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Oznaczanie zawartos$ci
biologicznym metodq spektrofotometrii

ofowiu w materiale

atomowo-absorpcyjnej

7 Zakladu Farmakologii i Toksykologii Instytutu Weterynarii w Pulawach

Powszechnienie jest wiadomo, ze olow i je-
go zwigzki nagromadzajg sie w poszczegdlnych
ogniwach lancucha pokarmowego, sa bardzo
trwale i utrzymujace sie dlugo w Srodowisku.
Stale wzrastajace zagrozenie ludzi i zwierzat
zwigzkami olowiu, zmusza do prowadzenia ba-
dan nad pozostalo$ciami tego pierwiastka w zyw-
nosci i1 $rodowisku. Naturalne stezenia olowiu
w materiale biologicznym sa niskie i mieszcza
sie w granicach ulamkow mg/kg. Oznaczanie
tak malych ilo$ci stawia duze wymagania me-
todom analitycznym, jakimi poslugujemy sie.
Technika, ktora ze wzgledu na duzg czulosé
i prostote wykonania zdobyla szczegdlng po-
pularno$¢ w ostatnich latach jest metoda spek-
trofotometrii atomowo-absorpcyjnej (AAS). W
poczatkowym oKkresie stosowania tej metody
sadzono, ze jest to technika o minimalnym ble-
dzie pomiaru i braku interferencji fizycznych
i chemicznych. Obecnie coraz czesciej pojawiajg
sie doniesienia o mozliwosciach popelniania
bledéw analitycznych przy stosowaniu AAS,
szczegollnie przy oznaczaniu malych ilosci ofo-
wiu (1, 2). Poniewaz w pismiennictwie krajo-
wym jest malo danych na ten temat, a coraz
cze$ciej w wielu laboratoriach pojawiaja sie
spektrofotometry absorpeji atomowej, chcieli-
bysmy sie podzieli¢ uwagami 1 wskazowkami
metodycznymi, jakie nasunely si¢ nam w trak-
cie kilkuletnich badan pozostalosci olowiu w
materiale biologicznym ze szezegdlnym uwzgled-
nieniem materialu pochodzenia zwierzgcego.

Najprostsza analiza polega na bezposrednim
oznaczaniu olowiu w spektrofotometrze absorp-
cji atomowej (AA) po zmineralizowaniu mate-
riatu biologicznego. Przeprowadzajgc jednak w
ten sposob oznaczania uzyskuje sie wyniki
obarczone najwigkszym bledem analitycznym.
Fletcher (2) analizujac w podobny sposéb ma-
terial roslinny uzyskiwal czesto ponad 2-krot-
nie wyzsze wyniki swoich oznaczen. Natomiast
po wprowadzeniu korekeji tla za pomoca lam-
py wodorowej uzyskiwal wartosci poréwnywal-
ne z wynikami uzyskanymi metods koloryme-
{ryczng. Wystepowanie podobnych bledow
analitycznych, czesto nawet znacznie wyzszych,
stwierdziliSmy w poczatkach nasze] pracy przy
oznaczaniu metodg AAS zawarto$ci olowiu w
mleku i tkankach zwierzat. W tab. 1 przedsta-

wiono wyniki oznaczania za pomocg AAS ste-
zenia olowiu w mleku kobiecym i nerkach wo-
lowych przy zastosowaniu trzech réznych pro-
cedur analitycznych: a) oznaczania bezposred-
niego po zmineralizowaniu prébki i rozpusz-
czeniu pozostalo$ci a w ln HCI, b) po =zasto-
sowaniu do analizy rozpuszczonego minerali-
zatu korekcji tta lampa wodorowsa i c) po zwia-
zaniu olowiu w zwiazek kompleksowy z piro-
lidynokarbodwutionianem amonowym i eks-
trakecji ketonem izobutylowometylowym. Szcze-
go6lnie wysoki blgd pomiaru stwierdzono przy
oznaczaniu bezposrednim w spektrofotometrze
AA mineralizatéw prébek mleka kobiecego ——
przeszlo 8-krotne zawyzenie wynikéw. W mia-
re wzrostu stezenia olowiu w proébee, blad ja-
ki popelnia sie¢ w oznaczeniach bezposrednich
maleje. W nerkach wieprzowych i wolowych.
gdzie slezenia olowiu sg na poziomie dziesig-
tych czeSei mg/kg, blad ten jest znacznie niz-
szy i wynosi od 50 do 100% (tab. 1 i 2).

