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i. 

OPSOMMING 

Metale, en meer spesifiek spoorelemente, waarvan sommige essensieel 

is vir normale groei en ontwikkeling, word deur lewende organismes 

geakkumuleer. Die organisme besit die vermoe om die geassimileerde 

element weer uit te skei, maar ook om dit in die weefsel te stoor. 

Die moontlikheid dat organo-metaalverbindings, chelaatverbindings 

en metaalamines gedurende die proses van metabolisme gevorm kan 

word, bestaan dus wel. 

Daar bestaan verskeie analitiese tegnieke vir die kwantitatiewe 

bepaling van spoorelemente in biologiese materiaal. Om elke 

tegniek aan die gevraagde vereistes van sensitiwiteit, reprodu­

seerbaarheid en akkuraatheid te laat voldoen, word gebruik gemaak 

van gespesialiseerde instrumentasie. Met biologiese matryse 

verg die meeste van hierdie metodes egter 'n voorbereidende ont­

bindingsprosedure om die organiese materiaal af te breek. Dit 

impliseer droging gevolg deur droe of nat verassingsprosedures 

van die materiaal. Die vraag ontstaan egter of geakkumuleerde 

metale, deur organismes gemetaboliseer word tot vlugtige orga­

niese verbindings, en indien wel, of dit die huidige, algemene 

analitiese metodiek wat gebruik word, enigsiens kan beinvloed. 

Aan die hand van mariene organismes, word in hierdie studie die 

radionukliedes van die elemente kroom, mangaan, yster, kobalt, 

sink, arseen, selenium, kadmium, antimoon en lood gebru~k om 'n 

bydrae te lewet tot die begrip van metaboliese prosesse, en ter­

selfdertyd lig te werp op die betroubaarheid van die analitiese 

tegnieke wat toegepas word. 



ii. 

Die radionukliedes is vir die organismes, Crassostrea gigas, 

beskikbaar gestel in die anorganiese, nie-vlugtige sout, en was 

die oester in staat gestel om die metale d.m.v. hul natuurlike 

biologiese aktiwiteite te akkumuleer en metaboliseer. Na 'n 

tydperk vin assimilasie, is die individuele monsters onderwerp 

aan oond- en vriesdrogingsprosedures. Moontlike veranderings 

in die geassimileerde radioaktiwiteit gedurende die drogings­

proses a.g.v. die vorming van organiese verbindings met metabo­

lisme, is sodoende waargeneem. 

Die resultate toon betekenisvolle verliese tydens die droging 

van biologiese materiaal en impliseer die vorming van metaal­

organieseverbindings tydens metabolisme. Dit impliseer egter 

ook dat die konvensionele metodes wat gebruik word om biologiese 

materiaal mee voor te berei, afbreek doen aan die kwantitatiewe 

bepaling van spoorelemente. 
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1. 

1.1 ALGEMEEN 

Die oseane is 'n komplekse. samestelling wat ongev:eer 70% van 

die oppervlakte van die aarde beslaan. Alhoewel die 

elementele samestelling van hierdie waters al geruime tyd aan 

die wetenskap bekend is, word daar as gevolg van die toename 

in bevolking en di.e ontwikkeling op die gebied van industria­

lisasie in 'n steeds toenemende tempo navorsing op hierdie 

gedeelte van die aarde toegespits. 

Sedimentiese gesteentes van die aardkors bestaan al miljoene 

jare en deur al die eeue is daar in die oseane met die min?rale 

van hierdie gesteentes, 'n ewewigstoestand opgebou. Die soge­

naamde makro-elemente wat die hoofbestandele van seewater vorm 

nl, B, F, Na, Mg, Cl, K, Ca, Br, Sr, word dus gelykmatig en 

homogeen aangetref met 'n hoofbestandeel tot chloor verhouding 

wat as konstant weergegee kan word (Or 71). Soortgelyk 

behoort die haas onbeskryf like rykdom van mariene fauna en 

flora deur toedoen van eeuelange evolusie en aanpassing, tot 

hierdie ewewigstoestand. Die inname of verwerping van die 

makro-elemente deur mariene diere- en plantelewe is dus 'n 

natuurlike fisiologiese ewewigsproses. Dit spreek dus ook 

vanself dat die konsentrasies van hierdie elemente, in afson­

derlike individue van dieselfde spesies, nie wesenlik kan ver­

skil nie, en dat hierdie elemente onder sulke natuurlike, 

normale omstandighede, nie toksies is nie. 

Die samestelling van die aardkors sluit egter ook talle ander 

elemente in, en is dit logies dat hierdie elemente ook in die 
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rnariene-omgewing verteenwoordig sal·wees. _ As gevolg van hul 

laer konsentrasies in die aardkors en as gevolg van die 

chemiese eienskappe van hul verbindings, bestaan hierdie 

elemente in spoorhoeveelhede, met konsentrasies ordes laer 

as die hoofbestandele, en word dan ook geklassifiseer as 

spoorelemente. Die persentasie bydrae van spoorelemente tot 

die totale elementkonsentrasie in die oseane, is du~ b~ie 

gering wat kan impliseer dat chemiese en f isiese bedrywighede 

'n ongelykrnatige distribusie sal veroorsaak. Dit is dan ook 

inderdaad so dat die konsentrasie van 'n spoorelement kan 

varieer van streek tot streek as gevolg van absorpsie en 

adsorpsie reaksies, sowel as biologiese prosesse. 

Filosofies kan besoedeling gedefinieer word as 'n versteuring 

van die normale of natuurlike toestand, gewoonlik deur toe­

voeging, rnaar indien verwydering geskied, kan dit ook as 

besoedeling beskou word. Enige toevoeging van spoormetale 

tot 'n bepaalde streek in die see, veroorsaak afwyking van 

die natuurlike konsentrasie en kan as besoedeling besternpel 

word. Sulke toevoegings van metale vind wel p~aas a.g.v. 

industrieele afval, mynbedrywighede en lug-uitval, en lei 

tot die beklemtoning van streeksvariasies. 

Normaalweg word die toegevoegde metale deur hoof saaklik drie 

metodes vanuit die waters verwyder, nl., 
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(i) presipitasie, wat voorkom wanneer die konsen-

trasie van die metaal hoer is a~ die oplosbaar-

heid van die metaalverbinding; 

(ii) adsorpsie op die oppervlakke van partikulere 

deeltjies bv. sedimente en planktonorganismes, 

en (iii) die akkumulasie van die metale deur die biolo-

giese aktiwiteite van die mariene organismes. 

Sommige organismes, soos die verskillende plankton spesies, 

oesters, swartmossels en seewiere, besit die vermoe om metale 

te akkumuleer tot konsentrasievlakke duisende male hoer as die 
cL 

van die waters in die omgewing (Bf' 71, O'S 71, Br 71, Or 71·, 

Va 71, Fo 76, Eu 74). In spoorhoeveelhede is die metale 

natuurlike bestandele (Fo 75) met sommige soos sink,. koper en 

kobalt selfs essensieel vir normale groei en ontwikkeling van 

se·elewe (Br 71). Konsentrasievlakke in die marienelewe kan 

egter 'n punt bereik waar dit die organisme benadeel en dus 'n 

toksikologiese effek openbaar. Hierdie organismes word a.g.v. 

hul akkumulasievermoe, as akkumulasie of indikator organismes 

beskryf en word gebruik om streeksvariasies en besoedelings-

vlakke aan te dui. 

1.2 AKKUMULASIE EN METABOLISME VAN METALE DEUR 

MARIENE-ORGANISMES 

1. 2 .1 Akkumulasie 

Die storting van afval in strandmere, riviere en kus-
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waters, het die gebruik van indikator organismes en meer 

bepaald filtervoeders en seewiere, om veranderinge in metaal­

konsentrasies aan te dui, die afgelope paar jaar sterk na 

vore laat tree. Indikator- of akkumulasie organismes kan 

gedef inieer word as organismes met sodanige biologiese eien­

skappe dat dit die bedrywighede in die onmiddelike omgewing 

weerspieel. 

Om aan hierdie def inisie te beantwoord, moet voldoen kan 

word aan die volgende vereistes (Fo 75): 

(i} organismes moet geaffekteer kan word deur metaal­

besoedeling, m.a.w. moet toenames en afnames van 

metaalkonsentrasies in die omgewing kan aandui; 

(ii) in genoegsame getalle beskikbaar wees; 

(iii) hoofsaaklik stilsitters wees; 

(iv) fisies groot genoeg wees om te voldoen aan genoeg­

same materiaal vir analises; 

en (v) die leeftyd van 'n organisme moet lank genoeg 

wees om kort sowel as lang termyn veranderinge 

in die omgewing te kan aandui. 

Aan hierdie kriteria voldoen seewiere en veral filtervoeders 

wat hoofsaaklik metale akkumuleer uit hul voedsel, naamlik 

mikro-org~nismes en verskillende plankton spesies (Pe 73). 
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Die akkumulasie van talle elemente is dan ook bestudeer aan 

die hand van verskeie organismes soos b~ die krap Carcinus 

maenas (Br 71), oester C. virginica (Pr 68), seewier 

Laminara digitata (Br 69) en die mossel MytiZus (Br 65, Se 71, 

Pe 73). 

In die water, voedsel uitgesluit, is metale egter ook vir 

indikator organismes beskikbaar as verbindings in die opge­

loste vorm, of gea)t-sorbeer op partikulere deeltjies (Or 71). 

