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Wstep

Bezpieczenstwo i jako$¢ zywnosci zalezg od wielu, zaréwno biologicznych jak i chemicznych,
czynnikéw. Jednym z tych czynnikdéw jest obecnos¢ w produktach zywnosciowych pierwiastkéw
chemicznych, zaréwno toksycznych jak i niezbednych do prawidtowego funkcjonowania
organizmu ludzkiego. Toksycznos$¢ oraz biodostepnos¢ pierwiastkdw chemicznych zalezy nie
tylko od dawki czy drogi podania danego pierwiastka, ale takze od formy chemicznej w jakiej
pierwiastek ten wystepuje. W zwigzku z powyzszym oznaczenie tylko catkowitej zawartosci
pierwiastkdw chemicznych w prébce zywnosci nie jest wystarczajgce w ocenie jakosci
produktéw zywnosciowych. Informacje o formach chemicznych pierwiastkéw wystepujacych w
probce mozna uzyskac¢ dzieki zastosowaniu analizy specjacyjnej.

Analiza specjacyjna jest jedng z najwazniejszych dziedzin wspodtczesnej chemii analitycznej,
najczesciej badane w analizie specjacyjnej matryce to woda, zywnos$é, probki kliniczne oraz
osady, gleby i popioty. Jednym z powoddédw dynamicznego rozwoju w dziedzinie analizy
specjacyjnej jest rdwnie dynamiczny rozwdj nowoczesnych technik analitycznych takich jak
spektrometria mas czy chromatografia. Niemniej istotny czynnik motywujacy do aktywnych
badan nad specjacjg pierwiastkébw chemicznych w zywnosci jest potrzeba uwzglednienia
réznorodnosci form chemicznych pierwiastkbw w uregulowaniach prawnych dotyczacych
miedzy innymi produktéow Zzywnosciowych. W znacznej wiekszosci norm prawnych
obowigzujgcych na catym Swiecie najwyzisze dopuszczalne zawartosci pierwiastkow
chemicznych w produktach zywnosciowych odnoszg sie do catkowitych zawartosci tych
pierwiastkow. W przypadku toksycznych pierwiastkéw takich jak arsen, chrom, antymon, cyna,
rte¢, kadm czy otéw oznaczenie duzej catkowitej zawartosci tych pierwiastkéw w prébce
zywnosci nie musi swiadczyé o niebezpieczenstwie zwigzanym z konsumpcjg takiej probki. Jest
to zwigzane z diametralnymi rdzinicami w toksycznosci wymienionych pierwiastkow
chemicznych w zaleznosci od stopnia utlenienia czy obecnosci pierwiastka w formie
nieorganicznej lub organicznej. Analiza specjacyjna znajduje zastosowanie nie tylko w
odniesieniu do pierwiastkéw chemicznych mogacych wykazywac negatywny wptyw na organizm
ludzi, ale takze w odniesieniu do badania niezbednych do Zzycia mikroelementdéw. Pierwiastki
takie jak miedz, cynk, chrom czy selen uznawane sg za niezbedne do prawidiowego
funkcjonowania organizmu. Specjacja tych pierwiastkdw moze miec istotny wptyw na zdolnos¢
przyswajania przez organizm ludzki bgdz nawet determinowaé miedzy toksycznym (chrom na
széstym stopniu utlenienia) bgdz pozgdanym (chrom na trzecim stopniu utlenienia) dziataniem.
Obie te kwestie stajg sie niezwykle istotne w odniesieniu do zywnosci funkcjonalnej czy
modyfikowanej w celu zwiekszenia suplementacji niezbednych do Zzycia pierwiastkéw.
Wielopierwiastkowa analiza specjacyjna mozliwa jest dzieki zastosowaniu nowoczesnej,
zaawansowanej techniki sprzezonej: chromatografii cieczowej potgczonej ze spektrometrig mas
z jonizacjg w plazmie sprzezonej indukcyjnie (LC/ICP-MS, ang. Liquid chromatography
inductively coupled plasma mass spectrometry). Uniwersalny charakter chromatografii
cieczowej pozwala na stosowanie w ramach jednego uktadu chromatograficznego wielu réznych
technik rozdzielania. Mozliwosci analityczne techniki sprzezonej LC/ICP-MS takie jak wysoka
czutos¢, niskie wartosci granicy wykrywalnos$ci oraz wysoka precyzja pomiaréw umozliwiajg
analize wielopierwiastkowa na poziomach stezen pg L. Analiza specjacyjna przy uzyciu techniki
sprzezonej LC/ICP-MS mimo swoich niewatpliwych zalet nie jest jednak w stanie dostarczy¢
analitykowi kompletnych informacji na temat form specjacyjnych pierwiastkéw chemicznych
wystepujacych w prébce. Identyfikacja form specjacyjnych pierwiastkdw moze opierac sie tylko
na poréwnaniu czasow retencji z substancjg wzorcowg. W przypadku braku dostepnosci



wzorcow poszczegblnych substancji niemozliwa jest identyfikacja formy specjacyjnej
pierwiastka przy zastosowaniu tylko techniki sprzezonej LC/ICP-MS. W takim przypadku
konieczne jest zastosowanie technik komplementarnych pozwalajacych na identyfikacje
ztozonych form chemicznych pierwiastkdw. Najczesciej stosowang technikg pozwalajacg na
identyfikacje zaréwno nieorganicznych jak i organicznych form chemicznych pierwiastkéw jest
spektrometria mas z jonizacjg poprzez elektrorozpraszanie (ESI-MS , ang. electrospray ionisation
mass spectrometry). Zastosowanie technik komplementarnych w analizie zywnosci pozwala na
uzyskanie petnego obrazu specjacji pierwiastkdw chemicznych w prébce i tym samym umozliwia
rzetelne wnioskowanie na temat bezpieczenstwa i jakosci produktow zywnosciowych.
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1. Wybrane pierwiastki chemiczne w analizie zywnosci

Pierwiastki chemiczne sg wszechobecne w $rodowisku naturalnym, ich pochodzenie moze by¢
zarowno naturalne jak i antropogeniczne. Do Zrédet naturalnych zaliczy¢é mozna przede
wszystkim wietrzenie skat. Zdecydowanie wiekszy wptyw na emisje pierwiastkdw chemicznych
do srodowiska naturalnego majg jednak Zrddta antropogeniczne takie jak przemyst, transport
czy rolnictwo. W konsekwencji uwalniania pierwiastkéw chemicznych do powietrza, gleb i wéd
naturalnych, ktére stajg sie integralnym elementem tanicucha pokarmowego, ktérego ostatnim
elementem jest cztowiek. Ze wzgledu na coraz wieksze zanieczyszczenie srodowiska kwestie
zwigzane z bezpieczenstwem zywnosci zyskujg na znaczeniu [1]. Pierwiastki chemiczne mozna
podzieli¢ na dwie grupy ze wzgledu na ich dziatanie na organizm ludzki, pierwiastki toksyczne
oraz pierwiastki niezbedne do zycia. W przypadku pierwiastkdw niezbednych do zycia ich rola
moze by¢ niezwykle réznorodna. Pierwiastki chemiczne mogg stanowi¢ materiat budulcowy
ludzkiego ciata, bra¢ wudziat w przemianach metabolicznych, regulowa¢ réwnowage
elektrolitowg czy w koricu stanowié istotny element enzymdéw oraz hormondéw. Podstawowym
kryterium determinujgcym toksyczny lub pozadany wptyw pierwiastka chemicznego na
organizm cztowieka stanowi dawka, nawet w przypadku niezbednych mikro- i makroelementéw
zbyt wysoka dawka moze wywotywadé toksyczne dziatanie [2,3].

Przy obecnym stanie wiedzy nie mozna jednak moéwi¢ o toksycznym badz nietoksycznym
dziataniu pierwiastkédw chemicznych jedynie w odniesieniu do dawki czy drogi wprowadzenia
do organizmu. Powszechnie wiadomym jest, ze dziatanie pierwiastkdw chemicznych na
organizm ludzki zalezy w duzej mierze od formy chemicznej w jakiej dany pierwiastek wystepuje
[4,5]. Badanie specjacji pierwiastkédw chemicznych jest szczegdlnie istotne w odniesieniu do
bezpieczenstwa i jakosci produktéw zywnosciowych. Diametralnie rézne oddziatywanie na
organizm ludzki réznych form specjacyjnych pierwiastkéw takich jak arsen, chrom, antymon,
cyna, rte¢, kadm czy otéw jednoznacznie wskazuje, ze oznaczanie tylko catkowitej zawartosci
tych pierwiastkdw nie jest wystarczajgce. Réwnie duze znaczenie wykazuje analiza specjacyjna
w odniesieniu do mikroelementdéw niezbednych do zycia takich jak miedz, cynk, chrom czy selen.
Bioprzyswajalnos¢ tych pierwiastkébw chemicznych zalezna jest od formy w jakiej sg one
dostarczane organizmowi. Badanie specjacji pierwiastkdw niezbednych do Zzycia dostarcza
istotnych informacji, ktére nastepnie moga zosta¢ wykorzystane w celu efektywnej
suplementacji tych pierwiastkdow za pomocg zywnosci funkcjonalnej i modyfikowane;.

1.1 Pierwiastki toksyczne
1.1.1 Arsen

Arsen jest pierwiastkiem naturalnie wystepujacym w znacznych ilo$ciach w glebie w zakresie od
0,1 do 48 mg kg oraz wodzie morskiej na poziomie 1,45 x 103 mg kg . Zdecydowanie mniejsze
iloci arsenu mozna znalezé w wodzie stodkiej, od 0,1 do 800 ng g1 [6]. Wysoka zawarto$¢ arsenu
w Srodowisku wynika z faktu, ze pierwiastek ten jest sktadnikiem ponad 245 mineratéw sposrod
ktorych najwieksze znaczenie majg piryty [7]. Istotne znaczenie na obecnosc tego pierwiastka w
srodowisku naturalnym majg takze zrddta antropogeniczne. Ze wzgledu na swojg toksycznosc
arsen byt powszechnie stosowany jako sktadnik pestycyddéw, herbicydéw oraz insektycydow, ale
takze w $rodkach do konserwacji drewna. Rdwniez w przemysle mozna odnalez¢ zrédta emisji
arsenu do $rodowiska naturalnego takie jak: produkcja elektroniki, produkcja szkta ale takze
przetwdrstwo metali czy przemyst energetyczny [7,8].
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W $rodowisku wodnym arsen wystepuje gtéwnie w formie arsenianéw (Ill) w wodach
podziemnych oraz arsenianéw (V) w wodach powierzchniowych. Réwnowaga form
specjacyjnych arsenu w wodzie zalezy gtéwnie od pH oraz obecnosci mikroorganizméw
mogacych przeksztatca¢ nieorganiczny arsen do prostych form organicznych takich jak
dimetyloarsyna (DMA) czy monometyloarsyna (MMA). Podwyzszona obecnos¢ organicznych
form arsenu moze miec¢ swoje zrédto w silnym zanieczyszczeniu wod gruntowych przez przemyst
lub rolnictwo. W przypadku gleby dominujgcg forma specjacyjng arsenu sg arseniany (V) oraz
kwas arsenowy (lIl). Podobnie jak w przypadku wody réwniez w glebie zachodzi mozliwos¢
transformacji nieorganicznego arsenu przez mikroorganizmy. Réwnowaga form specjacyjnych
oraz rozpuszczalnosé arsenu znajdujgcego sie w glebie silnie zalezy od wtasciwosci redukujgco-
utleniajacych gleby. Obecno$é jonéw takich jak CI-, NOs, SO4% i PO,* limituje pochfanianie
arsenu w glebie. Arsen moze dostawac sie do atmosfery zaréowno w wyniku proceséw
naturalnych (wietrzenie skat, erupcje wulkaniczne) oraz dziatan antropogenicznych
(przetworstwo metali, spalanie paliw kopalnych) gtéwnie w formie tréjtlenku arsenu.
Zanieczyszczenie powietrza arsenem moze prowadzié do wtdrnego zanieczyszczenia
wierzchnich warstw gleby (ok. 5 cm) [6,7].

W badaniach prébek biologicznych zidentyfikowano do tej pory ponad 25 form specjacyjnych
arsenu, zaczynajgc od prostych nieorganicznych takich jak arsenowoddr koriczac na ztozonych
organicznych arsenocukrach. Wybrane formy specjacyjne arsenu oraz odpowiadajgce im
wartosci dawki $miertelnej (LDso, ang. Lethal dose) zebrano w tabeli 1 [7].

Tabela 1. Wybrane formy specjacyjne arsenu wraz z wartosciami LDsg [7].

Forma specjacyjna LDsp [mg kg Wzér chemiczny
Arsen pierwiastkowy 763 As
Nieorganiczne formy specjacyjne
Tlenek arsenu (111) 14 As;03
Kwas arsenowy (Ill) 14 H3AsOs
Arseniany (lll) 14 AsOs*>
Chlorek arsenu 14 AsCl;
Siarczek arsenu 14 As;S;
Wodorek arsenu (arszenik) 3 AsHs
Tlenek arsenu (V) 20 As,0s
Kwas arsenowy (V) 20 H3AsO,
Kwas metaarsenowy (V) 20 HASO;
Arseniany (V) 20 AsO4>
Organiczne formy specjacyjne
Monometyloarsyna (MMA) - CHsAsH,
Dimetyloarsyna (DMA) - (CH3),AsH
Trimetyloarsyna (TMA) - (CHs);5As
Kwas monometyloarsenowy 1800 CH3AsO(OH),
(MMAA)
Kwas dimetyloarsenowy (DMAA) 2600 (CH3)2AsO(OH)
Tlenek trimetyloarsenu (TMAOQ) - (CH3)3AsO
Arsenobetaina (AsB) - (CH3)sAs* CH,COOH
Arsenocholina (AsC) - (CH3)3As* CH,CH,0OH
2-dimetyloarsynoetanol - (CHs),As(0)CH,CH,0H
Pochodne .th.Jszczéw zawierajgce - ch\ R 5
arsen (As-lipidy) _As

(o S

CH; o
Pochodne cukrow zawierajgce - 0
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W literaturze mozna znalez¢ informacje opisujgce pozytywny wptyw arsenu na wybrane gatunki
roslin oraz zwierzat [9,10]. Zdecydowanie wieksza ilos¢ doniesien literaturowych okresla jednak
wptyw arsenu na organizmy roslin i zwierzat jako toksyczny [7,8].

Znaczenie arsenu dla prawidtowego funkcjonowania ludzkiego organizmu nie zostato do tej pory
potwierdzone. Przeprowadzone badania sugerujg zapotrzebowanie na arsen na poziomie okoto
25 do 50 ng/g As pozywienia nie mniej wartosci te nie mogg by¢ traktowane jako zalecane
spozycie arsenu w diecie. Zaktada sie, ze dzienne spozycie arsenu zwigzane z pozywieniem oraz
wodg zawiera sie na poziomie zblizonym do powyzszych wartosci. Toksyczno$é arsenu dla
organizméw ludzkich silnie zalezy od formy specjacyjnej. Kancerogenne wtasciwosci
nieorganicznych zwigzkéw arsenu w stosunku do cztowieka zostaty udokumentowane i
zakwalifikowane przez Miedzynarodowg Agencje Badan nad Rakiem (IARC, ang. International
Agency for Resarch on Cancer) do Grupy 1 — czynnik rakotwdrczy dla cztowieka [11]. Uwaza sie,
ze formy nieorganiczne arsenu sg duzo bardziej toksyczne od prostych form organicznych takich
jak DMA, MMA i ich pochodne. Ztozone formy organiczne jak AsC czy AsB sg uwazane za
nietoksyczne. Kwestig dyskusyjng wymagajacg dalszych badan jest dziatanie toksyczne As-
cukréw i As-lipidéw [7].

Ze wzgledu na wszystkie powyzsze wiasciwosci arsenu badanie zawartosci tego pierwiastka w
wodzie przeznaczonej do spozycia przez ludzi oraz w produktach zywnosciowych jest
szczegdlnie istotne. Najwyzsze stezenia arsenu wykrywane sg w wodnych formach zycia u
ktorych wystepuje zjawisko akumulacji tego pierwiastka z otoczenia. Czesto prowadzi to do
obecnosci wyzszych stezen tego pierwiastka w tkankach organizmoéw zywych niz w otaczajgcym
je srodowisku wodnym. Réwnie istotny jest jednak fakt, ze wykrywany w tych organizmach
arsen wystepuje gtéwnie w mniej toksycznych formach organicznych [7,12,13]. Przebieg
metabolizmu arsenu w organizmach wodnych przedstawiono schematycznie na rysunku 1.

As

Srodowisko wodne ey

DMA, MMA i
pochodne

Metabolizm arsenu

Organizmy Wod ne As-cukry As-lipidy

Rysunek 1. Schemat metabolizmu arsenu w organizmach wodnych.

W przypadku rodlin sktonnosci do pochtaniania i akumulacji arsenu sg Scisle zwigzane z
podobienstwem tego pierwiastka do fosforu. Nieorganiczne formy arsenu sg zwykle pobierane
i akumulowane w czesci korzeniowej rosliny, formy organiczne z kolei mogg by¢ wchtaniane za
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pomocg lisci lub kory drzew. Tendencje do akumulacji arsenu sg rézne dla réznych grup roslin,
wiekszos¢ zbdz nie wykazuje tendencji do akumulowania tego pierwiastka, z kolei ryz, warzywa
czy owoce uprawiane na glebach bogatych w arsen moga wykazywac¢ znacznie podwyzszone
zawartosci zwigzkéw arsenu [7]. Zwierzeta lgdowe pobierajg arsen przede wszystkim wraz z
pokarmem lub suplementami takimi jak, obecnie w Europie zakazany, kwas 4-hydroksy-3-
nitrobenzenoarsenowy (roksarson, ang. Roxarsone) [14,15].

Badanie specjacji arsenu skupia sie obecnie przede wszystkim na prébkach wdd naturalnych
oraz przeznaczonych do spozycia przez ludzi, prébkach organizméw wodnych oraz prébkach
moczu. Rzadziej spotykane rodzaje prébek poddawane analizie specjacyjnej arsenu to rosliny,
zwierzeta, gleba i osady denne oraz popioty lotne. Mimo relatywnie matej réznorodnosci prébek
arsen jest jednym z najczesciej poddawanych analizie specjacyjnej pierwiastkéw [16].

1.1.2 Antymon

Antymon jest uznawany za jedno z najistotniejszych obecnie zanieczyszczen srodowiska.
Antymon wystepuje naturalnie w glebie w zakresie od 0,01 do 1,0 mg kg, punktowo jednak
pomiary wykazywaty zawartosci siegajace az 500 mg kg [6,7]. W wodzie antymon wystepuje w
stezeniach ponizej 1 pg L [7]. Antymon moze byé takze uwalniany do $rodowiska ze Zrédet
antropogenicznych, przede wszystkim zwigzanych z przemystem. Istotnym zastosowaniem
antymonu jest dodatek do szerokiej gamy materiatdw ogniotrwatych. Pierwiastek ten znajduje
takze zastosowanie w produkcji ceramiki i szkta a takze jako dodatek stopowy do otowiu.
Najbardziej istotnym z perspektywy zanieczyszczenia Srodowiska zastosowaniem antymonu jest
produkcja szerokiej gamy tworzyw sztucznych takich jak guma, zywice poliestrowe czy
poliolefiny, w ktorej pierwiastek ten jest stosowany jako katalizator i stabilizator procesu.
Podobnie jak w przypadku arsenu réwniez antymon jest emitowany do $Srodowiska naturalnego
podczas spalania paliw kopalnych. Mniej istotnym z perspektywy zanieczyszczenia Srodowiska
jednak wartym odnotowania zastosowaniem antymonu jest jego wykorzystanie w lekach,
gtéwnie stosowanych do leczenia tropikalnych choréb pasozytniczych [7,8].

W aktualnej literaturze nie ma wielu informacji na temat specjacji antymonu w $rodowisku
naturalnym, watkiem przewodnim w dostepnych badaniach sg podobieristwa chemiczne
antymonu i arsenu. W glebie antymon wystepuje gtdwnie w formie nieorganicznej na pigtym i
trzecim stopniu utlenienia, niektdrzy naukowcy donoszg takie o obecnosci metylowanych
zwigzkéw antymonu w powierzchniowych warstwach gleby. Niezaleznie od formy
wystepowania antymon jest trudno ekstrahowany z gleby [7,17,18]. Analogicznie jak w glebach
ksztattuje sie specjacja antymonu w wodach naturalnych, w tym przypadku naukowcy réwniez
raportujg tylko obecnos$¢ form nieorganicznych oraz metylowanych tego pierwiastka [17,19].
Rosliny moga pobiera¢ i akumulowaé antymon zaréwno z gleby jak i wody. Do tej pory w
probkach roslin zidentyfikowano jedynie formy nieorganiczne oraz metylowane antymonu.
Wybrane formy specjacyjne antymonu zebrano w tabeli 2 [20,21].

Tabela 2. Wybrane formy specjacyjne antymonu [20,21].

Forma specjacyjna Wz6r chemiczny
Antymonowodor SbH3

Tlenek antymonu Sb203

Chlorek antymonu SbCls

Antymoniany (lIl) Sb(OH)2* lub Sb(OH)s
Antymoniany (V) Sb(OH)e™ lub SbO3
Kwas monometyloantymonowy (MMSb) CH3SbO(OH)2

Kwas dimetyloantymonowy (DMSb) (CH3)2SbO(0OH)
Trimetylostibina Sb(CHs)s

Dichlorek trimetylantymonu (TMSbCIy) (CH3)3SbCl
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Antymon uznawany jest za pierwiastek toksyczny jednak uwaza sie, ze jego toksycznos¢ jest
okoto 10-krotnie nizsza niz toksycznosé arsenu. Podobnie jak w przypadku arsenu stopien
toksycznosci antymonu zalezy od formy specjacyjnej tego pierwiastka. Nieorganiczne formy
antymonu (a w szczegdlnosci antymon pierwiastkowy) uwazane sg za najbardziej toksyczne,
przy czym antymon na trzecim stopniu utlenienia (oraz jego zwigzki) jest zdecydowanie bardziej
toksyczny niz antymon na pigtym stopniu utlenienia. Formy metylowane antymonu uwazane sg
za mniej toksyczne od form nieorganicznych [7].

Badanie specjacji antymonu skupia sie obecnie przede wszystkim na prébkach srodowiskowych
takich jak wody naturalne, osady czy gleby [7]. Ze wzgledu na zastosowanie antymonu w
produkcji tworzyw sztucznych oczywistym kierunkiem badania specjacji tego pierwiastka
wydajg sie produkty spozywcze do ktérych pakowania wykorzystywane sg polimery. W
literaturze mozna znalez¢ prace potwierdzajgce uwalnianie antymonu z opakowania do wody
butelkowanej [22,23]. Obecnos¢ nieorganicznego antymonu oraz jego komplekséw z kwasem
cytrynowym i kwasem mlekowym zostata potwierdzona w prébkach sokéw z owocow
cytrusowych i jogurtu przechowywanych w pojemnikach z tworzyw sztucznych [24,25].

1.1.3 Chrom

Chrom w s$rodowisku naturalnym wystepuje przede wszystkim w formie mineratu o nazwie
chromit (tlenek zelaza i chromu - FeCr,04). Zawarto$é chromu w glebie waha sie od 5,5 mg kg?
do nawet 710 mg kg w przypadku gleb zanieczyszczonych tym pierwiastkiem. Srednia
zawarto$¢ chromu w glebach szacuje sie na 200 mg kg™ [26]. Srednia zawarto$¢ chromu w
wodzie stonej ksztattuje sie na sie na poziomie 0,16 pg L't a w wodzie stodkiej na 0,18 ug L [6].
Chrom znajduje szerokie zastosowanie w przemysle metalurgicznym, w tym w produkg;ji stali,
ktory to proces jest gtownym zrédiem emisji chromu do $Srodowiska naturalnego. Ponadto
chrom znajduje takze zastosowanie w przemysle garbarskim, przy produkcji barwnikéw oraz
jako sktadnik impregnatéw do drewna [7,8].

Chrom wystepuje w srodowisku naturalnym przede wszystkim na dwdch stopniach utlenienia:
Cr(lll) oraz Cr(VI1), stabilnos¢ obu tych form zalezy przede wszystkim od potencjatu redox.
Naturalnie wystepujgca forma w srodowisku jest Cr(lll), ktéra w warunkach wysokiego pH oraz
obecnosci utleniaczy moze zosta¢ utleniona do formy Cr(VI). Prawidtowosci te odnoszg sie
zarowno do chromu znajdujgcego sie w glebie i wodzie [7].

Do tej pory nie potwierdzono zeby chrom odgrywat jakgkolwiek role biologiczng w fizjologii
roslin. Nadmiar tego pierwiastka moze z kolei prowokowaé procesy morfofizjologiczne i
biochemiczne u roslin. Mimo, ze pierwiastek ten jest potencjalnie toksyczny dla roslin moze on
by¢ pobierany z gleby za posrednictwem komplekséw tworzonych z kwasem cytrynowym,
kwasem asparaginowym lub kwasem szczawiowym [27,28].

Toksycznos¢ chromu silnie zalezy od stopnia utlenienia tego pierwiastka. Cr(lll) uznawany jest
za mikroelement niezbedny do prawidtowego metabolizm lipidéw, glukozy i biatek u ssakdw.
Cr(Vl) z kolei wykazuje silne dziatanie mutagenne i genotoksyczne i dlatego zostat
zakwalifikowany przez IARC do Grupy 1 — kancerogen dla cztowieka, natomiast Cr(lll) do grupy
3 [11]. Przyjmuje sie, ze Cr(VI) przyjmowany z pozywieniem zostanie zredukowany do formy na
lll stopniu utlenienia w warunkach panujgcych w zotadku, nie mniej obecna w pozywieniu
toksyczna forma moze wchtaniac sie jeszcze przed osiggnieciem zotgdka [29]. Obecnos$¢ chromu
w zywnosci i wodzie moze wynikac z procesu przetwarzania oraz przechowywania zywnosci i
wody. Poniewaz chrom jest sktadnikiem wielu stopdw, w tym stali, pierwiastek ten moze by¢
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wprowadzany do ZywnosSci w procesie jej przetwodrstwa z wykorzystaniem rdznego rodzaju
metalowych narzedzi takich jak noze, miyny czy kadzie [29]. Zrédtem chromu w wodzie
butelkowanej moze by¢ pojemnik w ktérym woda ta jest przechowywana. W literaturze mozna
znalez¢ prace potwierdzajace zanieczyszczenie chromem wody butelkowanej sprzedawanej w
butelkach koloru zielonego [22,30]. Fakt ten moze wynika¢ z zastosowania chromu w produkcji
barwnikéw.

Ze wzgledu na diametralne réznice w toksycznosci dwdch form chemicznych chromu badanie
specjacji tego pierwiastka w zywnosci caty czas pozostaje istotnym zagadnieniem naukowym.

1.14 Oftéw

Problematyka zanieczyszczenia srodowiska naturalnego otowiem jest znana od kilkudziesieciu
lat. Najbardziej istotnym antropogenicznym zrédiem emisji otowiu do atmosfery i w
konsekwencji gleby oraz wody byt fakt, ze pierwiastek ten byt stosowany jako dodatek do
paliwa. W zwigzku z emisjg otowiu zwigzang ze spalaniem paliwa w silnikach spalinowych
poziom zawartosci tego pierwiastka w glebach i wodzie wzrastat drastycznie w terenach
zurbanizowanych powyzej wartosci odniesienia, ktére szacuje sie na okoto 17 mg kgt w
niezanieczyszczonej glebie oraz 3 pg L' w wodzie stodkiej. Otéw moze byé takze wprowadzany
do srodowiska z innych Zrddet, ktére jednak majg zdecydowanie mniejsze znaczenie niz
wspomniane wczesniej paliwa. Otdw stosowany jest w produkcji sSrodkéw grzybobdjczych, farb
antyporostowych, jako katalizator oraz stabilizator w produkcji tworzyw sztucznych, w produkcji
szkliwa oraz ceramiki, w akumulatorach kwasowo-otowiowych, w produkcji farb i barwnikéw
oraz jako dodatek do materiatéw ogniotrwatych czy chronigcych przed promieniowaniem.
Ponadto ze wzgledu na wysokg gestos¢ otéw stosowany jest w produkcji odwaznikéw np.:
wedkarskich. Wiele z wymienionych Zrddet emisji otowiu przyczynia sie nie tylko do
wprowadzania tego pierwiastka do srodowiska ale takze powoduje bezposrednie narazenie na
zatrucie otowiem pracownikéw lub mieszkarncow zwigzanych z danym Zrodtem emisji. Otow
moze by¢ takze emitowany do Srodowiska za posrednictwem przemystu kopalnianego oraz
podczas spalania paliw kopalnych [7,8,28]. Sposrdd naturalnych Zzrédet emisji otowiu najwieksze
znaczenie majg erupcje wulkaniczne i wietrzenie geochemiczne. Toksycznos¢ otowiu maleje w
szeregu: ztozone zwigzki otowioorganiczne = RsPb = R3Pb* = R,Pb?* = Pb?* (gdzie R to grupa
metylowa lub etylowa) [7].

Otéw w s$rodowisku rzadko wystepuje w formie pierwiastkowej, w wodzie moze tworzyc
kompleksy takie jak Pb(OH),, Pb(OH)s,, Pba(OH)s* czy Pba(OH)s** lub wystepowaé w postaci
nierozpuszczalnych zwigzkéw PbO, PbCOs oraz PbSO,. Zidentyfikowano szereg komplekséw
organicznych otowiu, zaréwno zwigzanego z prostymi grupami organicznymi takimi jak grupy
metylowe i etylowe jak i z bardziej ztozonymi zwigzkami takimi jak kwasy humusowy i kwas
fulwowy [7,28]. Otéw w organizmach zywych moze by¢ takze wigzany, w ramach mechanizmoéw
obrony przed toksycznym dziataniem tego pierwiastka, przez metalotioneiny, fitochelatyny oraz
biatka [31-34].

Badanie specjacji otowiu w Srodowisku naturalnym jest obszernie opisane w literaturze
naukowej jednak podobne publikacje dotyczgce produktéw zywnosciowych sg duzo rzadsze.
Otéw nie jest fatwo przyswajany przez rosliny w zwigzku z faktem, ze zazwyczaj pierwiastek ten
jest silnie zwigzany z glebg za posrednictwem materii organicznej [28]. W zwigzku z tym
transport otowiu w tancuchu pokarmowym moze by¢ ograniczony. Ze wzgledu na niska
mobilnos¢ otowiu w roslinach najwieksze ilosci tego pierwiastka mogg kumulowaé sie w
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roslinach korzeniowych. Istotne znaczenie, z perspektywy bezpieczenstwa zywnosci, ma
specjacja otowiu w kakao i jego produktach, ktérych istotnymi konsumentami sg dzieci
szczegdlnie narazone na zatrucie otowiem [28]. Podobnie jak w przypadku arsenu, otéw moze
by¢ akumulowany przez organizmy morskie takie jak matze, ryby czy algi do poziomdw
przewyzszajgcych stezenia tego pierwiastka w wodzie [35].

Specjacja otowiu ma istotne znaczenie w odniesieniu do wody przeznaczonej do spozycia przez
ludzi, co zwigzane jest z faktem, ze pierwiastek ten byt kiedy$ uzywany przy produkcji rur oraz
zbiornikdw. ROwnie wazny jest problem zanieczyszczenia otowiu wina, zwigzane zaréwno z
zawartoscia tego pierwiastka w glebie ale takze z samym procesem produkcji wina oraz jakoscig
materiatow uzytych podczas produkcji czy nawet z zanieczyszczeniem powietrza [7]. Badania
specjacji tego pierwiastka w winach wykazaty obecnos¢ komplekséw otowiu z polisacharydami
oraz polifenolami [36,37]. Tego typu kompleksy otowiu uwazane sg za stabo przyswajalne przez
organizm ludzki.

Zanieczyszczenie Srodowiska otowiem systematycznie maleje w zwigzku z zaprzestaniem
stosowania zwigzkdw otowioorganicznych w paliwach. Mimo to badanie specjacji tego
pierwiastka zaréwno w prébkach srodowiskowych jak i w probkach zywnosci powinno nadal by¢
traktowane priorytetowo ze wzgledu na silnie toksyczne dziatanie tego pierwiastka oraz ze
wzgledu na wymienione na poczatku tego rozdziatu liczne Zzrédta bezposredniego narazenia na
zatrucie ofowiem.

1.1.5 Kadm

Kadm jest pierwiastkiem o bardzo silnej toksycznosci, przyjecie nawet matych dawek tego
pierwiastka moze skutkowac powaznymi skutkami zdrowotnymi. Fakt ten przektada sie na silnie
zainteresowanie specjacjg tego pierwiastka w srodowisku oraz zywnosci.

Gtownym zrédtem emisji kadmu sg przemystowe zastosowania tego pierwiastka takie jak:
produkcja baterii niklowo-kadmowych, produkcja barwnikéw i stopdw oraz spalanie paliw
kopalnych. Kadm jest takze stosowany jako materiat chronigcy przed korozjg miedzy innymi w
samolotach. Dodatkowe zagrozenie zwigzane z kadmem jest spowodowane tym, ze pierwiastek
ten dziata toksycznie zaréwno po przyjeciu za posrednictwem uktadu pokarmowego ale takze
oddechowego a ponadto moze akumulowaé sie w ptucach. Zrédtem tego pierwiastka w
zywnosci i wodzie mogg by¢ instalacje wodociggowe i urzadzenia grzewcze niskiej jakosci badz
ceramika, w ktérej przechowywane sg produkty zywnosciowe o niskim pH. Podobnie jak w
przypadku pozostatych opisywanych pierwiastkéw gtéwnymi naturalnymi zrédtami kadmu sg
erupcje wulkaniczne oraz wietrzenie skat [7,38]. Zawartos¢ kadmu w niezanieczyszczonej glebie
waha sie miedzy 0,1 a 1 mg kg, pierwiastek ten jest w glebie gtdéwnie zwigzany z ligandami
nieorganicznymi: Cl, SO4*, HCOs~, F~ oraz organicznymi: aminokwasy, cytryniany, szczawiany,
salicylany i kwasy humusowe oraz fulwowe [28,39]. Zawarto$¢ kadmu w wodzie morskiej
szacuje sie na 0,05 pg kg* w wodzie powierzchniowej [8]. Specjacja kadmu w wodzie stodkiej
silnie zalezy od warunkéw S$rodowiskowych oraz Zrddta zanieczyszczenia, w przypadku
obecnosci ligandéw organicznych kadm wystepuje gtéwnie w formie zwigzanej z tymi ligandami.
W przypadku kadmu pochodzacego ze Zrédet antropogenicznych dominujgcg forma tego
pierwiastka w wodzie jest jon kadmu na drugim stopniu utlenienia (Cd?*). W wodzie morskiej
udato sie zidentyfikowaé dwie dominujgce formy specjacyjne kadmu: Cd** oraz jon
monometylo-Cd*. Udowodniono ponadto, ze wraz ze wzrostem gtebokosci wzrasta stezenie
metylowanej formy kadmu [7].
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Przyjmuje sie, ze za toksyczne dziatanie kadmu odpowiada przede wszystkim jon Cd?* do ktérego
kadm jest przeksztatcany po wprowadzeniu do organizmu zwigzkdw tego pierwiastka. Forma
specjacyjna w jakiej kadm wystepuje w pozywieniu badz srodowisku moze wptywaé na poziom
wchtaniania tego pierwiastka bgdzZ jego droge migracji w organizmie. Do tej pory nie wykazano
wprost zaleznosci miedzy stopniem toksycznosci a forma specjacyjng kadmu wprowadzang do
organizmu. Udato sie jednak zidentyfikowa¢ mechanizm obrony organizméw Zzywych na
toksyczne dziatanie kadmu, podobnie jak w przypadku otowiu, mechanizm ten opiera sie na
wigzaniu kadmu przez metalotioneiny i fitochelatyny [7,40].

Badanie specjacji kadmu w prébkach zywnosci wykazato obecnosc tego pierwiastka w formie
zwigzanej z metalotioneinami oraz proteinami w zywnosci pochodzenia zwierzecego, zaréwno
dla zwierzat wodnych jak i lgdowych [7]. W przypadku organizmdéw morskich potwierdzony
zostat fakt akumulacji tego pierwiastka w tkankach ryb i owocéw morza. Poziom zawartosci
kadmu i zdolnos¢ jego akumulacji w organizmach morskich silnie zalezy od konkretnego gatunku
ale takze od czynnikéw srodowiskowych i geograficznych [39]. U ssakow kadm odktada sie
przede wszystkim w watrobie i nerkach, co skutkuje podwyzszonym ryzykiem zatrucia tym
pierwiastkiem w przypadku konsumpcji podrobdw [7]. Funkcja biologiczna kadmu w roslinach
nie zostata do tej pory zidentyfikowana, potwierdzono jednak fakt, ze pierwiastek ten jest
pobierany z gleby i wody, moze by¢ akumulowany w korzeniu oraz transportowany do
pozostatych czesci roslin. Podobnie jak w przypadku organizmdéw zwierzecych kadm w roslinach
jest wigzany przez organiczne ligandy, sg to miedzy innymi fitochelatyny, biatka i aminokwasy.
W literaturze mozna ponadto znalez¢ szereg publikacji opisujgcych analize specjacyjng kadmu
zwigzanego z niezidentyfikowanymi ligandami organicznymi o szerokim zakresie mas od kilku
do kilkuset tysiecy Daltondw. Doktadny mechanizm wigzania kadmu zalezy od konkretnego
gatunku rosliny. Kadm moze by¢ takie wchtaniany za posrednictwem lisci. Wszystkie
wymienione mechanizmy wchtaniania i translokacji kadmu w roslinach mogg prowadzi¢ do
akumulacji tego pierwiastka w czesciach jadalnych [7,28,39].

Ze wzgledu na bardzo wysokg toksycznosé kadmu, oraz wysokie narazenie na przewlekte
zatrucie tym pierwiastkiem wsrdd pracownikéw gatezi przemystu wymienionych na poczatku
tego rozdziatu, ale takze osoby palgce papierosy, istotng wydaje sie potrzeba badania zawartosci
tego pierwiastka w zywnosci. Ze wzgledu na rdinice w przyswajaniu dla réznych form
specjacyjnych kadmu badanie specjacji tego pierwiastka moze dostarczy¢ istotnych informacji
w kwestii bezpieczenstwa zywnosci.

1.1.6 Nikiel

Nikiel jest pierwiastkiem niezbednym dla niektdrych roslin oraz zwierzat, przyjmuje sie takze, ze
jest on niezbednym mikroelementem dla cztowieka nie mniej doktadna rola tego pierwiastka w
biochemii organizméw ludzkich nie zostata do tej pory zdefiniowana. Podstawowym Zrédtem
emisji niklu do srodowiska naturalnego jest przemyst metalurgiczny, metal ten jest sktadnikiem
stopdw, jest takze stosowany do pokrywania powierzchni innych metali. Nikiel znajduje
zastosowanie w produkcji ogniw paliwowych, barwnikéw, baterii niklowo-kadmowych i
katalizatorow. Nikiel jest takze emitowany do Srodowiska przez przemyst kopalniany oraz
spalanie paliw kopalnych. Istotnym z pespektywy toksycznosci niklu zastosowaniem tego
pierwiastka jest jego obecnos¢ w stopach wykorzystywanych w produkcji bizuterii, elementéw
ubran i bilonu. Naturalny poziom niklu w glebie szacuje sie miedzy 5 a 500 mg kg™, pierwiastek
ten w skorupie ziemskiej wystepuje gtéwnie w postaci mineratéw siarczkowych, tlenkowych i
krzemianowych. W wodzie stodkiej zawarto$é niklu waha sie miedzy 5 a 50 pg L. Najbardziej
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rozpowszechniong forma niklu w $rodowisku wodnym jest kation Ni%* zwigzany najczesciej z
prostymi nieorganicznymi anionami (OH, Cl, SO4*, COs% i NO3) sposrdd ktérych z punktu
widzenia bioprzyswajalnosci najwazniejszy jest anion OH". Nikiel w srodowisku wodnym moze
by¢ takze kompleksowany przez rozpuszczone substancje organiczne, identyfikacja doktadnej
struktury tych komplekséw nie zawsze jest mozliwa. We frakcji organicznej zawierajgcej nikiel
wykryto zwigzki podobne do kompleksdw tego pierwiastka z kwasem fulwowym i
nitrooctowym. Kwestie specjacji niklu w Srodowisku wodnym sg istotne ze wzgledu na
zasadnicze rdznice w toksycznosci, biodostepnosci oraz mobilnosci réznych form chemicznych
tego pierwiastka. Kation Ni** jest uznawany za najlepiej przyswajang forme niklu. Nikiel moze
by¢ przyswajany przez ludzi za posrednictwem uktadu pokarmowego, oddechowego ale takze
przez skére. W zaleznosci od formy specjacyjnej pierwiastek ten moze by¢ wydalany z organizmu
lub jest kumulowany w ptucach, tarczycy i nadnerczach. W kontakcie ze skérg nikiel moze
wywotywac reakcje alergiczne [7].

