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Wprowadzenie wielu różnoro,dny ch rwiązkow
chemiczny,ch do r,olnictwa w celu o,chrony roś-'lin i zwierząt przed ,szkodnikami okazało się
jednym ze ,skute,czniejszych sposobów zwięk-
szenia wydajności pro,dukcji ro)nej. Jednak sto-
sowanie różny,ch ,chemicznie i silnie dziaŁają-
cych preparatów toksycznych s,twarza niebez-
pieczeństwo przypadkowych zatruć, powstawa-
nia szkodliwych pozostałości zvńązków che-
miczn)rch w pro,dukta,ch spożywuy,ch i skaze-
nia środowiska. Jedną z wielu grup związków
stosowany,ch w ce]u ochrony roślin są połącze-
nia organ,iczne rtęci. Pr,oblemy toksykologi,czne
związane ze stosowaniem w rolnictwie związ-
ków rtęci przedstawiono ,w pracy poprze,d-
niej (23),

Pracownicy służby weterynaryjnej najczęś-
ciej mają ,do czynienia z korrkrefunymi przypad-
kami zatruć, gdzie cho,dz,i o wiarygo,dne stwier-
,dzenie przyczyny zatrucia zwierzęcia. Z racji
niespecyficzności objawów chorobowy,ch w
przypadku zwiĘków rtęci, je,dynym sposobem
pozostaje zidentyfikowanie i ilościowe okreśIe-
Ńe związku toksycznego w organiźmie, O ile
stwierd,zenie obecności rtęci jest stosunkowo
łatwe i służy do tego celu szereg meto,d jakoś-
ciowy,ch, o tyle przy oznaczaniu ilościowym
anali,tyk ,napotyka na dość powazne przeszkody.
Jak wiadomo, rtęć jest pierwiastkiem lotnym
i mineraliza,cji materiału biologicznego w ot-
wartej kolbie Kjeldahla towarzyszą b,ardzo du-
że straty. Dlatego większość opublikowanych
metod oznaczania opiera ,się na spalaniu w
ukła,dże zamkniętym,

Metody oznacz,ania rtęci w materiale biolo-
gicznym można zasadni,czo podzielić na dwa
etapy: a) mineralizacja materiału biologiczne-
8o, b) oznaczanie rtęci. Mineralizacja rnoże
przebiegać na dro,dze spalania na mokro z kwa-
sami: siarkow;rm, azotowym, nad,chlorowym
lub nadmanganianem potasowyrn (2, 4, B, 9,
Il, 72, 14, 19). Znane są także metody spalania
próbek w tlerrie z zastosowaniem kolby Schó-
enigera (6), lub jej modyfikacji (3, 5, 16, 25),
Opisano również sposób trawienia enzymatycz-
nego materiału biologicznego (77), Oznau,anie
,rtęci w zrctineralizowanym rnateriale opiera się
1,1,, większości metod na reakcji z ditizonem i o,z-
naczaniu spektrofotometrycznym ditizonianu
rtęciowego. Doldadniejsze, ale bar,dziej skom-
pLikowane są n-netody z zastosowaniem spektro-
fotornetrii atomowo- absorpcyjnej, emisyjnej (1,
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7, 75, 22) Iub techniki tizotopowej (13, 18, 20,
24).

Róznorodność stosowany,ch meto,d sprawia, że
analityk stojący przed zadaniem ozna,czania
rtęci ma trudności z wyborem dogodnej i od-
powiedniej meto,dy. W warunkach laboratoriów
,diagnostyczrrych np. -w pracowni toksykolo-
gi,cznej ZHW iub WIS, potrzebna jest metoda
względnie prosta, pozwalająca wykryć i ozna-
czyć rtęć w paszy, treści przewodu p,okarmo-
wego i tkankach. Ponieważ Zakła,d nasz był
wielokrotnie proszony o udostępn'ienie meto,dy
oznaczan:ia ilościowego rtęci, postanowiliśmy
,opub'likować doświadczenia i uwagi na ten te-
mat. Ponizej opisaną metodę stosujemy w na-
szyrn Zakładzie i wydaje się, że jest ona sto-
sunkowo prosta i łatwa do wykonania w wa-
runkach każdego laboratorium-

Meto,da opiera się na mineraliza,cji materiału
biol,ogicznego na mokro, ekstrakcji rtęci roz-
tworem ditizonu i pomiarze wielkości absorp,cji
ditizonianu rtęciowego przy długości fati
486 mp.

