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JAN ŻMUDZKI

PRAKTYKA LABORATORYJNA

Oznoczonie zowo rtości ołowiu w moteriO|e

bioIogicznym metodq spektrofotometrii
otomowo-o bsor pcyinej

z zakladv Farmakologii i Toksykologii Instytutu weterynarii w Pulawach

Powszechnienie jest wiadomo, ze ołów i je-
go związki nagromadzaią się w poszczególnych
ogniwach łańcucha pokarmowego, są bardzo
trwałe i utrzymujące się długo w środowisku.
Stale wzrastające zagrożenie ludzi i zwierząt
związkami ołowiu, zrnusza do prowadzenia ba-
dań nad pozostałościami tego pierwiastka w żyw-
ności i środowisku. Naturalne stężenia ołowiu
w materiale biologicznym są niskie i mieszczą
się w granicach ułamków mg/kg. Oznaczanie
1ak małych ilości stawia duże wymagania me-
todom analitycznym, jakimi posługujemy się.
Techniką, która ze względu na dużą czułość
i prostotę wykonania zdobyła szczególną po-
pularność w ostatnich latach jest metoda spek-
trofotometrii atomowo-absorpcyjnej (AAS), W
początkowym okresie stosowania tej metody
sądzono, że jest to technika o minimalnym błę-
dzie pomiaru i braku interferencji ftzycznych
i chemicznych. Obecnie coraz częściej pojawiają
się doniesienia o możliwościach popełniania
błędów analitycznych przy stosowaniu AAS,
szczególnie przy oznaczaniu małych ilości oło-
wiu (1, 2). Poniewaz w piśmiennictwie krajo-
wym jest mało danych na ten temat, a coTaz
częściej w wielu laboratoriach pojawiają się
spektrofotometry absorpcji atomowej, chcieli-
byśmy się podzielić uwagami i wskazówkami
metodycznymi, jakie nasunęły się nam w trak-
cie kilkuletnich badań pozostałości ołowiu w
materiale biologicznym ze szczególnym uwzględ-
nieniem materiału pochodzenia zwierzęcego.

Najprostsza analiza polega na bezpośrednim
oznaczaniu ołowiu w-spektrofotometrze absorp-
cji atomowej (AA) po zmineralizowaniu mate-
riału biologicznego. Przeprowadzając jednak w
ten sposób oznaczarlia uzyskuje się wyniki
obarczone największym błędem analitycznym.
Fletcher (2) analizując w podobny sposób ma-
teriał roślinny uzyskiwał często ponad 2-krot-
nie wyższe wyniki swoich oznaczeń. Natomiast
po wprowadzeniu korekcji tła za pomocą lam-
py wodorowej uzyskiwał wartości porównywal-
ne z wynikami uzyskanymi metodą koloryme-
tryczną. Występowanie podobnych błędów
analitycznych, często nawet zrtacznie wyższych,
stwierdziliśmy w początkach naszej pracy przy
oznaczaniu metodą AAS zawartości ołowiu w
mleku i tkankach zwierząt. W tab. 1 przedsta-

wiono wyniki oznaczania za pomocą AAS stę-
żenia ołowiu w mleku kobiecym i nerkach wo-
łowych ptzy zastosowaniu trzech różnych pro-
cedur analitycznych: a) oznaczania bezpośred-
niego po zmineralizowaniu próbki i rozpusz-
czeniu pozostałości a w ln HCl, b) po zasto-
sowaniu do analizy rozpuszczonego minerali-
zatu korekcji tła lampą wodorową i c) po zwią-
zaniu ołowiu w związek kompleksowy z piro-
lidynokarbodwutionianem amonowym i eks-
trakcji ketonem izobutylowometylowym. Szcze-
góInie wysoki błąd pomiaru stwierdzono przy
oznaczaniu bezpośrednim w spektrofotometrze
AA mineraltzatów próbek mleka kobiecego --
przeszło B-krotne zawyżenie wyników. W mia-
rę wzrostu stężenia ołowiu w próbce, błąd ja-
ki popełnia się w oznaczeniach bezpośrednich
maleje. W nerkach wieprzowych i wołowych,
gdzie stężenia ołowiu są na poziomie dziesią-
tych części mg/kg, błąd ten jest znacznie niz-
szy i wynosi od 50 do 100Vo (tab, 1 i 2).