W organizmach zywych nikiel moze by¢ kompleksowany przez szereg ligandéw organicznych
takich jak kwasy karboksylowe, aminokwasy, peptydy, biatka, tréjfosforan adenozyny i kwas
deoksyrybonukleinowy (DNA, ang. deoxyribonucleic acid). Nikiel, jako niezbedny mikroelement
dla roslin, moze by¢ tatwo wchtaniany z gleby, co w konsekwencji prowadzi do akumulacji tego
pierwiastka w tkankach roslin. Podobnie jak w przypadku kadmu, nikiel w roslinach moze by¢
kompleksowany przez szereg ligandéw o réznych masach czgsteczkowych, w przypadku niklu sg
to jednak zdecydowanie mniejsze kompleksy organiczne. Ze wzgledu na akumulacje niklu w
ros$linach problem zanieczyszczenia tym pierwiastkiem moze pojawiac sie w przypadku zywnosci
pochodzenia roslinnego. Produkty z owocédw kakaowca oraz orzechy moga zawiera¢ znaczne
iloci niklu (nawet do okofo 10 mg kg). Poniewaz nikiel jest elementem stopéw, w tym stali
nierdzewnej, pierwiastek ten moze by¢ uwalniany do zywnosci podczas jej przetwarzania,
zarowno przemystowego jak i domowego, na przyktad z niskiej jakosci garnkéw. Réwniez
stalowe opakowania, takie jak puszki, mogg uwalniaé nikiel do przechowywanej zywnosci.

W obecnie dostepne;j literaturze nie ma wielu danych na temat specjacji niklu w produktach
zywnosciowych. Doniesienia literaturowe skupiajg sie przede wszystkim na specjacji niklu w
herbacie, kakao i soi. W obu przypadkach zidentyfikowano zaréwno nikiel w postaci Ni?** jak i
zwigzany z ligandami organicznymi takimi jak kwas chinowy, kwas cytrynowy i kwas glukonowy
[7,41,42]. Lavradas i inni odkryli, ze nikiel obecny w matzach gatunku Perna perna zostat
wyekstrahowany wraz z termo-stabilng frakcjg metaloprotein [43].

1.1.7 Rtec

Rte¢ uznawana jest za jeden z wazniejszych pierwiastkdw chemicznych w odniesieniu do
zanieczyszczenia srodowiska naturalnego, ponadto jest ona silnie akumulowana w tancuchu
pokarmowym cztowieka. Toksycznosé rteci jest silnie zalezna od formy w jakiej jest ona
przyswajana, przy czym warto podkreslic, ze za najbardziej toksyczne uznaje sie formy
metylowane rteci a nie rte¢ metaliczng czy jej nieorganiczne zwigzki. Mimo zdecydowanie
mniejsze]j toksycznosci, nieorganiczne formy rteci nadal uwazane sg za silne trucizny. Réznice w
toksycznosci miedzy réznymi formami rteci wynikajg gtéwnie z ich rozpuszczalnosci w wodzie a
co za tym idzie stopniem przyswajania przez organizm ludzki. Obecnie najwieksze narazenie na
rted jest zwigzane z przyjmowaniem tego pierwiastka wraz z pokarmem, w ktérym zdecydowana
wiekszos$¢ rteci wystepuje w formie o duzej toksycznosci — metylorteci [7].
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Mimo aktywnego dziatania na rzecz zmniejszenia emisji rteci do srodowiska pierwiastek ten
nadal znajduje zastosowanie w produkcji farb i papieru, jako srodek bakterio- i grzybobdjczy jest
takze uwalniana podczas spalania paliw kopalnych w elektrowniach. Do naturalnych Zrédet
emisji rteci mozna zaliczyé przede wszystkim erupcje wulkaniczne, pierwiastek ten byt takze
wykrywany w gazach i wodach geotermalnych [7]. Zawartos¢ rteci w wodzie morskiej i stodkiej
szacuje sie na poziomie 0,05 oraz 0,07 ug kg''. W wodzie stodkiej rte¢ moze by¢ przeksztatcana
do formy metylowanej w zakresie od kilku do kilkudziesieciu procent zawartosci rteci catkowitej.
W wodzie morskiej z kolei rte¢ wystepuje przede wszystkim w postaci kationu Hg*
kompleksowanego przez jony chlorkowe [7,8]. Sredniag zawarto$¢ rteci w glebie szacuje sie na
0,3 mg kg*. Rte¢ w glebie jest najczesciej zwigzana z materig humusowa w warstwie prochniczej
gleby. Proces metylowania rteci znajdujgcej sie w glebie skutkuje zwiekszeniem mobilnosci i w
konsekwencji uwalnianiem rteci z gleby [7].

Rteé¢ moze by¢ akumulowana przez organizmy wodne zaréwno zyjace w wodzie stodkiej jak i
stonej. Pierwiastek ten akumuluje sie przede wszystkim w tkance miesniowej w formie
metylowanej, zdecydowanie mniejsze ilosci rteci oznaczano w watrobie czy nerkach. W
konsekwencji rtec¢ nie jest tatwo wydalana i moze akumulowac sie wraz z przebiegiem taricucha
pokarmowego. W literaturze mozna takze znalez¢ publikacje wykazujgce mozliwosé wigzania
metylorteci przez biatka w organizmach ryb [44]. Zaobserwowano takze podwyzszone stezenia
rteci w niektérych gatunkach drapieznych ryb i ptakdw zywiacych sie réznymi organizmami
morskimi [7]. Rodliny moga pobieraé¢ rteé¢ z gleby zaréwno w formie Hg? jak i w formie
metylowanej. Transport rteci z korzenia do nadziemnych czesci roslin jest zalezy od gatunku, nie
mniej, przyjmuje sie, ze wiekszos¢ rteci jest akumulowana w korzeniu. Wynika to przede
wszystkim z faktu, ze rte¢ wykazuje dziatanie toksyczne takze w przypadku roslin. Mechanizmy
obronne roslin przed toksycznym dziataniem rteci opierajg sie na wigzaniu tego pierwiastka za
pomocg glutationu, fitochelatyn oraz prostszych zwigzkéw organicznych, np.: kwas askorbinowy
czy salicylowy [45].

Za najwazniejsze zrddto narazenia na zatrucie rtecig uznaje sie przyjmowanie tego pierwiastka
wraz z pozywieniem. Gtéwnym Zrédtem narazenia na rte¢ w diecie sg ryby i owoce morza a
kolejno pokarm pochodzenia roslinnego [7,45]. Rte¢ jest pierwiastkiem, ktdrego specjacja jest
badana od wielu lat, nie mniej nadal istnieje potrzeba prowadzenia analizy specjacyjnej rteci,
szczegOlnie w zywnosci.

1.1.8 Cyna

Zawartos$é cyny w skorupie ziemskiej szacuje sie na 2,2 mg kg?, pierwiastek ten byt znany i
stosowany juz w epoce brazu. Ze wzgledu na wtasciwosci zblizone do wegla, cyna moze tworzy¢
stabilne wigzania z tym pierwiastkiem, w konsekwencji czego wyrézni¢ mozna duzg liczbe
zwigzkdéw cynoorganicznych. Najbardziej istotny z perspektywy toksykologii jest fakt, ze cyna
metaliczna i jej nieorganiczne zwigzki nie wykazujg dziatania szkodliwego dla ludzi, w
przeciwienstwie do zwigzkdw cynoorganicznych. Zawartos$¢ cyny w glebach szacuje sie na zakres
od 0,3 do 200 mg kg, w wodzie morskiej i stodkiej stezenia cyny sg bardzo niskie, na poziomie
0,01 0,06 pg kg [6,8]. Cyna metaliczna jest stosowana gtdwnie w przemysle metalurgicznym,
jako element stopow metali lub do pokrywania powierzchni stali. Cyna znajduje takze
zastosowanie w elektronice oraz produkcji baterii. Duzo wiecej zastosowan znajdujg zwigzki
cynoorganiczne, mozna wyrézni¢ wsréd nich: stabilizatory PCV, katalizatory w produkgji
tworzyw sztucznych, srodki grzybobdjcze, antypasozytnicze, insektycydy, pestycydy i inne. Z
perspektywy bezpieczenstwa produktéw zywnosciowych i wody istotne jest zastosowanie
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zwigzkéw cyny jako stabilizatoréw w materiatach przeznaczonych do kontaktu z zywnoscig i
wodg przeznaczong do spozycia przez ludzi takich jak opakowania czy instalacje wodociggowe z
poli(chlorku winylu) (PCV, ang. Polyvinyl chloride). Zwigzki cynoorganiczne znajdujg takze
zastosowanie w powtokach antyporostowych ktédrymi pokrywane sg kadtuby statkéw. Wszystkie
wymienione powyzej zastosowania mogg prowadzi¢ do uwalniania licznych ilosci toksycznych
zwigzkéw cynoorganicznych do srodowiska naturalnego [7,8].

Obecne w $rodowisku zwigzki cynoorganiczne mogg rozktada¢ sie do cyny nieorganicznej pod
wptywem czynnikéw naturalnych takich jak promieniowanie UV lub poprzez dziatanie bakterii i
mikroalg. Degradacja zwigzkdéw cynoorganicznych jest jednak tylko jednym z mozliwych
scenariuszy, zwigzki te mogg takze ulega¢ bioakumulacji w organizmach zywych. W srodowisku
wodnym zwigzki te akumulujg sie gtdwnie w organizmach mieczakéw i skorupiakéw oraz
zywigcych sie nimi ptakéw. Ponadto zwigzki cynoorganiczne mogg akumulowaé sie w
organizmach ssakdw morskich. Nie stwierdzono akumulacji duzych ilosci zwigzkdéw
cynoorganicznych w rybach. Alternatywnym mechanizmem prowadzacym do powstawania
zwigzkéw cynoorganicznych w $rodowisku naturalnym jest biometylowanie cyny
nieorganicznej. Za procesy te odpowiedzialne sg przede wszystkim bakterie oraz algi [7].

Transport zwigzkéw cynoorganicznych w ramach tancucha pokarmowego nie zostat do tej pory
dostatecznie zbadany. Co za tym idzie nie ma obecnie wystarczajacej liczby dostepnych danych
pozwalajgcych wnioskowa¢ w kwestii narazenia na zatrucie zwigzkami cynoorganicznymi ze
spozywanego jedzenia. Kwestia ta wydaje sie jednak niezwykle istotna w swietle faktu narazenia
na zwigzki cynoorganiczne wynikajgcego z ich szerokich zastosowan.

1.2 Pierwiastki niezbedne
1.2.1 Selen

Selen jest niezbednym dla prawidtowego funkcjonowania organizmu mikroelementem, ktory
jednak moze takie wykazywal dziatanie toksyczne jesli dostarczany jest do organizmu w
nadmiarze. Istotnym jest fakt, ze réznica w dawce niezbednej oraz toksycznej dla selenu jest
relatywnie mata, przyjmuje sie, ze zalecane dzienne spozycie selenu to 55 ug z kolei gérny,
tolerowany poziom spozycia ustalony zostat na 400 ug [46]. Za bardziej toksyczne uznaje sie
formy nieorganiczne selenu, ze wzgledu na ich reaktywnos¢ ze zwigzkami organicznymi siarki,
co w konsekwencji prowadzi do powstania rodnikéw tlenowych [47]. Ze wzgledu na tak
niewielkie réznice w dawkach zalecanej oraz maksymalnej selenu oraz fakt, ze pierwiastek ten
moze wystepowaé w wielu formach specjacyjnych o réznym dziataniu oraz stopniu przyswajania
przez organizm ludzki analiza specjacyjna w odniesieniu do selenu jest niezwykle istotna.

Selen wystepuje w glebie w zwartosciach miedzy 0,1 a 2 mg kg™, podwyzszone zawartosci selenu
obserwuje sie w glebach na trenerach w poblizu wulkanéw. Selen w glebie moze wystepowac
zarowno w formach organicznych, nieorganicznych i w formie metalicznej. Nieorganiczny selen
wystepuje w glebie przede wszystkim jako seleniany (1V), seleniany (VI) i selenki (Se(ll)). W
przypadku zwigzkdéw selenoorganiczncyh w glebie zidentyfikowano jony trimetyloselenowe,
selenki metylu i selenoaminokwasy [7,47,48]. W S$rodowisku wodnym selen dominuje w
formach nieorganicznych SeO,%, SeOs* oraz Se? [47,49,50]. W literaturze mozna takze znalezé
nieliczne doniesienia potwierdzajgce obecnosé¢ metylowanych form selenu w wodach stodkich,
stonych oraz gruntowych [49,51,52]. Wybrane formy specjacyjne selenu zebrano w tabeli 3 [7]
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Tabela 3. Wybrane formy specjacyjne selenu [7].

Forma specjacyjna Wzdér chemiczny

Selenowodor SeH;

Seleniany (1V) SeOs*

Seleniany (VI) Se04*

Selenocyjaniany SeCN-

Kwas metylseleninowy (CHs)Se(O)OH

Kwas metyloselenowy (CH3)SeOH

Dimetyloselenian (CHs),Se

Dimetylodiselenian (CHs),Se,

Metyloselenol (CHs)SeH

Kation trimetylselenoniowy (CH3)sSe*

Selenocysteina HsN*-CH(COO")-CH-SeH
Selenocystyna H3;N*-CH(COO")-CH,-Se-Se-CH,-CH(COO")-NHs*
Selenometionina HsN*-CH(COO")-CH,-CH,-Se-CHs

Zywnoé¢ jest gtdwnym zrédiem selenu dostarczanego do organizmu ludzkiego (odpowiada
nawet za okoto 80% przyswajanego selenu) [47]. Najlepiej przyswajalne przez organizm ludzki
sg organiczne formy selenu, w zwigzku z tym badanie specjacji tego pierwiastka w réznego
rodzaju produktach zywnos$ciowych jest niezwykle istotne [48]. Zdolnos¢ roslin do pobierania i
akumulowania selenu w tkankach silnie zalezy zaréwno od formy w jakiej pierwiastek ten jest
obecny w glebie i wodzie ale takze od gatunku rosliny. Zdolno$¢ do akumulowania wysokich
zawartosci selenu, nawet do kilku tysiecy mg na kg suchej masy, potwierdzono w przypadku
rodzin: Astrowatych (Asteraceae Dum., Compositae Gis.), Bobowatych (Fabaceae Lindl.,
Papilionaceae Giseke), Kapustowatych (Brassicaceae Burnett, Cruciferae Juss.) i
Amarylkowatych (Amaryllidaceae J. St.-Hil.). RosSliny te nazywa sie hiperakumulatorami selenu
[7]. Biodostepnos¢ selenu w glebie dla roslin przedstawiono na rysunku 2 [48].

‘ ' Seleniany (VI)

Selenometionina
. Selenocysteina

. Seleniany (IV)

® Selenowodor

Rysunek 2. Schemat biodostepnosci wybranych form specjacyjnych selenu w glebie dla roslin (biodostepnosé
rosnie od lewej do prawej) [48].
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Badania specjacji selenu w roslinach potwierdzajg obecnos$¢ zaréwno form specjacyjnych tego
pierwiastka, ktére rosliny pobierajg z gleby lub wody ale takze wtérnych metabolitéw selenu. W
przypadki metabolitow wtdrnych selen wystepuje przede wszystkim w potaczeniu z
aminokwasami, cysteing oraz metioning [7,49,50]. Ze wzgledu na zdolno$é do hiperakumulacji,
oraz metabolizm nieorganicznego selenu do form organicznych rosliny z wymienionych powyzej
rodzin mogg stanowi¢ doskonate Zrédto selenu w diecie. Zwierzeta moga pobieraé selen
zarowno z wody jak i ze zjadanych roslin. Mozliwa jest takze suplementacja selenem zwierzat
hodowlanych [47]. W tkankach zwierzat lgdowych dominujgcg formg selenu jest selenocysteina.
Réwniez w przypadku specjacji selenu w rybach potwierdzono obecnos$¢ tego pierwiastka w
potaczeniu z aminokwasami. Przyjmuje sie, ze zawartos¢ selenu w zywnosci zwieksza sie wraz
ze wzrostem zawartosci biatka [47,53].

Poprzez badanie specjacji oraz metabolizmu selenu w roslinach oraz zwierzetach mozliwa jest
precyzyjna suplementacja tego pierwiastka, co jest szczegdlnie istotne w kontekscie niewielkich
réznic w dawkach zalecanej oraz maksymalnej selenu w diecie. W ostatnich latach prowadzone
sg intensywne badania nad uprawg roslin wzbogaconych selenem. Szczegdlne znaczenie w tym
kontekscie majg dwie rosliny: czosnek (Allium Sativum) i brokuty (Brassica oleracea botrytis). W
przypadku obydwu roslin istotna jest wysoka zawartos¢ aminokwaséw zawierajacych siarke,
ktore jak wspomniano wczesniej mogg wigzaé selen w formy lepiej przyswajalne [7].
Alternatywnym podejsciem mogg by¢ suplementy diety produkowane na bazie wzbogaconych
selenem drozdzy, w ktérych dominujgcg forma selenu jest selenometionina [50].

Réznice w dziataniu réznych form specjacyjnych selenu, ich rézna bioprzyswajalnos¢ oraz
niewielkie réznice w dawce zalecanej oraz maksymalnej selenu w diecie stanowig o istotnosci
badania specjacji tego pierwiastka w produktach zywnos$ciowych.

1.2.2 Cynk

Cynk wystepuje naturalnie w szerokiej gamie préobek Srodowiskowych oraz biologicznych.
Stezenia cynku w wodzie, powietrzu oraz glebie s3 silnie zalezne od warunkéw geologicznych.
W wodzie stodkiej oraz stonej stezenia cynku mieszczg sie odpowiednio w zakresach od <0,1 do
50 pg L' oraz od <0,002 do 0,1 ug L. W glebie zawarto$¢ cynku szacuje sie na zakres od 10 do
300 mg kg suchej masy. Gtdwnym naturalnym Zzrédtem cynku jest erozja skat, erupcje
wulkaniczne oraz pozary lasow. Cynk metaliczny znajduje zastosowanie w przemysle
metalurgicznym jako sktadnik stopéw oraz jako powtoka ochronna dla innych metali.
Pierwiastek ten stosowany jest takze w produkcji barwnikéw oraz w przemysle budowlanym.
Nieorganiczne zwigzki cynku sg stosowane przede wszystkim w produkcji wyposazenia
samochodéw i baterii ale znajduja takze zastosowanie w medycynie i stomatologii. Organiczne
zwigzki cynku sg stosowane jako srodki grzybobdjcze oraz smary. Wartosci emisji naturalnej oraz
antropogenicznej cynku sg poréwnywalne [7,54].

Cynk jest obecny we wszystkich rodzajach tkanek réznych organizméw zywych. Pierwiastek ten
jest niezbedny do prawidtowego funkcjonowania roslin, zwierzat oraz ludzi. Cynk jest
sktadnikiem ponad 200 enzyméw. Zawarto$¢ cynku w produktach zywnosciowych waha sie
zarowno ze wzgledu na rodzaj produktéw zywnosciowych ale takze ze wzgledu na ich
pochodzenie [54]. Dzienne dietetyczne spozycie cynku u oséb dorostych szacuje sie w zakresie
od 9 do 18 mg. Zalecane dzienne spozycie cynku przez osoby doroste wynosi 8 mg na dzien dla
kobiet oraz 11 mg na dzien dla mezczyzn. Gorny, tolerowany poziom spozycia cynku przez osoby
doroste ustalony zostat na poziomie 40 mg na dzien [55]. Zaréwno niedobdr jak i nadmierne
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spozycie cynku moze prowadzi¢ do negatywnych efektéw zdrowotnych u ludzi. Zawartosci

cynku w wybranych produktach zywnosciowych zebrano w tabeli 4 [54].

Tabela 4. Zawartos¢ cynku w wybranych produktach zywnosciowych [54].

Rodzaj zywnosci

Zawarto$¢ cynku w czesci jadalnej [mg kg™

Mieso

Wotowina
Baranina
Wieprzowina
Watroba

Nerki

Dréb

Kurczak

Jaja kurze

Indyk

Ryby i owoce morza
Ryby morskie

Ryby stodkowodne
Ostrygi

Krewetki

Nabiat

Masto

Mleko krowie
Mleko w proszku
Ser

Owoce

Jabtko

Banan

Figa

Owoce pestkowe
Jagody

Owoce tropikalne
Orzechy

Warzywa
Warzywa/owoce
Liscie, todygi, kwiaty
Korzenie i bulwy
Rosliny straczkowe i nasiona oleiste
Marchew

Pomidor

Satata, kapusta
Grzyby

Produkty zbozowe
Ziarna

Maka

Kietki

Chleb zytni

Chleb pszenny
Ptatki kukurydziane
Ptatki owsiane
Drozdze piwowarskie
Makaron

31,7 (25,9 -42,1)

31

19 (14-62)

44 (jagniecina), 84 (cielecina)

3,7 (wieprzowina) — 28 (jagniecina)

8,5; 32 (watroba)
8-20
17-23

5 (plamiak) — 14 (anchois)
4,8 (pstrag) — 12 (wegorz)
65 — 1600

23,1

2,3

3,8

21
11-106

0,4-2,2

2,2

2,5

0,2 (brzoskwinia) — 1,5 (wisnia)
0,8 (winogrono) — 2,5 (porzeczka)
0,8 (mandarynka) — 9 (gujawa)

5 (kokos) — 48 (orzechy nerkowca)

10-30

13 (rabarbar) — 140 (cebula)

2,7 (ziemniak) — 170 (taro)

124 (groch wtoski) — 550 (fasola mungo)
1,8-2,1

0-25

1,6 -15

2,8-5

13 (zyto) — 45 (owies)
7,7 (zyto) — 34 (pszenica petnoziarnista)
120 (pszenica) — 208 (zyto)

59-12
2-8

3
35-69
80
10-22

W $rodowisku wodnym zdecydowana wiekszos¢ cynku jest zwigzana przez ligandy organiczne
takie jak kwas cytrynowy, kwas humusowy, glicyna i cysteina. Poza organicznymi formami cynku

26



pierwiastek ten w wodzie wystepuje takze w zwigzkach nieorganicznych na drugim stopniu
utleniania. Rdwnowaga form specjacyjnych cynku w sSrodowisku wodnym zalezy przede
wszystkim od pH. Cynk jest sktadnikiem licznych mineratéw, i co za tym idzie wystepuje w glebie
w réznorodnych frakcjach. Mozna wyrdzni¢ cynk rozpuszczony w wodzie, zwigzany z
czasteczkami gleby, zwigzany z frakcjg organiczng oraz zwigzany z mineratami. Formy
nieorganiczne cynku w glebie to przede wszystkim chlorki, fosforany, azotany oraz siarczany. W
odniesieniu do organicznych form cynku mozemy wyrdzni¢ kwasy huminowe i fulwowe.
Podobnie jak w przypadku cynku w srodowisku wodnym, formy organiczne s3 dominujace takze
w glebie. Réwnowaga form specjacyjnych cynku w glebie zalezy od pH i potencjatu redox gleby
[7,54].

Rosliny mogg pobieraé cynk zaréwno z gleby jak i wody. Biodostepnos$é cynku dla roslin zalezy
od formy specjacyjnej tego pierwiastka ale takze od warunkéw srodowiskowych takich jak pH
gleby, zawartos¢ materii organicznej i nieorganicznej oraz wilgotnos¢. Rosliny pobierajg cynk z
gleby gtéwnie w formie jonu Zn?*, ktéry moze by¢ metabolizowany do form organicznych tego
pierwiastka. W czesciach jadalnych réinych gatunkéw roslin cynk zostat oznaczony w
kompleksach organicznych o masach w zakresach od <5000 Da do >30000 Da. Sposréd licznych
ligandow mogacych wigzac cynk zidentyfikowano: biatka, peptydy i aminokwasy, karotenoidy,
alkohole, zwigzki fenolowe, flawonole, glikozydy i stilbenoidy [7,56,57]. Organizmy wodne
pobierajg cynk gtéwnie z wody, duzo mniejsze znaczenie ma cynk dostarczany wraz z
pozywieniem. Biodostepnosc cynku dla organizmdéw wodnych jest zalezna od formy specjacyjnej
tego pierwiastka. W owocach morza zidentyfikowano cynk zwigzany z proteinami oraz
metalotioneinami. Pierwiastek ten nie ulega znacznej bioakumulacji w organizmach zywych
[7,43,58]. W przypadku zwierzat lgdowych cynk moze by¢ pobierany z wody oraz wraz z
pozywieniem. Pierwiastek ten moze akumulowac sie w kosciach, watrobie oraz nerkach. Brak w
literaturze dowoddw na biometylowanie cynku w organizmach zywych [54].

Badanie specjacji cynku jest wazne w kontekscie zapotrzebowania na ten pierwiastek w diecie
cztowieka oraz w przypadku koniecznosci suplementacji. Poniewaz bioprzyswajalnosé cynku
zalezy od zZrodta tego pierwiastka (rodzaju pozywienia) oraz jego formy w jakiej jest on
wprowadzany do organizmu informacje o specjacji s szczegdlnie istotne.

1.2.3 Miedz

Miedz jest pierwiastkiem o szerokim zakresie zastosowan oraz stale rosngcym zapotrzebowaniu
ze strony przemystu. MiedZ znajduje zastosowanie przede wszystkim w produkcji elektroniki.
Pierwiastek ten stosuje sie takze do ochrony przed korozjg instalacji wodociggowych, jako
sktadnik stopéw, do produkcji maszyn przemystowych i amunicji. Miedz? i jej zwigzki znajduja
zastosowanie jako srodki grzybo- i algobdjcze oraz w produkcji farb i barwnikéw. Pierwiastek
ten znajduje takze zastosowanie w rzezbiarstwie. Gtdwnymi zrédtami emisji miedzi sg gérnictwo
miedziowe oraz wymienione wczes$niej zastosowania przemystowe. Zawartos¢ miedzi w glebie
szacuje sie na zakres od 2 do 100 mg kg*. MiedZ wystepuje w glebie gtéwnie w formie kationu
Cu®** zaadsorbowanego na powierzchni obecnych w glebie mineratéw. W optymalnych
warunkach miedZz w glebie moze takze wystepowaé w formie siarczandw, weglandéw i
wodorotlenkéw. Pierwiastek ten moze by¢ takie kompleksowany przez materie organiczng
obecng w glebie, podobnie jak w przypadku cynku, miedz jest zwigzana przede wszystkim z
kwasami huminowymi i fulwowymi. Obecnos$¢ organicznych form miedzi znaczgco zmniejsza
biodostepnos$¢ tego pierwiastka w glebie. Nie mniej formy organiczne miedzi sg formami
dominujgcymi w glebach bogatych w materie organiczng. W wodach naturalnych stezenie
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miedzi szacuje sie na 3 pug L'? w wodzie stodkiej oraz 6 ug L't w wodzie stonej. Podobnie jak w
przypadku gleby dominujacg formg miedzi w $rodowisku wodnym jest forma jonowa Cu?.
Kation ten wystepuje przede wszystkim w formie zwigzkdw nieorganicznych takich jak weglany
i wodorotlenki a takze w potfaczeniu zaminami. Dane literaturowe potwierdzajg, ze w przypadku
obecnosci w wodzie rozpuszczonej materii humusowej nawet ponad 90% miedzi bedzie
wystepowaé w formie zwigzanej z materig organiczna [7,59].

Miedz jest niezbednym mikroelementem dla roslin, pierwiastek ten ma kluczowa role w szeregu
proceséw biologicznych takich jak fotosynteza czy metabolizm weglowodoréw. Rosliny
pobierajg miedz? z gleby w formie Cu?*. Wraz z transportem miedzi do czeéci nadziemnych moze
ona by¢ metabolizowana do form organicznych, podobnie jak w przypadku cynku mogg to by¢
zwigzki takie jak biatka, peptydy i aminokwasy, karotenoidy, alkohole, zwigzki fenolowe,
flawonole, glikozydy i stilbenoidy [7,56,57]. Nadmierna ekspozycja roslin na zwigzki miedzi, na
przyktad poprzez stosowanie $rodkdw grzybobdjczych zawierajagcych w skfadzie miedz.
Organizmy wodne mogg pobiera¢ miedz rozpuszczong w wodzie lub za posrednictwem
pozywienia. Dane literaturowe potwierdzajg zdolnos¢ akumulacji miedzi przez algi oraz rosliny
wodne. Bioakumulacja miedzi zostata takze potwierdzona u szeregu przebadanych gatunkow
bezkregowcéw oraz ryb narazonych na podwyzszone stezenia miedzi w wodzie. Toksyczne
dziatanie tego pierwiastka na organizmy wodne zostato potwierdzone w przypadku niektérych
gatunkdw ryb i bezkregowcow [7,59].

W przypadku cztowieka toksyczne dziatanie miedzi ogranicza sie do tatwo rozpuszczalnych
nieorganicznych zwigzkéw miedzi na drugim i pierwszym stopniu utlenienia. Toksyczne dziatanie
miedzi wymaga jednorazowego przyjecia wysokiej dawki tego pierwiastka lub dtugotrwatego
ciggtego narazenia [7,59]. Zalecane dzienne spozycie miedzi wynosi 900 pg na dzien z kolei
tolerowany poziom spozycia miedzi wynosi 10 mg na dzien, obie wartosci odnoszg sie do oséb
dorostych [55]. Podobnie jak w przypadku cynku, zawartos¢ miedzi w produktach
zywnosciowych zalezy od rodzaju zywnosci oraz jej pochodzenia. MiedZ moze by¢ takze
uwalniana do zywnosci i wody podczas procesu przetwdrstwa, transportu i przechowywania
tych produktéw. Zawartosci miedzi w wybranych produktach zywnosciowych zebrano w tabeli
5 [59].

Tabela 5. Zawartos$¢ miedzi w wybranych produktach zywnosciowych [59].

Rodzaj zywnosci Zawarto$é miedzi [mg kg] $wiezej masy
Mieso

Wotowina 0,8-1,1
Wieprzowina 09-1,4
Jagniecina 1,6
Waqtroba

Wotowa 39
Wieprzowa 9,0
Jagnieca 97

Nerki

Wotowe 3,7
Wieprzowe 6,1

Owoce

Jabtko 0,25
Gruszka 0,81

Banan 0,95-0,96
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Warzywa

Ziemniak 0,72-0,96
Marchew 0,40-0,61
Satata 0,47-0,72
Pomidor 0,36 -0,55
Ryby

Dorsz 0,19
Tuniczyk 0,64
Pszenica

Maka 1,5

Chleb 1,5

Mileko

Krowie 0,06
Ludzkie 0,54

Kakao w proszku 36,4

Mimo bardzo niskiej toksycznosci miedzi badanie specjacji tego pierwiastka nadal powinno by¢
postrzegane jako wazny problem naukowy. Rosngce zapotrzebowanie na miedZz w przemysle
oraz stale rosngce wykorzystanie tego pierwiastka w produkcji elektroniki moze skutkowac
rosngcym narazeniem cztowieka na miedz.

2. Rodzaje prébek zywnosci w badaniach specjacji pierwiastkdw chemicznych
przy zastosowaniu techniki sprzeionej LC/ICP-MS oraz technik
komplementarnych

Analiza specjacyjna pierwiastkéw chemicznych jest obecnie jednym z podstawowych narzedzi
w ocenie jakosci i bezpieczenstwa zywnosci. Poznanie doktadnego sktadu pierwiastkowego
produktéw zywnosciowych, oraz specjacji oznaczonych pierwiastkow pozwala na precyzyjng
ocene ryzyka zwigzanego z obecnoscig toksycznych pierwiastkdw w diecie cztowieka. Z drugiej
strony badanie specjacji pierwiastkow chemicznych w roslinach czy zwierzetach pozwala na
poszerzanie wiedzy na temat ich bioakumulacji oraz metabolizmu. W przypadku pierwiastkéw
niezbednych dla prawidtowego funkcjonowania organizmu cztowieka analiza specjacyjna
zywnosci pozwala na lepszg kontrole nad iloscig i stopniem przyswajania tych pierwiastkow w
diecie. Do tej pory badanie specjacji pierwiastkéw chemicznych w zywnosci z wykorzystaniem
techniki sprzezonej LC/ICP-MS skupia sie przede wszystkim na zywnosci pochodzenia wodnego
i roslinnego.

2.1 Zywnos¢ pochodzenia wodnego

Organizmy wodne akumulujg pierwiastki chemiczne przede wszystkim bezposrednio ze
srodowiska wodnego oraz, w przypadku zwierzat, wraz z przebiegiem taricucha pokarmowego.
Organizmy wodne mogg akumulowac pierwiastki takie jak: As, Se, Pb, Hg, Cd lub Ni. Sposrod
zywnosci pochodzenia wodnego mozemy wyrdznié trzy gtdwne grupy prébek poddawanych
badaniu specjacji: ryby, algi oraz mieczaki. Ponadto w literaturze odnalezé mozna nieliczne
artykuty dotyczgce tematu zywnosci przetworzonej (w postaci gotowych positkéw) [60,61].
Istotnym elementem badan specjacji pierwiastkow chemicznych w zywnosci pochodzenia
wodnego jest analiza olei rybnych. W swietle szeroko omawianego zdrowotnego dziatania takich
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olei nalezy pamietaé¢ o kwestii mozliwej akumulacji zwigzkéw arsenoorganicznych w olejach
rybnych [62—-64].

Arsen jest pierwiastkiem najczesciej opisywanym w literaturze dotyczacej badania specjacji
pierwiastkdw chemicznych w prébkach zywnosci pochodzenia wodnego [43,58]. Do tej pory w
zywnosci tego typu zidentyfikowano szerokie spektrum form specjacyjnych arsenu, poczynajac
od arsenu nieorganicznego (As(lll) i As(V)) oraz prostych zwigzkdw organicznych takich jak MMA
i DMA oraz ich pochodne. W zywnosci pochodzenia wodnego zidentyfikowano jednak takze
ztozone zwigzki arsenoorganiczne, AsB i AsC oraz As-cukry i As-lipidy [65,66]. Specjacja arsenu
w organizmach wodnych zaleina jest zarédwno od czynnikdw sSrodowiskowych takich jak
chociazby specjacja tego pierwiastka w srodowisku czy warunki geograficzne ale takze od
specyfiki organizméw wodnych. Z jednej strony w literaturze naukowej odnotowano duzig
réznorodnos¢ form specjacyjnych arsenu nie tylko pomiedzy réznymi organizmami morskimi ale
takze w odniesieniu do réznych gatunkdow ryb czy alg [67—69]. Z drugiej strony Garcia-Sartal i
inni przeanalizowali specjacje arsenu w czterech gatunkach jadalnych alg: Undaria pinnatifida,
Laminaria ochroleuca, Porphyra umbilicalis oraz Ulva rigida i potwierdzili, ze specjacja arsenu
jest podobna w przypadku wszystkich probek [70]. Niektére rodzaje zywnosci pochodzenia
wodnego mogg by¢ spozywane bez uprzedniego przetworzenia, ktére moze wptywac zaréwno
na catkowitg zawartos¢ pierwiastka w zywnosci ale takze na jego specjacje. Taleshi i inni
przeprowadezili analize specjacyjng arsenu w prébce turiczyka klasy sashimi, ktéry ze wzgledu
wysoka zawartos$¢ ttuszczu moze akumulowad znaczne ilosci arsenu i jest spozywany na surowo,
co zapewnia niezmiennosc specjacji arsenu przed spozyciem [71].

Pierwiastki toksyczne takie jak Hg, Cd i Ni sg istotnym obiektem badan nad specjacjg w probkach
zywnosci pochodzenia wodnego. Prace omawiajgce specjacje tych pierwiastkow sg jednak mniej
powszechne niz prace dotyczgce arsenu [43,44,58,72].

2.2 Zywnos¢ pochodzenia rodlinnego

Zywno$¢ pochodzenia roélinnego moze byé narazona na zanieczyszczenie pierwiastkami
chemicznymi z réznych Zrédet, takich jak gleba, woda lub powietrze. Rosliny maja tendencje do
wchtaniania toksycznych pierwiastkow, takich jak As, Te, Cd lub Ni, wraz z niezbednymi
mikroelementami takimi jak Se, Cu i Zn.

Selen nalezy do najczesciej badanych pierwiastkdw w zywnosci pochodzenia roslinnego. Z jednej
strony pierwiastek ten jest niezbednym dla cztowieka mikroelementem i wystepuje w naturze
w stosunkowo niskim stezeniu. Z drugiej strony jednak stosunkowo niewielkie przekroczenie
zalecanego spozycia selenu moze prowadzi¢ do toksycznego dziatania tego pierwiastka.
Istotnym elementem badania specjacji selenu s3 rosliny z rodziny amarylkowatych oraz drozdze
celowo wzbogacane o selen w celach dietetycznych [73]. Selen jest takze niezbednym
mikroelementem dla prawidtowego funkcjonowania roslin i jako taki wystepuje w nich
naturalnie. Co za tym idzie, réwniez naturalnie wystepujacy w roslinach selen jest przedmiotem
analizy specjacyjnej. Organiczne kompleksy selenu zidentyfikowano w réinych gatunkach
orzechéw [74-77]. Jedne z najpopularniejszych zbdz uprawnych, pszenica oraz ryz, moga
akumulowaé selen, gtdwnie w postaci zwigzanej z biatkami [78,79]. Obecnos¢ selenu
potwierdzono takze w fasoli (Arabidopsis thaliana) [80]. We wszystkich tych prdbkach
zidentyfikowano duzg rdinorodnosé¢ form specjacyjnych selenu, od prostych form
nieorganicznych (Se(lV) i Se(VI)) do kompleksdw selenu z aminokwasami, biatkami, peptydami,
fitochelatynami i glutationem. Ze wzgledu na tak duzg rdéznorodnosé¢ wykrywanych form
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specjacyjnych selenu w roslinach mozna wnioskowac o znaczacych réznicach w metabolizmie
tego pierwiastka w zaleznosci od gatunku lub warunkéw $rodowiskowych.

Nie tylko selen ale takze inne niezbedne mikroelementy, takie jak cynk i miedz stanowig istotny
element literatury poswieconej specjacji pierwiastkdéw chemicznych w roslinach. W przypadku
tych dwdch pierwiastkéw badania koncentrujg sie przede wszystkim na ocenie biodostepnosci.
Dotychczasowe badania koncentrowaty sie na identyfikacji ligandéw wigzacych Zn i Cu w
zywnosci pochodzenia roslinnego. Wyniki badarn prowadzonych na prdébkach jagdd goji
dostarczyty informacje, ze zaréwno cynk, jak i miedZz moga by¢ kompleksowane przez duzg liczbe
liganddw organicznych takich jak biatka, peptydy i aminokwasy, karotenoidy, alkohole, zwigzki
fenolowe, flawonole, glikozydy i stilbenoidy [7,56,57].

Badanie specjacji pierwiastkéw toksycznych w zywnosci pochodzenia roslinnego skupia sie w
literaturze naukowej na pierwiastkach takich jak As, Ni, Te i Cd. Potwierdzono, ze w przypadku
wszystkich tych pierwiastkdw poza niklem w roslinach wystepujg mechanizmy obronne
polegajgce na kompleksowaniu pierwiastkdw toksycznych za pomocg fitochelatyn, glutationu
oraz peptydéw [81-83].

2.3 Pozostate produkty zywnosciowe

W literaturze naukowej mozna znalez¢ stosunkowo mato prac podejmujacych tematyke badania
specjacji pierwiastkow chemicznych w zywnosci pochodzenia zwierzecego. W odniesieniu do
specjacji arsenu roksarson i jego metabolity zostaty zidentyfikowane w prébkach kurczakoéw,
ktorym podawany byt ten dodatek paszowy [14,15]. Nie ma rdéwniez zbyt wielu prac
poswieconych analizie specjacyjnej pierwiastkbw w napojach pochodzenia roslinnego lub
zawierajgcych dodatki roslinne takich jak soki czy wody smakowe i funkcjonalne. Prace te
skupiaty sie przede wszystkim nad specjacjg antymonu w sokach oraz niklu w naparach z herbaty
i kakao [25,42,84,85].

3. Wybrane techniki analityczne w badaniu specjacji pierwiastkow
chemicznych w zywnosci

ICP-MS jest jedng z najwazniejszych technik analitycznych w analizie specjacyjnej pierwiastkéw
chemicznych. Potaczenie niskich wartosci granic wykrywalnosci z dobrg czutosdcig i
selektywnoscig to podstawowe zalety techniki ICP-MS. Podstawowym zastosowaniem ICP-MS
w analizie specjacyjnej jest oznaczanie catkowitej zawartosci badanego pierwiastka. ICP-MS
stanowi doskonaty detektor do badania specjacji pierwiastkdw chemicznych, ktéry w potgczeniu
z LC stanowi jedng z najwazniejszych technik w analizie specjacyjnej. Mozliwos¢ potaczenia
rozdzielania chromatograficznego z detekcja za pomocag ICP-MS daje szerokie spektrum
mozliwosci oznaczania form specjacyjnych wielu pierwiastkéw. Podstawowym ograniczeniem
techniki sprzezonej LC/ICP-MS jest fakt, ze pozwala ona na identyfikacje oznaczanych form
specjacyjnych tylko na podstawie poréwnania czaséw retencji z kolumny chromatograficznej, w
przypadku braku dostepnych wzorcéw oznaczanych substancji nie jest mozliwa petna
identyfikacja tych substancji. Ze wzgledu na waznos¢ identyfikacji ztozonych organicznych form
specjacyjnych pierwiastkow chemicznych w ostatnich latach metody analizy specjacyjnej dazg
do réownolegtego stosowania techniki sprzezonej LC/ICP-MS oraz technik komplementarnych,
ktore pozwalajg na identyfikacje wykrywanych substancji nawet w przypadku braku substancji
wzorcowych. Najpopularniejszg obecnie technikg komplementarng do techniki sprzezonej
LC/ICP-MS jest LC/ESI-MS. Technika ta pozwala na identyfikacje szerokiego spektrum zwigzkow
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organicznych oraz nieorganicznych za posrednictwem wyznaczenia doktadnej masy atomowej
analizowanego zwigzku oraz obserwacji jego $ciezki fragmentacji [34,86,87].

