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HENRYK ARCIUCH

Zastosowanie anodowej woltamperometrii inwersyjnej w oznaczaniu
ofowiu w mleku spozywczym

Osrodek Badan Weterynaryjnych Wojskowego Instytutu Higieny i Epidemiologii
ul. Lubelska 1, 24-100 Pulawy

Bezpieczenstwo ludzi pozostajacych w  kontakcie
7z roznymi substancjami chemicznymi wymaga stalego
poszerzania wiedzy z zakresu prewencii, w tym takze
doskonalenia metod wykrywania i oznaczania iloscio-
wego tych substancji. Mimo tego, ze jednym z pierw-
szych, dokladniej poznanych czynnikéw toksycznych
byt oléw, jego oznaczanie na szerszg skale nadal sta-
nowi zagadnienie Kklopotliwe zaréwno w sensie tech-
nicznym, jak i ekonomicznym.

Metody oznaczania olowiu stosowane w analizie ru-
tynowej materialdw biologicznych wymagaja wstep-
nego utlenienia substancji organicznej, co — obok trud-
nosci metodycznych — z reguly wiaZe sie z uzyciem
wysokiej jako$ci, drogich odezynnikow chemicznych,
Nowoczesne techniki analityczne, takie jak miedzy
innymi: fluorescencja rentgenowska, aktywacyjna ana-
liza neutronowa, c¢zy bezplomieriowa absorpcyjna
spektirometria atomowa pozwalajg wprawdzie czeSciowo
zmniejszy¢ koszty wstepnego przygotowania probki,
zwigzane sg jednak ze znacznymi wydatkami na apa-
rature, co ogranicza powszechnoéé icn stosowania.

Weltamperometria inwersyjna, efektywna w  przy-
padku oznaczania clowiu oraz innych metali dobrze
rozpuszezalnych w rteci (14) nie znalazia dotychezas
szerszego zastescwania w kraju. chcciaz badania po-
rownawcze wykazuja dokra zgoanosé wynikow z uzy-
skiwanymi za pomocag kclerymetryczne] metody diti-
zonowej, techniki plomieniowe] wtomowe] spektrometrii
absorpeyjnej (ASA) oraz innych metod uznaivanych za
refersncyjne (5, 6, 7, 10, 11). Istnieja liczne opracowania,
w iym normalizacyjne, dotyczgce zastosowan ASA.
Znacznie ubozsza jest lista opracowan podwieconych
prek.yeznemu wykorzystaniu najnowszych tanich tech-
nik elekirochemicznych. Dotyczy to zwtaszcza oznacza-
nia metali ciezkich w materiale biclogicznym metods
anodowej woltamperometrii inwersyjnej (ASV).

7 punktu widzenia rozmiaru potrzelr w zakresie pc-
wszechnych badan profilaktycznych, nadzoru sanitarno-
-higienicznege 1 weterynaryjnego oraz monitoringu
skazen $rodowiska, cparcie detekeji olowiu na bardze
kosztowne]j aparaturze wydaje sie malo realne. a aktual-
ny profil krajowego dorobku w dziedzinie metodyki
analitycznej nie w peini irafny.

Po zapoznaniu sie z szeregiem publikacji wskazuja-
cych na mozliwos¢ oznaczania clowiu catkowitege bez
wstepnej mineralizacji, przy silnym zakwaszeniu prob-
ki i prowadzeniu oznaczein przy pil 1,5-—2 (1, 2, 3, 7,
9, 12), w $lad za prébg oznaczania clowiu w nieminoe-
ralizowanym moczu (4), podjeto proke opracowania
szykkiej, przeglagdowe] techniki ocznaczania olowiu w
niemineralizowenym mleku metcda ASV.

Materiat i metody

Do badan wykorzystano swieze mleko spozywcze butel-
kowane, o znormalizowanej zawartosci ttuszczu — 2%
(PN-75/A-86003).