Tab. 1. Wyniki (mg/kg) oznaczania za pomocą AAS
zawartości ołowiu w mleku kobiecym i nerkach woło-
wych przy zastosowaniu trzech różnych procedur

W świetle przedstawionych faktów i danych z do-
stępnego piśmiennictwa rvydaje się, że wyeliminowanie
porvażniejszych błędów, jakie popełnia się r,v trakcie
analizy AAS małych stężeń ołowiu rv materiale biolo-
gieznym można uzyskać na drodze ekstrakcji ołowiu
do fazy organicznej i korekcji tła za pomocą lampy
wodorowej. W tab. 2. przedstawiono wyniki ozrLacza-
nia zawartości ołowiu w nerkach wieprzowych przy
zastosorvaniu trzech procedur analitycznych w meto-
dzie AAS w porórvnaniu z kolorymetryczną metodą
ditizonową. Z porównania tego wynika, że zarówno
przy stosowaniu korekcji tła lampą wodorową jak
i ekstrakcji do fazy organicznej uzyskuje się wartości
zbliżone do wyników oznaczeń kolorymetryczną me-
todą ditizonową. Różnice między średnimi uzyskane
tymi metodaini były niewielkie (0,49; 0,53; 0,54 mg/kg)
i statystycznie nieistotne. Z dotychczasowych doświad-
czeń wynil<ałoby jednak, że technika z Zagęszezeniem

analitycznych

MIeko
kobiece
Nerki
wołowe

0,135+0,021

t,52s+0,524

0,016+0,007

0,BB5+0,562

779
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do fazy organicznej jest najpewniejszą metodą, która
pozwala uniknąć błędór,v analitycznych zl,viązanydn z
interierencjami zl,viązkóvr torvarzyszących. Z piśmien-

drl tazy organicznej (3). W naszych pracach r,vstępnych
nad doborem odpowiedniej metody oznaczania ołowiu
w materiale biologicznym za pomocą AAS wyllorzy-
sialiśmy podstaworve założenia metody Yeagera i wsil.
(4), która w porówaniu z innymi metodami cechuje
się względną prostotą, oszczędnością czasu i dobrą
precyzją. Wydaje się, że metoda Yeagera i rvsp., któ-
ra r,v stosowanej przez nas wersji została sprarł,dzona
w naszym Zakładzie w analizie kilku tysięcy próbek
materiału biologicznego, godna jest opisania i spopula-
ryzo-vania w naszym kraju.

rł,o-powietrznym. W pracy tej stosor,vano spektrofoto-
metr AA firmy Varian Techtron model 1200.

2. Rejestrator potencjometryczny o zmiennym napię-
clu,

. Postępowanie

Mineralizacja
Próbkę materiału zwierzęcego lub roślinnego o cię-

żarze I-1a g (wielkość próbki za\eżna od spodziewanej
zawartości ołowiu) dokład_nie rozdrobnić, wymieszać
i po zlromogenizowaniu umieścić w tyglu porcelano-

Następnie przenieść do pieca eJ.ektrycznego i stopnio-
rvo podnosić temperaturę do 450oC. Czas przebywania

Tab, 2. Wyniki (mg/kc) oznaczania zalvartości ołowiu w nerkaclr wieprzowych przy zastosowaniu trzech
r,óżnych procedur analitycznych w metodzie AAS rv porównaniu z kolorymettyczną metodą ditizonorvą

AAS
wsliaźniki Bezpośrednio

rv ln HCl Korekcja iampą H2 
| 

ntstral<cja Ilłter K o1orymetryc z ni e

Liczba próbek (N)
Średnia arytm. (x),

Zakres (min,-maks.)