Aparatura
1, Zestaw do mineralizacji na mokro AL-9 (prod,

Zakład Doświadczalny Chemii Gospodarczej,,Polle-
h4", Wydział Produkcji Aparatury Laboratoryjnej,
Gliwice) lub podobny wg załączonego rysunku (ryc. 1.)

2. Rozdzielacze, cylindry, pipety i inne typowe
szkło laboratoryjne.

Przed użyciem zestaw i szkło laboratoryjne powin-
no być umyte kwasem azotowym i dokładnie opłuka-
ne wodą redestylowaną.

3. Spektrofotometr lub fotokolorymetr. W naszym
Zakładzie stosujemy spektrofotometr Beekman DU lub
spektrokolorymetr Speko1.

Odczynniki
1. Kwas siarkowy, c. wł. 1,B4
2. Kwas siarkowy, roztwór 1 N
3. Kwas azotowy, c, wł. I,42
4. Amo,niak, toztwór 250lo

5. Kwas octowy, roztu,ór 300ń

6. Kwas solny, roztwór 0,1 N
7. Chloroform redestylowany, stabilizowany alko-

holem absolutnym w ilości 10 mI alkoholu etylowego
na 1 litr chloroformu.

B.Chlorowodorek hydnoksyloaminy, roztwór 20nl0.

Sporządzony roztwót wodny wytrząsnąć w rozdzie]a-
czu z około 5 ml rozcieńczonego roztworu ditizonu,
a następnie przepłukać kilkorna porcjami chlorolormu,
aż do usunięcia śladów ditizonu.

9. Azotyn sodowy, roztwót 50lo

10. Mocznik, roztwór 109o

PRAKTYKA LABORATORYJNA
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Ryc.1. zestaw szklany do mineralizacjl materia}u biolo-
gicznego.

11. Wersenian dwusodowy (EDTA), toztwór 2,50h

12. Ditzion, roztwory chloroformowe:
a) roztwór podstawowy około 0,059o. Rozpuścić 0,1

g ditizonu w 150 ml chlor,oformu i wytrząsać ptzez
10 min,, przesączyć przez twardy sączek do rozdziela-
cza i wytrząsać z trzema 100 ml porcjami rozcień-
czonego amoniaku (1:l00). Połączone roztwory amonia-
kalne zobojętnió 1 N kwasem siarkowym i dodać
nadmiar około 10 ml tego kwasu. Dodać 200 ml
chloroformu i silnie wytrząsać przez 2 minuty. Po
rozdzieleniu faz, przesączyć warstwę chloroformową
przez suchy sączek do czystej butetrki z ciemnego
szkła i przechowywać w lodówce w temperaturze
około 3oC, Trwały około 6 miesicy.

b) roztwór rozcieńczony około 0,0010ń - 2 ml roz-
tworu podstawowego rozcieńcza się chloro ormem do
100 ml, przygotować bezpośrednio przed użyciem.

13. Roztwory wzorcowe chlorku rtęciowego:
a) roztwór podstawowy - 0,1354 g HEC72 rozpuś-

cić w 1 litrze 0,1 N HCl (1 ml roztworu zawiera 100

u8 H8).

b) r,oztwór rozcieficzony - 10 ml podstawowego
uzupełnić do 1 litra 0,1 N HCl (1 ml roztworu za-
wiera 1 pc Hc).

