9 3,32+0,89 55,3+8,1 51+1,1 54+ 19
10 49,5+8,3 65,1 £6,7 7,8+0,6 37,1 £1,8
Podstawowe wartoSci statystyczne
Zakres 3,3-107 5,1-23
Srednia 35 14
SD 31 6,7
Mediana 31 14
IQR 41 14
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21.4.1.10. Whnioski
Czynniki biologiczne maja niezaprzeczalny wplyw na jakos¢ i1 bezpieczenstwo

zywnosci. Wraz z nig do organizmu wprowadzane sg pierwiastki, zarowno niezbg¢dne, jak
1 toksyczne. Ocena stopnia zagrozenia moze by¢ sformutowana po zidentyfikowaniu
1 oznaczeniu zawartosci szkodliwych czynnikow wystepujacych w  skladnikach
pokarmowych. Badanie specjacji pierwiastkow za pomocg HPLC/ICP-MS koncentruje si¢
na zywnosci pochodzenia roslinnego, poniewaz poprzez spozywanie pokarmow roslinnych
dostarczane sg do organizmu zaréwno pierwiastki niezbedne i1 toksyczne, z powodu
akumulacji ich przez rosliny z atmosfery, gleby i wody. Zastosowanie zaawansowane;j
techniki HPLC/ICP-DRC-MS jako fizykochemicznej metody poréwnawcze] wymaga
przygotowania procedury, ktoéra musi spelni¢ szereg warunkow, dla uzyskania
odpowiedniej jakosci wynikow. Na podstawie przeprowadzonej optymalizacji mozna
wnioskowac:

e Oprdcz stosowania codziennej optymalizacji zalecanej przez producenta, konieczne
jest przeprowadzenie optymalizacji parametroOw aparaturowych przeznaczonych
dla konkretnej procedury analitycznej i analizowanych w jej trakcie analitow;

e Uzyskanie maksymalnych intensywnosci nie zawsze wigze si¢ z ustawieniem
maksymalnych warto$ci dla optymalizowanych parametrow aparaturowych, co jest
zwigzane z zuzyciem aparatury pomiarowej;

e Parametry takie jak: ustawienie palnika, moc plazmy, napigcie na soczewkach,
przeptyw gazu rozpylajacego byly zbiezne dla Cd i Pb, przy zblizonych wartosciach
parametrow oba pierwiastki wykazywaty maksymalng intensywnos¢ sygnatow;

e Do eliminacji interferencji i obnizenia tta jako gaz reakcyjny w komorze DRC
wykorzystano tlen, a szybko$¢ jego przeptywu dla otrzymania maksymalnej
intensywnos$ci sygnalow pierwiastkow roznito si¢ dla kadmu i olowiu, dlatego
powinno by¢ optymalizowane indywidualnie;

e Optymalne wartosci parametrow RPQ i RPa rowniez powinny by¢ ustalane
indywidualnie dla kazdego pierwiastka i rodzaju probki;

e W opracowanej procedurze oznaczania Pb?*, MesPb* i Cd?* najbardziej istotnym
parametrem, decydujacym o skutecznos$ci rozdzielenia wyzej wymienionych form

byt sktad fazy ruchomej;
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e Sktad fazy jest ztozony 1 zawiera zarowno sktadniki organiczne jak 1 nieorganiczne
wysokiej czystosci, o czym $§wiadcza niskie poziomy tla 1 mozliwos¢ uzyskania
sygnatu dla niskich stezen roztworow 0,5 ug/L,;

e Proces rozdzielania prowadzony jest przy zastosowaniu elucji izokratycznej, co
skraca czas analizy o czas kondycjonowania kolumny;

e C(Czas analizy przy zastosowaniu niewielkich stezen sktadnikow fazy wynosi
2 minuty.

W pracy przedstawiono nowg procedure analizy specjacji wielopierwiastkowej Cd?*,
Pb?* i (CHs)sPb* w korzeniach zi6t technikg taczong HPLC/ICP-DRC-MS, ktéra
obejmowala optymalizacj¢ parametrow HPLC oraz opracowanie nowej procedury
analitycznej z optymalng fazg ruchoma: 40 mmol/L EDTA, 20 mmol/L TMAH, 10 mmol/L
kwasu szczawiowego i pH 4,4, dobra czulos$cig i rozdzieleniem sygnatéw, niskim zuzyciem
odczynnikow 1 krotkim czasem analizy. Przeprowadzono pelng walidacje procedury
analitycznej] w celu wykazania wiarygodno$ci pomiaru analitycznego. Oszacowano
parametry charakteryzujace procedur¢ analityczng i wyznaczono spdjnos¢ jako odzysk
probek wzbogaconych, potwierdzajacy przydatnos¢ opracowanej procedury analitycznej
do zamierzonego celu. Ostatecznie nowa procedura analityczna do oznaczania trzech
analitow: Cd?*, Pb* i (CHs3)sPb* w jednym przebiegu analitycznym okazala sie
odpowiednia do analizy rzeczywistych probek korzeni zidt, ktore zostaty wybrane ze
wzgledu na  wystgpujaca  zwykle  wyzszg  zawartos¢ Cd i Pb
w korzeniach niz w innych czes$ciach roslin. Opracowang 1 zwalidowang procedure
zastosowano po raz pierwszy do rzeczywistych probek ziol po ekstrakcji. Warunki
ekstrakcji imitowaly przygotowanie naparéw ziotowych do celéw leczniczych przy uzyciu
wrzacej wody jako $rodka ekstrakcyjnego. Formy specjacyjne Cd?* i Pb?* oznaczono w 10
ziotach z Chin: odpowiednio (3,3 £0,7) pug/kg s.m. do (107,8 £ 9,1) ug/kg s.m. oraz (5,1 £+
1,1) pg/kg s.m. do (23,4 + 1,9) pg/kg s.m., podczas gdy (CHs)sPb* nie wykryto w zadne;j
probee. Niska wydajnos$¢ ekstrakceji Pb i relatywnie niska Cd sugeruje, Zze napary ziotlowe
nie powinny stanowi¢ zagrozenia dla zdrowia cztowieka w przypadku spozycia