3.1 LC/ICP-MS

Zastosowanie techniki sprzezonej LC/ICP-MS pozwala na prowadzenie wielopierwiastkowej
analizy specjacyjnej z mozliwoscig oznaczania kilku form specjacyjnych wielu pierwiastkéw w
ramach jednej analizy. Uniwersalny charakter chromatografii cieczowej pozwala na stosowanie
w ramach jednego uktadu chromatograficznego wielu réznych technik rozdzielania, w tym
chromatografii wykluczania, chromatografii jonowymiennej i chromatografii w uktadzie faz
odwréconych. W analizie specjacyjnej pierwiastkbw chemicznych zastosowanie znajduja
zaréwno niskorozdzielcze jak i wysokorozdzielcze instrumenty ICP-MS [62,80,88]. Technika
sprzezona LC/ICP-MS posiada takze ograniczenia, takie jak interferencje spektralne i
niespektralne oraz niska tolerancja na obecno$¢ w prdbce rozpuszczonych soli czy wegla
organicznego. Ograniczenia te sg jednak systematycznie eliminowane wraz z rozwojem
aparatury [61,69,89]. Najwazniejszym ograniczeniem techniki sprzezonej LC/ICP-MS jest fakt, ze
identyfikacja oznaczanych form specjacyjnych mozliwa jest tylko poprzez poréwnanie czaséw
retencji z substancjami wzorcowymi. Przy braku dostepnosci substancji wzorcowych
identyfikacja nie jest mozliwa.

W badaniach specjacji pierwiastkdw chemicznych znajduje takze zastosowanie metoda ablacji
laserowej potgczonej z ICP-MS. Dzieki zastosowaniu technik rozdzielania takich jak elektroforeza
zelowa czy ogniskowanie izoelektryczne mozliwe jest rozdzielenie frakcji biatkowych o réznych
masach czgsteczkowych. Nastepnie korzystajgc z mikro probkowania za pomocg ablacji
laserowej mozliwe jest oznaczenie wybranych pierwiastkdw w rozdzielonych wczesniej
frakcjach [78,79].

3.2 Techniki komplementarne

ESI-MS, podobnie jak ICP-MS, mozna potaczyé z wieloma réznymi technikami rozdzielania
chromatograficznego. Kompatybilnosé spektrometrow ESI-MS z technikami
chromatograficznymi czyni je doskonatym uzupetnieniem ICP-MS w analizie specjacyjnej.
Istotnym wyzwaniem zwigzanym ze stosowaniem technik sprzezonych LC/ICP-MS oraz LC/ESI-
MS w roli technik komplementarnych jest wybdr stosowanych eluentédw. W technice sprzezonej
LC/ICP-MS zastosowanie znajdujg przede wszystkim bufory nieorganiczne, z kolei w przypadku
techniki sprzezonej LC/ESI-MS stosowane s3g gtownie rozpuszczalniki organiczne. Rdznice te
znaczaco utrudniajg proces przygotowania probki do analizy oraz ograniczajg mozliwosc
zastosowania tej samej techniki chromatograficznej w analizie z zastosowaniem obu metod.
Obecnie dostepne sg juz spektrometry ICP umozliwiajgce stosowanie organicznych faz
ruchomych co znaczgco ufatwig analize specjacyjng przy zastosowaniu technik sprzezonych
LC/ICP-MS oraz LC/ESI-MS [61,69,89]. Alternatywg dla techniki LC moze by¢ zastosowanie
elektroforezy kapilarnej, ktéra takze jest kompatybilna zaréwno z aparaturg ICP-MS jak i ESI-MS
[90]. W przypadku zastosowania nowoczesnej aparatury pomiarowej oraz urzadzen
pozwalajgcych na rozdzielenie wycieku z kolumny chromatograficznej na dwa detektory
mozliwa jest jednoczesna analiza probki z wykorzystaniem techniki sprzezonych LC/ICP-MS oraz
LC/ESI-MS w trybie on-line [61,69,91]. ESI-MS moze takze by¢ stosowane z bezposrednim
dozowaniem prébki do zrédta jondw. Konfiguracja taka znajduje zastosowania gtéwnie w
sytuacji, kiedy rozdzielanie chromatograficzne zostato przeprowadzone w trybie off-line ze
zbieraniem rozdzielonych frakcji. Mimo ze ESI-MS zapewnia informacje o masie czgsteczkowej i
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schemacie fragmentacji analizowanych substancji uzyskane informacje nie zawsze pozwalajg na
doktadne okreslenie struktury zwigzku chemicznego. Analiza ilosciowa nowo zidentyfikowanych
substancji za pomoca ESI-MS, w przypadku braku dostepnosci wzorcéw tych substancji, wymaga
zastosowania zastepczych wzorcéw kalibracyjnych, jak na przyktad kalibracja oparta na DMA w
analizie As-lipidéw [62,80]. Technika sprzezona LC/ESI-MS jest najczeSciej stosowang wraz z
LC/ICP-MS technikg komplementarng. Zastosowanie obu tych technik sprzezonych w analizie
specjacyjnej pierwiastkbw chemicznych w Zzywnosci umozliwito identyfikacje rdznych
organicznych ligandéw, takich jak cukry, lipidy, biatka, peptydy, fitochelatyny, glutation,
karotenoidy, alkohole, zwigzki fenolowe, flawonole, glikozydy i stilbenoidy.

W badaniach specjacji pierwiastkdéw chemicznych w zywnosci zastosowanie znajdujg takze inne
niz LC/ESI-MS techniki komplementarne, nie mniej liczba ich zastosowan jest zdecydowanie
mniejsza. Metoda jonizacji/desorpcji laserowej wspomagana matrycg potaczona ze
spektrometriag mas (MALDI-MS, ang. matrix-assisted laser desorption/ionization mass
spectrometry) znalazta zastosowanie w badaniu biatek zawierajgcych selen w orzechach
(Bertholletia excelsa H.B.K.). W badaniach tych zastosowano technike sprzezong LC/ICP-MS oraz
réwnolegle techniki LC/ESI-MS i MALDI/MS. Wyniki prowadzonych analiz wykazaty znaczne
réznice w efektywnosci jonizacji wybranych peptydéw, a co za tym idzie czutosci pomiarow, dla
dwoéch metod spektrometrii czgsteczkowej. Czes¢ peptyddw zdecydowanie lepiej jonizowata
przy zastosowaniu techniki sprzezonej LC/ESI-MS podczas gdy pozostate peptydy ulegaty
efektywniejszej jonizacji przy zastosowaniu MALDI/MS. W konsekwencji autorzy badan zwracajg
uwage na mozliwo$¢ zastosowania obu technik spektrometrii czasteczkowej do analizy tych
samych probek [74,76]. Réwniez w odniesieniu do analizy specjacyjnej selenu zastosowanie
znalazta technika spektrometrii mas z jonizacjg chemiczng pod cisnieniem atmosferycznym
(APCI-MS, ang. Atmospheric pressure chemical ionization mass spectrometry). Technika ta, w
potaczeniu z chromatografig cieczowg zostata zastosowana w analizie peptyddéw zawierajacych
selen w prébkach zywnosci pochodzenia roslinnego [75]. Elektroforeza w zelu
poliakrylamidowym  (SDS-PAGE, ang. sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel
electrophoresis) zostata zastosowana w wielopierwiastkowej analizie specjacyjnej (Cu, Zn, As,
Ni, Pb, Cd, i Se) tkanki miesniowej i gruczotéw trawiennych matzy z gatunku Perna [43]. Rowniez
spektrometria rentgenowska znalazta zastosowanie w analizie specjacyjnej pierwiastkéw
chemicznych w prébkach zywnosci. Trzy rézne techniki spektrometrii rentgenowskiej zostaty
zastosowane rownolegle z HPLC/ICP-MS (HPLC, wysokosprawna chromatografia cieczowa, ang.
High-performance liquid chromatography) w analizie specjacyjnej arsenu w krewetkach (Acetes
sp.). Przenosny spektrometr fluorescencji rentgenowskiej (XRF, ang. X-ray fluorescence) zostat
zastosowany do oznaczania arsenu catkowitego w miejscu pobierania prébek. Nastepnie,
rowniez w miejscu pobierania probek, zastosowana zostata mikro-spektrometria fluorescencji
rentgenowskiej, oparta na promieniowaniu synchrotronowym (SR-uXRF, ang. synchrotron
radiation-induced micro X-ray fluorescence analysis), ktéra umozliwita przestrzenne mapowanie
As w probce. Finalnie wykonana zostata analiza specjacyjna As(lll), As(V), AsB, AsC, DMA i MMA
w prébkach krewetek za pomocg techniki absorbcji rentgenowskiej, mikro- rentgenowskiej
absorpcyjnej struktury przy krawedziowej (UXANES, ang. micro-X-ray absorption near-edge
structure) [92].

W tabeli 6 przedstawiono zestawienie najwazniejszych publikacji omawiajgcych zagadnienia
analizy specjacyjnej pierwiastkbw chemicznych w prdébkach zywnosci przy zastosowaniu
techniki sprzezonej LC/ICP-MS oraz technik komplementarnych.
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Tabela 6. Zestawienie publikacji naukowych omawiajgcych tematyke analizy specjacyjnej pierwiastkéw chemicznych w prébkach zywnosci technikg sprzezong LC/ICP-MS oraz metodami
komplementarnymi.

Analizowane

Analizowana L . . L Techniki analityczne: Odwotanie
. Ly pierwiastki Analizowane formy specjacyjne . . . .
prébka/probki . rozdzielanie/detekcja literaturowe
chemiczne
Zywno$éé pochodzenia zwierzecego
. . . AX/ICP-MS
Owoce morza (Skorupiaki) As As(l11), As(V), AsB, DMA, MMA, Hydroksy-dimetylo-As-cukier ESI-MS [93]
Owoce morza (Perna Cu, Zn, As, Ni, . . . SEC/ICP-MS
perna) Pb. Cd, Se Cu, Zn, As, Ni, Pb, Cd, Se termo-stabilne metaloproteiny SDS-PAGE [43]
Owoce morza (Anemonia AX, CE/ICP-MS
sulcate) As As(IIl), As(V), AsB, AsC, DMA, MMA, TMA, TMAO, GPAsC, DMAS AX/ESI-MS [94]
Przenosny XRF
Owoce morza (krewetki, SR-uXRF
A As(Ill), As(V), AsB, AsC, DMA, MMA 2
Acetes sp.) > s(ll), As(V), AsB, AsC, ! UXANES (92
AX/ICP-MS
. AX/ICP-MS
Ryby (Clupea harengus) As As(Ill), As(V), AsB, DMA, As-lipidy CX/ESI-MS [95]
RP/ICP-MS
Ryby (Cyprinus carpio) Cd, Cu, Zn, Pb Cd-, Cu-, Zn- i Pb-metalotioneiny RP/ESI-MS [58]
Zywnos¢ pochodzenia
morskiego (Ryby, Pb Pb(ll), TML, TEL CE/ICP-MS [72]
L. . CE/ESI-MS
skorupiaki, krewetki)
SEC, RP/ICP-MS
Ryby (Thunnus thynnus) Hg MeHg*-biatka RP/ESI-MS [44]
SDS-PAGE
Ryby (Misgurnus RP/ICP-MS
anguillicaudatus) > SeMet, SeCys RP/ESI-MS 261
Gotowe positki z ryb, algi  As As-lipidy RP/(MR)ICP-MS [60]

RP/(HR)ESI-MS
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Gotowe positki z ryb
(Mallotus

Villosus)

Olej z ryb morskich
(gtéwnie Engraulis
ringens)

Tran z dorsza

Oleje z ré6znych gatunkéw
ryb

Watroba z dorsza

Ostrygi

Ryby (Sardina pilchardus,
Scombers combrus,
Mullussur muletus,
Scophthalmus rhombus)

Tunczyk klasy sashimi

Mieso z kurczaka

Watroba z kurczaka

Algi (Laminaria japonica,
Porphyra crispate,
Eucheuma denticulatum)

As

As

As

As

As

As

As

As

As

As

As

As-lipidy

As-lipidy

DMA, MMA, DMAP, DMAB, As-lipidy

As-lipidy

As-lipidy

As(V), AsB, AsC, DMA, TMA As-cukry (B, D)

As-lipidy

As-lipidy

As(l11), As(V), AsB, DMA, MMA, roksarson, NAHAA

methyl-ROX, methyl-3-AHPAA, methyl-N-AHPAA

Zywnos¢ pochodzenia roslinnego

As(V), AsB, DMA, TMAO, TMA, As-cukry (409, 393, 483, 329)

RP/(MR)ICP-MS
RP/(HR)ESI-MS

RP/ICP-MS
RP/(HR)ESI-MS

RP, CX/(HR)ICP-MS
RP, CX/(HR)ESI-MS

RP/ICP-MS
RP/ESI-MS

RP/ICP-MS

RP/ESI-MS

AX, CX, RP, SEC/ICP-MS
ESI-MS

RP/(HR)ICP-MS
RP/(HR)ESI-MS

CX, RP/ICP-MS
RP/(HR)ESI-MS
AX/ICP-MS
AX/ESI-MS
HPLC/ICP-MS
HPLC/ESI-MS

(Typ chromatografii
niesprecyzowany)

AX, CX/ICP-MS
AX/ESI-MS

(61]

(62]

[63]

[64]

[91]

(66]

(69]

[71]

[15]

(14]

[97]
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Algi (Alaria marginata)

Rzodkiewnik pospolity
(Arabidopsis thaliana)
Kapusta sitowata
(Brassica juncea)
Kapusta sitowata
(Brassica juncea)

Sok z cytrusow

Kapusta witasciwa chinska
(Brassica chinensis)
Groch zwyczajny (Pisum
sativum)

Napar z herbaty
Napar z kakao

Czosnek (Allium sativum)

Czosnek (Allium sativum),
szalotka (Allium
ascalonicum)

Czosnek, kietki
rzodkiewki, kietki
stonecznika

As
As, Se
As

As, Cd

Sb

Cd
Cd, Pb
Ni
Ni

Te

Se

Se

As(ll1), As(V), AsB, DMA, As-cukry (329, 483, 393)
Kompleksy As i Se z PC i -GSH, Se-peptydy
As-PC,

As(GS)s, Cd(GS)s

Sb(lll), Sb(V), cytrynian Sb(lll) i Sb(V)

Kompleksy Cd-PC

Kompleksy Cd-, Pb-PC

Ni(ll), Ni- kwas chinowy

Ni(Il), Ni- glukonian, Ni-cytrynian

Te(VI), MeTeCysO, MeTeSCys

SeMet, MeSeCys, GluMeSeCys

SeHLan, MeSeCys, SeOMet, Diaminohydroksy-SeHLan,
GluMeSeCys, N-Acetyl-CysSeMet, MeSe-pentoza-heksoza,
SeMet, Se-metylo-selenoglutation, 2,3-dihydroksypropionylo-
selenocysteina-cysteina-alanina, 2,3-dihydroksypropionylo-
selenocysteina-cysteina, Metylotio-selenoglutation, 2,3-
dihydroksypropionylo-selenolantionina, CioH19N20sSe*,
(:10H14N503SGJr

AX/ICP-MS
AX/ESI-MS
AX/(MR)ICP-MS
AX/(HR)ESI-MS
SEC/ICP-MS
SEC/ESI-MS
SEC/ICP-MS
ESI-MS
AX/ICP-MS
AX/ESI-MS

SEC/ICP-MS
RP/ESI-MS
SEC/ICP-MS
SEC, RP/ESI-MS
AX/ICP-MS
(HR)ESI-MS
AX/ICP-MS
(HR)ESI-MS
SEC/ICP-MS
SEC/(HR)ESI-MS

SEC/ICP-MS
SEC/ESI-MS

AX/ICP-MS
PGC/ESI-MS

(98]
(80]
(88]

(83]

[25]

(81]
(32]
[42]
[41]

(82]

(73]

[99]
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Zielona cebula (Allium
fistulosum)

Ryz

Fasola zwykta (Phaseolus

vulgaris)

Oliwa z oliwek (extra
vergine)

Jagody Goji (Lycium
barbarum)

Jagody Goji (Lycium
barbarum)

Algi (Ascophyllum,
Laminaria and Fucus)

Algi (Laminaria digitate,

Ascophyllum nodosum)

Algi (Undaria pinnatifida,

Laminaria japonica,

Sargassum cristaefolium,

Porphyra dentata)

Algi (Undaria pinnatifida,

Laminaria ochroleuca,

Porphyra umbilicalis, Ulva

rigida)

Orzechy (Bertholletia
excelsa H.B.K.)

Se

Se

Zn

Cu, Zn

As

As

Se

iSe, SeCys, SeMet, MeSeCys, GluMeSeCys

Se-biatka

MeSeCys, GluMeSeCys

Se-aminokwasy

Zn: glicyna, metionina, kwas galakturonowy, kwas kawowy,
pterostylben, piceatannol, zeaksantyna, izoramnetyna

Zn: zeaksantyna, kwas kawowy, resweratrol

Cu: kwercetyna 3-0-(6 “-acetylo) galaktozyd, cyjanidyna 3-O-(6"-
malonylo) glukozyd, daidzeina-7”-0-glukozyd, tryptofan,
ornityna, resweratrol, kwas ferulowy

As(V), AsB, AsC, DMA, MMA, DMACcA, TMA, TMAO, As-cukry

As(V), MMA, DMA

As(I11), As(V), AsB, AsC, DMA, MMA, TMA, As-cukry (329, 483),

As-lipidy

As(Ill), As(V), AsB, DMA, MMA, As-cukry (329, 393, 409, 483)

Se-biatka

SEC, RP-IP/ICP-MS
ESI-MS

IEF, SDS-PAGE/LA-ICP-
MS

RP/ICP-MS
(HR)ESI-MS

AX, RP/ICP-MS

RP, RP-IP/(HR)ESI-MS
ICP-MS(Se catkowity)
CSP/ESI-MS
CE/ICP-MS
CE/ESI-MS

SEC/ICP-MS
RP/ESI-MS

AX/ICP-MS
AX, CX/ESI-MS
AX/ICP-MS
AX/ESI-MS

AX/ICP-MS
AX/ESI-MS

EC, AX/ICP-MS
AX/ESI-MS

SEC/ICP-MS
MALDI-MS
RP/ESI-MS

[100]

[79]

(89]
[101]

[90]

(57]

(65]

(67]

(68]

[70]

[74]
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Orzechy (Bertholletia
excelsa), miechunka

peruwianska (Physalis

peruviana), euterpa

jadalna (Euterpe edulis)

Orzechy (Bertholletia
excelsa)

Orzechy (Bertholletia
excelsa)

Pszenica

Se Se(IV), Se(VI1), SeMet, SeCys,, SeOMet
Se Se-peptydy

Se SeMet, SeCys;

Se Se-biatka

Skroty zastosowane w tabeli 6:

Zwiazki chemiczne
GPAsC

TMA

As(GS)3

Cd(GS)s
methyl-N-AHPAA
methyl-3-AHPAA
DMACA

DMAS

DMAB

DMAP

methyl-ROX
NAHAA

MeHg
MeSe-pentoza-heksoza
N-Acetyl-CysSeMet
SeHLan

Glicerofosfoarsenocholina

Jon trimetyloarsyny

Kompleksy GSH (glutation zredukowany) z As(l11)
Kompleksy GSH (glutation zredukowany) z Cd(ll)
Kwas 3-acetamido-4-hydroksyfenyloarsonowy
Kwas 3-amino-4-hydroksyfenylarsonowy

Kwas dimetyloarsynoilooctowy

Kwas dimetylarsynotioinowy

Kwas dimetyloarsenobutanowy

Kwas dimetyloarsenopropanowy

Kwas metylo-3-nitro-4-hydroksyfenyloarsonowy
Kwas N-acetylo-4-hydroksy-m-arsanilowy
Metylortec

Metyloseleno-Se-pentoza-heksoza
N-acetylo-cysteinyloselenometionina
Selenohomolantionina

SeOMet
MeSeCys
TMAO

TEL

TML
GluMeSeCys

AX/ICP-MS
RP/(HR)APCI-MS

SEC/ICP-MS
RP/ESI-MS

MALDI-MS

RP/ICP-MS

RP/ESI-MS

RP/ICP-MS

IEF, SDS-PAGE/LA-ICP-
MS

RP/(HR)ESI-MS

Se-tlenek selenometioniny
Se-metylo-selenocysteina

Tlenek trimetyloarsenu

Trietylootéw

Trimetylootéw

y- glutamylo-Se-metylo-selenocysteina

Techniki rozdzielania

AX

CX
RP
SEC
CE
PGC
Inne
CSP
MR
HR

Chromatografia anionowymienna

Chromatografia kationowymienna
Chromatografia w odwréconym uktadzie faz
Chromatografia wykluczania (zelowa)
Elektroforeza kapilarna

Porowaty wegiel grafitowy

Chiralna faza stacjonarna
Srednia rozdzielczoéé
Wysoka rozdzielczosé

[75]

[76]

[77]

(78]
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Postepy w technikach analitycznych stosowanych w analizie specjacyjnej sg ogromne. Obecne
trendy literaturowe wyraznie pokazujg, ze zmienia sie podejscie metodyczne do prowadzenia
analizy specjacyjnej. Zastosowanie jednej techniki do analizy badanej probki stato sie
niewystarczajgce, coraz powszechniejsze staje sie stosowanie wielu technik komplementarnych
w celu uzyskania wiekszej ilosci informacji o wystepujgcych formach chemicznych pierwiastkéw
w badanej prdébce. Widoczna jest takze potrzeba opracowywania nowych, zwalidowanych
procedur analitycznych, ktére pozwolg nie tylko poszerzyé naszg wiedze o specjacji
pierwiastkdw chemicznych w zywnosci, ale takze pomogg w opracowaniu nowych, bardziej
szczegdtowych norm prawnych. Na tym etapie trudno przewidzie¢, ktére podejscie do analizy
specjacyjnej bedzie dominowac w przysztosci, poniewaz nie zalezy to wyfacznie od potrzeb
badan naukowych. Zakres prowadzenia analizy specjacyjnej w zywnosci bedzie w duzej mierze
zaleze¢ od potrzeb rutynowych badan. Koniecznym bodZzcem moze okazaé sie ustanowienie
przepisdw dotyczacych zywnosci, ktére wymagajg badania specjacji, a nie pomiaréw zawartosci
catkowitych pierwiastkéw. Uregulowania takie juz sie pojawiaja, ale ustawodawstwo postepuje
bardzo powoli i zostanie wprowadzone dopiero po spetnieniu trzech warunkéw: 1) dowody
toksycznego dziatania poszczegdlnych form specjacyjnych pierwiastkdw chemicznych na
organizmy ludzkie, 2) dostep do zwalidowanych procedur analitycznych pozwalajgcych oznaczac
i identyfikowac poszczegdlne formy specjacyjne pierwiastkdw chemicznych, 3) mozliwosc¢
rutynowego oznaczania zawartosci form specjacyjnych pierwiastkdw chemicznych w réznych
obiektach i Srodowisku w trakcie catej procedury analitycznej.

4. Uregulowania prawne dotyczgce zawartosci pierwiastkdw chemicznych w
Zywnosci

Najwazniejszym miedzynarodowym dokumentem dotyczacym jakosci zywnosci jest Ogdlny
standard dla zanieczyszczen i toksyn w zywnosci i paszy, ktéry jest czescig Codex Alimentarius
autorstwa Organizacji Narodow Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa (FAO, ang.
Food and Agriculture Organization of the United Nations) oraz Swiatowe]j Organizacji Zdrowia
(WHO, ang. World Health Organization). Codex Alimentarius gromadzi uznane na catym $wiecie
normy, wytyczne, kodeksy postepowania i rézne zalecenia zwigzane z jakoscig, produkcjg,
bezpieczenstwem i handlem zywnoscig. Dokument ten, w zatozeniu organizacji autorskich, nie
ma by¢ substytutem ani alternatywa dla ustawodawstwa krajowego, ale raczej dokumentem
odniesienia stosowanym jako podstawa do opracowania norm krajowych. Istnieje wiele
krajowych i miedzynarodowych norm prawnych dotyczacych najwyzszych dopuszczalnych
stezenn (NDS) zanieczyszczen w zywnosci, a wiekszos¢ z tych przepisdw znacznie rézni sie od
wytycznych zebranych w Codex Alimentarius.

W niniejszym rozdziale rozprawy doktorskiej opisane zostang trzy lokalne akty prawne
dotyczace dopuszczalnych stezen pierwiastkbw chemicznych w zywnosci: ROZPORZADZENIE
KOMISJI (WE) nr 1881/2006 z dnia 19 grudnia 2006 r. (Unia Europejska, EU, ang. European
Union), norma dotyczaca najwyzszych dopuszczalnych pozioméw zanieczyszczen w zywnosci
(Chiny) i najwyzsze dopuszczalne poziomy dla zanieczyszczen chemicznych w zywnosci (Kanada)
a takze Ogolny standard dla zanieczyszczen i toksyn w zywnosci i paszy (FAO/WHO). Wytyczne
zawarte w wyzej wymienionych aktach prawnych réznig sie istotnie pod wzgledem liczby
uwzglednionych pierwiastkéw chemicznych jak i réznorodnosci produktéw zywnosciowych
[102—-106]. Zestawienie wartosci NDS pierwiastkdw chemicznych w wybranych produktach
zywnosciowych zgodnie z aktami prawnymi opisywanymi powyzej przedstawiono w tabeli 7.

39



Tabela 7. Zestawienie wartosci NDS pierwiastkdw chemicznych w wybranych produktach zywnosciowych.

Stezenie [mg kg] (jako catkowita zawarto$é pierwiastka chemicznego, chyba, ze zaznaczono inaczej)
A - Ogolny standard dla zanieczyszczen i toksyn w zywnosci i paszy (FAO/WHO)
B - ROZPORZADZENIE KOMISJI (WE) nr 1881/2006 z dnia 19 grudnia 2006 r. (EU)
C - Norma dotyczaca najwyzszych dopuszczalnych poziomdéw zanieczyszczen w zywnosci (Chiny)
D - Najwyzsze dopuszczalne poziomy dla zanieczyszczen chemicznych w zywnosci (Kanada)

Produkt zywnosciowy (i przetwory)

As Pb Sn Ni Cr Hg Cd
0,3 (A)
o . . 0,3-1,5 1,2-1,7 MeHg (A) 2 (A)
oo
?U.; Svmc/’:cr;ce)i \;vodne i owoce morza (w tym 3,;; Eg)) (8) i i 2(C) 0.5—1 MeHg (O) 0,05—1(B)
S Y ’ 0,5-2(C) 0,5-1(D) 0,1-2(C)
g 0,5(D)
« Jadalna maczka kostna 1,0 (D) 10 (D) - - - - -
§ 0,1-0,5
§ (A)
g Mieso (w tym podroby) 05 () o s - 1@ 0050 P
2 0,2-0,5
S ()
< 0,2-0,5
Jajka - (é) ! - - - 0,01 (C) 0,05 (C)
o Alkohol (wytgczajac wino) - 0,2-05 - - - - -
& (€
€ 0,03 - 0,04
= (A)
o —
< Napoje, soki i nektary 0,1 (D) 0,2 (B) 150iSn (C) _ } ) :)é())03 0,005
'c 0,03-0,05
[J) ’ ’
3 (©)
§ 0,2 (A)
o 0,05-0,2
N . (B) 0,1-0,2
§ Zboza 0,5 (C) 02-05 - - 1(C) 0,02 (C) (AB.C)
~ (@)
1,5 (D)
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Zywnos¢ pochodzenia roslinnego

Kakao, czekolada, stodycze

Owoce

Grzyby
Midd
Orzechy i nasiona (w tym kawa)

Ryz

Przyprawy (w tym ziota)

Herbata

Warzywa

Wino

0,5(C)

0,5(C)

0,2-0,35iAs (A)
0,1-0,3 iAs (B)
0,2 iAs (C)

0,5 (A)
0,5tAs,0,1-0,5
iAs (C)

0,5(C)

0,3-0,5
(€

0,2 (A)
0,15-0,2
(B)

0,3 (A)
1(C)

0,1 (B)
0,5-1(C)
0,2-0,5
(€)

1(A)
1-3(C)

2-5(C)

0,05-0,4
(A)
0,05-0,3
(B)

1(0)

0,5 (D)
0,2 (A)
0,15-0,2
(B)

05-1
(€

0,1(C)

0,1(C,D)

0,01 (C)

0,8-0,9 (A)
0,1-0,8 (B)

0,05-0,2 (B)
0,05 (C)

1(B)
0,2-0,5 (C)

0,5 (C)

0,4 (A)

0,5 (A)
0,1-0,5(C)

0,05-0,2
(A,B,C)
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Inne typy zywnosci

Ttuszcze i oleje

Zywno$¢ i napoje w puszkach

Preparaty dla niemowlat

Mleko

Zywno$¢ specjalnego przeznaczenia

Zywnos¢ specjalnego przeznaczenia dla niemowlat
i matych dzieci

0,1(A,C)

0,1-0,5(C)

0,2-0,5(C)

0,1-0,3iAs (C)

0,08-0,4
(A)
0,1(B)
0,2 (C)

0,01 (A)
0,05-1,5
(B)

0,08 (D)
0,02 (A)
0,02 (B)
0,05-0,5
(Q)

0,15 (D)

0,01-0,05
(B)
0,05-0,5
(€

150 - 250
(A)

50iSn (B)
200 — 25 iSn
(€)

250 (D)

50iSn (C)

0,3-2
(€

0,01 (C)

0,2 (zywnosé
puszkowana) (C)

0,005 - 0,2 (B)
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Cztery pierwiastki, As, Pb, Sn i Hg zawarte sg we wszystkich czterech dokumentach. Kadm nie
zostat uwzgledniony w ROZPORZADZENIU KOMISJI (WE) nr 1881/2006 z dnia 19 grudnia 2006
r., a Ni i Cr wystepujg tylko w normie dotyczacej najwyzszych dopuszczalnych pozioméw
zanieczyszczen w zywnosci (Chiny). We wszystkich aktach prawnych, z wyjatkiem kanadyjskiego,
NDS dla As podane jest w odniesieniu do arsenu nieorganicznego (EU) lub z rozréznieniem na
arsen catkowity i nieorganiczny (Chiny, FAO/WHO). Réwniez dla cyny, w uregulowaniach
prawnych Chin oraz Unii Europejskiej, NDS podane jest z podziatem na cyne catkowitg i
nieorganiczng. W przypadku rteci chinska norma prawna, oraz Ogdlny standard dla
zanieczyszczen i toksyn w zywnosci i paszy (FAO/WHO) podajg NDS w odniesieniu do metylorteci
[102-106].

Poréwnujgc wszystkie omawiane akty prawne mozna zauwazy¢ duze réznice w odniesieniu do
liczby produktéw zywnosciowych dla ktérych podano NDS dla pierwiastkéw chemicznych. NDS
dla arsenu w dokumencie KE podano tylko dla ryzu, podczas gdy w innych aktach prawnych
istnieje wieksza liczba produktéw zywnosciowych dla ktérych oszacowano NDS arsenu. Warto
rowniez zaznaczy¢, ze niektdre rodzaje zywnosci, takie jak mieso, warzywa czy owoce morza,
zostaty podzielone na mniejsze podgrupy w oparciu o grupe systematyczng czy nawet gatunek.
Uwzgledniono takze zywno$é surowg lub przetworzong czy tez podziat na okreslone jadalne
czesci ciata, takie jak podroby czy mieso miesniowe. Do kazdej z wyszczegdlnionych podgrup
moze byc¢ przypisana inna warto$¢ NDS danego pierwiastka ze wzgledu na rdzne tendencje
dotyczace akumulacji pierwiastkéw chemicznych.
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Cel pracy

Gtéwna ideg niniejszej rozprawy doktorskiej byto badanie specjacji arsenu, chromu i antymonu
w prébkach zywnosci ciektej (wody mineralne, smakowe oraz funkcjonalne) i statej (algi).
Istotnym elementem wszystkich prowadzonych badan byto takze zapewnienie jakosci wynikéw
poprzez prowadzenie walidacji stosowanych metod analitycznych, szacowanie niepewnosci
wynikéw analitycznych oraz zapewnienie spdjnosci pomiarowej wynikow pomiaréw. Do
badania specjacji zastosowano zaawansowane techniki sprzezone LC/ICP-DRC-MS oraz ESI-
MS/MS.
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Czesc¢ eksperymentalna
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5. Aparaturai sprzet laboratoryjny, odczynniki, materiat badawczy

5.1 Aparatura i sprzet laboratoryjny

Chromatograf cieczowy (Perkin Elmer Sciex, Kanada) sktadajacy sie z: automatycznego
podajnika prébek (model Series 225), pompy (model Series 200) i termostatu kolumny
(model Series 200) oraz degazera (model Series 200),
kwadrupolowy spektrometr mas z jonizacja w plazmie sprzezonej indukcyjnie
wyposazony w dynamiczng komore reakcyjng, model Elan DRC Il (Perkin Elmer Sciex,
Kanada),
chromatograf cieczowy, model Acquity UPLC system (Waters, USA) sktadajacy sie z:
automatycznego podajnika prébek, pompy i termostatu kolumny,
spektrometr mas z jonizacjg poprzez elektrorozpraszanie, model Q Exactive (Thermo
Fisher, USA),
system mineralizacji wspomaganej mikrofalami wyposazony w naczynka kwarcowe i
bomby teflonowe, model Ethos One (Milestone, Wiochy),
kolumny chromatograficzne:

o kolumna anionowymienna, PRP-X100 (4,6 x 150 mm) (Hamilton Company,

Szwajcaria),

o kolumna zelowa, Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare, USA),

o kolumna typu C-18, ACQUITY UPLC BEH C18 (2,1 mm x 100 mm) (Waters, USA)
taznia ultradzwiekowa (Polsonic, Polska),
wiréwka laboratoryjna (MPW, Polska).
suszarka laboratoryjna SLW 32 STD INOX/G (Pol-Eko, Polska),
waga analityczna ABS/ABJ (Kern, Niemcy),
system oczyszczania wody Direct-Q 3 UV (Merck Millipore, USA),
pipety automatyczne Research Plus o réznych zakresach pojemnosci od 0,5 pL do 10000
pL (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Niemcy),
mozdzierz z ttuczkiem, agatowy,
naczynia laboratoryjne miarowe ze szkfa oraz tworzyw sztucznych,
drobny sprzet laboratoryjny ze szkta oraz tworzyw sztucznych.

5.2 Odczynniki, materialy odniesienia, gazy

Odczynniki:

Roztwdr wzorcowy wielopierwiastkowy (10 ug mL™: Ag, Al, As, Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Co, Cr,
Cs, Cu, Fe, Ga, In, K, Li, ug, Mn, Na, Ni, Pb, Rb, Se, Sr, Tl, U, V, Zn), (Perkin Elmer Sciex,
Kanada),
roztwory wzorcowe jednopierwiastkowe:
o (1000 pg mL?, Sb), (Perkin Elmer Sciex, Kanada),
(1000 pg mL?, Sc), (Perkin Elmer Sciex, Kanada),
(1000 pg mL?, Ge), (Perkin Elmer Sciex, Kanada),
(1000 pg mL?, Rh), (Perkin Elmer Sciex, Kanada),
(1000 pg mL?, Y), (Perkin Elmer Sciex, Kanada),
o (1000 ug mL?, Th), (Perkin Elmer Sciex, Kanada),
kwas dimetyloarsenowy, (Sigma-Aldrich, USA),
so6l sodowa kwasu monometyloarsenowego, (Sigma-Aldrich, USA),

o O O O
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arsenobetaina, (Sigma-Aldrich, USA),

roztwdr wzorcowy As(V) (994 + 6) mg L%, (Inorganic ventures, USA),

roztwdr wzorcowy As(l11) (1002 + 5) mg L, (Inorganic ventures, USA),

roztwdr wzorcowy Cr(VI) (997 + 5) mg L%, (Inorganic ventures, USA),

roztwér wzorcowy Cr(l11) (1000+4) mg LL, (Merck, Niemcy),

heksahydroksoantimonian (V) potasu, (Sigma-Aldrich, USA),

winian antymonu (lll), hydrat, (Sigma-Aldrich, USA),

Zestaw do kalibracji kolumny zelowej, niskie masy czgsteczkowe (Sktad: Aprotynina,
rybonukleaza A, anhydraza weglowa, albumina jaja kurzego, konalbumina, niebieski
dekstran 2000), (GE Healthcare, USA),

kwas azotowy(V) 65%, Suprapur (Merck, Niemcy),

kwas chlorowodorowy 30%, Suprapur (Merck, Niemcy),

roztwér amoniaku 25%, Suprapur (Merck, Niemcy),

wodorotlenek sodu, pastylki, trace metals basis (Merck, Niemcy),

chlorek sodu, proszek, trace metals basis (Merck, Niemcy),

sél disodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego, (Sigma-Aldrich, Niemcy),

azotan (V) amonu, (Sigma-Aldrich, Niemcy),

diwodorofosforan (V) amonu, (Sigma-Aldrich, Niemcy),

wodorofosforan (V) sodu, trace metals basis (Merck, Niemcy),

metanol, HPLC Gradient Grade, (J. T. Baker, Niemcy),

etanol, Suprapur, (Merck, Niemcy),

roztwdr do codziennej optymalizacji spektrometru ICP-MS o stezeniu 10 pg L Ba il pg
L' Mg, Co, Fe, Be, In, Ce, Pb, U, Th w 0,5% HNOs Smart Tune Solution — Elan DRC Il/plus
(Perkin Elmer Sciex, Kanada),

roztwory buforowe do kalibracji pH-metru o pH: 4,18; 6,87 oraz 9,18 (Schott
Instruments, Niemcy),

Materiaty odniesienia:

SLRS-5 River water reference material for trace metals (National Research Council,
Kanada),

SRM 1643d - Trace Elements in Water (National Institute of Standards and Technology,
USA),

TM27.3 Trace element fortified calibration standard CRM (National Water Research
Institute, Kanada),

TM 28.4 A low level fortified sample for trace elements, (National Water Research
Institute, Kanada),

CRM 7405-a: Trace Elements and Arsenic Compounds in Seaweed (National Metrology
Institute of Japan, Japonia),

SRM 3232 - Kelp Powder (Thallus laminariae), (National Institute of Standards and
Technology, USA).

Gazy:

Argon sprezony o czystosci >99,999%, (Linde Gaz Polska, Polska),
tlen sprezony o czystosci >99,999%, (Linde Gaz Polska, Polska).
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5.3 Materiat badawczy

Badanie wptywu materiatu i koloru opakowania na specjacje As, Cr i Sb w butelkowanych
wodach mineralnych

Zakupiono 35 probek butelkowanych wéd mineralnych o zréznicowanej zawartosci sktadnikow
rozpuszczonych (w zakresie od 216 mg L™ do 7390 mg L™). Wszystkie badane prdbki zostaty
zakupione w tym samym sklepie oraz, jesli byto to mozliwe, posiadaty podobng date
przydatnosci do spozycia. Czes$¢ z badanych prébek (oznaczone jako X.1, X.2, X.3 itd. w tabeli 8)
nalezato do tej samej marki wod (w sumie przebadano 19 marek wdéd) ale rdznity sie
parametrami takimi jak nasycenie CO, oraz materiatem lub kolorem opakowania, w ktérym byty
przechowywane. Prébki byty przechowywane w oryginalnych opakowaniach, w temperaturze
4°C bez dostepu Swiatta stonecznego. Badane prébki bezposrednio przed analizg zostaty
przefiltrowane przez filtr strzykawkowy (0,2 mm), probki o zawartosci substancji
rozpuszczonych powyzej 1200 mg L?! zostalty rozcieficzone do stezenia substancji
rozpuszczonych okoto 1000 mg L1, Zestawienie badanych prébek przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Charakterystyka badanych prébek butelkowanych wdd mineralnych.

Oznaczenie  Zawartosc
probki substancji Nasycenie Materiat Kolor

wody rozpuszczonych  CO: PH opakowania opakowania Rozciericzenie
mineralnej  [mgL?]

1 216 NG 7,4 PET Jasnordézowy

2 347 NG 8,0 PET Bezbarwny

3.1 420 NG 7,0 PET Jasnoniebieski
3.2 420 LG 5,6 PET Jasnoniebieski
4.1 500 G 55 PET Ciemnoniebieski
4.2 500 G 5,3 Szkto Zielony

4.3 500 NG 7,2 Szkto Zielony

5.1 509 NG 8,0 PET Jasnoniebieski
5.2 509 G 5,2 Szkto Zielony

5.3 509 LG 56 PET Jasnozielony

6 556 NG 7,0 PET Jasnoniebieski
7 650 NG 7,5 PET Jasnoniebieski
8.1 630 G 55 PET Bezbarwny

8.2 630 G 5,2 Szkto Zielony

9.1 742 NG 7,5 PET Jasnozielony
9.2 742 NG 7,3 Szkto Zielony

9.3 742 SG 5,2 Szkto Zielony
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9.4 683 G 6,2 Aluminium Srebrny

9.5 742 G 6,0 Szkto Ciemnoniebieski

9.6 742 G 55 PET Ciemnoniebieski

10.1 675 G 5,2 Szkto Zielony

10.2 675 G 52 PET Zielony

111 998 LG 51 PET Zielony

11.2 998 LG 5,1 Szkto Zielony

121 1357 NG 6,1 Szkto Zielony 1:1
12.2 1357 NG 6,1 PET Zielony 1:1
13.1 1320 NG 6,5 PET Jasnoniebieski 1:1
13.2 2199 G 6,0 PET Zielony 1:1
14 2157 G 5,7 Szkio Zielony 1:1
15 2200 G 5,9 Szkto Bezbarwny 1:1
16 3700 G 5,9 Szkto Zielony 1:2
17 5225 LG 6,4 Szkto Zielony 1:3
18 5800 SG 6,3 Szkto Bezbarwny 1:4
29.1 7390 G 5,1 Szkto Bezbarwny 1:4
19.2 7390 G 51 PET Bezbarwny 1:4

*G —woda gazowana, NG —woda niegazowana, LG —woda lekko gazowana, SG — woda silnie gazowana

Badanie specjacji arsenu, chromu i antymonu w butelkowanych wodach smakowych i
funkcjonalnych

W sumie badaniom poddano 42 prébki butelkowanych wéd smakowych i funkcjonalnych
sposrod ktérych 30 byto wod smakowych oraz 12 wéd funkcjonalnych. Wszystkie badane prébki
zostaty zakupione w tym samym sklepie oraz, jesli byto to mozliwe, posiadaty podobng date
przydatnosci do spozycia. Probki zostaty pogrupowane ze wzgledu na marke, wody tej samej
marki oznaczono jako X.1, X.2, X.3... w tabeli 9. Badane probki réznity sie smakiem, sktadem i
dodatkami funkcjonalnymi i nasyceniem CO,. Dla wszystkich marek wéd dla ktéry byto to
mozliwe zakupiono takie préobke wody mineralnej bez dodatkdw smakowych oraz
funkcjonalnych. Prébki te traktowano jako probki referencyjne dla odpowiadajgcej im marki
wod smakowych i funkcjonalnych. W sumie zakupiono 8 wdd mineralnych, prébki te oznaczono
* w tabeli 9 oraz we wszystkich tabelach z wynikami pomiaréw. Wszystkie zakupione wody byty
przechowywane w butelkach z poli(tereftalanu etylenu) (PET, ang. Polyethylene terephthalate).
Badane probki byty przechowywane zgodnie z zaleceniami producentéw oraz otwarte
bezposrednio przed rozpoczeciem analiz. Szczegétowe zestawienie badanych prébek
przedstawiono w tabeli 9, informacje dotyczgce smaku oraz sktadu badanych wdd zostaty
zaczerpniete z etykiet zamieszczonych na butelkach.
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Tabela 9. Zestawienie badanych prébek butelkowanych wéd smakowych i funkcjonalnych.