Wszystkie odczynniki używane w metodzie powinny
być analitycznie czyste, najlepiej cz.d.a. Woda sto-
sowarra do sporządzania roztworów powinna być re-
destylowana w szklanym aparacie,

Mineralizacja
Wspomniany zestaw do mineralizacji może służyć

do spalenia 5 g suchego materiału roślinnego (zboże,
ryż) lub 25 g tkanek o większej zawartości wody.
Rozdrobnione próbki zboża zemleć, tkanki zwierzęce
zhomogenizować i umieścić w kolbie reakcyjnej do-
dając jednocześnie kilka szklanych granulek lub ka-
wałeczki tłuczonej porcelany. Nfateriał suchy należy
zwilżyć 10 ml wody. Zmontować zestaw uszczelniając
szlify stężonym kwasem siarkowym. W rurce fer-
mentacyjnej umieścić 2-3 ml 0,1 N kwasu solnego.
Dodać przez wkraplacz 5 ml stężonego kwasu siarko-

wego i 30 ml stężonego kwasu azotowego i pozosta-
wić bez ogrzewania aż do ustania burzliivej reakcji
(najlepiej na całą noc), Następnie przy otwartym kur-
ku kondensora ogrzewać kolbę początkowo bardzo
ostrożnie, a po ustaniu pienienia coraz silniej, Po zni-
knięciu części stałych w kolbie, zamknąć kurek i od-
destylować do kondensora wodę (około 10 ml) po
czym odprowadzić zebrany destylat do 200 ml kolby
miarorł,ej. Ogrzewać dalej przy zamkniętym kurku
kondensora. W miarę zagęszczani,a się i ciemnienia
mieszaniny, zbierający się kwas azotowy wprowadzić
porc jami spowrotem do kolby, nie dopuszczając do
zwęglerria substancji organicznych. Proces minerali-
zacji jest zakoficzony z chwilą pojawienia się białych
dymów kwasu siarkowego nad nie ciemniejącą, bez-
barwną lub żółtawą cieczą w kolbie. 'W przypadku
przedłużenia się mineralizacji, kiedy spuszczany z kon-
densona kwas azotowy nie powoduje przejśoita płynu
w kolbie, zużyty kwas należy u,sunąć przez ktanik z
tyłu kondensora i dołączyć do przedestylowanej wo-
dy, znajdującej się w kolbie rniarowej, a ptzez
wkraplacz dodać świeżą porcję kwasu azotowego. Po
ochłodzeniu w7ać przez chłodnicę do kolby zawartość
rurki feręentacyjnej i orkoło 20 ml wody redestylo-
wanej, a następnie silnie ogrzewać do pojawienia się
białych dymów. Przepłukać chłodnicę i kondensor
wodą. Po całkowitym ochłodzeniu mineralizat prze-
sączyć przez wilgotny sączek z bibuły Whatman 42
do kolby miarowej (w której już znajduje się prze-
destylowana woda) i uzupełnić wodą redestylowaną
do kreski.

Wykonanie oznaczenia
Mineralizat lub jego część (za7eżnie od spodziewa-

nego stężenia H8) przelać do zlewki, zneutralizować
stężonym amoniakiem tak, aby uzyskać śr,odowisko
1 N kwasu (pH ok. 0), dodać 10 ml 200ń roztworu
chlorowodorku hydroksytroaminy i pozostawić na 15
minut. Przelać do rozdzielacza i ekstrahować ,,vytrzą-
sając przez 1 min. z kilkoma 10 ml porcjami roz-
cieńczonego roztwo,ru ditizonu, aż do uzyskania nie-
zmieniającego się zielonego zabarwienia warstwy di-
tizonowej. Połączyć ekstrakty ditizonowe w 100 mI
rozdzielaczu i przemyć 25 ml 0,1 N kwasu solnego
i 5 ml chtrorowodorku hydroksyloaminy. Oddzielić
warstwę ditizonową do kolejnego 100 ml rozdzielacza
jednocześnie z 2-3 ml chloroformu użytego do po-
płukania poprzedniego rozdzie|acza. Dodać 10 ml 0,1
N kwasu solnego i 1 ml 50/o wodnego roztworu azo-
tynu sodu i ,"yytrząsać mieszaninę przez I min., od-
rzucić warstwę chloroformową. Przepłukać warstwę
wodną 2-3 ml chloroformu, popłuczyrry odrzucić. Do-
dać 1 ml 200/o roztworu chlorowodorku hydroksyloa-
miny, zmieszać i pozostawić na 15 min. od czasu do
czasu wyŁtząsając. Do,dać 1 ml 100ń roztworu mocz-
nika, 1 ml 2,5% roztworu EDTA i 3 ml 30% kwasu
octowego oraz 10 ml rozcieńczonego roztworu diti-
zonu. Wstrząsać mieszan:inę ptzez 1 minutę. Odcze-
kać do rozdzielenia się warstw i spuścić roztwór di-
tizonowy przez zwitek suchej waty umieszczonej w
nóżce rozdzielacza do 1 cm kuwety spektrofotornetru.

