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HENRYK ARCIUCH

Zosłosowonie onodowei wohomperomelrii inwersylnej w oznoczoniu
ołowiu w mIeku spożywc zym

ośIodek Badań Wetetv""Ji.Y:l"§fj,f."il:fi,i 
it,,'J*Y" 

Hi.ieny i Epicemiologii

Bezpieczeństr,vo ludzi pozostających rv koniakcie
z różnylnt substancjairri chemiczn]rmi ,,vymaga stałego
,coszerzania wiedzy z zakresu prer,vencji, w tym takze
doskonalenia rnetod wykrywania i oznaczanta ilościo-
rvego tych substancji, \,Iirio tego, że jednyln z pierw-
szych, dokładniej poznanych czynnikóu, toksycznych
był ołol,v, jego oznaczanie na szerszą skalę nadal sta-
nowi zagadnienie kłopotiiwe zarór,vno w sensie tech-
nicznytn. jak i ekonomicznym.

Metody oznacza,nia ołorviu stoso\^,,ane rv analizie lu-.
tynorve j materiałów biologicznych l.v5-maga ją wstęp-
llego utlenienia subsiancji organicznej, co - obok trlrci*
ności rrretodycznych - z reguł5, rviąże się z uzycieilł
rvysokie j iakości, drogich odczynnikórv chemicznych.
No,uvoczesne techniki analityczne, t:rkie jak międz5,
innymi: fluorescencja rentgenot,ska, aktvrł,acyjna ana-
llza neutronowa , czy b ezpłoirrier ior,va absorpcy jna
spektroinetria atomolt,a pozr,valają rvprawdzie częściorł,o
zmnie jszyc kosziy lvstępnego przygotowania probki.
zrviązane są jednak ze znacz!\ymi lv.wdatlłami na apa-
Iaturę, co ogranicza powszechność icn stosorvania-

Woltamicerot-neŁria inlversy jna, ef e}<iy,*,na w pIz_v-
padku oznaczania ołorviu oraz lnnych metali doblze
iczpuszczalnycli rv rtęci (14) nie znalazla, dotychczas
sz3rszego zasLosclvania \! KIajLl. cicciaż badania pc-
Iownawcze ilrykazu_ją ciolcrą zgocinośc rr,)rników z uz]a-
_.kilvanymi za pomocą i<clorymetrycznei me toCy clit:
zcnowej, tecLniki płorlienior,vej :ltornor,vej spcktrorneti,rl
absorpcyjne; (ASA) craz innych ir-letocl uznaivanych za
ieferen:;rjne (;, 6, ?, 1C. 11) istnieja liczne opracorvania,
],\i iyir-r normalizacyjne, doiyczące zasŁosolvań ASA,
Znacznie,.l'noższa jest lista. opracorvań pośuvięconycl-L
o;,ak,ycznemu wykorzystaniu nalnc\\,szycn tanich tech-
lik eiektrochemicznych, Dotyczy to z.,vł:rszcz:r oznacza-
:l la metali cięzkich w materiale 'oio1o3iczn.,,m liletocl:i
anodolvej rvoltamperometrii irrr.l,ersyjnej (AS\l).

Z punktu r,vidzenia rozmiaru potrzeb l,v zakresie pc-
rvszechnych badań profilaktycznr,ch. nlrdzoiu sanitarno-
-higienicznego i rveterynłryjnego oTaz n:ionitoring1-1
skazeń środowiska, cparcie detekcii ołorviu na bardzrl
kosz|orvnej aparatrlrze r,vydaie się mało realne. ir aki,,lal-
lly profiI krajor,vego dorobkr,r w dziedrinie metod_vki
analitycznej nie rv pełni ,"rafny.