Oznaczenie

Woda gazowana

Zawartosc sktadnikow

probki Smak (G)/niegazowana(NG) pH [azgptij]zczonych Kolor butelki Sktad (dodatki funkcjonalne pogrubiono)

A1* Woda mineralna NG 6,52 1670,9 Bezbarwny -

A2 Cytryna NG 591 1670,9 Jasnoniebieski Woda mineralna, naturalny aromat cytrynowy wraz
z innymi naturalnymi aromatami

B.1* Woda mineralna NG 7,27 230 Jasnoniebieski -

B.2* Woda mineralna G 484 3115 Niebieski -

B.3 Jabtko G 2,89 - Bezbarwny Woda mineralna, cukier, sok jabtkowy z
koncentratu, ekstrakt jabtkowy, kwas cytrynowy,
aromaty naturalne

B.4 Pomarancza G 3,03 - Bezbarwny Woda zrddlana, cukier, sok pomaranczowy z
koncentratu, kwas cytrynowy, guma arabska, kwas
askorbinowy, barwniki (karoteny), sorbinian potasu,
aromaty naturalne

B.5 Cytryna G 2,75 - Bezbarwny Woda zrddlana, cukier, sok cytrynowy z
koncentratu, kwas cytrynowy, guma arabska, kwas
askorbinowy, barwniki (karoteny), sorbinian potasu,
aromaty naturalne

B.6 Truskawka NG 3,02 - Jasnoniebieski  Woda mineralna, cukier, kwas cytrynowy, naturalny
aromat truskawkowy wraz z innymi aromatami
naturalnymi

B.7 Jabtko NG 3,04 - Jasnoniebieski Woda zrddlana, cukier, kwas cytrynowy, aromat
naturalny, sok jabtkowy z koncentratu

B.8 Truskawka NG 2,89 - Jasnoniebieski Woda zrdédlana, cukier, kwas cytrynowy, aromat
naturalny, sok truskawkowy z koncentratu

B.9 Cytryna NG 2,74 - Jasnoniebieski Woda zrddlana, cukier, kwas cytrynowy, naturalny
aromat cytrynowy wraz z innymi naturalnymi
aromatami

B.10 Brzoskwinia NG 3,01 - Jasnoniebieski Woda zrddlana, cukier, kwas cytrynowy, benzoesan

sodu, naturalny aromat brzoskwiniowy wraz z
innymi naturalnymi aromatami
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B.11

B.12

B.13

C1

C.2

D.1

D.2

D.3

E.1*
E.2

E.3*

Wisnia

Wisnia

Cytryna

Truskawka

Cytryna

Cytryna

Jabtko

Malina

Woda mineralna
Truskawka

Woda mineralna

NG

NG

NG

NG

NG

NG

NG

NG

NG
NG

2,90

3,05

2,83

2,63

2,65

3,64

3,42

3,47

6,50
2,79

5,53

775,2

775,2

775,2

1010

1010

Jasnoniebieski

Bezbarwny

Bezbarwny

Bezbarwny

Bezbarwny

Z6tty

Zielony

Czerwony

Jasnoniebieski
Niebieski

Jasnozielony

Woda zrddlana, cukier, kwas cytrynowy, benzoesan
sodu, naturalny aromat wisniowy wraz z innymi
naturalnymi aromatami

Woda mineralna, cukier, sok wisniowy z
koncentratu, sok jabtkowy z koncentratu, kwas
cytrynowy, koncentrat soku z czarnej marchwi,
aromaty naturalne

Woda mineralna, cukier, sok cytrynowy z
koncentratu, sok jabtkowy z koncentratu, kwas
cytrynowy, guma arabska, kwas askorbinowy,
naturalny aromat cytrynowy wraz z innymi
naturalnymi aromatami

Woda, cukier, sok jabtkowy z koncentratu, kwas
cytrynowy, sok truskawkowy z koncentratu, aromat
naturalny

Woda, cukier, sok cytrynowy z koncentratu, kwas
cytrynowy, aromat naturalny, kwas askorbinowy
Woda mineralna, cukier, sok cytrynowy z
koncentratu, sok winogronowy z koncentratu,
aromat, kwas cytrynowy, cytrynian sodu, kwas
askorbinowy

Woda mineralna, cukier, sok jabtkowy z
koncentratu, sok winogronowy z koncentratu,
aromat, kwas cytrynowy, kwas askorbinowy
Woda mineralna, cukier, sok malinowy z
koncentratu, sok winogronowy z koncentratu,
aromat, kwas cytrynowy, cytrynian sodu, kwas
askorbinowy

Woda, cukier, kwas cytrynowy, sok truskawkowy z
koncentratu, kwas askorbinowy, aromat
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E.4

E.5

F.1

F.2

G.1*
G.2

G.3

G.4*

G.5

G.6

Truskawka

Cytryna

Truskawka

Cytryna

Woda mineralna
Pomarancza i
cytryna

Brzoskwinia i
jabtko

Woda mineralna
Truskawka

Cytryna

NG

NG

NG
NG

NG

3,77

4,2

3,2

2,99

5,32
3,32

3,37

7,05

3,47

3,26

646,5

Bezbarwny

Bezbarwny

Bezbarwny

Bezbarwny

Jasnozielony
Jasnozielony

Jasnozielony

Jasnoniebieski

Jasnoniebieski

Jasnoniebieski

Woda mineralna, kwas cytrynowy, naturalny aromat
truskawkowy wraz z innymi naturalnymi aromatami,
stodzik (sacharyna, cyklaminian)

Woda mineralna, kwas cytrynowy, naturalny aromat
cytrynowy wraz z innymi naturalnymi aromatami,
stodzik (sacharyna, cyklaminian)

Woda mineralna, cukier, kwas cytrynowy, naturalny
aromat truskawkowy wraz z innymi naturalnymi
aromatami, benzoesan sodu, sorbinian potasu,
stodzik (sacharyna, cyklaminian, acesulfam k,
aspartam)

Woda mineralna, cukier, kwas cytrynowy, naturalny
aromat cytrynowy wraz z innymi naturalnymi
aromatami, benzoesan sodu, sorbinian potasu,
stodzik (sacharyna, cyklaminian, acesulfam k,
aspartam)

Woda mineralna, syrop glukozowo-fruktozowy,
cukier, kwas cytrynowy, naturalny aromat
cytrusowy wraz z innymi naturalnymi aromatami,
naturalny aromat pomaraniczowy, sorbinian potasu,
stodzik (acesulfam k, sukraloza)

Woda mineralna, syrop glukozowo-fruktozowy,
cukier, kwas cytrynowy, naturalny aromat
brzoskwiniowy wraz z innymi naturalnymi
aromatami, naturalny aromat jabtkowy, sorbinian
potasu, stodzik (acesulfam k, sukraloza)

Woda mineralna, syrop glukozowo-fruktozowy,
cukier, kwas cytrynowy, naturalny aromat
truskawkowy wraz z innymi naturalnymi aromatami,
stodzik (acesulfam k, sukraloza)

Woda mineralna, syrop glukozowo-fruktozowy,
cukier, kwas cytrynowy, naturalny aromat
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H.1
H.2

H.3

I.1*
1.2

J.1

J.2

Cytryna
Porzeczka

Malina
Woda mineralna

Czerwone
winogrono i pitaya

Mieta, mniszek

lekarski i pokrzywa

Cytrynai

Pomarancza

Owocowy (nie
sprecyzowano)

Owocowy (nie
sprecyzowano)

NG
NG

NG

NG
NG

NG

NG

NG

NG

3,08
3,14

3,12

7,80
2,70

3,10

3,70

4,07

3,90

387,4

Bezbarwny
Bezbarwny

Bezbarwny

Bezbarwny
Bezbarwny

Bezbarwny

Niebieski

Bezbarwny

Bezbarwny

cytrynowy wraz z innymi naturalnymi aromatami,
naturalny aromat grejpfrutowy, stodzik (acesulfam
k, sukraloza)

Woda, cukier, sok cytrynowy z koncentratu, aromat
Woda, cukier, sok cytrynowy z koncentratu, sok
porzeczkowy z koncentratu, aromat

Woda, cukier, sok cytrynowy z koncentratu, sok
malinowy z koncentratu, aromat

Woda, cukier, kwas cytrynowy, koncentrat soku z
czerwonej marchwi, naturalny aromat winogronowy
wraz z innymi naturalnymi aromatami, niacyna, wit.
B6, biotyna, wit. B12, mleczan cynku

Woda, fruktoza, kwas cytrynowy, aromat naturalny,
ekstrakt z estragonu, ekstrakt z miety, kwas
askorbinowy, ekstrakt z korzenia mniszka
lekarskiego, ekstrakt z korzenia pokrzywy, niacyna,
kwas pantotenowy, wit. B6, kwas foliowy, biotyna,
wit. B12

Woda, cukier, kwas cytrynowy, aromaty naturalne,
niacyna, kwas pantotenowy, wit. B6, kwas foliowy,
biotyna, wit. B12, weglan magnezu, kwas
askorbinowy

Woda, kwas cytrynowy, cytrynian sodu, wit. C,
niacyna, wit. B6, wit. B12, kwas pantotenowy,
cynk, cyklaminiany, sacharyna, aspartam, acesulfam
K, sorbinian potasu, benzoesan sodu, guma arabska,
estry glicerolu i zywicy roslinnej, aromaty, karoteny
Woda, kwas cytrynowy, cytrynian sodu, koncentrat
soku z aronii, wit. C, niacyna, wit. B6, wit. B12,
kwas pantotenowy, kofeina, ekstrakt z guarany,
cyklaminiany, sacharyna, aspartam, acesulfam K,
sorbinian potasu, benzoesan sodu, aromaty, karmel
amoniakalno-siarczynowy
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K.1

K.2

K.3

L.1

L2

L.3

L4

L.5

Malina

Jagoda

Mix cytruséw

Grejpfrut

Kiwi

Ananas

Mandarynka

Rabarbar i zielona

kawa

NG

NG

NG

NG

NG

NG

NG

2,98

2,97

2,98

3,92

3,37

3,38

3,24

3,41

Bezbarwny

Bezbarwny

Bezbarwny

Jasnoniebieski

Jasnoniebieski

Jasnoniebieski

Jasnoniebieski

Jasnoniebieski

Woda, cukier, sok malinowy z koncentratu, sok
cytrynowy z koncentratu, aromat

Woda, cukier trzcinowy, sok jagodowy z
koncentratu, sok cytrynowy z koncentratu, niacyna,
wit. B6, kwas foliowy, wit. B12, biotyna, kwas
pantotenowy, aromaty

Woda, cukier trzcinowy, sok cytrynowy i
grejpfrutowy z koncentratu, niacyna, wit. B6, kwas
foliowy, wit. B12, biotyna, kwas pantotenowy,
aromaty

Woda, cukier, syrop glukozowo-fruktozowy, kwas
cytrynowy, cytrynian sodu, naturalny aromat
grejpfrutowy, cytrynian magnezu, kwas
askorbinowy, benzoesan sodu

Naturalna woda mineralna, cukier, syrop
glukozowo-fruktozowy, kwas cytrynowy, cytrynian
sodu, naturalny aromat kiwi, aromat, kwas
askorbinowy, kofeina, niacyna, benzoesan sodu
Woda mineralna, kwas cytrynowy, stodzik
(acesulfam k, sukraloza), naturalny aromat
ananasowy, aromat, siarczan cynku, benzoesan
sodu

Woda mineralna, cukier, syrop glukozowo-
fruktozowy, kwas cytrynowy, cytrynian sodu, kwas
askorbinowy, naturalny aromat mandarynkowy,
niacyna, kwas foliowy, wit. B12, benzoesan sodu
Woda, cukier, syrop glukozowo-fruktozowy, kwas
cytrynowy, cytrynian sodu, sok rabarbarowy z
koncentratu, ekstrakt z guarany, ekstrakt z zielonej
kawy, kwas askorbinowy, benzoesan sodu, kwas
foliowy, niacyna

*- Préobki wod mineralnych (prébki referencyjne dla odpowiadajgcej im marki wéd smakowych i funkcjonalnych)
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Analiza specjacyjna arsenu w przetworzonych produktach zywnosciowych z alg

Badaniu specjacji arsenu poddano pie¢ prébek: 1) certyfikowany materiat odniesienia (CRM,
ang. Certified reference material) 7405-a: Trace Elements and Arsenic Compounds in Seaweed
(Hijiki), Narodowy Instytut Metrologii Japonii (NMIJ, ang. National Metrology Institute of Japan),
2) Hijiki (Sargassum fusiforme), ugotowane i wysuszone przez producenta, 3) Nori (Pyropia
yezoensis) w formie ptatéw do sushi, 4) Morszczyn pitkowany (Fucus serratus), zmielone przez
producenta oraz 5) standardowy materiat odniesienia (SRM, ang. Standard Reference Material)
3232 - Kelp Powder (Thallus laminariae), Narodowy Instytut Standardow i Technologii (NIST,
ang. National Institute of Standards and Technology). Probke Nori zmielono w mozdzierzu, Hijiki
przygotowano jako dwie niezalezne prébki: zmielone w mozdzierzu (2) oraz zmielone w mtynku
kulkowym (2a). Prébki NMIJ CRM 7405-a, NIST SRM 3232 - Kelp Powder (Thallus laminariae) i
Morszczynu pitkowanego nie byty poddawane mieleniu. Wykaz oraz charakterystyke badanych
prébek alg przedstawiono w tabeli 10.

Tabela 10. Charakterystyka badanych probek alg.

Wstepne przygotowanie

Oznaczenie Sposdb przetworzenia L
zhaczent P przetworzent probki do

Nazwa prébki

probki alg przez producenta mineralizacji/ekstrakcji
1 CRM 7405-a: Trace Zliofilizowano i -
Elements and Arsenic  zmielono
Compounds in
Seaweed (Hijiki)
2 Hijiki (Sargassum Ugotowano i Zmielono w mozdzierzu
fusiforme) wysuszono
2a Hijiki (Sargassum Ugotowano i Zmielono w mtynku
fusiforme) wysuszono kulowym
3 Nori (Pyropia Przygotowano w Zmielono w mozdzierzu
yezoensis) formie ptatow do
sushi
4 Morszczyn pitkowany  Zmielono -
(Fucus serratus)
5 SRM 3232 - Kelp Zhomogenizowano -
Powder (Thallus
laminariae)
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6. Wyniki i dyskusja

W niniejszej rozprawie doktorskiej przedstawiono wyniki badan specjacji toksycznych
pierwiastkow chemicznych w prébkach zywnosci ciektej i statej technikami sprzezonymi LC/ICP-
DRC-MS (DRC, dynamiczna komora reakcyjna, ang. Dynamic reaction cell) i LC/ESI-MS/MS
(MS/MS, tandemowa spektrometria mas). Na analize specjacyjng zazwyczaj sktada sie szereg
etapow takich jak: 1) przygotowanie probki do analizy, 2) oznaczanie zawartosci catkowitych
pierwiastkdw w badanej prébce, 3) oznaczanie znanych form specjacyjnych w badanej prébce,
4) szacowanie bilansu analizy specjacyjnej/zawartosci catkowitej badanych pierwiastkéw w
prébce oraz 5) identyfikacja i oznaczanie nieznanych form specjacyjnych w badanej prébce.
Obecnos¢ wszystkich tych etapéw lub tylko ich czesci zalezy od konkretnego problemu
badawczego. Podejscie do prowadzenia analizy specjacyjnej moze sie rézni¢ w zaleznosci od
tego jakie pierwiastki i jakie formy specjacyjne tych pierwiastkdw badamy, ale takze od tego z
jakimi prébkami mamy do czynienia. W przypadku préobek zywnosci ciektej przeprowadzenie
analizy specjacyjnej bardzo czesto moze by¢ wykonane przy bardzo uproszczonym procesie
przygotowania probki, na ktdry sktada sie filtrowanie oraz rozcieficzenie badanej préobki. W
przypadku prébek statych konieczne jest przeprowadzenie ekstrakcji analitéw. Z tego wzgledu
uzyskane wyniki oraz ich dyskusje podzielono na indywidualne rozdziaty dla badanych prébek
ciektych oraz statych.

6.1 Badanie specjacji pierwiastkdw chemicznych w préobkach zywnosci ciektej

Woda jest podstawowym elementem diety cztowieka i jest niezbedna do utrzymania
prawidtowego funkcjonowania organizmu. Oprdcz wody przeznaczonej do spozycia przez ludzi
gtéwnym Zrédtem wody w diecie jest woda butelkowana, ktérej konsumpcja na swiecie stale
rosnie. Smakowe i funkcjonalne napoje na bazie wody sg przez konsumentdéw czesto traktowane
jako substytut wody mineralnej i moga by¢ spozywane w ilosciach zblizonych do zalecanego
dziennego spozycia wody [107-109]. Istotna jest jednak kwestia bezpieczenstwa konsumpgji
wody przechowywanej w rdznego rodzaju opakowaniach, w odniesieniu do degradacji
materiatu, z ktérego przygotowane zostato opakowanie. Woda butelkowana sprzedawana w
plastikowych lub szklanych butelkach jest czesto przechowywana w tych pojemnikach w
trudnych do przewidzenia warunkach przez wiele miesiecy.

6.1.1 Badanie wptywu materiatu i koloru opakowania na specjacje As, Cr i Sb w
butelkowanych wodach mineralnych

Jak wspomniano we wstepie wymywanie pierwiastkdw chemicznych z opakowan w ktérych
przechowywana jest woda przeznaczona do spozycia przez ludzi wystepuje w odniesieniu do
réznych rodzajow opakowan. Wiekszos¢ doniesien literaturowych traktuje jednak ta
problematyke tylko w odniesieniu do catkowitych zawartosci wymywanych pierwiastkéw. W
niniejszej czesci rozprawy doktorskiej przedstawiono wyniki badan nad wptywem materiatu i
koloru opakowania na obecnos$¢ pieciu toksycznych form specjacyjnych: As(lll), As(V), Cr(VI),
Sb(ll) i Sb(V) w butelkowanych wodach mineralnych przechowywanych w opakowaniach z
réznych materiatdéw i o réznych kolorach.
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6.1.1.1 Procedura analityczna badania specjacji As, Cr i Sb w butelkowanych wodach
mineralnych

W prowadzonych badaniach zastosowano oznaczania As(lll), As(V), Cr(VI), Sb(lll) i Sb(V) w
wodzie technikg sprzezong HPLC/ICP-DRC-MS [110]. W badaniach opisanych w niniejszej
rozprawie doktorskiej rozszerzono mozliwosci zastosowania wspomnianej procedury
analitycznej do wéd mineralnych o szerokim zakresie zawartosci substancji rozpuszczonych. W
tym celu podjeto dziatania majgce na celu eliminacje efektéw matrycowych oraz ponownie
oszacowano wybrane parametry walidacyjne. W celu eliminacji interferencji spektralnych
zastosowano DRC z tlenem jako gazem reakcyjnym. Rejestrowano sygnat dla jonéw °*AsO*, >Cr*,
1215h*,  Rozdzielanie chromatograficzne prowadzono przy wykorzystaniu  kolumny
anionowymiennej PRP-X100 (4,6 x 150 mm) (Hamilton Company, Szwajcaria). Przygotowano
faze ruchoma na ktdrg sktfadaty sie dwa eluenty: A i B. Sktad obu eluentéw ustalono na 3mM
EDTANa; i 36mM NHsNOs, z kolei pH poszczegélnych eluentéw ustalono na 4,6 oraz 9,0
odpowiednio dla eluentu A oraz B. Zastosowano elucje gradientowg. W tabeli 11 zebrano
wybrane parametry procedury analitycznej oznaczania As(lll), As(V), Cr(VI), Sb(lll) i Sb(V) w
butelkowanych wodach mineralnych.

Tabela 11. Wybrane parametry procedury analitycznej oznaczania As(lll), As(V), Cr(VI), Sb(lll) i Sb(V) w butelkowanych
wodach mineralnych.

Parametr Opis/Wartos¢
Rodzaj elucji Gradientowa
Sktad fazy ruchomej 3 mM EDTANa;, 36 mM

NHsNO3

; pH eluentéw Eluent A: 4,6,

T Eluent B: 9,0
Przeptyw fazy ruchomej 1,2 mL min™
Objetos¢ nastrzyku 100 pL
Temperatura kolumny 20°C
Moc generatora RF 1100 - 1150 W
Przeptyw gazu rozpylajacego (Ar) 0,89-0,91 L min?
Przeptyw gazu pomocniczego (Ar) 1,20 L min™
Przeptyw gazu plazmowego (Ar) 16 L min*

" Materiat stozkdw tgcznika Pt

= Napiecie na soczewkach jonowych 8,5-9,5V

S Tryb zbierania danych Dual

- Monitorowane jony 91As0O*, °2Cr*, 1215p*
Czas zbierania danych 250 ms
Przeptyw gazu reakcyjnego w DRC (O,) 0,55 L min?

Rpq 0,55V
Rpa ov

Program elucji gradientowej sktadat sie z nastepujgcych etapow:

e 0,5 min. 100% eluentu A (stabilizacja przeptywu fazy ruchomej przed nastrzykiem),
o Nastrzyk probki na kolumne,

e 0,1 min. 100% eluentu A,

e 0,1 min. 100% eluentu B (zmiana eluentu A - B),

e 4,3 min. 100% eluentu B,

e 0,1 min. 100% eluentu A (zmiana eluentu B > A),

e 2,9 min. 100% eluentu A,

e koniec rejestrowania danych przez ICP-MS,

® 6,9 min. 100% eluentu A (kondycjonowanie kolumny po kazdym nastrzyku).
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Ze wzgledu na wysokg zawartos¢ substancji rozpuszczonych w badanych prébkach wad
butelkowanych i zwigzane z tym efekty matrycowe opracowano dwie nowe metody kalibracji:
1) kalibracja metoda serii wzorcéw dopasowanych matrycowo oraz 2) kalibracja metoda
dodatku wzorca. W kalibracji metoda serii wzorcow dopasowanych matrycowo wzorce
kalibracyjne zostaty przygotowane w oparciu o prébke butelkowanej wody stotowej o
zawartosci sktadnikéw rozpuszczonych na poziomie 300 mg L oraz w ktérej nie oznaczono As,
Cr ani Sb. Krzywe kalibracyjne w tej metodzie zostaty skonstruowane na podstawie pieciu
punktéw pomiarowych w nastepujacych zakresach stezen: 0,2 pg L™ - 10,0 pug L™ dla As(lll) i
As(V), 0,1 ug L'1—=5,0 ug L't dla Sb(V) oraz 0,5 pg L2 — 10,0 pg L™t dla Sb(lll) i Cr(VI). W kalibracji
metodg dodatku wzorca krzywa kalibracyjng skonstruowano na podstawie pomiaréw dla
probek rzeczywistych bez dodatku wzorca oraz z dodatkiem wzorca na dwdch poziomach
stezeri: 0,2 ug L™1i 5,0 pg L™t dla As(lll) i As(V), 0,1 ug L™i 5,0 pg L™ dla Sb(V) oraz 0,5 pg L'%i 5,0
ug L dla Cr(V1). Ze wzgledu na brak stabilnosci Sb(Ill) w badanych prébkach nie przygotowano
krzywych kalibracyjnych dla tej formy specjacyjnej w kalibracji metody dodatku wzorca.
Wszystkie przygotowane krzywe kalibracyjne sporzgdzone zostaty na podstawie $rednich
wartosci pola powierzchni sygnatéw chromatograficznych. Dla kazdego punktu kalibracyjnego
przygotowane zostaty trzy niezalezne wzorce kalibracyjne. Dla wszystkich testowanych metod
kalibracji oceniono liniowos$¢ otrzymanych krzywych kalibracyjnych oraz oszacowano odzysk. Na
podstawie uzyskanych wynikdw porédwnania zastosowanych metod kalibracji jako optymalng
wybrano metode dodatku wzorca. Pordwnanie zastosowanych strategii kalibracji
przedstawiono w tabeli 12.

Tabela 12. Poréwnanie zastosowanych strategii kalibracji.

Dodatek wzorca

Metoda kalibracji  Analit* poﬁizrreoswy Wspé’rcz‘ynn?k zastosowany.do Odzysk
1 determinacji oszacowania [%]
g L] odzysku [pg LY
As(lll)  0,2-10,0 0,9987 1,0 84,4
Kalibracja metodg  As(V) 0,2-10,0 0,9991 1,0 124,6
serii wzorcow Sb(V) 0,1-5,0 0,9999 1,0 100,0
Cr(vl)  0,5-10,0 0,9994 1,0 127,6
Kalibracja metodq AS(|||) 0,2-10,0 0,9999 1,0 128,0
serii wzorcow As(V) 0,2-10,0 0,9893 1,0 110,8
dopasowanych Sh(V) 0,1-5,0 1,0000 1,0 75,8
matrycowo Cr(vl)  0,5-10,0 0,9992 1,0 129,0
As(lll)  0,5-5,0 0,9998 0,5 115,0
Metoda dodatku As(V) 0,5-5,0 0,9993 0,5 108,8
wzorca Sb(V) 0,5-5,0 0,9999 0,5 94,1
Cr(vl) 0,5-5,0 1,0000 0,5 96,3

* Ze wzgledu na brak stabilnosci Sb(lll) w badanych prébkach nie podano wynikéw uzyskanych
dla tej formy specjacyjne;j.

6.1.1.2 Zapewnienie i kontrola jakosci wynikow pomiaréw

Walidacja procedury analitycznej.

Podczas badan opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej oszacowano wybrane parametry
walidacyjne metody analitycznej. Liniowo$¢, poprawnos$¢ oraz precyzja zostaty oszacowane dla
szerokiego zakresu stezen analitéw i sktadu matrycy. Proces walidacji zostat przeprowadzony z
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wykorzystaniem dziewieciu probek butelkowanych wdd mineralnych o zawartosci sktadnikow
rozpuszczonych w zakresie od 216 mg L do 7390 mg L. Liniowo$¢ krzywych kalibracyjnych
zostata zweryfikowana za pomocy oszacowania wartosci wspoétczynnikéw determinacji dla
wykreslonych krzywych kalibracyjnych. Poprawno$é metody analitycznej zostata oszacowana za
pomocg metody dodatku wzorca do prébek rzeczywistych [111,112]. Do dziewieciu prébek
butelkowanych woéd mineralnych dodano roztwér zawierajgcy wszystkie pieé¢ oznaczanych form
specjacyjnych w ilosci odpowiedniej do uzyskania stezenia dodatku wzorca 0,5 ug L™ kazdej z
oznaczanych form specjacyjnych. W celu dodatkowej weryfikacji poprawnosci metody
analitycznej przeprowadzono takze weryfikacje przy zastosowaniu dwdch CRM: 1) SLRS-5 River
water reference material for trace metals i 2) SRM 1643d - Trace Elements in Water. Drugi z
wymienionych materiatéw odniesienia zostat rozcienczony 100-krotnie w celu dopasowania
zakresu stezen badanych pierwiastkdw do zakresu pomiarowego metody analitycznej.
Poprawnos¢ metody analitycznej wyrazono jako odzysk (R, %), ktdrego warto$é oszacowano
zgodnie z zaleceniami Miedzynarodowej Unia Chemii Czystej i Stosowanej (IUPAC, ang.
International Union of Pure and Applied Chemistry) [113]. W celu weryfikacji czy uzyskane
wartosci odzysku nie réznig sie w sposdb statystycznie istotny od wartosci optymalnej (100%)
zastosowano test t-Studenta [114]. Precyzja metody analityczne]j zostata oszacowana zgodnie z
wytycznymi Miedzynarodowej Rady Harmonizacji (ICH, ang. International Council on
Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use)
[115]. W tym celu wykorzystano dziewieé prébek butelkowanych wéd mineralnych o zawartosci
sktadnikéw rozpuszczonych w zakresie od 216 mg L do 7390 mg L. Precyzja metody
analitycznej zostata oszacowana w warunkach precyzji powtarzalnosci i wyrazona jako CV [%]
[111]. W przypadku Sb(lll) zaobserwowano znaczacy spadek intensywnosci sygnatow w
wiekszosci badanych prébek zawierajgcych zawartosé sktadnikow rozpuszczonych powyzej 600
mg L. Jednoczesnie nie obserwowano istotnego wzrostu intensywnosci sygnatu dla drugiej
oznaczanej formy specjacyjnej antymonu, Sb(V), w zwigzku z tym zatozono, ze Sb(lll) ulega
konwersji do niezdysocjowanej formy antymonu. Ze wzgledu na konwersje Sb(lll) poprawnos¢
oraz precyzje dla tej formy specjacyjnej oszacowano na bazie pomiaréw dla trzech prébek w
ktdrych forma ta byta stabilna w czasie potrzebnym do przeprowadzenia pomiardéw.

Uzyskane wartosci wspotczynnikéw determinacji dla krzywych kalibracyjnych miescity sie w
zakresie od 0,9992 do 1,0000 dla wszystkich oznaczanych form specjacyjnych. Uzyskane
wartosci wspofczynnikdw determinacji potwierdzajg dobrg liniowos¢ otrzymanych krzywych
kalibracyjnych. Przyktadowe krzywe kalibracyjne sporzadzone metodg dodatku wzorca
przedstawiono na rysunku 3. Wartosci odzysku oszacowane dla wszystkich badanych form
specjacyjnych miescity sie w zakresie od 84% do 117% dla prébek rzeczywistych z dodatkiem
wzorca. W przypadku pomiaréw dla CRM oznaczone zostaty jednie As(V) i Sb(V), odzyski
oszacowane dla tych form specjacyjnych w odniesieniu do certyfikowanych stezen catkowitych
As i Sb w materiatach odniesienia wynosity 88,0% dla As(V) i 86,0% dla Sb(V) w SRM 1643d -
Trace Elements in Water oraz 76,0% dla As(V) i 97,4% dla Sb(V) w CRM SLRS-5 River water
reference material for trace metals. Wyniki przeprowadzonego testu t-Studenta potwierdzity,
ze uzyskane wartosci odzysku nie rdinig sie w sposéb statystycznie istotny od wartosci
optymalnej (100%). Oszacowane wartosci precyzji powtarzalnosci wynosity: 4,5%, 5,6%, 4,6%,
2,4% i 1,8% odpowiednio dla As(lll), As(V), Sb(V), Sb(lll) i Cr(VI). Wyniki przeprowadzonej
walidacji zostaty zebrane w tabeli 13.
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Tabela 13. Parametry walidacyjne procedury oznaczania As(lll), As(V), Cr(VI), Sb(Ill) i Sb(V) w butelkowanych wodach

mineralnych [110].

Parametr walidacyjny As(l11) As(V) Cr(VI) Sb(lll) Sb(V)
Czas retencji [min] 1,5 2,1 7,1 4,6 1,7
Zakres pomiarowy [pug L] 0,2-5,0 0,2-5,0 0,5-5,0 0,5-5,0 0,1-5,0
Wspdtczynnik 0,9992- 0,9993- 0,9995- 09999 0,9999-
determinacji 1,0000 1,0000 1,0000 ! 1,0000
LOD [pg LY 0,067 0,068 0,098 0,083 0,038
LOQ [ug L] 0,20 0,20 0,29 0,25 0,11
Odzysk (metodadodatku g5 117 100116 92112 84105 95104
wzorca) [%]

Powtarzalnosé [%] 4,5 5,6 1,8 2,4 4,6
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Rysunek 3. Przyktadowe krzywe kalibracyjne metody dodatku wzorca dla procedury oznaczania: a) As(lll), b) As(V), c) Cr(VI), d) Sb(lll) i e) Sb(V), w butelkowanych wodach mineralnych.
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Szacowanie niepewnosci wynikow pomiarow.

Niepewnos¢ wynikéw pomiaréw szacowano przy zastosowaniu podejScia do szacowania
niepewnosci wynikéw pomiaréw z wykorzystaniem danych pochodzgcych z procesu walidacji w
jednym laboratorium (single-lab validation approach, the Nordtest approach) [116,117].
Szacowanie niepewnosci wynikdw pomiardw zostato przeprowadzone na podstawie wynikow
uzyskanych dla dziewieciu probek butelkowanych wéd mineralnych o zawartosci sktadnikow
rozpuszczonych w zakresie od 216 mg L do 7390 mg L. Sktadowe niepewnosci zostaty
sklasyfikowane w dwie grupy: sktadowe zwigzane z precyzjg oraz sktadowe zwigzane z
poprawnoscig. Dodatkowo w przypadku prébek rozcieficzanych przed analizg do réwnania
modelowego wprowadzona zostata dodatkowa sktadowa zwigzana z niepewnoscig
rozcienczenia [116,118]. Ztozone niepewnosci standardowe stezenia badanych analitéw dla
probek rozciefczanych uc(c:) oraz prébek nierozcieficzanych uc(cnr) 0szacowano na podstawie
rownan 1i2 [118].

ue(e) = ¢ u(p) + w2 (RY w
elny) = € [u2(p) + 02 (RY + 1 ) @)
Gdzie: u(pi) — sktadowa niepewnosci zwigzana z precyzja, u(R) — sktadowa niepewnosci

zwigzana z odzyskiem, u(fr.;) — sktadowa niepewnosci zwigzana z rozciericzeniem prébki przed
analiza.

Sktadowa niepewnosci zwigzana z precyzjg zostata oszacowana na podstawie odchylen
standardowych dla pomiaréw wykonanych dla dziewieciu prébek butelkowanych wadd
mineralnych, pomiary wykonane zostaty w trzech powtdérzeniach dla kazdej z prébek. Sktadowa
niepewnosci zwigzana z odzyskiem oszacowana zostata na podstawie ponizszych rownan.

szb
R =

(3)

Caw
Gdzie: R — odzysk, ¢,,,5- wartos¢ srednia zmierzonego stezenia dodatku wzorca w prébce, cow —
teoretyczne stezenie dodatku wzorca w prébce.

Niepewnos¢ zwigzana z wyznaczonym odzyskiem moze by¢ oszacowana na podstawie rownania
4,

Swzb u(Caw) ’
w(R) = R |2z +< W) (@)

Gdzie: sw — odchylenie standardowe wynikéw pomiaréw dla prébki z dodatkiem wzorca, u(cqw)
— niepewnos¢ standardowa stezenia dodatku wzorca.

Ze wzgledu na fakt, ze odzysk badano dla dziewieciu probek oszacowano $rednig wartosc
odzysku oraz Srednig niepewnosc¢ zwigzang z wyznaczonym odzyskiem.

(5)

(6)
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Poniewaz w celu weryfikacji zgodnosci uzyskanych wartosci odzysku z wartosci optymalng
(100%) zastosowano test t-Studenta niepewnos¢ zwigzang z odzyskiem oszacowano na
podstawie jednego z ponizszych réwnan [118].

N tkru(ﬁ)
u(R) = —Toc (7)
— 2
u(R) = \/u(ﬁ)z + <1t_ R) (8)
kr

Sktadowa niepewnosci zwigzana ze stezeniem dodatku wzorca zostata oszacowana na
podstawie sktadowej niepewnosci zwigzanej ze stezeniem roztworu podstawowego
zastosowanego do przygotowania probek z dodatkiem wzorca — u(cy) oraz sktadowej
niepewnosci zwigzanej z rozcienczeniem tego roztworu — U(froz wz).

u(de) — \/(u(cp)>2 + (u(frozwz)>2 (9)

Caw Cp froz wz
Sktadowe te oszacowano na podstawie Zrddet niepewnosci zwigzanych z czystosciag
stosowanego odczynnika, masg odwazki odczynnika i objetoscig roztworéw odmierzanych za
pomocg pipet i kolb miarowych podczas rozcienczania roztworu podstawowego. Sktadowa
niepewnosci zwigzana z rozciericzeniem probki przed analizg oszacowana zostata na podstawie
sktadowych niepewnosci zwigzanych z zastosowanymi pipetami oraz kolbami miarowymi.
Niepewnosci rozszerzone oszacowano przy zatozeniu poziomu ufnosci okoto 95% przyjmujac
wartos¢ wspdtczynnika rozszerzenia k=2 [116]. Uzyskane wartosci niepewnosci rozszerzonej (U,
k=2) dla As(lIl), As(V), Sb(lll), Sb(V) i Cr(VI) wynosity odpowiednio: 8,06%, 12,6%, 6,04%, 5,70%
oraz 3,28% (dla prébek nierozcienczanych) oraz 8,12%, 12,6%, 6,32%, 6,00% oraz 3,78% (dla
prébek rozcienczanych).

Zapewnienie spdjnosci pomiarowej wynikow pomiardw.

Spéjnos¢ pomiarowa wynikéw pomiaréw zapewniono za pomocg metody dodatku wzorca do
probek rzeczywistych oraz poprzez analize certyfikowanych materiatéw odniesienia SRM 1643d
Trace Elements in Water oraz CRM SLRS-5 River water reference material for trace metals [111—
113,119].

6.1.1.3 Wyniki badania specjacji As, Cr i Sb w butelkowanych wodach mineralnych

Badaniu poddano 35 prébek butelkowanych wdéd mineralnych o zréznicowanej zawartosci
sktadnikéw rozpuszczonych, réznym nasyceniu CO, oraz przechowywanych w opakowaniach z
roznych materiatéw i w réznych kolorach. Zastosowano opracowang procedure do analizy
probek butelkowanych wdéd mineralnych o szerokim zakresie zawartosci substancji
rozpuszczonych. Uzyskane parametry walidacyjne potwierdzity przydatno$¢ opracowanej
procedury do zaktadanego zastosowania. Wyniki oznaczania As(lll), As(V), Sb(lll), Sb(V), i Cr(VI)
w butelkowanych wodach mineralnych zestawiono w tabeli 14.
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Tabela 14. Wyniki oznaczania As(l11), As(V), Sb(lll), Sb(V), i Cr(VI) w butelkowanych wodach mineralnych.

Stezenie (c £ U, k=2) [ug L]

Prébka

As(1l1) As(V) Sb(lll)  Sh(V) Cr(VI)
1 <LOD 2,57+0,32 <LOD  0,288%0,016 <LOD
2 0,132+0,011" 0,455+0,057 <LOD  0,340%0,019 0,1640+0,0054"
3.1 0,0752+0,0060" 1,37+0,17 <LOD  0,401%0,023 <LOD
3.2 0,491+0,040 0,413+0,052 <lOD  0,336%0,019 <LOD
4.1 <LOD 0,340+0,043 <lOD  0,517+0,029 <LOD
4.2 <LOD <LOD <lOD  <LOD <LOD
4.3 <LOD <LOD <lOD  <LOD 0,261+0,009°
5.1 <LOD 1,10£0,39 <LOD  0,444%0,025 <LOD
5.2 0,1121+0,0090" 0,285+0,036 <lOD  0,245%0,014 0,2342+0,0077"
5.3 <LOD 0,0680+0,0086" <LOD  0,293+0,017 <LOD
6 <LOD 1,43+0,18 <lOD  0,721%0,040 <LOD
7 <LOD 1,11+0,14 <lOD  0,410+0,023 <LOD
8.1 0,0710+0,0057" 0,418+0,053 <lOD  0,275%0,016 <LOD
8.2 0,151+0,012 0,612+0,077 <lOD  <LOD 0,1638+0,0054*
9.1 0,0820+0,0066" 0,359+0,045 <LOD  0,403+0,023 <LOD
9.2 0,085+0,068" 0,469+0,059 <lOD  0,1361%0,0078 1,462+0,048
9.3 0,0912+0,0073" 0,625+0,079 <lOD  0,0691%0,0039" 0,0980+0,0032"
9.4 <LOD 0,244+0,031 <lOD  <LOD <LOD
9.5 <LOD 0,428+0,054 <lOD  <LOD 0,1053+0,0034"
9.6 <LOD 0,304+0,038 <lOD  0,174%0,010 <LOD
10.1 0,296+0,024 0,634+0,080 <LOD  0,0773%0,0044" 0,203+0,067*
10.2 <LOD 0,49310,062 <lOD  0,365%0,021 <LOD
11.1 0,0720+0,0058" 1,01+0,12 <LOD  0,540%0,031 <LOD
11.2 0,0944+0,0076" 1,27+0,16 <lOD  0,191#0,011 <LOD
12.1 0,380%0,031" 0,742+0,093 <lOD  0,1322+0,0079" 0,660%0,025
12.2 0,189+0,015" 0,80%0,10 <LOD 0,209+0,013" <LOD
13.1 0,282+0,023" 0,959+0,036 <lOD  0,361%0,022 0,2315+0,0073"
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13.2 0,474+0,038 3,76+0,47 <lOD  0,35740,021 0,389+0,015"
14 0,362+0,029"  0,82+0,10 <LOD  <LOD <LOD

15 0,177+0,014"  0,497+0,063 <lOD  0,1321%0,0079° <LOD

16 0,483+0,039"  0,593+0,097°  <LOD  <LOD 2,222+0,084

17 2,7240,22 1,24+0,16 <lOD  <LOD 0,284+0,011"
18 1,040 0,84 0,363 £0,046° <LOD  <LOD 0,772+0,029

19.1 0,886+0,072°  1,39+0,18 <LOD  <LOD <LOD

19.2 1,121+0,091 1,53+0,19 <lOD  0,456+0,027°  <LOD

*Stezenia oznaczone pomiedzy wartoscig LOD i LOQ.