Odczytywać ekstynkcję wobec rozcieńczonego roz-
tworu ditizonu przy długości fali 486 mp. Ilość wy-
ekstrahowanej rtęci odczytać z ktzywej wzorcowej
i przeliczyć na zawartość w całej próbie.

Sporz ądzan ie kr zywe j wzo rcowe j

Do 7 rozdzielaczy odmierzyć z biutety rozciehczony
roztwór wzorcowy rtęci w ilościach odpowiadających
I, 2, 4, 6, 8, 10 u,c Hg i dopełnić 0,1 N kwasem
sotrnym do 10 ml, Do wszystkich rozdzielaczy dodać
po 1 ml roztworu wersenianu s,odowego, 1 ml roztwo-
ru mocznika, 3 ml roztworu kwasu octowego i 10 ml
rozcieńczonego roztworu ditizonu. Wytrząsać ptzez
minutę, zmierzyć ekstynkcję ekstraktów ditizonowych
używając jako odnośnika roztworu rozcieńczonego di-
tizonu. Wykreślić krzywą zależności ekstynkcji od
stężenia.
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Tab. 2. Odzyski rtęci dodanej jako chlorek rtęciowy
próbek nerek bydlęcych o ciężarze 25 g

Odzyskano

| średnia, %

73,3

do

Dodano
llg pc

DrO

3,6
3,6

5,0
5,0
5,0

76
72
72

10,0
10,0
10,0

20,0
20,0
20,0

7,7
B,0
7,0

77
B0
70

75,2

80
B1
91

B4,0

Ryc. 2. Krzywe wzolcowe otrzymane przcz, poaiar ekstynk-
cji na folokololynretrze spekol i spektrofo|,omctrze r]eck-

man DU,

Na ryc, 2 porównano krzywe wzorcow-e otrzymane
przez pomiar ekstynkcji na lotokolorymetrze Spekol
(S) i spektrofotometrze Beckman DU (B). Krzywe
w początkowym odcinku pokrywają się, natomiast
przy wyższych stężeniach, wartości ekstynkcji na {o-
to,kolorymetrze spekol są nieco niższe. Nie stanowi
to jednak przeszkody w dokonywaniu pomiarólv na
Spckolu, nd,eży tylk,o przy odczytach uwzględnić od-
chylenic lrrzyvzcj stężeń.

Sprawdzenie odzysków
W cc],tt sprawdzenia odzysków rtęci z natcriału

biologicznego, mineralizowano próbki pszenicy i nerek
bydlęcych postępując według opisanej metody. Przed
spalenicm dodano do próbek różne ilości roztworu
wzorcowego chlorku rtęciowego odpowiadające iloś-
ciom 5, 10 i 20 pg rtęci, Wyrriki oznaczei zestawiono
wtab.li2.

pozwoliłoby na ,spalenie większy,ch pL,óbek, a
zatem.na uzyskanie wyższy,ch wykrywalności.

Dużyrn udogo,dnieniem jest możIiwość sto,so-
wania do oz:naczeń fotokotroryrnetru Spekol,
który praktycznie znaj,duje się w wyposażeniu
każdego laboratorium. Sprzyjającym jest także
t'al<t, że używane w meto,dzie ze]stawy szklane
,do m:ineralizacji są pro,dukowane u nas w kraju
i nabycie ich nie stanowi większego kłopotu.