Tab. 1. Wyniki (mg/kg) oznaczania za pomocg AAS
zawartosci olowiu w mleku kobiecym i nerkach wolo-
wych przy zastosowaniu trzech réznych procedur

analitycznych
Li- Bezpo- Faza
Material c;;L:}a érednio ]f::;l‘jl‘%ﬂ organiczna
Pro- | In HCI AmpRs MIBK
bek |
Mleko ‘ \
kobiece 50 | 0,135+0,021 | 0,01440,006 | 0,0160,007
Nerki |
woltowe 40 | 1,529%0,524 | 0,887::0,500 | 0,88520,562

W $wietle przedstawionych faktéw i danych z do-
stepnego pismiennictwa wydaje sie, ze wyeliminowanie
powazniejszych bledéw, jakie popelnia sie w trakcie
analizy AAS malych stezen olowiu w materiale biolo-
gicznym mozna uzyskaé na drodze ekstrakeji otowiu
do fazy organicznej i korekcji tla za pomocg lampy
wodorowej. W tab. 2. przedstawiono wyniki oznacza-
nia zawarto$ci olowiu w nerkach wieprzowych przy
zastosowaniu trzech procedur analitycznych w meto-
dzie AAS w poréwnaniu z kolorymetryczng metodg
ditizonowsg. Z poréwnania tego wynika, ze zaréwno
przy stosowaniu korekecji tla lampg wodorowsg jalk
i ekstrakeji do fazy organicznej uzyskuje sie wartosei
zblizone do wynikéw oznaczenn kolorymetryczng me-
todg ditizonowa. Réznice miedzy Srednimi uzyskane
tymi metodami byly niewielkie (0,49; 0,53; 0,54 mg/kg)
i statystycznie nieistotne. Z dotychczasowych doswiad-
czen wynikaloby jednak, ze technika z zageszczeniem
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do fazy organicznej jest najpewniejszg metoda, ktéra
pozwala unikngé bledéw analitycznych zwigzanych z
interferencjami zwigzkow towarzyszacych. Z pismien-
nietwa krajowego znana jest praca Sapka, w ktérej
autor opisuje oznaczanie olowiu w glebie po eksirakeii
do fazy organicznej (3). W naszych pracach wstepnych
nad doborem odpowiednie]j metody oznaczania olowiu
- w materiale biologicznym za pomocg AAS wykorzy-
staliSmy podstawowe zalozenia metody Yeagera i wsp.
(4), ktéra w poréwaniu z innymi metodami cechuje
sie wzgledng prostotg, oszczednoscig czasu i dobrg
precyzja. Wydaje sie, ze metoda Yeagera i wsp.,, kto-
ra w stosowanej przez nas wersji zostala sprawdzona
w naszym Zakladzie w analizie kilku tysiecy probek
materialu biclogicznego, godna jest opisania i spopula-
ryzowania w naszym Kkraju.

Tab. 2. Wyniki (mg/kg) oznaczania zawartosci olowiu w nerkach

wo-powietrznym, W pracy tej stosowano spektrofoto-
metr AA firmy Varian Techtron model 1200.

2. Rejestrator potencjometryczny o zmiennym napie-
ciu.

Postepowanie

Mineralizacja

Prébke materiatu zwierzecego lub roslinnego o cie-
zarze 1—50 g (wielko$é proébki zalezna od spodziewanej
zawartodci olowiu) dokladnie rozdrobni¢, wymieszaé
i po zhomogenizowaniu umieéci¢ w tyglu porcelano-
wym lub kwarcowym, Tygiel wraz z probkag wstawié
do suszarki o femp. 120—160"C na okres 8—16 godz.
Nastepnie przenie$é¢ do pieca elektrycznego i stopnio-
wo podnosié¢ temperature do 450°C. Czas przebywania

wieprzowych przy zastosowaniu trzech

réznych procedur analitycznych w metodzie AAS w poréwnaniu z kolorymetryczng metodyg ditizonowg

AAS
Wskazniki Bezposredni . : . Kolorymetrycznie
| Wme ;&10 Korekcja lampg H; Ekstrakcja MIBK

Liczba probek (N) 15 15 15 15
Srednia arytm. (x),
mg/ke 0,89* (), g ¥ 0,53%* 0,54%*
Zakres (min.-maks.)
mg/kg 0,74—1,09 0,34—0,62 0,32—0,69 0,36—0,73
Odchylenie standardowe
(S), mg/kg 0,09 0,09 0,10 0,12

Objagnienia: * = P < 0,001 w poréownaniu z pozostalymi §rednimi; ** = brak statystycznie istotnych réznic miedzy sred-

nimi zaznaczonymi podwoéjna gwiazdkay.
Zasada metody

Po zmineralizowaniu probki na sucho w piecu elek-
trycznym, oléw ekstrahuje sie do fazy organicznej
i oznacza za pomoca spektrofotomearu absorpcji ato-
mowej.