Sposrdéd oznaczanych form specjacyjnych, dominujgcg formg w badanych prébkach
butelkowanych wdd mineralnych byt As(V). Najwyzisze oznaczone stezenia As(lll) i As(V) w
badanych prébkach wynosity odpowiednio: (2,72 + 0,22) ug L™ oraz (3,76 + 0,47) ug LY. W
prébkach o nizszym nasyceniu CO; oznaczono zauwazalnie wyzsze stezenia As(V) w poroéwnaniu
do prébek woéd gazowanych. W odniesieniu do materiatu opakowania zaobserwowano
podwyzszone stezenia obu form arsenu w prébkach wéd mineralnych przechowywanych w
butelkach szklanych w poréwnaniu z butelkami z tworzywa PET. W prébce przechowywanej w
aluminiowej puszce oznaczono tylko As(V). W przypadku antymonu oznaczono tylko forme na
pigtym stopniu utlenienia. Sb(V) obecny byt w zdecydowane] wiekszosci badanych prébek,
najwyzsze oznaczone stezenie tej formy specjacyjnej wyniosto (0,721 * 0,040) pg L™
Zdecydowanie wyzsze stezenia Sb(V) oznaczono w wodach mineralnych przechowywanych w
butelkach z tworzywa PET. Stezenie Sb(V) w prébkach butelkowanych wéd mineralnych
wzrastato wraz ze wzrostem pH wody. W literaturze naukowej mozna znalezé publikacje
naukowe potwierdzajgce fakt, ze butelki z tworzywa PET, ktére sg powszechnie stosowane do
przechowywania wody przeznaczonej do spozycia przez ludzi, mogg uwalnia¢ znaczng ilos¢
antymonu [22,23,120-122]. W wodzie przechowywanej w butelkach z tworzyw sztucznych
potwierdzono takie obecnos$¢ arsenu [123-126]. Zdecydowanie wyisze stezenia tego
pierwiastka byty jednak oznaczane w wodach przechowywanych w butelkach szklanych
[22,121,127,128]. Forma specjacyjna Cr(VIl) oznaczona zostata w 14 sposréd wszystkich
badanych prdbek, najwyzsze oznaczone stezenie tej formy specjacyjnej wyniosto (2,222 + 0,084)
pug L1 Sposréd probek w ktérych oznaczono Cr(VI) zdecydowang wiekszo$é stanowity
butelkowane wody mineralne przechowywane w butelkach szklanych oraz plastikowych koloru
zielonego. Wyisze stezenia Cr(VI) oznaczono w butelkowanych wodach mineralnych o niskim
nasyceniu CO,, co jest zgodne z wyzszg stabilnoscig chromu na VI stopniu utlenienia w pH
powyzej 7. Uzyskane wyniki sg zgodne z doniesieniami literaturowymi potwierdzajgcymi fakt, ze
woda przeznaczona do spozycia przez ludzi przechowywana w zielonych butelkach moze
zawiera¢ wieksze ilosci chromu w poréwnaniu z wodg przechowywang w butelkach
bezbarwnych [22,127].

Uzyskane wyniki potwierdzity podwyzszone stezenia As(lll) i As(V) w wodach przechowywanych
w butelkach szklanych oraz podwyzszone stezenia Sb(V) w butelkach z tworzywa PET.
Niezaleznie od materiatu opakowania podwyzszone stezenia Cr(VI) oznaczono w prébkach
przechowywanych w butelkach koloru zielonego. Potwierdzono takze zalezno$¢ wzrostu
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stezenia form specjacyjnych As(V), Cr(VI) oraz Sb(V) wraz ze wzrostem pH wody, a co za tym
idzie, wraz ze spadkiem nasycenia CO, tej wody. Warunki przechowywania, takie jak
temperatura, ekspozycja na swiatto stoneczne czy czas przechowywania réwniez wptywajg na
wymywanie pierwiastkéw chemicznych z opakowania [22,120,121,127,129-132]. Stezenie
zadnej z oznaczonych form specjacyjnych As, Cr i Sb nie przekraczato maksymalnych
dopuszczalnych stezen arsenu, chromu i antymonu w wodzie przeznaczonej do spozycia przez
ludzi ktére wynosza odpowiednio 10, 50 i 20 ug L™ [133]. Biorgc pod uwage uzyskane wyniki
mozna wnioskowac, ze ze spozyciem badanych wdd nie wigze sie ryzyko w odniesieniu do
dziatania toksycznego As, Cr i Sb.

6.1.2 Badanie specjacji arsenu, chromu i antymonu w butelkowanych wodach smakowych
i funkcjonalnych

W produkgcji butelkowanych wéd smakowych i funkcjonalnych stosowana jest szeroka gama
dodatkéw takich jak konserwanty, substancje stodzace, regulatory kwasowosci, aromaty,
barwniki czy dodatki funkcjonalne, a wiec mozna spodziewaé sie w tego typu wodach bardziej
zréznicowanej specjacji As, Cr i Sb. Ze wzgledu na fakt, ze butelkowane wody smakowe i
funkcjonalne mogg by¢ przez konsumentéw traktowane jako substytut wody przeznaczonej do
spozycia przez ludzi i spozywane w ilosciach zblizonych do zalecanego dziennego spozycia wody
kontrola jakosci tego rodzaju napojéw w kontekscie obecnosci toksycznych form specjacyjnych
pierwiastkdw chemicznych stanowi istotny problem. W niniejszej czesci rozprawy doktorskiej
przedstawiono wyniki badan specjacji As, Cr i Sb w butelkowanych wodach smakowych i
funkcjonalnych za pomoca technik sprzezonych LC/ICP-DRC-MS oraz LC/ESI-MS/MS.

6.1.2.1 Procedury analityczne badania specjacji As, Cr i Sb w butelkowanych wodach
smakowych i funkcjonalnych

Badanie specjacji arsenu, chromu i antymonu w butelkowanych wodach smakowych i
funkcjonalnych sktadato sie z oSmiu etapdéw ktdre przedstawiono na rysunku 4.

Oznaczanie pigciu

Butelkowane wody smakowe
i funkcjonalne

Poszukiwanie kompleksow

organicznych As, Cri Sb

Oznaczanie zawartosci
catkowitych As, Cr i Sb

Bilans analizy
specjacyjnej/catkowitej
zawartosci As, Cri Sbw

badanych prébkach

toksycznych form

specjacyjnych: As(lll), As(V),

Sh(lll), Sb(V) i Cr(V1)

Analiza specjacyjna arsenu:

AsB, As(lll), DMA, MMA i

As(V)

Poréwnanie wynikéw
badania specjacji As, Cr i Sb
w butelkowanych wodach
smakowych i funkcjonalnych
oraz butelkowanych wodach
mineralnych

Szacowanie ryzyka
zwigzanego z konsumpcjg
butelkowanych wod
mineralnych, smakowych i
funkcjonalnych

Identyfikacja organicznych
komplekséw As, Cr i Sb

Rysunek 4. Schemat prowadzonych badan.
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Oznaczanie zawartosci catkowitych As, Cr i Sb.

Zawartos$¢ catkowitg As (tAs, ang. Total As), Cr (tCr, ang. Total Cr) i Sb (tSb, ang. Total Sb) w
butelkowanych wodach smakowych i funkcjonalnych oznaczano zgodnie z wytycznymi
przedstawionymi w normie PN-EN ISO 17294-2:2016-11 Jakos¢ wody -- Zastosowanie
spektrometrii mas z plazma wzbudzong indukcyjnie (ICP-MS) -- Cze$¢ 2: Oznaczanie wybranych
pierwiastkdw, w tym izotopdw uranu [134]. Monitorowano jony °'AsO*, >2Cr* i 121Sb*. W celu
eliminacji interferencji spektralnych zastosowano DRC oraz tlen jako gaz reakcyjny. Interferencje
niespektralne eliminowano przy zastosowaniu metody wzorca wewnetrznego. Dla As oraz Cr i
Sb zastosowano inne izotopy wzorca wewnetrznego: 7*Ge* dla ! AsO* oraz 1Rh* dla 52Cr* i 121Sb*.
Badane probki przed analizg zakwaszono stezonym kwasem azotowym (65%, v/v) do
ostatecznego stezenia kwasu azotowego w prébce 3%.

Oznaczanie pieciu toksycznych form specjacyjnych: As(ll), As(V), Sb(lll), Sb(V) i Cr(VI).

Oznaczanie As(lll), As(V), Sb(lll), Sb(V) i Cr(VI) zrealizowano przy wykorzystaniu techniki
sprzezonej HPLC/ICP-DRC-MS, zastosowano DRC oraz tlen jako gaz reakcyjny oraz
monitorowano jony %'AsO*, >2Cr* i '2!Sb*. Analogicznie jak w przypadku badania specjacji
butelkowanych wdd mineralnych wykorzystano kolumne anionowymienng PRP-X100 (4,6 x 150
mm) (Hamilton Company, Szwajcaria). Przygotowano faze ruchoma na ktéra sktadaty sie dwa
eluenty: A i B. Sktad obu eluentéw ustalono na 3mM EDTANa; i 36mM NH4NOs, z kolei pH
poszczegdlnych eluentéw ustalono na 4,6 oraz 9,0 odpowiednio dla eluentu A oraz B.
Zastosowano elucje gradientowg [30,110]. W opisywane]j procedurze prébki byty analizowane
bez wczesniejszego przygotowania. Przyktadowy chromatogram dla wzorcéw kalibracyjnych
wykorzystanych w procedurze oznaczania pieciu toksycznych form specjacyjnych
przedstawiono na rysunku 5.

Intensywnos¢ sygnatu 104 [cps]
w

As(llly ‘: | asy)
| ]
| | Sbii)
14 1‘ ‘;: s cr(v)
e -T————‘ ———— — - — — e
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Czas [min]

Rysunek 5. Przyktadowy chromatogram dla wzorcow kalibracyjnych wykorzystanych w procedurze oznaczania
pieciu toksycznych form specjacyjnych.

Wybrane parametry procedury analitycznej oznaczania pieciu toksycznych form specjacyjnych
w butelkowanych wodach smakowych i funkcjonalnych przedstawiono w tabeli 15.
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Tabela 15. Wybrane parametry procedury analitycznej oznaczania pieciu toksycznych form specjacyjnych w

butelkowanych wodach smakowych i funkcjonalnych.

Parametr Opis/Wartos¢
Rodzaj elucji Gradientowa
Sktad fazy ruchomej 3 mM EDTANa,,

36 mM NH4NOs

; pH eluentéw Eluent A: 4,6,

T Eluent B: 9,0
Przeptyw fazy ruchomej 1,2 mL min™
Objetos¢ nastrzyku 100 pL
Temperatura kolumny 25°C
Moc generatora RF 1050 - 1200 W
Przeptyw gazu rozpylajacego (Ar) 0,87 -0,93 L min
Przeptyw gazu pomocniczego (Ar) 1,20 L min™
Przeptyw gazu plazmowego (Ar) 16 L min*
Materiat stozkdw tgcznika Pt

v Napiecie na soczewkach jonowych 6,5-10,0V

= . .

a  Tryb zbierania danych Dual

€ Monitorowane jony 91AsO*, 22Crt, 121Sh*
Czas zbierania danych 250 ms
Przeptyw gazu reakcyjnego w DRC 0,55 L min™
(02)

Rpg 0,55V
Rpa ov

Program elucji gradientowej sktadat sie z nastepujgcych etapow:

e 0,5 min. 100% eluentu A (stabilizacja przeptywu fazy ruchomej przed nastrzykiem),

e Nastrzyk prébki na kolumne,
e 0,1 min.100% eluentu A,

e 0,1 min. 100% eluentu B (zmiana eluentu A - B),

e 4,3 min. 100% eluentu B,

e 0,1 min. 100% eluentu A (zmiana eluentu B = A),

e 2,9min. 100% eluentu A,

e koniec rejestrowania danych przez ICP-MS,

e 6,9 min. 100% eluentu A (kondycjonowanie kolumny po kazdym nastrzyku).

Analiza specjacyjna arsenu: AsB, As(lll), DMA, MMA i As(V).

Arsen byt pierwiastkiem oznaczanym w najwyzszym stezeniu, dlatego zastosowano dodatkowg
procedure analizy specjacyjnej arsenu. Oznaczano pie¢ form specjacyjnych arsenu: AsB, As(lll),
DMA, MMA i As(V). W badaniach specjacji arsenu takze wykorzystano kolumne
anionowymienng PRP-X100 (4,6 x 150 mm) (Hamilton Company, Szwajcaria). Przygotowano faze
ruchomg o sktadzie 10 mM NH4H.POs i 10 mM NH4NOs oraz pH 9,2. Zastosowano elucje
izokratyczng [135]. W opisywanej procedurze prébki byly analizowane bez wczesniejszego
przygotowania. Przyktadowy chromatogram dla wzorcéw kalibracyjnych wykorzystanych w
procedurze analizy specjacyjnej arsenu przedstawiono na rysunku 6.
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Rysunek 6. Przyktadowy chromatogram dla wzorcow kalibracyjnych wykorzystanych w procedurze analizy
specjacyjnej arsenu.

Wybrane parametry procedury analizy specjacyjnej arsenu w butelkowanych wodach
smakowych i funkcjonalnych przedstawiono w tabeli 16.

Tabela 16. Wybrane parametry procedury analizy specjacyjnej arsenu w butelkowanych wodach smakowych i

funkcjonalnych.

Parametr

Opis/Wartosc

Rodzaj elucji
Sktad fazy ruchomej

pH eluentéw

Przeptyw fazy ruchomej

Objetos¢ nastrzyku

Temperatura kolumny

Moc generatora RF

Przeptyw gazu rozpylajgcego (Ar)
Przeptyw gazu pomocniczego (Ar)
Przeptyw gazu plazmowego (Ar)
Materiat stozkow tacznika
Napiecie na soczewkach jonowych
Tryb zbierania danych
Monitorowane jony

Czas zbierania danych

Przeptyw gazu reakcyjnego w DRC
(02)

Rpq

Rpa

HPLC

ICP-MS

Izokratyczna

10 mM NH4H2PO4,
10 mM NH4N03
9,2

1,2 mL min

100 plL

25°C

1050-1200 W
0,87 -0,93 L min*
1,20 L min*

16 L min™?

Pt

6,5—10,0V

Dual

91Aso+

250 ms

0,55 L min?

0,55V
ov
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Bilans analizy specjacyjnej/zawartosci catkowitej As, Cr i Sb w badanych prébkach.

Bilans analizy specjacyjnej/zawartosci catkowitej poszczegdlnych pierwiastkéw oszacowano dla
kazdego z badanych pierwiastkow oddzielnie zgodnie z rwnaniem 10 [86].

_¥B+C+D

" x 100% (10)

uP
Gdzie:

uP - Bilans analizy specjacyjnej/zawartosci catkowitej danego pierwiastka, A — stezenie catkowite
danego pierwiastka, B — Stezenie poszczegdlnych form specjacyjnych danego pierwiastka
oznaczonych metodg HPLC/ICP-DRC-MS, C - Stezenie form specjacyjnych niewymytych z
kolumny, D - Niewyekstrahowane formy specjacyjne.

Na podstawie wynikow bilansu analizy specjacyjnej/zawartosci catkowitej As, Cr i Sb
wytypowano probki, ktore poddano dalszym badaniom w kierunku oznaczania nieznanych form
specjacyjnych As, Cr i Sb. Badaniom tym poddano tylko préobki w przypadku ktérych
zaobserwowano znaczng réznice miedzy catkowitymi zawartosciami As, Cr i Sb a sumg stezen
form specjacyjnych As, Cr i Sb oznaczonych w tych prébkach.

Poszukiwanie kompleksow organicznych As, Cr i Sb.

Poszukiwanie kompleksdow organicznych As, Cr i Sb przeprowadzono z zastosowaniem
chromatografii wykluczania (SEC, ang. size exclusion chromatography). Badaniom tym poddano
16 prébek. Zastosowano kolumne zelowg Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare, USA) w
uktadzie HPLC/ICP-DRC-MS. Analogicznie jak w przypadku poprzednich analiz zastosowano DRC
oraz tlen jako gaz reakcyjny i monitorowano jony °*AsO*, >2Cr* i 121Sb*. Zastosowana kolumna
zelowa wymagata kalibracji czaséw retencji w zaleznosci od masy wymywanych czgsteczek. W
tym celu w ukfadzie pomiarowym zastosowano detektor UV zamiast detektora ICP-MS. Do
kalibracji czaséw retencji kolumny zelowej wykorzystano dedykowany przez producenta
kolumny zestaw do kalibracji kolumny zelowej, niskie masy czgsteczkowe (Sktad: Aprotynina,
rybonukleaza A, anhydraza weglowa, albumina jaja kurzego, konalbumina, niebieski dekstran
2000), (GE Healthcare, USA). W opisywanej procedurze probki byly analizowane bez
wczesniejszego przygotowania. Na rysunku 7 przedstawiono chromatogram uzyskany podczas
kalibracji czaséw retencji kolumny zelowe;j.

60— | 1 1
1 1 Anhydraza weglanowa, M, = 29kDa
1 1 T,=21,5 min.
50 i (iai o1 1 2 1
Albumina (jajo kurze), M, = 43kDa 2%
s B T,= 18,8 min. "t g ! !
3 40 ~ Mt I | Rybonukleaza A, M, = 13,7kDa
E | L ! I ] 1,= 25 min.
[} Konalbumina, M, = 75kDa ! \ ! ! -
g 30 T,=17,2 min. A ! e '
8 | N 1N 1 I
s Ss 1 Vi 1 I 1
2 20 R VI 1y 1 Aprotynina, M, = 6,5kDa
< [ 1 [ T,= 35 min.
(I | [ <. 1
10- /o 1 1 S ok
/ o\ \ I /AI \
ol o (I Nl i N | M |
T O T O o O | 1 T O T O Y A A
1 1 1 - - U J L

) 5 10 15 20 25 30 35 40
Czas [min]

Rysunek 7. Chromatogram uzyskany podczas kalibracji czaséw retencji kolumny zelowe;j.
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Wybrane parametry procedury poszukiwania komplekséw organicznych As,

przedstawiono w tabeli 17.

Tabela 17. Wybrane parametry procedury poszukiwania komplekséw organicznych As, Cr i Sh.

Cr

Sb

Parametr Opis/Wartos¢
Rodzaj elucji Izokratyczna
Sktad fazy ruchomej 50 mM NH4H2PO4, 30 mM NaCl
o pH fazy ruchome;j 7,2
n Przeptyw fazy ruchomej 0,55 mL min™
Objetos¢ nastrzyku 100 pL
Temperatura kolumny 25°C
Moc generatora RF 1050-1200 W
Przeptyw gazu rozpylajgcego 0,87 -0,93 L min?
(Ar)
Przeptyw gazu pomocniczego 1,20 L min™!
(Ar)
Przeptyw gazu plazmowego 16 L min®
(Ar)
£ Materiat stozkéw tgcznika Pt
a Napiecie na soczewkach 6,5-10,0V
e jonowych
Tryb zbierania danych Dual
Monitorowane jony S1AsO*, 22Crt, 121Sh*
Czas zbierania danych 250 ms
Przeptyw gazu reakcyjnego w 0,55 L min?
DRC (0,)
Rpq 0,55V
Rpa ov

Identyfikacja kompleksow organicznych As, Cr i Sb.

Przeprowadzono identyfikacje organicznych komplekséw As, Cr i Sb za pomocg spektrometrii
czasteczkowej. Badania prowadzono dla wszystkich prébek, dla ktérych w trakcie analiz z
zastosowaniem SEC zarejestrowano sygnaty analityczne. Opracowano procedure identyfikacji
komplekséw organicznych As, Cr i Sb z zastosowaniem techniki ESI-MS/MS. Wykorzystano
wysokorozdzielczy spektrometr Q-Exactive Orbitrap (Thermo Fisher, USA) wyposazony w
podgrzewane zrddto jondw z elektrorozpraszaniem. Badane probki byty wstrzykiwane do zrédta
jondéw bezposrednio z wykorzystaniem pompy strzykawkowej. Badania prowadzono w trybie
jondéw ujemnych z zastosowaniem podgrzewanego zrddta jondw HESI-Il. Pomiary prowadzono
w zakresie mas od 100 - 1000 m/z oraz z rozdzielczo$cig 70 000 m/z w trybie FullMS oraz 17 500
w trybie ddMS2. W opisywanej procedurze prébki byty analizowane bez wczesniejszego
przygotowania. Wybrane parametry procedury identyfikacji komplekséw organicznych As, Cr i
Sb w butelkowanych wodach smakowych i funkcjonalnych przedstawiono w tabeli 18.
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Tabela 18. Wybrane parametry procedury identyfikacji komplekséw organicznych As, Cr i Sb w butelkowanych
wodach smakowych i funkcjonalnych.

Parametr Opis/Wartos¢
Natezenie przeptywu pompy 5 uL min?
strzykawkowej

Zakres mas 100 - 1000 m/z

Rozdzielczos$¢ w trybie FullMS 70 000 m/z
Rozdzielczos$¢ w trybie ddMS2 17 500 m/z
Przeptyw gazu ostonowego, N> 15 jednostek
Przeptyw gazu pomocniczego, 5 jednostek

N
§ Temperatura gazu 120°C
u‘7’l_| pomochiczego
Napiecie jonizacji 2,5 kV
Temperatura kapilary 250°C
wlotowej
Wspodtczynnik RF dla optyki 50
jonowe
Znormalizowana energia 30eV

fragmentacji w komorze HCD

6.1.2.2 Zapewnienie i kontrola jakosci wynikdw pomiaréw

Walidacja procedur analitycznych.

Dla procedury oznaczania zawartosci catkowitych As, Cr i Sb wyznaczono wybrane parametry
walidacyjne: liniowos¢, granice wykrywalnosci (LOD, ang. Limit of detection), poprawnos¢ oraz
precyzje pomiardw. Liniowos¢ zweryfikowano przy wykorzystaniu szacowania wspoétczynnika
determinacji. Warto$¢ LOD oszacowano na podstawie pomiaréw przeprowadzonych dla prébki
Slepej — roztwoér kwasu azotowego o stezeniu 3%. Do obliczed zastosowano réwnanie 11
[111,113].

LOD =c+3xSD (11)

Gdzie: ¢ — $rednie stezenie analitu zmierzone w prébce Slepej, SD — odchylenie standardowe
pomiardéw dla probki slepej.

Poprawnosc¢ oraz precyzje pomiardw oszacowano na podstawie wynikéw uzyskanych dla CRM
TM 28.4 A low level fortified sample for trace elements. Poprawnos¢ metody analitycznej
wyrazono jako odzysk (R, %), ktérego wartos¢ oszacowano zgodnie z zaleceniami IUPAC [111-
113]. Precyzje oszacowano w warunkach witasciwych dla poprawnosci, zgodnie z wytycznymi
Miedzynarodowej Rady Harmonizacji (ICH), i wyrazono jako CV [%] [111,115].

Dla procedur oznaczania pieciu toksycznych form specjacyjnych oraz analizy specjacyjnej arsenu
oszacowano takie parametry jak liniowos¢ krzywych kalibracyjnych, LOD, precyzja oraz
poprawnos¢. Liniowos¢ zweryfikowano przy wykorzystaniu szacowania wspoétczynnika
determinacji oraz za pomocg analizy reszt. Analiza reszt opiera sie na wizualnej ocenie wykresu
reszt. Na wykresie tym reszty wykreslone sg na osi pionowej, a zmienna niezalezna (krzywa
kalibracyjna) na osi poziomej. Reszty powinny by¢ losowo rozmieszczone wokoét osi poziomej i
nie powinny wykazywac zadnych trendéw. W celu wyznaczenia wartosci LOD, w kazdej z
procedur, wybrane 9 prébek rozcienczono 4-krotnie (w celu uzyskania matrycy bez obecnosci
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analitéw). Do tak przygotowanych prébek dodano znang ilo$¢ analitbw w celu uzyskania
stezenia zblizonego do oczekiwanej wartosci LOD (0,2 pg L). Warto$é LOD oszacowano jako
trzykrotnos$¢ odchylenia standardowego (SD, ang. Standard deviation) dla pomiaréw wyzej
wymienionych préobek [111,112]. Precyzje oszacowano w warunkach witasciwych dla precyzji
posredniej (odtwarzalnosci wewnatrzlaboratoryjnej), zgodnie z wytycznymi ICH [115].
Przygotowano 9 niezaleznych prébek butelkowanych wéd smakowych i funkcjonalnych z
dodatkiem wszystkich badanych form specjacyjnych na poziomie 0,5 pg L dla oznaczania pieciu
toksycznych form specjacyjnych oraz 1 pg L dla analizy specjacyjnej arsenu. Oszacowane
wartosci precyzji wyrazono jako CV [%]. W celu oszacowania poprawnosci wykorzystano metode
dodatku wzorca do prébek rzeczywistych [111]. Podobnie jak w przypadku oceny poprawnosci
przygotowano dziewiec niezaleznych prébek butelkowanych wéd smakowych i funkcjonalnych
z dodatkiem wszystkich badanych form specjacyjnych na poziomie 0,5 pg L dla oznaczania
pieciu toksycznych form specjacyjnych oraz 1 pug L dla analizy specjacyjnej arsenu. Poprawno$¢
metody analitycznej wyrazono jako odzysk (R, %), ktérego wartos¢ oszacowano zgodnie z
zaleceniami IUPAC [113]. W celu weryfikacji czy uzyskane wartosci odzysku nie rdznig sie w
sposdb statystycznie istotny od wartosci optymalnej (100%) zastosowano test t-Studenta [114].

Procedury oznaczania nieznanych form specjacyjnych As, Cr i Sb jako procedury analizy
jakosciowej nie zostaty poddane petnemu procesowi walidacji. W przypadku tych procedur
0szacowano precyzje pomiaréw w sposob jakosciowy. Dla kazdej z badanych prébek wykonano
trzy powtdrzenia pomiardow i jakosciowo oceniono zgodnos¢ uzyskanych wynikow.

Wartosci wspotczynnikdw determinacji dla krzywych kalibracyjnych wykreslonych w metodzie
oznaczania zawartosci catkowitych As, Cr i Sb wynosity odpowiednio 0,9996, 0,9997 oraz 0,9985.
Wartosci LOD uzyskane dla tAs, tCr oraz tSb wynosity odpowiednio 0,038 pg L, 0,045 pg L oraz
0,061 ug L. Wartosci odzysku uzyskane dla tAs, tCr oraz tSb wynosity odpowiednio 88,9%,
90,3% oraz 99,5%. Oszacowane wartosci precyzji powtarzalnosci wynosity: 1,5% dla tAs, 3,4%
dla tCr oraz 2,0 dla tSb.

Uzyskane wartosci wspotczynnikéw determinacji dla krzywych kalibracyjnych miescity sie w
zakresie od 0,996 do 1,0000 dla oznaczania pieciu toksycznych form specjacyjnych oraz od 0,995
do 0,9999 dla analizy specjacyjnej arsenu. Uzyskane wartosci wspotczynnikéw determinacji
potwierdzajg dobrg liniowos$¢ otrzymanych krzywych kalibracyjnych. Analiza wykreséw rozrzutu
reszt potwierdzita losowe oraz rdwnomierne roztozenie reszt wokot krzywej kalibracyjne;j.
Wartosci LOD uzyskane dla oznaczania pieciu toksycznych form specjacyjnych wynosity 0,058 g
L' dla As(lll), 0,051 pg L dla As(V), 0,12 pg L't dla Cr(VI), 0,090 pg L dla Sb(lll) oraz 0,046 pg L
1 dla Sb(V). W przypadku analizy specjacyjnej arsenu oszacowane wartosci LOD wynosity 0,054
ug Lt dla AsB, 0,081 dla As(lll), 0,053 pg L™ dla DMA, 0,10 ug L't dla MMA oraz 0,080 pg L dla
As(V). Wartosci odzysku oszacowane dla oznaczania pieciu toksycznych form specjacyjnych
miescity sie w zakresie od 97% do 109%. Dla analizy specjacyjnej arsenu oszacowane wartosci
odzysku miescity sie w zakresie od 99% do 106%. Wyniki przeprowadzonego testu t-Studenta
potwierdzity, ze uzyskane wartosci odzysku nie réznig sie w sposdb statystycznie istotny od
wartosci optymalnej (100%). Oszacowane wartosci precyzji posredniej, wyrazone jako CV,
wynosity dla oznaczania pieciu toksycznych form specjacyjnych: 4,3%, 5,5%, 5,5%, 3,1% i 2,5%
odpowiednio dla As(lll), As(V), Sb(V), Sb(lll) i Cr(VI1). Dla analizy specjacyjnej arsenu oszacowane
wartosci precyzji posredniej, wyrazone jako CV, wynosity: 3,6%, 4,8%, 3,9%, 7,2% oraz 4,4%
odpowiednio dla AsB, As(lll), DMA, MMA oraz As(V). Zestawienie oszacowanych parametrow
walidacyjnych przedstawiono w tabeli 19.
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Szacowanie niepewnosci wynikow pomiarow.

W przypadku wynikdw oznaczania catkowitych zawartosci As, Cr i Sb nie oszacowano
niepewnosci wynikdw pomiaréw. Dla wynikdéw tAs, tCr oraz tSb oszacowano odchylenie
standardowe dla pomiaréw kazdej z badanych prébek.

Niepewnos$¢ wynikéw pomiaréw szacowano przy zastosowaniu podejscia do szacowania
niepewnosci wynikdw pomiaréw z wykorzystaniem danych pochodzacych z procesu walidacji
(single-lab validation approach, the Nordtest approach) [116,117]. Szacowanie niepewnosci
wynikéw pomiardw zostato przeprowadzone na podstawie wynikéw uzyskanych dla dziewieciu
probek butelkowanych wdéd smakowych i funkcjonalnych. Sktadowe niepewnosci zostaty
sklasyfikowane w dwie grupy: sktadowe zwigzane z precyzjg oraz sktadowe zwigzane z
poprawnoscia. Ztozong niepewnosc¢ standardowg stezenia badanych analitéw uc(c) oszacowano
na podstawie nastepujgcego réwnania 12 [118].

4e() = e Ju(p) + w2 (RY (12)

Gdzie: u(pi) — sktadowa niepewnosci zwigzana z precyzja, u(R) - sktadowa niepewnosci
zwigzana z odzyskiem.

Poszczegdlne sktadowe niepewnosci zwigzane z precyzjg oraz poprawnoscig zostaty oszacowane
zgodnie z réwnaniami przedstawionymi w rozdziale 6.2.1.2 niniejszej rozprawy doktorskiej.
Niepewnosci rozszerzone oszacowano przy zatozeniu poziomu ufnosci okoto 95% przyjmujac
wartosé wspotczynnika rozszerzenia k=2 [116]. Uzyskane wartosci niepewnosci rozszerzonej (U,
k=2) dla wielopierwiastkowej analizy specjacyjnej wynosity: 9,4% dla As(ll1), 9,2% dla As(V), 6,1%
dla Cr(VI), 6,6% dla Sb(lll) oraz 6,2% dla Sb(V). Dla analizy specjacyjnej arsenu uzyskane wartosci
niepewnosci rozszerzonej (U, k=2) wynosity: 9,8% dla AsB, 9,9% dla As(lll), 8,7% dla DMA, 9,0%
dla MMA oraz 7,4% dla As(V). Zestawienie oszacowanych wartosci niepewnosci rozszerzonych
przedstawiono w tabeli 19.

Zapewnienie spdjnosci pomiarowej wynikow pomiarow.

Spéjnos¢ pomiarowa wynikdéw pomiaréw zapewniono za pomocg metody dodatku wzorca do
probek rzeczywistych [111-113,119].
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Tabela 19. Wyniki walidacji procedur analitycznych.

Parametr procedury analitycznej Analit

Oznaczanie zawartosci tAs, tCr i tSb tAs tCr tSb

Zakres pomiarowy [ug L] 0,05-7,5

Wspdtczynnik determinacji 0,9996 0,9997 0,9985

LOD [pg L™ 0,038 0,045 0,061

Odzysk [%)] 88,9 90,3 99,5

Precyzja powtarzalnosci [%)] 1,5 3,4 2,0

Oznaczanie pieciu toksycznych form specjacyjnych As(IIl) As(V) Cr(VI) Sb(lll) Sb(V)
Czas retencji [min] 1,4 2,0 7,2 4,4 1,7
Zakres pomiarowy [ug L™ 0,2-5,0 0,2-5,0 0,5-5,0 0,5-5,0 0,1-5,0
Wspdtczynnik determinacji 0,997-0,9999 0,996-0,9999 0,998-1,0000 0,999-0,9999 0,997-1,0000
LOD [pg L] 0,058 0,051 0,12 0,090 0,046
Odzysk na poziomie 0.5 ug L™ [%] 101 99 109 97 103
Precyzja posrednia [%] 4,3 5,5 2,5 3,1 5,5
Niepewnosc¢ rozszerzona (k = 2) [% stezenia analitu] 9,4 9,2 6,1 6,6 6,2
Analiza specjacyjna arsenu AsB As(l11) DMA MMA As(V)
Czas retencji [min] 1,5 1,8 2,1 4,0 5,8
Zakres pomiarowy [ug L] 0,5-10,0 0,5-10,0 0,5-10,0 0,5-10,0 0,5-10,0
Wspotczynnik determinacji 0,995-0,999 0,995-0,9999 0,996-0,9999 0,997-0,9999 0,996-0,9999
LOD [pg L] 0,054 0,081 0,053 0,10 0,080
Odzysk na poziomie 0.5 pg L™ [%] 106 99 102 104 100
Precyzja posrednia [%)] 3,6 4,8 3,9 7,2 4,4
Niepewnosc¢ rozszerzona (k = 2) [% stezenia analitu] 9,8 9,9 8,7 9,0 7,4



6.1.2.3 Wyniki badania specjacji As, Cr i Sb w butelkowanych wodach smakowych i
funkcjonalnych

Badaniu poddano 42 prébki butelkowanych wdéd smakowych i funkcjonalnych sposréd ktérych
30 byto wéd smakowych oraz 12 wdéd funkcjonalnych. Badane prébki rdznity sie smakiem,
zawartoscig dodatkéow funkcjonalnych oraz nasyceniem CO,. Przeprowadzono oznaczanie
zawartosci tAs, tCr oraz tSb w badanych prébkach, analize specjacyjng pieciu toksycznych form
specjacyjnych, analize specjacyjng arsenu, analize nieznanych form specjacyjnych As, Cri Sb oraz
szacowanie ryzyka zwigzanego z konsumpcjg wyzej wymienionych napojow. Prébka oznaczona
jako K.1 nalezaca do tej samej marki co szereg badanych wéd funkcjonalnych, nie zawierata
zadnych dodatkéw funkcjonalnych i byta traktowana jako woda smakowa podczas obrébki
wynikéw. W przypadku gdy stezenie analitu byto ponizej wartosci LOD, wynik ten nie byt
uwzgledniany w prowadzonych obliczeniach.

Oznaczanie zawartosci catkowitych As, Cr i Sb.

Zestawienie wynikdw oznaczania tAs, tCr oraz tSb w butelkowanych wodach smakowych i
funkcjonalnych przedstawiono w tabeli 20.

Tabela 20. Zestawienie wynikéw oznaczania tAs, tCr oraz tSb w butelkowanych wodach smakowych i funkcjonalnych.

Probki Stezenie (c+SD) [ug L]
As Cr Sb

Al* 0,0078+0,0,0011 0,0115+0,0014 0,1857+0,0059
A.2 0,318%0,020 0,0740+0,0066 0,503%0,015
B.1* 0,184+0,012 0,0473+0,0034 0,2568+0,0098
B.2* 0,587+0,052 0,0520+0,0044 0,3760+0,0094
B.3 1,320+0,069 0,847x0,023 0,1825+0,0035
B.4 1,575+0,070 0,581+0,014 0,846x0,027
B.5 1,713+0,063 1,252+0,097 0,748+0,031
B.6 0,825+0,026 0,2100+0,0091 0,1786+0,0051
B.7 0,681+0,032 0,1742+0,0074 0,2855+0,0079
B.8 0,809+0,023 0,193+0,015 0,264+0,015
B.9 0,689+0,035 0,1882+0,0056 0,2874+0,0062
B.10 0,416%0,024 0,2724+0,0059 0,3029+0,0074
B.11 0,360%0,017 0,371+0,024 0,332+0,017
B.12 1,380+0,053 0,924+0,020 0,1974+0,0029
B.13 0,895+0,069 0,408+0,026 0,2269+0,0049
Cl 0,364+0,024 0,4465+0,0090 1,145+0,019
C.2 0,405+0,026 0,1665+0,0084 0,787+0,030
D.1 5,52+0,24 0,502+0,020 0,458+0,010
D.2 8,37+0,52 0,525%0,027 0,643%0,037
D.3 5,50+0,23 0,439+0,024 0,598+0,019
E.1* 0,0528+0,0074 0,0415+0,0029 0,1545+0,0048
E.2 0,386%0,018 0,3993+0,0061 0,0797+0,0026
E.3* 0,251+0,013 0,0427+0,0027 0,2545+0,0034
E.4 0,754+0,018 0,392+0,023 0,2262+0,0054
E.5 0,1496+0,0090 0,204+0,012 0,1884+0,0034
F.1 1,504+0,040 0,4848+0,0090 0,2278+0,0063
F.2 1,536+0,086 0,465+0,032 0,260+0,010
G.1* 1,077+0,072 0,0150+0,0012 0,5099+0,0056
G.2 3,60+0,29 0,3801+0,0034 0,2631+0,0033
G.3 2,875+0,095 0,4099+0,0046 0,1915+0,0032
G.4* 0,933+0,014 0,3225+0,0012 0,2541+0,0019
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G.5 2,446+0,096 0,1785+0,0015 0,2287+0,0012
G.6 2,038+0,059 0,0220+0,0069** 0,1212+0,0021
H.1 0,480+0,018 0,1929+0,0035 0,3873+0,0073
H.2 0,520+0,013 0,1897+0,0086 0,378+0,017
H.3 0,221+0,022 0,234+0,012 0,395+0,10
I.1* 0,490+0,020 0,00206+0,00019 0,156+0,0075
1.2 0,922+0,012 0,940+0,041 0,001079+0,000015**
1.3 0,584+0,027 0,570+0,029 0,2701+0,0072
1.4 1,220+0,023 1,310+0,045 0,6125+0,0066
J.1 0,1259+0,0035 0,538+0,023 0,489+0,010
j-2 0,240+0,014 0,490+0,015 0,469+0,012
K.1 0,546+0,038 0,3466+0,0090 0,2202+0,0052
k.2 0,578+0,019 0,904+0,018 0,2233+0,0044
K.3 0,445+0,019 0,619+0,034 0,1976+0,0083
L1 0,376+0,012 0,217+0,012 0,326+0,011
L.2 0,377+0,014 0,0759+0,0068 0,437+0,015
L.3 0,0922+0,0067 0,1581+0,0045 0,3808+0,0058
L.4 0,2643+0,0066 0,0474+0,0014 0,4691+0,0069
L.5 0,594+0,022 0,2584+0,0029 0,4314+0,0067

*- Prébki wod mineralnych (prébki referencyjne dla odpowiadajgcej im marki wod
smakowych i funkcjonalnych), ** - wyniki ponizej LOD (wartosci LOD: As — 0,038 pg L-1, Cr —
0,045 pg L-1, Sb — 0,061 pg L-1)

tAs oznaczono w badanych prébkach w najwyzszym stezeniu sposréd wszystkich oznaczanych
pierwiastkdw. We wszystkich badanych prdébkach oznaczone stezenie tAs byto wyisze niz
oszacowana warto$¢ LOD (0,038 pg L1). Stezenie tAs w badanych prébkach wahato sie w
granicach od (0,0922 + 0,0067) pg L* do (8,37 * 0,52) pg L™ Srednie stezenie tAs w
butelkowanych wodach smakowych i funkcjonalnych byto réwne odpowiednio 1,606 pg L™ oraz
0,485 pg L. tCr oznaczono powyzej oszacowanej wartosci LOD (0,061 pg L) we wszystkich
badanych prébkach za wyjgtkiem prébki oznaczonej jako 1.2. Stezenie tCr w badanych prébkach
wahato sie w granicach od (0,0474 + 0,0014) pg L™ do (1,310 + 0,045) ug L. Srednie stezenie
tCr w butelkowanych wodach smakowych i funkcjonalnych byto réwne odpowiednio 0,395 pg L°
! oraz 0,511 ug L™ tSb oznaczono powyzej oszacowanej wartosci LOD (0,045 pg L) we
wszystkich badanych prébkach za wyjatkiem prébki oznaczonej jako G.6. Stezenie tSb w
badanych prébkach wahato sie od (0,0797 + 0,0026) pg L do (1,145 + 0,019) pg L™ Srednie
stezenie tCr w butelkowanych wodach smakowych i funkcjonalnych byto réwne odpowiednio
0,372 ug L't oraz 0,392 pg L. Wsrdd literatury naukowej mozna odnaleZ¢ prace potwierdzajace
obecnos$é As, Cr i Sb w rédznego rodzaju napojach takich jak soki czy napoje gazowane [25,136—
140]. Stezenia oznaczone dla tAs, tCr i tSb podczas eksperymentdw opisywanych w niniejszej
pracy doktorskiej sg zgodne z doniesieniami literaturowymi dotyczacymi stezen tych
pierwiastkdw w rdéinego rodzaju napojach oraz wodach butelkowanych. Potwierdzenie w
literaturze naukowe]j znajduje réwniez fakt, ze to arsen byt pierwiastkiem dominujgcym w
butelkowanych wodach smakowych i funkcjonalnych [124,128,136,137,139,141-143].