Przygotowanie prébki do oznaczen. Za pomocg mikro-
1 makropipet poélautomatycznych do zlewki poj. 25 cm?d ze
szkla PYREX wprowadzano 10 c¢m? badanego mleka oraz
47 1071 cm?® 6 mol/dm?* HCI specjalne] czystosei, a nastep-

nie ogrzewano przez 30 minut w temperaturze 60°C. Po
ostudzeniu, zawartos¢ zlewki przenoszono do polietylenowe-
go naczynia wiréwkowego. Wirowanie prowadzono przez
20 minut przy predkosci obrotéw odpowiadajgcej sile okolo
45 < g (3 tys. obrotow dla wiréwki MPW-340). Za pomocg
makropipety ostroznie, unikajgc przypadkowego pobrania
powierzchownej warstwy tluszczowej, pobierano 5 cm?
serwatki, ktérg umieszczano w naczynku stanowiska po-
miarowego, Zawartos¢ naczynka uzupeilniano z kolei do-
datkiem 5 cm?® wody redestylowanej Ultranal R.

Oznaczenia zawartosci olowiu w prdobkach wykonywano
za pomoca mikroprocesorowego analizatora woltampero-
metrycznego produkcji Spoéidzielni Pracy ,RADIUS” z za-
montewanym trojelekirodowym potencjostatem opartym na
nasyconej elektrodzie kalomelowej (NEK), jako elektrodzie
odniesienia.

Jako elektrode roboczg zastosowano elektrode rteciowa
wytworzong elektrochemicznie na impregnowanej elektro-
dzie grafitowe] stanowigcej standardowe wyposazenie ana-
lizatora. Po nagromadzeniu rteci przy poteacjale —1100 mV
wzgl. NEK elektrode roboczg wuwalniano z przypadko-
wych zanieczyszezen olowiem przez przylozenie potencjatu
- 110 mV na okres 20 sekund. Przed wykonywaniem po-
miaréw elektrode przechowywano w naczyniu z woda re-
destylowana, chronigc jej aktywng powierzchnie przed kon-
taktem z powietrzem.

Woltamperometryczne pomiary ekstremum pradu utlenia-

nia oznaczanego otowiu wykonywano z automatycznym
odejmowaniem pradu la.

Parametry cyklu pomiarowego:
— czas elektrolizy 80 sek

— potencjal elektrody robocze] w czasie elek-

trolizy —1100 mV
— poczgtkowy potencjat kontroli utleniania - 750 mV
— koncowy potencjal kontroli utleniania — 110 mV
— szybkos¢ zmiany potencjatu elektrody 0,3 V/s

Oceny stezenia oznaczanego olowiu dekonywano metods
dodatlku standardu.

Odezynniki 1 sprzet
— 6 mel/dm? kwas solny specjalnej czystoscl (Ultranal R

Cheman Raszyn)

— §2% kwas azotowy specjalnej czystosci (Ultranal R Che-
man Raszyn)

— stezony kwas solny cz. d.a. (POCh Gliwice)

— stezony kwas azotowy cz. d. a. (POCh Gliwice)

— woda redestylowana do analiz $lad. (Ultranal R Cheman

Raszyn)

— 0,02 mol/dm3 roztwoér chlorku rteci (II) cz. d.a. (POCh

Gliwice)

— standard Pb 1 g/dm? (roztwdr wodny Pb(NO;),

PK.N.M. i J.

— woda redestylowana

— makropipeta pélautomatyczna medyczna 5 cm3 (Plasto-
med)

— mikropipeta pélautomatyczna
2> 107" em?® (Plastomed)

— mikropipeta poétautomatyczna 102 c¢cm3? (Plastomed)

— mikropipeta poétautomatyczna 5 X 10-2cm3 (Plastomed)

— wiréwka laboratoryjna horyzontalna o pojemnoéci na-
czyn ok. 20 cm?® oraz predkosci obrotéw odpowiadajjcej

sile odérodkowej = 45 2 (np. M.P.'W. 340)

— laznia wodna

— zlewki a 25 em? ze szkla Pyrex

— bazietki szklane

— naczynia wirdwkowe z polietylenu wysokoci$énieniowego.