Odczynniki

Wszystkie odezynniki powinny byé wolne od zwigz-
kow olowiu.

1. Cytrynian amonowy (bufor pH 8,5). Rozpusci¢
500 g krystalicznego kwasu cytrynowego w 300 ml
wody redestylowanej, doda¢ 500 ml wody amoniakal-
nej i doprowadzi¢ wodg amoniakalng roztwdér do pH
8,5. Przeniesé¢ do rozdzielacza, dodaé¢ 100 ml chlorofor-
mu i 5 ml 0,1% ditizonu i po dokladnym wytrzgsnigeiu
usungé warstwe chloroformu z ditizonem. Czynnosé
wytrzasania powtarzaé az barwa ditizonu przestanie
zmieniaé sie.

2. Cyjanek potasowy, 10% roztwdér wodny (w przy-
padku zanieczyszczenia olowiem wytrzagsaé z chioro-
formowym roztworem ditizonu jak w p. 1).

3. 1-pirolidynokarbodwutionian amonowy (APDC) —
2% roztwér wodny, przygotowany na S$wiezo.

4, Keton izo-butylowometylowy (MIBK). Przed uzy-
ciem wysyci¢ wodg wytrzasajac 70 ml MIBK z okolo
30 ml redest.

5. Czerwien fenolowa — 0,1% roztwoér wodny.

6. Kwas azotowy stezony.

7. Kwas azotowy, roztwor 1n.,

8. Kwas solny, roztwoér 1n.

9. Woda amoniakalna.

10. Roztwér wzorcowy. Rozpusci¢é 1 g olowiu meta-
licznego w 200 ml 50% kwasu azotowego i uzupelnié
do 1 1 wodg redestylowang (1 ml zawiera 1 mg Pb).
Z tak sporzgdzonego roztworu podstawowego sporzg-
dzaé odpowiednie roztwory wzorcéw roboczych o ste-
zeniu od 0,1 do 2 wug/ml przez rozciefczenie w 1n kKw.
solnym lub azotowym.

Avparatura

1. Spektrofotometr AA wyposazony w lampe katodo-
wg na oléw i lampe wodorowa. Oznaczanie prowadzi
sie przy dlugosci fali 217 nm w plomieniu acetyleno-
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probki w piecu jest zalezny od rodzaju mineralizo-
wanego materialu (przecietnie 24 godz). W celu przy-
spieszenia mineralizacji do cze$ciowo spopielonej préb-
ki w trakcie spalania doda¢ 1—2 ml stezonego kwasu
azotowego. Spopielong probke rozpuszcza sie ilosciowo
w 1n kwasie solnym lub azotowym (przy zachowaniu
stosunku 1 g prébki w 1 ml kwasu).

Ekstrakcja

Zmineralizowang probke lub jej cze$é przeniesé ilos-
ciowo do 50 ml kolby miarowej zamykanej szklanyin
korkiem ze szlifem i dodawaé kolejno: 2 krople czer-
wieni fenolowej, 5 ml cytrynianiu amonowego, wody
amoniakalnej az do zmiany zabarwienia czerwieni
fenolowej (czerwony kolor przy pH 8,5), 1 ml 10%
cyjanku potasowego, 1 ml 2% roztworu APDC i 4 ml
MIBK. Kolbe zamkngé szklanym korkiem i wylrzg-
sa¢ przez 30 sek. Doda¢ wody redestylowanej tak, aby
faza organiczna MIBK znalazla sie w waskiej szyjce
kolby. Podobng procedure przeprowadzié z roztwora-
mi, tak aby w koncowej objetosci MIBK znalazlo sie
0,1, 0,5, 1,0 i 2,0 ug/ml olowiu. Dla kazdej serii azna-
czenn nalezy sporzadzi¢: a) probke odezynnikowg (Sle-
pa), w ktorej znajdujg sie w, odpowiednich ilosciach
wszystkie uzywane odezynniki (za wyjatkiem badanej
prébki); b) prébke badang do ktorej przed minerali-
zacja dodano okreslona ilo§é wzorca roboczego (probka
fortyfikowana).

Oznaczanie

Po wyzerowaniu aparatu AAS wobec MIBK nasyco-
nego woda redestylowana, aspirowaé badang prébke
bezposrednio z kolby. Otrzymang warto$¢ odczytu po-
réwnacé¢ z najblizszym wzorcem po wezesniejszej ko-
rekeji tla z uzyciem lampy wodorowej.