Po zaprznaniu się z szeregietu puJ:likac ji lvskazuia-
c5ich na tnożIir,vośó oznaczania clloti;iu całkorvitegc bez
rł,stępnej minera,lizacji, przy siinynr zaku;aszcniu prób-
ki i pror,vadzeniu oznaczen prz,y pii i,J--2 (i. 2, J, i'.
9, 12), l,v ślad za icróbą oznaczani:r o]or,viu u, nrelninc-
ralizorvanynr moczu (4), podjęto próbę opraco\\,anlx
szybkiej, przeglądowej techniki oznaczania ołor,viu t..,
r-iiemineralizo\ĄIanym mleku metc a AS\'"

Materiał i metody
Do badań wykorzystano ś*,ieże mleko spożywcze butei-

kowane, o znormalizowane j zawartości tłuszczu - 20lo
(PN-75 /A-86003).

Przygotowanie próbki do oznaczen_ Za pomocą mikro-
l makropipet półautomatycznych do zlewki poj. 25 cm8 ze
szkła PYREX wprowadzano 10 cm3 badanego mleka oraz
4 )/ l0-1 cml 6 molldm3 HCl specjalnej czystości. a na,§tęp-

nie ogrzewano przez 30 minut w temperaturze 60oC Po
ostudzeniu, zawartość zlewki przenoszono do polietylenowe-
go naczynia wirówkowego. Wirowanie prowadzono przez
20 minut przy prędkości obrotów odpowiadającej sile około
45 )< g (3 tys. obrotów dla wirówki MPW-340). Za pomocą
makropipety ostrożnie, unikając przypadkowego pobrania
powierzchownej warstwy tłuszczowej, pobierano 5 cm3
serwatki, którą umieszczano w naczynku stanowiska po-
miarowego Zawartość naczynka uzupełniano z kolei do-
datkiem 5 cma wody redestylovlanej Ultranal R.

Oznaczenia zawartości ołowiu w próbkach wykonywano
za pomocą mikroprocesorowego analizatora woltampero-
metrycznego produkcji Spółdzielni Pracy ,,RADIUS" z za-
montowanym trójelekirodowym potencjostatem opartym na
nasyconej elektrodzie kalomelolvej (NEK), jako elektrodzie
odniesienia.

Jako elektrodę roboczą zastosowano elektrodę rtęciową
vrytworzoną elektrochemicznie na impregnowanej elektro-
dzie grafitowej stanowrącej standardowe wyposażenie ana-
lizatota. Po nagromadzeniu rtęci przy potencjale - 1100 mV
wzgl. NEK elektrodę roboczą uwalniano z przypadko-
wych zanieczyszczen ołowiem przez przyłożenie potencjału

110 mV na okres 20 sekund, Przectr wykonywaniem po-
miarów elektrodę przechowywano w naczyniu z wodą re-
destylolvaną, chroniąc jej aktywną powierzchnię przeC kon-
tal.:tenr z,oowietrzem.

woltamperometryczne pomiar}r ekstremum prądu utlenia-
nia oznaczanego o}owiu wykonywano z automatycznym
odejmowaniem prądu,;ła.

Pal,ametr5, cyklu poriarowego:

- czas elektrolizy tiO sek

- 
potencjał elektroCy roboczej rv czasie e]ek-
tro}iz5, - 1100 mV

- 
początkowy poiencjał kontro]i utleniania -- ?50 mV

- końcowy potencjał kontrc]i ut]eniania - 110 mV
- szybkość zmiany potencjału elektrody 0,3 V/s

Ocery stężenia oznaczanego ołor.viu dokonywano metodą
dodatkit stancarcu.

odcz3lnniki i sprzęt

- 6 mol,'dmB kwas solny specjalncj czystości (Ultranai R
Cheman Raszyn)

- eźDlt kwas azotow;r specjalnej czystości (Ultrana1 R Che-
rnan Raszyn)

- stężony kwas solny cz.C.a. (POCh Glirvice)

- stężony kv;as azotowy cz. d a. (POCh Gliwice)
- woda reclestylowana do ana.liz ślad, (Ultrana] R Cheman

Ra-szyo)

- 0,02 ir-roli dm3 roztwor chlorku rtęci (II) cz. d.a. (POCh
Gliv;ice)

-- standard Pb 1 g/dml (roztwór wodny Plr(NOs)2
P K.N.M. i J.