Odchylenie standardowe
(S), me/ke

15

0,89 *

0,74-1,0g

0,09

Zasada metocly

Po zmineralizorvaniu plóbki na sucho w piecu elelr-
ttycznym, ołów ekstrahuje się do fazy organicznej
L oznacza za pomocą spek'lrofotorrrearu absorpcji ato-
mo\Ą/eJ.

Odczynniki
Wszystkie odczynniki pcrvinny być rvolne od związ,

kór,v ołowiu.
1. Cytrynian amono\rJy (bufor pH B,5). Rozpuścić

500 g krystalicznego kwasu cytrynowego r,v 300 ml
il,ody redestylowanej, dodać 500 mi rł,ody amoniakal-
nej i doprorvadzić wodą amoniakalną roz|wór do pH
B,5. Przenieść do rozdzielacza, dodać 100 ml chlorofor-
mu i 5 ml 0,10/o ditizonu ym rłlytrząśnięcitt
usunąć warst\\,ę chloro zonem. Czynność
wytrząsania porvtarzać tizonu przestanie
zmrenrać się.

2. Cyjanek potasowy, 109'o roztlł,ól rvodny (,"v przy-
padku zanieczyszczenia ołowiem r,vytrząsać z chioro-
formolvym roztrvcrem ditizonu jak r,v p. 1).

3. l-pirolidynokarbodr,vutionian amonowy (APDC) -
20lo roztlli,ót wodny, prz)Igotowany na Ś-lvieŻO,

4, Keton izo-butyJ.ol,vometylo\\Iy (MIBK). Przed uży-
ciem wysycić wodą wytrząsając 70 m1 MIBK z okolo
30 ml redest.

5. Czerwień fenolowa - 0,10ń roztr,ł,ór wodny,
6. Kwas azotowy stęŻony.
7. Kwas azotowy, roztwór ln.
B. Kwas solny, roztrł,ór 1n.
9. Woda amoniakalna.
10. Roztwór wzorcowy. Rozpuścić 1 g ołol,viu neta-

licznego w 200 ml 509o kwasu azotowego i uzupełnić
do 11wodą redestylołvaną (1 ml zar,rliera 1mg Pb).
Z tak sporządzonego roztworu podstawowego spof?ą-
dzać odporviednie roztwory r,vzorców roboczyclr o stę-
żeniu od 0,1 do 2 pgll::'l przez rozcieńczenie !v 1n kw.
solnym lub azotowym.

Aparatura
1. Spektrofotometr AA r,vyposażony r,v lampę katodo-

wą na ołów i lampę wodoroulą. Oznaczanie prowadzi
się przy długości fali 2t7 nm w płomieniu acetyleno-

1B0

0,34-0,62

0,09

15

0,53+*

0,32-0,69

0,10

15

0,54**

0,36-0,73

0,|2

15

objaśnienia: + : P ( 0,001 \v poTó\Ynaniu Z pozoslalymi średnimi, :!* - blak Statystj,czl]ie istotnych lóżnic między Śred-
nlmi ZaznaczonylTi podT:ójną g\iiazdką.

próbki 11l piecu jest zależny od rodzaju nrinera]izo-
wanego rnateriału (przeciętnie 24 godz,), W celu przy-
spieszenia mineral.izacji do częściowo spopielonej prób-
l<i ,"v tlakcie spalania dodać 1-2 ml stężonego kwasu
azoi,owego. Spopieloną próbkę rozpuszcza się iloŚciowo
r,v 1n krvasie solnynr lub azotowym (przy zachowaniu
stosunku 1 g próbki rv 1 ml krvasu).

