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Biomonitoring metali ciężkich w ekosystemach wód śródlądowych 

Krzysztof Kilian*, Jerzy Golimowski*, Krzysztof Dmowski*, Jarosław Kucharzyk*, 
Krystyna J akimowicz-Hnatyszak* 

Metale ciężkie należą do najczęściej spotykanych zanie­
czyszczeń w środowisku wodnym. Na rozprze~trzeniani~ 
się metali ciężkich w wodzie duży wpływ mają warunki 
fizykochemiczne panujące w zbiorniku. W efekcie sedy­
mentacji zawiesin i adsorpcji na powierzchni koloidów więk­
szość metali jest kumulowana w osadach dennych. Metale 
te pod wpływem zmiany warunków fizykochemicznych 
mogą być uwalniane i włączać się w sposób niekontr~l?wa­
ny do cykli biogeochemicznych. Tą drogą metale tr~fI~ją .do 
łańcuchów pokarmowych, ulegając bioakumulacJI I blO-
magnifikacji. /. . 

Ryby, dzięki specyficznym cechom, szczegolme nadają 
się do bioindykacyjnej oceny skażenia wód. Ze s~ażony~h 
wód chłoną one substancje toksyczne całą powIerzchmą 
ciała, a także pobierają duże ilości ksenobiotyków podczas 
oddychania i odżywiania się. 

Spośród wielu gatunków na wyróżnienie zasługuje 
leszcz (Abramis brama L.). Zawartość metali ciężkich w 
jego tkankach informuje o skażeniu środo~iska i zmi~ach 
tych skażeń w czasie. Zaletami leszcza Jako orgamzmu 
biomonitoringowego jest również duża częstość występo­
wania, ograniczona migracja oraz silny związek z przy~en­
ną strefą zbiorników. Dlatego leszcz został wybrany Jako 
gatunek monitoringowy w Europie i jest wykorzystywany 
w długofalowych badaniach biomonitoringowy~h, pro~a­
dzonych przez banki prób środowiskowych (Gohmowski & 
Dmowski, 1997; Kilian i in., 1997). 

Część doświadczalna 

Aparatura: . 
-- spektrometr ICP-AES Philips PV 8060 (HolandIa) z 

nebulizerem ultradźwiękowym Cetac U-5000 AT (USA), 
-- spektrometr AAS Perkin Elmer ZL 4100 (Niemcy) z 

korekcją tła metodą Zeemana, . 
-- spektrometr Altec AMA 254 (Czechy) do oznaczanIa 

Hg metodą zimnych par, 
-- mineralizator mikrofalowy CEM MDS 81 D (USA), 
-- mineralizator mikrofalowy Prolabo Maxi Digest 

MX350 (Francja). 

Odczynniki: 
-- HN03 65%, HCI 38% Instra-Analyzed (J.T. Baker, 

USA), 
-- NH4N03, H20 2 p.a. (Analar, Wielka Brytania), 
-- wielopierwiastkowe roztwory wzorcowe QCS3, 

QCS4, MCS3 (Radian, USA), . . 
-- jednopierwiastkowe roztwory wzorcowe TItnsol 

(Merck, Niemcy), 
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-- woda dejonizowana w systemie MilliQ (Millipore, 
USA). 

Materiał do badań 

Dorosłe leszcze (Abramis brama) były poławiane siecią 
we wrześniu 1997 r. w następujących miejscach: 

-- rzeka Wisła: Jezioro Włocławskie, 
poniżej Płocka, 

-- rzeka San: powyżej Stalowej Woli (Nisko), 
poniżej Stalowej Woli (Stalowa), 
ujście Sanu do Wisły (Wrzawy). 

Odławianie, pomiary morfometryczne, oznaczanie wie­
ku ryb na podstawie rocznych przyrostów łusek i izolowanie 
tkanek przeprowadzono zgodnie z procedurą standardową 
niemieckiego banku prób środowiskowych (Klein & Paulus, 
1995). 