Roziwor roboczy standardu Pb 2 < 10-2g/dm? przygoto-
wywano ze standardu PRKNMiJ wgz (3).

Roboczy roztwoér chlorku rteci (II) do nanoszenia rteci na
impregnowang elektrode grafitowsg przygotowywano w na-
stepuiacy sposdb: do naczynka pomiarowego wprowadzano
5> 102 cm? 0,02 mol/dm? roztworu chlorku rteci, 2XX 10—t cm?
6 mol/dm?® HCI specjalnej czystosci oraz 10 cm3 H,O rede-
styl. Ultranal R. Mycie szkla oraz naczyn z polietylenu.

nastawna 2> 1073 do
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Naczynka pomiarowe wchodzgce w skilad wyposazenia sta-
nowiska pomiarowego MAW, bagietki szklane oraz zlewki
po wstepnym umyciu napelniano na okres 24 godzin ok.
30% rtoztworem HNO,, nastepnie plukano dwukrotnie
0,1 mol/dm?® roztworem HCIl cz.d.a. w wodzie redestylo-
wanej i jeden raz 0,1 mol/dm3 roztworem HCI1 specjalnej
czystodci. Tak umyte szklo do chwili uzycia, to jest przez
2—3 godziny, przechowywano nagelnione gorgcym (60°C)
0,1 mol/dm? roztworem HCI specjalnej czystosei. Tuz przed
uzyciem wylewano roztwér kwasu solnego, a szklo jeden
raz plukano woda redestylowana do analiz sladowych.
Naczynia z polietylenu wysokocisnieniowego myto cieplym
roztworem detergenu za pomoca szczotki z miegkkiego wio-
sia, nastepnie kilkakrotnie ptukano 0,1 mol/dm?® roztworem
HCI cz.d. a. w wodzie redestylowanej { jeden raz 0,1 mol/
/dm?® roztworem HCI specjalnej czystosci, Do chwili uzy-
cia postepowano analogicznie jak ze szklem.
Badania eksperymentalne objely nastepujace zagadnienia:
zaleznosé ekstremum pradu utleniania (wysokosé pikow)
od stezenia oznaczanego olowiu w serwatce,
— zalezno$é ekstremum prgdu utleniania od czasu wstep-
nej koncentracji oznaczanego Pb na elektrodzie roboczej,
— wplyw czasu elektrolitycznego nanoszenia rteci na czu-
los¢ olektrody roboczej,
— mikroskopowy obraz aktywnej powierzchni elektrody,
- precyzje pomiaru pradu utleniania oznaczanego otowiu
w przygotowanej probce serwatki, przy roznych steze-
niach Pb w mlekuy,
— oeene statystyczng precyzji metody oraz
— ocene zatezania jonow Pb w probce na skutek wydzie-
lenia, przez wirowanie, w warunkach niskiego pH frakeji
kazeinowej 1 tluszczu (odzysk Pb w serwatce).

Wyniki i omowienie

Wielckrotne dodawanie roboczego roztworu standar-
du Pb do przygoicwanej, jak cpisano wyzej, probii
pozwelito stwierdzi¢ liniowg zaleznosc przyrostu wy-
sokogei pikow utleniania olowiu od jego stgzenia. Ba-
danie przeprowadzeno w zakresie stgzen Ph w przy-
gotowanej do oznaczen probee od 32 0 10 I g/dm?® do
88,4 % 10~% g/dm?® Obliczony wspolezynnik korelacji
wyniost 0,9995. Uzyskane wyniki zamieszezono w tab. 1.