Ekstrakcj a

Zrnineralizorvaną próbkę lub jej część przenieść iloś-
cior,ł,o do 50 mI kolby m,iaroivej zamykanej szklanym
korkiem ze sz]ifem i dodawać kolejno: 2 krople czer-
lvierti fenolowej, 5 ml cytrynianiu amonowego, wody
amoniakalnej aż do zrntany zabarwienia czerwieni
fenolorvej (czerwony 1rolor przy pH B,5), 1 ml 107o
cyjanku potasovlego, 1 ml 29o roztworu APDC i 4 ml
MIBK. Kolbę zamknąć szklanym korkiem i wytrzą-
sać ptzez 30 sek. Dodać ,"vody redestylowanej tak, aby
faza organiczna lVIIBK znalazła się r,v wąskiej szyjce
kolby, Podobną procedltrę przeprowadzić z rozlwota-
mi, tak aby w lrońcowej objętości MIBK znalazło się
0,1, 0,5, 1,0 i 2,0 l.g/ml ołowiu. Dla każdej serii azna-
czeń należy sporządzić,, a) próbkę odczynnikową (śle-
pą), w której znajdują się lv.odpowiednich ilościaclr
r,vszystl<ie użyrł,ane odczynniki (za wyjątkiem badanej
próbki) ; b) prólckę badaną do której przed mineTali_
zacją dodano określoną ilość rvzorca roboczego (próbką
for tyfilroulana).

oznaczanie

I)o wyzeror,vaniu aparatu AAS l,",obec MIBK nasyco-
nego wodą redestylorł,aną, aspirołvać badaną próbkę
bezpośrednio z kolby. Otrzymaną wartość odczytu po-
rór,vnać z najbl,iższym wzo]:cem po lvcześniejszej ko-
rekcji tła z lżyctem 1ampy r,,",oclorowej.

Omówienie metody
i ocena statystyczna

Przyjęty w przedstawionej metodzie sposób mine-
raiizacji próbek ,,na sucho" w piecu elektrycznym ma
dość przeciłvstawne opinie wśród osób zajmujących
się oznaczaniem o]or,viu. Głórvny zarzut przeciwnikórv
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takiego postępowania sprowadza się do możliwości
uwalniania się ołowiu w trakcie spalania, ponieważ
przy temperaturze ponad 550oC następują duże straty
ołowiu. Z naszej praktyki wynika, że można tego unik-
nąć jeżeli przestrzega się dokładnie temperatury spa-
lania i nie przekracza się 500oC, Natomiast niewąt-
pliwą zaletą metody mineralizacji na sucho jest znacz-
nie mniejsza możliwość zanieczyszczenia próbki oło-
wiem, który często znajduje się w stężonych kwasach
używanyclr w mineralizacji na mokro, Mniejszy jest
również przy tym nakład pracy i kosztów minerali-
Zac]l,

W przypadku pobrania do mineralizacji większych
próbek, np. 10-20 g, przedstawioną metodę można
jeszcze oznaczyć 0,005 mg ołowiu/kg świeżej tkanki.
W przypadku bardzo małych sŁężei, można dla zwięk-
szenia wykrywalności używać do ekstrakcji ołowiu
z mineralizatu kolb 25 ml zmniejszając o połowę
ilości poszczególnych odczynników. Podobnie dla więk-
szych próbek można używać 100 ml kolb z podwojoną

tr-akcie z mineralizatu próbki biologicznej (po wpro-
rvadzeniu jedynie drobnych modyfikacji) takich pier-
rviast]<ów jak: bizmut, kadm, mangan, antymon, selen,
tellur i tal. Z wymienionych pierwiastków kadm może
interferować w oznaczaniu ołowiu jeżeli występuje w
dużych stężeniach rzędu 100 mg/kg i więcej, powo-
dując w połączeniu z cyjankiem potasowym zmętnie-
nie fazy organicznej. Tak wysokie stężenia kadmu w
materiale biologicznym występują jednak bardzo rzad,
ko i w takich przypadkach zaleca się zmniejszyć ilość
pobranej do analizy próbki do 1 grama.

Tab, 3. Ocena statystyczna wyników oznaczania me-
todą AAS ołowiu dodanego do mięsa wieprzowego

wskaźniki Dodano ołowiu w mg/kg
precyZJr

i dokładność
oznaczeń

0,10 0,50 1no

piśmiennictwo

2. Fletcher K.: J. sci, Fd Agric. 22, 260, 7977.
3. sTpek A.: chem, Anal. 19, 687, 7974.
4. yed.ger D. w., Cholak J., Henderśon E. W.: EnViIon. sci,

Tech. 5, 1020, 1971.