w niewielkich ilosciach.
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22. Podsumowanie i wnioskKi
Wzrost zainteresowania medycyng naturalng w wykorzystaniem zi6t w celach

leczniczych dat impuls do stworzenia przez WHO strategii na lata 2014 — 2023 w celu
budowania regut bezpiecznego stosowania TCM. Roéwniez doniesienia zwigzane
z zatruciami pierwiastkami §ladowymi, m.in. otowiem, kieruja uwage na skiad ziot,
suplementoéw, mieszanek ziotowych i herbat oraz szacowanie pobranych dawek, aby nie
dopusci¢ do przekroczen dopuszczalnych wartosci, jednoczesnie wptywajac na tworzenie
nowych uregulowan prawnych. Stale monitorowanie surowcow roslinnych o potencjale
leczniczym umozliwi badanie zanieczyszczen S$rodowiska na obszarach upraw
i selekcjonowanie gatunkow roslin o duzych zdolnos$ciach do kumulacji pierwiastkow
wywotujacych efekty toksyczne i wykluczenia ich ze stosowania w terapiach.

Wplyw wynikéw analiz chemicznych na jakos¢ zycia, sSrodowisko i gospodarke jest
ogromy. Oznaczanie coraz nizszych st¢zen jest spowodowane rozwojem metod
analitycznych oraz przyrzadow pomiarowych. Pozwala to na osigganie bardzo niskich
warto$ci granic wykrywalnos$ci. Przy oznaczaniu bardzo niskich st¢zen pojawiajg si¢ zrodia
btedow, takie jak: zanieczyszczenie probki lub straty oznaczanej substancji, a takze
zaklocenia zwigzane ze skladem probki 1 interferencje spektralne. Na etapy procedury
analitycznej ma wplyw m.in. pobieranie i przygotowanie probek, efekty matrycowe,
interferencje spektralne, kalibracja oraz optymalizacja procesu oznaczania. Powyzsze cele
moga by¢ realizowane dzigki nowym procedurom oraz czulym i1 zaawansowanym
technikom analitycznym.

Oznaczanie calkowitej zawarto$ci pierwiastkow fizjologicznych i1 toksycznych
w materiale roslinnym daje ogdlng informacje na temat okreslonego gatunku rosliny
I miejsca jej uprawy. Zastosowanie metod statystycznych i chemometrycznych umozliwia
zbadanie zalezno$ci miedzy pierwiastkami fizjologicznymi i toksycznymi wystepujacymi
w roslinach, gdyz wiaczenie ich do tancucha pokarmowego ma ostatecznie duzy wptyw na
zdrowie 1 zycie konsumentéw oraz wskazuje na celowos$¢ spozywania ziot.

Wiedza na temat catkowitej zawartoSci pierwiastkOw nie jest obecnie
wystarczajaca. Formy specjacyjne pierwiastkow posiadajace rézny stopien toksycznos$ci sg
mozliwe do zidentyfikowania za pomoca analizy specjacyjnej, ktora wymaga duzej
uwaznosci wobec wszystkich etapow procedury analityczne;.

W niniejszej pracy przedstawiono procedur¢ oznaczania 13 pierwiastkow
o charakterze fizjologicznym, obojetnym 1 toksycznym w roéznych cze¢$ciach

morfologicznych zi6l, mieszankach ziolowych 1 herbatach za pomoca metody
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ICP-DRC-MS. Dalsze badania skupity si¢ na zbadaniu zawarto$ci tych samych
pierwiastkow w korzeniach ziét stosowanych w TCM pochodzacych z dwoch partii
zakupionych ~w  odstgpie  jednego  roku, celem wykazania  zaleznosci
miedzypierwiastkowych z wykorzystaniem metod chemometrycznych.

Etapem wstepnym do analizy specjacyjnej byto zbadanie zawartosci pierwiastkow
w ekstraktach z zi6l. Celem zastosowanej ekstrakcji nie bylo uzyskanie jak najwigkszej
wydajnos$ci lecz odtworzenie sposobu przyrzadzania naparéw, ktére sa spozywane przez
osoby stosujace terapie ziolowe. Oznaczenie stezenia kadmu i1 otowiu w ekstraktach
umozliwito obliczenie minimalnej 1 maksymalnej dawki pobranej obu pierwiastkow i na
podstawie danych literaturowych dotyczacych wchtaniania Cd i Pb z przewodu
pokarmowego, 0szacowanie narazenia i poréwnanie z ADI oraz PTWI.

