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Rozdzial 1

METALE CIEZKIE W WODZIE ORAZ PLECHACH
ZIELENICY ULVA (ULVOPHYCEAE, CHLOROPHYTA)

Bogustawa Leska'!, Michal Ptaszkiewicz', Beata Messyasz?, Andrzej
Rybak?

' Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Wydzial Chemii, Grunwaldzka
6, 60-780 Poznan

2 Uniwersytet im. Adama Mickiewicz, Wydzial Biologii, Instytut Biologii
Srodowiska, Zaktad Hydrobiologii, Umultowska 89, 61-614 Poznan

1. WSTEP

Glony (algi) maja bardzo szerokie zastosowanie i znaczenie w przyrodzie.
Moga by¢ wskaznikami zanieczyszczenia wody oraz $rodowiska w jakim si¢
znajduja. Stanowig czgsto najwicksze zrodto biomasy w wodach, szczegolnie
morskich. Pelnig bardzo wazng funkcj¢ w utrzymaniu réwnowagi srodowiska
wodnego a ich obecno$¢ jest czynnikiem niezbednym do prawidtowego
funkcjonowania ekosystemow oceanicznych, morskich i stodkowodnych.
Formy planktonowe glonow odgrywaja takze duze znaczenie w procesie
biologicznego samooczyszczania si¢ wod. Przyczyniaja si¢ do oczyszczania
wod z pierwiastkow biogennych (N, P).

W literaturze mozna znalez¢ informacje, ze niektére glony z gatunkéw
Ulva (= ulwa, blonica, watka) moga by¢ dobrymi wskaznikami podwyzszonych
koncentracji chlorkow czy azotu w wodzie i skazenia wod metalami cigzkimi.
Badania nad bioindykacyjng rolg tych glonéw prowadzono dotychczas w
estuariach i w pasie wod przybrzeznych moérz i oceanoéw. Coraz czgstsze
masowe pojawy makroglonow Ulva w wodach $rodladowych zainicjowaly tego
typu badania z wykorzystaniem plech tej zielenicy. Celem przeprowadzonych
badan byto okreslenie st¢zenia wybranych pierwiastkow (Cd, Pb, Ni, Mg, Ca)
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w komorkach plech Ulva oraz w wodzie, w ktdrej te plechy intensywnie si¢
rozwijaly. Ponadto probowano okresli¢ czy w komorkach Ulva dochodzi do
kumulacji metali cigzkich i jesli tak to jakich pierwiastkow.

2. ZASTOSOWANIE GLONOW W ENERGETYCE

Zastosowanie glonéw w energetyce i przemysle odnosi si¢ gtéwnie do
oczyszczania spalin 1 produkcji biopaliw. Zielenice cechujg si¢ cenng wiasnoscig
pochtaniania tlenkéw azotu i wegla z wydzielaniem czystego tlenu i azotu oraz
przydatnych produktéw ubocznych. Proces ten przebiega w ramach fotosyntezy
stanowigcej podstawe metabolizmu roslin.

Z powodu duzej zaleznosci intensywnosci metabolizmu glonow od
nastonecznienia, dotychczas projektowane uktady oczyszczania spalin na
bazie tych organizméw byly z konieczno$ci zbyt ztozone i kosztowne dla
wigkszych aplikacji. W praktyce uklady te przybraty ksztalt duzych, ptytkich
zbiornikéw wyposazonych w ztozone instalacje pompowe i filtrujace lub tez
byly zamknigtymi bioreaktorami o nie mniej skomplikowanej budowie i
wysokich kosztach eksploatacji. W obu koncepcjach nie udato si¢ rozwigzaé
w zadowalajgcy sposob problemu optymalnego nastonecznienia catej objetosci
glondw, a takze ich dostarczania i usuwania do i z instalacji. Post¢pu na drodze do
opanowania technologii oczyszczana spalin za pomoca glonéw dokonaty ostatnie
badania. Technologia, ktora zostala opracowana umozliwia zamian¢ gazowych
zanieczyszczen na wysokokaloryczng biomase o wielorakich zastosowaniach,
m.in. jako biopaliwo, sktadnik pokarmow, surowiec dla przemystu chemicznego
farmaceutycznego, a takze do wytwarzania wodoru. Jeden z perspektywicznych
projektow, przewiduje budowg instalacji na bazie glonéw w elektrowni weglowej
o mocy 250 MW. Wytwarzataby ona 75 tys. barylek biooleju napgdowego
rocznie, jednoczesnie usuwajac 55 tys. ton dwutlenku wegla i 100 ton tlenkoéw
azotu. Pierwszym krokiem do tego celu stalo si¢ uruchomienie pilotowe;j
instalacji w elektrocieptowni w Cambridge (Massachusetts). Wedlug tworcow
uktadu wynalazek ten stanowi rozwigzanie przejSciowe miedzy poprzednimi
systemami, a nowymi, ekonomicznie optacalnymi koncepcjami dla energetyki.
Dodatkowg zaletg uktadu jest wspomniane wytwarzanie cennych pozostatosci
organicznych, ktdre nast¢gpniec mozna wykorzysta¢c do produkcji tworzyw
sztucznych 1 biooleju. Wysuszone pozostatosci glondéw mozna dodawaé do
wegla jako cenny sktadnik o charakterze paliwa odnawialnego [1].
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3. CEL BADAN

Celem badan bylo oznaczanie metali, takich jak wapn, magnez, nikiel,
olow oraz kadm w stodkowodnych i morskich formach makroskopowych
zielenic z rodzaju Ulva oraz w zbiornikach wodnych metodami fluorescencji
rentgenowskiej XRF (ang. X-ray Fluorescence) oraz spektrometrii emisyjnej ze
wzbudzeniem plazmowym ICP-OES (ang. Inductively. Copuled Plasma Optical
Emission Spectroscopy).

4. ZIELENICE (CHLOROPHYTA)

Zielenice w ujeciu taksonomicznym sg gromada glonéw [2] nalezaca do
cesarstwa Eucaryota (organizmy o komorkach posiadajacych jadro), krdlestwa
Plantae (ro$lin). W obrebie zielenic spotka¢ mozna zaréwno organizmy
jednokomoérkowe, jak rowniez wielokomodrkowe. Organizmy wielokomorkowe
(ktorymi w gldwnej mierze sa glony roslinopodobne) maja skomplikowany
stopien organizacji, co przejawia si¢ w ich zréznicowanej budowie plechy. Plechy
zielenic w zalezno$ci od gatunku moga osiaga¢ rozmiar od kilku mikronéw
do dziesigtek metrow, czesto przybierajac ksztalt gdzie mozna wyrdznic¢
czes¢ liscioksztattng (fylloid), todygoksztattng (kauloid) i chwytniki (ryzoid).
Chwytniki przytwierdzaja cialo glonu do dna morskiego zbiorniku wodnym,
by nie zostal on porwany przez prady ruchy wody. Natomiast pozostate czesci
plechy glonéw maja nie tylko podobny ksztatt, ale petnia takze podobne funkcje
co liscie i lodygi w naziemnych roslinach zielonych: fylloid pelni funkcje
asymilacyjna, a kauloidem transportowane sg sktadniki odzywcze.

Charakterystyczne dla  zielenic jest wystgpowanie barwnikéw
fotoaktywnych, podobnych do barwnikéw ro$lin zielonych: chlorofile b i
a, karoteny i ksantofil. Z tego powodu uwaza si¢, ze to wtasnie zielenice sa
praprzodkami roslin zielonych. Materiatem zapasowym w komorkach zielenic
jest skrobia, magazynowana w chloroplastach, w charakterystycznych tworach,
zwanych ziarnami skrobiowymi. Sciana komoérkowa zielenic jest zbudowana
z celulozy lub hemicelulozy (obie substancje sg polisacharydami). W rozwoju
zielenic wystepuja stadia zdolne do ruchu, wyposazone w dwie réwne wici,
dzieki ktérym mogg si¢ przemieszcza¢ w pozadanym kierunku [3, 4].

System oparty na budowie aparatu wiciowego, rodzaju kario- i cytokinezy
oraz, na wynikach badan genetycznych dzieli gromadg zielenic na 11 klas ale
tylko przedstawiciele 4 klas zielenic licznie wystepuja w wodach srédladowych
Polski [5].
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4.1. WYSTEPOWANIE ZIELENIC MAKROSKOPOWYCH W
WIELKOPOLSCE

Na terenie Wielkopolski najdoktadniej poznang grupa makroglonow sa
ramienice (Characeae,; Chlorophyta). Wigkszos¢ zkrajowych gatunkow ramienic
wystepuje w wodach stodkich, nieliczne z nich zwigzane sa z wodami lekko
zasolonymi. Na obszarze srédladowym Polski, poza wspomnianymi ramienicami,
wystepuje inna grupa interesujacych makroglondw, reprezentujacych
wyroéznialne makroskopowo zielenice z rodzaju Ulva (syn. Enteromorpha —
tasma). Wystepuja one w polskich jeziorach, stawach, strumieniach i rzekach
[6]. Gatunki nalezace do rodzaju Ulva sa kosmopolitycznymi makrozielenicami
spotykanymi w wigkszo$ci morz i oceandw Swiata. Rodzaj ten nie jest jednak
Scisle przywigzany do $rodowisk morskich. Jego przedstawicieli spotyka si¢
takze w wodach $rédladowych wielu krajow europejskich. Stodkowodne formy
0siggaja niejednokrotnie znaczng biomase i staja si¢ wyraznym dominatem w
warstwie powierzchniowej jezior, stawow oraz ekosystemow ptynacych, jak rzeki
i drobne strumienie. Znajomos¢ rozmieszczenia makroglondow z rodzaju Ulva na
obszarze $rodladowym kraju jest istotna ze wzgledu na funkcje bioindykacyjna
tych gatunkéw, jaka pelnia w ekosystemach wodnych. Obecno$¢ plech Ulva
w ekosystemach stodkowodnych moze wskazywaé takze na skazenia wod
metalami cigzkimi, jak i na obecno$¢ podwyzszonych koncentracji chlorkéw
[7].

Najpowszechniej spotykang makrozielenica w wodach stodkich Polski jest
Ulintestinalis L., z kolei najrzadsza jest U.paradoxa C. Agardh. Gatunki te sa
glonami epifitycznymi, porastajacymi wszelkie dostepne, zanurzone w wodzie
substraty, jak: skaly, muszle migczakow, falochrony, betonowe i metalowe
konstrukcje, czy kadluby statkéw. Centrum wystepowania form morskich tego
rodzaju w Europie znajduje si¢ w rejonach poéinocno-zachodniego Battyku.
Na terenie Polski wystepuje 13 taksonow z rodzaju Ulva, lecz jedynie 6 z nich
notowano w ekosystemach stodkowodnych zlokalizowanych w glebi kraju.
Gatunkami o szerokiej amplitudzie ekologicznej, zdolnymi do rozwoju w
wodach o zréznicowanym zasoleniu, jak i wodach stodkich s3: Ulva compressa
L., U. flexuosa Wulfen, U. flexuosa subsp. pilifera Blinding, U. intestinalis
L., U. paradoxa C. Agardh oraz U. prolifera J. Agardh. Gatunkami z rodzaju
Ulva zwiazanymi wylacznie z wodami przybrzeznymi Baltyku sa z kolei
Enteromorpha clathrata Greville, Ulva lactuca L., Enteromorpha lingulata
Agardh, Ulva linza L. Gardh, Ulva muscoides Clemente, Ulva procera (K.
Ahlner) Hayden i in., oraz Ulva radiata J. Agardh (Tabela 1).
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Tabela 1. Gatunki z rodzaju Ulva sp.wystgpujgce w ekosystemach morskich i
stodkowodnych Polski [7].

Lp. Ekosystemy

Gatunek Baltyk stodkowodne Polski

Enteromorpha clathrata Greville 1830
Ulva lactuca L. 1753
Enteromorpha lingulata Agardh 1883
Ulva linza L. Gardh 1883
=(Enteromorpha linza J. Gardh 1883)
Ulva muscoides Clemente 1807
=(Enteromorpha ramulosa Hooker 1883)
Ulva procera (Ahlner)
=(Enteromorpha ahlneriana Blinding 1963)
Ulva radiata (J.Agardh)

7. =(Enteromorpha radiata (J.Agardh) + -
Lakowitz 1928)

Ulva flexuosa Wulfen 1803
=(Enteromorpha flexuosa)

bl el Nl
+ |+ |+ +

Ulva flexuosa subsp. pilifera Blinding 1963
9. =(Enteromorpha flexuosa subsp. pilifera + +
Blinding 1963
Ulva paradoxa C.Agardh 1817
10. =(Enteromorpha flexuosa subsp. paradoxa + +
(C.Agardh) Blinding 1963
Ulva compressa L. 1753
=(Enteromorpha compressa (L.) Ness 1820)

12 Ulva intestinalis L. 1753 N N
" | =(Enteromorpha intestinalis (L.) Link 1820

Ulva prolifera J. Agardh 1883
=(Enteromorpha prolifera J. Agardh 1882

11.

13.

5. METODYKA BADAN
5.1. METODY MINERALIZACJI PROBEK ROSLINNYCH

Aby probka zostata przebadana musi by¢ przeprowadzona w posta¢ ptynna.
Metodg przeprowadzania ciala stalego w ciecz jest mineralizacja. Podczas
rozktadu (mineralizacji) prébek roslinnych najwazniejszym problemem jest
catkowite utlenienie cze$ci organicznej, przy mozliwie najmniejszych stratach
oraz najmniejszym zanieczyszczeniu materialu analizowanego. Ogoélnie stosuje
si¢ dwie r6zne metody mineralizacji: na mokro lub na sucho. Obecnie w analityce

13
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materiatu roslinnego wigksza role odgrywaja techniki rozktadu probek na mokro,
pod wptywem tlenu uwalnianego z kwaséw w podwyzszonej temperaturze.

5.1.1. MINERALIZACJA NA SUCHO MATERIALU ROSLINNEGO

Jest to najstarsza i najprostsza (bez uzycia reagentow) metoda polegajaca
na zweglaniu (spopielaniu) materiatu roslinnego w piecu muflowym stosujac
zakres temperaturowy:

e 400-600 °C,

e 500-600 °C (2 h),

e 500-800 °C (30 min) oraz temp. 456 °C przez 2 hi4 h lub 450 °C przez

4hi24h.

Do pozostatosci po mineralizacji dodawano: HCI, HCI+HNO,+HCIO,,
HCI+HNO,+HF, HNO,+HCIO,, HNO,+H,0, i ogrzewano na fazni wodnej, az
do rozpuszczenia pozostatosci mineralne;j.