Adres autora: lek. wet. Jan Żm§dzkL A1, Paltyzantów 5?,
24-100 Puławy.

)Knry4sxlr ff. 
- 

OupeA€JI€Ęfie coAep}!{3,xififf cBnliĘa B
EraoJlorn,lecxoM MalepłiaJle IIpfi nomoĘił MeToAa aToM-
rro-a6copqnuorrrroft cnerrrpo@oromerpiłn (AAC).

,Ąna onpe4ełe,H,]lfi cB,rdIII]a s 6ilonor]4qecKoM l\,taTepr{a-
fie aAanT].lpoBaJlr MeT,oA Yeagera Lr coTtr]. (19?1). Meroł
BMe[łae T : Mfi Hepa []43 aI] ulo 6170 Jnal w-Ie cKoI o Ma Te p]ła fi a
B gfi3KTp],lqecNoż neq,r{ B TeMIIepaType 450oC, pacTtso-
peHile ocTaTKa B pacTBope congrłoż ulnr. azoraoil xuc-
JIoTbI cB,fi3aH],{e cB,]4IJI{a B KcMnJIeKc c aultorl,rdi-nrł -
p o II JIłĄAvLII - EwrmoN ap 6 altatonł (APD C) 3K cTp]altl{.7lio 9To -
ro Kat{nJleKca Me,rznrłso6yl]lJlloBblM KeToI]oM r1 o[pe-
AeJIeHr{e coAep>KailJ,rlfl cB].IHIła npil ncMcil]]4 MeToAa
AAC. Yctai:loB,r{Jlr1 tlTo, EpeAcTaBfiel{Hsrż uerc4 no::-
EoJIEeT c6Hapy>xvrrs 0,005 mr carłrrqa/xr cBe>Kejż TKaIil
,{ ,tcnoJlb3oBaTb B cpeAI]eM 93U/0 ,{cxonH,oro coAep)Kau]4fl
cBr{HIIa, B pa6ore ĘpeAcTaBr{JIr{ craT]łcTilqecKylo oqerr-
Ky Iłelo,q,a, a TaJ<rKe HeKoTopLTe nprttrTlI]LI aHaJIrfTM-
qecKlłx ourr6or< tsblcTyrlarcfi]rłx npm onpeAeJIeHfi]4
cBrlHI]a B 6raoł,o,rrł.recKoM l{aTeprdaJle ]JfyI noMoll]]4
on]4caHlioro I{e rolAa.

Żrnudzl<t J. 
- 

Deterrrrination of leail in lriological
rnaterial by atomic absorption spectrophotornetry
(AAs),

The rnodified ipr,oc,edure forr lead deterrninatilorn in
loiolloglical 1mrate|nial accordling to tlhe Yoager eb al.
(1971) meth,old ,has been ,desori]ae,d, T,he prrorced,ure coi]:l-
sists of ,the ,digestioln ,of biological samples iln hy,dr,o-
chloriic ,otr nitri.,c ,acid ,solutjon6, chel,atioln of l,ea,d with
,amm,oiniurn pyinoli,dyno d,ithiooarbamate (APDC), ex-
trach,orn of the ch,elate intc lrnetlhyl isobuty-ł ketone
and deter.mirnatio,n oć the c,omplex by abomrc ,absorp-
ti,on spectr,ophotorrreti,y, The lead cointent in tlre
arnoutni of 0.005 mg/kg of f,rgsh tissue,s rnay lre de-
temiined.. The average lrecovery ,of lerad was found
to b,e 91-980/o at the leve] rof 0.1-0.5 ,mg/kg, Statisbi-
oa,l evaluatntiorn o,f the method ,and sorne causes of
arralyŁical elro,rs iln 1ea,d deterrnjlrratiornn in biołogi-
cal ł:nateFirail by AAS meLho,d have bee,n discussed.