- woda redestyiowana,

- makropipeta półauton-iatyczna medyczna 5 cm3 (Plasto-
ned)

- mikropipeta półautonatyczna nastawna 2 )1 10-3 do
2 

' 
10 r cms (Plastomed)

- mil<ropipeta półautomatyczna 10-ź cmJ (Plastomed)

- mlkropipeta półautomatyczna 5 X 10-2 cms (Plastomed)

- 
,virówka laboratoryjna horyzontalna o pojemności na-
czyń ok. 20 cm3 oraz prędkości obrotów odpowiadającej
si]e odśrodko!:.,/ej : 45 1; (np M.P.W" 310)

- łaźnia wodna

- 
z]er,vki a 25 cm3 ze szkła Pyrex

- hai:retki szkiane

- naczynia wirówkowe z polietylenu \,/ysokociśnieniowego"
Routwór roboczy standarciu Pb 2 ./. 10-żg/dm8 ptzygoto-

wywano ze standardu PKNMiJ wg (3).

Roboczy roztwór chlorku rtęci (II) do nanoszenia rtęci na
impregnowaną elektrodę grafitową przygotorł,ywano w na-
:tępttjący sposób: do naczynka pomiarowego wprowadzano
5-'". 10 j crnB 0,02 mol/dm8 roztworu chlorku rtęci, 2X 10-1 cm3
6 mol/dm3 HCl specjalnej czystości oraz I0 cms HrO rede-
styl. Ultranal R. Mycie szkła oraz naczyń z polietylenu.



Naczynka pomiarowe wchodzące w skład wyposażenia sta-
nowiska pomiarowego MAW, bagietki szklane oraz zlewki
po wstępnyln umyciu napełniano na okres 24 godzin ok.
30r/o roztworem HNO', następnie płukano dwukrotnie
0,1 moi/dm3 roztworem HCl cz. d. a. w -"vodzie redestylo-
wanej i jeden raz 0,1 mol/dm3 roztworem HCl specjalnej
czystości. Tak umyte szkło do chwili użycia, to jest przez
2-3 godziny, przechowywano napełnione gorącym (60"C)
0,1 mol/dm8 roztworem HCl specjalnej czystości. Tuż przed
użyciem wylewano roztwór kwasu solnego, a szkło jeden
raz płukano wodą redestylowaną do ana]iz śladowych.

Naczynia z poiietylenu wysokociśnieniowego myto ciepłym
roztworem detergenu za pomocą szczotki z miękkiego wło-
sia, następnie kilkakrotnie płukano 0,1 mol/dm8 roztworem
HCI cz. d. a. w wodzie redestylowanej i jeden raz 0,1 mol.'
/dm3 roztworem HCI specjalnej czystości. Do chwili uży-

jak ze szkłem.
jęły następujące zagadni ia:
utleniania (wysokość pi w)

od stężenia oznaczaneEo ołowiu W l;ervzatce.

- za]eżność ekstremum prądu utleniania od czasu wstęp-
nej koncentracji oznaczar,ego Fb na elektrodzie roboczej,

- wpływ czasu elektrolitycznego nanoszenia rtęci na czu-
roboczej,
obraz aktyvlnej powierzchni elektrody"

aru prądu utleniania oznaczanego ołowiu
nej próbce serwatki, przy różnych stęże-

- 
niach Pb w 

"rrleku' 
J", dzie-
ch akcji
W

Wyniki i omórvieni:,

Wielckro'ine dod:,Lrvanie roboczego toz'tworu stanclai-
du Pb dc przygo|crvanej, j"k cpisano w}-zej, probki

clanie przeprowadzono \\- przy-
gotowanej do oznaczeń g/dirr3 do

ag,ł X tO-u g/d*'. Obl korelacji
rvyniósł 0,999-, Uzyskan rv tab, l,

Zmiana czasu nagromadzania oznaczanego pierrł,iast-
ka przy z e zrnie nionyc para-
metrow p mp3lometryc ściŚle

skorelo,uva r,vysokościp aPb,
Obliczcny wspcłczynnik korelacji rvyniosł 0,999'ł, Uz_v-

skane rvynlki zamieszczono w tab. 1.