5.1.2. MINERALIZACJA NA MOKRO MATERIALU ROSLINNEGO

Rozktad na mokro moze by¢ prowadzony zarowno w uktadzie otwartym
jak 1 zamknigtym. Rozktad w uktadzie zamknigtym jest szczegolnie polecany
w analizie $ladowej. W ten spos6b mozna unikng¢ strat analitow oraz
zapobiec wtornym zanieczyszczeniom probki, a takze przeprowadzi¢ rozktad
w podwyzszonej temperaturze i ciSnieniu, co ma niebagatelne znaczenie dla
skrocenia czasu przebiegu procesu. Nalezy zaznaczyé, ze temperatury stosowane
w trakcie rozktadu na mokro sg znacznie nizsze niz przy rozktadzie na sucho.
W zwigzku z tym straty zwigzane z odparowaniem lotnych sktadnikow sa
mniejsze. Jednak, w przypadku rozktadu na mokro dos$é¢ czesto nie zachodzi
catkowite rozpuszczenie probki. W czasie rozktadu na mokro moze wystapic¢
jeszcze jedno niepozadane zjawisko, a mianowicie wspolstracenie analitow z
osadem tworzacym si¢ w mieszaninie utleniajacej, uzywanej do rozktadu (np.
wspolstracenie PbSO, na osadzie CaSO, w trakcie rozktadu probki) [8, 9].

5.2. APARAT ,,MARSXPRESS”

Mikrofalowy system przygotowania probek, model MARS przeznaczony
jest do laboratoryjnego roztwarzania, rozpuszczania, hydrolizy, ekstrakcji lub
suszenia szerokiego zakresu materiatdw. Gtownym jego zadaniem jest szybkie
przygotowanie probek do analizy za pomocg spektrometrii absorpcji atomowej
(AA), spektrometrii emisyjnej (ICP) oraz chromatografii gazowej lub cieczowe;.

14
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Urzadzenie MARS sktada si¢ z:

e generatora mikrofalowego o mocy wyjsciowej regulowanej przez
operatora w zakresie do 1600 W,

e pokrytej tworzywem fluoropolimerowym wneki mikrofalowe;,

*  wentylatora wngki oraz rury wentylacyjnej do odciggu oparow,

*  wbudowanego komputera pozwalajacego na zaprogramowanie 100
programow, zawierajacych maksymalnie do 5 etapow,

* naprzemiennego lub ciaglego systemu talerza obrotowego,

e trzech ukladow zabezpieczen drzwi oraz systemu blokady,
zabezpieczajacej przed emisja mikrofal, gdy drzwi urzadzenia sa
otwarte.

15
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Urzadzenie MARS wykorzystuje energi¢ mikrofalowa do ogrzewania
probek. Zwiazki takie jak woda oraz inne roztwory polarne szybko pochtaniaja
energic mikrofalowa. Probka umieszczona w naczyniu przepuszczajagcym
mikrofale z roztworem polarnym lub jonowym (zwykle roztworem kwasu) jest
poddawana wewnatrz urzadzenia MARS szybkiemu ogrzaniu pod zwigkszonym
ci$nieniem, co powoduje jej roztworzenie lub rozpuszczenie w bardzo krotkim
czasie.

6. METODY ANALITYCZNE STOSOWANE W PRACY

Do wykonania analizy jakosciowej i ilosciowej badanej substancji stosuje
si¢ rozne techniki analityczne, do ktorych naleza metoda spektrometrii ICP-
OES, oraz metoda, ktora pozwala tatwo i szybko oznaczy¢ sktad jako$ciowy
badanych substancji czyli spektrometria XRF.

6.1. SPEKTROMETRIA ICP

PUT000

ICP-MS nalezy do grupy metod analitycznych umozliwiajacych szybka
analize wielopierwiastkowa w réznego typu materiatach biologicznych i
srodowiskowych. Metoda ta wymaga przeprowadzenie probek statych do postaci
cieklej za pomoca mineralizacji kwasem azotowym V w piecu mikrofalowym
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»MarsXpress”. Technika ta jest bardzo czuta, selektywna, i charakteryzuje sig¢
wysoka precyzja, 1 niska granica wykrywalnosci w zakresie ppm i ppb.

Spektrometria mas ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprzezonej
(ang. inductively coupled plasma mass spectometry, ICP-MS) jest technikg, w
ktorej wykorzystuje si¢ pomiar intensywnosci strumienia powstatego w plazmie
jonéw. Wytworzone jony w plazmie sprzezonej indukcyjnie sa nastepnie
rozdzielane za pomocg analizatora mas ze wzgledu na ich warto§¢ stosunku
masy do tadunku. Do zalet ICP-MS naleza bardzo niskie granice wykrywalnosci
wielu pierwiastkbw na poziomie pg/L uzyskiwane dzigki blisko 100 %
wydajnosci jonizacji w plazmie ICP, duza selektywnos$¢ i doskonata czutose,
ktére umozliwiajg oznaczenie catego spektrum pierwiastkow w tym samym
czasie, a takze okreslenie stezen poszczegolnych izotopow danego pierwiastka
w ztozonych matrycach [8].

Probki sg analizowane w postaci cieklej za pomoca systemu
wprowadzajacego, sktadajgcego si¢ z rozpylacza i komory mgielne;.

I. Charakterystyka widma atomow (jondw)

Kazdy pierwiastek przeprowadzony w stan lotny, a nastgpnie wzbudzony
(przejécie do wyzszego stanu energetycznego) w odpowiednim zZrdédle plazmy,
emituje promieniowanie elektromagnetyczne, ktoére zawiera jedynie pewne,
charakterystyczne dla danego pierwiastka dtugosci fal: A1, A2 .... Promieniowanie
to mozna rozszczepi¢ za pomoca przyrzadow spektralnych i zarejestrowaé jako
widmo liniowe danego pierwiastka, czyli zbior linii spektralnych o okreslonych
dlugosciach fal, charakterystycznych dla danego pierwiastka i jego stanu
energetycznego. To, ze widmo atomdéw i jonow jest liniowe wynika z faktu, ze
ich energia wewnetrzna jest kwantowana. Swiatto emitowane przez wzbudzone
atomy przypada na obszar widzialny widma (380 - 780 nm), bliska podczerwien
(w zakresie 780 — 1500 nm) oraz prézniowy i bliski ultrafiolet (w zakresie 100
— 380 nm).

Widmo liniowe danego pierwiastka, bedace funkcja struktury i obsadzenia
powtok elektronowych jego atomdéw, pozwala na jednoznaczne odroéznienie go
od pozostatych i1 dlatego stanowi podstawe jakosciowej analizy spektralne;j,
natomiast iloSciowa analiza spektralna opiera si¢ na zaleznosci jaka istnieje
miedzy natezeniem linii emisyjnej a zawarto$cig danego pierwiastka w badane;j
probce.

Atomowa spektrometria emisyjna pozwala na jednoczesne wykrycie
lub oznaczenie wielu pierwiastkdbw przy znikomych nawet zawarto$ciach
kazdego z nich. Metody analizy spektralnej znajduja zastosowanie w przemysle
chemicznym, metalurgicznym, farmaceutycznym, w badaniach geologicznych
i astrofizycznych; w medycynie, biologii, archeologii, ochronie $rodowiska
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kryminalistyce i wielu innych dziedzinach nauki i techniki.

Plazma indukcyjnie sprzgzona (ICP — inductively coupled plasma) jest
to wysokotemperaturowe wytadowanie generowane przez przewodzacy gaz
przeptywajacy przez pole magnetyczne o czestosci radiowej (najczesciej 27
MHz lub 40 MHz), wzbudzone cewka indukcyjna otaczajaca korpus palnika.
Niemal wylacznie stosuje si¢ plazme¢ argonowa; sktada si¢ ona z atomoéw
i jonow argonu oraz elektronow. Podczas gdy argon przeptywa przez palnik,
wytwarza si¢ krotkotrwate wytadowanie w wyniku czego z atomow argonu
wybijane sa elektrony. Pole magnetyczne wychwytuje je i przyspiesza. Dzigki
wysokiej energii elektrony, zderzajac si¢ z atomami argonu powodujg, w wyniku
reakcji tancuchowej, wytworzenie dalszych elektronow, a w konsekwencji
przeksztatcenie gazu w stan plazmy. Dostarczenie elektronom energii przez
cewke nazywa si¢ wzbudzeniem indukcyjnym. Plazma indukcyjnie wzbudzona
jest widoczna jako intensywne, §wiecgce wytadowanie o charakterystycznym
ksztatcie stozka. Temperatura plazmy jest bardzo wysoka i wynosi od 6000 do
10 000 K. Wysoka temperatura wptywa na zwigkszenie efektywnosci procesow
wzbudzenia i jonizacji oraz zmniejsza mozliwos¢ wystgpowania interferencji
chemicznych. Analizowana probka, najczesciej w formie roztworu, jest zasysana
przez uktad nebulizera za pomoca pompy perystaltycznej i wprowadzana w
postaci aerozolu do palnika. Tam zachodza kolejno procesy desolwatacji,
parowania, atomizacji, wzbudzania i jonizacji [9, 10].

Wzbudzone czastki emitujg promieniowanie elektromagnetyczne,
charakterystyczne dla danego pierwiastka. Promieniowanie jest rozszczepiane w
monochromatorze, a nastgpnie rejestrowane przez fotopowielacz, gdzie sygnat
optyczny jest zamieniany na sygnat elektryczny, a ten z kolei przetwarzany
na sygnat cyfrowy, ktory jest przekazywany do pamieci komputera. Kontrola
i sterowanie pracg przyrzadu oraz obrobka danych odbywa si¢ komputerowo,
przy zastosowaniu odpowiedniego oprogramowania.

Metoda emisyjnej atomowej spektrometrii indukcyjnie sprz¢zonej plazmy
(ICP-AES inductively coupled plasma atomic emission spectrometry) mozna
oznaczac ok. 70 pierwiastkow. Wsrod pierwiastkow, dla ktorych ta metoda nie
jest przydatna znajdujg si¢ m.in. niektére fluorowce i gazy szlachetne, poniewaz
ich atomy majg wysokie energie wzbudzenia, nieosiggalne w plazmie argonowe;j.
Granice wykrywalno$ci w ICP-AES sg bardzo niskie, rzedu ppb (ug/l); dla 33
pierwiastkdw nie przekraczajg 5 pg/l, a dla berylowcow sg nawet rzedu 0,1 ug/l.

Metoda ICP-AES cechuje si¢ dobra precyzja oraz szerokim zakresem
prostoliniowosci krzywej wzorcowej, rozciggajacym si¢ do stezen 104 - 106
razy wigkszych od granicy wykrywalno$ci, np. dla manganu gérna granica
stezenia dla mierzonej linii 0 A=257,61 nm wynosi 0,05g/1 (ok. 50ppm) a dolna
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0,4 ppb. Dzigki temu metoda ta daje mozliwos¢ doktadnego oznaczania danego
pierwiastka w zakresie od ilosci §ladowych po makrosktadniki bez koniecznosci
wielokrotnego rozcienczania probki.

Zasadnicze elementy spektrometru ICP:

*  rozpylacz probek,

*  palnik plazmowy,

e ukfad grzania indukcyjnego,

*  uklad sprzegajacy,

e analizator mas,

e detektor jonow,

*  uktad pomp [9, 10].

6.1.1. METODA ICP W ANALIZIE PROBEK SRODOWISKOWYCH

Zastosowanie spektrometrii mas ze wzbudzeniem w plazmie sprz¢zonej
indukcyjnie ICP nalezy do grupy metod analitycznych umozliwiajacych szybka
analiz¢ wielopierwiastkowg. Spektrometria mas ze wzbudzeniem w plazmie
sprzezonej indukcyjnie wykorzystuje zjawisko plazmy. Plazme definiuje si¢ jako
silnie zjonizowany gaz, w ktorym liczba wolnych elektrondéw jest rowna liczbie
jonéw dodatnich. Plazma sprzezona indukcyjnie jest specjalnym rodzajem
plazmy, generowane] w znajdujacym si¢ pod cisnieniem atmosferycznym
gazie (zwykle argonie), ktory przeptywa przez cewki indukcyjne wytwarzajace
wysokoenergetyczne pole magnetyczne o wysokiej czestotliwosci. Cewki te
zwykle pracuja z czestotliwosciag okoto 30 MHz i na poziomach energii 1000-
2000 W. Temperatura, jaka uzyskujemy w tak wytworzonej plazmie, zawiera
si¢ w przedziale 6000- -10 000 K, co jest wystarczajace, aby wzbudzié¢ lub
zjonizowac wigkszos$¢ badanych analitow. Kwarcowy palnik, w ktérym tworzy
si¢ plazma, sktada si¢ z trzech koncentrycznych rurek, przy czym w kazdej z nich
argon przeptywa z innym natgzeniem. Otrzymane w ten sposob trzy strumienie
argonu tworzg trzy gtowne sktadniki plazmy: zewngtrznym kanatem ptynie
gaz chtodzacy oraz pomocniczy, kanatem $rodkowym — gaz, ktory zapobiega
rozproszeniu lub zatamaniu si¢ stozka plazmowego, natomiast centralnym
kanatem wprowadzana jest probka w postaci acrozolu lub gazu. Jony pochodzace
z ICP sg nastepnie zasysane do wngtrza spektrometru masowego, przechodzac
przez dwa stozki (przewaznie niklowe, ale mogg by¢ réwniez wykonane z
platyny). Nastgpnie jony sa ogniskowane za pomocg soczewek jonowych i
przepltywaja dalej do wiasciwego detektora masowego, ktorym z reguly jest
kwadrupol. Analizator ten zbudowany jest z czterech symetrycznie utozonych
réwnoleglych pretow, najlepiej o przekroju hiperbolicznym. Przeciwlegte prety
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sa ze sobg polaczone elektrycznie, do dwoch sasiednich pretow kwadrupola
przytozone jest napigcie, ktore jest sumg napigcia statego i zmiennego. W tak
utworzonym polu elektromagnetycznym tylko jony o odpowiednim stosunku
tadunku do masy poruszaja si¢ w centralnej jego czeSci; pozostale ulegaja
rozproszeniu i nie przechodzg przez analizator. Poprzez zmiang napigcia stalego
lub zmiennego, a takze czgstotliwosci napigcia przytagczonego do pretdéw mozna
ustawic¢ analizator w taki sposob, aby przepuszczal tylko jony o okreslonym
zakresie stosunku masy do tadunku (m/z) i z okreslong doktadnoscia. Dzigki
niskim kosztom produkcji, prostemu dziataniu oraz relatywnie szybkiemu
rozdziatlowi jonéw ze wzgledu na ich stosunek masy do sygnatu sg one
najczesciej stosowanym analizatorem w technice ICP-MS. Tak rozdzielone
jony sa nastepnie zliczane w powielaczu elektronowym. Zasadniczymi
elementami spektrometru ICP-MS sa: uktad wprowadzania probek (nebulizer,
komora mgielna), palnik plazmowy, stozki, uktad soczewek jonowych,
analizator mas (kwadrupol), detektor jonéw oraz uktad pomp wytwarzajacych
proznie. Aby osiagnaé lepsza rozdzielczo$¢ i przez to zredukowacé powstajace
interferencje izobaryczne, mozna zastosowaé analizator masowy z podwojnym
ogniskowaniem lub dynamiczng komora reakcyjng. Dynamiczna komora
reakcyjna jest to dodatkowy kwadrupol umieszczony w przestrzeni pomiedzy
systemem soczewek jonowych a kwadrupolem analizujagcym. Przestrzen ta
wypelniona jest przez reaktywny gaz, np. CH, czy NH,. Gaz ten reaguje z
wiazka jondw, zmieniajac interferenty w formy, ktore juz nie przeszkadzaja
w oznaczaniu wybranych analitow. Interesujace nas anality sa natomiast w
warunkach panujacych w komorze stabilne i w niezmienionym stanie dostaja si¢
do analizatora masowego. Konwencjonalne systemy ICP-MS sa bardzo podatne
na interferencje pochodzace od tworzacych si¢ wieloatomowych polaczen
sktadnikéw matrycy w plazmie.