Anorganiese verbindings (Ba 67) sowel as organies gebonde 

komplekse (Pi 70, Sl 71) kan algemeen voorkom, en kan beteken 

dat die chemiese vorm waarin 'n element in die water bestaan, 

'n belangrike rol sal speel in 'n organisme se biologiese be-

drywighede. 

Dat metale wel as die opgeloste anorganiese verbindings deur 

filtervoeders geakkumuleer word, is omvattend bestudeer met 

die mossel MytiZus eduZis (Pe 73). In akwariums, gemerk 

met die isotope van sink,yster, kobalt en mangaan, het die 

mossels die teenwoordige hoeveelhede van hierdie elemente 

binne 21 dae geakkumuleer en is selfs die verskillende organe 

waarin die akkumulasie plaasgevind het, geidentifiseer. Hier-

die bevindinge is dan ook van groot belang vir die huidige 

ondersoek na die vlugtigheid van organiese metaalverbindings, 

wat moontlik gevorrn kan word tydens die metabolisme van die 

verskillende spesies. Dat die oorspronklike vorrn van die 

element wat in so 'n studie aangewend word, die anorganiese 

· verbinding rnoet wees, is dan ook van essensieele belang. 
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As uitgangspunt is hierdie werk dan ook gebaseer op bogenoemde 

waarnemings nl., dat filterorganismes in staat is tot die 

akkumulasie van opgeloste anorganiese elemente of hulle soute. 

1.2.2 Metabolisme 

Die gedrag van metale in mariene organismes kan beskrywe word 

aan die hand van absorpsie,uitskeiding en storing (Br 71). 

Absorpsie vanuit 'n seewater oplossing geskied oor die algemene 

liggaams-oppervlak of deur spesiale organe soos bv. die kuwe van 

'n organisme. 'n Goeie voorbeeld van die absorpsie van 'n 

metaal in die oplosbare f ase is die van die kreef Homarius 

vulgaris (Be 71). Bloed wat deur die kuwe van die organisme 

vloei bevat 'n sink konsentrasie van ongeveer 7 dele per 

miljoen wat ongeveer 10 3 maal hoer is as die van water. Om 

dus die konsentrasie gradient oor die kuwe te behou, sou dit 

wou voorkom dat sink deur middel van 'n aktiewe vervoer orga­

nisme opgeneem moes word. Dit is egter nie die geval nie. 

In die bloed word die sink so sterk gebind aan proteiene, dat 

die konsentrasie gradient vir ongebonde sink voorkeur gee aan 

diffusie vanaf die water deur die kuwe tot die bloed. Hierdie 

tiepe absorpsie proses is nie noodwendig universeel vi~ alle 

metale in alle organismes nie, maar kan algemeen voorkom. 

Absorpsie vanuit die spysverteringskanale is ook 'n belangrike 

bron van metaal akkumulasie en daar is gevind dat die oester 

Ostrea edulis heelwaarskynlik metale in groter konsentrasies 
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absorbeer vanaf verorberde voedsel as vanuit die water (Pr 69). 

Die affiniteite vir verskillende metale deur verskillende orga­

nismes kan egter grootliks verskil. 

Die uitskeidings proses vind hoofsaaklik langs drie wee plaas. 

Eerstens kan die metaal uitgeskei word terug oor die liggaams­

oppervlak en deur die .kuwe·soos in die krap Carcinus maenas 

(Br 66), tweedens deur die metaal na die ingewande uit te skei 

soos in die geval van die varswater kreef, Austropotamobius 

paZZipes paZZipes (Br 67), en derdens in die uriene soos in die 

geval met die mossel spesies, Octopus dofZeini (Po 65). 

Wanneer metale in die organisme behoue bly na die prosesse van 

akkumulasie en uitskeiding, kan dit beskou word as storing of 

opberging. Dit vind dan in die weefsel, soos bv. in die 

hepato-pankreas van die garnaal Crangon vuZgaris (Dj 70) plaas, 

en die vraag is dan in watter chemiese vorm die metaal in di·e 

organisme geberg word. 

1.3 ORGANO-METAALVERBINDINGS 

'n Organo-metaalverbinding word gewoonlik gedefinieer as 'n 

koolstof-metaal verbinding waar die metaal regstreeks aan 'n 

koolstof atoom verbind is, wat die soute van organiese sure, 

chelaat-verbindings, metaalamines, esters en eters uitsluit, 

omdat die koolstowwe van laasgenoemdes aan die betrokke ele­

ment verbind word deur die tussenkoms van 'n derde element. 
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Die fisiese eienskappe en chemiese gedrag van 'n organo-metaal­

verbinding, hang gewoonlik af van die aard van die betrokke 

element sowel as die aard van die organiese groep waaraan die 

element gebind word. Vera! twee neigings kan beide f isies en 

chemies waargeneem word (Ro 57) nl., 

(i) wanneer verskillende organiese groepe gebind 

word aan dieselfde element, toon die kookpunte 

.van die verbindings 'n stygende tendens na ge­

lang die grootte van die organiese groep toe­

neem, bv. 

(CH3 ) 4 Si kpt 26.5°C 

(C2H5)4 Si 153 

(n-C3H7)4 Si 212 

(n-C4H
9

) Si 275 

(n.-C
5

H11 )
4 

Si 318 

(ii) 'n organiese groep, gebind aan die verskillende 

elemente van dieselfde groep in die periodieke 

tabel, toon dat die kookpunt van die verbindings 

styg met toename in molekulere gewig, bv., 

(CH3)3 N kpt 3.5°c 

(CH3)3 p 42.0 

(CH3)3 As 52.8 

(CH3)3 Sb 80.6 

(CH3)3 Bi 110.0 
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(iii) in 'n gegewe groep elemente van die periodieke 

tabel, is die verbindings van die swaarder elemente 

meer onstabiel as die van die ligter elemente. 

Vervlugtiging in die groep 2B elemente sou dus neig 

· om in die volgorde Hg > Cd > Zn te geskied, terwyl 

(iv) termiese stabiliteit hoer is in die verbindings 

van die meer elektronegatiewe elemente in dieselfde 

periode, bv., in die vierde periode is die elektro-

negatiewe eenhede van Se en Zn 2.4 en 1.6 onder-

skeidelik (Si 66) en die kookpunte van die dime-

o 0 tielverbindings Se(CH3 ) 2 en Zn(CH3 ) 2 55 C en 46 C 

onderskeidelik. 

In hierdie studie sou dit egter eng wees om net organo-metaal-

verbindings as sulks voor oe te hou, aangesien die vorming van 

bv., chelaat-verbindings en metaalamines tydens metabolisme, 

nie summier uitgesluit kan word nie. Dit is bv. bekend dat 

proteiene metale bind. Kalsium, yster, koper, sink, kadmium, 

en kwik word deur 'n proteien, metallothionein, wat deur die 

lewer geproduseer word, gebind, en selfs ander proteiene is 

ge-identifiseer wat ten opsigte van metale dieselfde rol vervul 

(Fr 71) • Hul suiwer f isiese eienskappe soos dampdrukke, kook-

punte en vervlugtigings-eienskappe is egter onbekend, en dit 

onderskryf die argument dat hierdie tiepe verbindings deeglik 

in ag geneem moet word tydens hanterings-prosesse in die 

laboratorium. 



10. 

Terwyl die vanning van organiese verbindings, in die natuur of 

tydens metabolisme, vir die me~ste elemente tot 'n hoe mate 

onbekend is, is kwik die uitsondering. Of skoon die organies-

gebonde vorm algemeen voorkom - metielkwik (CH3Hg) en pheniel­

kwik (C6H5Hg) word onderskeidelik in die landbou en papier­

industrie gebruik (Je 72) ~ word anorganiese kwik ook in die 

natuur na die organiese vorfu omgesit (Je 72). 

Kwiksulfiede is 'n verbinding met 'n baie lae oplosbaarheids­

produk (10- 53 ) en indien die sulfiede enigsins teenwoordig is 

sal HgS gevonn word 

HgS 

terwyl 'n direkte biologiese effek nl., 'n ensiematiese oksi­

dasie proses (Fa .71) verantwoordelik is dat kwik ione.beskik­

baar word vir die vanning van anorganiese en organiese ver-

bindings. 

algemeen in die natuur deur middel van die biologiese inter-

aksie van mikro-organismes (Je 72). Dit is egter belangrik 

om daar op te wys dat huidig aanvaar word dat die hoer organismes 

soos bv. vis nie in staat is tot die etielering of metielering 

van kwik nie. 

Opsommenderwys kan dus die stelling gemaak word dat alhoewel 

die eienskappe van organo-metaalverbindings redelik goed bekend 

is, is die chemiese eienskappe van organiese verbindings in die 

natuur en tydens metabolisme, tot 'n hoe mate 'n bron van onseker­

heid, en kan dit lei tot foutiewe aannames met die analises van 

metale in biologiese materiaal. 



1.4 DROGING VAN BIOLOGIESE MATERIAAL 

Veertig elemente van die periodieke tabel word aanvaar as 

van biologiese belang, gegrond op hul alomteenwoordigheid in 

die natuur. Van hierdie veertig word twaalf geklassif iseer 

as makro-elemente, vyf (mangaan, kobalt, koper, sink, en 

molibdeen) kom voor as spoorelemente in plante en diere, 

ses (fluoriede, silikon, selenium, boron, jodium en bromiede) 

is nie-metale en sewentien is teenwoordig in die menslike 

weefsel met metaboliese aktiwiteite (No 74). 

Daar bestaan verskeie analitiese te~nieke vir die kwantita-

tiewe bepaling van hierdie elemente in biologiese materiaal. 