Do badań wyizolowano: mięśnie jako próbki do ozna­
czania rtęci, wątroby do oznaczania pozostałych metali cięż­
kich. Były to próbki pobrane z osobników należących do tej 
samej klasy wiekowej, tzn. 6-9-letnie ryby. 

Próbki mięśni (ok. 20 g świeżej masy) oraz wątroby (ok. 
5-10 g) każdego osobnika umieszczano w kolbach okrągło­
dennych i wstępnie rozdrabniano za pomocą pręta teflono­
wego. Następnie próbki te zamrażano do temp. ok. -70°C 
przez zanurzenie kolb w mieszaninie suchy lód-aceton. Tak 
przygotowane próbki poddawano liofilizacji w temperatu­
rze wymrażania -55°C i przy próżni 310-3 mm Hg. Czas 
trwania liofilizacji próbek wątroby wynosił 24 h, a próbek 
mięśni 72 h. Próbki uchroniono przed zanieczyszczeniem, 
używając filtrów bibułowych przy wprowadzaniu powietrza 
do kolb po liofilizacji. . 

Liofilizowane próbki mielono w cyrkonowym młyme 
kulowym w temperaturze pokojowej, a następnie przesie­
wano przez sito nylonowe o oczkach 0,5 mm i przechowy­
wano w pojemnikach z polietylenu. 

Mineralizacja próbek 

W badaniach zastosowano dwie metody rozkładu pró­
bek z użyciem energii mikrofalowej: mineralizację w syste­
mie zamkniętym i otwartym. 

Mineralizacja w systemie zamkniętym: do 500 mg prób-
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Ryc. 1. Program mineralizacji w ciśnieniowym układzie mikrofa­
lowym 
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ki dodawano 8 mI wody królewskiej, po 3 godzi- Tab. l. Zawartość metali w wątrobach leszczy [f.lglg s.m.] 
nach zamykano naczynie ciśnieniowe i umiesz­
czano w kuchence mikrofalowej. Stosowano 
typowy program mineralizacji przedstawiony na 
ryc. 1. Mineralizaty uzupełniano wodą do 25 g. 
Roztwory były klarowne o zabarwieniu lekko 
żółtym. 

Pierwiastek G.O 
(6s) 

Jezioro SanlNisko San/Stalowa San/Wrzawy 
Włocławskie 

Mineralizacja w systemie otwartym: do 1 g 
próbki dodawano 8 mI wody królewskiej i pro­
wadzono mineralizację w mineralizatorze Prola­
bo do całkowitego roztworzenia próbki. Nas­
tępnie próbki rozcieńczano wodą do 25 g. Roz­
twory miały wyraźne żółte zabarwienie. 

Ze względu na znaczną liczbę próbek, w 
dalszych badaniach rutynowych stosowano me­
todę mineralizacji w systemie zamkniętym. 

Oznaczanie metali 

Oznaczenia prowadzono metodami lCP-

Zn 
Cu 
Cr 
Cd 
Mn 
Al 

As 

Co 
Mo 
Ni 

Pb 

Ti 

V 

Ag 

0,1 79±14 

0,05 1O±4 

0,1 0,56±0,09 

0,05 0,09±0,08 

0,02 5,7±0,9 

0,8 5,4±1,5 

2 <2 

0,2 <0,2 

0,25 0,8±0,2 

0,5 <0,5 

1,2 <1 ,2 

0,02 0,08±0,04 

0,05 0,14±0,06 

0,05 0,3±0,2 

88±12 78±12 95±11 

28±8 18±7 35±17 

0,60±0,1O 0,55±0,05 0,63±0,1O 

0,3±0,2 1,4±1,0 1,1±0,8 

10,5±1,6 7,8±0,8 1O±3 

4,7±0,7 7±2 5±3 

<2 <2 <2 

<0,2 <0,2 <0,2 

0,7±0,2 0,6±0,2 0,5±0,1 

<0,5 0,6±0,3 <0,5 

<1 ,2 <1,2 <1 ,2 

0,07±0,03 0,3±0,2 0,3±O,2 

0, 18±0,03 0, 18±0,03 0,21±O,04 

0,4±0,3 0,2±0,2 0,4±0,3 

AES, ET-AAS, a także metodą AAS zimnych 
par (Hg). 