6.1.2. ZASTOSOWANIE ICP W ANALIZIE PROBEK
SRODOWISKOWYCH

Wigkszos¢ analizowanych obecnie typdw probek srodowiskowych, takich
jak: woda pitna, wody gruntowe, $cieki, wody rzeczne oraz morskie, odpady state,
gleby, osady $cickowe, osady rzeczne, a takze pyt zawieszony, wykorzystywana
jest do $ladowej analizy pierwiastkow. Bez watpienia wzrost zainteresowania tg
technikg w analizach srodowiskowych podyktowany jest ciagtym zaostrzaniem
si¢ przepisoOw dotyczacych zawarto$ci maksymalnej analitow w probkach.

Niejednokrotnie stezenia pierwiastkow (w tym gtownie metali ciezkich) w
probkach srodowiskowych sa tak niskie, ze wykraczaja poza mozliwosci detekcji
innych technik analitycznych, takich jak: AAS, ICP-OES, XRF itd. Rozwoj
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spektroskopii atomowej, w szczegolnosci ICP-MS, doprowadzil naukowcow
do lepszego zrozumienia kwestii zanieczyszczenia Srodowiska i wptywu metali
sladowych na ludzi.

Warto zwroci¢ uwage na kwestie efektow toksycznosci otowiu, zwlaszcza u
matych dzieci. Oléw moze uszkadza¢ osrodkowy uktad nerwowy, nerki, uktad
rozrodczy, a na wyzszych poziomach powodowac¢ nawet S$pigczke, drgawki
czy $mieré. Nie jest znane zadne biologiczne czy fizjologiczne zastosowanie
tego pierwiastka w organizmie ludzkim, ktorego wlasciwosci powoduja, ze jest
»chciwie” absorbowany przez organizm (najczgsciej przez skore lub doustnie).
Otow jest absorbowany w latwiejszy sposob, gdy w organizmie wystepuja
niedobory wapnia i zelaza. Okoto 90% tego metalu cigzkiego jest kumulowane
w kosciach. Stezenie otowiu we krwi mozna tatwo oznaczy¢, stosujac technike
ICP-MS. Wedtug dzisiejszych standardow uwaza si¢ za podwyzszone stgzenie
olowiu u dzieci powyzej 100 ppb, a u dorostych — powyzej 400 ppb, podczas
gdy w latach siedemdziesigtych XX w. poziom toksyczno$ci w wypadku dzieci
wynosit 300 ppb (1978).

W analizach §ladowych z wykorzystaniem materiatu roslinnego zawsze
spotykamy si¢ z problemem wyboru reprezentatywnej probki. Wiasciwe
wykonanie dziatan na tym etapie analizy w duzym stopniu gwarantuje uzyskanie
wiarygodnych wynikow. Dlatego tez, przy doborze probek materiatu roslinnego,
nalezy zwrdci¢ uwage na ujednolicenie probek pod wzgledem gatunkowym,
na zebranie odpowiedniej iloci materiatu, porg i czas poboru, wykorzystanie
tych samych czesci anatomicznych rosliny w toku calej analizy i wreszcie na
zanieczyszczenie probki.

W analityce $ladow moga by¢ zastosowane tylko takie techniki rozktadu,
ktore spetniajg nastgpujace wymagania:

e proces rozktadu probki przebiega ilosciowo, sktadniki organiczne
powinny ulec catkowitej mineralizacji, a nicorganiczne przejS¢ w
formy rozpuszczalne,

»  operacja rozktadu charakteryzuje si¢ duzg szybko$cig i niewielkimi
kosztami,

*  powinna istnie¢ mozliwos¢ automatyzacji procesu,

*  nowa matryca, ktora powstata po procesie rozktadu, nie moze stanowic¢
przeszkody w przeprowadzeniu oznaczenia z wykorzystaniem wybrane;j
metody lub techniki analitycznej.

Oczywiscie wszystkie czynnosci zwigzane z procesem rozktadu muszg
by¢ przeprowadzone z zachowaniem wymogdéw obowigzujacych w analizie
Sladowe;j. Zastosowanie wlasciwych technik przygotowania probek ma, bowiem
pierwszorzgdne znaczenie i w sposob znaczacy wplywa na jako$¢ wynikoéw
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apalicznych, ktore sa zrodtem informacji o badanym obiekcie materialnym.
Jesli na tym etapie zostang popeinione btedy, to moga one doprowadzi¢
do takiego znieksztalcenia wynikdw oznaczen koncowych, ze zamiast by¢
zrodtem informacji beda one przyczyna dezinformacji. Nalezy podkresli¢, ze
nie wszystkie techniki analityczne wykorzystywane w pierwiastkowej analizie
sladow wymagaja takiego samego stopnia rozktadu probki.

Ze wzgledu na ten czynnik, znane techniki analityczne mozna podzieli¢ na
trzy grupy:

* techniki nie wymagajace uprzedniego rozktadu probki (np. neutronowa

analiza aktywacyjna NAA),

* techniki wymagajace przynajmniej czesciowego rozktadu probki.
Doktadnos¢ wynikow, uzyskiwanych w przypadku zastosowania takich
technik, nie pozostaje w $cistym zwigzku ze stopniem rozktadu probki.
Istnieje jednak zawsze ryzyko wystapienia efektoéw matrycowych
zwigzanych z materig organiczng pozostata w probcee. Jako przyktady
tej grupy technik mozna wymieni¢ elektrochemiczng spektrometri¢
absorpcji atomowej (FAGAS), ptomieniowa spektrometri¢ absorpcji
atomowej (FAAS), spektrometri¢ emisji atomowej ze wzbudzeniem w
indukowanej plazmie (ICP-AES),

» techniki wymagajace catkowitej mineralizacji probki. Nalezg do nich
np. techniki elektrochemiczne — anodowa i katodowa woltamperometria
inwersyjna (ASV) oraz potencjometria z zastosowaniem elektrod
jonoselektywnych, czy spektroskopowe.

Droga prowadzaca od pobrania probki do uzyskania wyniku jest dtuga i
obejmuje kilka etapdw: pobieranie probki i jej zabezpieczanie, dostarczenie do
laboratorium, przygotowanie mechaniczne, przygotowanie chemiczne, analize
instrumentalng (pomiar) oraz opracowanie wynikow pomiaru .

6.2. SPEKTROMETRIA XRF

Spektrometria XRF jest technikg stuzaca do identyfikacji pierwiastkow w
danej substancji i okreslenia ich iloéci. Proces analizy jest bardzo szybkiipozwala
ostatecznie okresli¢ sktad pierwiastkowy probki. Pierwiastki sa wykrywane
na podstawie charakterystycznej dlugosci fali(X) Iub energii (E) emisji
promieniowania rentgenowskiego. Analizator wytwarza wiazke promieniowania,
ktora uderza w probke. Atomy probki pochtaniaja promieniowanie X, a nastgpnie
emituja promieniowanie o dlugosci fali charakterystycznej dla poszczegdlnych
pierwiastkow obecnych w probcee. Pierwiastki fluoryzujg na réznych poziomach
energetycznych, ktorych warto$¢ jest mierzona przez analizator.
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Zaletami spektrometrii XRF jest to, iz badanie nie jest inwazyjne, nie
niszczy probki oraz wymaga niewielkiego przygotowania probki [11,12].

Kazdy atom posiada ustalong liczbe elektrondw (czgstek natadowanych
ujemnie) rozmieszczonych na orbitalach wokoétjadra. Liczba elektronéw w danym
atomie jest rowna liczbie protonow (czastek natadowanych dodatnio) w jadrze
a liczba protonow jest rowna liczbie atomowej podanej w uktadzie okresowym
pierwiastkow. Do kazdej liczby atomowej przypisana jest nazwa pierwiastka,
np. zelazo (Fe) z liczbg atomowa 26. Spektroskopia z wykorzystaniem energii
rozproszonej (ED) XRF oraz spektroskopia z wykorzystaniem rozproszonej
dlugosci fali (WD) XRF wykorzystuja oddziatywania na orbitalu K, L oraz
M, gdzie K jest poziomem energetycznym najblizszym jadru. Kazdy orbital
elektronowy odpowiada okre$lonemu i réznemu dla kazdego pierwiastka
poziomowi energii.

Elektron wybity
Elektran . [wyemitowany)

Detektor

Wtdrne promizniowanie
rentgenowskis -
fluorescencja

Fotony pierwotnego
promieniowania RTG

Lampa rentgenowska

Rys. 1. Proces fluorescencyi.
6.3. SPEKTROMETRIA FLUORESCENCJI RENTGENOWSKIEJ

Cechy metody pomiarowej:

e analizy dotycza probek statych i cieklych (po odparowaniu
rozpuszczalnika), nieorganicznych i organicznych, biologicznych oraz
calych przedmiotow,

e zakres analizowanych pierwiastkoéw: od krzemu do najci¢zszych
(tacznie z lantanowcami i aktynowcami),

* roéwnoczesny pomiar zawartosci wielu mierzalnych pierwiastkow
wchodzacych w sktad probki,

* czulos¢ metody XRF wzrasta ze wzrostem liczby atomowej
pierwiastkow. W pierwszym zakresie od krzemu do rutenu, w drugim
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od rodu do najcigzszych, trzeci zakres przeznaczony jest glownie do
analizy lantanowcow. Niezaleznie od tego czuto$¢ jest proporcjonalna
do pierwiastka kwadratowego z czasu pomiaru. Po czasie pomiaru
przekraczajacym 1 godz. analiza zwykle uzyskuje rangg mikrosladowe;j.
Wyzsze czutosci odpowiadajg zawartosci pierwiastkow rzedu 10+
% (wagowo), po zabiegach mineralizacji - rzgdu 10° - 10° %, a po
odparowaniu rozcienczalnika (np. probka wody) nawet do 107 % w
odniesieniu do pierwotnej masy probki. Wymagana masa probek
uzytych do pomiaru podyktowana jest czutos$cig spektrometru dla
okreslonych pierwiastkow: minimum dziesigte czeSci miligrama,
standardowo 0,5 g lub cate przedmioty,

*  mozliwos$¢ odzyskania probek w stanie nie zmienionym,

* niezalezno$¢ wynikow pomiarow od wigzan chemicznych dzigki
wzbudzaniu najglebszych poziomdéw energetycznych w atomach,

e ograniczona mato kosztowna preparatyka chemiczna (jesli jest
konieczna); standardowo probki poddaje si¢ mechanicznej
homogenizacji z dodatkiem standardow wewnetrznych,

* male prawdopodobienstwo wtracenia zanieczyszczen w zwigzku
z ograniczong preparatyka chemiczng oraz dzigki niewrazliwo$ci
detektora na zanieczyszczenie uktadu wzbudzania i detekcji.

7. AKTUALNY STAN ROZPOZNANIA ROZMIESZCZENIA
STANOWISK GATUNKOW Z RODZAJU ULVA W WIELKOPOLSCE

Sposrdd szeSciu gatunkoéw z rodzaju Ulva notowanych w ekosystemach
stodkowodnych Polski, trzy wystepuja na terenie Wielkopolski. Gatunki takie jak:
Ulva compressa L., U. intestinalis L. czy U. prolifera J. Agardh zaobserwowano
od poczatku lat 60-tych do 2008 roku wigcznie na 10 stanowiskach. Stanowiska
ulvy w Wielkopolsce koncentrowaly si¢ w centralnej jej czeSci, pojedyncze
stanowiska wystegpowatly na wschodzie i péinocy regionu (Rys. 2). W wickszosci
przypadkéw stanowiska tych zielenic znajdowaly si¢ w bliskim sgsiedztwie
aglomeracji miejskich (miasto Poznan, Konin czy Wagrowiec), jak i szlakow
komunikacyjnych (autostrada A2 Nowy Tomysl — Strykow).

W czasie prowadzonych po 2008 roku badan hydrobiologicznych na
ekosystemach stodkowodnych zlokalizowanych na obszarze Wielkopolski
jaki i innych wojewddztw, odnaleziono kolejne stanowiska Ulva. Do czerwca
2010 roku odnaleziono kolejnych 5 stanowisk btonic na terenie Wielkopolski,
zlokalizowanych w dolinie rzeki Cybina, Warta oraz Note¢. Obserwowano
rowniez stabilne populacje Ulva sp. lacznie na trzech stanowiskach; w
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wojewodztwie 10dzkim, zachodniopomorskim oraz warminsko-mazurskim.
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Rys. 2. Rozmieszczenie stanowisk gatunkow z rodzaju Ulva sp. w Wielkopolsce na mapie
z siatkqg kwadratow ATPOL. Stanowiska U. compressa: 1- J. Laskownickie okolice
Gotanczy, 2- strumien Swiqtnica w Poznaniu, 3- strumien Dworski Row w Poznaniu,
4- strumien Michatowka w Poznaniu; stanowiska U. intestinalis: 5- rzeka Samica
Steszewska, okolice Stgszewa, 6- J. Laskownickie, 7- rzeka Nielba w Wggrowcu, 8-
starorzecze Warty, stanowiska U. prolifera: 9- staw Tulecki na rzece Kopla, okolice
Poznania, 10- J. Wgsowsko-Mikorzynskie, okolice Konina.
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8. MATERIAL BADAN

Materiat do badan stanowily plechy stodkowodnych oraz morskich form
gatunkéw z rodzaju Ulva sp, w ktérych analizowano sktad ilosciowy i jakosciowy
metali cigzkich. Zawarto$¢ metali badano réwniez w wodzie, z ktérej rozwijaly
si¢ populacje ulvy. Pobrano szereg prob plech i wody w zmiennym interwale
czasowym z stanowisk zlokalizowanych na terytorium Polski, jak i za granica
(Dania). Z terenu Wielkopolski pobrano plechy ulvy wystepujace w: Zbiorniku
Maltanskim w Poznaniu, glinianki we wsi Srodka pod Poznaniem, trzech
,,zbiornikow ekologicznych” przy trasie autostrady A2 (Nowy Tomy$l — Strykow)
ulokowanych na wysoko$ci miejscowosci Bugaj i Markowice, strumienia
Dworski Row w Poznaniu (Rys. 3), strumienia Swigtnica w Poznaniu, stawu
Tuleckiego we wsi Tulce pod Poznaniem, jeziora Laskownickiego w okolicach
Wagrowca. Probki plech morskich pobrano z litoralu Morza Battyckiego w
okolicy Kotobrzegu i Gdyni oraz wyspy Bornholm (Dania).