11. 

Om elke tegniek in mindere of meerdere mate aan die gevraagde 

vereistes van bv.· sensitiwiteit, reproduseerbaarheid en akkuraat­

heid te laat voldoen, word vrylik gebruik gemaak van gespesia-

liseerde, hoogsontwikkelde instrumentasie. Dit stel dan ook 

die analis in staat om metaalkonsentrasies in die nanogram 

(10-9 g/g) meetgebiede, te bepaal. Met biologiese matryse is 

die meeste van hierdie metodes egter onderhewig aan 'n voor­

bereidende onbindingsprosedure om die organiese verbindings af 

te breek. Dit impliseer gewoonlik die droging van materiaal 

gevolg deur dro~ of nat verassingsprosedures. 

Om die algemene gebruikswyse t.o.v. voorbereidende prosedures 

te illustreer, word 'n baie kort uittreksel, verteenwoordigend 

van die omvangryke literatuur, in tabelvorm op bladsy 12 weer­

gegee. Hieruit is drie tendense waarneembaar: 
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Eerstens word droe verassing toegepas by temperature in die 

orde van 40o 0 c tot 600°c. Indien die elemente in die bio­

logiese matrys, slegs as die anorganiese soutverbi~ding sou 

bestaan, kon droe verassing by hierdie hoe temperature gereg-

verdig word. Immers, as gevolg van hul hoe dampdrukke, is 

13. 

die kritiese temperature van die meeste metaal-soute relatief 

hoog. Die chloriedes van natrium, kalsium, magnesium, koper, 

yster, niekel, kadmium, load en sink bv., kook by l 413°c 

•i 600°c, l 412°c, 993°c, 675°c, 973°c, 960°c, 9S0°c en 732°c 

respektiewelik. Dit is egter opvallend dat met hierdie veras-

singstegniek, moontlike metaalverliese wel voorsien word en 

dat opbrengsbepalings derhalwe uitgevoer word. Dit geskied 

egter in alle gevalle deur die byvoeging van 'n anorganiese 

sout by die biologiese matrys, wat daarop dui dat die bestaan 

van organiesgebonde metaalverbindings nie in ag geneem word nie. 

Tweedens kom die tendens voor om teen relatiewe lae tempera­

ture te droog (l00°c tot i.10°c) en die gedroogde materiaal 

dan nat te veras met sterk oksiderende sure. Dit is waarneem-

baar dat wanneer opbrengsbepalinge tydens hierdj_e tegniek uit­

gevoer word, dit slegs gedoen word tydens die nat-verassings 

fase deur weereens die byvoeging van 'n anorganiese sout. Dit 

impliseer weereens, dat die moontlike bestaan van vlugtige 

organiese verbindings, wat tot verliese kan lei selfs by hier­

die lae temperature, oor die hoof gesien word. 

Die derde tendens is die droging van biologiese materiaal met 

die sogenaamde vriesdroging metode. Die teorie waarop hier-

die rnetode berus is die van sublimasie, d.i. direkte oorgang 

van die vaste na die gas fase by sub-zero temperature. 



Slegs 'n geringe persentasie analiste gebruik egter hierdie 

metode, moontlik omdat d1t 'n groter kapitaal uitleg vereis 

en tydrowend is i.v.m. termiese drogingsmetodes, maar heel~ 

waarskynlik ook omdat die belangrikheid van moontlik aan-

14. 

wesige, vlugtige organiese verbindings nie in ag geneem word nie. 

1. 5 MOTIVE RING 

Indien die vorige vier afdelings opgesom moet word, sou dit 

gedoen kon word met die vraag: 

Word metale, tydens akkumulasie, deuP organismes gemeta­

boliseer tot vlugtige organiese verbindings, en indien wel, 

word die anali~iese prosedures wat gebruik word om die metale 

in biologiese materiaal te bepaal, hierdeur geraak? 

Die doel van hierdie projek was om bogenoemde vraag te beant­

woord met die mariene-omgewing as uitgangspunt. 

Omdat die klem van die vraagstuk op metaalorganiese verbindings 

val, het die beplanning van die projek hofsaaklik twee vereistes 

gestel, nl., 

(i) die elemente wat bestudeer sou word, moes vir die 

organisme beskikbaar wees in die anorganiese vorm; 

en (ii) dit was noodsaaklik dat organismes in staat gestel 

word om die elemente d.m.v. hul natuurlike biologiese 

aktiwiteite te akkumuleer en metaboliseer. 



15. 

Alhoewel hierdie eksperimentele beplanning homself dus ook sou 

verleen tot die inwinning van data oor die akkumulasie proses 

as sulks, m.a.w. tempo van akkumulasie en affiniteite vir 

elemente, was dit as sekbnder beskou. Daarom is daar in die 

eksperimentel~ opstelling ook nie gepoog om die natuurlike 

mariene-omgewing so getrou.na te boots, dat absolute kwantita­

tiewe vergelyking, t.o.v. die akkumulasie prosesse, met die 

natuurlike omgewing gemaak sou kon word nie. 

Die filtervoeders, Crassostrea gigas (oesters) is in akwariums 

aan die lewe gehou vir 21 dae waartydens hulle in staat gestel 

was om die radioisotope van die elemente kroom, mangaan, yster, 

kobalt,.sink, arseen, selenium, kadmium, antimoon en lood te 

akkumuleer. Met hierdie benadering was aanvaar dat die 

chemiese en fisiese eienskappe van die isotope m.b.t. akkumulasie 

en metabolisme, nie wesenlik van die eienskappe van die stabiele 

elemente verskil nie. 

By voltooiing.van die akkumulasie proses, was die organisme in 

sy geheel van die skulp verwyder en onderwerp aan drogings-

prosedures by verskillende temperatuurvlakke. Die resulterende 

data sou met betrekking tot drogingstemperature eerstens gewigs­

verlies van biologiese materiaal en tweedens die verandering in 

die geakkumuleerde isotoopkonsentrasies, wat die vorming van 

vlugtige organiese verbindings impliseer, kon toelig. 

Daar is dus met hierdie studie gepoog om 'n bruikbare bydrae te 

lewer tot die begrip van die metaboliese prosesse by mariene 

organismes, en terselfdertyd lig te werp op die betroubaarheid 

van analitiese tegnieke, wat toegepas word in die ondersoek van 

metale in die mariene omgewing. 



H 0 0 F S T U K 2 

E K S P E R I M E N T E E L 

2.1 Inleiding 

2.2 Akkumulasie 

2.2.1 Elemente en nukliedes 

2.2.2 Organismes 

2.2.3 Akwariums 

2.3 Droging 

2.4 Aktiwiteitsmeting 

2.4.1 Gammaspektroskopie 

2.4.2 Instrumentasie 

2.4.3 Kalibrasie en meting 
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2.1 INLEIDING 

Radionukliedes word algemeen gebruik as spoorders in biologiese 

studies (Sh 75). Twee belangrike voordele is verbonde aan 

hierdie tegniek, nl., 

en 

(i) lae konsentrasies van 'n element kan gebruik word 

as gevolg van die beskikbaarheid van hoe spesif ieke 

aktiwiteite, en is veral van belang wanneer die 

meer toksiese elemente in 'n studie gebruik word; 

(ii) 'n lewende organisme kan ondersoek word terwyl dit 

in sy natuurlike omgewing verkeer, m.a.w. 'n monster 

vir analise kan nie-verterend ontleed word. 

Die geldigheid om 'n radionuklied in die natuur te gebr~ik as 

spoorder om die gedrag van die ooreenstemmende stabiele element 

te voorspel, word betwyfel indien die fisiese en chemiese eien-

skappe van die nuklied nie bekend is nie. By gebrek hieraan, 

is hierdie tegniek onderhewig aan die aanname dat die f isiese 

en chemiese vorms van die stabiele en radioaktiewe isotoop nie 

van mekaar verskil nie. As gevolg van bogenoemde voordele is 

dan ook besluit om radionukliedes, waarvan die fisiese en 

chemiese vorms bekend is, in hierdie projek te gebruik. 

Wanneer van 'n organisme verwag word om onder akwarium toe­

stande metale te akkumuleer, moet ingedagte gehou word dat om-

gewingsfaktore 'n invloed mag uitoefen. Hiervan is soutgehalte, 

pH, temperatuur en die konsentrasie van stabiele elemente in die 

water van die belangrikstes (Sh75). Om tydens droging die 
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vervlugtiging van metale in biologiese materiaal te bestudeer, 

was die optimum, kwantitatiewe akkumulasievermoe van 'n bepaalde 

organisme, egter van sekondere belang. Dit impliseer dat al­

hoewel gepoog was om omgewingsf aktore in hierdie eksperimentele 

opstelling te optimiseer, geringe afwykings daarvan, van geen 

wesenlike belang sou wees nie. 

'n Opsommende beskrywing van die eksperimentele eienskappe van 

hierdie projek, word in tabel 2.1 op bladsy 18 aangegee, en word 

vervolgens bespreek in die opvolgende onderafdelings. 

2.2 AKKUMULASIE 

2.2.1 Elemente en nukliedes 

Die keuse van die ele~ente en hul isotope was gedoen met 

inagneming van die volgende faktore: 

(i) die mate van bekendheid waarmee 'n element. en/of 

die nuklied deur organismes geakkumuleer word; 

(ii) die halfleeftye van nukliedes en die relatiewe in­

tensi tei te van hul y-strale; 

(iii) die redelikheid waarmee nukliedes bekom kon word; 

en (iv) die chemiese eienskappe van die verbindings van 

sommige metale, wat kori lei tot verliese tydens 

die droging van biologiese materiaal. 
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19. 