SIr.,,,iercizono nieliniową zależność czułości elektrod_v

od ilości nagromadzonej rtęci przy elektrolizie robo-
czego roztworu chlorku rtęci (II) w przedziale czasu cd
10 do 540 sekund. ,lej maksymalną oraz stabilną czu-
łcść dla cznaczanego ołolviu uzyskiwano dopiero po
nanoszeniu rtęci przez okres 500 i więcej sekund, Gra-
ficzny obraz relacji - 

g7ą5 nanoszenia Hg/czułość elek-
trody ,- ,przedstawia ryc. 1.

Badaniem mikroskopcwym stwierdzcno drobnokro-
pelkorva strukiurę r,varstlvy rtęci rvydatnie zwiększa-
jacą por.vierzchnię aktylvnego kontaktu elektrody z ba-
daną serwatką.

Analiza statystyczna rvynikol,v dziesięciu serii pi)

osiein pomiarol,v woltamperometrycznych prądu utle-
niania Pb, ktory występowa.ł lv serwatce r,v stęzeniu od
2,,,l ,. I0 u g/d*' do 143,3 )( 10 tj g/dmB dała następują-
ce rezultaty: clla n : B lvspcłczynnik zmienności kształ-
tor.vał się w przedziale od 0,B6D/o clo 2,030io, przy średniej
lvarlości 1,,lBO/c. Zależności precyzji pomiarórv od stę-
żenia Pb rv materiale badanym nie stlvi.erdzono. Wy-
niki przedstawiono lv tab i]"

Dla trzech probek mleka, w których str,vierdzotlo
najniższe stęźenia P| ylykona.no odpowiednio trzy serie
niezależnych szesnaslu oznaczeń. Analiza statystyczna
rvynikorv dała następujące rezultaty:

16, śre,dnia - 2,6364 ':' l0-0 g/d*', min. rł,yn. :
- 2.2+04 X 10-6 glclm3, inaks. -uvyn :2.9691 10 6 g/

clin''. rvsrólcz. zmien. : B..l1,/o.

- n : 16, śreCnia : 2,4a9B 10 G g/dmB. tnin. \Ą,yn. -

p3q ,rtl,,r,,..iu Pb - ld _ _

l5

ll
l]

0
l2o l?o z2o 27o .32o 37o 42o {70 5zo

czas nanoSzenia Hg - sek.

Ryc. 1. Relacja ezas nanoszenia Hglczułość elektro<iy
roboczej (wyniki pomiarów mei. ASV ter : 60 sek., Eel :
-1100 mV wzg1. NEK, prędkość prz€miatania E:0,3 Visek.}

Tab. 1. Wyniki pomiaru prądu utleniania Pb rł, metodzie
ASV w zależności od stężenia ołowil-t oraz czasu nagloma_

dzania z serwatki

Stały czas nagromadzania
60 sek.

Stałe stężenie Pł:
ok.6 gX 10-sldm3

(sek.) | ł,< 1o-n

zo

maks. natęż.
prądu utlen.

Tab. 2- Precyzja pomiaru prądu utleniania Pb w metodzie
ASV (n - B)