HESS E., F-OTT G." BREER, C.: Zachowanie się sa!-
moneli potlczas peklowania i suszenia mięsa. (Zurn
Verhalten von Salmonellen wiihrend der Fdkelung
und Trocknung von Bindenfleisch), Fłei,schwirischaft
56, 703, 1976,

Przeprowadzono badania nad przeżyv/alnością salmo-
ne],i w czasie pell<trowania i suszenia mięsa. lM tym
celu w Fierw]srzej częś,ci dlośłviadczenia zaikażono mięso
h,oC.onvlą S. tyłph.irnurium w ilości ?XlOł drobnoustro-
jów/g, la rrrastępnie p,oddano pełdotvianilr i suszeniu
p,rzez ll, 15, 20 I 22 iyg. S,twiertd,zo,no, ,że ,po 14 dniach
pelktronł-arnia łiozba ,sralrmoneli chniżyła się do lO/grart
;zarówino w twair,sftwie ipowieirzch,ilMnej jak i głęboki,ej.
LPo ,sl-łszetnillr, plcc,zyniając lold 1,1 tyg, nie wykazano
obecnLości ]sal,miolnel,i w mięsie. W d,rulgiej części do-
ŚWiadczełnia badaLn,o tMpł},w peklowainira i suszelnia na
szlnbko,ść obumierania salmon,eli (za]każeLntre §Myj ści,ołve
10; bakterłili/g). 'Wyrkaza,na, że nł przypadku Froddarnia
mięsa zarówno tp,eklowaniu jak i suszeniu, licz,b,a sał-
ncile]i ,obniżyła srę g."v,ałtd e. W fl]rzYpadkach su-
szenia, bez qprzednieglo pekło\łianiia, ilość ich zmniej-
szała się ,w srposób b ziej rówrioinier,ny, W ohu przy-
pactrkach wyiziołowano lsalm,ofirole jeszcze po 22 ty1.
suszelnia. Gdy więc ,m.ięslo tpoddano jedynie peklo,waniu
ohniżatnie się ilości salmone i przeilcliegało pourołi, ,a
wym. ld|o,tłnor.rstnoje obecne były w rnięsLie jeszcze po
22 tygodniach.

a, a,

Liczba
oznaczeń (N)
Odzysk, 0/o

Średnia arytm.
(x), mg/kg
Zakres
(min.-maks.),
mc/kg
Odchylenie
stand. (S),
mg/kg
Współczynnil<
zmienności
(V), 9o
przedział
ufności 950ń (u),
mg/kg

10
98

10
91

10
91

0,91

0,BB-0,94

0,027

2,g7

0,091 0,49

0,08-0,11 0,46-0,52

0,0I2

13,19

0,01B

0,091+0,008 0,49+0,013 0,91+0,019

W tab. 3 przedstawiono ocenę statystyczną wyni-
ków oznaczania zawartości ołowiu w 30 próbkach
mięsa wieprzowego, do którego dodano odpowiednie
ilości ołowiu aby uzyskać stężenie 0,1, 0,5, 1,0 mg/kg.
Obliczone współczynniki zmienności dla trzech pozio-
mów siężeń ołowiu wynosiły odpowiednio: 13,19, 3,67
i 2,97 (przy zaNożonym poziomie pra,wdopodobieństwa
950/o), co mieści się w granicach przyjmowanych zwykle
dla oznaczeń metodą AAS. Odzyski metody kształto-
wały się w zakresie g1-980/o.

Wydaje się, że przedstawione dane pozwalają okreś-
lić opisaną metodę jako dostatecznie precyzyjną i czułą,
Metoda ta zostala z powodzeniem sprawdzona w licz-
nych oznaczeniach ołorviu w próbkach nerek, wątrob;z,
mięśni, krwi, mleka i sierści z:wierząt a opisane w tej
pracy trudnoŚci analityczne pozwolą może zaintere-
sowanym uniknąć tych probiemów i błędów, na któ-
re napotyka się zwykle przy dolrorzę właściwej nreto-
dy analitycznej.
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