Kerneienskappe van die isotope, van die ooreenstemmende 

stabiele elemente waarop besluit was, word aangetoon in tabel 

2.2 op bladsy 20 .. Uit tabel 2.1 word aangetoon dat nukliedes 

eerstens toegedien was as die anorganiese verbinding. 

Tweedens was die spesifieke aktiwiteite baie hoog wat impliseer 

dat die natuurlike konsentrasies van die elemente in die 

akwariumwater, nie wesenlik .deur die toevoeging van radio-

isotope verhoog was nie. Die natuurlike konsentrasies van 

die betrokke stabiele elemente in seewater, wissel tussen onge-

veer 1 en 0.1 ng/ml (Va 75). Uit tabel 2.1 kan die bydrae 

tot die stabiele element konsentrasie, deur die toegevoegde 

nuklied, be~eken word. In al die gevaile behalwe yster en 

selenium was die bydraes 0.02 ng/ml en kon die nuklied 

beskryf word as draevry. ·Met yster en selenium was die bydraes 

ongeveer 1 ng/ml en was daar dus wel 'n wesenlike bydrae ten 
. 

opsigte van die natuurlike konsentrasie, wat die akkumulasie 

proses moontlik kon beinvloed. 

Dit is bekend .dat organismes meer as een nuklied gelyktydig 

kan akkumuleer (Pe 73). Omdat die gelyktydige akkumulasie 

van nuklfedes die aantal akwariumbakke benodig sou verminder, 

en die hantering van monsters sou vergemaklik, was die nukliedes 

verdeel in vier groepe, met inagneming van hul gamma-energiee, 

soos aangedui in tabel 2.1 op bladsy 18. Die relatiewe lae 

intensiteite van die y-strale van Cr 51 en Pb 2 1D, 9% en 4% 

onderskeidelik, het egter genoodsaak dat hierdie nukliedes in 

hoer konsentrasies toegevoeg moes word. Derhalwe om stralings-



TABEL 2.2 

Radibnukliedes wat in akwariums vir akkumulasie deur die 

oester C. gigas, gebruik was. 

Gammastraal- Intensiteit 
Nuklied Half leeftyd 

·energie (keV) y/100 desintegrasies 

s 1cr 27.8 d 320 9 

54Mn 303 d 835 100 

59pe 45.6 d 1 095 56 

ssco 71. 3 d 810 99 

6Szn 245 d 1 115 49 

74As 17.9 d· 596 61 

7Sse 120.4 d 265 60 

io9cd 453 d 88 lOOa 

12Ssb 2.7lj 427 31 

210pb 20.4 j 47 4 

a Dit word aanvaar dat hierdie nuklied slegs deur ~-invangs 

na die 88 keV vlak van l0 9Ag verval. 

Volledige vervalskema is nog onbekend. 

20. 

I 

I 



dosisse in die akwarii.lms so laag as moontlik te hou, is hier­

die nukliedes afsonderlik ondersoek. 

2.2.2 Organismes 

21. 

In Hoofstuk 1 was verwys na ··die akkumulasie vermoens van filter-

voeders. In hierdie eksperiment was dan ook gebruik gemaak van 

die oester Crassostrea gigas, verkrygbaar vanaf die Knysna 

strandmeer van die Suid-Afrikaanse ooskus. 

Oesters was vanaf _Knysna per lug vervoer na die laboratorium te 

Faure. Alle organismes was na hulle aankoms deeglik gewas en 

geskrop om die groei van m~kro-organismes in die akwariums te 

voorkom en daarna vir 5 dae in seewater by kamer temperatuur 

gelaat, vir akklirnatisasie ·doeleirides. 

Slegs gigas van 'n ?epaalde grootte - sien afdeling 2.4.2 -

was geskik vir eksperimentele doeleindes - gevolglik was elke 

besending ontvang onderhewig aan klassifikasie. Dit het mee­

gebring, dat die individuele aantal oesters wat aangewend kon 

word vir akkumulasie, in die onderlinge groepe verskil het, 

soos aangedui in tabel 2.1. 

·Gedurende die akkumulasie tydperk van 30 dae, het mortaliteite 

wel voorgekom en was die dooie oesters uit die akwariums ver­

wyder. Die hoogste mortaliteite - 100% - het voorgekom in 

die groep yster, arseen en atimoon. Aangesien 'n toksikologiese 
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effek, wat 'n skynbare rede vir hierdie mortaliteite was, 

buite die doel van hierdie studie geval het, was besluit om 

die elemente arseen en antimoon by hierdie projek uit te sluit. 

Selfs die herhaling met yster afsonderlik, het slegs 'n baie 

geringe verbetering getoon soos aangedui in tabel 2.1. 

Vir meting van die geakkumuleerde nuklied, was die totale 

organisme versigtig uit die skulp verwyder, vir 2 minute in 

skoon lopende water gespoel, en in 'n voorafgeweegde glashouer 

geplaas. Die nat gewigte van alle monsters was geboekstaaf 

om gewigsverliese met droging te kon waarneem. 

2.2.3 Akwariums. 

Vier vierkantige bakke van deursigtige glas was gebou en word 

getoon op bladsy 94. _ Die afmetings van elke houer was so 

beplan dat dit 'n volume tot aantal organisme verhouding van 

minstens twee tot een handhaaf. Elke akwarium was voorsien 

van 'n plastiese filter op die bodem, en 'n diafragma pompie 

wat lug by twee teenoorgestelde hoeke van die bak uitborrel. 

Die voorsiening van lug en die filter was van so 'n aard aan­

mekaar gekoppel, dat die ~ater 'n roterende patroon van bo na 

ender in die bak vorm, en sodoende alle afval van die organismes 

op die bodem kon filtreer. 

Om moontlike kontaminasie a.g.v. die borrelende effek van die 

lugtoevoer te verhoed, was elke akwarium voorsien van twee 
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driehoekige plate geplaas bo die watervlak waar die lug uit-

borrel, om sodoende die spat van waterdruppels te voorkom. 

Alhoewel 'n glasdeksel om verdamping te beperk aangebring was, 

was die akwarium volume weekliks aangevul met gedistileerde 

water om die soutgehalte en pH van die water konstant te pro-

beer hou. 

Natuurlike seewater was gebruik om die akwarium mee te vul. 

Volumes van 30 liter was filtreer deur 0,45 µm sellulose-

nitraat filters om eenvormigheid gedurende die eksperiment te 

verseker. Om die groei van mikro-organismes te beperk, was 

elke akwarium na 21-dae voorsien van vars gefiltreerde seewater. 

Soos opgemerk in die inleiding van hierdie hoofstuk, is tempera-

tuur 'n omgewingsfaktor wat die akkumulasie vermoe van organismes 

beinvloed. C. gigas vanaf Knysna kom van 'n mariene-omgewing 

0 ·met 'n watertemperatuur van ongeveer 12 C, terwyl kamertempera-

0 tuur in die laboratorium ongeveer 23 C was. 'n Voorlopige 

eksperiment om die ef fek van hierdie temperatuur verandering op 

die akkumulasieproses waar te neem, was uitgevoer. Die 

resultate het getoon dat die organismes, ten spyte van hierdie 

omgewingsyerandering, genoegsaam akkumuleer vir die doeleindes 

van·hierdie studie~ Derhalwe was die eksperiment by hierdie 

hoer temperatuur uitgevoer. 
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2.3 DROGING 

2.3.l Oonddrogin<J 

Uit die literatuur was dit duidelik dat die droging van 

biologiese materiaal, hoofsaaklik in die gebied 90°c tot ios0 c 

toegepas word. Derhalwe was besluit om in hierdie eksperiment 

bogenoemde gebied te oorvleuel, en elke monster te droog by on­

geveer so 0 c, 90°c, lOS 0 c en 120°c onderskeidelik, vir 'n duurte 

van 48 uur. 'n Steekproef het getoon dat die grootte organisme 

wat gebruik sou word, oor die algemeen in hierdie tydperk droog 

'tot 'n konstante mass a. 

Drie droogoonde met waaiers was beskikbaar. Twee was gebruik 

vir droging by so 0 c en 90~C onderskeidelik, terwyl die derde 

gebruik was vir beide die droging by ios0 c en 120°c. Droog-

oonde word gewoonlik voorsien van 'n termometer, geplaas in die 

deur van die oond, om die oond temperatuur aan te dui. Die 

vermoede dat hierdie temperatuur-aanduiding nie 'n getroue weer­

gawe van die werklike was nie, het aanleiding gegee tot die 

elektroniese meting van die temperatuur. 'n Vooraf gekali-

breerde sensor was, ooreenstemmend met die monsters, in die 

oond geplaas en aan 'n kaartregistreerder gekoppel. Die werk-

like oondtemperature wat dus in hierdie studie toegepas was, 

asook die fluksiasie daarvan, word aangetoon op bladsy 25, 26en· 27. 

Die massa van elke monster was geboekstaaf na droging by elk 

van die vier verkillende temperature. 
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2.3.2 · Vriesdroging 

'n Kommersieele eenheid wat beskikbaar was vir hierdie doel 

word aangetoon op bladsy 95.. Die nat geweegde monsters was 

vir bevriesing in 'n vrieskas by ~10°c geplaas vir 24 uur. 

Hierdie stap word benodig om te verseker dat droging wel deur 

sublimasie plaasvind en riie deur fraksionele distillasie nie. 