Zmiana czasu nagromadzania oznaczanego pierwiast-
ka przy zachowsaniu nie zmienionych pozostatyeh para-
metréw pomizru woltamperometrycznego dawala Scisle
skorelowane zmiany wysokcsei piku utleniania Pb.
Obliczeny wspélezynnik korelacii wyniost 09994, Uzy-
skane wyniki zemieszczono w tab. 1.

Stwierdzono nieliniowa zaleinoéé czulosci elektrody

Tab. 1. Wyniki pomiaru prgdu utleniania Pb w metodzie
ASV w zaleznosci od stezenia olowiu oraz czasu nagroma-
dzania z serwatki

State stezenie Pb
ok. 6 g X 10-%/dm?

Staly czas nagromadzania
60 sek.

stezenie Pb maks. natez. czas nagr. ‘ maks. natez.

w serwatce pradu utlen. | Ph pradu utlen.
gX10-9dms | AX10-5 | (sek) | AX10-%
5,21 0,80 10 | 0.31
7,20 1,84 20 | 0,61
11,18 2,87 30 ' 0,92
15,12 3,88 40 | 1,23
19,05 4,87 50 | 151
22,97 5,82 60 | 1,75
26,89 6,71 70 - 1.99
30,78 \ 7,70 80 2,28
34,66 i 8,90 90 2,57
38,51 9,86 100 2,92
68,99 17,40 110 3,13
88,41 22,40 120 3,54
= == 130 3,80
— - 140 4,05
— . — . 150 4,31
— — 160 4,73

od ilosci nagromadzonej rteci przy elektrolizie robo-
czego roztworu chlorku rteci (II) w przedziale czasu od
10 do 540 sekund. Jej maksymalng oraz stabilng czu-
to$é dla oznaczanego olowiu uzyskiwano dopiero po
nanoszeniu rteci przez okres 500 i wiecej sekund. Gra-
ficzny cbraz relacji — czas nanoszenia Hgfczulos¢ elek-
trody — przedstawia ryc. 1.

Badaniem mikroskopowym stwierdzeno drobnokro-
pelkowa strukture warstwy rteci wydatnie zwigksza-
jsca powierzchnie aktywnego kontaktu elektrody z ba-
dang serwatks.

Analiza statystyczna wynikéw dziesigeiu serii po
csiem pomiaréw woltamperometrycznych pradu utle-
niania Pb, ktory wystepowal w serwatce w stezeniu od
2,7 > 107% gjdm?® do 143,3 < 107" g/dm® dala nastepuja-
ce rezultaty: dla n = 8 wspctezynnik zmiennodei ksztal-
towsl sie w przedziale od 0,86% do 2,03%w przy Srednie]
wartogei 1,58%. Zaleznosci precyzji pomiarow od ste-
zenia Pb w materiale badanym nie stwierdzono. Wy-
niki przedstawiono w tab. .

Dla irzech probek mleka, w ktc')ryéh stwierdzono
najnizsze stezenia Pb wykonano odpowiednio trzy serie
niezaleznych szesnastu oznaczen. Analiza statystyczna
wynikow dala nastepujgce rezultaty:

— n =16, érednia = 2,6364 ¥ 107¢ g/dm® min. wyn. =
=92.2404 ¥ 107% g/dm? maks. wyn. = 2,3691 < 10°° g/
jdm?, wspblez. zmien. = 8,9%,

— n = 16,

§rednia = 2,4598 + 107% g/dm® min. wyn. =

rad ulleniania Pb — A
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czas nanoszenia Hg — sek.