Tab. 2. Wyniki oznaczenia Pb i Cd w wątrobach leszczy po mineralizacji 
w systemie zamkniętym metodą ET -AAS [f.lglg s.m.] 

Metodą lCP-AES oznaczano następujące 
pierwiastki: Pb, As, Cd, Cr, Co, Cu, Mo, Ni, 
V, Zn, Ti, Al, Mn, Ag. W celu poprawy granicy 
wykrywalności zastosowano nebulizer ultra­
dźwiękowy. Do korekcji interferencji niespe­
ktralnych w lCP-ABS, spowodowanych matrycą 
zastosowano standard wewnętrzny: Be-Sc o stę­
żeniu 0,25 mg/l. 

Pierwiastek GO 
(6s) 

Jezioro SanlNisko San/Stalowa San/Wrzawy 
Włocławskie 

Pb 0,2 0,5±0,1 0,30±0,06 0,9±O,7 0,5±0,2 

Cd 0,03 0,06±0,02 0,4±0,2 1,4±O,9 1,1±0,7 

Tab. 3. Wyniki oznaczania Pb i Cd metodą ET -AAS w materiałach 
odniesienia po mineralizacji mikrofalowej w systemie zamkniętym [f.lglg] 

Do oznaczeń ilościowych zastosowano meto­
dę krzywej kalibracji, posługując się wielopier­
wiastkowymi roztworami kalibracyjnymi. Za 
wynik przyjmowano średnią z trzech oznaczeń. 
Po zbadaniu każdych 5 próbek przeprowadzano 
weryfikację krzywej kalibracji. 

W metodzie ET-AAS do oznaczeń Pb i Cd 
zastosowano modyfikator palladowy oraz doda-

Pierwia-
stek 

Pb 

Cd 

tek NH~03, w celu uniknięcia strat związanych z lotnością 
chlorków metali. Do dozowania próbek zastosowano auto­
sampler. 

Oznaczanie rtęci wykonano w próbkach stałych, bez ich 
roztwarzania metodą CV -AAS za pomocą monofunkcyjne­
go analizatora. 

Wyniki 

Stosując metodę lCP-ABS wykonano badania wstępne 
zawartości metali w zmineralizowanych próbkach tkanek. 
Wyniki przedstawiono w tab. 1. 

Ze względu na wysoki limit detekcji metody lCP-AES 
oznaczenie Pb wykonano metodą ET-AAS. Oznaczenia 
kadmu metodą ET-AAS wykonano w celu sprawdzenia 
wyników uzyskanych metodą lCP -AES. U zyskane rezultaty 
przedstawia tab. 2. 

Poprawność uzyskanych wyników sprawdzano analizu­
jąc materiały referencyjne SRM l577b (wątroba wołowa) i 
BCR 186 (nerka wieprzowa) i wewnętrzny materiał kontrol­
ny niemieckiego banku prób środowiskowych (wątroba le­
szcza). Uzyskane wyniki przedstawiono w tab. 3. Uzyskano 
również zadowalającą zgodność oznaczeń Cd metodą lCP­
AES i ET-AAS w poszczególnych próbkach. 

Do oznaczania Hg w mięśniach leszczy zastosowano 
metodę CV-AAS, ze względu na dostatecznie niski limit 
detekcji oraz możliwość badania próbek stałych, co uprasz-

SRM 1577b BeR 186 Materiał kontrolny 
wątroba leszcza 

wartość ozna- wartość ozna- zawartość ozna-
certyfikowana czono certyfikowana czono podana czono 

0, 129±O,004 <0,2 0,306±0,011 0,35 0,5- 0,6 0,67 

0,50±O,03 0,55 2,71±O,15 2,85 0,10-0,15 0,1 

Tab. 4. Wyniki oznaczeń Hg w mięśniach leszczy metodą 
CV - AAS [f.lglg s.m.] 