Die gevriesde monster was in versterkte glashouers aan die 

vakuumeenheid gekoppel vir 48 uur, waarna dit 'n konstante 

massa bereik het. As 'n voorsorgmaatreel teen kontaminasie 

tydens 'n moontlike in-ploffing van die glashouer, was die 

hbuers toegedraai met sterk plastiese,sakke, wat ingeval van 

tn ongeluk die verspreiding van glas, monster of radio-

aktiwiteit sou voorkom. 

2.4 AKTIWITEITSMETING 

2.4.1 Gammaspektroskopie 

Gammastrale is elektromagnetiese straling en is indirek waar~ 

neembaar teenoor die ander vorme van radioaktiewe uitstraling 

waar massa en/of lading met uitgestuurde deeltjies te assosieer 

is. Waarneming van gammastrale berus op drie maniere waarop 

die straling met materie in wisselwerking tree waarvan die ver-

naamste die foto-elektriese effek, Compton verstrooiing en 

paarvorming is. 
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In die eerste twee gevalle word die energie van die gamma­

strale aan elektrone in die materie oorgedra sodat hierdie 

elektrone atoomskille kan verlaat, en in die derde geval word 

in die elektriese veld van die atoomkern 'n positron-elektron 

paar gevorm uit die beskikbare gamma-foton energie en slegs 

die oormaat energie word oorgedra aan die gevormde deeltjies. 

Daar kan dus in die algemeen na die wisselwerking tussen 

gammastraling en materie verwys word as 'n ionisasieproses. 

Die waarneming van hierdie ionisasie dien dan ook as 'n maat­

staf van die intensiteit en die energie van die invallende 

.gammastraling. 

By die deteksie van gamma-aktiewe radio-isotope waar inligting 

omtrent die energie van die straling van belang is, vind 

sintillasie- en halfgelei.er detektore wye toepassing. In die 

sintillator veroorsaak die y-straling ligflitse waarvan die 

totale intensiteit eweredig is aan die energie van die inval­

lende gamma-fotone. Die ligintensiteit word deur middel van 

'n fotovermenigvuldigerbuis elektronies versterk tot 'n elek­

triese spanningspuls waarvan die amplitude eweredig is aan 

die stralingsenergie. As voorbeeld van so 'n detektor dien 

die bekende NaI(Tl) kristal. Dit het die voordele van 'n 

relatief hoe doeltreffendheid vir waarneming van gammastraling, 

maar bied nie besonder goeie energie-oplosvermoe nie. 
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In halfgeleier detektore vind die ionisasie in die half-

geleier materiaal, gewoonlik germanium of silikon plaas. 

Aangesien die energiegaping tussen die geleidingsband en valens-

band in hierdie materiaal gering is - 0.78 eV vir Ge en 1.2 eV 

vir Si teenoor 50 eV vir 'n sintillator - kan invallende gamma-

fotone veel meer elektron gat~pare skep as wat dit in 'n sin-

tillator kon ioniseer. Die oplosvermoe van 'n detektor is 

omgekeerd eweredig aan die kwadraat van die aantal gebeur-

tenisse in die detektor wat bydra tot die uittree puls. 

Daarom lewer halfgeleier detektore veel beter oplosvermoe 

as sintillatore. 

By waarneming van gammastraling in hierdie ondersoek, word 

Ge(Li) halfgeleier detektore gebruik. Alhoewel hierdie 

detektore duur is, 'n kleiner doeltreffendheid as Na! kristalle 

het en koud gehou moet word, vereenvoudig die verhoogde oplos-

vermoe die verwerking van waargeneme gamma-energie spektra tot 

so 'n mate dat dit 'n steeds toenemende toepassing in gamma-

spektroskopie vind. 

2.4.2 Instrumentasie en vaste opstelliE3_ 
' 

Die permanente opstelling om die monsters te tel word in 

figuur 4.3 aangetoon~ 'n Vaste toestand Ge(Li)-detektor 

met effektiewe volume van 50 cm3 was gebruik. Alhoewel die 

oplosvermoe van die detektor 6 keV was - gemeet met die gamma-

strale van l 332 keV - was die volle benutting hiervan nie 
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moontlik nie, omdat 'n multikanaal met 'n geheue van slegs 

1 000 kanale beskikbaar was. Die vaste geometriese opstel+ing, 

gekoppel aan die detektor, was afgeskerm deur 'n lood kasteel 

66 cm x 66 cm x 44 cm. Die totale tellings per kanaal oor die 

energiegebied van toepassing tot die meting, en die totale tel­

tyd wat deur die multikanaalanaliseerder waargeneem was, is uit­

getik op 'n papierband. Hierdie data was benodig vir die 

integrasie van foto pieke en berekening van verval gekorrigeerde 

tel tempos. 

2.4.3 K~librasie en meting 

Geen absolute bepalings is in hierdie eksperiment uitgevoer 

nie. Die aktiwiteite van dieselfde nuklied is met mekaar ver-

gelyk en was dit dus nie nodig om die detektor absoluut te 

kalibreer nie. Om enige abnormale veranderinge in die tel-

sisteem te ken waarneem, was 'n 125Sb standaard daagliks getel. 

Die belangrikste nadeel van Ge(Li)-detektore is die lae sensi­

tiwiteite vir gammastrale, ongeveer 8% relatief tot die van 

NaI(Tl)-sintillatore en was dit dus belangrik dat monsters so 

na as moontlik aan die kristal geplaas moes word. Terself der-

tyd was dit ook nodig dat alle metings met bronne en monsters, 

m.b.t. die detektor, uitgevoer moes word in 'n vaste geometriese 

posisie. 
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Wanneer 'n biologiese monster egter gedroog word, gaan dit ge­

paard met 'n verandering in fatsoen sowel as die area wat dit 

beslaan. Dit impliseer dat die foto-pieke van 'n nuklied 

in so 'n monster nie voor en na droging kwantitatief vergelyk 

kan word nie. Die oplossing van hierdie probleem het gele 

in die strewe na 'n puntbrongeometrie wat soosvolg bereik is 

·.(sien figuur 2.4). 

'n Lang hol, plastiese buis (A), 4,5 cm in deursnee, was hori­

sontaal aan die detektor geheg. Gate waardeur 'n kelkie (B) 

vertikaal kon pas is op gelyke afstande deur die buis geboor. 

Die voet van die kelkie was gekoppel aan 'n aandrywingsmotor 

met rattekas (D), wat roteer teen ses omwentellinge per minuut. 

Die deursnit van die deursigtige kelkie was net groter as die 

van die glashouer (C) waarin die monster wat getel moes word, 

geplaas was. 

Vervolgens was, soos in (E) getoon, 'n radioaktiewe puntbron 

wat op toenernende vertikale hoogtes vir {C), in die verskil­

lende horisontale posisies van (A) gep~aas is, getel. Die 

vertikale volume in die glashouer, vir 'n spesifieke afstand 

vanaf die detektor wat 'n telfout van 1% van die tellings sou 

meebring, kon dus waargeneem word. Die f atsoen~verandering 

van die monster a.g.v. droging was ook nie eweredig nie. 

Gevolglik was rotering van die monster nodig. Dit bring mee 

dat aktiwiteitsmetinge uitgedruk word as die gemiddelde akti­

witeit oor die draaias van die motor. 
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Die resultate van hierdie k~librasie word gegee in figuur 2.5 

en toon dat vir 'n afstand van grater as: 10.5 an vanaf die detek­

tor, 'n volumehoogte van 6 cm in die monsterhouer, binne die 

foutgrens van 1% val. Dit het geimpliseer dat, vir hierdie · 

spesifieke monsterhouers, die oester wat gebruik sou word nie 

langer as ongeveer 5 cm in skulplengte moes wees nie. 

'n Aansienlike persentasie van die massa van 'n oester bestaan 

ui t water. Daar kon dus verwag word dat 'n verskil ·sou be­

staan in aktiwiteitsmetinge van die nat en droe monsters. Die 

absorpsie van gammastrale met verskillende energiee in water, 

is gemeet met behulp van verseelde bronne vanaf die AIEA, Vienna. 

Die verseelde bronne wat gebruik is word aangegee in tabel 2.3 

en die resulterende persentasie absorpsie in figuur 2.6. 

Hierdie f aktor is dan ook in berekening gebring met die ver­

werking van die data. 
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. TABEL 2 .3 

Radionukliede wat in verseelde bronne vir die kalibrasie van 

water-absorpsie by verskillende energiee gebruik is. 

Gammastraal- intensiteit 

Nuklied Half leeftyd 
energie (keV) y/100 desintegrasies 

Am-241 458 j . 59. 5 91 

Co-57 267 d 122 87 

Na-22 2.62 j 511t 180 

Mn-54 303 d 835 100 

Co-60 5.26 j 1 173 j 100 

t Vernietigingsfotone. 

37 . 
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RESULTATE EN GEVOLGTREKKINGS 
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3.2 Massametings 

3.3 Aktiwiteitsmetings 

3.3.1 Kroom 

3.3.2 Mangaan 

3.3.3 Yster 

3.3.4 Kobalt 

3.3.5 Sink 

3.3.6 Selenium 

3.3.7 Kadmium 

3.3.8 Lood 

3.4 Bespreking 
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3.1 BEREKENING 

In die ideale toestand kan die vorm van 'n fotopiek by energie E 

in ~n energiespektrum, aangegee word deur 'n Gaussiese distribusie, 

maar prakties is hierdie vorm ef fens verskeef aan die lae energie­

kant van die piek. Die bruto tellings geintegreer oor die ener­

giegebied (E ± 6E) wat deur so 'n piek gedek word, bestaan nit 

die tellings waargeneem vanaf die gammaf otone afkomstig vanaf die 

spesifieke monster, sowel as dle van ander bronne, soos natuur­

like radioaktiwiteite, kosmiese strale ens., wat-die agtergrond 

uitmaak. 