Rys. 3 Tasmo ksztattne plechy Ulva sp. w strumieniu Dworski Row, w otoczeniu Alisma
plantago-aquatica oraz Callitiche sp. (fot. A. Rybak; czerwiec 2006).
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Rys. 4. Wolno unoszqce si¢ po powierzchni wody plechy Ulva prolifera w stawie Tulckim
z wspotwystepujgcymi lemnidami (fot. A. Rybak, czerwiec 2008).

Rys. 5. Plechy U. compressa w strumieniu Swigtnica z Lemna minor (fot. A. Rybak, lipiec
2007).
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Rys. 7. Wolno unoszqce si¢ po powierzchni wody plechy U. intestinalis w J. Laskownickim
(fot. B. Messyasz, czerwiec 2006)

Plechy z terenu pobierano w okresie letnim w latach 2006 — 2009. Zebrane
plechy umieszczano w plastikowych pojemnikach i konserwowano formaling
o stezeniu 4 %. Czg$¢ proby (£10 g) do oznaczenia metali, zamrozono i
przechowywano w temperaturze -10° C. Z kazdego terminu poboru prob
wykonano szereg preparatdow mikroskopowych z roéznych partii plechy. Na
podstawie obserwacji tak przygotowanych preparatéw dokonano identyfikacji
gatunkowej [6, 13].

tom

Rys. 8. Forma morska U. intestinalis z okolic Kolobrzegu (fot. A. Rybak, sierpien 2009).
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Rys. 9. Stodkowodna forma U. prolifera ze stawu w Tulcach (fot. A. Rybak, sierpien 2008).

Rys. 10. Stodkowodna forma U. cf. flexuosa z Zbiornika Maltanskiego (fot. A. Rybak,
czerwiec 2009).

9. ANALIZA ZAWARTOSCI WYBRANYCH PIERWIASTKOW
PLECHACH ULVA POBRANYCH ZE ZBIORNIKOW WODNYCH W
WOJEWODZTWIE WIELKOPOLSKIM.

Pobrane probki plech ulvy zostaly poddane doktadnej analizie jakosciowe;j i
ilosciowej pod wzgledem zawarto$ci badanych pierwiastkow. Sklad jakosciowy
wszystkich prob okreslono za pomoca spektrometrii XRF. Natomiast analize

29



BogGustawa LEska, MicHAL PTAaszKIEWICZ, BEATA MESSYASZ, ANDRZEJ RYBAK

ilosciowg wszystkich prob wykonano przy uzyciu spektrometrii ICP-OES
(Varian ICP-OES VISTA-MPX).

9.1. MINERALIZACJA

Odczynniki

*  Kwas azotowy (V) o stezeniu 65 % (Hg< 0,0000005%)

* 30%H0,czda.

Proces mineralizacji zielenic

Probki plech zielenic doktadnie zwazono i1 za pomoca plastikowej tyzeczki
przeniesiono do teflonowych bomb. Nastepnie do kazdej z préb dodano 15 ml
stezonego kwasu azotowego (V) i 5 ml 30 % H,O,. Tak przygotowane proby
poddano dwustopniowej ci$nieniowej mineralizacji mikrofalowej w uktadzie
zamknigtym. Przeprowadzono ja w piecu ,,MarsXpress” przy nast¢pujacych
parametrach:

Parametry I stopien II stopien
Moc [%] 100 100
Temperatura [°C]| 450 800
Czas [s] 480 420

Po przeprowadzonej mineralizacji probki przeniesiono do plastikowych
pojemnikow, a nast¢pnie poddano analizie spektroskopia ICP-OES.

9.2. ANALIZA ILOSCIOWA BADANYCH PIERWIASTKOW W
ZIELENICACH

Analiza iloSciowa zawartosci badanych pierwiastkéw w plechach btonic
zostata przeprowadzona za pomoca spektrometrii ICP-OES. Ilo$ciowe
oznaczenie zawartosci pierwiastkow w badanych probkach wykonano przy
uzyciu spektrometru mas ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprz¢zonej
ICP-OES.

9.2.1. WYNIKI BADAN ICP

Probki plech blonic zostaty przeprowadzone do roztworu poprzez
mineralizacje, a nastgpnic poddane analizie jakosciowej przy uzyciu
spektrometru emisyjnego ICP-OES. W metodzie tej elektrony atomach zostaja
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wzbudzone do wyzszych poziomoéw energetycznych, a nastgpnie wracajac do
stanu podstawowego emitujg promieniowanie o charakterystycznej dhugosci fali
dla danego pierwiastka (widmo emisyjne).

Pierwiastek Dlugosé fali A [nm]
Wapn 422,673
Magnez 280,270
Nikiel 231,604
Olow 216,999
Kadm 228,800

Otrzymane wyniki za pomocg spektrometrii ICP-OES potwierdzity
wystgpowanie badanych pierwiastkow w probkach plech badanych
makrozielenic.

9.2.2. WYNIKI ILOSCIOWEJANALIZY BADANYCH PIERWIASTKOW
W PLECHACH ULVA

Wyniki iloSciowe] zawarto$ci badanych pierwiastkow w plechach btonic
pochodzacych z ,,zbiornikow ekologicznych” odbierajacych wody deszczowe z

trasy autostrady A2 (Nowy Tomysl — Strykow) przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Zawartos¢ badanych pierwiastkow w plechach blonic z okolic autostrady A-2.

Nazwa Lokalizacja ‘;gﬁ? m;szfz r;l;;rell (I))}I;)I:lv ];11;11?11
stanowiska stanowiska

[mg/kg] | [mg/kg] | [mg/kg] | [mg/kg] | [mg/kg]
,zbiornik Polska,

ekologiczny” Wielkopolska, 182876,85 | 2598,96 | 118,95 1,50 5,00
kod: A2-6 | okolice wsi Bugaj
,,zbiornik Polska,

ekologiczny” Wielkopolska, 247114,43 | 4228,86 | 113,93 8,96 44,78
kod: A2-7 okolice Markowic
,,zbiornik Polska,

ekologiczny” Wielkopolska, 215169,66 | 3692,61 | 114,77 8,48 4,99

kod: A2-14 Wrzesnia

Wyniki ilosciowej zawartosci badanych pierwiastkow w plechach btonic z
rejonéw nadmorskich przedstawiono w Tabeli 3.
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Tabela 3. Zawartos¢ badanych pierwiastkow w zielenicach z okolic nadmorskich

Nazwa Lokalizacja wapn magnez | nikiel otow kadm

stanowiska stanowiska ppm ppm ppm ppm ppm
. Polska,

Morze Baltyckie | |/ 1 nio-pomorskie, | 735051 | 15113,07 | 23043 | 248 | 4130

(Kotobrzeg)

Kotobrzeg

Morze Baltyckie | - Polska, pomorskie, | 5,4 6o | g146,14 | 174,03 | 247 | 24,69
(Gdynia) Gdynia

Morze Baltyckie | Dania, Bornholm, | 35765 55 | 951954 | 122,11 | 349 | 3489
(Bornholm) Olene

Wyniki ilosciowej zawarto$ci badanych pierwiastkoéw w plechach blonic z
okolic Poznania przedstawiono w Tabeli 4.

Tabela 4. Zawartos¢ badanych pierwiastkow w plechach blonic z okolic Poznania

Nazwa stanowiska

Lokalizacja
stanowiska

wapn
ppm

magnez
ppm

nikiel
ppm

otow
ppm

kadm
ppm

zbiornik Maltanski

Polska,
Wielkopolska,
Poznan

193391,56

6509,56

207,65

2,47

16,48

glinianka ,Srodka”

Polska,
wielkopolskie,
Srodka

29996,84

5841,49

225,77

2,37

126,30

strumien Dworski Row

Polska,
wielkopolskie,
Poznan

161414,57

4451,78

121,55

9,00

15,01

strumien Swigtnica

Polska,
wielkopolskie,
Poznan

50399,20

14271,46

130,74

13,47

179,64

staw Tulecki

Polska,
wielkopolskie,
Tulce

237781,77

5535,61

110,71

6,48

0,00

Jezioro Laskownickie

Polska,
wielkopolskie,
Wagrowiec

24187438

3339,98

112,66

7,48

14,96

10. ANALIZA ZAWARTOSCI WYBRANYCH PIERWIASTKOW W
WODACH, Z KTORYCH POBRANO PLECHY BLONIC Z TERENU
WOJEWODZTWA WIELKOPOLSKIEGO.

Pobrane probki wody zostaly poddane doktadnej analizie ilosciowej pod
wzgledem zawartosci badanych pierwiastkow. Analiz¢ ilosciowa wszystkich
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prob wykonano przy uzyciu spektrometrii ICP—OES (Aparat: Varian ICP-OES
VISTA-MPX).

10.1. MINERALIZACJA

Odczynniki

*  Kwas azotowy (V) o stezeniu 65 % (Hg<0,0000005%),

* 30%H0,czda.

Proces mineralizacji wody

Probki wody doktadnie odmierzono i przeniesiono do teflonowych bomb.
Nastepnie do kazdej z prob dodano 15 ml stgzonego kwasu azotowego (V) 1 5
ml 30 % H,0,. Tak przygotowane proby poddano dwustopniowej ciSnieniowej
mineralizacji mikrofalowej w uktadzie zamknigtym. Przeprowadzono jg w piecu
»MarsXpress” przy odpowiednich parametrach:

Parametry I stopien 1I stopien
Moc [%] 100 100
Temperatura [°C] 450 600
Czas [s] 600 300

Po przeprowadzonej mineralizacji probki przeniesiono do plastikowych
pojemnikdw, a nastepnie poddano analizie spektroskopig ICP-OES.

10.2. ANALIZA ILOSCIOWA BADANYCH PIERWIASTKOW W
WODZIE

Analiza ilo$ciowa zawartosci badanych pierwiastkow w wodzie zostata
przeprowadzona za pomoca spektrometrii ICP-OES. Ilosciowe oznaczenie
zawartosci pierwiastkow w badanych probkach wykonano przy uzyciu
spektrometru mas ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprz¢zonej ICP-OES
(Aparat: Varian ICP-OES VISTA-MPX).

10.2.1. WYNIKI ILOSCIOWEJ ANALIZY BADANYCH
PIERWIASTKOW W WODZIE

Wyniki ilo$ciowej zawartosci badanych pierwiastkdéw w wodzie pobranej z
,»zbiornikow ekologicznych” zlokalizowanych przy trasie autostrady A2 (Nowy
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Tomysl — Strykow) w Wielkopolsce, przedstawiono w Tabeli 5.

Tabela 5. Zawartos¢ badanych pierwiastkow w wodzie z tzw. ,, zbiornikow ekologicznych”

Lokalizacja kadm wapn magnez nikiel otow
stanowiska ppm ppm ppm ppm ppm

,,zbiornik ekologiczny A2-1”

w okolicy Zerniki 0,00 102,13 | 12,18 2,61 0,00

,,zbiornik ekologiczny A2-2”

w okolicy Komorniki 0,00 27,44 18,12 2,76 0,00

,,zbiornik ekologiczny A2-3”
w okolicy Krzyzowniki - 0,00 60,75 19,91 2,67 0,00
Kleszczewo

,,zbiornik ekologiczny A2-4”

w okolicy Krzyzowniki 0,00 20,66 2,12 2,79 0,01

,.zbiornik ekologiczny A2-5”

w okolicy Krzyzowniki 0,00 13,24 4,18 2,80 0,00

,,zbiornik ekologiczny A2-
6” w okolicy wsi Bugaj 0,00 147,60 18,95 2,57 0,00
(wystepowata U. cf. flexuosa)

,zbiornik ekologiczny A2-
7” w okolicy Markowic 0,00 70,12 21,35 2,69 0,00
(wystepowata U. cf. flexuosa)

,,zbiornik ekologiczny A2-8”

w okolicy Markowice 0,00 62,19 14,76 2,52 0,01

,.zbiornik ekologiczny A2-9”

. A 0,00 48,86 3,52 2,73 0,00
w okolicy Lipowice

,-zbiornik ekologiczny A2-10”

w okolicy Zdziedowic 0,00 189,60 34,53 2,50 0,00

,»,zbiornik ekologiczny A2-11”

. . 0,00 25,22 15,41 2,68 0,01
w okolicy Dominowa

,»zbiornik ekologiczny A2-12”

w okolicy Chwatszczyce 0,00 68,66 7,23 2,70 0,00
»zbiomik ekologiczny A2-I371 4 55 | 1385 | 19 2,80 0,00
w okolicy Chociczki
,,zbiornik ekologiczny A2-
14” w okolicy Wrze$ni 0,00 97,47 16,53 2,61 0,00

(wystepowata U. cf. flexuosa)

Wyniki ilosciowej zawartosci badanych pierwiastkow w wodzie ze
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strumienia Michaléwka w Poznaniu przedstawiono w Tabeli 6.

Tabela 6. Zawartosci badanych pierwiastkow w wodzie Michatowki.

Stanowisko: I/I1 kadm wapn magnez nikiel olow
(data poboru) ppm ppm ppm ppm ppm
1(21.06) 0,00 71,66 15,94 0,00 0,00

1 (28.06) 0,00 91,20 10,42 2,92 0,00
1(7.08) 0,00 52,45 6,65 2,93 0,01
1(17.08) 0,00 188,00 32,93 0,00 0,01
1(28.08) 0,00 56,64 7,33 3,00 0,00
1(5.09) 0,00 53,00 9,82 2,49 0,01
1(20.09) 0,00 108,13 13,46 0,01 0,00

11 (14.06) 0,00 343,20 40,67 0,00 0,00
11 (21.06) 0,00 139,07 22,31 0,01 0,00
11 (28.06) 0,00 61,16 5,58 3,05 0,00
11 (7.08) 0,00 4591 8,67 2,59 0,00

11 (17.08) 0,00 104,53 11,46 3,08 0,00
11 (28.08) 0,00 70,69 11,56 2,57 0,01
11 (5.09) 0,00 62,03 13,38 0,00 0,00

11 (20.09) 0,00 49,74 8,75 3,04 0,00
11 (28.09) 0,00 46,31 5,64 3,14 0,00

Wyniki ilo$ciowej zawartosci badanych pierwiastkow w wodzie z strumienia
Swigtnica przedstawiono w Tabeli 7.

Tabela 7. Zawartosci badanych pierwiastkéw w wodzie Swigtnicy.

(data poboru) kadm wapn magnez nikiel olow
ppm ppm ppm ppm ppm

14.06 0,00 176,13 28,80 2,40 0,01
21.06 0,00 23,93 1,65 3,12 0,00
28.06 0,00 134,80 14,06 2,49 0,01
13.08 0,00 119,73 14,28 2,94 0,00
18.08 0,00 91,07 11,57 2,95 0,00
23.08 0,00 125,47 32,27 2,44 0,00
28.08 0,00 162,93 25,87 0,01 0,00
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Wyniki ilo§ciowej zawartosci badanych pierwiastkow w wodzie z strumienia
Dworski Row przedstawiono w Tabeli 8.