Wyniki pomiarów

38,51
6B,99
B8,41

0,80
1,84
2,Bi
3,B8
4,87
5,82
6,77
7,70
8,90
9,86

17,40
22,40

0.31
0,61
0,92

r.sl

1,99
2,28
2,57
2,92
3,13
3,54
3.B0
4,05
4,3I
a. /J

4.4139
4,4200

I7p625
lB,6375
0,8063
0,8225
0,5825
0,6125
0,9375
0,8t44

4,34
1,27

1?,40
18,00
0.?8
0,81
0,56
0,60
0,g2
0,?B

1,47
4"51

18,50
19,00
0,83
0,81
0,59
0,62
0,95
0,B4

I,09
2,0l
2,03
1,69
1,98
1,26
1,?8
1,16
0,B6
I,90

llJ
6,8

143,3
l50,0

4,3
4,5
2,7

'0
5"1
4"4

10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
110
I2a
130
140
r50
160

średni
AX 10-6

minima1.
A>( 10-.tt

maksymal.
A>(10-{i

Współcz,
zmlen"

0/0,

Stężenie
ołowiu

§ X 10-ffl dnljl

30,78
34,66 i
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Tab. 3. Wyniki oznaczeń Pb w trzech próbkach mleka -8 X 10-6/dms

Data oznaczania *

28.03,91 | oa.oł.or l 11.04.91_

la na oznaczanie ołowi.u w mleku, opisaną metodą, w
zakresie stężeń od ok. 6 X 10-o g/d^' do około 1B0 X
,< 10-6 gldm',

Zmiana czasu nagromadzania może być stosowana
jako dogodny środek doboru optymalnych parametrów
pomiaru metodą ASV, a przyjęty w metodyce czas
wstępnej elektrolizy próbki może być zmieniany w sze-
rokim zakresie.

Drobnokropelkowy charakter powierzchni elektrody
roboczej tłumaczy zwiększanile się. jej czrrłośĘi wraz
z przyrostem masy nagromadzonej rtęci. Obok bez-
wzgiędnego przyrostu powierzchni kontaktującej się
z materiałem badanym, istotnym wydaje się także jej
stosunek do masy rtęci.

Trafne użycie nazwy dobrze opisujące charakter za-
stosowane j elektrody roboczej, odpowiada jące nazew-
nictwu stosowanemu .,v literaturze fachowej napotyka
na trudności. Impregnowana elektroda grafitowa, po-
kryta faktycznie mikrokroplami rtęci, w podręcznikach
z\\,ana jest bowiem błonkorł,ą elektrodą ltęciową
(13, 14).

\Vspomniane na wstępie dane literaturowe dotyczące
możliwości oznaczania ołowiu całkowitego oraz uzy-
skane zadowaIające parametry precyzji wykonanych
oznaczeń zachęcają do podjęcia badań międzylaborato-
ryjnych nad odtwarzalnością r,vynikor,v proponowanej
metocly.
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AdIeS autoIa: lek. Net Henryk Arciuch, ul, 'Wo jska Polskie-
qo 3i10, 24-10c Puław1,

cłplasnr.'lrcvis. (Dxperimental infection of tl,e udder of
elryes due io Mycoplasma bovis). J. Vet. Med. Bm 38. 3B5-

-390, 
1.r9i (5)

Dwanaście ołviec ,*, początkowym ekresie laktacji zaka-
żolc ic ka:lału sirzyko,łzego lewej poło-wki wymienia 5 mI
(]06-107 cf ,_r/rnl) hodowli Mycoplasrna b,ovis riamnożonej na
znoCyfi,kowanym podłożu Hayflicks. U wszysttkich zwierząt
rozwinęło s ę zapalenie gruczołu nrleko;,,1,1ego z typowyrni ob-
jawami rniejscowym i golączlką. Zarazek izolowano z mleka
za]<:żcl,ej połówki wymienia. Pfo3es zakaźny przenosił się
też na drugą polowę wymielnia. OC owiec zakaż,onych ekspe-
rymentałnie zzlkażały się na drodze kcntakt,owej zdrowe
owce i jagnięta. Swoiste przeciwciała wykrywal,ne w od-
czyrie hemaglutynacji p,cśredniej pojalviały się w surowicy
ze,każalych owiec pom ęCzy 2 a 3 tygoCnlem po zaka,żeńu
i osiągały ma]ksyma]ne miano (1 : 256) 3 tygo,drnia po zakaże-
niu, U ctł,iec nod,darrych ubojcr.r,i pomię,Czy 20-25 dnie,rn
po zakażeriu cprócz o,brzęku tkanki gruczoł,owej wysrtępo-
wały drcbne ogniska mar,twicze. Węzły nadwymienc,we za-
każc,nej połówki wymienia były około drvukro,iriie powięk-
szome, o powierzchni prze,kroju czerwono-szarej.