Om die netto tellings vanaf die monster te verkry, word aanvaar 

dat die spektrumvorm aan weerskante van die fotopiek deel uitmaak 

van 'n agtergrondkontinuiim wat nie drasties oor die energiegebied 

(E ± 6E) vera:rider nie. Die gemiddelde van die geintegreerde 

telling in die gebiede (E - '36E) tot (E - 6E) en (E + ~E) tot 

(E + 3~E) word dan beskou a~ die agtergrond bydrae oor die energie­

. gebied (E ± 6E) • 

Die mees algemene gebruiksvorm vir die statistiese analise van 

telfoute, is die berekening van die standaard afwyking (o). 

Wanneer die halfleeftyd van 'n radioaktiewe isotoop wat verval, 

lank is in vergelyking met die tydsduurte waaronder die isotoop 

getel word, is dit onnodig om enige korreksie aan te bring vir 

die verval van die radionuklied oor die metingsperiode. Aange­

sien die verval van 'n radioaktiewe atoom 'n ewekansige proses 

is a.g.v. die feit dat die aantal atome in 'n radioaktiewe mon­

ster wat getel word baie groot is, kan dit aanvaar word dat die 

gemete standaard afwyking (a} dieselfde is as die teoretiese 
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standaard afwyking vir 'n oneindige aantal voorvalle. Onder 

hierdie omstandighede is die standaard afwyking die vierkants-

wortel van die aantal voorvalle. Dit word dus geregverdig om 

die resultate uit te druk as: 

n ± rn ( 1} 

Omdat die agtergrondtelling egter ook statisties van aard is, 

is dit nodig om ook hierdie tellings aan dieselfde ontleding te 

onderwerp. Die statistiese fout op die netto tellings in 'n 

fotopiek van 'n nat monster - en na elke drogingsprosedure daar-

van - kon dus as volg uitgedruk word: 

waar 

Netto tellings t na = 

nt = totale geintegreerde tellings oor fotopiek­

energie 

n = geintegreerde agtergrond tellings oor dieself de a 

energiegebied 

Die moontlike verlies in tellings na die droging van 'n monster, 

is verkry deur die kwantitatiewe vergelyking van die fotopiek 

van 'n nat monster met die van dieselfde monster na elke drogings-

prosedure. 

Verandering % 

Die persentasie verandering is dus: 

= . ~ tnat - tsooc) ± /(crtnat) 2 + 

l tnat · 

Die waargenome tellings van elke nat monster is gekorrigeer vir 

absorpsie - sien Hoofstuk 2, bladsy , en alle monsters is 

genormaliseer vir radioaktiewe verval volgens die bekende formule: 

(4) 
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waar No = aantal tellings ten tye van monster500 telling. 

N = aantal tellings ten tye van monster nat,90,105,1200C. 

A = 0.693/Tl/Z 

t = verstreke tyd tussen waarneming van dieself de monster. 

Vanwee die onderlinge verskille in noukeurigheid tussen die verge-

lykbare metings word gebruik maak van geweegde gemiddeldes (Ba 73). 

Die gewigsfaktore is op die gebruiklike wyse vanuit die betrokke 

foutgrense verkry. Die foutgrense op die geweegde gemiddeldes, 

is dus geweegde standaard afwykings met dieselfde gewigsf aktore 

en word asvolg.uitgedruk: 

waar 

en 

met 

h. 

n 

x 

m 

[· 

v. 
- 1, 

1, 
= 

= 

= 

= 

= 

x = g 

1 
m. 

1, 
2 

n 
rx. h. 

1, 1, 
± m-x g, 

aantal metings. 

persentasie aktiwiteitsverandering 

persentasie standaard afwyking. 

(5) 

• • • • • • • ( 6) 
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3.2 Massametings 

Die gemiddelde persentasie verlies in massa a.g.v. oonddroging 

is 85.6 ± 8.5%, 89.5 ± 2.4%, 89.6 ± 2.2% en 89.8 ± 2.2% vir 

droging by 5o 0 c, 90°c, 105°c en 120°c respektiewelik soos aange-

toon op bladsy 42 en in Bylae I. Die bydrae van water tot die 

massa van die oester C. gigas is dus ongeveer 89% en bereik reeds 

konstante massa na droging by 90°c vir 48 uur. Alhoewel die per-

sentasie verlies 'n geringe toename toon met styging in drogings-

temperatuur, kan hierdie toename nie toegeskryf word aan oksidasie 

van die organiese materiaal nie, aangesien die toename binne die 

foutgrense van die metings val. 

Droging vir 48 uur by 50°c was nie genoegsaam om die monsters tot 

'n konstante massa te droog nie. Individuele monsters met 'n 

nat massa groter as 3 g, toon 'n merkbare kleiner persentasie 

massaverlies gedurende die 48 uur droging by 5o 0 c en is verant-

woordelik vir die relatiewe hoer foutgrens van 8.5%. Indien 

biologiese materiaal van hierdie aard dus by temperature so laag 

. 0 
as 50 C tot 'n konstante massa gedroog moet word, sal die duurte 

van die droging verleng moet word na gelang die nat massa van 

die monster toeneem. 

Aangesien die tydsduurte van sublimasie gedurende die vries-

drogingsproses 'n funksie is van die dampdruk, kan die tempo van 

droging met hierdie proses nie direk vergelyk word met die van 

oonddroging nie. 
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43. 

3.3 Aktiwiteitsmetings 

Individuele metings van die verskillende elemente word aangegee 

in tabelle en figure in Bylae 2. Die resultate van geweegde 

gemiddeldes word getoon in tabel3.0 op bladsy 44 en in figure 

naas die bespreking van elke element. Weens die omvangrykheid 

van die resultate, word voorts met die bespreking daarvan, slegs 

verwys na die bladsy waarop die betrokke resultate verskyn. 

3.3.1 Kroom 

Pie redelike konsentrasie waartoe kroom geakkumuleer is, word 

weerspieel deur die lae foutgrense op die individuele meting soos 

getoon op bladsye 78 en 79. Die gelykmatige assimilasie van 

individuele oesters teenoor hierdie element word ook weerspieel 

deur die klein variasie op die foutgrense van die persentasie 

veranderings soos gemeet vir elke individu en aangedui in kolomme 

5, 8, 11 en 14 op bladsy 78 .. Alhoewel die geweegde gemiddeldes 

op bladsy 45 slegs geringe verliese van -2.2%, -1.8%, -1.8% en 

-0.11% toon vir 50°c, 9o 0 c, ios0 c en 120°c onderskeidelik, is 

hierdie verliese tog betekenisvol omdat die verliese groter is as 

0 die geweegde foutgrense, behalwe in die geval van 120 C. 

Dieselfde tendens t.o.v. gelykmatige assimilasie is ook waarneem-

baar by die monsters wat vriesdroging ondergaan het. Die 

geweegd~ gemiddelde van 4.2% in hierdie geval met 'n foutgrens 

van 3.3%, impliseer egter dat verliese met hierdie metode nie 

waargeneem kon word nie. 
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46. 

3~3~2 Mangaan 

Die resultate van die individuele monsters word op bladsy 80 

getoon. Alhoewel 5 4Mn in dieselfde konsentrasies toegedien .was 

as die ander radionukliedes, was die akkumulasie in al die monsters 

. behalwe 1-5 en 16-18 ontoereikerid om 'nbehoorlike studie van hier­

die element met drogingsprosedures te maak. 

Alhoewel die resultate van daardie monsters wat wel 'n hoer 

akkumulasie van 54Mn getoon het nie·in tabel ingesluit is nie, 

is die berekende ooreenstemmende waardes vir monsters 1-5 wat 

oonddroging by 50°c ondergaan het 2.3 ± 2.9% en die by 90°c 

3.5 ± 1.4%. Hierdie monsters wil egter daarop dui dat geen ver­

liese van 54Mn in die biologiese materiaal tydens drogingspro­

sedures plaasvind nie. 

3.3.3 Yster 

Tabel 2.1 op bladsy 18 toon dat geen oesters die akkumulasie van 

yster, antimoon en arseen oorleef het nie. Omdat hierdie mor-

taliteit moontlik toegeskryf kon word aan toksikologiese effekte 

van antimoon en arseen was die eksperiment herhaal met alleenlik 

59 Fe ~s toegevoegd~ nuklied. Hierdie herhaling het egter ook 'n 

mortaliteit van 70% tot gevolg gehad, wat daarop dui dat yster 

in die toegediende vorm ook waarskynlik toksies was. 

Alhoewel stabiele yster tot hoe konsentrasies deur mariene orga­

nismes geakkumuleer word, is groat verskille wel waargeneem (Ro 71) 

in die gedrag van 55 Fe, afkomstig vanaf atmosferiese uitval, en 

stabiele yster in die mariene.omgewing, wat toegeskryf is aan 
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48. 

moontlike verskillende fisiese-chemiese vorms van hierdie element. 

Die vermoede bestaan dan ook dat yster in 'n oplosbare, orga­

niese-chelaatvorm meer aanneemlik is vi.r akkumulasie uit seewater 

(Ro 71). 