Tabela 8. Zawartosci badanych pierwiastkow w wodzie z Dworskiego Rowu.

(data poboru) kadm wapn magnez nikiel olow
ppm ppm ppm ppm ppm

14.06 0,00 124,93 32,53 0,01 0,00
21.06 0,00 102,27 20,20 2,94 0,00
17.08 0,00 76,91 18,57 2,47 0,00
5.09 0,00 42,27 8,45 0,00 0,00
20.09 0,00 43,73 5,91 3,08 0,05

Wyniki ilo§ciowej zawarto$ci badanych pierwiastkow w wodzie z stawu
Tuleckiego przedstawiono w Tabeli 9.

Tabela 9. Zawartosci badanych pierwiastkow w wodzie stawu Tuleckiego

(data poboru) kadm wapn magnez nikiel olow
ppm ppm ppm ppm ppm

14.06 0,00 74,49 10,68 2,95 0,00
17.06 0,00 61,66 10,21 2,98 0,01
20.06 0,00 50,73 8,69 3,08 0,01
21.06 0,00 124,67 33,73 0,00 0,01
7.08 0,00 139,33 27,60 2,44 0,00
28.08 0,00 52,81 8,39 3,05 0,00
5.09 0,00 71,24 13,16 2,93 0,00

Wyniki ilo$ciowej zawartosci badanych pierwiastkdbw w wodzie glinianki
we wsi Srodka przedstawiono w Tabeli 10.

Tabela 10. Zawartosci badanych pierwiastkéw w wodzie glinianki nieopodal wsi Srédka

(data poboru) kadm wapn magnez nikiel olow
ppm ppm ppm ppm ppm
16.09 0,00 114,67 40,13 2,67 0,01

36



METALE CIEZKIE W WODZIE ORAZ PLECHACH ZIELENICY ULVA (ULVOPHYCEAE, CHLOROPHYTA)

11. ANALIZA JAKOSCIOWA PLECH ULVA

Analize jakosciowa badanych pierwiastkow w glonach Ulva przeprowadzono
za pomocg spektrometrii XRF.

11.1 WYNIKI BADAN XRF

Badania glonéw za pomoca spektrometrii XRF zostaty przeprowadzone na
spektrometrze PW4025/00 MiniPal.

Spektrometr MiniPal jest sekwencyjnym energodyspersyjnym przyrzadem
analitycznym sterowanym za pomocg mikroprocesora do identyfikacji
pierwiastkow w probkach statych, cieklych i1 sproszkowanych. Zakres
analityczny tego aparatu zawarty jest w granicach od sodu do uranu.

Wszystkie probki zielenic Ulva sp. zostaly poddane analizie jako$ciowe;j
na spektrometrze XRF. Wykonano po trzy analizy dla kazdej probki zielenicy.
Kazda z wykonanych analiz wszystkich probek plech btonic potwierdzita
zawartosci oznaczonych wczesniej pierwiastkow.

12. DYSKUSJA WYNIKOW

Badania nad oznaczaniem metali w wodzie stanowisk stodkowodnych
oraz morskich form zielenic z rodzaju Ulva wykonano wykorzystujac metodg
fluorescencji rentgenowskiej XRF (ang. X-ray fluorescence), ktora jest jedng z
najlepszych technik analitycznych, shuzacych do analizy sktadu pierwiastkowego
wszelkiego rodzaju probek, zarowno stalych jak i cieklych. XRF taczy w sobie
najwyzszg doktadno$¢ i precyzj¢ z bardzo prostym i szybkim przygotowaniem
probek.

Wykonano takze oznaczenia wybranych pierwiastkow, z zastosowaniem
techniki spektrometrii emisyjnej ze wzbudzeniem plazmowym ICP-OES (ang.
Inductively. Copuled Plasma Optical Emission Spectroscopy). Obie metody,
zardbwno XRF, jak i ICP, potwierdzily obecno$¢ metali takich jak: magnez,
wapn, kadm, otéw oraz nikiel; zarowno w plechach blonic oraz w wodzie, z
ktérej pobierano probki glonow.

Materiat badawczy pochodzit z stanowisk zlokalizowanych w Polsce, jak i za
granicg. Plechy pochodzily z ekosystemow potnaturalnych takich jak jeziora czy
stawy oraz uktadow antropogenicznych takich jak zbiorniki przy autostradowe.
Wigkszo$¢ z badanych probek plech pochodzily z populacji stodkowodnych
gatunkoéw z rodzaju Ulva. Do tej pory nie prowadzono badan nad zdolno$cia do
akumulacji metali cigzkich przez plechy stodkowodnych form Ulva.
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Przeprowadzone badania XRF pokazaty, iz najwyzsze st¢zenie we wszystkich
analizowanych probach plech Ulva wykazano dla wapnia. Zauwazana jest
znaczna roznica pomiedzy zawarto$cig wapnia, a resztg pierwiastkow. Wynik
taki thumaczy obecnos$¢ znacznej iloéci inkrustacji weglanu wapnia masowo
zalegajacych na plechach badanych zielenic.

W prébie plech btonicy pochodzacej ze Zbiornika Maltanskiego w
Poznaniu poza przewazajacym stezeniem wapnia, wykryto obecnos¢ kadmu,
rteci oraz otowiu. Zawarto$¢ kolejnych pierwiastkow jak mozna zaobserwowaé
na odpowiednim widmie XRF jest znikoma. Z widma XRF dla probki plech
pobranej z glinianki z okolic wsi Srodka pod Poznaniem; oprécz najwyzszego
stezenia wapnia, oznaczono znaczaca obecno$¢ kadmu, rteci, ofowiu oraz
zelaza. Najwyzsze stgzenie wapnia wyznaczono z proby plechy blonicy pobrane;j
z ,zbiornika ekologicznego” przy autostradzie A2 (trasa Nowy Tomys$l—
Strykoéw) nicopodal wsi Bugaj. W plechach oznaczono prawie trzykrotnie
mniejsze koncentracje takich metali jak: kadm, rtgé, czy otéw. Podobna
sytuacja uksztattowata si¢ na widmach XRF dla plech blonic pobranych z przy
autostradowych ,,zbiornikéw ekologicznych” w okolicy Markowic oraz Wrze$ni.
Nieco inaczej niz pozostate widma ksztattuje si¢ widmo XRF dla plech btonic,
ktore wystepowaly w strumieniu Swigtnica. Jak w przypadku poprzednich
widm, najwigksze stezenie wykazano dla wapnia, poréwnywalne wartosci
dla kadmu oraz zelaza. Wyznaczono rowniez obecno$é rteci dla tej proby. Z
widma plech btonicy morskiej z Kotobrzegu wykazano, iz w najwyzszej iloSci
skumulowany jest wapn. Stezenie kolejnych metali (otowiu i rteci) byto okoto
trzy - czterokrotnie mniejsze niz wapnia. W plechach btonic pobranych z litoralu
morskiego (Gdynia) najwyzsze stezenie wykryto dla wapnia, natomiast o okoto
potowe mniej znajdowato si¢ w tych plechach zelaza. Wykryto rowniez obecnos¢
rteci i otowiu. Sktad jakosciowy widm z okolic plech stodkowodnych blonic z
stawu Tuleckiego i jeziora Laskownickiego w Wagrowcu ksztaltuje si¢ podobnie.
Wida¢ znacznie przewazajace stgzenie wapnia. Na widmach zaobserwowano
bardzo znaczace rdéznice w stezeniach wapnia i kolejnych pierwiastkow. Nawet
pieciokrotnie mniej wykryto kadmu, rteci i otowiu. Morska forme btonic
pobrang z wyspy Bornholm, cechowaty najwigksze ste¢zenia wapnia w plechach.
Kolejnymi metalami o znaczacym st¢zeniu byly zelazo, kadm, rtg¢ oraz otow. W
widmie XRF z analizg sktadu plech btonic pochodzacych z strumienia Dworski
Row, jest podobnie jak w przypadku pozostatych widm, mozna zaobserwowac
najwigksze stgzenie jondw wapnia. Zaznacza si¢ rowniez, iz w mniejszych
ilosciach kumulowane byty jony kadmu, rteci oraz otowiu.

Przeprowadzone badania metoda ICP-OES wykazaty, iz w plechach
badanych zielenic i wodzie, z ktorej zostaty pobrane plechy kumulujg si¢ rézne
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ilosci badanych pierwiastkow. Szczegdlnie widoczne byto to w przypadku
stezenia wapnia i magnezu.

Bioragc pod uwage znaczng zawarto$¢ wapnia oraz magnezu w plechach
btonic pobranych z okolic autostrady A2 (Nowy Tomys$l - Strykdéw) oraz
niewielkg zawarto$¢ tych samych pierwiastkdw w zbiornikach wodnych, wyniki
potwierdzaja wysoka zdolno$¢ gatunkow z rodzaju Ulva do wytwarzania
inkaustow weglano-wapniowych. Pordwnujac zawarto$¢ badanych pierwiastkow
w plechach ulw pochodzacych ze stanowisk ,,zbiornikoéw ekologicznych”
znajdujacych si¢ przy autostradzie (kod proby: A-2, A2-6 i A2-14) mozna
zauwazy¢, ze ilosci wapnia wynosity kolejno: 182876,85 ppm; 247114,43
ppm oraz 215169,66 ppm. Natomiast w wodzie, ktora byta pobrana z tych
samych zbiornikow co badane plechy wartosci st¢zenia wapnia przedstawialy
si¢ nastepujaco: 147,60 ppm; 97,47 ppm oraz 70,12 ppm. Podobne obserwacje
mozna byto zauwazy¢ pordwnujac stezenie magnezu w plechach zielenic i w
wodzie z przy autostradowych zbiornikow, z ktorych zebrano zielenice. Dla
stanowisk znajdujacych si¢ w rejonie autostrady (A2-6, A2-14, A2-7) stezenie
magnezu w plechach przedstawiato si¢ nastgpujaco: 2598,96 ppm (18,95
ppm), 4228,86 (16,53 ppm) oraz 3692,61 ppm (21,35 ppm). W nawiasach
podano warto$¢ stezenia magnezu w wodzie, w ktorej rozwijaty si¢ btonice.
Przedstawiong zalezno$¢ pomiedzy stezeniami metali w plechach i zbiornikach
wodnych potwierdzaja kolejne rowniez pozostate uzyskane wyniki. Zawartos¢
wapnia w blonicach pobranych z Dworskiego Rowu wyniosta 161414,57
ppm, natomiast ilo§¢ magnezu wynosita 4451,78 ppm. Wartosci pierwiastkow
sg duzo wyzsze, niz stezenie tych samych metali w ekosystemie, z ktorego
pobrano badane zielenice. W wodzie Dworskiego Rowu znajdowato si¢ kolejno
(wynik usredniony z réznych termindéw poboru probki): +79,62 ppm wapnia
oraz +16,26 ppm magnezu. Rezultaty te pokazuja, ze ilos¢ wapnia i magnezu
notowane w plechach sg wielokrotnie wyzsze, niz koncentracje tych metali
notowane w siedliskach, z ktorych zostaty pobrane.

Porownujac obecnos¢ metali (otdw, nikiel i kadm) w probkach plech ulwy
pobranych z bliskiego sgsiedztwa autostrady A2 oraz z innych ekosystemow
wodnych zauwaza si¢ rowniez znaczacg réznice w koncentracji tych metali
miedzy plechami a woda. Zawarto$¢ niklu w plechach ze ,,zbiornikéw
ekologicznych” nieopodal Bugaja, Markowic i Wrze$ni wynosita kolejno: 118,95
ppm (2,57 ppm); 114,77 ppm (2,69 ppm) oraz 113,932 ppm (2,61 ppm). Wartosci
olowiu w plechach ulwy pobranej ze zbiornika zlokalizowanego nieopodal wsi
Bugaj wynosita 1,50 ppm; z kolei ze zbiornika w okolicy Markowic - 8,48 ppm
a Wrzes$ni - 8,96 ppm. Najwyzsze koncentracje kadmu odnotowano w zbiorniku
we Wrzesni - 44,78 ppm, w zbiornikach we wsi Bugaj i Markowice zanotowano
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kolejno: 5,00 ppm i 4,99 ppm.

Morskie gatunki z rodzaju Ulva takie jak: U. lactuca, U. reticulata,
U. fasciata, U. rigida, U. compressa czy U. prolifera, wykorzystane sg z
powodzeniem w monitoringu zanieczyszczen wod morskich metalami cigzkimi
[14]. Dzigki wysokiej zdolnosci w.w gatunkow btonic do bioakumulacji metali
cigzkich staly si¢ one w ostatnim dziesigcioleciu cieszacym si¢ znacznym
powodzeniem bioindykatorem skazen srodowiska. Nie prowadzono jak dotad
badan zwigzanych z wykorzystaniem slodkowodnych populacji btonic w
monitoringu zanieczyszczenia wod metalami. Powodem takiej sytuacji jest fakt
nielicznego wystepowania odnawialnych populacji tych pierwotnie morskich
gatunkow btonic w wodach stodkich. Jak dotad zidentyfikowano jedynie
ok. 100 stanowisk stodkowodnych form ulwy w Swiecie na stanowiskach
zlokalizowanych w glebi kontynentow [13].

Niniejsza praca miata réwniez na celu wstepng analize zdolnosci do
akumulacji wybranych metali przez stodkowodne formy ulwy w poréwnaniu
do populacji morskich. Dalsze badania nad mozliwosécig aplikacyjnego
wykorzystania blonic w monitoringu skazen stodkowodnych ekosystemow
metalami cigzkimi beda prowadzone na stanowiskach tych gatunkow
zlokalizowanych na terenie Wielkopolski. Prace bgda obejmowaty analize
sktadu ilosciowego i jakosciowego metali w trzech typach prob: (i) w plesze
btonic, (ii) wodzie pobranej z ich siedliska oraz (iii) z osadu gromadzacego si¢
pod plechami. Znane sg bowiem przypadki istotnych statystycznie korelacji
pomiedzy zmianami koncentracji metali w plechach a osadem, ktore opisano
na przyktadzie ekosystemdéw przymorskich [14]. Prawdopodobnie wystepuja
podobne zaleznos$ci takze w ekosystemach stodkowodnych, w ktorych notuje
si¢ masowy pojaw plech Ulva.

Badania realizowano w ramach grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
(nr N N304 0134 37) pt. ,,Weryfikacja genetyczna i siedliskowa gatunkéw z rodzaju
Ulva na terenie Polski”.
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CHARAKTERYSTYKA INKRUSTACJI
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Beata Messyasz', Andrzej Rybak', Bogustawa Leska’? i Marta Pikosz!
!Zaklad Hydrobiologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu,
Instytut Biologii Srodowiska, Wydzial Biologii, Umultowska 89, 61 — 614
Poznan, Polska

?Zaktad Chemii Supramolekularnej, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu, Wydziat Chemii, Grunwaldzka 6, 60 — 780 Poznan, Polska

1. WSTEP

Powstawanie inkrustacji weglanu wapnia na pedach roslin wodnych zachodzi
jako efekt przeprowadzania procesu fotosyntezy w wodach zasadowych [Dodson,
1974]. Powstawanie inkrustacji na pedach roslin wodnych jest procesem
zachodzacym szczegolnie intensywnie w wodach o wysokim pH. Zwapnienie
jako proces osadzania si¢ soli wapnia jest obserwowany rowniez na powierzchni
glonow. Odktadanie si¢ weglanu wapnia moze zachodzi¢ w réznych miejscach
komorki: na zewnatrz, wewnatrz jak i migdzy nimi [Borowitzka, 1982].