Jezioro SanlNisko San/Stalowa San/Wrzawy 
Włocławskie 

0,32±0,05 0,60±O,09 0,5±O,1 0,55±0,02 

cza znacznie procedurę analityczną i zapobiega ewentual­
nym stratom lotnego analitu. 

U zyskane wyniki oznaczeń Hg w mięśniach leszcza 
przedstawiono w tab. 4. 

Rtęć oznaczono również w materiale odniesienia BCR 
185 (wątroba wieprzowa), uzyskując wyniki zgodne z cer­
tyfikatem (wartość certyfikowana 443 ng/g, uzyskany wy­
nik 43,6 ng/g). 

Wnioski 

Zbadano tkanki 18 leszczy , w których oznaczono zawar­
tość metali ciężkich. Jest to niewystarczający materiał, aby 
można było wyciągnąć wnioski na temat zanieczyszczenia 
Wisły i Sanu. Można jednak zauważyć pewne prawidłowo­
ści: 

• Zawartość Hg w mięśniach wszystkich leszczy z Sanu 
jest wyższa niż w mięśniach ryb pochodząch z Wisły, co 
może mieć związek z intensywną gospodarką rolną na tere­
nie Kotliny Sandomierskiej. 

921 



Przegląd Geologiczny, vol. 46, nr 9/2, 1998 

• Wyższą zawartość Cd i Pb została zaobserwowana w 
wątrobach leszczy pochodzących z Sanu z okolic Stalowej 
Woli, gdzie są zlokalizowane liczne zakłady przemysłu 
elektromaszynowego i ciężkiego. 

• Wyniki badań potwierdzają przydatność leszcza w 
badaniach biomonitoringowych wód śródlądowych. Za naj­
ważniejsze należy uznać możliwość śledzenia zawartości 
pierwiastków silnie toksycznych i ulegających bioakumula­
cji, takich jak Cd, Pb, Hg. 

Autorzy pracy dziękują pani Helenie Pabisiak z Polskiego 
Zwiazku Wędkarskiego w Tarnobrzegu za pomoc w zorganizowa­
niu badań w terenie. 
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Technika ekstrakcji do fazy stałej w analizie chemicznej 

Krystyna Pyrzyńska* 

Rozwój instrumentalnych metod analizy chemicznej 
stwarza coraz większe możliwości jakościowego wykrywa­
nia i ilościowego oznaczania substancji w skomplikowa­
nych próbkach. Jednak - pomimo znacznej czułości i spe­
cyficzności wielu nowoczesnych technik analitycznych -
wstępne zatężanie analitu i oddzielenie go od matrycy, czyli 
innych substancji występujących w badanej próbce w nad­
miarze, jest w dalszym ciągu niezbędnym warunkiem dok­
ładnego i precyzyjnego wyniku oznaczenia. Operacje te w 
praktyce analitycznej pochłaniają wiele czasu. Nic więc 
dziwnego, że etap przygotowania próbki do analizy zyskuje 
rangę jednego z ważniejszych zadań chemii analitycznej. 
Badania są prowadzone w kierunku automatyzacji tego pro­
cesu, co ma szczególne znaczenie w analizie rutynowej. 

Spośród wielu metod, techniki sorpcyjnego oczyszcza­
nia i zatężania są bardzo często wykorzystywane. Wyodręb­
nianie analitu przy użyciu faz chemicznie związanych (sor­
benty, wymieniacze jonowe, modyfikowane wypełnienia) 
jest w literaturze określane jako ekstrakcja do fazy stałej (z 
ang. solid-phase extraction, SPE). Metody SPE eliminują 
niedogodności ekstrakcji rozpuszczalnikowej i umożliwiają 
selektywne zatrzymywanie śladowych ilości analizowa­
nych substancji na odpowiednio dobranym złożu kolumny. 
Wymycie zaadsorbowanych substancji za pomocą objętości 
eluentu zapewnia wielokrotny wzrost stężenia analitu. Za­
stosowanie selektywnej elucji umożliwia także rozdzielenie 
kilku substancji lub np. różnych indywiduów chemicznych 
tego samego pierwiastka (analiza specjacyjna). 