Stabiele yster kom hoofsaaklik voor in die 3+ oksidasie-staat in 

seewate~. Soos in tabel 2.1 aangedui, was die radioisotoop 59Fe 

in 'n soortgelyke anorganiese vorm, FeC1 3 , toegedien. Die swak 

akkumulasie in hierdie eksperiment onderskryf dus die vermoede 

dat yster in 'n oplosbar~organi~se verbinding waarskynlik meer 

aanneemlik vir akkumulasie sou wees. 

Uit die beperkte beskikbare data, soos aangetoon op bladsy 47 en 

80 kan egter wel af gelei word dat yster geen verliese toon met 

oonddroging en vriesdroging prosedures nie. 

3.3.4 Kobalt 

Alhoewel 58 co in ho~r konsentrasies toegedien was, (3 en 5 µCi/l), 

as al die ander elemente behalwe lood, toon die data op bladsy 83 

dat 'n uiters geringe persentasie wel geakkumuleer is. 

Die ef fek van verskillende fisiese-chemiese vorms van radiospoor­

ders in akkumulasie studies (Sh75) het veral wat kobalt aanbetref 

'n duidelike V.erskil getoon. In 'n vergelykende studie met die 

sandrriossel Donax denticuZatus, was die akkumulasie.van toegediende 

organiese kobalt ( 57co-kobaltamien) en anorganiese kobalt 

cssco-ionies), bestudeer. Die resultate het getoon dat hierdie 

o~ganisme na 'n tydperk van 21 dae, organiese S 7co vyf maal ho~r 
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50. 

gekonsentreer het as die ioniese 58 co. 

As gevolg van die lae akkumulasie van 58 co in hierdie eksperiment, 

toon die geweegde gemiddeldes op bladsy 50, foutgrense van die-

selfde orde as die waardes en kan dus geen afleiding t.o.v. die 

moontlike vorming van organiese:Nerbiridings tydens metabolisme 

gemaak word nie. Uit 'n analitiese standpunt gesien, toon 

kobalt dus geen verliese.met die CXJnd-of vriesdroging van hier-

die biologiese materiaal nie. 

3.3.5 Sink. 

Uit die akkumulasie data op bladsy 85, is dit waarneembaar dat 

6 5zn nie teen dieselfde tempo of in gelyke konsentrasies deur 

individuele oesters ge-assimileer word nie. In vergelyking met 

die ander elemente, is die affiniteit vir sink - soos ook die 

geval met kadmium - vir sommige van die individuele oesters 

hoer as vir die ander. Met vriesdroging, sowel as ooriddroging 
0. . 

tot by 120 C, was geen verliese waarneembaar nie, en wil dit 

voorkom dat sink in die anorganiese vorm deur die organisme ge-

stoor word of dat moontlik gevormde organiese verbindings nie-

vlugtig is onder hierdie toestande nie. 

Sink is biologies noodsaaklik in die marieneomgewing en is 'n 

bestanddeel van verskeie belangrike ensiemes (Ro 71). In 'n 

studie van hierdie ensiemes - organiese verbindings of proteiene 

met katalitiese eienskappe - in oesters, was gevind dat byna al 

die sink gebind word· aan proteiene van 'n hoe molekul@re gewig 

(Ro 71). Die sink wat deur die oesters benodig word, verteen-
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52. 

woordig egter alleenlik ongeveer 4% van die totale sink wat so 

'n organisme akkumuleer. Die af leiding is gemaak dat die oor-

maat (96%) sink met akkumulasie, nie-metaboZies beheer word. 

Die oneweredige akkumulasie van sink,.m.b.t. d~G konsentrasie 

verskille in individuele oesters, soos gevind met hierdie eksperi-

ment, kon dus verklaar.word deur die geringe persentasie ge'."'.'akkumu-

leerde sink wat benodig word vir ensiematiese bedrywighede e~ dat 

die oormaat dus slegs a.g.v. 'n filteraksie geabsorbeer word. 

Die feit dat geen sink verliese met droging in hierdie ondersoek 

waargeneem is nie, onderskryf die afleiding dat hierdie element 

in oormaat, nie-metabolies deur oesters geakkumuleer word, en 
.· 

sink dus as die anorganiese verbinding in die organisme bly 

voortbestaan ... 

3.3.6 Selenium 

Selenium is 'n nie-metaal met 'n smeltpunt van 217°c en kookpunt 

van 484 ± l.o 0 c. Dit het 'n valensie van -2, +4 of +6 en val 

in dieselfde groep as swawel. Alhoewel die element nie-toksies 

voorkom, is waterstofseleniede {H 2 Se) en verskeie ander selenium-

verbindings wel toksies en reageer f isiologies ooreenkomstig met 

arseen. Behalwe vir H2 Se wat verv!ugtig by ongeveer -41°c, 

ontbind en sublimeer die meeste anorganiese verbindings van sele-

nium met verhitting. Die seleniedes van die. alkaliemetale 

{Na 2 Se0 3 , K2 Se0 3 ), wat oplosbaar is in water, vorm egter verbin-

dings wat stabiel is m.b.t. verhitting. 



5 
I-

- ~ a - 0 
0 

z -

-5
 ~ 

0:
: w
 

0 z <
( 

0:
: w
 

>
 

-1
0 

U
')

 
t- - w t
- 3 - t-- ~ <
{ 

I 

F
ig

. 
3

.6
: 

I 
S

e 

I 
l 

I· 

V
ii

es
-

dr
og

in
g 

60
 

80
 

10
0 

12
0 

O
O

N
D

D
R

O
G

IN
G

S
TE

M
P

E
R

A
TU

U
R

 
(°

C
) 

G
ew

ee
g

d
e 

a
k

ti
w

it
e
it

s
v

e
ra

n
d

e
ri

n
g

·v
a
n

 
g

e
a
k

k
u

m
u

le
e
rd

e
 

s
e
le

n
iu

m
, 

ty
d

e
n

s 
d

ie
 
d

ro
g

in
g

 
v

a
n

 
o

e
s
te

rs
. 

V
I w
 



54. 

Die resultate van die akkumulasie en vervlugtiging van selenium 

in individuele monsters, word aangetoon op bladsy 86 en 87, die 

geweegde gemiddeldes op bladsy 53 , en toon oor die algemeen 'n 

eweredige assimilasie van die seleniumisotoop. Verliese van 

gemetaboZiseerde selenium met oond- sowel as vriesdroging van 

die biologiese materiaal word duidelik weeripieel in f iguur 

op bladsy 53. Alhoewel hierdie verliese relatief gering is met 

vriesdroging - 4.9 ± 2.4%, sowel as by die laer temperature 

met oonddroging nl. ~5% by 50°c, 90°c en 105°C, word 'n ingryp­

ende verlies van -14.8% waargeneem by 120°c. 

Selenium was toegevoeg as die isotoop van die oplosbare natrium­

seleniet wat, soos reeds genoem, stabiel is met verhitting. 

Indien hierdie soutverbinding in seewater sou reduseer tot 

natriumseleniede, en as sulks .gemetaboliseer was, sou dit geen 

verskil gemaak het aan die eksperiment nie, weens die hoe ont­

bindingstemperatuur van natriumseleniede (>800°c) . Verdere 

reduksie tot H2 Se het ook nie plaasgevind nie, omdat selenium, 

as hierdie verbinding, nie beskikbaar sou wees vir akkumulasie 

vanwee sy lae kookpunt - 41°C, nie. 

Met die metabolisme van selenium het organiese-metaalverbindings 

en/of die chelering met organiese verbindings, dus wel plaasge­

vind. Alhoewel die geweegde gemiddelde 'n verlies van -14.8% 

by 120°c aandui, toon die individuele metings verliese so hoog 

as -23% soos weergegee op bladsy 87 en kan die droging van bio­

logiese materiale vir die kwantitatiewe bepaling van selenium tot 

ernstige eksperimentele foute lei. 



55. 

3.3.7 -Kadmium 

In die periodieke tabel word kadmium groepeer saam met die ele-

mente sink en kwik. Die chemie van kadmium val dan ook nou saam 

met die van sink, behalwe dat kadmium 'n grater neiging toon tot 

kompleksvorming. Die kookpunte van die metale kadmium en sink 

is 765°c en 907°c en die kookpunte van hul chloriedes 960°C en 

732°c respektiewelik. 

Die konsentrasievlakke waartoe kadmium en sink in hierdie eksperi­

ment geakkumuleer het, kon nie direk vergelyk word nie, aangesien 

65 zn (2µCi/l) in 'n hoer konsentrasie toegedien was as l09cd 

(1 µCi/l). Soos die individuele resultate van kadmium op bladsy 89 

en 90 egter toon, vind dieselfde tendens van oneweredige akkumu-

lasie t.o.v. individuele oesters plaas. Anders as die geval met 

sink, toon die geweegde gemiddeldes groot verliese met die droging 

van biologiese materiaal soos weergegee op bladsy 56. Behal we 

met droging tot so 0 c, waar geen verliese waarneembaar was nie, 

was die geweegde gemiddelde verliese in alle gevalle, vriesdroging 

ingesluit, groter as 8%, met verliese van individuele metings so 

hoog as 20%. 

Die af leiding dat oesters sink in oormaat en nie-metabolies akku­

muleer, is dus nie van toepassing op kadmium nie, eerder wel die 

eienskap dat kadmium in 'n groter mate geneig is tot kompleks­

vorming. 
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57. 