Ostatnim etapem badan byta analiza specjacyjna nakierowana na formy specjacyjne
Cd?*, Pb?" i (CH3)sPb* w ekstraktach korzeni zi6t poprzedzona optymalizacja HPLC/ICP-
DRC-MS. Analiza wskazala obecno$¢ okreslonych form chemicznych obu pierwiastkow
i ich udziat w catkowitej zawartosci danego pierwiastka w analizowanych probkach.

Kazdy etap badan poddany byl wczesniejszej walidacji, z wyznaczeniem
kluczowych parametréw walidacyjnych: zakres roboczy, liniowo$¢, granice
wykrywalnos$ci 1 oznaczalno$ci, precyzj¢ 1 poprawnos¢. Spojnos¢ pomiarowa byla
zapewniona dzigki wykorzystaniu trzech -certyfikowanych materialow odniesienia

dopasowanych matrycowo.
Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowano nastepujace wnioski:

1. Oznaczanie catkowitej zawarto$ci 13 pierwiastkow w ziotach, mieszankach zi6t
1 herbatach za pomoca ICP-MS:
a. Technika ICP-MS jest odpowiednim narzedziem do analizy probek ziot;
b. Do oszacowania parametréw i zakresu stosowania procedury niezbedne
jest wykonanie walidacji;
c. Do usuwania interferencji spektralnych i niespektralnych skuteczne jest
wykorzystanie wzorca wewngtrznego (10 pg/L Rh) oraz systemu ORS
w trybie helowym;
d. Technika ICP-MS pozwala na osiagnigcie granic wykrywalnosci
w zakresie 0,020 — 15 mg/kg, ktore sa uzyteczne podczas oznaczania

pierwiastkdw na poziomie $ladowym;
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e. O liniowosci metody $wiadcza wspodlczynniki regresji, ktore dla
kazdego analitu wyniosty >0,999;

f. Spdjnos¢ pomiarowa zapewniono za pomoca trzech certyfikowanych
materialdéw odniesienia dopasowanych matrycowo, a uzyskane odzyski
(69% — 101%) z ich iloSciowej analizy $§wiadcza o odtwarzalnosci
metody;

0. Analiza zi6t, mieszanek ziotowych i herbat wskazata na zawarto$¢ As
powyzej 0,025 mg/kg s.m. w 30% probek, Cd powyzej 0,2 mg/kg s.m.
w 45% probek 1 Pb powyzej 0,3 mg/kg s.m. w 72,5% probek. Pozostale
pierwiastki o charakterze fizjologicznym i obojetnym wystepowaty
w ilo$ciach naturalnych;

h. Precyzja oznaczen miescita si¢ w przedziale 1% — 48% i zostata
wyrazona jako wspolczynnik zmiennosci;

i. W przeprowadzonych badaniach zakresy zawarto$ci oznaczanych
pierwiastkéw w korzeniach zidt na ogoét nie przekraczaja podanych
w literaturze warto$ci maksymalnych;

2. Oznaczanie calkowitej zawartoSci 13 pierwiastkow w korzeniach zidt
pochodzacych z dwoch partii za pomocg ICP-MS:

a. Uzyskane wyniki analizy korzeni zidt wykazaly duza rozpigtos¢
wynikéw zawarto$ci oznaczanych pierwiastkow;

b. W 7 probkach ziot wystapito przekroczenie zawartosci Cd (0,3 mg/kg
s.m. wg WHO);

3. Zbadanie zaleznosci miedzy pierwiastkami oznaczonymi w probkach ziot:

a. Analiza glownych sktadowych oraz analiza korelacji wskazata
nastepujace zalezno$ci miedzy 3 grupami pierwiastkow: (i) V, As i Mg,
(if) Mn, Zn i Pb, (iii) Ni, Co i Cu;

b. Statystyka wielowymiarowa (CVA i analiza regresji wielokrotnej)
pozwolita zredukowaé¢ wielowymiarowo$¢ danych 1 umozliwila
znalezienie zaleznosci mi¢dzy zmierzonymi warto$ciami dla badanych
ziol;

c. CVA w praktycznym zastosowaniu moze by¢ pomocna podczas
monitorowania sktadu produktu w okreslonych przedziatach

czasowych;
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d. Zrodtem zmienno$ci zawartosci pierwiastkow sa efekty interakcji
miedzy zmiennymi, jakimi sg rodzaj ziota i numer partii, zatem nie
mozna wylacznie na nich opiera¢ wnioskowania statystycznego;

€. Analiza regresji wielokrotnej] wykazata istotne zalezno$ci migdzy
pierwiastkami: Mg — Sr, V — Pb, As — Ba, Mn — Pb, Fe — As, Fe — Ba,
Co—Ni, Co—Sr, Cu—Pb, Cd — As, Zn - Pb, As — Ba;