Ryc. 1. Relacja — czas nanoszenia Hg/czulo$é elektirody

roboczej (wyniki pomiaréw met. ASV te = 60 sek., Ee =
—1100 mV wzgl. NEK, predkosé przemiatania E = 0,3 V/sek.}

Tab. 2. Precyzja pomiaru pradu utleniania Pb w metodzie

ASV (n=8)

— . Wyniki pomiarow Wspblez. Stezenie
éredni minimal. !maksymali zmiern. | olowiu )
AX 1078 AX107% | AXI0TE | L : g{10~%/dm?*
44139 | 4,34 4,47 1,09 7,3
44200 | 427 | 451 201 | 6,8
17,9625 |  17.40 | 18,50 2,03 143,3
18,6375 | 18,00 | 19,00 1,69 150,0
08063 | 0.78 | 0,83 1,98 | 43
0,8225 081 | 0,84 1,26 45
0,5825 0,56 0,59 1,78 ‘ 2.7

0,6125 0,60 0,62 1,16 2.8
0,9375 0,92 0,95 0,86 5.1
0,8144 0,78 0,34 1,90 4.4
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Tab. 3. Wyniki oznaczen Pb w trzech prébkach mleka —
g X 10—5/dm?
Data oznaczania *
28.03.91 | 08.04.91 l 11.04.91
3,2500 2,6176 2,7094
4,1473 2,6500 2,6383
3,6089 2,8631 - 92,5239
3,0389 | 2,2505 \ 2,2584
3,3730 2,8732 2,2222 .
40262 [ 2,4623 | 2,3824
3,5739 , 2,4901 | 2,1822
4,0137 . 2,2404 2.2880
3,1341 | 2,9287 ‘ 2,5915
3,5856 | 2,7191 , 2,6288
3,5069 ; 2,5090 | 2,6879
3,5828 = 2,9691 ‘ 2,6419
4,0666 | 2,9157 2,3534
3,7205 2,7380 92,3933
3,2807 2,5170 ‘ 2,4003
3,1021 . 2,4378 | 2,4541

Objaénienie: * — kazdy wynik odpowilada pelriej procedurze ana-
lityeznej.

Tab. 4. Wyniki badania zmian stezenia Pb w probce na sku-
tek wstepne]j obrébki mleka — odzysk Pb

Nrbad. | 1| 21 3] 4| 5| 6| 1
Wynik %e | 101,3] 100,9 | 103,7! 892 | 9591089 938
Nr bad. | 81 ot | 1l 1213 14
Wynik % | 1008 1088 | 93,6] 100,71 102,3] 1052 ] 943

= 2,1822 X 107% g/dm? maks. wyn, = 2,7094 < 10~ g/

/dm?, wspolcz. zmien. = 7,1%,

— n = 16, $rednia = 3,5632 <X 107% g/dm®, min. wyn. =
= 3,0389 X 107 g/dm?® maks. wyn. = 4,1473 X 10— g/
Jdm?, wspétcz. zmien. = 10,1%.

Wyniki zamieszczono w tab. 3.

Ocena zatezania jonéw Pb w probce dokonana me-
toda dodatku standardu Pb do badanego mleka data
nastepujgce wyniki:

— n =14, érednia wartoé¢ odzysku Pb = 99,96%,

— minimalna wartoéé odzysku Pb = 89,2%,

— maksymalna wartoéé odzysku Pb = 108,9%,

— wspolcz. zmien. — 5,89%,

Wyniki zamieszczono w tab. 4

Stwierdzony liniowy charakter zaleznosci wysokosci
piku od stezenia oznaczanego otowiu w serwatce pozwa-

la na oznaczanie otowiu w mleku, opisang metods, w
zakresie stezen od ok. 6 10 g/dm® do okolo 180 X
<107 g/dm®,

Zmiana czasu nagromadzania moze byé stosowana
jako dogodny s$rodek doboru optymalnych parametrow
pomiaru metoda ASV, a przyjety w metodyce czas
wstepnej elektrolizy probki moze by¢ zmieniany w sze-
rokim zakresie.

Drobnokropelkowy charakter powierzchni elektrody
roboczej tlumaczy zwiekszanie sie- jej czutoSei wraz
z przyrostem masy nagromadzonej rteci. Obok bez-
wzglednego przyrostu powierzchni kontaktujgcej sie
z materialem badanym, istotnym wydaje sie takze jej
stosunek do masy rteci.