3,2500
4,1473
3,6089
3,0389
3,3730
4,026ż
3,5739
4,0137
3,1341
3,5856
3,5069
3,5828
4,0666
3,7205
3,2807
3,1021

2,6176
2,6500
2,8631
2,2505
2,8732
2,4623
2,490l
2,2404
2,9287
2,7I9I
2,5090
2,9691
2,s|57
z,7380
2,5170
2,4318

2,7094
2,6383
2,5239
2,2584
, r9r,
2,3824
2,L822
2,2880
2,5915
2,6288
2,6879
2,64L9
2,3534
2,3933
2,4003
2,4541,

objaśnienie: - - każdy u,ynik odpowiada pełnej procedurze ana-
1itycZnej.

Tab. 4. Wyniki badania zmian stężenia Pb w próbce na sku-
tek wstępnej obróbki mleka - odzysk Pb

Nrbad. I t I z l s | ą I

,Wynik olc I tot,s | 100,9 \ 103,? l ss,z l

Nrbad, 1 s i c I ro l rr 1

lvynik o/a, 
1 roo,a I loa.a I os,o I roo,z l

:2,IB22 X 10-6 g/dm', maks. wyn,:2,7094 )< 10-6 gi
/dm8, współcz. zmien, -- 7,Lola,

- n : 16, średnia : 3,5632 X 10 6 g/drns, lnin. wyn. :
: 3,0389 ){ 19-s g/dm', maks. wyn. : 4,I4'l3 X 10-6 g/

ldm3, wspołcz. zl:nion.: 10,10/o.

Wyniki zamieszczono w tab. 3"

Ocena zatężania jonów Pb r,v próbce dokonana me-
todą dodatku standardu Pb do badanego m]eka dała
następujące wyniki:

14, średnia wartość odzysku Pb : 99,96c/o"

- minimalna wartość odzysku Pb : B9,20io,

- maksymalna wartość odzysku Pb : 10B,90/o,

- współcz. ziTlien. : 5,890/o.

Wyniki zamieszczono w tab. 4.

Stwierdzony }iniowy charakter zależności wysokości
piku od stęzenia oznaczanega ołorviu w serwatce pozwa-

KoNDo T., HATTORI H., KoDAMA H,, ONUMA M.,
MIKAMI T.: Określenie właściwości dwóch przeciwciał
rnonoklonalnych rozF,oznających różne subpopulacje limfo-
cytów T u n<urcząt. (Characterization of two monoclonal
antibodies which r,ecognize different subpopulations of
chicken T lymphocytes). Jpn. J. Vet. Res.38, 11-17, 1991 (1)

Przebadano występowanie i właściwości dwóch subpopu-
Jacji limfocytów T krwi obwodowej kurcząt posiadających
antygeny powierzchniowe rozpoznawalne przez przeciwciała
monoklona]ne Lc-4 i Lc-6. Badania w odczynie immuno-
fluorescencji wykazały, że antygeny te występują wyłącz-
nie w 1imfocytach T krr,vi obwodowej. Nie posiada ich na-
tomiast subpopulacja limfocytów B krwi obwodowej kur-
cząt. Antygen Lc-4 jest polipeptydem o masie cząsteczko-
wej 35 Kd w warunkach zredukowan;rch o masie 65 Kd
w warunkach niezredukowanych. Pod wieloma właściwo-
ściami biochemicznymi jest on zbliżony do antygenu CD8
>-saków' 

G.

tsoCKLI§CH H,, KREUSEL s., BRYS A., PFUTZNER H.:
Doświadczaine zakażenię gruczołu rnlekowego owiec My-
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