4. Oznaczenie catkowitej zawartosci kadmu i otowiu w ekstraktach z korzeni za
pomoca ICP-MS, oraz okreslenie wydajnosci ekstrakcji i dawki pobranej na
danym szlaku narazenia:

a. Do oceny bezpieczenstwa spozywania naparoOw ziot zastosowano
ekstrakcje woda o temperaturze 100 °C w inkubatorze z wytrzasaniem;

b. Ekstrakty analizowano metoda ICP-MS, oznaczano catkowita
zawarto$¢ Cd 1 Pb, uzyskujac zakresy odpowiednio: 5,7-182 ng/kg
s.m. i 8,946 pg/kg s.m.;

c. Wydajnos¢ ekstrakcji obliczono dla obu pierwiastkéw, ktora dla Cd
wyniosta $rednio 23%, a dla Pb: $rednio 5%,

d. Niska wydajnos¢ ekstrakcji dla drugiego pierwiastka wynikaja z tego,
ze zwiazki otowiu wydajg si¢ by¢ bardziej zwigzane z matrycg korzenia
ziola;

e. Zakres dla dawki pobranej kadmu z wybranych korzeni wynosi od 0,01
do 1,22 pg/kg m.c./dzien, natomiast dla otowiu warto$ci sg znacznie
wyzsze: 0,33 — 17,01 pg/kg m.c./dzien;

5. Analiza specjacyjna probek ekstraktow i oznaczenie form specjacyjnych: Cd?*,
Pb?" i (CH3)sPb* za pomoca HPLC/ICP-DRC-MS

a. Zaplanowane zadanie analityczne wymaga optymalizacji parametrow
aparaturowych ICP-MS, takich jak: potozenie palnika w osiach X-Y,
moc plazmy, przeplyw gazu plazmowego oraz gazu reakcyjnego (O2)
w komorze DRC, napigcie na soczewkach, wartosci RPq 1 RPa,
wilasciwej kalibracji i charakterystyki krzywych kalibracyjnych;

b. Wybor wysokosprawnej chromatografii cieczowej do analizy
specjacyjnej wymaga zastosowania kolumny witasciwej do oznaczania
okreslonych pierwiastkow, dobrania skladu fazy ruchomej do

zatozonego celu, jej pH, przeptywu, rodzaju elucji;
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Do analizy specjacyjne wybrano kolumn¢ Dionex IonPac CS5A 2x250
mm, elucje izokratyczng, ktora skrocita czas analizy o czas
kondycjonowania kolumny, sporzadzono faz¢ ruchomg o sktadzie: 40
mM EDTA, 20 mM TMAH, 10 mM kwasu szczawiowego, ktory
poprawit jonizacje w plazmie, o pH 4,4, przeptywie fazy ruchomej 0,4
mL/min i objetosci nastrzyku 5 pL;

. Walidacja procedury analitycznej oprocz podstawowych parametrow
walidacyjnych powinna w chromatografii zawiera¢ informacje
dotyczaca rozdzielczosci;

Wyniki przeprowadzonej optymalizacji pozwolity na uzyskanie bardzo
krotkiego czasu analizy (ponizej 2 minut) z rozdzielczoscig dla Pb?*
i (CHa3)3Pb* Rs= 1,36, co jest warto$cig $wiadczgcg o wystarczajagcym
rozdzieleniu form specjacyjnych tego samego pierwiastka;

Dzigki zastosowaniu potaczenia HPLC z ICP-DRC-MS i specyfice
detektora, te same, lub zblizone czasy retencji form specjacyjnych
réznych pierwiastkdw nie sg problemem, poniewaz majg inny stosunek
m/z,

Podczas kalibracji uzyskano liniowo§¢ odpowiedzi detektora dla
wszystkich analitow, o czym $§wiadczg otrzymane warto$ci
wspotczynnika determinacji R w przedziale 0,9979 — 0,9998;

. Warto$ci granic wykrywalno$ci dla poszczegdlnych form specjacyjnych
wynosza: 0,033 pg/L (Cd?"), 0,095 ug/L (Pb?*), 0,11 pg/L ((CHs)sPb");
Precyzje badano dla 3 stezen: 0,1; 1,0 1 10 pg/L. Korzystne warto$ci
mieszczace si¢ w zakresie 1,09% — 4,95% uzyskano dla najwyzszego
stezenia;

Odzyski uzyskane dzigki metodzie dodatku wzorca byly zadowalajace
zarowno dla stezenia dodatku 1 pg/115 ug/l i wynosity 77,8% — 120,9%;
Opracowang procedurg zastosowano do 10 probek ekstraktow korzeni.
W zadnej probce nie wykryto formy chemicznej (CH3)sPb*™ natomiast
udziat w catkowitej zawartosci Cd?* i Pb?* wyniosty $rednio 59% i 58%;
Zawartosci Cd?* i Pb?* w probkach ekstraktow wynosza odpowiednio
3,3+£0,7-107,8+9,1 pg/kg s.m. oraz 5,1 + 1,1 — 23,4+ 1,9 pg/kg s.m.
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Streszczenie
Rozprawa doktorska zatytulowana ,Badanie pierwiastkow toksycznych

1 fizjologicznych w ziotach. Procedury analityczne i zalezno$ci, analiza specjacyjna otlowiu
1 kadmu” przedstawia opracowane nowe procedury analityczne oznaczania calkowitej
zawartosci pierwiastkow w ziotach wraz z oceng statystyczng i chemometryczna,
0znaczania catkowitej zawartosci kadmu i olowiu w ekstraktach ziotowych, co pozwolito
na oszacowanie dawki pobranej pierwiastka na danym szlaku narazenia oraz analize
specjacyjng kadmu i otowiu w ekstraktach ziotowych. Do powyzszych celow zastosowano
nowe zwalidowane procedury analityczne z wykorzystaniem technik: ICP-ORS-MS
i HPLC/ICP-DRC-MS. Badanie korelacji migdzypierwiastkowych zrealizowano dzigki
analizie gtownych sktadowych (PCA) oraz metodom wielowymiarowym: analizie
zmiennych kanonicznych (CVA) i analizie regresji wielokrotnej.