Omoéwienie metody
i ocena statystyczna

Przyjety w przedstawionej metodzie sposdéb mine-
ralizacji probek ,,na sucho” w piecu elektrycznym ma
do$¢ przeciwstawne opinie wsérdéd oséb zajmujgcych
sie oznaczaniem olowiu, Gléwny zarzut przeciwnikow
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takiego postepowania sprowadza sieé do mozliwosci
uwalniania sie olowiu w trakcie spalania, poniewaz
przy temperaturze ponad 550°C nastepujg duze straty
olowiu. Z nasze]j praktyki wynika, ze mozna tego unik-
nagé jezeli przestrzega sie dokladnie temperatury spa-
lania 1 nie przekracza sie 500°C. Natomiast niewat-
pliwg zaletg metody mineralizacji na sucho jest znacz-
nie mniejsza mozliwo$¢é zanieczyszczenia prébki oto-
wiem, ktory czesto znajduje sie w stezonych kwasach
uzywanych w mineralizacji na mokro. Mniejszy jest
réwniez przy tym naklad pracy i kosztéw minerali-
zacjl.

W przypadku pobrania do mineralizacji wiekszych
prébek, np. 10—20 g, przedstawiong metode mozna
jeszcze oznaczy¢ 0,005 mg otowiw/kg Swiezej tkanki.
W przypadku bardzo malych stezen, mozna dla zwigk-
szenia wykrywalnosci uzywaé do ekstrakeji olowiu
z mineralizatu kolb 25 ml zmniejszajac o polowe
iloéci poszezegdlnych odczynnikéw. Podobnie dla wiek-
szych probek mozna uzywaé 100 ml kolb z podwojong
iloSeig wszystkich odezynnikow. Powyzsza metoda na-
daje sie réwniez do oznaczania w fym samym eks-
trakcie z mineralizatu proébki biologicznej (po wpro-
wadzeniu jedynie drobnych modyfikacji) takich pier-
wiastkow jak: bizmut, kadm, mangan, antymon, selen,
tellur i tal. Z wymienionych pierwiastkéw kadm moze
interferowaé¢ w oznaczaniu olowiu jezeli wystepuje w
duzych stezeniach rzedu 100 mg/kg i wiecej, powo-
dujac w polaczeniu z cyjankiem potasowym zmetnie-
nie fazy organicznej. Tak wysokie stezenia kadmu w
materiale biologicznym wystepujg jednak bardzo rzad-
ko i w takich przypadkach zaleca sie zmniejszy¢ ilos¢
pobranej do analizy prébki do 1 grama.

Tab. 3. Ocena stalystyczna wynikow oznaczania me-
todg AAS olowiu dodanego do miesa wieprzowego

Wskazniki Dodano olowiu w mg/kg
precyzji
i doktadnosé 0.10 0,50 1,00
oznaczei ’

Liczba
oznaczen (N) 10 10 10
Odzysk, % 91 98 91
Srednia arytm.
(x), mg/kg 0,091 0,49 0,91
Zakres
(min.-maks.),
mg/kg 0,08—0,11  0,46—0,52  0,88—0,94
Odchylenie
stand. (S),
mg/kg 0,012 0,018 0,027
Wspblezynnik
zmienno$ci
V), % 13,19 3,67 2,97
Przedziat
ufnosci 95% (u),
mg/kg 0,091::0,008 0,4030,013  0,9110,019

W tab. 3 przedstawiono ocene statystyczng wyni-
kow oznaczania zawartodci otowiu w 30 probkach
miesa wieprzowego, do ktérego dodano odpowiednie
ilodci olowiu aby uzyska¢ stezenie 0,1, 0,5, 1,0 mg/kg,
Obliczone wspodlczynniki zmiennosci dla trzech pozio-
moéw stezen olowiu wynosily odpowiednio: 13,19, 3,67
i 2,97 (przy zalozonym poziomie prawdopodobienstwa
95%), co miedci sie w granicach przyjmowanych zwykle
dla oznaczen metodg AAS. Odzyski metody ksztatto-
waly sie w zakresie 91—98%.