Ramienice (Characeae, Chlorophyta) produkuja kompleksy weglanu
wapnia, ktore masowo pokrywaja powierzchni¢ ich komoérek [Browlee i Taylor,
2002]. Mechanizm zwapniania plech ramienic zostal w petni opisany i zbadany
[Hutchinson, 1975; Krélikowska, 1997]. Ramienice do przeprowadzenia
procesu fotosyntezy zdolne sg do pobierania wegla z wodoroweglandw, ktore
przy dostepnosci wolnych jonéw Ca*" wytracaja si¢ na powierzchni w postaci
CaCO,. Intensywne wydzielanie i odktadanie CaCO, ma miejsce w zasadowych
rejonach plech, w ktérych dochodzi do poboru jonéw wodorowych, ktore sa z
kolei wykorzystywane w obszarach kwasnych plechy do pobrania CO, z jonow
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wodoroweglanowych [Petechaty, 2004]. Hutchinson [1975] i Krolikowska
[1997] podczas prowadzonych badan nad tgkami ramienicowymi stwierdzili,
iz zawarto$¢ weglanu wapnia stanowi ponad 50% catkowitej suchej masy
tych makroglonéw. Natomiast Siong i Asaeda [2009] udowodnili, iz stopien
zwapnienia wzrasta wraz z wiekiem glonow. Zawarto$§¢ weglanow wzrasta
znaczaco od najmniejszej u miodej plechy do najwickszej u dojrzatej plechy.
Zwrocono takze uwage, ze kalcyfikacja powoduje spadek intensywno$ci wzrostu
rzeczywistej biomasy ramienic [Petechaty, 2004].

Poza wspomnianymi ramienicami zjawisko wytracania weglanu wapnia
zaobserwowano takze uinnej grupy zielenic, reprezentowanej przez stodkowodne
gatunki z rodzaju Ulva (syn. Enteromorpha — taSma, blonica, watka) [Messyasz
i Rybak, 2009a]. Do tej pory badania prowadzone nad makrozielenicami z
rodzaju Ulva (Ulvaceae, Chlorophyta) skupialy si¢ na biogeografii, ekologii i
morfologii tych glondow oraz strukturze peryfitonu okrzemkowego zalegajacego
na plechach Ulva. Dotychczas nie podejmowano analiz dotyczacych wplywu
kompleksow krysztatow CaCO, na rozwoj plechy Ulva jak i na ksztattowanie sig
biomasy rzeczywistej w czasie trwania ich cyklu rozwojowego.

Celem prowadzonych badan byta charakterystyka sktadu ilosciowego i
jakosciowego inkrustacji pokrywajacych plechy stodkowodnych populacji Ulva
wystepujacych na terenie Wielkopolski. Okreslono réwniez sktad suchej i $wiezej
masy makroglona z wyszczeg6lnieniem ich udzialu w ksztattowaniu biomasy;
peryfitonu okrzemkowego oraz krysztatdow soli wapnia. Zwrocono réwniez
szczegblnga uwage na rézne typy morfologiczne krysztalow, wytracajacych sie
na powierzchni plech badanej zielenicy.

2. OBIEKT BADAN

Obiektem badan byly krysztaty weglanu wapnia, ktore zalegalty w duzych
iloéciach na powierzchni plech zielenic z rodzaju Ulva (fot. 1), wystgpujacych
na stanowiskach $rédladowych w Wielkopolsce.

2.1. PROCES KRYSTALIZACJI
Krystalizacja jest to proces powstawania fazy krystalicznej z fazy cieklej
badz tez gazowej, w ktorym wyroznia si¢ dwa etapy: powstawanie zarodkow

krystalizacyjnych oraz wzrost krysztaldbw. Pierwszy etap zarodkowania
(enukleacji) rozpoczyna si¢, gdy w trakcie wzrostu stezenia substancji
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Fot. 1. Wyizolowane krysztaly z powierzchni plechy Ulva prolifera (fotografia wykonana
przy uzyciu SEM) (lipiec 2008, fot. B. Messyasz i A. Rybak).

rozpuszczonej jej czasteczki zaczynaja grupowaé si¢ w  klastry!. Po
wytworzeniu stabilnych zarodkow fazy krystalicznej zaczyna si¢ nastepny
etap, ktorym jest wzrost krysztalow. Rozpoczyna si¢ przez rozbudowanie
sieci krystalicznej w efekcie przytaczenia do powierzchni zarodka jednego po
drugim elementdéw krysztatu takich jak jony, czasteczki, warstwa po warstwie.
Podczas wytracanie fazy krystalicznej, moga zachodzi¢ dodatkowo tzw.
procesy wtornego zarodkowania, czyli starzenie krysztatdow oraz ich agregacja,
potaczone z rekrystalizacjg czy rozpuszczeniem wytraconych krysztatow.
Procesy wtorne w znacznym stopniu wplywaja na morfologi¢ i rozmiar
wytraconych czastek fazy krystalicznej [Sonntag, 1982; Glynn i Reardon, 1990].

Zgodnie z regula stopniowosci Ostwalda [Mullin, 2004], ktora glosi, iz
wigksze krysztaly tworza si¢ w wyniku rozpuszczania matych krysztatow,
najpierw wytraca si¢ forma najmniej stabilna termodynamicznie, ktora ulega
przeksztatceniu w forme bardziej trwata. Czynnikiem wptywajacym na przebieg
procesujest poczatkowa wartos¢ pH, ktora wptywanamorfologi¢ otrzymywanego
CaCO,. W warunkach silnie zasadowych pH okoto 12, nastgpuje wytracanie
nieregularnych, mniejszych krysztatow, a przy stosunkowo niskich wartosciach
pH ok. 9 zmiana romboedryczna morfologii kalcytu jest nieznaczna. Wielko$¢

1 ,,Klaster to struktura nadczasteczkowa, w ktorej istnieja dwie grupy czastek, ktore two-
rza wspolng sie¢ powigzan” (Sonntag, 1982).
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wytraconych czastek zalezy od stopnia przesycenia w roztworze. Ze wzrostem
temperatury widoczna jest tendencja do powstawania mniejszych krysztatow,
zwigzane jest to z procesem rozpuszczania kalcytu pod wptywem wyzszych
temperatur [Feng i in., 2007].

2.2. ZWAPNIENIE PLECH GLONOW

Odktadanie soli wapnia (kalcyfikacja) jest wspolne dla wielu gatunkéw
glondéw zyjacych zaréwno w s$rodowisku stodkowodnym, jak i morskim.
Weglan wapnia jest odktadany w r6znych postaciach, jako aragonit badz kalcyt.
Rézne rodzaje glonow wykazuja odmienne przystosowania do przeprowadzania
mechanizmu wytrgcania krysztatdw. Na podstawie badan krystalograficznych,
umiejscowienia i organizacji wytrgconych krysztatlow wyrozni¢ mozna takie
rodzaje stracania jak: (i) zewnatrzkomorkowe, gdzie krysztaty osadzaja si¢ po
zewngtrznej stronie komorek, (ii) wewnatrzkomorkowe - inkrustacja zachodzi
od $rodka, a takze (iii) - migdzykomorkowe [Borowitzka, 1982].

Zewngtrzkomorkowe wytrgcanie krysztalow

Najbardziej obrazowym przyktadem tego sposobu wytracania si¢ krysztatow
sa stodkowodne zielenice z rodzaju Chara. W tym przypadku krysztaty
tworzg zespoty na powierzchni $cian cylindrycznych komorek. Obecno$é¢ tych
zespotow zwigzana jest z lokalizacjg miejsc zasadowych, gdzie pH wynosi 9,5-
10,5. Podczas, gdy obserwowane sg nagle zmiany pH, przejscie z obszarow
pozbawionych krysztatdw do obszarow ich wystgpowania jest stopniowe.
Odktadane krysztaty weglanu wapnia sg ksztattu przypominajgcego piramidy
do prostokatnego o szerokosci w przedziale od 6 do 10 pm i dtugosci od 6 do 27
pum [Borowitzka, 1982].

W srodowisku stodkowodnym, oprocz wspomnianych ramienic taki sposob
inkrustacji weglanem wapnia, spowodowanej zmiang pH, obserwowany jest
takze wsrod gatunkow z rodzaju Chaetomorpha, Gongrosira i Oedogonium
[Borowitzka, 1982].

Wewngtrzkomorkowe wytrgcanie krysztatow

Krysztaty CaCO, sa formowane pomigdzy komoérkami, ale poich zewngtrzne;j
stronie - jest to specyficzny rodzaj zewnatrzkomorkowego wytracania.
Mechanizm ten najlepiej jest poznany na przyktadzie morskiego gatunku z
rodzaju Codiales, np. Halimeda, gdzie inkrusty powstaja w formie aragonitu w
ksztatcie igiet. Aragonitowe igly maja rownolegle Sciany w stosunku do swojej
dhugosci, zwykle stozek lezy w poblizu ich konca, ale rzadko dochodzi do tego
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punktu. W zalezno$ci od gatunku i prawdopodobnie od warunkow wzrostu
moga osiggac nastgpujace rozmiary: 0,08 — 0,6 pm szerokosci i powyzej 10 pm
dlugosci oraz nie przekraczajg 0,01 um grubosci [Borowitzka, 1982].

Miedzykomorkowe wytrgcanie krysztatow

Ten sposob powstawania krysztatdéw wystepuje wérod jednokomoérkowych
glonow z podgromady Coccolithophorineae (Chrysophyta), tak zwanych
kokolitow. Produkcja weglanéw wystepuje tylko na niektorych etapach cyklu
zyciowego. Kokolity sg zbudowane z pojedynczych krysztatdéw weglanu wapnia,
zazwyczaj w postaci izomorficznej odmiany kalcytu [Borowitzka, 1982]. Aby
powstat jeden kokolit potrzeba jednej godziny [Paasche, 1964]. Pobranie jonéw
wodoroweglanowych do wnetrza moze zachodzié bez naktadu energii, natomiast
pobranie kationow wapniowych taczy si¢ z istnieniem bariery energetycznej. W
ten sposdb zachodzi alternatywny transport, gdzie Ca®" taczy sie z cukrem lub
biatkiem i w ten sposdb zachodzi kalcyfikacja [Brownlee i Taylor, 2002].

Wsrod glondéw istnieje az pig¢ grup, u ktorych obserwowany jest proces
wytracania weglanu wapnia. Przedstawiciele grup Chlorophyta, Rhodophyta
i Phaeophyta (rodzaj Padina) wytracaja wylacznie aragonit. Natomiast
Chrysophyta 1 Cyanophyta wytwarzaja wylacznie kalcyt [Dodson, 1974].
Glony z silnie inkrustowanymi $cianami komoérkowymi napotykajg na liczne
ograniczenia, do najwazniejszych naleza spowolniony rozwoju komorek, jak
i zahamowany wzrost. Natomiast w przypadku gatunkéw z rodzaju Padina
odnotowano pozytywny wptyw zjawiska kalcyfikacji, poniewaz weglan wapnia
stanowi wsparcie mechaniczne dla plechy [Miyata i in., 1977]. Gatunki z rodzaju
Padina (Phaeophyceae, Dictyotales) wytracaja krysztaty w postaci utozonych
koncentrycznie krysztatdw aragonitu na powierzchni plechy. Po przeprowadzone;j
analizie krysztaly osiagaja 2- 3 um dlugosci i 0,2 um szerokosci. Zawartos$¢
weglanu wapnia w postaci aragonitu stanowi az 11% suchej masy [Okazaki i
in., 1986].

2.3.MECHANIZM WYTRACANIA WEGLANU WAPNIA

W literaturze opisanych jest kilka mechanizméw tworzeniasi¢ krystalicznego
weglanu wapnia. Ogdlny mechanizm wytragcania weglanu wapnia na plesze
gatunku Enteromorpha nana (obecna nazwa gatunku: Ulva nana) opisal w
swojej pracy Dodson (1974). Wykazat on, iz ciasno upakowane kanaliki plechy
pobierajg jony HCO-, z wody, a do wngtrza komorek wydzielajg jony CO,*.
Przez co obserwowany jest ogromny wzrost produktu jonowego [Ca*] i [CO,*]
w wodzie znajdujacej si¢ wewnatrz plechy, ktory z kolei prowadzi do wytracania
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aragonitu, ktory kumuluje si¢ u podstawy tubularnej plechy.

Bardziej szczegdtowy opis stracania krysztatldw przedstawiaja w swoich
pracach McConnaughey (1997) oraz Suzuki (1998), ktorzy wiaza wystgpowanie
tego zjawiska z procesem fotosyntezy (stosunek obu proceséw wynosi 1:1). Juz
w 1990 roku Barnes i Chalker stwierdzili, ze proces kalcyfikacji zachodzacy na
morskich roslinach i glonach jest stymulowany przez fotosynteze. Wyroznia si¢
wystepowanie dwoch typow zaleznosci pomigdzy kalcyfikacjg, a fotosynteza,
tak zwang kalcyfikacje cis i trans. W warunkach dobrego naswietlenia wystepuje
Cis — kalcyfikacja, ktora zachodzi po tej samej stronie organizmu, co pobieranie
wegla do procesu fotosyntezy ze wzgledu na zasadowy charakter wody. W
tym przypadku wytrgcanie CaCO, zachodzi w celu zachowania rownowagi
weglanowej podczas fotosyntezy [McConnaughey i Falk, 1991; McConnaughey,
1997; Suzuki, 1998]. Natomiast odmiana trans spowodowana jest transportem
jondéw wzdhuz organizmu, podczas aktywnego mechanizmu przy uzyciu energii
z ATP. Jony wapniowe wyplywaja, a na ich miejsce pobierane sg jony wodorowe,
przez co roztwor staje si¢ bardziej zasadowy. W wyniku polaczenia jondw
wodoroweglanowych z jonami wapnia nastgpuje wytracenie weglanu wapnia
[McConnaughey i Falk, 1991; McConnaughey, 1997; Suzuki, 1998]. W 1997
roku Larsoon i inni badacze zasugerowali istnienie, dla morskich makroglonow
z rodzaju Ulva sp., transportu btonowego dla jonow HCO, utatwionego przez
system antyportu HCO,/OH’, podczas ktérego przeptyw jondw jest wspierany
przez wymiang anionow biatek.