Technika SPE jest najczęściej stosowana do: 
- zatężania analitu, 
- usuwania składników matrycy 
- rozdzielania różnych indywiduów chemicznych da-

nego pierwiastka (analiza specjacyjna), 
- oczyszczania reagentów, 
- pobierania próbek wody. 
Typowy kształt kolumienek ekstrakcyjnych wykorzy­

stywanych w metodzie SPE wyglądem przypomina strzy­
kawki jednorazowego użytku. Są one wykonane z poli­
propylenu, a ich objętości wynoszą zwykle od 0,5 do 10 mI. 
Sorbent umieszczony w dolnej części jest utrzymywany 
przez porowate dyski polipropylenowe o średnicy porów 
około 20 !lm. W celu skrócenia czasu przygotowania próbki 
przed detekcją, można stosować różne techniki wymuszania 
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przepływu, np. za pomocą strzykawki, pompy perystaltycz­
nej lub wykorzystując standardowe zestawy do sączenia pod 
zmniejszonym ciśnieniem. Wybór wielkości kolumienki do 
danego zadania analitycznego zależy m.in. od objętości 
próbki, zawartości składników, złożoności matrycy i właści­
wości sorpcyjnych jej składników. 

W zależności od rodzaju oddziaływań czy też wiązań 
tworzonych międzyanalitem, sorbentem i rozpuszczalni­
kiem (eluentem), można rozróżnić kilka mechanizmów se­
paracji: 

- chromatografię w normalnym układzie faz z polar­
nym adsorbentem, 

- chromatografię w normalnym układzie faz z chemi­
cznie związaną fazą polarną, 

- chromatografię w odwróconym układzie faz z niepo­
lamą faza związaną, 

- chromatografię jonowymienną. 

W każdej z wymienionych metod występują siły mie­
dzycząsteczkowe, które wykorzystują oddziaływania mię­
dzy molekułami analitu i grupami funkcyjnymi w sorbencie. 
Szersze omówienie mechanizmów sorpcji zatężanych sub­
stancji można znaleźć w monografiach (Kirkland, 1976; 
Witkiewicz, 1995). Wybór optymalnego złoża kolumny 
ekstrakcyjnej do danego zadania analitycznego wymaga 
znajomości struktury chemicznej cząstek izolowanych oraz 
wiedzy o właściwościach różnych sorbentów. W tab. 1 
przedstawiono wykorzystywane w metodzie SPE mechaniz­
my separacji oraz stosowane rodzaje wypełnień kolumn. 
Dane te mogą być przydatne dla praktyka analityka. 

W chromatografii jonowymiennej najbardziej popular­
ne są jonity otrzymywane w reakcji polimeryzacji, a wśród 
nich kopolimery styrenu i diwinylobenzenu, którego pro­
centowa zawartość w jonicie jest miarą stopnia usieciowania 
polimeru. Jonity te charakteryzują się dużą odpornością 
chemiczną i mechaniczną oraz praktycznie całkowitą 
nierozpuszczalnością we wszystkich rozpuszczalnikach. 
Selektywność procesu wymiany jonowej, tzn. zdolność wy­
mieniacza do preferowania niektórychjonów w stosunku do 
innych, zależy od charakteru i liczby grup funkcyjnych, 
usieciowania szkieletu wymieniacza oraz składu i rodzaju 
zewnętrznego roztworu elektrolitu. Jednak zwykłe kationity 
i anionity charakteryzują się niewielką selektywnością w 
stosunku do poszczególnych składników mieszaniny, gdyż 
różnice w powinowactwie np. jonów metali są związane z 
ich właściwościami fizycznymi, jak ładunek lub rozmiar 
solwatowanych jonów. Stąd wprowadzenie do matrycy 