Wydaje sie, ze przedstawione dane pozwalajg okres-
li¢ opisang metode jako dostatecznie precyzyjng i czula.
MMetoda ta zostala z powodzeniem sprawdzona w licz-
nych oznaczeniach olowiu w prébkach nerek, wgtroby,
miesni, krwi, mleka i sier§ci zwierzgt a opisane w tej
pracy trudnosci analityczne pozwolg moze zaintere-
sowanym uniknaé tych problemoéw i bledéw, na kto-
re napotyka sie zwykle przy doborze wlasciwej meto-
dy analitycznej.
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Kuymoru . — Onpenenexne COIEPIKAHNA CBUHEIA B
€HOJIOTIeCROM MaTepraje HPH IOMOII METORAa ATOM-
Ho-afcopunuoHHeil cnekrpodhoromerpuu (AAC),

JAna cnpefeneHmsa CBUHIA B GMOJIOTMIECKOM MATEPUA-
Je azalTupoBann MeTon Yeagera m cortp. (1971). MeTox
BMeIaeT: MUHEDAJNM3AIUIO OMOJOTMHIeCKOr0 MaTepuana
B 9JISKTPMUECKDIT meym B TeMmeparype 450°C, pacTtso-
peHye OCTaTKa B PaCTBOPE COJIAHOM MM a30THOM KMUC-
JOTBI CESI3aHMEe CBUHIA B KCMIJEKC ¢ aMMOHMIi-TIN-
ponnyauE-gutrokapbdamMaTom (APDC) skCTparIuio 3TO-
T0 KCMILJIEKCA MEeTUNMI00YTUIIOBBIM KETOHOM U OIIpe-
JeneHMe COAepPIKAHMA CBMHLA IIPKM [ICMCIIYM MeToLa
AAC., Verawormiay 9YTO, IIPEeCTABJIEHHBI MeTci II03-
BoJigeT cbnapyxxuTh 0,005 Mr CBMHIIA/Kr CBeIKeil TKAHU
M MCIIOJNB30BAThL B cpefmeM 93% MCXOIHOTO cOfepIKaHUa
ceuHna. B pabore OpenCcTaRMIM CTATUCTUYECKYIO CI[eH-
Ky MeTO0ZA, a TAaKXKe HEeKOTOpPble IPUYMHNELI SHAIUTHU-
YeCKUX OUIMOOK BBICTYNAIOMIMX NPM OlIpelelIcHUN
cBMHIIA B 0OKonorMyeckoM MaTepuaje IIPu IOMOIINA
OIMCAHHOTO METOMa.

Zmudzki J. — Determination of lead in biological
material by atomic absorptien spectrophotemetry
(AAS).

The modified procedure for lead determination in
biological material according to the Yeager et al.
(1971) method has been described. The procedure con-
sists of the digestion of biological samples in hydro-
chloric or mitric acid solutions, chelation of lead with
ammonium pyrolidymo dithiocarbamate (APDC), ex-
traction of the chelate into methyl isobutyl ketone
and determination of the complex by atomic absorp-
tion spectrophotometry. The lead content in the
amount of 0.005 mgikg of fresh tissues may be de-
termined. The average recovery of lead was found
0 be 91—98% at the level of 0.1—0.5 mg/kg. Statisti-
cal evaluantion of the method and some causes of
analytical errors in lead determinations in biologi-
cal material by AAS method have been discussed.

HESS E., LOTT G., BREER C.: Zachowanie sie sal-
meneli podczas peklowania i suszenia miesa. (Zum
Verhalten von Salmonellen wihrend der Pékelung
und Trocknung von Bindenfleisch). Fileischwirtschaft
56, 703, 1976.

Przeprowadzono badania nad przezywalnosciag salmo-
neli w czasie peklowania 1 suszenia miesa. W tym
celu w pierwszej czesci dodwiadezenia zakazono mieso
hodowla S. typhimurium w ilodei 7X104 drobnoustro-
jow/g, a mastepnie poddano peklowianiu i suszeniu
przez 11, 15, 20 1 22 tyg. Stwierdzono, ze po 14 dniach
peklowania liczba salmoneli chbnizyla sie do 10/gram
zaréwno w warstwie powierzchownej jak i glebokiej.
Po wsuszeniu, poczynajac od 11 tyg. mie wykazano
obecnosci salmoneli w miesie. W drugiej czesei do-
§wiadcezenia badano wplyw peklowania i suszenia na
szybko§¢ obumierania salmoneli (zakazenie wyjsciowe
105 bakterii/g). Wykazano, ze w przypadku poddania
miesa zaréwno peklowaniu jak i suszeniu, liczba sal-
moneli obnizyla sie gwattownie. W przypadkach su-
szenia, bez uprzedniego peklowania, iloéé¢ ich zmniej-
szala sie 'w sposob bardziej réwnomierny. W obu przy-
padkach wyizolowano salmonele jeszeze po 22 tyg.
suszenia. Gdy wiec mieso poddano jedynie pekloweaniu
obtmizanie sie iloei salmoneli przebfegalo powoli, a
wym. drobnoustroje obecne byly w miesie jeszcze po
22 tygodniach.

a. a.
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