Die belangrikste af leidings wat van hierdie resultate gemaak kan 

word, is: 

(i) kadmium toon betekenisvolle verliese tydens die 

droging van biologiese materiaal; 

(ii) die geweegde gemiddeldes toon dat die totale kad­

mium verlies met oonddroging plaasvind by 'n tem­

peratuur tussen so 0 c en 9o 0 c; 

(iii) die dampdrukke, van die organieseverbindings wat 

tydens metabolisme gevorm het, hoog genoeg is om 

verliese te bevorder met vriesdroging van die 

materiaal; 

(iv) die geweegde verliese tydens vriesdroging (-11.9%) 

groter is as die van oonddroging by 120°c (-8.6%) 

en hierdie verskil betekenisvol is omdat dit van 

dieselfde orde grote is as die geweegde f out 

van die bepalings. Aangesien die moontlikheid 

van chemiese ontbinding groter is by 120°c as by 'n 

gevriesde monster, is dit moontlik dat hierdie ver­

skil toegeskryf kan word aan die vorming van ver-

bindings met 'n laer dampdruk. Op hierdie aanname 

kon dit dus gebeur dat verliese by die hoer drogings­

temperatuur minder sal wees as met vriesdroging; en 

(v) individuele metings, betekenisvolle verliese tot 20% 

aandu~ wat ernstige gevolge by die analise van spoor­

konsentrasies van kadmium kan meebring. 



58. 

· -~ ·, 3. 3. 8 Lood 

Die resultate van individuele metings word aangegee op bladsy 91 

en 92 en die geweegde gemiddeldes op bladsy 59. Soos getoon 

op bladsy 91 was die akkumulasie van 2 1Dpb eweredig tussen die 

individuele monsters en kon die geakkumuleerde isotoop ook 

redelik maklik waargeneem word weens die hoe konsentrasies van 

die loodisotoop toegedien. 

Met droging van die biologiese materiaal toon lood ernstige ver-

liese. In teenstelling met die ander elemente wat verliese toon, 

word· 'n styging in verliese van die gestoorde loodverbinding waar-

geneem, na gelang die oonddrogingstemperatuur toeneem, nl., -8.9%, 

-14.0%, -17.8% en -20.3% vir 50°c, 90°c, 105°c en 120°c onder-

skeidelik. Die toename. in verlies met styging in temperatuur, 

toon egter eerstens 'n dalende tempo: 

0 
~50 C: -8.9%; 50°C tot 90°C: -5.1%; 0 0 90 C tot 105 C: -3.8%; 

en 105°c tot 120°C: -2.5%, wat impliseer dat ekstrapolasie 

van hierdie dalende toenames na zero mag neig namate die gevormde 

loodverbinding vervlugtig. 

Tweedens, aangesien die toegediende PbC1 2 nie vervlugtig is nie, 

dui die dalende tendens daarop dat 'n ander verbinding gevorm is, 

en dat hierdie verbinding van 'n organiese gemetaboliseerde aard 

moet wees. 

Insgelyks word 'n soorgelyke verlies van -14% waargeneem met vries-

droging van die monster en is dit baie duidelik dat die konven-

sionele metodes wat gebruik word om biologiese materiaal te droog, 
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ernstige foute meebring in die kwantitatiewe bepaling van lood. 

Die wesenlike verskil wat bestaan tus~en die gedrag van lood en 

die van selenium en kadmium, wat ook verliese aandui, word 

bespreek in die opvolgende afdeling. 

3.4 Bespreking. 

Die hoofdoel van hierdie ondersoek was om vanuit 'n analitiese 

oogpunt gesien, vas te stel of die bestaande metodiek, vir die 

voorbereiding van biologiese monsters vir die kwantitatiewe ont­

leding van spoorelemente, aanvaarbaar is. 

Die bestaande benadering berus op die aanname dat spoorelemente 

wat in die natuur deur lewende organismes geakkumuleer word, 

kwantitatief beskikbaar bly.tydens die voorbereidende droging van 

die materiaal. Selfs in daardie gevalle waar die vermoede be-

staan dat verliese wel voorkom, word dit aanvaar dat die verliese 

gemeet kan word deur die gebruik van anorganiese spoorders. In 

hierdie ondersoek egter, is hierdie aanname bevraagteken. 

In hierdie projek waar gebruik gemaak is van die oester C. gigas, 

as verteenwoordigend van biologiese materiaal, is spoorelemente 

d.m.v. hul radioaktiewe isotope beskikbaar gestel aan die lewende 

organismes in 'n akwarium omgewing, wat die natuurlike toestande 

naboots. Na 'n tydperk van akkumulasie is gevind dat die oesters 

die betrokke isotope geassimileer het, en is die aanname dan 
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gemaak dat die geakkumuleerde isotoop in dieselfde chemiese vorms 

in die oester voorkom as wat die geval sou wees met die ooreen­

komstige stabiele spoorelemente. Hierna is die radioaktiwiteit 

in die nat monsters, en weer na elke drogingsproses, gemeet. In 

elke geval is die gemete aktiwit~it met d"ie oorspronklike in elke 

individuele oester, vergelyk sodat verskille in die gedrag van 

oesters, nie in aanmerking geneem hoef te word nie. 

Die elemente wat ondersoek was, is Cr, Mn, Fe, Co, Zn, Se, Cd en 

Pb. Die resultate van die ondersoek dui daarop dat die elemente 

asvolg gegroepeer kan word: 

(i) elemente wat geen verliese getoon het met beide 

vries- en oonddroging nie, nl. Zn. 

(ii) elemente wat waarskynlik geen verliese toon nie, 

nl. Cr, Fe en Co. In hierdie gevalle was die 

foutgrense van die metings van. dieselfde orde 

grootte as die gemete verliese, en kan dus geen 

(iii) 

gevolgtrekking gemaak word nie, en 

elemente wat wel betekenisvolle verliese getoon het, 

nl., Se, Cd en Pb. 

Met die elemente wat geen of geringe verliese toon, word dit aan­

vaar dat die chemiese vorm van die geakkumuleerde spoorelement in 

die organisme, anorganies gebind is, en indien die element wel 

organies gebind is, is die organiese vorms nie vlugtig nie. 

Dit volg dus dat die aannames wat algemeen aanvaar word vir hier­

die elemente geldig is. 
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Met die elemente Se, Cd en Pb het die resultate egter getoon dat 

daardie aannames onaanvaarbaar is, en dat selfs vriesdroging van 

die biologiese materiaal tot verliese lei. Dit dui dus daarop 

dat 'n gedeelte van hierdie elemente tot die organiese vorm 

gemetaboliseer word en dat ten minste 'n gedeelte van die orga-

niese verbindings vlugtig is. 

Selenium 

Die verliese verkry met oonddroging tot by lOS 0 c is vergelykbaar 

met die vanaf vriesdroging, maar by die hoer temperatuur (120°c} 

vind 'n aansienlike toename plaas. Dit impliseer dus dat die 

0 selenium-verbindings, wat met oonddroging tot by 105 C verwyder 

word, vlugtige verbindings is, en daarom dan ook die verliese 

met vriesdroging. 

. 0 
Oksidasie in lug is by die ho~r temperatuur van 120 C waarskyn-

lik. Die toegediende vorm van die selenium was natriurnseleniet 

Indien hierdie verpinding sou oksideer na selenium-

oksiede (Se0 2 ), sou die waarskynlike vorm van die oksied, die 

kettingstruktuur (We 45} 

0 0 0 

I I . I 
\ Se ·Se /,. . ."Se........._ ·/ 
o/ ":--o/ "-o . o 

wees, wat ender hierdie omstandighede nie vlugtig is nie. 

Sou dit egter gebeur dat die organiese vorm oksideer na Se02 , sal 

die seleenatome ver geskei wees van mekaar, en is dus die waarskyn-

likste vorm molekulcre Se02 wat afdarnp. Die waargenome ~ksperi-

mentele resultate kan deur hierdie a~nnames verduidelik word. 
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Kadmium 

Veranderings verkry met oonddroging toon dat die totale kadmium 

0 0 
wat verloor word, afkom.tussen 50 C en 90 C. Die totale ver-

liese b~ 90°c oonddroging, is van dieselfde orde grootte as die 

waargeneem met vrie'sdroging, alhoewel eersgenoemde effens kleiner 

is. 

Indien daar oksidasie van die gemetaboliseerde kadmium na CdO, 

met oonddroging sou plaasvind, impliseer dit 'n kleiner verlies 

onder hierdie toestande in vergelyking met die waardes verkry 

met vriesdroging omdat die oksiedes van kadmium nie vlugtig is 

nie. 

Lood 

Die aansienlike verliese van lood wat plaasvind tydens vries- en 

oonddroging, dui daarop dat hierdie metodiek nie gebruik kan word 

vir die akkurate bepaling van gemetaboliseerde lood nie. Dit 

bevraagteken selfs ook die gebruik van nat-verassingsmetodes, wat 

met temperatuur styging gepaard gaan. 

Uit hierdie resultate kan dit afgelei word dat daar gemeta-

boliseerde lood bestaan in chemiese vorms met aansienlike damp-

drukke, selfs by lae temperature. Die vorm van die kromme in 

figuur 3.8 wil daarop dui dat oonddroging in lug lei tot die 

oksidasie van loodverbindings met die vorming van vlugtige pro-

dukte, hetsy organiese verbindings gevorm deur dissosiasie, of 

oksiedes. Dit sal meebring dat oonddroging by hoer temperature 

(125°c of hoer) verliese sal toon groter as die wat met vries-

droging verkry word. 
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95. 

Fig. 5.3: Vriesdrogingsapparaat. 



96. 

Fig. S. 4' : Opstelling vir aktiwiteitsmetings. 