Trafne uzycie nazwy dobrze opisujace charakter za-
stosowanej elektrody roboczej, odpowiadajace nazew-
nictwu stosowanemu w literaturze fachowej napotyka
na trudnoéci. Impregnowana elektroda grafitowa, po-
kryta faktycznie mikrokroplami rteci, w podrecznikach
zwana jest bowiem blonkowsa elektroda rteciowg
(13, 14). '

Wspomniane na wstepie dane literaturowe dotyczace
mozliwo$ci oznaczania olowiu catkowitego oraz uzy-
skane zadowalajace parametry precyzji wykonanych
oznaczen zachecaja do modjecia badan miedzylaborato-
ryjnych nad odtwarzalnoscia wynikéw proponowanej
metody.
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KONDO T., HATTORI H., KODAMA H., ONUMA M,
MIKAMI T.: Okreé$lenie wlaseiwosci dwoch przeciweial
monoklonalnych rozpoznajacych roéine subpopulacje limfo-
eytow T u kurczat. (Characterization of two monoclonal
antibodies which recognize different subpopulations of
chicken T lymphocytes). Jpn, J. Vet. Res, 38, 11—17, 1991 (1)

Przebadano wystepowanie i wlasciwosei dwbdch subpopu-
lacji limfocytow T krwi obwodowej kurczat posiadajgcych
antygeny powierzchniowe rozpoznawalne przez przeciwciala
monoklonalne Le-4 i Lc-6. Badania w odczynie immuno-
fluorescencji wykazaly, ze antygeny te wystepuja wylacz-
nie w limfocytach T krwi obwodowej. Nie posiada ich na-
tomiast subpopulacja limfocytow B krwi obwodowej kur-
czgt. Antygen Lec-4 jest polipeptydem o masie czasteczko-
wej 35 Kd w warunkach zredukowanych o masie 65 Kd
w warunkach niezredukowanych. Pod wieloma wiasciwo-
sciami biochemicznymi jest on zblizony do antygenu CDS§
ssakéw.

G.

BOCKLISCH H., KREUSEL S., BRYS A., PFUTZNER H.:
Doswizdezalne zakazenie gruczolu mlekowege owiec My-

caplasm~ bovis. (Experimental infection of tke udder of
ewes due to Mycoplasma bovis), J. Vet. Med. Bm 38. 385—
—390, 1391 (5)

Dwanascie owiec w poczatkowym ekresie laktacji zaka-
zomo do kezmalu sirzykowego lewej potowki wymienia 5 ml
(100—107 cfu/ml) hodowli Mycoplasma bovis namnozonej na
zmodyfikowanym podlozu Hayflicks. U wszystkich zwierzat
rozwinelo sie zaralenie gruczotu mlekowego z typowymi ob-
jswami miejscowym 1 gorgczka. Zarazek izolowano z mleka
zakozone] potéwki wymienia. Proces zakaZny przenosit sig
tez na drugg polowe wymiernia. Cd owiec zakazonych ekspe-
rymentalnie zckazaly sie ma drodze kentaktowej zdrowe
owce 1 jagnieta. Swoiste przeciwciata wykrywalne w od-
czynie hemaglutynacji poérednie] pojawialy sie w surowicy
zekazonych owiec pomiedzy 2 a 3 tygodniem po zakazeniu
i osiggzaty meaksymalne miano (1:256) 3 tygodnia po zakaze-
nia. U owiec poddanych ubojcwi pomiedzy 20—25 dniem
po zekazemiu cproécz obrzeku tkanki gruczotowe] wystepo-
watly drcbne ogniska martwicze. Wezly nadwymiencwe za-
kazonej polowki wymienia byly ckolo dwukroinie powiek-
szone, 0 rowierzchni przekroju czerwomo-szarej.

G.