Oznaczanie pieciu toksycznych form : As(lll), As(V), Cr(VI), Sb(lll) i Sb(V).

Zestawienie wynikdow oznaczania pieciu toksycznych form specjacyjnych w butelkowanych
wodach smakowych i funkcjonalnych (wraz z wynikami dla 8 badanych wéd mineralnych)
przedstawiono w tabeli 21.
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Tabela 21. Zestawienie wynikow oznaczania pieciu toksycznych form specjacyjnych w butelkowanych wodach

smakowych i funkcjonalnych.

Prébka Stezenie (czU, k=2) [ug L]
As(I1l) As(V) Sb(lll)  Sb(V) Cr(VI)  Cr(ll)***  Cra*x*

Al* - - - 0,201+0,012 - - -
A2 0,327+0,031 - - 0,524+0,032 - + +
B.1* - 0,17520,016 - 0,234+0,014 - - -
B.2* - 0,574+0,053 - 0,300£0,019 - - -
B.3 0,194+0,018 0,701+0,064 - - - + +
B.4 0,310%0,029 0,570%0,052 - - . + +
B.5 0,400%0,038 0,650%0,060 - - . + +
B.6 0,269+0,025 0,460+0,042 - - - + +
B.7 0,284+0,027 0,326%0,030 - - . + +
B.8 0,297+0,028 0,340%0,031 - - . + +
B.9 0,283+0,027 0,327+0,030 - - - + +
B.10 0,279+0,026 0,140%0,013 - - . + +
B.11 0,233+0,022 0,0501+0,0046** - - - + +
B.12 0,133+0,012 0,45310,042 - - - + +
B.13 0,175+0,016 0,654+0,060 - - - + +
C.1 0,332+0,031 0,0708+0,0065 - - - - -
C.2 0,166+0,016 - - - - + +
D.1 0,397+0,037 2,7210,25 - - - + +
D.2 0,414+0,039 3,2610,30 - - - + +
D.3 0,342+0,032 2,4110,22 - - - + +
E.1* - 0,049+0,0046** - 0,1046+0,0065 - - +
E.2 - - - - - + +
E.3* - - - 0,1512+0,0094 - - -
E.4 0,331+0,031 0,0293+0,0027** - - - - -
E.5 - - - - - + +
F.1 0,380+0,036 0,994+0,091 - - - - -
F.2 0,333+0,031 0,824+0,076 - - - - -
G.1* - 0,991+0,091 - 0,433+0,027 - - -
G.2 0,0109+0,0010* 1,23#0,11 - - - - -
G.3 0,0342+0,0032*  1,041+0,096 - - - - -
G.4* - 0,900+0,083 - 0,0362+0,0022** - - -
G.5 0,286+0,027 1,68+0,15 - - - + +
G.6 0,241+0,023 1,51+0,14 - - - + +
H.1 0,259+0,024 0,117+0,011 - - - + +
H.2 0,343+0,032 0,168+0,015 - - - + +
H.3 0,204+0,019 - - - - + +
.1* 0,175+0,016 0,310+0,029 - 0,1240+0,0077 - - -
1.2 0,490+0,046 0,165%0,015 - - - + +
1.3 0,158+0,015 0,370+0,034 - - - - -
1.4 0,580+0,055 0,620+0,057 - - - + +
J.1 - - - - - + +
J.2 0,0300+0,0028* 0,110+00,010 - - - - -
K.1 0,370+0,035 0,169+0,016 - - - - -
K.2 0,400+0,038 0,12040,011 - - - + +
K.3 0,390+0,037 0,0800+0,0074 - - . + +
L1 0,170%0,016 - - - - - -
L.2 0,310+0,029 - - - - - -
L.3 - - - - - - -
L4 0,250%0,024 - - - - - -
L.5 0,390+0,037 0,0600+0,0055 - - - - -

*- Prébki wéd mineralnych (prébki referencyjne dla odpowiadajacej im marki wéd smakowych i
funkcjonalnych),** - Wyniki ponizej wartosci LOD,*** - +/-, wykryto/nie wykryto
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Sposrdod dwdch oznaczanych form specjacyjnych arsenu, As(V) byt dominujagcg formg w
przypadku butelkowanych wéd smakowych. W przypadku butelkowanych wdéd funkcjonalnych
z kolei dominujgcg forma byt As(lll). Zakres stezen As(lll) oznaczonych we wszystkich badanych
prébkach wahat sie miedzy (0,133 + 0,012) pg L oraz (0,580 + 0,055) pg L. Srednie stezenia
As(lll) oznaczone w butelkowanych wodach smakowych i funkcjonalnych byty réwne
odpowiednio: 0,292 pg L oraz 0,349 pg L. Zakres stezen As(V) oznaczonych we wszystkich
badanych prébkach wahat sie miedzy (0,0600 + 0,0055) pg L oraz (3,26 + 0,30) pg L™. Srednie
stezenia As(V) oznaczone w butelkowanych wodach smakowych i funkcjonalnych byty rowne
odpowiednio: 0,904 pg L' oraz 0,218 pg LY. W przypadku antymonu spos$réd dwdch badanych
form specjacyjnych: Sb(lll) oraz Sb(V) oznaczono tylko jedng z tych form: Sb(V). Ponadto, Sb(V)
oznaczono powyzej wartosci LOD tylko w jednej z badanych prébek (A.2). Stezenie Sb(V)
oznaczone we wspomnianej probce byto réwne (0,524 + 0,032) pg L% Cr(VI) nie oznaczono w
zadnej sposréd badanych prébek jednak w czesci sposréd badanych butelkowanych waéd
smakowych i funkcjonalnych zarejestrowano dodatkowe sygnaty chromatograficzne dla
chromu. Jeden z zarejestrowanych sygnatow chromatograficznych zidentyfikowano jako Cr(lll)
(obecnos¢ sygnatu dla Cr(lll) oznaczono znakiem ,+” w tabeli 21, w kolumnie oznaczonej jako
,Cr(l11)”). Pozostate zrejestrowane sygnaty nie zostaty zidentyfikowane (obecnosé tych sygnatow
oznaczono znakiem ,+” w tabeli 21, w kolumnie oznaczonej jako ,Cr?”). Przyktadowe
chromatogramy uzyskane przy zastosowaniu procedury oznaczania pieciu toksycznych form
specjacyjnych przedstawiono na rysunku 8.
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Rysunek 8. Chromatogramy uzyskane przy zastosowaniu procedury oznaczania pieciu toksycznych form
specjacyjnych dla prébek a) A.2 i b) D.2.

Analiza specjacyjna arsenu: AsB, As(lll), DMA, MMA i As(V).

Zestawienie wynikow analizy specjacyjnej arsenu w butelkowanych wodach smakowych i
funkcjonalnych (wraz z wynikami dla 8 badanych wéd mineralnych) przedstawiono w tabeli 22.

Tabela 22. Zestawienie wynikow analizy specjacyjnej arsenu w butelkowanych wodach smakowych i funkcjonalnych.

Probka Stezenie (c+U, k=2) [ug L]
AsB As(111) DMA MMA As(V)

Al* - - - - -

A.2 - 0,317+0,031 - - -

B.1* - - - - 0,165+0,012
B.2* - - - - 0,565%0,042
B.3 - 0,183+0,018 - - 0,688+0,051
B.4 - 0,306%0,030 - - 0,555+0,041
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B.5
B.6
B.7
B.8
B.9
B.10
B.11
B.12
B.13
C1
C.2
D.1
D.2
D.3
E.1*
E.2
E.3*
E.4
E.5
F.1
F.2
G.1*
G.2
G.3
G.4*
G.5
G.6
H.1
H.2
H.3
I.1*
1.2
1.3
1.4
J.1
J.2
K.1
K.2
K.3
L.1
L.2
L.3
L.4
L.5

wykryto

0,194+0,019
0,849+0,083
0,230%0,023
0,554+0,054
0,247+0,024
0,381+0,037
0,183+0,018
0,298+0,029
0,212+0,021

0,358+0,035

0,0442+0,0043**

0,0541+0,0053
0,0546+0,0054

0,350+0,034

0,00506+0,00050**

0,0804+0,0079

0,200+0,020

0,0151+0,0015**

0,174+0,017

0,421+0,042
0,252+0,025
0,281+0,028
0,276+0,027
0,274+0,027
0,260+0,025
0,231+0,023
0,129+0,013
0,164+0,016
0,329+0,033
0,155+0,015
0,379+0,038
0,432+0,043
0,321+0,032

0,354+0,035
0,364+0,036
0,350+0,035

0,0102+0,0010**
0,0327+0,0032**

0,302+0,030
0,249+0,025
0,249+0,025
0,360+0,036
0,199+0,020
0,180+0,018
0,471+0,047
0,166+0,016
0,600+0,059

0,0280+0,0028**

0,357+0,035
0,401+0,04

0,381+0,038
0,159+0,016
0,319+0,032
0,254+0,025
0,401+0,040

0,690+0,051
0,451+0,033
0,311+0,023
0,328+0,024
0,322+0,024
0,148+0,011

0,0449+0,0033**

0,434+0,032
0,679+0,050

0,0714+0,0053**

2,8610,21
3,16+0,23
2,52+0,19

0,0510+0,0038**

0,0293+0,0022**

0,955+0,071
0,851+0,063
1,023+0,076
1,191+0,088
1,000+0,074
0,957+0,071
1,72+0,13

1,47+0,11

0,1103+0,0082

0,164+0,012
0,299+0,022
0,161+0,012
0,372+0,027
0,594+0,044

0,1123+0,0083

0,173+0,013

0,1145+0,0085

0,0798+0,0059**

0,0612+0,0045**
*. Probki wéd mineralnych (prébki referencyjne dla odpowiadajgcej im marki wéd
smakowych i funkcjonalnych),** - Wyniki ponizej wartos$ci LOD,*** - +/-, wykryto/nie

Wyniki uzyskane przy zastosowaniu procedury analizy specjacyjnej arsenu potwierdzity wyniki
uzyskane wczesniej dla As(lll) i As(V). Zgodnos$¢ wynikéw dla dwdch wymienionych form
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specjacyjnych arsenu miedzy dwoma zastosowanymi procedurami analitycznymi potwierdzono
przy zastosowaniu testu t-Studenta oraz wykreslajagc wykresy korelacji dla kazdej z badanych
probek. Wyniki uzyskane dla testu t-Studenta potwierdzity dobrg zgodnosé wynikow stezen

As(11) oraz As(V) oznaczonych za pomocg dwdch procedur. Wykres korelacji dla As(l11) praz As(V)
przedstawiono na rysunku 9.

a) 0,7
_06 ¥ =1,0162x-0,0064 «
% R?=0,9894 "
- e — et
Zo5
20
fud
.o
504 =
£ -~
= -
803 o
3
T N )
< ot
goz2 -
o e
<
0,1
- il
o
0 0,1 0,2 03 0,4 0,5 0,6 0,7
Wielopierwiastkowa analiza specjacyjna [pg L]
b)3,5 ¥=1,012x-0,0059
R?=0,9974
- 3
7
z
32,5
c
Q
@
L)
m
£ .
=
815
- —
&
g
< 05 P
o
o
0 L=
[ 0,5 1 15 2 2,5 3 35

Wielopierwiastkowa analiza specjacyjna [ug L'Y]

Rysunek 9. Wykresy korelacji dla As(l11) i As(V).

Wartosci wspoétczynnika determinacji dla As(lll) i As(V) byly rowne odpowiednio 0,9894 oraz
0,9974. Wartosci te oraz wizualna ocena przebiegu wykreséw korelacji potwierdzajg zbieznos¢
wynikéow uzyskanych za pomoca dwodch procedur analitycznych. Jednoczesnie zbiezno$¢
wynikdéw pozwala na zapewnienie spdjnosci pomiarowej wynikéw pomiardw.

Sposrdd pozostatych form specjacyjnych arsenu: AsB, DMA oraz MMA w prébkach
butelkowanych wdd smakowych i funkcjonalnych oznaczona zostata tylko jedna z tych form:
AsB. DMA oraz MMA nie oznaczono w zadnej z badanych prébek. Zakres stezen AsB
oznaczonych we wszystkich badanych prébkach wahat sie miedzy (0,0541 + 0,0053) pg L oraz
(0,849 + 0,083) ug L. Srednie stezenia AsB oznaczone w butelkowanych wodach smakowych i
funkcjonalnych byty réwne odpowiednio: 0,312 ug L™ oraz 0,164 pg L. Zaréwno w przypadku
tAs, tCr oraz tSb jak i oznaczanych form specjacyjnych As, Cr i Sb nie zaobserwowano widocznych
trenddw oznaczonych zawartosci wyzej wymienionych pierwiastkow oraz ich form
specjacyjnych a sktadem badanych prébek. Wyniki uzyskane przy zastosowaniu procedur analizy
specjacyjnej As, Cr i Sb w butelkowanych wodach smakowych i funkcjonalnych znajduja
potwierdzenie w danych literaturowych. Zarédwno w kontekécie oznaczonych stezen
toksycznych form specjacyjnych badanych pierwiastkéw jak i rozmieszczenia tych form
specjacyjnych [16,25,30,144-148]. Przyktadowe chromatogramy uzyskane przy zastosowaniu
procedury analizy specjacyjnej arsenu przedstawiono na rysunku 10.
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Rysunek 10. Chromatogramy uzyskane przy zastosowaniu procedury analizy specjacyjnej arsenu dla prébek c)
A2id)D.2.

Oszacowanie bilansu analizy specjacyjnej/zawartosci catkowitej As, Cr i Sb w badanych
probkach.

Na podstawie wynikéw uzyskanych podczas oznaczania zawartosci catkowitych As, Cr i Sb
przedstawionych w tabeli 20 oraz sumy stezen form specjacyjnych poszczegdlnych oznaczanych
pierwiastkédw: As, Cr i Sb przedstawionych w tabelach 21 oraz 22 oszacowano bilans analizy
specjacyjnej/zawartosci catkowitej dla kazdego pierwiastka zgodnie z rdéwnaniem (10).
Poniewaz w przypadku badanych prébek nie prowadzono ekstrakcji wartos¢ zwigzang z
zawartos$cig niewyekstrahowanych form specjacyjnych przyjeto jako 0. W prowadzonych
badaniach przyjeto zatozenia, ze z kolumny chromatograficznej wymywaty sie wszystkie obecne
w badanych prébkach formy specjacyjne. Wartosé parametru zwigzanego ze stezeniem form
specjacyjnych niewymytych z kolumny przyjeto jako 0. W przypadku Sb i Cr bilans analizy
specjacyjnej/zawartosci catkowitej szacowano na podstawie stezer oznaczonych odpowiednio
dla Sb(V) i Cr(VI). Formy specjacyjne arsenu: As(lIl) i As(V) oznaczane byty w obu procedurach
analitycznych, do oszacowania bilansu analizy specjacyjnej/zawartosci catkowitej arsenu w
badanych prébkach wykorzystano wyniki uzyskane dla tych form specjacyjnych w procedurze

84



analizy specjacyjnej arsenu. Ponadto w szacowaniu bilansu analizy specjacyjnej/zawartosci
catkowitej arsenu uwzgledniono takze stezenia oznaczone dla AsB. Zestawienie wynikdw bilansu
analizy specjacyjnej/zawartosci catkowitej As, Cr i Sb w badanych préobkach przedstawiono w
tabeli 23.

Tabela 23. Wyniki bilansu analizy specjacyjnej/zawartosci catkowitej As, Cr i Sb w badanych.

Probka UAs [%]tAs uSb [%]tSb uCr* [%]tCr Suma As(lll) i As(V) [%]tAs

A2 0,4 -4,2 100,0 102,7
B.3 34,0 100,0 100,0 67,8
B.4 45,3 100,0 100,0 55,9
B.5 35,1 100,0 100,0 61,3
B.6 14,8 100,0 100,0 88,3
B.7 13,1 100,0 100,0 89,5
B.8 1,4 100,0 100,0 78,7
B.9 13,4 100,0 100,0 88,5
B.10 2,0 100,0 100,0 100,7
B.11 22,0 100,0 100,0 78,7
B.12 2,3 100,0 100,0 42,5
B.13 5,8 100,0 100,0 92,6
c.1 9,8 100,0 100,0 110,6
C.2 5,0 100,0 100,0 41,0
D.1 41,3 100,0 100,0 56,4
D.2 50,4 100,0 100,0 43,9
D.3 43,8 100,0 100,0 50,0
E.2 1,3 100,0 100,0 0,0
E.4 9,6 100,0 100,0 47,8
E.5 100,0 100,0 100,0 0,0
F.1 1,8 100,0 100,0 91,4
F.2 21,8 100,0 100,0 75,4
G.2 56,7 100,0 100,0 34,5
G.3 62,5 100,0 100,0 37,4
G.5 15,1 100,0 100,0 80,2
G.6 13,0 100,0 100,0 85,9
H.1 25,2 100,0 100,0 78,3
H.2 0,8 100,0 100,0 98,3
H.3 10,1 100,0 100,0 92,5
1.2 6,6 100,0 100,0 71,0
1.3 7,2 100,0 100,0 90,4
1.4 2,1 100,0 100,0 98,3
)1 100,0 100,0 100,0 0,0
1.2 41,5 100,0 100,0 58,4
K.1 2,9 100,0 100,0 98,7
K.2 3,1 100,0 100,0 90,0
K.3 -3,7 100,0 100,0 105,7
L1 4,6 100,0 100,0 45,2
L.2 15,5 100,0 100,0 82,2
L.3 100,0 100,0 100,0 0,0
L4 -1,9 100,0 100,0 94,6
L5 7,1 100,0 100,0 75,7

*-W wartosci uCr [%] zawarta jest takze zawartos¢ wykrytej, ale nie oznaczonej iloSciowo
formy specjacyjnej Cr(lll).
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W odniesieniu do antymonu, w jedynej prdbce, w ktdrej oznaczono Sb(V) zawartosc¢ tej formy
specjacyjnej odpowiadata catosci oznaczonego tSb. W pozostatych préobkach cata zawarto$é tSb
odpowiadata niezidentyfikowanym formom specjacyjnym antymonu. Na oznaczony w badanych
probkach chrom catkowity sktadat sie zaréwno nietoksyczny Cr(lll) ale takie inne,
niezidentyfikowane formy specjacyjne chromu. Dla okoto potowy sposréd badanych prébek
zawartos$¢ toksycznych form specjacyjnych arsenu, As(lll) oraz As(V), byta rowno okoto 80%
zawartosci tAs, na pozostate 20% sktadata sie AsB oraz inne, nieznane formy specjacyjne As. W
przypadku pozostatych prébek zawartosé toksycznych form specjacyjnych arsenu byta réwna od
okoto 34% do okoto 75% zawartosci tAs. Wyniki bilansu analizy specjacyjnej/zawartosci
catkowitej arsenu w butelkowanych wodach smakowych i funkcjonalnych przedstawiono na
rysunku 11.

® Niezidentyfikowane formy

9 1
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Oznaczenie probki

Rysunek 11. Wyniki bilansu analizy specjacyjnej/zawartosci catkowitej arsenu w butelkowanych wodach
smakowych i funkcjonalnych.

Poszukiwanie komplekséw organicznych As, Cr i Sb.

Wyniki uzyskane w ramach poszukiwania komplekséw organicznych As, Cr i Sb przedstawiono
w tabeli 24. Na bazie wynikdw szacowania bilansu analizy specjacyjnej/zawartosci catkowitej As,
Cr i Sb w butelkowanych wodach smakowych i funkcjonalnych wytypowano 16 prébek, dla
ktérych zaobserwowano znaczne rdznice miedzy oznaczong zawartosci tAs, tCr i tSb oraz
wynikami oznaczania pieciu toksycznych form specjacyjnych i analizy specjacyjnej arsenu. Probki
te wymieniono w tabeli 24.

Tabela 24. Zestawienie wynikow uzyskanych metoda SEC/ICP-DRC-MS dla butelkowanych wéd smakowych i
funkcjonalnych.

(Liczba zarejestrowanych sygnatéw analitycznych)

Prébka Zarejestrowane czasy retencji
As Cr Sb
B.3 Nd. (2) (2)
RT:=31,5 min. RT1=31,5 min.
B.4 (1) (2) (1)
RT1 =34 min. RT:=30,5 min. RT:=31,5 min.
RT, =33,5 min.
B.5 (1) (3) (1)
RT1 =34 min. RT: =30,5 min. RT:=31,5 min.
RT, = 34 min.
RTsz = 36 min.
B.12 (1) (1) (1)
RT1 = 33,8 min. RT: =30,5 min. RT:=31,5 min.
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C1 Nd. (2) (1)
RT:=30,5 min. RT:=31,5 min.
RT2 = 34 min.
D.1 (2) Nd. (1)
RT1=31,5 min. RT1=31,5 min
RT; =33 min.
D.2 (1) Nd. (1)
RT1=32 min RT1=31,5 min
D.3 (1) Nd. (1)
RT1=32 min RT1=31,5 min
F.1 Nd. (3) (1)
RT1=30,5 min. RT1=31,5 min.
RT; = 34 min.
RT3 =36 min.
F.2 Nd. (3) (2)
RT:=30,5 min. RT:=31,5 min.
RT; = 34 min.
RT3 = 36 min.
G.2 (2) (3) (1)
RT1 =31 min. RT1=30,5 min. RT:=31,5 min.
RT2 = 33 min. RT; = 34 min.
RT3 =36 min.
G3 (1) (3) (1)
RT1=31 min RT1=30,5 min. RT:=31,5 min.
RT; = 34 min.
RT3 =36 min.
G5 (2) (3) (1)
RT1 =32 min. RT1=30,5 min. RT1 =31 min.
RT; = 34 min. RT; = 34 min.
RT3 =36 min.
G.6 (1) (1) (1)
RT1=31,5 min. RT1=30,5 min. RT1 =31 min.
1.4 (1) (1) (1)
RT1 =33 min. RT1=30,5 min. RT1 =31 min.
K.2 (1) (2) (1)
RT1=31 min RT1 =30,5 min. RT1=31 min
RT2 = 36 min.

Wytypowane prébki poddano analizie metodg SEC/ICP-DRC-MS a uzyskane wyniki poréwnano
z wzorcami pod katem zarejestrowanych czaséw retencji. W przypadku arsenu zarejestrowano
od jednego do maksymalnie dwdch sygnatéw analitycznych w przedziale miedzy 30 a 40 minutg
analizy. Dla antymonu maksymalnie jeden sygnat analityczny zostat zarejestrowany w przedziale
miedzy 30 a 35 minutg analizy. W przypadku chromu od jednego do maksymalnie trzech
sygnatow analitycznych zostato zarejestrowane w przedziale miedzy 30 a 40 minutg analizy.
Przyktadowe chromatogramy uzyskane przy zastosowaniu techniki sprzezonej SEC/ICP-DRC-MS
przedstawiono na rysunku 12.
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Rysunek 12. Przyktadowe chromatogramy uzyskane przy zastosowaniu techniki sprzezonej SEC/ICP-DRC-MS dla prébek a, b) G.5 oraz ¢, d) C1.
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Potwierdzone zostato, ze rézne czynniki chemiczne takie jak dodatek kwasu cytrynowego lub
zawartos¢ rozpuszczonych soli w wodzie, mogg wptywaé nie tylko na ilos¢ wymywanego z
opakowania pierwiastka chemicznego, ale takze na to w jakiej formie ten pierwiastek bedzie
obecny w wodzie. Wsréd badanych metodg SEC/ICP-DRC-MS prébek znajdowaty sie tylko probki
butelkowanych wdéd smakowych i funkcjonalnych, do badan tych nie wytypowano zadnej z 8
badanych wéd mineralnych tych samych marek co badane wody smakowe i funkcjonalne. W
literaturze mozna znalez¢ informacje o kompleksowaniu antymonu przez kwas cytrynowy
obecny w prébkach o podobnym skfadzie do badanych wéd butelkowanych [25,84,137]. Wyniki
uzyskane za pomocg techniki sprzezonej SEC/ICP-DRC-MS sugerujg obecnos¢ organicznych
potaczen As, Cr i Sb.

Identyfikacja organicznych kompleksow As, Cr i Sb.

Wszystkie prébki dla ktérych zarejestrowano przynajmniej jeden sygnat analityczny za pomoca
techniki sprzezonej SEC/ICP-DRC-MS zostaty poddane identyfikacji organicznych kompleksow
As, Cr i Sb za pomocg spektrometrii czgsteczkowej. Badane prébki poddano analizie za pomocga
techniki ESI-MS/MS. Ze wzgledu na niskie stezenia As, Cr oraz Sb w badanych prdbkach oraz
bogatg matryce butelkowanych wdd smakowych i funkcjonalnych nie udato sie potwierdzi¢
obecnosci nieznanych form specjacyjnych arsenu. Mimo zarejestrowania widm fragmentacji
sugerujacych obecnos¢ organicznych komplekséw arsenu w badanych prébkach, nie udato sie
uzyskac¢ satysfakcjonujgcych wartosci delty ppm pozwalajgcych na potwierdzenie obecnosci
tych komplekséw w butelkowanych wodach smakowych i funkcjonalnych. W literaturze znaleZ¢
mozna doniesienia o kompleksowaniu antymonu przez kwas cytrynowy w napojach
bezalkoholowych [25,84]. W trakcie eksperymentdw opisanych w niniejszej pracy doktorskiej
nie zarejestrowano jednak sygnatéw dla podobnych komplekséw. Mimo obecnosci zaréwno
antymonu jak i kwasu cytrynowego w badanych prdébkach. Badaniom przy zastosowaniu
techniki ESI-MS/MS poddano takze roztwory wzorcowe As(lll), As(V), DMA oraz MMA. W
przypadku As(lll) nie zarejestrowano widma fragmentacji, dla pozostatych trzech form
specjacyjnych: As(V), DMA oraz MMA zarejestrowano widma fragmentacji, ktére przedstawiono
na rysunku 13.
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Rysunek 13. Widma fragmentacji zarejestrowane dla roztworéw wzorcowych a) As(V), b) MMA, c) DMA.
Gwiazdkg zaznaczono jon molekularny.



Uzyskane widma fragmentacji pozwolity na potwierdzenie obecnosci AsB oraz As(V) w badanych
probkach. Na podstawie jondw fragmentacyjnych zarejestrowanych podczas analizy wzorcow
AsB, MMA i DMA intepretowano widma fragmentacyjne probek butelkowanych wadd
smakowych i funkcjonalnych.

Poréwnanie wynikdw oznaczania tAs, tCr i tSb oraz oznaczania pieciu toksycznych form
specjacyjnych i analizy specjacyjnej arsenu w butelkowanych wodach smakowych,
funkcjonalnych oraz mineralnych.

W poprzednim rozdziale rozprawy doktorskiej opisane zostaty wyniki oznaczania pieciu
toksycznych form specjacyjnych As(lll), As(V), Cr(VI1), Sb(lll) oraz Sb(V) w butelkowanych wodach
mineralnych [30]. W niniejszej czesci rozprawy doktorskiej przygotowano pordéwnanie
uzyskanych wynikéw z wynikami oznaczania tAs, tCr i tSb oraz oznaczania pieciu toksycznych
form specjacyjnych i analizy specjacyjnej arsenu w butelkowanych wodach smakowych i
funkcjonalnych. Zestawienie uzyskanych wynikéw dla procedur oznaczania tAs, tCr i tSb oraz
oznaczania pieciu toksycznych form specjacyjnych i analizy specjacyjnej arsenu we wszystkich
typach wéd butelkowanych przedstawiono w tabeli 25 W zestawieniu zebrano parametry
statystyczne takie jak: minimalne (min.) oraz maksymalne (maks.) stezenie, srednig i mediane,
pierwszy (Q1) oraz trzeci (Q3) kwartyl a takze rozstep (R) i wspdtczynnik zmiennosci (CV) dla
stezen wszystkich oznaczonych analitéw.
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Tabela 25. Zestawienie wynikdéw oznaczania tAs, tCr i tSb oraz oznaczania pieciu toksycznych form specjacyjnych i analizy specjacyjnej arsenu w butelkowanych wodach smakowanych,
funkcjonalnych i mineralnych.

Parametr
statystycz Butelkowane wody smakowe Butelkowane wody funkcjonalne Butelkowane wody mineralne
ny
Oznaczanie zawartosci catkowitych As, Cr, Sb

tAs tCr tSb tAs tCr tSb tAs** tCr* tSh**
Min. [ug 0,1496+0,00 0,0740+0,06  0,0797+0,00  0,0922+0,00  0,0474+0,0014 0,1976+0,00  0.0680+0.00 0.098+0.00  0.0692+0.00
LY 90 6 26 67 83 90 32 41
Maks. [ug 8,37+0,52 1,252+0,097 1,145+0,019 1,22+0,023 1,310+0,045 0,6125+0,00 4.231+-48 2.222+0.08 0.721+0.043
LY 66 4
Srednia 1,606 0,395 0,372 0,485 0,511 0,392 1.152 0.498 0.308
[ug L]
Mediana 0,817 0,380 0,275 0,411 0,514 0,431 0.930 0.234 0.315
[ug L]
Ql[ugl?l 0,432 0,193 0,222 0,258 0,202 0,298 0.493 0.164 0.178
Q3 [ugl!l 1,678 0,465 0,443 0,587 0,690 0,469 1.250 0.389 0.403
R [ug LY 8,22 1,18 1,07 1,13 1,26 0,41 4.17 2.12 0.65
CV [%] 117 65 66 67,5 76 32 84 127 51

Oznaczanie pieciu toksycznych form specjacyjnych

As(IIl) As(V) Sb(V) As(Ill) As(V) As(I11) As(V) Cr(VI) Sb(V)
Mlln. [ug 0,13340,012 0,0708+0,00  0,524+0,032 0,158£0,015  0,0600£0,0055 0,071+0,005 0,0680+0,00 0,098+0,00 0,071+0,005
L] 65 * 90 32
t_/ll?ks. [ug 0,414+0,039 3,26+0,30 (3,524‘;0,032 0,580+0,055 0,62040,057 2,7210,22 3,76+0,47 i,ZZZi-0,0S 2,7210,22
[S;ZdLT]a 0,292 0,904 2,524t0,032 0,349 0,218 0,391 0,879 0,498 0,391
Medl_z;ma 0,291 0,650 0,524+0,032 0,390 0,120 0,177 0,634 0,234 0,177
[mg L] *
Ql[pgl?l 0,245 0,326 - 0,250 0,095 0,093 0,428 0,164 0,093
Q3 [ugl!l 0,339 1,136 - 0,400 0,267 0,428 1,110 0,389 0,428
R [ug Ll 0,28 3,19 - 0,42 0,56 2,65 3,69 2,12 2,65
CV [%] 26 97 - 40 94 147 82 127 147
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Analiza specjacyjna arsenu

AsB As(Il) As(V) AsB As(11) As(V)
Min.[ug  0,0541:0,00 0,129+0,013  0,1103+0,00 0,0151+0,01  0,159+0,01 0,1123+0,00
L7 53 82 5 6 83
Maks. [ug  0,849+0,083  0,432+0,043  3,16%0,23 0,350+0,034  0,600+0,05 0,594+0,044
L7 9
Srednia 0,312 0,288 0,945 0,164 0,350 0,271
[ug L]
Mediana 0,247 0,292 0,683 0,174 0,381 0,161
[ug L]
Ql[ugl? 0,203 0,249 0,324 0,080 0,254 0,115
Q3 [ugl? 0,370 0,353 1,143 0,200 0,401 0,372
Rlpgll 0,79 0,30 3,05 0,27 0,44 0,48
CV [%] 73 28 94 78 41 77,5

* Sb(V) oznaczono tylko w jednej probce butelkowanej wody smakowe;j.

** Zawartosci tAs, tCr oraz tSb w butelkowanych wodach mineralnych zostaty oszacowane na podstawie wynikéw dla pieciu toksycznych form specjacyjnych As(lll),
As(V), Cr(VI1), Sb(Ill) oraz Sb(V). tAs — suma As(lll) i As(V), tSb — zawartos¢ réwna stezeniu Sb(V), tCr — zawartosc réwna stezeniu Cr(VI).



Dla butelkowanych wod smakowych i funkcjonalnych zawartosci tAs, tCr oraz tSb zostaty
oznaczone bezposrednio, w przypadku butelkowanych wdd mineralnych oznaczenie takie nie
zostato wykonane. Zawartosci tAs, tCr oraz tSb w butelkowanych wodach mineralnych zostaty
oszacowane na podstawie wynikéw dla pieciu toksycznych form specjacyjnych As(lll), As(V),
Cr(V1), Sb(ll1) oraz Sb(V). Srednie stezenia tAs oznaczone w butelkowanych wodach smakowych,
funkcjonalnych i mineralnych wynosity odpowiednio: 1,606 pg L?, 0,485 pug L't oraz 1,152 pg L.
W przypadku chromu oznaczone w butelkowanych wodach smakowych, funkcjonalnych i
mineralnych stezenia tCr wynosity odpowiednio: 0,395 pg L%, 0,511 pg L't oraz 0,498 pug L1 W
odniesieniu do tSb stezenia oznaczone w butelkowanych wodach smakowych, funkcjonalnych i
mineralnych wynosity odpowiednio: 0,372 pug L%, 0,431 pg L' oraz 0,308 pg L.

Srednie stezenia As(lll) oznaczone w butelkowanych wodach smakowych, funkcjonalnych i
mineralnych wynosity odpowiednio: 0,292 pg L?, 0,349 pg L'* oraz 0,391 pg L. As(V) réwniez
oznaczono we wszystkich trzech typach wdd a srednie stezenia tej formy specjacyjnej w
butelkowanych wodach smakowych, funkcjonalnych i mineralnych wynosity odpowiednio:
0,904 pg L%, 0,218 pg L' oraz 0,879 pg L. Sposréd dwdch form specjacyjnych arsenu As(V) byt
formg dominujgcg w butelkowanych wodach smakowych i mineralnych, As(lll) byt forma
dominujgca w butelkowanych wodach funkcjonalnych. Srednie stezenia obu form arsenu
oznaczone we wszystkich trzech typach waéd znajdujg sie na zblizonym poziomie. Cr(VI) zostat
oznaczony w butelkowanych wodach mineralnych, ale formy tej nie oznaczono w zadnej z
butelkowanych wéd smakowych i funkcjonalnych. Podobnie jak w przypadku Cr(VI), forma
specjacyjna antymonu, Sb(V) oznaczona zostata w zdecydowanej wiekszosci butelkowanych
wod mineralnych oraz w tylko jednej butelkowanej wodzie smakowej. Tak znaczne réznice w
przypadku oznaczanych form specjacyjnych Cr i Sb mogg by¢ konsekwencjg istotnych rézni¢ w
pH badanych prébek [30]. Omawiane w niniejszym rozdziale wyniki znajduja potwierdzenie w
literaturze naukowej. Zaréwno w kontekscie butelkowanych wéd mineralnych jak i napojow o
bogatszym sktadzie obserwowane byly podobne tendencje w odniesieniu do oznaczanych
stezed tAs, tCr i tSb a takze form specjacyjnych tych pierwiastkow
[25,124,128,136,137,141,142,146,148)].

Graficzne zestawienie uzyskanych wynikéw dla procedur oznaczania tAs, tCr i tSb oraz
oznaczania pieciu toksycznych form specjacyjnych i analizy specjacyjnej arsenu we wszystkich
typach waod butelkowanych przedstawiono na rysunku 14.
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Rysunek 14. Zestawienie wynikdw oznaczania: a) tAs, b) tCr, c) tSb, d) As(lll), e) As(V) oraz f) AsB w
butelkowanych wodach smakowanych, funkcjonalnych i mineralnych.

Szacowanie ryzyka zwiqzanego z konsumpcjq butelkowanych wdd mineralnych, smakowych
oraz funkcjonalnych w odniesieniu do innego niz rakotwdrcze negatywnego dziatania As, Cr i Sb
na organizm ludzki.

Szacowanie ryzyka zwigzanego z konsumpcjg butelkowanych wéd mineralnych, smakowych
oraz funkcjonalnych przeprowadzono w odniesieniu do innego niz rakotwdrcze negatywnego
dziatania As, Cr i Sb na organizm ludzki. W celu oceny wyzej wymienionego ryzyka oszacowano
na podstawie trzech parametrow: 1) szacunkowe dzienne spozycie (EDI, ang. Estimated daily
intake), 2) iloraz catkowitego ryzyka (THQ, ang. Total hazard quotient) oraz 3) wskaznik
zagrozenia (HI, ang. Hazard index). Wszystkie sposréd wymienionych parametréow oszacowano
dla zawartosci catkowitych As, Cr i Sb oraz dla wybranych form specjacyjnych tych pierwiastkéw:
suma As(IIl) i As(V), Sb(V) oraz Cr(VI) [149-151].

Parametry EDI oraz THQ oszacowano ze $rednich oraz maksymalnych stezen oznaczonych dla
danego pierwiastka oraz odpowiedniej formy specjacyjnej w prébkach wéd butelkowanych.
Srednie spozycie butelkowanych wéd smakowych i funkcjonalnych zastosowane w obliczeniach
przyjeto na wartosc 94,3 litra na osobe rocznie, na podstawie raportu sprzedazy i konsumpcji
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napojéw Unii Europejskich Stowarzyszen Napojow (UNESDA, ang. Union of European Beverages
Associations) rok 2017 [152]. W odniesieniu do butelkowanej wody mineralnej, Srednie spozycie
przyjeto na wartos¢ 730 litrow na osobe na rok, na podstawie wytycznych WHO odnosnie jakosci
wody przeznaczonej do spozycia przez ludzi [153]. Srednia masa ciata konsumenta zostata
ustalona na 60 kg [149-151].

Parametr EDI, wyrazony w (ug/kg/dzien) oszacowano na podstawie ponizszego réwnania.
Parametr ten ilosSciowo opisuje dzienne spozycie danego czynnika toksycznego wraz ze scisle
okreslong iloscig pozywienia [149-151].
cxDC
BW

Gdzie: c — $rednie/maksymalne stezenie tAs, tCr, tSb lub wybranych form specjacyjnych (ug L),
DC — dzienne spozycie wody butelkowanej (L dziefi!), BW — érednia masa ciata konsumenta (kg)

EDI = (13)

Parametr THQ opisuje ryzyko zwigzane z dziataniem innym niz rakotwdrcze przy
dtugoterminowym narazenia na dziatanie danego czynnika toksycznego (365 dni). Czynnik ten
uwzglednia takze odniesienie do dawki referencyjnej czynnika toksycznego. Poniewaz brak
obecnej legislacji dawek referencyjnych dla wéd smakowych i funkcjonalnych we wszystkich
obliczeniach wykorzystano maksymalne dopuszczalne stezenia As, Cr i Sb dla wody
przeznaczonej do spozycia przez ludzi [154]. Uzyskang wartos¢ THQ nalezy poréwnad z wartoscia
krytyczng, 1. W przypadku, kiedy uzyskana wartos¢ THQ jest nizsza od wartosci krytycznej mozna
whioskowac ze nie ma ryzyka zwigzanego z narazeniem na dany czynnik toksyczny. Parametr
THQ, wyrazony w (mg/kg/dzier) oszacowano na podstawie ponizszego rownania [149-151].

THO EFr x ED x FIR x c 10-3 (14)
= X

RfDo x BW x ATn
Gdzie: EFr — czestotliwos¢ narazenia na czynnik szkodliwy (365 dni w roku), ED — okres narazenia
(przyjety na 70 lat), FIR — wskaZnik spozycia zywnosci (L dzien?), ¢ — $rednie/maksymalne
stezenie tAs, tCr, tSb lub wybranych form specjacyjnych (ug L), RfDo — dawka referencyjna (As:
10 pg LY Sbh: 5 pg LY Cr: 50 pg L), BW - $rednia masa ciata konsumenta (kg), ATn - okres
$redniego narazenia na czynniki niebedace rakotwaérczymi (365 dni/rok x 70 lat narazenia) [149—
151].

Wskaznik zagrozenia stuzy do oceny ryzyka zwigzanego z narazeniem organizmu na kilka
czynnikéw szkodliwych. HI mozna oszacowaé wartosci parametrow THQ przy zatozeniu, ze
mechanizm dziatania toksycznego dla sumowanych czynnikéw jest jak najbardziej zblizony.
Jezeli uzyskana wartosé Hl jest nizsza od wartosci krytycznej, 1 mozna wnioskowaé, ze catkowite
narazenie prawdopodobnie nie spowoduje nie rakotwdrczych niekorzystnych skutkow
zdrowotnych. Wartosci parametru HI obliczono jako sume wartosci parametréw THQ dla tA, tCr
i tSb oraz jako sume wartosci parametréw THQ dla wybranych form specjacyjnych [149-151].

Szacowanie ryzyka dla woéd smakowych i funkcjonalnych przeprowadzono z wykorzystaniem
wynikéw przedstawionych w rozdziale 6.1, dla wdéd mineralnych wykorzystano wyniki
przedstawione w rozdziale 6.2. Wszystkie omawiane ponizej wyniki szacowania ryzyka odnosza
sie do Srednich zawartosci badanych pierwiastkow oraz form specjacyjnych. Zestawienie
wynikéw szacowania ryzyka zwigzanego z konsumpcjg butelkowanych woéd mineralnych,
smakowych oraz funkcjonalnych w odniesieniu do innego niz rakotwdrcze negatywnego
dziatania As, Cr i Sb na organizm ludzki przedstawiono w tabelach 26 i 27.
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Tabela 26. Wartosci parametréw EDI i THQ dla butelkowanych wéd mineralnych, smakowych i funkcjonalnych.