Wraz ze wzrostem zainteresowania medycyng naturalng rosng wymagania
dotyczace jakosci, bezpieczenstwa i skutecznosci stosowanych produktéw. Aby wspieraé
strategie Swiatowej Organizacji Zdrowia WHO opracowana na lata 2014-2023, ktore;
zadaniem jest promowanie bezpiecznego stosowania tradycyjnej medycyny wazne jest aby
zbada¢ sklad surowcéw pod katem obecnosci pierwiastkéw wywolujacych efekty
toksyczne, takich jak kadm i otdéw i okresli¢ stopien narazenia na zatrucia wywotane
spozywaniem naparow z ziol.

Zapewnienie jakoS$ci analitycznej jest kluczowe dla kazdej procedury analityczne;.
W analizie wielopierwiastkowej wszystkie parametry walidacyjne powinny by¢ okreslone
dla kazdego analitu dla zapewnienia miarodajnych wynikow. Jest to wazny element badan,
w szczegdlnosci w przypadku sktadnikow, ktore moga wplywac na zdrowie czlowieka.

Materiatem do badan byly wysuszone czgsci roslin oraz mieszanki zidt uzywane
w tradycyjnej medycynie chinskiej. Przygotowanie probek polegalo na ich
zmineralizowaniu w systemie zamknigtym ze wspomaganiem mikrofalowym
i rozcienczeniu lub ekstrakcji woda w inkubatorze z wytrzasaniem, rozcienczeniu
I przefiltrowaniu. Roztwory Kkalibracyjne przygotowano poprzez odpowiednie
rozcienczenie wielopierwiastkowego roztworu wzorcowego. W celu o0znaczenia
pierwiastkow wykorzystano tryb helowy lub standardowy w aparacie ICP-ORS-MS lub
tryb tlenowy w aparacie ICP-DRC-MS. Poza tym dla usunigcia interferencji zastosowano

metode wzorca wewngtrznego, ktorego rolg petnit roztwor rodu. Dla zapewnienia precyzji
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i poprawnosci procedur analitycznych wykorzystano 3 certyfikowane materiaty
odniesienia: mieszanke ziot polskich, liscie jabtoni i liScie szpinaku.

Oznaczanie catkowitej zawarto$ci pierwiastkow w ziotach, korzeniach zidl,
mieszankach ziotowych i herbatach dostarczyta informacji, iz technika ICP-MS zostala
wlasciwie dobrana do zamierzonego celu o czym $wiadczyly wyniki walidacji oraz
wartosci otrzymanych parametrow walidacyjnych. Przeprowadzone badania nie wykazaty
odstepstw w analizowanych probkach od wartosci literaturowych, cho¢ w pewnej czesci
probek zawarto$ci kadmu, otowiu czy arsenu byty powyzej maksymalnych dopuszczalnych
wartosci. W probkach ziot wykazano rowniez duzg rozpigtos¢ wynikow zawartosci
oznaczanych pierwiastkow.

Analiza chemometryczna wskazala na zaleznosci migdzy grupami pierwiastkow,
ale tez dzigki zredukowaniu wielowymiarowosci danych umozliwita znalezienie tych
zalezno$ci w badanych ziotach. Praktyczne zastosowanie CVA daje mozliwosé
monitorowania sktadu produktéw pochodzacych z roznych partii oraz przedzialow
czasowych, ktore sg jednoczesnie zrodtem zmiennosci i nie mozna tylko na nich opierad
wnioskowania. Analiza regresji wielokrotnej wykazala istotne zalezno$ci miedzy
pierwiastkami: Mg — Sr, V —Pb, As — Ba, Mn — Pb, Fe — As, Fe — Ba, Co — Ni, Co - Sr, Cu
— Pb, Cd — As, Zn — Pb, As — Ba.

Czynniki biologiczne maja niezaprzeczalny wpltyw na jakos$¢ i1 bezpieczenstwo
zywnos$ci. Wraz z nig do organizmu wprowadzane sg pierwiastki, zarowno niezbedne,
jak 1 toksyczne. Ocena stopnia zagrozenia moze by¢ sformutowana po zidentyfikowaniu
i oznaczeniu zawarto$ci szkodliwych czynnikow wystepujacych w  sktadnikach
pokarmowych. Wyniki oznaczenia catkowitej zawartosci kadmu i otowiu w ekstraktach
z korzeni za pomocg ICP-MS pozwolity na obliczenie wydajnosci ekstrakcji otowiu
1 kadmu, ktore wyniosty odpowiednio 5% 1 23 %. Oszacowano dawki pobrane na danym
szlaku narazenia wedtug ogdlnych zatozen, co moze wskazywaé na nieznaczne dzienne
zagrozenie, natomiast w przypadku pierwiastkoéw ulegajacych kumulacji w organizmie
kazda dawka pobrana moze mie¢ dtugofalowe negatywne skutki dla organizmu.