W procesie zwapnienia powstaja dwa rodzaje produktow - mineraty CaCO,
i protony H" wedlug ponizszego réwnania: Ca** + HCO, -> CaCO,| + H"

W wodach o charakterze zasadowym rozpuszczony nieorganiczny wegiel
wystepuje glownie w formie jonow HCO,, ktory jest gtdwnym zrodlem wegla
podczas kalcyfikacji [Brownlee i Taylor, 2002]. Niestety wodorowegglan jest
dostepny tylko przy obecnosci protonow wodorowych. Glony pobierajg wtedy
CO, z HCO, (w rejonie kwasnym), czemu towarzyszy pobieranie H' (w rejonie
zasadowym) - tez z HCO,” w wyniku tego w wodzie pozostaje jon weglanowy,
ktory taczy si¢ z jonami wapnia obecnymi w wodzie i na powierzchni plechy
wytraca si¢ osad krystalicznego weglanu wapnia (ryc. 1) [McConnaughey,
1997].

Tworzenie zespolow weglanowych na powierzchni komorek zwigzane
jest z istnieniem obszaréw kwasnych i zasadowych otaczajacych te komorki.
Rejony zasadowe spowodowane sg przez wyptyw jonow OH-, ktore wydajg
si¢ by¢ zwigzane z HCO, pobieranymi na potrzeby fotosyntezy. Wyptyw
jonow wodorowych powoduje wytracanie weglanu wapnia w twardej wodzie
[Pentecost, 1984].
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obszar zasadowy

ohszarkwasny

Ryc. 1. Model mechanizmu wytrqcania zespotow krysztatu weglanu wapnia na
powierzchni plech stodkowodnych zielenic z rodzaju Ulva opracowany na podstawie
modelu Brownlee i Taylor [2002] zaproponowanego dla ramienic.

3. METODY BADAN
3.1.PRACE TERENOWE

Proby plech Ulva zostalty pobrane w okresie letnim w 2009 roku z jezior,
stawow 1 strumieni zlokalizowanych na terenie Wielkopolski. Proby plech
pobrano z nastepujacych ekosysteméw: J. Maltanskie (N 52°24° 10,57 E 16° 57’
45,27, staw Tulecki (N 52°20° 35 E 17° 04’ 40”), glinianka we wsi Srodka (N
52°17°45,9” E 17°07° 06,1”), zbiornik ekologicznych A2-14 (N 52° 18°47,8”
E17°32°28,47), A2-6 (N 52°18°25,8” E 17°10° 11,2”) 1 A2-7 (N 52°18° 34,4”
E 17° 14’ 07,3”), strumien Dworski Row (N 52°21°28” E 17° 02’ 30”") oraz
Swigtnica (N 52°21°37” E 17° 02’ 40™).

Probe plechy o wadze £500 g po pobraniu z danego stanowiska osuszano
na bibule przez 10 min. i umieszczono nastgpnie w szczelnym plastikowym
pojemniku. Proby niezwlocznie przenoszono do chtodziarki terenowej (4°C),
nastgpnie po przewiezieniu proéb do laboratorium umieszczono je w lodowce
(-10°C). Z stanowisk, w ktorych pobrano préby plech, pobrano roéwniez probe
wody. Prob¢ wody o objetosci 90 ml nalano do szczelnych plastikowych
pojemnikéw o objetosci 100 ml. Proby wody konserwowano 10 ml stezonego
kwasu azotowego (V).
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3.2. PRACA LABORATORYJNA

Metody oznaczania zawartosci wapnia

Badania zawarto$ci joné6w w inkrustacjach jak i ich stezenia w wodzie
przeprowadzono w Zakladzie Chemii Supramolekularnej na Wydziale
Chemii UAM. Skiad jakosciowy prob plech oraz wody badano za pomoca
spektrometrii XRF. Natomiast analiz¢ ilosciowa wszystkich prob wykonano
przy uzyciu spektrometrii ICP-MS. Przed przystapieniem do pomiaréw probki
plech suszono i nastepnie poddano mineralizacji. Probki plech o znanej wadze
naniesiono za pomocg plastikowej tyzeczki do teflonowych bomb. Nastgpnie do
kazdej z prob dodano 15 ml stezonego kwasu azotowego (V) i 5 ml 30% H,O,.
Tak przygotowane proby poddano dwustopniowej ci$nieniowej mineralizacji
mikrofalowej w uktadzie zamknietym. Mineralizacje przeprowadzono w piecu
MarsXpress. Pierwszy etap mineralizacji przeprowadzono przy nast¢pujacych
parametrach: moc [W]= 400, sita [%]= 80, czas [s]= 300; z kolei w drugim
etapie zwickszono site do 100%.

Metody oznaczenia suchej masy krysztatow

Okreslono catkowita $wiezag mas¢ plech zielenicy pobrang w30
powtorzeniach ze stawu Tuleckiego nieopodal Poznania. Oddzielono porcje
+300g plechy. Nastepnie roztozono ja rownomiernie na bibule i pozostawiono
do przeschnigcia na 15 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie odwazono
po 10 g materiatu badawczego (n= 30). Otrzymana wage¢ oznaczono jako
catkowita $wieza mas¢. W celu uzyskania suchej masy zwazone wcze$niej
plechy poddano procesowi suszenia. Naczynia, w ktorych znajdowaly sie
zwazone plechy przeniesiono do suszarki komorowej i poddano procesowi
suszenia w temperaturze 200°C przez 1h. Do okreslenia procentowej zawartosci
wody w plesze zastosowano ponizszy wzor: %H,0= catkowita $wieza masa —
catkowita sucha masa/catkowita $wieza masa*100%.

Okres$lono nastgpnie sucha mase¢ krysztatow i okrzemek, ktére wystepuja
na powierzchni plech. W tym celu wysuszone uprzednio proby pokruszono
thuczkiem mozdzierzowym i przeniesiono do szklanych probéwek. Proby zalano
9 ml nadtlenku wodoru w celu strawienia zywych komorek zielenicy. Nastgpnie
probki umieszezono w cieplarce w temperaturze 95°C na 6h. Po uptywie tego
czasu ponownie dodano 2 ml nadtlenku wodoru i powtérnie umieszczono proby
w cieplarce (95°C) na 3h. Proby zwazono, a otrzymane wyniki oznaczono jako
suchg mas¢ krysztatéw i okrzemek.

Kolejny etap polegat na uzyskaniu suchej masy okrzemek. Polegal on
na zalaniu prob, ktére przelano do szczelnych plastikowych pojemnikow,

50



CHARAKTERYSTYKA INKRUSTACJI POKRYWAJACYCH PLECHY SLODKOWODNEJ FORMY ZIELENICY ULVA

rozcienczonym kwasem solnym (5 ml) w celu rozpuszczenia krysztatow weglanu
wapnia. Proby wytrzasano, przez 48 h. Nastgpnie proby przelano do probowek
i dopelniono woda destylowang do jednakowej objgtosci. Proby odwirowano
przez 15 minut w wirdwce typu MPW-212. Zlano nasacz, a nastgpnie proby, w
ten sam sposob poddano drugi raz wirowaniu. Po kolejnym usuni¢ciu nadsgczu,
pozostaty na dnie probowek osad, przeniesiono do pojemnikow wykonanych z
foli aluminiowej i suszono w temperaturze 105°C przez 2 h. Otrzymang suchg
mas¢ zwazono na wadze laboratoryjnej, a uzyskane wyniki oznaczono jako
suchg masg¢ okrzemek. Po odjeciu od suchej masy krysztatow 1 okrzemek suche;j
masy okrzemek, uzyskano mase krysztatdw weglanu wapnia, ktore zalegaly na
i w plechach Ulva.

4. WYNIKI

Srednie wartosci masy uzyskane podczas prowadzenia wieloetapowej
procedury usuwania wody, czgsci organicznych i nieorganicznych z plechy
Ulva (ryc. 2). Srednia waga wyjsciowa $wiezej masy plech makroglona przed
obrdobka termiczng i chemiczng wynosita +£10 g. Po I etapie przeprowadzone;j
procedury masa zmniejszyta si¢ 10 — krotnie (ryc. 2). W sktad pozostatej po
procesie suchej masy wchodzita wlasciwa waga glona, ktora stanowita jedynie
1/20 $wiezej masy. Wiekszy udziat w skladzie masy mialy krysztaly, ktore
stanowity prawie potowe uzyskanej suchej masy.

10,17¢g
8,88
1,37¢
0,65
| | 0,54g 0,18¢ AR
k | a [
swieza masa woda suchamasa masaglona masa masa

okrzemek  krysztatow

Ryc. 2. Srednie masy frakcji organicznych i nieorganicznych tworzgcych mase plech
Ulva (n=30).
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Plechy badanych stodkowodnych form Ulva charakteryzuja si¢ duza
zawartoscia wody w stosunku do catkowitej Swiezej masy. Woda stanowi
+85% $wiezej masy zielenicy. Pozostata cze$¢ to sucha masa, w ktorej sktad
wchodzi masa komorek zielenicy, peryfitonowych okrzemek oraz wytraconych
krysztatow (tab. 1, ryc. 3).

Tabela 1. Wartosci mas kolejnych produktow plechy Ulva (n= 30).

Produkty procesu Jednostka Min. Max. SD
Swieza masa [g] 9,9085 10,5836 0,4774
woda [g] 0,4569 0,8438 0,2736
sucha masa [g] 0,9697 2,0028 0,7305
masa okrzemek [g] 0,0407 0,3643 0,2288
masa krysztatow [e] 0,4569 0,8438 0,2736
masa komorek glona [g] 0,2727 1,2582 0,6969
masa glona
40%
sucha masa masa okrzemek
s N 13,5% 13%
swiezamasa — |
100% \
woda masa krysztatow
86,5 % 47%

Ryc. 3. Sklad swiezej masy plech stodkowodnej formy Ulva.

Udzial procentowy poszczegolnych elementéw wchodzacych w skiad
$wiezej masy badanej zielenicy przedstawia ryc. 4. Poza woda, ktora stanowi
prawie 9/10 calkowitej $wiezej masy, w sktad swiezej masy wchodzg krysztaty;
ktorych udziat wyniosit 6%, a wigc o 1% wigcej niz masa komoérek Ulva.
Odnotowano tylko 2%-towy udzial okrzemek epifitycznych w zawartosci
$wiezej masy Ulva.
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okrzemki krysztaty
2% 6%

komorki Ulva
5%

Ryc. 4. Udzial procentowy sktadowych tworzqcych swiezg mase Ulva.

Najwiekszy udzial w zawartosci suchej masy posiadaty krysztaty, ktore
stanowily prawie potowg masy substratu (48%). Natomiast pozostala czgs¢
suchej masy tworzyly w niewielkiej ilosci pancerzyki okrzemek (13%) i komorki
zielenicy Ulva (39%) (ryc. 5).

Ryc. 5. Udzial procentowy sktadowych tworzqcych suchg mase Ulva.
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4.1. KONCENTRACJE JONOW WAPNIA

Koncentracje wapnia w inkrustach pokrywajacych plechy Ulva wynosity od
50399,2 do 247114,43 ppm Ca?"/kg suchej masy zielenicy. Najwyzsze stezenia
wapnia odnotowano w plechach pochodzacych ze zbiornika ekologicznego
A2-14 oraz stawu w Tulcach. Z kolei najnizsze st¢zenia wapnia zanotowano w
plechach z strumienia Swigtnica i glinianki we wsi Srodka (ryc. 6).

250000

200000

150000

100000 |

Ca”* (ppm/kg)

50000 -

0 -

Stanowiska

Ryc. 6. Koncentracje wapnia z inkrustow zalegajgcych na plechach Ulva (1- Jezioro
Maltanskie, 2- Zbiornik ekologiczny A2-14, 3- Zbiornik ekologiczny A2-6, 4- Zbiornik
ekologicznyA2-7, 5- strumieri Dworski Row, 6- glinianka Srédka, 7- strumien Swigmica,
8- staw Tulce).

W wodzie, w ktorej rozwijaty si¢ populacje Ulva notowano zdecydowanie
nizsze koncentracje wapnia niz w plechach. Koncentracje wapnia miescity si¢
w zakresie od 56,637 do 147,6 ppm Ca?'/l wody. Najwyzsze st¢zenie wapnia
odnotowano w zbiorniku ekologicznym A2-6 a najnizsze w wodzie pobranej
z Jeziora Maltanskiego (ryc. 7). Srednie koncentracje wapnia w plechach Ulva
sa 0 £1700 razy wyzsze niz st¢zenia wapnia notowane w wodzie, w ktorych
wystepowaty badane zielenice.
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Ryc. 7. Koncentracje wapnia z wody w ktorej wystepowaty plechy Ulva (I- Jezioro
Maltanskie, 2- Zbiornik ekologiczny A2-14, 3- Zbiornik ekologiczny A2-6, 4- Zbiornik
ekologicznyA2-7, 5- strumien Dworski Row, 6- glinianka Srédka, 7- strumier Swiqtnica,
8- staw Tulce).

4.2.MORFOLOGIA KRYSZTALOW

Zdjecia skaningowe wykonano przy uzyciu mikroskopu skaningowego
(SEM) w Wydzialowej Pracowni Mikroskopii Elektronowej i Konfokalnej
Wydzialu Biologii na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.
Zdjecia pozwolily na charakterystyke budowy krysztatéw weglanowych, ktore
maja zasadniczy udziat w sktadzie masy stodkowodnych glondéw z rodzaju Ulva.

W préobach krysztalow zidentyfikowano pojedyncze krysztalty weglanu
wapnia w ksztalcie szescianu o ostrych zakonczeniach, ktére mialy dtugos¢ =
42,5 um i szeroko§¢ w 12,5 um (fot. 2), jak i zespoty krysztatéw o podobnych
rozmiarach i budowie (fot. 3). Krysztaly te nie byly jednak zaostrzone, co
powodowalo, ze byly one krotsze (x14 pm dlugosci i +4,8 pm szerokosci).
Catkowicie odmienng budowe cechowaty si¢ krysztaty utozone w ksztatt rozety,
ktére miaty posta¢ bardzo dlugich i cienkich igiet (fot. 4). Krysztaly te osiggaty
+105 pm dhugosci i zaledwie +6 um szerokosci.
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A=

Fot. 3. Zespol krysztalow soli wapniowych (kwiecien 2010, B. Messyasz i A. Rybak).
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Fot. 4. Zespdl krysztalow CaCO, w postaci dlugich igiel (kwiecieri 2010, B. Messyasz i
A. Rybak).

Pomiary dlugosci i szeroko$ci pojedynczych krysztaldow weglanu wapnia
wykonano na podstawie obrazu spod mikroskopu §wietlnego (typu Axioskop 2
MOT firmy Zeiss). Uzyskane wyniki pomiaréw podzielono na dwie kategorie.
Do pierwszej grupy zaliczono krysztaly dtuzsze od 100 pm, ktore wykazywaty
co najmniej 10 razy wigkszy stosunek dtugosci do szeroko$ci. Swoim ksztalttem
przypominaly cienkie a zarazem dhugie igly o nieregularnych koncach.
Natomiast do drugiej grupy zaliczono krysztaly w ksztalcie heksaedru, ktorych
dlugos¢ byta okoto 5 krotnie wigksza od szerokosci. W tabeli 2 zaprezentowano
przykladowe fotografie opisanych ksztaltow, jakie przyjmuja krysztaty. Podano
réwniez usrednione wartosci dlugosci i szerokos$ci, ktorych zakres warto$ci
minimalnych i maksymalnych (tab. 3) byl znaczacy.
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Tabela. 2. Pomiary dwoch glownych typow krysztatow: a) usrednione wyniki (n= 30)
zwigzane z wydtuzonymi, wagskimi ksztaltami; b) wartosci srednie (n= 30) odnoszgce si¢
do krysztatow o charakterystycznej heksagonalnej formie.