EDI dla THQ dla EDI dla THQ dla
zawartosci zawartosci zawartosci zawartosci
$rednich $rednich maksymalnych  maksymalnych
(ug/kg/dzien) (mg/kg/dzien) (ug/kg/dzien) (mg/kg/dzier)
tAs Smakowe 0,0069 0,0014 0,036 0,0072
Funkcjonalne 0,0021 0,00042 0,0053 0,0011
Mineralne 0,038 0,0077 0,14 0,028
tCr Smakowe 0,0017 0,000034 0,0054 0,00011
Funkcjonalne 0,0022 0,000044 0,0056 0,00011
Mineralne 0,017 0,00033 0,074 0,0015
tSb Smakowe 0,0016 0,00016 0,0049 0,00049
Funkcjonalne 0,0017 0,00017 0,0026 0,00026
Mineralne 0,010 0,0010 0,024 0,0024
Suma Smakowe 0,0051 0,0010 0,016 0,0032
As(lll)  Funkcjonalne 0,0024 0,00049 0,0052 0,0010
i Mineralne 0,042 0,0085 0,22 0,043
As(V)
Cr(Vl)  Mineralne 0,017 0,0017 0,074 0,0015
Sb(V)  Smakowe 0,0023 0,00023 0,0023 0,00023
Mineralne 0,010 0,0010 0,024 0,0024

Tabela 27. Wartosci parametru Hl dla butelkowanych wéd mineralnych, smakowych i funkcjonalnych.

HI dla zawartosci HI dla zawartosci
$rednich maksymalnych
(mg/kg/dzien) (mg/kg/dzien)
tAs, tCritSb Smakowe 0,0016 0,0078
Funkcjonalne 0,00063 0,0014
Mineralne 0,0090 0,032
Suma form Smakowe 0,0013 0,0034
specjacyjnych As, Cri  Funkcjonalne 0,00049 0,0010
Sb Mineralne 0,011 0,047

W odniesieniu do zawartosci catkowitych As, Cr i Sb najwyzsze wartosci parametru EDI zostaty
oszacowane dla tAs w przypadku butelkowanych wéd mineralnych (0,038 pg/kg/dzien) oraz
smakowych (0,0068 pg/kg/dzien) a takze dla tCr w przypadku wéd funkcjonalnych (0,0022
ug/kg/dzien). W ujeciu ogdlnym najwyzsze wartosci parametru EDI oszacowano dla
butelkowanych wod mineralnych, a najnizsze dla wéd funkcjonalnych. Fakt ten, w duzej mierze
wynika jednak ze zdecydowanie wiekszej konsumpcji wod mineralnych niz pozostatych typow
woéd. Wartosé dopuszczalnego dziennego spozycia okreslona przez WHO zostata sposréd
analizowanych pierwiastkéw jedynie dla arsenu. Warto$¢ tg ustalono na 15 (ug/kg/tydzien) [2,1
(ug/kg/dzien)] a nastepnie wycofano bez zastgpienia nowg wartoscia dopuszczalnego
dziennego spozycia [155]. Mimo wycofania wczesniej wymienionej wartosci dopuszczalnego
dziennego spozycia uzyskane w niniejszych badaniach wartosci EDI dla arsenu oraz pozostatych
pierwiastkow zostaty przyréwnane do wartosci dopuszczalnego dziennego spozycia dla arsenu.
Oszacowane wartosci EDI dla wszystkich badanych pierwiastkéw oraz wszystkich badanych
typéw wod byty ponizej wartosci dopuszczalnego dziennego spozycia dla arsenu. Wartosci
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parametru THQ oszacowane dla tAs byty zdecydowanie wyzsze niz wartosci THQ oszacowane
dla pozostatych pierwiastkéw. Podobnie jak w przypadku parametru EDI zdecydowanie wyzsze
wartosci parametru THQ zostaty oszacowane dla wéd mineralnych w przypadku wszystkich
badanych pierwiastkéw. Analogiczne tendencje zaobserwowa¢ mozna w wynikach szacowania
wartosci parametru HI, réwniez w tym przypadku zdecydowanie wyzsze wartosci uzyskano dla
butelkowanych wéd mineralnych. We wszystkich przypadkach oszacowane wartosci THQ oraz
HI byty nizsze od wartosci granicznej (1 mg/kg/dzien) [149-151].

W odniesieniu do analizy specjacyjnej probek butelkowanych wéd smakowych i funkcjonalnych,
ocene ryzyka mozna w petni ocenic tylko w przypadku arsenu, poniewaz Sb(V) wykryto tylko w
jednej badanej prébce, a Cr(VI) nie wykryto w zadnej z prébek. Jedynie w przypadku
butelkowanych wéd mineralnych wszystkie z badanych toksycznych form specjacyjnych wykryto
w znacznej ilosci probek. Podobnie jak w przypadku szacowania ryzyka dla zawartosci
catkowitych badanych pierwiastkdw wyniki szacowania parametru EDI wykazaty najwyzisze
wyniki w przypadku form specjacyjnych arsenu. Poréwnujgc wszystkie typy badanych waéd, w
odniesieniu do oszacowanego parametru EDI dla sumy As(lll) oraz As(V) najwyzszg wartosc
oszacowano dla wod mineralnych (0,042 mg/kg/dzien). Oszacowane wartosci EDI dla wszystkich
badanych pierwiastkdw oraz wszystkich badanych typéw wadd byty ponizej wymienionej w
poprzednim akapicie wartosci dopuszczalnego dziennego spozycia dla arsenu. Analogiczne
tendencje zaobserwowa¢ mozna w wynikach szacowania parametréw THQ oraz HI. Najwyzsze
wartosci THQ oraz HI oszacowano dla sumy form specjacyjnych arsenu w butelkowanych
wodach mineralnych. Wartosci dla wszystkie szacowanych parametréw byly nizsze dla
toksycznych form specjacyjnych w stosunku do catkowitych zawartosci pierwiastkow w
badanych prdébkach. Dla wszystkich badanych pierwiastkdw oraz typow wdd oszacowane
wartosci THQ oraz HI byty nizsze od wartosci granicznej (1 mg/kg/dzien) [149-151].

Zawartosci tAs, tCr oraz tSb oznaczone w butelkowanych wodach mineralnych, smakowych oraz
funkcjonalnych znajdowaty sie na poziomach stezen ponizej maksymalnych dopuszczalnych
stezen arsenu, chromu i antymonu w wodzie przeznaczonej do spozycia przez ludzi ktore
wynoszg odpowiednio 10, 50 i 20 pg L™ [133]. Ponadto wyniki uzyskane w ramach szacowania
ryzyka zwigzanego z konsumpcjg butelkowanych wdéd mineralnych, smakowych oraz
funkcjonalnych w odniesieniu do innego niz rakotwdrcze negatywnego dziatania As, Cr i Sb na
organizm ludzki wykazujg wartosci szacowanych parametréw EDI, THQ oraz HI ponizej wartosci
granicznych. Uzyskane wyniki potwierdzajg brak ryzyka zwigzanego z konsumpcja
butelkowanych wdd smakowych i funkcjonalnych.

6.2 Badanie specjacji pierwiastkdw chemicznych w probkach zywnosci statej

Analiza specjacyjna probek zywnosci statej niesie za sobg zdecydowanie wiekszg ilos¢ wyzwan
niz analogiczne badania prowadzone na prdébkach ciektych. Prawdopodobnie najbardziej
wymagajgcym etapem procesu analitycznego jest przygotowanie prébki do analizy specjacyjnej.
Prawidtowe wykonanie badan specjacji pierwiastkdw chemicznych niesie za sobg wymodg
zachowania form specjacyjnych badanych pierwiastkdw w ich oryginalnym stanie w trakcie
catego procesu analitycznego. W przypadku analizy specjacyjnej prébek zywnosci statej
wymagane jest przeprowadzenie ekstrakcji form specjacyjnych badanych pierwiastkdw. Poza
koniecznoscig zachowania niezmiennosci specjacji badanych pierwiastkow w kontekscie
ekstrakcji istotnym parametrem jest takze uzyskanie odpowiednio wysokiej efektywnosci
ekstrakcji, ktéra umozliwi oznaczanie badanych form specjacyjnych z zachowaniem dobrych
wartosci precyzji pomiaréw. W odniesieniu do réznych typédw matryc badanych prébek, ale
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takze réznych form specjacyjnych badanych pierwiastkéw optymalne mogg okazac sie réine
metody ekstrakcji oraz rézne typy ekstrahentdw. Nie bez znaczenia jest tu takze stosowana
technika analityczna, ktérej ograniczenia mogg wykluczaé stosowanie konkretnych
ekstrahentéw w danym procesie analitycznym. W badaniach specjacji pierwiastkéw
chemicznych w prébkach zywnosci statej najczesciej zastosowanie znajdujg metody ekstrakcji z
wykorzystaniem wody, prostych rozpuszczalnikéw organicznych, buforéw nieorganicznych oraz
enzymow (w tym enzymow symulujgcych procesy trawienne). W ostatnich latach rosnaca
popularnos¢ znalazty takze metody ekstrakcji takie jak ekstrakcja do fazy statej (SPE, ang. solid-
phase extraction), ekstrakcja nadkrytyczna (SFE, ang. supercritical fluid extraction) czy
przyspieszona ekstrakcja za pomocg rozpuszczalnika (ASE, ang. accelerated solvent extraction).
Procesy ekstrakcji w analizie specjacyjnej zywnosci statej bardzo czesto wspomagane sg za
pomocg mieszania mechanicznego, ultradzwiekdw lub energii mikrofalowej. Bez wzgledu na
stosowang metode ekstrakcji konieczna jest skrupulatna kontrola oraz optymalizacja catego
procesu przygotowania prébki pod kontem zapewnienia wysokich wydajnosci ekstrakcji ale
takze zapewnienia niezmiennosci specjacji badanych substancji chemicznych [8,156,157].

6.2.1 Analiza specjacyjna arsenu w algach i produktach zywnos$ciowych z alg

Arsen jest istotnym pierwiastkiem chemicznym, z perspektywy biologii cztowieka oraz aspektéw
sSrodowiskowych. Jak wspomniano w czesci teoretycznej niniejszej pracy doktorskiej arsen
wystepuje w Srodowisku naturalnie, najczesciej w formach nieorganicznych na stopniach
utlenienia Il oraz V. Réwniez w Srodowisku wodnym arsen nieorganiczny jest najbardziej
rozpowszechniony, przede wszystkim w formach: H;AsOs i As(OH);. Ze wzgledu na
podobienistwo nieorganicznych zwigzkéw arsenu do fosforandw pierwiastek ten moze tatwo
przenika¢ do komdrek organizmoéw zywych. Ze wzgledu na wysoka toksycznos¢ nieorganicznego
arsenu wiele organizmow zywych opracowato rézne mechanizmy obronne polegajgce gtéwnie
na przeksztatceniu arsenu nieorganicznego w bardziej ztozone, nietoksyczne, organiczne zwigzki
arsenu. Toksyczno$¢ arsenu szerzej omdwiono w czesci teoretycznej niniejszej rozprawy
doktorskiej, w biezgcym rozdziale przedstawiono tylko kréotkie omdwienie tej kwestii. Zgodnie z
obecnym stanem wiedzy do najbardziej toksycznych form arsenu nalezg nieorganiczne zwigzki
tego pierwiastka. Proste zwigzki arsenoorganiczne, takie jak MMA i DMA, sg mniej toksyczne,
podczas gdy ztozone zwiazki arsenoorganiczne, takie jak AsB lub AsC sg uwazane za
nietoksyczne. Bardziej ztozone zwigzki organiczne arsenu, takie jak As-lipidy lub As-cukry, nie
zostaty jeszcze w petni zbadane pod wzgledem ich toksycznosci [7,158].

Produkty zywnosSciowe na bazie alg zyskujg rosngcg popularnosé w diecie ludzi na catym sSwiecie.
Fakt ten moze prowadzi¢ do powstawania watpliwosci dotyczacych bezpieczenstwa tego typu
zywnosci w kontekscie zawartosci oraz specjacji pierwiastkdw chemicznych. Wysokie stezenia
arsenu, czesto znacznie przekraczajgce stezenia tego pierwiastka w srodowisku, obecne w
algach zostaty wielokrotnie potwierdzone w doniesieniach literaturowych [12,159-162].
Potwierdzono takze zdolnos$¢ alg do metabolizmu arsenu nieorganicznego do form organicznych
tego pierwiastka [159,163-166]. Podczas produkcji zywnosci przetworzonej algi mogg by¢
poddawane obrdbce mechanicznej jak i termicznej, ktédra moze w znacznym stopniu wptywaé
na zmiane specjacji arsenu w gotowym produkcie wzgledem specjacji tego pierwiastka w algach
przed przetworzeniem.

W ramach badania specjacji arsenu w prdobkach przetworzonych produktéw zywnosciowych z
alg przeprowadzono:
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1) oznaczanie tAs w prébkach alg przetworzonych oraz nieprzetworzonych (pod kgtem
zywnosciowym),

2) ekstrakcje arsenu z alg przy wykorzystaniu dwéch metod ekstrakcji i trzech
ekstrahentéw,

3) oznaczanie arsenu catkowitego w ekstraktach z alg (ex tAs),

4) oznaczanie pieciu form specjacyjnych arsenu (AsB, As(lll), DMA, MMA oraz As(V)) w
ekstraktach z alg z wykorzystaniem techniki sprzezonej HPLC/ICP-DRC-MS,

5) bilans analizy specjacyjnej/zawartosci catkowitej arsenu w badanych prébkach alg,

6) identyfikacje nieznanych form specjacyjnych arsenu (uAs) za pomocy techniki
sprzezonej UPLC/ESI-MS/MS (UPLC, ultrasprawna chromatografia cieczowa ang.
ultraperformance liquid chromatography).

6.2.1.1 Przygotowanie prébek alg oraz produktéw zywnosciowych z alg do analizy

W celu oznaczania tAs w badanych prébkach alg przeprowadzono mineralizacje badanych
probek. Zastosowano metode mineralizacji wspomaganej mikrofalami, w uktadzie zamknietym,
z wykorzystaniem kwasu azotowego oraz nadtlenku wodoru. Bezposrednio do kwarcowych
naczyn mineralizacyjnych odwazono okoto 200 mg kazdej z badanych prébek (z wyjgtkiem SRM
3232 - Kelp Powder (Thallus laminariae), ktérego odwazono 500 mg zgodnie z zaleceniami
producenta). Dodano 2,5 mL 65% kwasu azotowego (5 mLw przypadku SRM 3232 - Kelp Powder
(Thallus laminariae)) oraz 0,5 mL 30% nadtlenku wodoru (1 mL w przypadku SRM 3232 - Kelp
Powder (Thallus laminariae)). Program mineralizacji sktadat sie z nastepujgcych etapow: 1)
grzanie do temperatury 200°C, 15 minut, 2) utrzymanie temperatury 200°C, 30 minut, 3)
chtodzenie, 30 minut. Zmineralizowane prébki przeniesiono iloSciowo do kolb miarowych i
rozcieficzono do koncowego stezenia kwasu azotowego na poziomie 3,25%. Kazdg z badanych
probek mineralizowano w trzech powtdérzeniach.

W celu przeprowadzenia analizy specjacyjnej arsenu oraz oznaczenia ex tAs przeprowadzono
ekstrakcje arsenu z alg przy wykorzystaniu dwdch metod ekstrakcji: a) ekstrakcja wspomagana
ultradzwiekami (UE, ang. Ultrasound extraction) oraz b) ekstrakcja wspomagana mikrofalami
(ME, ang. Microwave extraction) i trzech ekstrahentéw: 1) woda; 2) mieszanina metanolu z
wodg (1:1, v/v) oraz 3) 1% w/w kwas azotowy. W przypadku kazdej z metod ekstrakcji odwazka
badanego materiaty wynosita 200 mg. Kazda porcja badanego materiatu zostang poddana
ekstrakcji trzykrotnie w celu zapewnienia wysokich wydajnosci ekstrakcji. Po ekstrakcji
supernatant odparowano do sucha w suszarce laboratoryjnej (40°C) i ponownie rozpuszczono
w 10 mlL ultraczystej wody. Kazdg badang prébke ekstrahowano w trzech niezaleznych
powtdrzeniach. Zestawienie zastosowanych procedur ekstrakcji przedstawiono w tabeli 28.
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Tabela 28. Procedury ekstrakcji arsenu z alg.

Czas Temperatura Objetos¢
Metoda prowadzenia P . Odwazka )<
.. Ekstrahent . prowadzenia ekstrahenta
ekstrakcji ekstrakgji o [mg]
! ekstrakcji [°C] [mL]
[min]
Woda
Mieszanina
metanolu z
Ekstrakcj
w:tcr)amgjaana wodg (1:1, Temperatura
P . g . vlv) pokojowa
ultradzwiekami
Kwas
azotowy
(1%, w/w)
2 2
Woda 30 00 0
Mieszanina
Ekstrakgja metanolu z
wodg (1:1,
wspomagana V) 60
mikrofalami
Kwas
azotowy
(1%, w/w)

Jak wspomniano we wstepie do niniejszej czesci rozprawy doktorskiej w przypadku badania
specjacji pierwiastkdw chemicznych istotna jest nie tylko efektywnos$¢ prowadzonego procesu
ekstrakcji, ale takze zachowanie niezmiennosci rownowagi form specjacyjnych w badanej
probce. Z tego wzgledu, w opisywanych badaniach, poza szacowaniem efektywnosci ekstrakcji
monitorowano takze zmiennos$¢ oznaczanych w badanych prébkach form specjacyjnych w
zaleznosci od zastosowanej metody ekstrakcji.

Na wczesnym etapie badan zdecydowano o rezygnacji z metod ekstrakcji za pomocg 1% kwasu
azotowego. Fakt ten byt spowodowany zaobserwowanymi zmianami w specjacji arsenu w
porownaniu z metodami ekstrakcji za pomocg wody oraz mieszaniny wody z metanolem.
Przyktadowe chromatogramy prezentujgce opisywane zmiany specjacji przedstawiono na
rysunku 15.

5

Ekstrahent
4,5 AsL7) —Woda
4 Woda:metanol (1:1 v/v)
35 As(?) Kwas azotowy 1% (w/w)

As(V)
3

2,5

Intensywnos¢ sygnatu 105 [cps]

As(in) | PMA
) N As(?)
As(?) As(?)
1,5 Ao/ NN/ Nl
1
0,5
0 WVASA SIS —
0 i 2 3 4 5 6 7

Czas [min]

Rysunek 15. Chromatogramy uzyskane dla ekstraktéw préobki wodorostéw Hijiki przygotowanych z
wykorzystaniem trzech ekstrahentow.
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Wyniki uzyskane po ekstrakcji SRM 3232 - Kelp Powder (Thallus laminariae) za pomocg metody
UE oraz ME wykazywaty istotne rozbieznosci. Przy zastosowaniu ME uzyskano chromatogramy
zawierajgce niemozliwe do przypisania konkretnym formom specjacyjnym sygnaty analityczne.
Metoda UE zastosowana do tych samych prébek skutkowata uzyskaniem prawidtowych
sygnatéw analitycznych. W przypadku wodorostéw Nori zaobserwowano istotne rdznice w
rejestrowanych sygnatach w zaleznosci od stosowanego ekstrahenta. W przypadku ekstrakc;ji z
zastosowaniem wody, dla prébki wodorostéw Nori, rejestrowano sygnat chromatograficzny dla
formy specjacyjnej As(lll). Przy zastosowaniu mieszaniny metanolu z wodg jako ekstrahenta, dla
probki wodorostéw Nori, nie rejestrowano sygnatu dla formy As(lll), nie mniej rejestrowano
nowy sygnat chromatograficzny przypisany do niezidentyfikowanej formy specjacyjnej arsenu.
Opisywane rozbieznosci w sygnatach rejestrowanych dla prébki Nori w odniesieniu do dwdch
stosowanych ekstrahentéw przedstawiono na chromatogramach na rysunku 16.

16 As(?)
L4 Ekstrahent
1,2 —Woda

—Woda:metanol (1:1 v/v)

[ary

As(llT)

o
-
<2}

o
™~

Intensywnos¢ sygnatu 105 [cps]
(=)
0

o2
)

o

Czas [min]

Rysunek 16. Chromatogramy uzyskane dla ekstraktéw prébki Nori przygotowanych z wykorzystaniem dwaéch
ekstrahentéw.

Ze wzgledu na rdznice w rejestrowanej specjacji obserwowane dla préobek Nori oraz SRM 3232
- Kelp Powder (Thallus laminariae) zdecydowano o zastosowaniu zaréwno ekstrakcji UE jak i ME
z wykorzystaniem zaréwno wody jak i mieszaniny woda:metanol w dalszym etapie badan.
Efektywnos$¢ stosowanych metod ekstrakcji oszacowano na podstawie réznicy w oznaczonych
zawartosciach tAs oraz ex tAs we wszystkich badanych prébkach. Uzyskane wyniki usredniono.
Oszacowane efektywnosci ekstrakcji wynosity: 52% dla ekstrakcji UE za pomocg wody, 45% dla
ekstrakcji UE za pomoca mieszaniny woda: metanol, 62% dla ekstrakcji ME za pomocg wody
oraz 74% dla ekstrakcji ME za pomocg mieszaniny woda: metanol. Uzyskane wyniki zestawiono
na rysunku 17.
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Rysunek 17. Zestawienie oszacowanych efektywnosci ekstrakcji arsenu z badanych prébek alg.

Do badan z zastosowaniem techniki sprzezonej UPLC/ESI-MS/MS przeprowadzono ekstrakcje z
zastosowaniem mieszaniny metanolu z woda 1:1, v/v. Ekstrakcje prowadzono w mtynku
kulowym. Odwazka badanego materiatu poddana ekstrakcji wnosita 50 mg. Po ekstrakcji probki
wirowano (20 min, 15000 obr/min, 5,0°C). Supernatant (1,0 ml) zebrano i odparowano, stosujac
uktad Speed Vac (40,0°C, 2 godziny). Probki ponownie rozpuszczono w 0,5 mL metanolu i
przesgczono przez filtry PTFE (0,44 um, @ 14 mm).

6.2.1.2 Procedury analityczne badania specjacji arsenu w algach i produktach zywnosciowych
zalg

Oznaczanie zawartosci tAs oraz zawartosci ex tAs w algach.

W pierwszym etapie prowadzonych badan przeprowadzono oznaczanie zawartosci tAs w
badanych prébkach alg. Oznaczano réwniez arsen catkowity w ekstraktach z badanych prébek
alg. Zmineralizowane zgodnie z opisang w poprzednim rozdziale procedurg prébki analizowano
przy uzyciu ICP-MS z zastosowaniem eliminacji interferencji przy pomocy DRC z uzyciem tlenu
jako gazu reakcyjnego. Monitorowano jon “*AsO* oraz zastosowano german (">Ge*) jako wzorzec
wewnetrzny. Zastosowano kalibracje metodg serii wzorcow w zakresie stezen od 0,1 do 10 pg
L. Szczegdtowe parametry procedury oznaczania zawartos$ci tAs oraz zawartosci ex tAs w algach
przedstawiono w tabeli 29.

Oznaczanie zawartosci pieciu form specjacyjnych arsenu (AsB, As(lll), DMA, MMA oraz As(V)) w
ekstraktach z alg z wykorzystaniem techniki sprzezonej HPLC/ICP-DRC-MS.

Analize specjacyjng pieciu form specjacyjnych arsenu (AsB, As(lll), DMA, MMA oraz As(V)) w
badanych prébkach alg przeprowadzono przy zastosowaniu opracowanej i zastosowanej do
analizy szerokiej gamy probek rzeczywistych procedury analitycznej [135,167,168]. W
prowadzonych badaniach wykorzystano kolumne anionowymienng PRP-X100 (4,6 x 150 mm)
(Hamilton Company, Szwaijcaria). Przygotowano faze ruchomg o sktadzie 10 mM NH4H,PO4 i 10
mM NH4NOs oraz pH w zakresie od 9,0 do 9,2. Zastosowano elucje izokratyczng. Podobnie jak w
przypadku oznaczania zawarto$ci arsenu catkowitego za pomocy ICP-MS zastosowano
eliminacje interferencji spektralnych za pomocg DRC z tlenek jako gazem reakcyjnym oraz
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monitorowano jon *'AsO*. Zastosowano kalibracje metoda serii wzorcéw w zakresie stezen od
0,5 do 20 pg L. Szczegétowe parametry procedury oznaczania zawartosci pieciu form
specjacyjnych arsenu w ekstraktach z alg przedstawiono w tabeli 29.

Tabela 29. Wybrane parametry procedur analitycznych oznaczania zawartosci tAs i zawartosci ex tAs oraz oznaczania
form specjacyjnych arsenu (AsB, As(lll), DMA, MMA i As(V)) w algach.

Parametr

Opis/Wartosc

Moc generatora RF 1250 - 1400 W
Przeptyw gazu rozpylajacego (Ar) 0,86 -0,95 L min!
Przeptyw gazu pomocniczego (Ar) 1,20 L min
Przeptyw gazu plazmowego (Ar) 16 L min?

g Materiat stozkdw tacznika Pt

o  Napiecie na soczewkach jonowych 7,5-10,5V

€ Tryb zbierania danych Dual
Monitorowane jony 1As0, 3Ge*
Przeptyw gazu reakcyjnego w DRC (O3) 0,55 L min?
Rpq 0,55
Rpa 0
Rodzaj elucji Izokratyczna
Skfad fazy ruchomej 10 mM NHzH,PO,,

O 10 mM NH4NO3

§ pH fazy ruchome;j 9,0-9,2
Przeptyw fazy ruchomej 1,2 mL min™!
Objetos$é nastrzyku 100 puL
Temperatura kolumny 25°C

Identyfikacja uAs za pomocq techniki sprzezonej UPLC/ESI-MS/MS.

Do identyfikacji nieznanych form specjacyjnych arsenu zastosowano wysokorozdzielczy
tandemowy spektrometr mas QExactive (Thermo Fisher, USA) pofaczony z systemem
ultrasprawnej chromatografii cieczcowej Acquity UPLC (Waters, USA). Zastosowano
chromatografie w uktadzie faz odwrdconych z kolumng UPLC BEH C18 (1.7 um, 2.1 x 100 mm),
(Waters, USA). Zastosowana faza ruchoma skfadata sie z dwéch eluentéw. Eluent A: 0,1%
roztwér kwasu mrowkowego oraz eluent B: acetonitryl. Zastosowano elucje gradientowg o
nastepujacym przebiegu:

e Nastrzyk prébki na kolumne,

e 5 min. przyrost od 0,5 do 10% eluentu B,

e 10 min. przyrost do 75% eluentu B,

e 2 min. przyrost do 98% eluentu B,

e 2 min. utrzymanie 98% eluentu B,

e 1 min. powrdt do warunkéw poczatkowych elucji,

e 4 min. kondycjonowanie kolumny w warunkach poczatkowych.

Badania prowadzono zaréwno w trybie jonéw ujemnych i dodatnich, w obu przypadkach
zastosowano podgrzewane zrddto jonéw HESI-II. Pomiary prowadzono z rozdzielczoscig 70 000
m/z w trybie FullMS oraz 17 500 w trybie ddMS2. Szczegétowe parametry procedury
identyfikacji nieznanych form specjacyjnych arsenu za pomocg techniki sprzezonej UPLC/ESI-
MS/MS przedstawiono w tabeli 30.
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Tabela 30. Wybrane parametry procedury identyfikacji nieznanych form specjacyjnych arsenu za pomoca techniki

sprzezonej UPLC/ESI-MS/MS.

Parametr Opis/Wartosc
Rodzaj elucji Gradientowa
o  Skfad fazy ruchome;j Eluent A: 0,1% kwas mréowkowy,
& Eluent B: acetonitryl
> Przeptyw fazy ruchomej 0,3 mL min
Temperatura kolumny 40°C
Rozdzielczos$¢ w trybie FullMS 70 000 m/z
Rozdzielczo$¢ w trybie ddMS2 17 500 m/z
Przeptyw gazu ostonowego, N» 35 jednostek
Przeptyw gazu pomocniczego, N, 10 jednostek
Przeptyw gazu usuwajgcego, N2 3 jednostki
- Temperatura gazu pomocniczego 400°C
S Napiecie jonizacji 2,5 kV w trybie ujemnym
UG'_' 3,5 kV w trybie dodatnim

Temperatura kapilary wlotowej

350°C

Wspodtczynnik RF dla optyki 50
jonowej
Znormalizowana energia 30eV

fragmentacji w komorze HCD

6.2.1.3 Zapewnienie i kontrola jakosci wynikow pomiaréw

Walidacja procedur analitycznych.

Przeprowadzono walidacje procedury analitycznej oznaczania pieciu form specjacyjnych arsenu
w ramach ktérej wyznaczono parametry takie jak: liniowos$é, LOD, poprawnos$¢ oraz precyzja.
Parametry te oszacowano réwniez dla oznaczania tAs oraz ex tAs. Liniowo$¢ zostata
zweryfikowana za posrednictwem oszacowanych wspoétczynnikdw determinacji [111,112].
Wspodtczynniki te byly szacowane dla kazdej wykreslonej krzywej kalibracyjnej. Poprawnosé
zostata oszacowana za pomocg odzysku dla oznaczania tAs oraz odzysku i efektywnosci
ekstrakcji dla oznaczania ex tAs i pieciu form specjacyjnych arsenu. Odzysk dla tAs i ex tAs
oszacowano na podstawie pomiaréw wykonanych dla CRM 7405-a: Trace Elements and Arsenic
Compounds in Seaweed po mineralizacji. W przypadku oznaczania pieciu form specjacyjnych As
odzysk oszacowano z zastosowaniem metody dodatku wzorca do prdbek rzeczywistych
(dodatek na poziomie 5 pug L) [111]. Precyzja zostata oszacowana w warunkach powtarzalnosci
dla tAs i ex tAs oraz w warunkach odtwarzalnosci wewnatrzlaboratoryjnej dla pieciu form
specjacyjnych arsenu. W kazdym z przypadkéw precyzje wyrazono jako CV [%]. Precyzje dla tAs
oraz ex tAs oszacowano, podobnie jak w przypadku poprawnosci ,na podstawie pomiaréw dla
CRM 7405-a: Trace Elements and Arsenic Compounds in Seaweed po mineralizacji. W przypadku
oznaczania pieciu form specjacyjnych As precyzje oszacowano za pomocg metody dodatku
wzorca do prébek rzeczywistych (dodatek na poziomie 5 ug L). LOD w przypadku oznaczania
tAs oszacowano na bazie pomiaréw wykonanych dla prébki Slepej (3,25% kwas azotowy). W
przypadku ex tAs oraz pieciu form specjacyjnych As LOD oszacowano na bazie pomiaréw
wykonanych dla prébek rzeczywistych z dodatkiem tAs lub pieciu form specjacyjnych As na
poziomie zblizonym do spodziewanej wartosci LOD (0,5 pg L). Warto$é LOD oszacowano na
podstawie rownania 15 [111,112].
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LOD =c+3xSD (15)

Gdzie: c — Srednie stezenie analitu zmierzone w prébce slepej lub prébce z dodatkiem analitu,
SD — odchylenie standardowe pomiardéw dla prébki slepej lub prébki z dodatkiem analitu.

Uzyskane wartosci wspoétczynnikdw determinacji dla krzywych kalibracyjnych wynosity 0,9994
dla tAs oraz 0,9999 dla ex tAs. W przypadku analizy specjacyjnej pieciu form specjacyjnych
arsenu wspotczynniki determinacji dla wszystkich uzyskanych krzywych kalibracyjnych byty
wyzsze niz 0,99. Uzyskane wartosci wspotczynnikdw determinacji potwierdzajg dobrg liniowos¢
otrzymanych krzywych kalibracyjnych. Wartosci LOD oszacowane dla tAs oraz ex tAs wynosity
odpowiednio 0,041 pg L oraz 0,12 pg L. Dla oznaczania pieciu form specjacyjnych arsenu
oszacowane wartosci LOD wynosity: 0,55 pg L dla AsB, 0,61 ug L' dla As(lll), 0,57 pug L dla
DMA, 0,64 pg L dla MMA oraz 0,55 pg L™ dla As(V). Odzysk oszacowany na podstawie pomiaréw
dla CRM 7405-a: Trace Elements and Arsenic Compounds in Seaweed po mineralizacji wynosit:
96% dla tAs oraz 115% dla ex tAs. W przypadku pieciu form specjacyjnych As zakresy
oszacowanych wartosci odzysku wynosity: od 83% do 118% dla AsB, od 86% do 125% dla As(lll),
od 81% do 123% dla DMA, od 80% do 100% dla MMA oraz od 80% do 97% dla As(V). Wartosci
precyzji powtarzalnosci wynosity dla tAs i ex tAs odpowiednio: 2,62% oraz 4,65%. Wartosci
precyzji odtwarzalnosci wewnatrzlaboratoryjnej, wynosity: 4,12% dla AsB, 2,60% dla As(lll),
2,36% dla DMA, 2,91% dla MMA oraz 2,18% dla As(V). Zestawienie oszacowanych parametréw
walidacyjnych przedstawiono w tabeli 31.

Szacowanie niepewnosci wynikow pomiardow.

Niepewnos¢ wynikéw pomiardw szacowano przy zastosowaniu podejScia do szacowania
niepewnosci wynikdw pomiardéw z wykorzystaniem danych pochodzacych z procesu walidacji
(single-lab validation approach, the Nordtest approach) [116,117]. Szacowanie niepewnosci
wynikdéw pomiaréw zostato przeprowadzone na podstawie wynikéw przedstawionych w
poprzednim podrozdziale niniejszej rozprawy doktorskiej. Sktadowe niepewnosci catkowitej
zostaty podzielone na dwie grupy: sktadowe zwigzane z precyzjg oraz sktadowe zwigzane z
poprawnoscig. Ztozong niepewnosc¢ standardowa stezenia badanych analitéw uc(c) oszacowano
na podstawie rdwnania 16 [118].

4e(€) = ¢ [u(p) + w2 (RY (16

Gdzie: u(p) — sktadowa niepewnosci zwigzana z precyzja, u(R) — sktadowa niepewnosci
zwigzana z odzyskiem.

Poszczegdlne sktadowe niepewnosci zwigzane z precyzjg oraz poprawnoscig zostaty oszacowane
zgodnie z réwnaniami przedstawionymi w rozdziale 6.2.1.2 niniejszej rozprawy doktorskiej.
Niepewnosci rozszerzone oszacowano przy zatozeniu poziomu ufnosci okoto 95% przyjmujac
wartos$¢ wspodtczynnika rozszerzenia k=2 [116]. Uzyskane wartosSci niepewnosci rozszerzonej (U,
k=2) dla oznaczania pieciu form specjacyjnych arsenu wynosity: 8,31% dla AsB, 6,58% dla As(lll),
5,24% dla DMA, 4,28% dla MMA oraz 4,81% dla As(V). W przypadku oznaczania tAs oraz ex tAs
nie oszacowano niepewnosci wynikdw pomiaréw. Oszacowane zostato odchylenie standardowe
dla pomiaréw kazdej z badanych préobek (oszacowane wartosci odchylenia standardowego
przedstawiono wraz z wynikami pomiardw w tabeli 32). Zestawienie oszacowanych wartosci
niepewnosci rozszerzonych przedstawiono w tabeli 31.
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Tabela 31. Parametry walidacyjne procedur oznaczania tAs, ex tAs oraz pieciu form specjacyjnych As w algach.

Parametr procedury

. . Analit
analitycznej
tAs ex tAs AsB As(ll) DMA MMA As(V)
Czas retencji [min] - 1,5 1,7 1,9 3,0 4,7
Zakres pomiarowy [pug L] 0,1-10 0,5-20,0
Wspbtczynnik determinacji 0,9994 0,9999 >0,99
LOD [mg kg!] 0,041 0,12 055 061 057 064 0,55
83 - 86 - 81- 80 - 80 -
Odzysk [%] % 115 118 125 123 100 97
W, UE* - 52
M, UE* - 45
Efektywnosé w, i 62
ekstrakcji [%] ME*
M,
ME* - 74
Precyzja [%] 2,62 4,65 412 2,60 2,36 291 2,18
Niepewnosc rozszerzona . -
(k=2) [%] - - 831 6,58 524 482 4,81

*W — woda; M — woda:metanol (1:1, v/v); UE — ekstrakcja wspomagana ultradzwiekami;
MAE — ekstrakcja wspomagana mikrofalami.

**W przypadku oznaczania tAs oraz ex tAs nie oszacowano niepewnosci wynikéw
pomiaréw. Oszacowane zostato odchylenie standardowe dla pomiaréw kazdej z badanych
probek.

Zapewnienie spdjnosci pomiarowej wynikow pomiarow.

Spdjnosé pomiarowy wynikdw pomiaréw dla tAs i ex tAs zapewniono poprzez zastosowanie
CRM 7405-a: Trace Elements and Arsenic Compounds in Seaweed. W przypadku oznaczania
pieciu form specjacyjnych As do zapewnienia spojnosci pomiarowej skorzystano z metody
dodatku wzorca do prébek rzeczywistych [111-113,119].

6.2.1.4 Wyniki badania specjacji arsenu w algach i produktach zywnosciowych z alg

Oznaczanie zawartosci tAs w algach.

Przeprowadzono oznaczanie tAs technikg ICP-MS we wszystkich badanych prdbkach alg po
mineralizacji. Przeprowadzono takze oznaczanie ex tAs technika ICP-MS dla wszystkich
otrzymanych ekstraktow z alg. Uzyskane wyniki dla tAs i ex tAs zebrano w tabeli 32.
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Tabela 32. Wyniki oznaczania tAs (c £ SD [mg kg1]), ex tAs (c £ SD [mg kg]), pieciu form specjacyjnych As (c + U, k=2 [mg kg1]) oraz szacowania bilansu analizy specjacyjnej/zawartosci catkowitej

arsenu (uAs [%]) w probkach alg.

Oznaczenie proébki tAs Metoda ekstrakcji ex tAs As(l11) DMA As(V) uAs
1 34,38+0,99 Woda, UE 17,88+0,68 0,853+0,056 <LOD 2,83+0,14 79
Woda:metanol , UE 9,1240,23 <LOD <LOD 6,5910,32 28
Woda, ME 16,52+0,34 <LOD <LOD 7,3940,36 55
Woda:metanol , ME 26,76%0,70 <LOD <LOD 7,3740,35 72
2 72,6%2,7 Woda, UE 66,0+1,5 0,952+0,063 <LOD 5,64+0,27 90
Woda:metanol , UE 36,54+0,73 1,468+0,097 0,766%0,040 5,94+0,29 78
Woda, ME 48,94+,087 1,147+0,075 <LOD 5,4810,26 86
Woda:metanol , ME 57,99+0,93 1,168+0,077 <LOD 5,95+0,29 88
2a Woda, UE 59,6+1,2 2,63+0,17 0,669+0,035 4,87+0,23 86
Woda:metanol , UE 11,2940,16 1,23340,081 <LOD 4,81+0,23 46
Woda, ME 60,7+2,0 1,195+0,079 <LOD 4,12+0,20 91
Woda:metanol , ME 55,1+1,5 1,248+0,082 0,596+0,031 4,71+0,23 88
3 19,28+0,45 Woda, UE 11,85+0,43 7,88+0,52 <LOD <LOD 34
Woda:metanol , UE 16,51+0,77 <LOD <LOD <LOD 100
Woda, ME 13,83+0,65 8,97+0,59 <LOD <LOD 35
Woda:metanol , ME 14,96+0,70 <LOD <LOD <LOD 100
4 19,37+0,51 Woda, UE 2,82+0,12 1,292+0,085 <LOD <LOD 54
Woda:metanol , UE 10,37+0,30 1,291+0,085 <LOD <LOD 88
Woda, ME 5,35+0,16 1,098+0,072 <LOD <LOD 79
Woda:metanol , ME 11,40+0,35 1,252+0,082 <LOD <LOD 89
5 45,4+1,4 Woda, UE 4,649+0,069 <LOD <LOD <LOD 100
Woda:metanol , UE 14,59+0,59 0,911+0,060 <LOD <LOD 94
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Najwyzszg zawartosc tAs oznaczono w prébce alg Hijiki, zawartos¢ ta wynosita (72,6 + 2,7) mg
kgt. W przypadku prébek alg Nori oraz Morszczynu pitkowanego oznaczone zawartosci tAs byty
zblizone i wynosity odpowiednio: (19,28 + 0,45) mg kg oraz (19,37 + 0,51) mg kg*. Oznaczona
zawartos¢ tAs w CRM 7405-a: Trace Elements and Arsenic Compounds in Seaweed byfa réwna
(34,38 £0,99) mg kg i wykazywata dobra zgodno$é z wartoscig certyfikowana tAs dla tego CRM.
W przypadku SRM 3232 - Kelp Powder (Thallus laminariae) oznaczona zawartos¢ tAs wynosita
(45,4 + 1,4) mg kg'. Certyfikowana zawarto$¢ tAs dla SRM 3232 - Kelp Powder (Thallus
laminariae) wynosi (38,3 + 1,34) mg kg i tym samym oznaczona warto$¢ wykazywata
zdecydowanie gorszg zgodnos¢ z wartoscig certyfikowang niz w przypadku CRM 7405-a: Trace
Elements and Arsenic Compounds in Seaweed. Zawartosci tAs oznaczone dla wszystkich
badanych gatunkdéw alg wykazujg dobrg zgodnos¢ z danymi literaturowymi [70,166,169-174].

Oznaczanie zawartosci pieciu form specjacyjnych arsenu (AsB, As(lll), DMA, MMA oraz As(V)) w
ekstraktach z alg z wykorzystaniem techniki sprzezonej HPLC/ICP-DRC-MS.