Wysokie ryzyko wiaczenia do tanicucha pokarmowego pierwiastkoéw wywotujacych
efekty toksyczne spowodowane jest staba bariera fizjologiczng ro$lin i wchianianiem
pierwiastkow toksycznych oraz rozwojem wysokiej tolerancji na ich wysoki poziom i stabg
reakcja na stres inicjowang obecnoscig metali. Analiza specjacyjna probek ziot chinskich

wymaga zastosowania metod selektywnych i1 czultych, poniewaz kadm i oléw oraz ich
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zwiazki juz w niewielkich stezeniach wywotujg efekty toksyczne w organizmach zywych.
Zrealizowanie oznaczania form specjacyjnych otowiu w skomplikowanej matrycy, jaka sa
tkanki roslinne, oznacza potaczenie dwoch réznych technik, w ktorych jedna stuzy
rozdzieleniu form specjacyjnych, a druga odpowiada za informacje o zawarto$ci analitow
w probkach. Waznym problemem w analizie specjacyjnej otowiu i kadmu wraz z ich
formami organicznymi i nieorganicznymi jest stabilno$¢ tych zwigzkéw w calym procesie
analitycznym oraz dostgpnos¢ odpowiednich certyfikowanych materiatow odniesienia.
Gltownag koncepcja tej czesci badan bylo opracowanie i walidacja czutej procedury
analitycznej do oznaczania Pb?*, (CHs)sPb* i Cd?* w probkach ziot chinskich. Przedmiotem
badan byty korzenie, w ktérych, zgodnie z wczesniejszymi badaniami, gromadza si¢
w znacznych ilo$ciach otéw i kadm. Zastosowano zaawansowang wysokosprawng
chromatografi¢ cieczowa potaczong ze spektrometria mas z jonizacjag w plazmie
indukcyjnie sprz¢zonej wyposazong w dynamiczng komore reakcyjng — HPLC/ICP-DRC-
MS. Wyniki przeprowadzonej optymalizacji pozwolily na uzyskanie bardzo krotkiego
czasu analizy. Do parametrow walidacyjnych dodano réwniez rozdzielczo$¢ uzyskang
z zastosowaniem wybranej kolumny dla Pb?* i (CHs)sPb™ Rs= 1,36, co jest wartoscia
Swiadczaca o wystarczajacym rozdzieleniu form specjacyjnych tego samego pierwiastka.
Liniowos$¢, warto$ci granic wykrywalno$ci 1 oznaczalno$ci oraz precyzja i1 odzysk sa
satysfakcjonujace. Opracowang procedure zastosowano do 10 probek ekstraktéw korzeni.

W Zadnej probce nie wykryto formy chemicznej (CHz)sPb™.
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Summary
Doctoral dissertation entitled "Study of toxic and physiological elements in herbs.

Analytical procedures and relationships, speciation analysis of lead and cadmium” presents
new analytical procedures for the determination of the total content of elements in herbs in
conjunction with statistical and chemometric evaluation, determination of the total content
of cadmium and lead in herbal extracts, which allowed the estimation of the dose of the
element taken on a given exposure route and the speciation analysis of cadmium and lead
in herbal extracts. New validated analytical procedures were used for the above purposes
using the following techniques: ICP-ORS-MS and HPLC/ICP-DRC-MS. The study
of correlations between elements was carried out using principal component analysis (PCA)
and multivariate methods: canonical variable analysis (CVA) and multiple regression
analysis.

Accompanied by the increasing interest in natural medicine, the requirements for
the quality, safety and effectiveness of the products used are rising. In order to support the
strategy of the World Health Organization WHO developed for 2014-2023, the task
of which is to promote the safe use of traditional medicine, it is important to examine the
composition of raw materials for the presence of elements that cause toxic effects,
such as cadmium and lead, and to determine the degree of exposure to poisoning caused
by consuming infusions from herbs.

Analytical quality assurance is critical to any analytical procedure. In multielement
analysis, all validation parameters should be specified for each analyte to ensure reliable
results. This is an important part of the research in particular for ingredients that may affect
human health.

The research material consisted of dried plant parts and used herb mixtures
in traditional Chinese medicine. Preparation of samples consisted in their mineralization
in a closed system with microwave support and dilution or extraction with water
in an incubator with shaking, dilution and filtration. Calibration solutions were prepared
by appropriate dilution of the multielement standard solution. The helium or standard mode
was used to determine the elements in the ICP-ORS-MS or oxygen mode in the ICP-DRC-
MS. In addition, to remove the interference, the internal standard method was used, the role
of which was played by a rhodium solution. To ensure the precision and correctness of the
analytical procedures, 3 certified reference materials were used: a mixture of Polish herbs,

apple leaves and spinach leaves.
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Determination of the total content of elements in herbs, herb roots, herbal mixtures
and teas provided information that the ICP-MS technique was properly selected for the
intended purpose, as evidenced by the validation results and the values of the obtained
validation parameters. The conducted tests showed no deviations in the analyzed samples
from the literature values, although in some samples the contents of cadmium, lead
or arsenic were above the maximum permissible values. In the samples of herbs, a large
range of the results of the content of the determined elements was also shown.