Srednia $rednia stosunek
ksztalt krysztatu dhugosé szerokos¢ dhugosci do
[wm] [pwm] szerokosci
177,8 12,55 14:1
Srednia $rednia stosunek
ksztalt krysztatu dlugos¢ szeroko$¢ dlugosci do
[um] [um] szeroko$ci
443 9,23 5:1
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Tabela 3. Wartosci min., max. i SD pomiaréw krysztatow z plechy Ulva (n= 30).

dhugos¢ [um] szerokos¢ [um]
ksztalt krysztatu - -
Min. Max. SD Min. Max. SD
105,0 248,23 101,3 6,0 16,6 7,5
14,0 55,3 29,2 4,8 12,5 5.4

5. DYSKUSJA

Parametry fizyczno — chemiczne wod stanowisk stodkowodnych form Ulva
wskazuja na charakter eutroficzny badanych ckosysteméw. Duza zawartosé
pierwiastkow biogennych w wodzie sprzyja intensywnemu rozwojowi zielenic,
w tym takze gatunkdéw z rodzaju Ulva. Stezenie rozpuszczonych soli w wodzie
wplywa zasadniczo na przewodnictwo elektrolityczne. Tym samym wysokie
warto$ci przewodnictwa elektrolitycznego wskazuja na stan wysokiej eutrofii
wody [Dojlido, 1977]. Warto$¢ pH wody, ktéra wynosita w wigkszosci stanowisk
>7,0 wskazuje na obecno$¢ w stawie wegla pod postacig HCO,", ktory bierze
réwniez udziat w procesie krystalizacji [Viera i Necchi, 2006].

Dzigki zastosowaniu XRF i ICP wykazano, iz w komorkach zielenicy i na
jej powierzchni, wystgpowata bardzo duza koncentracje jonéw wapniowych.
Duze stgzenie wapnia w plesze $cisle zwigzane jest z wystgpowaniem procesu
inkrustacji. Komorki plechy pobieraja dwuwartosciowe jony wapnia z wody,
zjawisko to moze przyczyniaé si¢ do powstania ogromnej réznicy w stezeniu
tego pierwiastka w glonie i otaczajacej go wodzie.

W pracy laboratoryjnej zastosowano rozne procedury zmierzajace do
okreslenia rzeczywistej §wiezej masy oraz udziatu krysztatdw weglanu wapnia
w biomasie Ulva. Metody poddano czeSciowej modyfikacji, aby uzyskaé
wyniki obarczone jak najmniejszym bledem i w stosunkowo krétkim czasie.
Analize zawartosci poszczegdlnych sktadnikow $wiezej masy stodkowodne;j
zielenicy przeprowadzono na podstawie obowigzujacych Polskich Norm. Prace
rozpocz¢to od oznaczenia suchej masy, nastgpnie usuni¢to materi¢ organiczng
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przy zastosowaniu odczynnikdw chemicznych, a na koncu rozpuszczono
krysztaty wapniowe kwasem chlorowodorowym. Podczas przeprowadzania
pierwszej czeSci eksperymentu wprowadzono dwie zmiany: skrocono czas
termicznej obrobki z 2 godzin do 1 godziny i podwyzszono temperaturg z
105°C do 200°C. Wykorzystano w tym celu tak zwang metode wagowa opisang
w PN-75/C-04616-01 dla okreSlenia zawartosci wody w osadach. Oznaczenie
zawarto$ci wody polega na wysuszeniu okres$lonej porcji substratu, w tym
przypadku plechy, do stalej masy w suszarce, w temperaturze 105°C w czasie 1
godziny i zwazeniu suchej pozostatosci. Wilgotnos$¢ oblicza si¢ z réznicy mas
proby $wiezej i wysuszonej, zawarto$¢ wody wyraza si¢ w %. Podana technika
jest bardzo popularna ze wzglgdu na prostote dziatania i wysoka efektywnos¢. Na
tej podstawie swoje badania nad mikroflorg w Zatoce Gdanskiej oparli Haroon
iinni w 1999 roku w celu okreslenia suchej zawartosci glona i procentowe;j
ilosci wody. Kolejnym etapem, ktory wykonano bylto usunigcie catej materii
organicznej, aby okresli¢ mase okrzemek i nieorganicznych zwigzkoéw. W tym
celu uzyto silnego utleniacza jakim jest nadtlenck wodoru. Jedng z stosowanych
metod oczyszczania okrzemek, podana zgodnie z normg PN-EN 13946:2006
jest reakcja w podwyzszonej temperaturze 90°C+ 5°C z 20 ml nadtlenku wodoru
w tazni wodnej w czasie okoto 3 godzin. Z obserwacji wcze$niej prowadzonych
podobnych doswiadczen podczas przygotowywania prob plech Ulva do analizy
okrzemkowej, stwierdzono, ze metoda preparacji probek z uzyciem tazni wodne;j
nie sprawdzila si¢. Proby ogrzewano nie dwie godziny, ale dwie doby, woda z
tazni wodnej w szybkim tempie wyparowywala, dlatego konieczna byla czgsta
kontrola poziomu wody. Dlatego podczas prowadzenia badan, do proboéwek z
probami dodano 11 ml nadtlenku wodoru i umieszczono je w cylindrach, do
ktérych dolano wody destylowanej — stworzono warunki podobne jak w tazni, a
nastgpnie tak przygotowany material umieszczono w cieplarce w temperaturze
95°C na okres 9 godzin. W ten sposOb przyspieszono proces wytrawiania, a
uzyskany efekt koncowy byt zgodny z oczekiwanym.

Poza okrzemkami w probowce znajdowaly si¢ jeszcze zwiazki wegla, aby
je wyeliminowaé¢ dodano kwasu chlorowodorowego. Wedlug obowigzujacych
norm wystarczy dodaé kilka kropli, aby catkowicie rozpusci¢ weglany.
W badanej probie obserwowano duze stgzenie zwigzkow wegla, dlatego
dodano 5 ml rozcienczonego kwasu solnego. Nastepnie zgodnie z zaleceniem
proby odwirowano trzykrotnie w celu uzyskania oczyszczonego materialu
okrzemkowego. Na koniec analizowane proby ponownie poddano procesowi
suszenia, do uzyskania statej wagi.

W analizie prowadzonej przez Coaletta i innych badaczy (2001) w
celu odwapnienia gatunku ramienicy Chara globularis zastosowano 5%
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etylenodiaminy tetraoctanu sodu przy pH 8 i nastepnie w temperaturze 5°C przez
48 godzin przemywano trzykrotnie woda destylowana, a na koncu odwirowano
i suszono w 20°C. Metoda ta data jednak mniej efektywny rezultat, gdyz proba
byta niecatkowicie oczyszczona. Natomiast inni badacze [Pentecost i in., 2006]
w celu oczyszezenia gatunkow Chara z inkrustacji weglanowej stosowali 0,01
M HCI1 w 20°C przez 3 godziny, nastepnie dwukrotnie proby przeptukali wodg
destylowana, po czy materiat poddali procesowi suszenia.

W celu sprawdzenia efektywno$ci uzytego rozpuszczalnika — kwasu
solnego przeprowadzono krotkie doswiadczenie. Polegalo ono na zalaniu
matej ilosci plech zielenic wodg destylowang, alkoholem etylowym i kwasem
chlorowodorowym. Po uptywie godziny plechy poddano obserwacji pod
mikroskopem $wietlnym (typu Axioskop 2 MOT firmy Zeiss). Zarowno pod
wptywem wody (fot. 5a) jak 1 98,8% etanolu (fot. 5b) nie zauwazono zadnych
zmian na powierzchni plechy, natomiast po dodaniu rozcienczonego kwasu
chlorowodorowego (fot. 5¢) wszystkie krysztaty ulegly rozpuszczeniu.

Fot. 5. Efekt zastosowania roéznych odczynnikow do usuniecia weglanu wapnia z
powierzchni plech makrozielenicy: a) z dodatkiem wody destylowanej; b) przy udziale
alkoholu etylowego; c¢) po zastosowaniu rozcieniczonego kwasu chlorowodorowego
(kwiecien 2010, fot. M. Pikosz).

Analiza krysztatow

W procesie rozwoju biologicznego Ulva w miare uptywu czasu starzejaca
si¢ plecha staje si¢ szorstka, mocno pokarbowana oraz stopniowo przybiera
ksztalt coraz to silniej poskrecanych tasm. Wystepowanie takiej reakcji na
powierzchni plech oraz ich struktury jest odzwierciedleniem realizowanego
cyklu ontogenetycznego osobnika, jak i wynika z wptywu szeregu czynnikow.
Najwazniejszym z nich jest wystgpowanie wytracania si¢ na powierzchni plech
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inkrustacji weglanu wapnia. Ze wzgledu na czas konieczny do wytracenia
krysztatdéw weglanowych, proces ten nie zachodzi lub w niewielkim stopniu
zachodzi na komoérkach mtodych osobnikow Ulva. Na mlodych plechach
spotykano jedynie pojedyncze, mate inkrusty. Badane zielenice w pierwszych
fazach rozwoju, gdy na plechach nie zalegaja masowo krysztaly, mogg bez
ograniczen rozwija¢ si¢ 1 przybiera¢ na biomasie. Powierzchnia, na ktorej
nie zdazyly wytraci¢ si¢ inkrusty jest gtadka w dotyku a komodrki maja
niecograniczony kontakt z wodg i1 $wiattlem. Mlode osobniki przyjmuja odcien
jasnej zieleni, poniewaz bez ograniczen zwigzanych z obecnos$cig inkrustow,
ktére rozpraszaja $wiatto stoneczne lub zupelnie blokuja jego przejscie do
komorek; moga wykorzystywaé energi¢ Swietlng. Nanokrysztaly wraz z
uplywem czasu, przy sprzyjajacych warunkach, moga osiggac¢ wicksze rozmiary.
Wystepujace w znacznej mierze na powierzchni dojrzatej plechy Ulva krysztaty
odpowiedzialne sg za pojawienie si¢ nowej cechy diagnostycznej - jaka jest
szorstko$¢ plech. Jezeli krysztaly weglanu wapnia wystgpuja pojedynczo na
powierzchni komorek glona (monokrysztaly) to nie wywieraja znaczacego
wplywu na wlasciwosci fizyczne plechy. Natomiast jezeli sktadajg si¢ z wielu
losowo utozonych krysztalow, tworzacych zespoty (polikrysztaty) sa wtedy w
znacznym stopniu odpowiedzialne za szorstko$¢ plechy. Zjawisko inkrustacji
wplywa bezposrednio na dtugos¢ i szerokosé plechy. Mtode osobniki, w duzej
mierze wolne od wytragconego weglanu wapnia, sg dtuzsze i wezsze od dojrzatych
plech, u ktorych proces krystalizacji zachodzi bardzo szybko i intensywnie.

Doktadniejsza ocen¢ budowy inkrustéw pokrywajacych plechy glondéw
wodnych uzyska¢ mozna na postawie analizy Swiezego materiatu badawczego.
Wiele czynnikéw wplywa na zmiany morfologii krysztatow. Wraz ze wzrostem
temperatury pojawiajg si¢ mniejsze krysztaty, poniewaz pod wptywem wysokich
temperatur weglan wapnia ulega rozpuszczeniu. Na zmiany rozmiaru i ksztattow
wytragconych krysztatlow maja rowniez znaczacy wplyw procesy wtorne.
Czynniki powodujace rekrystalizacj¢, agregacje czy wrecz rozpuszczenie
krysztatow.

Obserwacje mikroskopowe potwierdzily obecnos¢ krysztatow w ksztalcie
dwoch tetraedréw polaczonych podstawami oraz w ksztalcie ostrostupa,
u ktorego na przeciwlegtych dhluzszych koncach do podstawy przylegaja
czworo$ciany. Takie formy przyjmujg krysztaly wystepujace na powierzchni
plech ramienic i innych wodnych ro$lin naczyniowych. Dzigki powyzszej
obserwacji potwierdzono wystepowanie zjawiska zewngtrzkomorkowego
wytrgcania weglanu wapnia na plechach gatunkow z rodzaju Ulva. Nie
sprawdzono natomiast czy zielenice z rodzaju Ulva potrafiag przeprowadzaé
jeszcze inne mechanizmy wytracania krysztatow. Jezeli posta¢ dorosta plechy
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przypomina poskrecane tasmy, to w miejscach skrecen brak jest powierzchni do
osadzania krysztatbw na zewnatrz. Stad tez nalezy wzia¢ pod uwage mozliwosc
wystgpowania w tych obszarach wewnatrzkomérkowego procesu stracania
weglandw. Proces ten u stodkowodnych form Ulva moze przebiegaé¢ w podobny
sposob jaki zostal opisany przez Dodsona (1974). Autor podat, ze do plechy
docierajg jony HCO, z wody, a do wnetrza wydzielane sg z kolei jony CO,,
ktoére taczac si¢ z obecnymi w wodzie jonami wapnia tworza w postaci igiet
nierozpuszczalny zwigzek wapnia. Przypuszczenie takie powstalo ze wzgledu
na obecnos$¢ dlugich, cienkich krysztatow (fot. 4) obserwowanych dopiero
po strawieniu komorek makroglona przy uzyciu perhydrolu. Inng przyczyna
wystgpowania tego typu krysztatdéw na powierzchni plechy mogg by¢ przemiany
polimorficzne, ktore zachodza pod wplywem zmian warunkéw fizyczno —
chemicznych. Na podstawie budowy morfologicznej krysztatdw mozna jedynie
przypuszcza¢ jaka odmiane polimorfizmu weglanu wapnia prezentuja dane
krysztaty. Dlatego monokrysztaly tworzace zespoly na powierzchni plechy
okreslono jako kalcyt, natomiast krysztaty w ksztalcie igiet, ktore powstaty w
procesie rekrystalizacji badz tez w procesie wewnatrzkomorkowego wytracania
okre$lono jako aragonit. W celu okreslenia doktadnej struktury i czystosci
krystalicznej weglanu wapnia nalezaloby zastosowac dyfrakcyjng analize
rentgenowska, a do opisu odmiany polimorfizmu nalezy w dalszych badaniach
uzy¢ dyfraktometru proszkowego.

Badania realizowano w ramach grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
(nr N N304 0134 37) pt. ,,Weryfikacja genetyczna i siedliskowa gatunkow z rodzaju
Ulva na terenie Polski”.

Badania cze$ciowo finansowano w ramach dzialania 8.2 PO KL wspélfinansowanego
przez Uni¢ Europejska w ramach Europejskiego Funduszu Spolecznego.
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