Przeprowadzono analize specjacyjng technikg HPLC/ICP-DRC-MS dla wszystkich otrzymanych
ekstraktow z alg. Oznaczano pie¢ form specjacyjnych arsenu: AsB, As(lll), DMA, MMA i As(V).
Badanie specjacji arsenu w algach technika sprzezong HPLC/ICP-DRC-MS potwierdzito obecnos¢
w badanych prébkach zaréwno pieciu form specjacyjnych tego pierwiastka, ale takze ujawnito
obecnos¢ szeregu niezidentyfikowanych form specjacyjnych. Przyktadowe chromatogramy dla
badanych prébek alg przedstawiono na rysunku 18. Szczegétowe wyniki dla oznaczania
zawartosci pieciu form specjacyjnych arsenu, ex tAs oraz uAs przedstawiono w tabeli 32.
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Rysunek 18. Przyktadowe chromatogramy uzyskane dla badanych prébek alg: a) CRM 7405-a: Trace Elements and Arsenic Compounds in Seaweed (Hijiki), b) Hijiki (Sargassum fusiforme),
c¢) Nori (Pyropia yezoensis), d) Morszczyn pitkowany (Fucus serratus), e) SRM 3232 - Kelp Powder (Thallus laminariae).
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Czes¢ z badanych alg przetworzonych (prébki 2, 2a) oraz CRM 7405-a: Trace Elements and
Arsenic Compounds in Seaweed (prébka 1) nalezaly do tego samego gatunku alg, Hijiki,
prawdopodobnym byto uzyskanie dla wspomnianych prébek zblizonych wynikéw pod katem
wykrytych form specjacyjnych As. Zgodnie z przewidywaniami chromatogramy uzyskane dla
wspomnianych prébek wskazywaty na obecnos¢ tozsamych form specjacyjnych zaréwno w
algach przetworzonych jak i CRM 7405-a: Trace Elements and Arsenic Compounds in Seaweed.
W obu opisywanych prébkach oznaczono As(lll), DMA oraz As(V) a takze cztery dodatkowe
sygnaty chromatograficzne przypisane do niezidentyfikowanych form specjacyjnych As, co
przedstawiono na rysunku 18. W odniesieniu do zawartosci oznaczonych form specjacyjnych w
badanych prébkach zanotowano znaczgce rdinice mogace wynika¢ zaréwno z procesu
przetwarzania alg spozywczych. Podobne réznice w zawartosciach form specjacyjnych arsenu w
ramach jednego gatunku alg zostaty opisane w literaturze naukowej. Nie mozna wiec z catg
pewnoscig przesgdzaé o wptywie przetworzenia alg na zawarto$¢ form specjacyjnych arsenu
[172,174]. W prébce wodorostéw Nori, obserwowano znaczace rdznice w oznaczanych i
wykrywanych formach specjacyjnych w zaleznosci od stosowanego ekstrahenta. W przypadku
ekstrakcji z zastosowaniem wody zarejestrowano sygnat chromatograficzny dla formy
specjacyjnej As(lll). Przy zastosowaniu mieszaniny metanolu z wodg jako ekstrahenta nie
zarejestrowano sygnatu dla formy As(lll), ale zarejestrowano nowy sygnat chromatograficzny
przypisany do niezidentyfikowanej formy specjacyjnej arsenu, co przedstawiono na rysunku 18.
W przypadku Morszczynu pitkowanego, ze wzgledu na znane tendencje tego gatunku alg do
szybkiego metabolizmu arsenu nieorganicznego do form organicznych, nie spodziewano sie
oznaczy¢ znacznych ilosci nieorganicznych oraz prostych organicznych form specjacyjnych As
[175,176]. Uzyskane wyniki potwierdzity wstepne zatozenia, w badanej prébce oznaczono niskie
zawartosci As(Ill) w zakresie od (1,098 + 0,072) mg kg do (1,292 + 0,085) mg kg*. W prébce
Morszczynu pitkowanego wykryto takze AsB oraz DMA, jednak oznaczone zawartosci byly
ponizej oszacowanych wartosci LOD dla tych form specjacyjnych. Jak wspomniano wczesniej w
przypadku SRM 3232 - Kelp Powder (Thallus laminariae) wyniki uzyskano tylko przy
zastosowaniu metody ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami. Sposréd wszystkich badanych
form specjacyjnych, w SRM 3232 - Kelp Powder (Thallus laminariae) oznaczono tylko As(lll) oraz
DMA.

Sposrdd wszystkich oznaczonych form specjacyjnych we wszystkich badanych prébkach
najwyzszg zawarto$é¢ oznaczono dla As(lll), (8,97 + 0,59) mg kg™. As(lll) oznaczono w kazdej z
badanych prébek alg w zakresie od <LOD do (8,97 + 0,59) mg kg™. Zakres zawartosci As(V) w
badanych prébkach wahat sie od wartosci <LOD do (7,39 + 0,36) mg kg™. Zawartos$é As(V)
powyzej wartosci LOD oznaczono tylko w algach z gatunku Hijiki, znajdowata sie ona w zakresie
od (2,83 + 0,14) mg kgl do (7,39 + 0,36) mg kg w zaleznosci od zastosowanej procedury
ekstrakcji. DMA oznaczono w badanych prébkach alg w zdecydowanie nizszych zawartosciach
niz As(lll) oraz As(V). W zdecydowanej wiekszosci badanych probek zawarto$¢ DMA znajdowata
sie ponizej wartosci LOD. Zawarto$¢ DMA powyzej LOD oznaczono tylko w prébce alg z gatunku
Hijiki. Zawartos¢ DMA oznaczona w tym gatunku alg miescita sie w zakresie od <LOD do (0,766
+ 0,040) mg kg. AsB wykryto w prébce Morszczynu pitkowanego w zawartosci ponizej LOD.
MMA nie wykryto w zadnej z badanych prdbek. Wyniki badania specjacji arsenu w algach
wykazujg dobrg zgodnosé z danymi dostepnymi w literaturze naukowej [162,172-174].

Bilans analizy specjacyjnej/zawartosci catkowitej arsenu w badanych prébkach alg.

Na podstawie wynikdw uzyskanych podczas oznaczania zawartosci catkowitych ex tAs
przedstawionych w tabeli 32 oraz sumy stezen form specjacyjnych As przedstawionych w tabeli
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32 oszacowano bilans analizy specjacyjnej/zawartosci catkowitej As w badanych prébkach
zgodnie z réwnaniem (10). Poniewaz szacowanie bilansu analizy specjacyjnej/zawartosci
catkowitej As prowadzono na podstawie wartosci ex tAs warto$¢ zwigzang z zawartoscia
niewyekstrahowanych form specjacyjnych przyjeto jako 0. W prowadzonych badaniach przyjeto
zatozenie, ze z kolumny chromatograficznej wymywaty sie wszystkie obecne w badanych
prébkach formy specjacyjne. Warto$é parametru zwigzanego ze stezeniem form specjacyjnych
niewymytych z kolumny przyjeto jako 0. Oszacowane zawartosci uAs wahaty sie od 28% do 100%
wyekstrahowanego z prdbek alg arsenu catkowitego, co zostato przedstawione w tabeli 32.

Identyfikacja uAs za pomocq techniki sprzezonej UPLC/ESI-MS/MS.

Przeprowadzono identyfikacje nieznanych form specjacyjnych arsenu przy zastosowaniu
techniki sprzezonej UPLC/ESI-MS/MS. W pierwszej kolejnosci przeprowadzono identyfikacje dla
SRM 3232 - Kelp Powder (Thallus laminariae), w ktérym certyfikowane jest zawartosc trzech As-
cukréw o masach 328u, 392u oraz 482u. Analiza SRM 3232 - Kelp Powder (Thallus laminariae)
potwierdzita obecnos$¢ As-cukrow certyfikowanych we wspomnianym materiale. Analize
wykonano metodg monitorowania wybranych jonéw odpowiadajacych znanym zwigzkom
organicznym arsenu. Tym samym potwierdzono przydatnos¢ stosowanej procedury do
zatozonych analiz. Przyktadowe sygnaty analityczna zarejestrowane dla SRM 3232 - Kelp Powder
(Thallus laminariae) przedstawiono na rysunku 19.
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Rysunek 19. Wyniki analiz SRM 3232 - Kelp Powder (Thallus laminariae) techniki sprzezonej UPLC/ESI-MS/MS.

Badania technika sprzezong UPLC/ESI-MS/MS przeprowadzono nastepnie dla ekstraktow
pozostatych probek alg. Prowadzone badania potwierdzity obecnosé 12 As-cukrow w badanych
probkach alg. Ponadto zidentyfikowano takze szereg prostych zwigzkéw organicznych As oraz
potwierdzono obecnos$¢ form specjacyjnych takich jak As(V) czy DMA. Zarejestrowano takze
sygnat dla nieznanego zwigzku arsenu o jonie molekularnym CgH1,0sAs*. Przyktadowe widmo
fragmentacji jednego z wykrytych As-cukréw przedstawiono na rysunku 20.
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Wszystkie formy specjacyjne arsenu zidentyfikowane w badanych prébkach alg zestawiono w
tabeli 33.
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Tabela 33. Zestawienie wynikow identyfikacji nieznanych form specjacyjnych arsenu w badanych prébkach alg za pomocg techniki sprzezonej UPLC/ESI-MS/MS.

[M+H]" lub [M7] [M-HT Oznaczenie
Zarejestrowane Doktadnos¢ Wzoér jonu Zarejestrowane Doktadnos¢ Wzér jonu Nazwa [177] e
m/z (ppm) molekularnego m/z (ppm) molekularnego probki
138,9736 0,898 C,HsO.As* - - - DMA (V) 4i5
- - - 140,917 4,295 H204As As(V) 5
- - - 154,9146 2,151 CH402AsS MMMTA(V) 5
- - - 156,8937 0,949 H203AsS MTA (V) 5
167,0041 -4,304 CsH1200As* - - - DMAE 3,4i5
- - - 168,9124 1,628 C,HeASSy DMDTA (V) 5
- - - 170,9095 2,243 CH403AsS MMDTA (V) 1i5
180,9843 1,249 C4H1005As* - - - DMAA 3
197,015 -1,508 CsH1405As* - - - Kwas pentyloarsonowy 3
238,9884 -4,487 CeH1205As* - - - Nieznana 3
- - - 253,0057 2,116 C7H1405As Dimetyloarsynoiloryboza 5
253,0412 -1,356 CgH1504As* - - - Trimetylo-As-cukier G 3i4
255,0208 -2,786 C/H1605As* - - - Dimetylo-As-cukier G 3
271,0143 -5,139 C7H1606As* - - - Kwas 5-dimetylarsynoilo-2,3,4- 3

Trihydroksypentanowy

313,0259 -1,348 CoH150,As* - - - Dimetylo -As-cukier M 3
327,0773 -3,166 C11H2406As* - - - Trimetylo -As-cukier B 2,3i5
329,0573 -1,063 C10H2,05As* - - - Dimetylo -As-cukier B 1,2,4i5
343,0636 -6,910 CsH1605As* - - - Dimetylo -As-cukier E 3
393,0191 -1,010 C10H2,09AsS* 391,0057 4,747 C10H2009ASS Dimetylo -As-cukier A 2,3i5
409,0144 -0,048 C10H22010ASS+ 407,0024 3,585 C10H20010ASS_ Dimetylo -As-cukier C 1, 2i5
483,0607 -0,023 C12H29012AsP* 481,0471 4,253 C13H2701,AsP" Trimetylo -As-cukier D 2,3i5
- - - 497,0239 3,439 C13H27011AsPS Dimetylo -S-As-cukier D 3
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Najwiekszg ilos¢ zwigzkow arsenu wykryto w probkach Nori oraz SRM 3232 - Kelp Powder
(Thallus laminariae), odpowiednio 13 oraz 12 zwigzkéw. W przypadku pozostatych prébek
wodorostow wykryto odpowiednio: 3 zwigzki dla CRM 7405-a: Trace Elements and Arsenic
Compounds in Seaweed, oraz po 4 zwigzki dla przetworzonych wodorostéw Hijiki oraz
Morszczynu pitkowanego. Wyniki prowadzonych badan potwierdzity, ze fakt oznaczenia
wysokich stezen tAs w prébkach zywnosci nie musi by¢ jednoznaczny z wysoka zawartoscia
toksycznych, nieorganicznych form tego pierwiastka w badanych prébkach. Nie mniej obecnosé
szerokiej gamy As-cukréw w badanych prdbkach alg wraz z dotychczas niepotwierdzonym
dziataniem toksycznym lub nietoksycznym tej grupy zwigzkdw arsenu wskazuje potrzebe
dalszych badan z obszaru toksykologii arsenu.

Podsumowanie i wnioski

Jakos¢ oraz bezpieczenstwo zywnosci zalezg od wielu czynnikéw fizycznych, chemicznych oraz
biologicznych. Jednym z najwazniejszych sposrdd czynnikdw chemicznych jest zanieczyszczenie
zywnosci toksycznymi pierwiastkami chemicznymi. W obecnym stanie wiedzy wiadomym jest,
ze toksycznosé pierwiastkdw chemicznych zalezy nie tylko od dawki czy drogi podania, ale takze
od formy chemicznej w jakiej dany pierwiastek chemiczny dostaje sie do organizmu. Z tego
wzgledu informacja o catkowitej zawartosci danego pierwiastka w zywnosci nie zawsze jest
wystarczajgca do oceny jakosci oraz bezpieczernstwa badanej zywnosci.

Analiza specjacyjna pierwiastkdw chemicznych jest waznym wyzwaniem w badaniu produktow
zywnosciowych. Dzieki zastosowaniu zaawansowanej techniki sprzezonej takiej jak LC/ICP-MS
mozliwe jest oznaczanie form specjacyjnych wielu pierwiastkéw chemicznych w prdébkach
zywnosci ciektej i statej przy zachowaniu niskich wartosci granic wykrywalnosci oraz dobrej
precyzji i czutosci pomiaréw. Mimo niewatpliwych zalet techniki LC/ICP-MS do jej najwiekszych
ograniczen nalezy fakt, ze identyfikacja oznaczanych form specjacyjnych pierwiastkéw
chemicznych mozliwa jest tylko poprzez pordéwnanie czasdw retencji z kolumny
chromatograficznej. W przypadku, kiedy brak jest komercyjnie dostepnych wzorcéw, co w
przypadku ztozonych organicznych form specjacyjnych pierwiastkbw chemicznych jest
niezwykle czeste, identyfikacja wykrywanych zwigzkéw chemicznych za pomoca techniki LC/ICP-
MS jest niemozliwa. W takiej sytuacji koniczne jest poszukiwanie alternatywy, ktérg moze by¢
zastosowanie techniki komplementarnej umozliwiajgcej identyfikacje obserwowanych
zwigzkéw chemicznych. Technika taka najczesciej jest spektrometria molekularna, ESI-MS/MS.
Zastosowanie ESI-MS/MS pozwala z duzym prawdopodobienstwem zidentyfikowa¢ wykrywane
organiczne oraz nieorganiczne zwigzki chemiczne. Zastosowanie dwdch komplementarnych
technik sprzezonych do badania tej samej prébki zywnosci daje zdecydowanie szerszy obraz
specjacji.

W niniejszej rozprawie doktorskiej przedstawiono badania specjacji pierwiastkéw toksycznych
As, Cr i Sb w prébkach zywnosci ciektych i statych sprzezonymi technikami komplementarnymi
LC/ICP-DRC-MS oraz ESI-MS/MS. W ramach prowadzonych badan opracowano procedury
analityczne, ktdre poddano procesowi walidacji. W kazdym z prowadzonych eksperymentéw
oszacowano budzet niepewnosci wynikdw pomiaréw oraz zapewniono spéjnos¢ pomiarowa
wynikéw pomiaréw. Opracowane procedury analityczne z powodzeniem zastosowano w
analizie specjacyjnej prébek rzeczywistych butelkowanych wéd mineralnych, smakowych i
funkcjonalnych oraz alg i produktéw przetworzonych z alg. Przedstawione badania specjacji
pierwiastkow toksycznych w prébkach zywnosci ciektej i statej technikami sprzezonymi LC/ICP-
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DRC-MS i ESI-MS/MS wzbogacajg wiedze dotyczgcg obecnosci réznorodnych nieorganicznych i
organicznych form specjacyjnych pierwiastkow toksycznych w zywnosci.

Ponizej przedstawione sg wnioski wynikajgce z przeprowadzonych badan w ramach pracy
doktorskiej:

A. Badanie specjacji pierwiastkow chemicznych w probkach zywnosci cieklej

Badanie wptywu materiatu i koloru opakowania na specjacje As, Cr i Sb w butelkowanych
wodach mineralnych

1. Rozszerzono zakres stosowalnosci  procedury analitycznej  dotyczacej
wielopierwiastkowe] analizy specjacyjnej pieciu toksycznych form trzech
pierwiastkdw: As, Cr i Sb w jednej procedurze analitycznej [110]. Procedure
zastosowano do badania specjacji wymienionych pierwiastkéw w butelkowanych
wodach mineralnych o S$redniej oraz wysokiej zawartosci sktadnikéw
rozpuszczonych;

2. Przeprowadzono ponowng walidacje wybranych parametréw procedury
analitycznej w celu potwierdzenia nowego zakresu stosowalnosci;

3. Przeprowadzono analize prébek rzeczywistych butelkowanych wdéd mineralnych
pod katem wptywu materiatu oraz koloru pojemnika na zawarto$¢ form
specjacyjnych As, Cr i Sb w wodzie;

4. Potwierdzono zaleznos¢ miedzy materiatem i kolorem pojemnika a zawartoscia
form specjacyjnych As(lll), As(V), Cr(VI) oraz Sb(V) w butelkowanych wodach
mineralnych. W wodzie przechowywanej w butelkach szklanych obserwowano
podwyzszone stezenie As(lll) oraz As(V). W wodzie przechowywanej w butelkach z
tworzywa PET obserwowano podwyzszone stezenie Sb(V). W butelkach koloru
zielonego, niezaleznie od stosowanego materiatu, obserwowano podwyzszone
stezenie Cr(VI);

Badanie specjacji arsenu, chromu i antymonu w butelkowanych wodach smakowych i
funkcjonalnych

1. W ramach rozwiniecia problematyki obecnosci form specjacyjnych As, Cr i Sb w
butelkowanej wodzie przeznaczonej do spozycia przez ludzi oraz napojach
opracowano procedury analityczne badania pieciu toksycznych form specjacyjnych
trzech pierwiastkow w jednej procedurze analitycznej w butelkowanych wodach
smakowych oraz funkcjonalnych;

2. Ze wzgledu na bogaty sktad matrycy butelkowanych wdéd smakowych i
funkcjonalnych oraz szereg dodatkdw konserwujgcych, smakowych i
funkcjonalnych stosowanych w tego typu napojach opracowano cztery procedury
analityczne: a) wielopierwiastkowa analiza specjacyjna As(lll), As(V), Cr(VI1), Sb(lll) i
Sb(V), b) analiza specjacyjna arsenu AsB, As(lll), DMA, MMA i As(V), c) poszukiwanie
komplekséw organicznych As, Cr i Sb z zastosowaniem chromatografii wykluczania
oraz d) identyfikacje organicznych kompleksow As, Cr i Sb za pomocg spektrometrii
czasteczkowej;

3. Opracowane procedury zwalidowano, oszacowano niepewnosé wynikéw pomiaréw
oraz zapewniono spdjnos¢ pomiarowg wynikdw pomiardéw;

4. Opracowane procedury zastosowano do analizy probek rzeczywistych
butelkowanych wod smakowych oraz funkcjonalnych;
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10.

W badanych prébkach potwierdzono obecnosé form specjacyjnych takich jak AsB,
As(Il1), As(V), Cr(1ll) oraz Sb(V);

W wyniku przeprowadzonego bilansu analizy specjacyjnej/zawartosci catkowitej As,
Cr i Sb w badanych prébkach potwierdzono fakt, ze zawartos¢é catkowita As, Cr i Sb
nie jest réwna sumie stezen znanych form specjacyjnych tych pierwiastkéw,

Na podstawie wynikdw poszukiwania komplekséw organicznych As, Cr i Sb z
zastosowaniem chromatografii wykluczania stwierdzono obecnos¢
niezidentyfikowanych form specjacyjnych As, Cr oraz Sb w badanych prébkach;
Podjeto probe badania struktury nieznanych form specjacyjnych As, Cr i Sb, za
pomocg spektrometrii czgsteczkowej. Zarejestrowano widma fragmentacji
sugerujgce obecnos¢ organicznych kompleksdw arsenu w badanych prébkach. Nie
byto mozliwosci uzyskania satysfakcjonujgcych wartosci delty ppm pozwalajgcych
na potwierdzenie obecnosci komplekséw organicznych As, Cr i Sb w butelkowanych
wodach smakowych i funkcjonalnych;

Przeprowadzono szacowanie ryzyka zwigzanego z konsumpcjg butelkowanych wéd
mineralnych, smakowych oraz funkcjonalnych w odniesieniu do innego niz
rakotwdrcze negatywnego dziatania As, Cr i Sb na organizm ludzki;

Uzyskane wyniki potwierdzity brak ryzyka zwigzanego z konsumpcjg butelkowanych
waéd smakowych i funkcjonalnych a oznaczone formy specjacyjne obnizyty ryzyko w
poréwnaniu z ryzykiem oszacowanym dla zawartosci catkowitych As, Cr i Sb.

B. Badanie specjacji arsenu w probkach zywnosci statej

Badanie specjacji arsenu w przetworzonych produktach Zywnosciowych z alg

1.

Oznaczono zawartos¢ arsenu catkowitego w prébkach alg po mineralizacji oraz
zawartos¢ arsenu catkowitego w ekstraktach z alg;

Przeprowadzono optymalizacje procesu ekstrakcji arsenu z alg przy wykorzystaniu
dwach technik ekstrakcji: 1) ekstrakcja wspomagana ultradzwiekami oraz ekstrakcja
wspomagana mikrofalami oraz przy zastosowaniu trzech ekstrahentéw: 1) woda, 2)
mieszanina woda: metanol (1:1, v/v) oraz 3) kwas azotowy 1% (w/w);

Opracowano procedury analizy specjacyjnej arsenu w algach: 1) analiza specjacyjna
arsenu AsB, As(lll), DMA, MMA oraz As(V) za pomoca techniki sprzezonej HPLC/ICP-
DRC-MS oraz 2) identyfikacja nieznanych form specjacyjnych arsenu przy
zastosowaniu techniki sprzezonej UPLC/ESI-MS/MS;

Opracowane procedury zwalidowano, oszacowano niepewnosé wynikow pomiaréw
oraz zapewniono spdjnos¢ pomiarowg wynikdw pomiaréw;

Opracowane procedury zastosowano w analizie prébek rzeczywistych alg oraz
produktédw zywnosciowych przetworzonych z alg;

W wyniku przeprowadzonych badan potwierdzono obecno$¢ w badanych prébkach
form specjacyjnych As takich jak: AsB, As(lll), DMA oraz As(V) a takze obecnos¢ w
badanych prdbkach As-cukréw (12 zwigzkdéw) oraz szeregu innych prostych
organicznych zwigzkow As.
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Streszczenie

W rozprawie doktorskiej przedstawiono podsumowanie wynikdw badan prowadzonych w
latach 2015 —2020 w ramach studium doktoranckiego. Prowadzone eksperymenty miaty na celu
badanie specjacji arsenu, chromu i antymonu w prébkach zywnosci ciektej (wody mineralne,
smakowe oraz funkcjonalne) i statej (algi). W badaniach zastosowano zaawansowane techniki
sprzezone LC/ICP-DRC-MS oraz ESI-MS/MS. Istotnym elementem wszystkich prowadzonych
eksperymentdw byto takze zapewnienie jakosci wynikéw pomiaréw.

Bezpieczenstwo i jako$¢ zywnosci zalezg od wielu, zaréwno biologicznych jak i chemicznych,
czynnikéw. Jednym z najwazniejszych sposréd tych czynnikéw jest obecnos¢ w produktach
zywnosciowych pierwiastkdw chemicznych. Toksycznos¢ i biodostepnosé pierwiastkdw
chemicznych nie zalezy jedynie od dawki czy drogi podania, ale rdwniez od formy w jakiej dany
pierwiastek dostaje sie do organizmu. W zwigzku z powyzszym oznaczenie tylko catkowitej
zawartosci pierwiastkédw chemicznych w prébce zywnosci nie jest wystarczajgce w ocenie
jakosci produktow zywnosciowych. Informacje o formach chemicznych pierwiastkéw
wystepujacych w prébce mozna uzyskac dzieki zastosowaniu analizy specjacyjnej. Najwazniejszg
technika analityczng stosowang obecnie w analizie specjacyjnej pierwiastkow chemicznych jest
technika sprzezona LC/ICP-MS. Technika LC/ICP-MS posiada jednak niezwykle istotne
ograniczenie, pozwala ona na identyfikacje oznaczanych form specjacyjnych tylko na podstawie
poréwnania czaséw retencji z kolumny chromatograficznej. W przypadku braku dostepnych
wzorcdw oznaczanych substancji nie jest mozliwa petna identyfikacja tych substancji. Z tego
wzgledu w ostatnich latach metody analizy specjacyjnej dazg do réwnolegtego stosowania
techniki sprzezonej LC/ICP-MS oraz technik komplementarnych, ktére pozwalajg na
identyfikacje wykrywanych substancji nawet w przypadku braku dostepnosci substancji
wzorcowych. Najpopularniejszg obecnie technikg komplementarng do techniki sprzezonej
LC/ICP-MS jest LC/ESI-MS/MS. Technika ta pozwala na identyfikacje szerokiego spektrum
zwigzkdéw organicznych oraz nieorganicznych za posrednictwem wyznaczenia doktadnej masy
atomowej analizowanego zwigzku oraz obserwac;ji jego Sciezki fragmentacji.

Przeprowadzone studium literaturowe dowodzi niezwykle waznej roli analizy specjacyjnej w
ocenie jakosci zywnosci oraz wskazuje kierunek dla dalszych badan. W czesci literaturowej
niniejszej rozprawy doktorskiej opisano nastepujace zagadnienia: 1) opis wybranych
pierwiastkdw chemicznych oznaczanych w ramach badan specjacji pierwiastkdw chemicznych
w prébkach zywnosci, 2) rodzaje prdobek zywnosci w badaniach specjacji pierwiastkow
chemicznych  przy zastosowaniu techniki sprzezonej LC/ICP-MS oraz technik
komplementarnych, 3) opis wybranych technik analitycznych stosowanych w badaniach
specjacji pierwiastkow chemicznych w prébkach zywnosci, 4) krytyczny przeglad uregulowan
prawnych dotyczacych zawartosci pierwiastkdw chemicznych w zywnosci. Obecne trendy
literaturowe wyraznie pokazujg, ze zmienia sie podejscie metodyczne do prowadzenia analizy
specjacyjnej. Zastosowanie jednej techniki do analizy badanej prébki stato sie niewystarczajace,
coraz powszechniejsze staje sie stosowanie wielu technik komplementarnych w celu uzyskania
wiekszej ilosci informacji o wystepujgcych formach chemicznych pierwiastkow w badanej
probce. Widoczna jest takze potrzeba opracowywania nowych, zwalidowanych procedur
analitycznych, ktére pozwolg nie tylko poszerzyé naszg wiedze o specjacji pierwiastkdw
chemicznych w zywnosci, ale takze pomoga w opracowaniu nowych, bardziej szczegdétowych
norm prawnych.
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W czesci eksperymentalnej niniejszej rozprawy doktorskiej przedstawiono opracowane
procedury analizy specjacyjnej oraz wyniki badania specjacji As, Cr i Sb w prdébkach
rzeczywistych zywnosci ciektej (wody mineralne, smakowe oraz funkcjonalne) i statej (algi). W
prowadzonych badaniach stosowano zaawansowane techniki sprzezone takie jak IEC/ICP-DRC-
MS, SEC/ICP-DRC-MS oraz UPLC/ESI-MS/MS. Rozszerzono zakres stosowalnosci procedury
oznaczania As(lll), As(V), Sb(lll), Sb(V) oraz Cr(VI) dla butelkowanych wéd mineralnych o
szerokim zakresie zawartosci sktadnikdéw rozpuszczonych. Opracowang procedure analityczna
zastosowano w analizie probek rzeczywistych. Potwierdzono zalezno$¢ miedzy materiatem i
kolorem pojemnika a zawartoscig toksycznych form specjacyjnych As(lll), As(V), Cr(VI) oraz Sb(V)
w butelkowanych wodach mineralnych. Formy specjacyjnej Sb(lll) nie wykryto w Zzadnej z
badanych prébek butelkowanej wody mineralnej. W wodzie przechowywanej w butelkach
szklanych obserwowano podwyzszone stezenie As(lll) oraz As(V). W wodzie przechowywanej w
butelkach z tworzywa PET obserwowano podwyzszone stezenie Sb(V). W butelkach koloru
zielonego, niezaleznie od stosowanego materiatu, obserwowano podwyzszone stezenie Cr(VI).
Sposrod wszystkich oznaczanych form specjacyjnych, dominujgcg formg w badanych prébkach
butelkowanych wéd mineralnych byt As(V). Stezenie zadnej z oznaczonych form specjacyjnych
As, Cr i Sb nie przekraczato maksymalnych dopuszczalnych stezen arsenu, chromu i antymonu
w wodzie przeznaczonej do spozycia przez ludzi ktére wynoszg odpowiednio 10, 50 i 20 pg L.
W kolejnym etapie prowadzonych badan opracowano procedury analityczne oznaczania
toksycznych form specjacyjnych: As(lll), As(V), Sb(lll), Sb(V), Cr(Vl) oraz pieciu form
specjacyjnych arsenu: AsB, As(lll), DMA, MMA, As(V) w prdobkach butelkowanych wadd
smakowych i funkcjonalnych. Opracowano takze procedury analityczne oznaczania nieznanych
form specjacyjnych As, Cr i Sb technikami SEC/ICP-DRC-MS oraz ESI-MS/MS. Opracowane
procedury analityczne zastosowano w analizie préobek rzeczywistych butelkowanych wéd
smakowych i funkcjonalnych. W prébkach butelkowanych wéd smakowych i funkcjonalnych
potwierdzono obecnos¢ form specjacyjnych takich jak AsB, As(lll), As(V), Cr(lll) oraz Sb(V). W
badanych prdbkach nie wykryto form specjacyjnych MMA, DMA, Sb(lll) oraz Cr(VI). W wyniku
dalszych badan stwierdzono obecnos¢ niezidentyfikowanych form specjacyjnych As, Cr oraz Sb
w badanych prébkach. Podjeto prébe identyfikacji niezidentyfikowanych form specjacyjnych As,
Cr i Sb, za pomocay spektrometrii czagsteczkowej. Mimo zarejestrowania widm fragmentacji
sugerujgcych obecnosé organicznych komplekséw arsenu w badanych prébkach, nie udato sie
uzyskac¢ satysfakcjonujgcych wartosci delty ppm pozwalajgcych na potwierdzenie obecnosci
tych komplekséw w badanych prébkach. Przeprowadzono szacowanie ryzyka zwigzanego z
konsumpcjg butelkowanych wdéd mineralnych, smakowych oraz funkcjonalnych w odniesieniu
do innego niz rakotwodrcze negatywnego dziatania As, Cr i Sb na organizm ludzki. W celu
przeprowadzenia oceny ryzyka oszacowano trzy parametry: EDI, THQ oraz HI. Wszystkie sposréd
wymienionych parametréow oszacowano dla zawartosci catkowitych As, Cr i Sb oraz dla
wybranych toksycznych form specjacyjnych tych pierwiastkow: suma As(lll) i As(V), Sb(V) oraz
Cr(VI1). Uzyskane wyniki potwierdzity brak ryzyka zwigzanego z konsumpcjg butelkowanych wad
mineralnych, smakowych i funkcjonalnych a oznaczone formy specjacyjne As, Cr i Sb obnizyty
ryzyko w poréwnaniu z ryzykiem oszacowanym dla zawartosci catkowitych As, Cr i Sb. Ponadto
zawartosci tAs, tCr oraz tSb oznaczone w butelkowanych wodach smakowych oraz
funkcjonalnych znajdowaty sie na poziomach stezen ponizej maksymalnych dopuszczalnych
stezen arsenu, chromu i antymonu w wodzie przeznaczonej do spozycia przez ludzi ktére
wynoszg odpowiednio 10, 50 i 20 pg L1 W czeéci badari dotyczacej badania specjac;ji
pierwiastkdw chemicznych w prébkach zywnosci statej przeprowadzono analize specjacyjng As
w algach i produktach zywnosciowych z alg. Oznaczono zawartos$¢ catkowitg arsenu w pieciu
probkach alg. Przeprowadzono optymalizacje procesu ekstrakcji arsenu z alg z zastosowaniem
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dwdch metod ekstrakcji oraz trzech ekstrahentéw. Opracowano procedure oznaczania pieciu
form specjacyjnych arsenu: AsB, As(lll), DMA, MMA i As(V) w algach oraz produktach
zywnosciowych z alg. Opracowano procedure analityczng identyfikacji nieznanych form
specjacyjnych arsenu przy zastosowaniu techniki sprzezonej UPLC/ESI-MS/MS. Opracowane
procedury zastosowano w analizie prébek rzeczywistych alg oraz produktéw zywnosciowych z
alg. W wyniku przeprowadzonych badan potwierdzono obecno$¢ w badanych prébkach form
specjacyjnych As takich jak: AsB, As(lll), DMA oraz As(V). W zadnej z badanych prébek nie
wykryto formy specjacyjnej MMA. Na chromatogramach otrzymanych dla wszystkich badanych
prébek zarejestrowano dodatkowe sygnaty pochodzace od niezidentyfikowanych form
specjacyjnych As. Przeprowadzono identyfikacje nieznanych form specjacyjnych As za pomoca
spektrometrii czgsteczkowej. Prowadzone badania potwierdzity obecnos¢ 12 As-cukréw w
badanych prébkach alg. Zidentyfikowano takze szereg prostych zwigzkdw organicznych As oraz
potwierdzono obecnos$¢ form specjacyjnych takich jak As(V) czy DMA. Zarejestrowano takze
sygnat dla nieznanego zwigzku arsenu o jonie molekularnym CsH120s5As*. Wyniki prowadzonych
badan potwierdzity, ze fakt oznaczenia wysokich stezen tAs w prébkach zywnosci nie musi by¢
jednoznaczny z wysoka zawartoscig toksycznych, nieorganicznych form tego pierwiastka w
badanych prébkach. Wszystkie opracowane procedury oznaczania form specjacyjnych As, Cr i
Sb w prébkach zywnosci poddano procesowi walidacji, oszacowano niepewnos¢ wynikow
pomiaréw oraz zapewniono spdéjnos¢ pomiarowg wynikow pomiaréw.
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Summary

The doctoral dissertation presents a summary of the results of research conducted in 2015-2020
as part of the doctoral study. The conducted experiments were aimed at the study of the
speciation of arsenic, chromium and antimony in samples of liquid (mineral, flavored and
functional bottled drinking water) and solid (algae) foods. Advanced hyphenated techniques
LC/ICP-DRC-MS and ESI-MS/MS were used in the research. An important element of all
conducted experiments was also the quality assurance of measurement results.

Food safety and quality depends on many biological and chemical factors. One of the most
important of these factors is the presence of chemical elements in food products. The toxicity
and bioavailability of chemical elements depends not only on the dose or the way that element
enters the body, but also on the species in which the element enters the body. Therefore, the
determination of only the total content of chemical elements in a food sample is not sufficient
in assessing the quality of food products. Information on the species of the elements present in
the sample can be obtained by using speciation analysis. The most important analytical
technique currently used in speciation analysis of chemical elements is the LC/ICP-MS
hyphenated technique. The LC/ICP-MS technique has, however, an extremely significant
limitation, it allows the identification of the species determined only by comparing the retention
times from the chromatographic column. In the absence of available standards for determined
substances, it is not possible to fully identify these substances. For this reason, in recent years,
speciation analysis methods have strived for the parallel application of LC/ICP-MS hyphenated
technique and complementary techniques that allow the identification of detected substances
even in the absence of standard substances. Currently, the most popular complementary
technique to the LC/ICP-MS technique is LC/ESI-MS/MS. This technique allows the identification
of a wide spectrum of organic and inorganic compounds by determining the exact atomic mass
of the analyzed compound and observing its fragmentation path.

The conducted literature study proves the extremely important role of speciation analysis in
assessing food quality and indicates the direction for further research. The following topics are
described in the literature part of this doctoral dissertation: 1) description of selected chemical
elements often determined as part of the study of chemical element speciation in food samples,
2) types of food samples studied in the research of chemical elements speciation using LC/ICP-
MS technique and complementary techniques, 3) description of selected analytical techniques
used in the study of speciation of chemical elements in food samples, 4) critical review of legal
regulations regarding the content of chemical elements in food. Current literature trends clearly
show that the methodical approach to speciation analysis is changing. The use of one technique
for the analysis of the tested sample has become insufficient, the use of many complementary
techniques to obtain more information about the occurring species of elements in the tested
sample is becoming more and more common. There is also a visible need to develop new,
validated analytical procedures that will not only broaden our knowledge of the speciation of
chemical elements in food but also help in the development of new, more detailed legal
standards.

In the experimental part of this dissertation, speciation analysis procedures were developed and
the results of the speciation of As, Cr and Sb specifications in samples of liquid (mineral, flavored
and functional waters) and solid (algae) foods were present. During the research advanced
hyphenated techniques such as IEC/ICP-DRC-MS, SEC/ICP-DRC-MS and UPLC/ESI-MS/MS were
used. The scope of applicability of the analytical procedure for the determination of five toxic
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species: As(lll), As(V), Sb(lll), Sb(V) and Cr(VI) has been extended to the bottled mineral water
samples with a wide range of dissolved components. The developed analytical procedure was
used in the analysis of real samples. The relationship between material and color of the
container and the content of toxic species As(lll), As(V), Cr(VI) and Sb(V) in bottled mineral
waters has been confirmed. The Sb(lll) was not detected in any of the tested samples of bottled
mineral water. Elevated levels of As(lll) and As(V) were determined in water stored in glass
bottles. Elevated Sb(V) concentration was determined in water stored in PET bottles. Increased
Cr(VI) concentration was determined in green bottles, regardless of the material used. Of all the
species determined, the dominant species in the tested samples of bottled mineral waters was
As(V). The concentration of any of the specified species of As, Cr and Sb did not exceed the
maximum allowable concentrations of arsenic, chromium and antimony in water intended for
human consumption, which are 10, 50 and 20 pg L, respectively. In the next stage of research,
analytical procedures were developed for the determination of toxic five species: As(lll), As(V),
Sb(Ill), Sb(V), Cr(VI) and five species of arsenic: AsB, As(lll), DMA, MMA and As(V) in samples of
bottled flavored and functional waters. Analytical procedures for the determination of unknown
species of As, Cr and Sb by SEC/ICP-DRC-MS and ESI-MS/MS have also been developed. The
developed analytical procedures were used in the analysis of real samples of bottled flavored
and functional waters. The samples of bottled flavored and functional waters confirmed the
presence of species such as AsB, As(lll), As(V), Cr(lll) and Sb(V). Species such as MMA, DMA,
Sb(lll) and Cr(VI) were found in the tested samples. Further tests revealed the presence of
unidentified species of As, Cr and Sb in the tested samples. An attempt was made to identify
unidentified species of As, Cr and Sb by molecular spectrometry. Despite recording of
fragmentation spectra suggesting the presence of organic arsenic complexes in the tested
samples, it was not possible to obtain satisfactory delta ppm values allowing to confirm the
presence of these complexes in the tested samples. An estimation of the risk associated with
the consumption of bottled mineral, flavored and functional waters in relation to the non-
carcinogenic negative effect of As, Cr and Sb on the human body was performed. To perform
the risk assessment, three parameters were estimated: EDI, THQ and HI. All these parameters
were estimated for the total content of As, Cr and Sb and for selected toxic species of these
elements: the sum of As(lll) and As(V), Sb(V) and Cr(VI). The obtained results confirmed the lack
of risk associated with the consumption of bottled mineral, flavored and functional waters, and
the determined species of As, Cr and Sb reduced the risk compared to the risk estimated for
total As, Cr and Sb contents. In addition, tAs, tCr and tSb contents in bottled flavored and
functional waters were at concentration levels below the maximum allowable concentrations
of arsenic, chromium and antimony in water intended for human consumption which are 10, 50
and 20 pg LY, respectively. In the part of the research concerning the study of speciation of
chemical elements in solid food samples, the As speciation analysis was carried out in algae and
food products from algae. The total arsenic content in five algae samples was determined.
Optimization of the extraction procedure of arsenic from algae was carried out using two
extraction methods and three extractants. The procedure for determining five species of arsenic
was developed: AsB, As(lll), DMA, MMA and As(V) in algae and algae food products. An
analytical procedure was developed to identify unknown species of arsenic using the
hyphenated technique UPLC/ESI-MS/MS. The developed procedures were used in the analysis
of algae and algae food products samples. As a result of the research, the presence of As species
such as: AsB, As(lll), DMA and As(V) was confirmed. No MMA was detected in any of the tested
samples. Additional signals for unidentified As species were recorded on the chromatograms
obtained for all tested samples. Identification of unknown As species by molecular spectrometry
was performed. The research confirmed the presence of 12 As-sugars in the tested algae
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samples. A number of simple As organic compounds have also been identified and the presence
of species such as As(V) and DMA has been confirmed. The signal for the unknown arsenic
compound with molecular ion CsH1,0sAs* was also recorded. The results of the conducted
research confirmed that the fact of determining high tAs in food samples does not have to be
synonymous with a high content of toxic, inorganic species of this element in the tested
samples. All developed procedures for determining As, Cr and Sb species in food samples were
validated, uncertainty of measurement results was estimated, and measurement traceability
was ensured.
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