The chemometric analysis indicated the relationships between groups of elements,
but also, as a result of the reduction of the multidimensionality of the data, made it possible
to find these relationships in the tested herbs. The practical application of CVA makes
it possible to monitor the composition of products from different batches and time intervals,
which are also a source of variability and conclusions cannot be based only on them.
Multiple regression analysis showed significant relationships between the elements: Mg -
Sr, V - Pb, As - Ba, Mn - Pb, Fe - As, Fe - Ba, Co - Ni, Co - Sr, Cu - Pb, Cd - As, Zn — Pb,
As — Ba.

Biological factors have an undeniable impact on the quality and safety of food.
Along with it, elements are introduced into the body, both essential and as well as toxic.
The assessment of the degree of risk can be formulated after identification and
determination of the content of harmful factors present in nutrients. The results
of determining the total content of cadmium and lead in root extracts using ICP-MS allowed
to calculate the extraction efficiency of lead and cadmium, which was 5% and 23%,
respectively. The doses taken in a given exposure route were estimated according to general
assumptions, which may indicate an insignificant daily risk, while in the case of elements
that accumulate in the body, each dose taken may have long-term negative effects on the
body.

The high risk of including elements causing toxic effects in the food chain is due to
the poor physiological barrier of plants and the absorption of toxic elements, as well as the
development of high tolerance to their high level and poor reaction to stress initiated by the
presence of metals. Speciation analysis of Chinese herb samples requires the use
of selective and sensitive methods, because cadmium and lead and their compounds already
in low concentrations cause toxic effects in living organisms. The determination
of speciation forms of lead in a complex matrix of plant tissues means a combination

of two different techniques, in which one is used to separate speciation forms, and the other
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is responsible for information about the content of analytes in the samples. An important
problem in the speciation analysis of lead and cadmium along with their organic and
inorganic forms is the stability of these compounds throughout the analytical process and
the availability of appropriate certified reference materials. The main concept of this part
of the research was the development and validation of a sensitive analytical procedure for
the determination of Pb?*, (CH3)sPb* and Cd?* in samples of Chinese herbs. The subject
of the research were roots, in which, according to previous research, significant amounts
of lead and cadmium accumulate. Advanced high-performance liquid chromatography
combined with mass spectrometry with inductively coupled plasma equipped with
a dynamic reaction cell - HPLC/ICP-DRC-MS was used. The results of the optimization
allowed for a very short analysis time. The resolution obtained using the selected column
for Pb?* and (CHs)sPb* Rs= 1,36 was also added to the validation parameters, which is
a value indicating sufficient separation of speciation forms of the same element. Linearity,
limits of detection and quantification as well as precision and recovery are satisfactory. The
developed procedure was applied to 10 samples of root extracts. The chemical form

(CH3)sPb* was not detected in any sample.
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A.Sajnog, E. Koko, D. Kayzer, D. Baratkiewicz, Chemometric approach to find
relationships between physiological elements and elements causing toxic effects in herb
roots by ICP-MS, Scientific reports, 2021, 11, 20683, https://doi.org/10.1038/s41598-021-
00019-w

Sajnog, E. Koko, K. Paszynska, D. Baratkiewicz, Multielemental speciation analysis of
Cd?*, Pb?* and (CHs)sPb* in herb roots by HPLC/ICP-DRC-MS. Validation and
application to real samples analysis, Talanta Open, 2022, 5, 100119,
https://doi.org/10.1016/j.talo.2022.100119

Konferencje krajowe

11 — 13.09.2023: A. Sajnég, E.Koko, D. Kayzer, D. Baratkiewicz, Zaleznosci mi¢dzy
pierwiastkami w korzeniach zi6t. Walidacja metody ICP-MS i analiza chemometryczna
wynikow, Konwersatorium Spektrometrii Atomowej, Bialystok

16 — 18.10.2022: A. Sajnog, E. Koko, D. Kayzer, D. Baratkiewicz, Zastosowanie narzedzi
chemometrycznych w poszukiwaniu zalezno$ci pomiedzy pierwiastkami oznaczonymi
technika ICP-MS w korzeniach zidt, VII Konferencja Chemometria 1 metrologia
w analityce, Zakopane

19 — 23.06.2022: E. Koko, A. Sajnég, D. Baratkiewicz, ,,Wielopierwiastkowa analiza
specjacyjna Cd?*, Pb?*, (CHs)sPb* w korzeniach zi6t zaawansowana technika HPLC/ICP-
DRC-MS, XI Konferencja Chemii Analitycznej PoKoCha 2022, £.6dz

10 — 11.06.2021: E. Koko, A. Sajnég, D. Baratkiewicz, ,,Miarodajne wyniki oznaczania
toksycznych pierwiastkOw w Zywnosci podstawa podejmowania wlasciwych decyzji
w sadzie”, V Konferencja Mtodych Chemikéw Sadowych, Krakow

05 — 06.03.2020: E. Koko, A. Sajnég, D. Baralkiewicz, ,,Multiclemental analysis of
Chinese herbs samples by ICP-MS”, XIII Konferencja ,,Analiza specjacyjna — mozliwosci
1 kierunki rozwoju”, Poznan

Konferencje migdzynarodowe

04 -08.09.2022: E. Koko, A. Sajndg, D. Baralkiewicz, ,,Multiclemental speciation analysis
of Cd?*, Pb?* and (CHs)sPb* in herb roots by advanced hyphenated technique HPLC/ICP-
DRC-MS”, European Symposium on Analytical Spectrometry (ESAS) and the 17" Czech-
Slovak Spectroscopic Conference (CSSC), Brno, Czechy

30.11. - 03.12.2021: E. Koko, A. Sajndg, D. Baralkiewicz, ,,Hyphenated techniques in the
study of lead and cadmium species in herbs”, 21% European Meeting on Environmental
Chemistry, Macierz Serbska, Nowy Sad, Serbia
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https://doi.org/10.1038/s41598-021-00019-w
https://doi.org/10.1016/j.talo.2022.100119

18 — 19.05.2021: E. Koko, A. Sajnég, D. Baratkiewicz, ,,Optimization of the procedure for
determination of lead and cadmium species by HPLC/ICP-DRC-MS in herbs of Chinese
origin”, 47th International Conference of SSCHE, Bratystawa, Stowacja

29.01. — 03.02.2023: D. Baratkiewicz, A. Sajnég, E. Koko, Multielemental speciation
analysis of Cd?*, Pb2* and (CHs)sPb* in herb roots by advanced hyphenated technique
HPLC/ICP-DRC-MS, European Winter Conference on Plasma Spectrochemistry, Lublana,
Stowenia

29.01. — 03.02. 2023: A.Sajnog, E. Koko, D. Kayzer, D. Baratkiewicz, Applying
chemometric tools to search for relationships between elements in herb roots determined
by ICP-MS, European Winter Conference on Plasma Spectrochemistry, Lublana, Stowenia

Certyfikaty, warsztaty, podnoszenie kompetencji, dzialalnos¢ organizacyjna

23.03. — 04.05. 2021: Certyfikat kursu ,Estimation of Measurement Uncertainty
in Chemical Analysis”, Uniwersytet w Tartu, Estonia

08 — 11.04.2021: Kurs ,,Kontrola i zapewnienie jakosci w firmie farmaceutycznej”,
Warszawa

20.03.2021: Szkolenie: ,,Dobra Praktyka Laboratoryjna — zapewnienie jakos$ci badan
laboratoryjnych zgodnie z zasadami DPL”, Lublin

05 — 06.03.2020: Uczestnictwo w Komitecie Organizacyjnym XIII Konferencji ,,Analiza
specjacyjna — mozliwosci i kierunki rozwoju”, Poznan

05 — 06.03.2020: Warsztaty ,,Zastosowanie najnowszego analizatora do oznaczania rtgci
w probkach ciektych, statych 1 gazowych”, zorganizowane w ramach XIII Konferencji
»Analiza specjacyjna — mozliwosci 1 kierunki rozwoju”, Poznan

27.11.2018 — 08.02.2019: Certyfikat kursu ,,LC-MS Method Validation”, Uniwersytet
w Tartu, Estonia

06 — 08.03.2019: Uczestnictwo w Komitecie Organizacyjnym VII Konferencji
,Chemometria i Metrologia w Analityce”, Poznan

06 — 08.03.2019: Warsztaty ,,Wykorzystanie metod chemometrycznych w praktyce”,
zorganizowane w ramach VII Konferencji ,,Chemometria i Metrologia w Analityce”,
Poznan

11-17.09.2017: Kurs ,,Measurement Science in Chemistry Summer School”, Uniwersytet
w Tartu, Estonia

09 — 22.07.2017: Szkota Letnia ,International Summer School Analytical Science
Metrology and Acreditation”, Druskienniki, Litwa

01 — 03.03.2017: Warsztaty ,,Zasady stosowania metrologii w pomiarach chemicznych”,
zorganizowane w ramach VI Konferencji ,,Chemometria i Metrologia w Analityce”,
Poznan
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Praktyki i staze
01.04 — 30.06.2022: Staz w Aquanet Laboratorium Sp. Z o.0.

03 —29.09.2018: Praktyka studencka w Wojewodzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej
w Poznaniu

29.06. — 14.08.2015: Praktyka studencka w Laboratorium ALAB HCP, Poznan
Realizowane projekty

OPUS-13, ,,Wielopierwiastkowa analiza specjacyjna ciektych i stalych probek zywnosci
zaawansowang technikg sprz¢zong HPLC/ICP-DRC-MS. Nowe procedury analityczne dla

oznaczania toksycznych form specjacyjnych pierwiastkow: As, Pb, Cd, Cr i Sb”,
nr projektu: 2017/25/B/ST4/00374, funkcja: wykonawca

Nagrody i osiggniecia
2022/2023: Stypendium naukowe przyznane przez Rektora UAM

10 — 11.06.2021: Nagroda za najlepsza prezentacj¢ ustna, V Konferencja Mlodych
Chemikow Sadowych, Krakow

2021: Nagroda zespolowa III stopnia za osiggni¢cia naukowe przyznana przez Rektora
UAM
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