Przy opracowywaniu opi,sanej me,tody oparto
się na ofi,cjalnej metodzie Komitetu Metod
Anall,tycznyrch W. Brytanii (2) oraz na meto-
dzie stosowanej przez Instytut Ekspertyz Są-
dowych w Krakowie (10).
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Tab. 1. Odzyski rtęci dodanej jako chlorek rtęciowy
do próbek pszerricy o ciężarze 5 g

I Odzyskano

I r,e | % F"d.tą %

5,0
5,0
5,0

10,0
10,0
10,0

Dodano
pg

LwJs.

4.
5.

6.

7,
lJ.

9.
10.

11.

12.
13.

|4,
l5,
l6.
17.
18.
19.
20.
27.

76,6

69,3

20,0
20,0
20,0

16,6
16,2
16,0

B1"3

Omówienie wyników
Opisana meto,da umożtriwia caŁkowite zmine-

ralizowanie próbki mater.iału b,i,ologicznego w
czasie około 5 godzin. Zastosowanie zarnknięte-
go ukła,du kondensacyjnego zapewnia utrzyma-
nie lofnych par rtęci. Najmniejsza wykrywalna
iloŚĆ rtęci w próbce wynosi 0,5 pg, pozwala to
na wykry,cie stęzeń 0,1 ppm w m]ateriale su-
ch)rm, 0,02 ppm w materiale biologieznym o
większej zawartoś,ci wody. Stosowanie aparatu
do mineratrizacji z kolbą o większej pojemności
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n r g oe aHrłoń cy6 cr arrqrż Ko Jlopr{MeTprf rłe cKrf M MeToAoM
c npl{MeHeltlreM ArrTr{3ona. Cpaerłrłrełr,rlhre olrpeAe-
Jlelrr{fl npolBeJlr{ IIpr IIoMoIIłI4 cnexrpo$otoMeTpa J4

c!oroxonoprłłetpa. TIyscrrBlTeJIbHocTF, MeToAa - 0,1
Nrr/xr sepHa vl 0,02 wrl:r^r TKaHr{ >Kr{Bo,1rrr,tx, IlpoqeHt
ntrgenerłHolZ pTyTw npw KoJIlqecTBax 1-10 pg co-
cTaBJIrIeT 70--B4nh.

Szprengier T. - The determination of mercury in bio-
logical matcrial.

The method for the determination of microgram
amounts of mercury in plant and animal tissues hass

been described. The digesting procedure was perfor-
med by means of sulphuric and nitric acids in the
glass apparatus. After digestion the solution was trea-
ted with dithizone, and mercury content determined
spectrophotometrically. The results obtained with
spectrophotometer and photocolorimeter were compa-
red. The sensitivity of the method equaled 0,5 tr.g of
lnercury in the sample, It was possible to find
0.02-0.1 ppm of mercury depending upon the investi-
gated material. The recoveries of ?0-84% in the sam-
ples containing 1-10 pg of mereury have been con-
firmed.

MARIA ROMANOWSKA

Wykrywonie Foschloru w moleriole biologic znym melodami
Pokrowskiego i chromologrofii cienkoworslwowei

Zaklad Higieny Weterynaryjnel W Lublinie
Kierownik: dr T. DĄBRo'WSKI

Jednyn z najczęściej stosowany,ch w Polsce
i nsektvcy dów f o sf oro organiczny,c}t j est Foschlor
(Neguvon, Bayer L 13-59, Chlorofos, Trichlo-
rofon), zawierający dipterex (o:o-dwumetylofo-
sf oni arr-2, 2, 2-tró,i chloro- 1 -hydroksyetylu), zali-
azcr.y do III klasy tol<sy,czności. Jego dawka
DL5g per os ,dla szczvTa wynosi 450-650 mg/kg.
Foschlor stosowany jest w ochronie roślin m.in.
do niszczen,ia gąsienic motyli, chrząszczy, a w
postaci preparatu Neguvon do zwalgzania larw
gza bydlęcego. Z uwagi na dużą trwałość tego
'insektyc;rdu nalezy zachować o,strożrrość przy
wykorzystywaniu r,oślin tr,aktowanych tym
preparatem. D,opuszczalna zawartość Foschloru
w trawie łąkowej i naci buraczanej wynosi 3
mg/kg. W trakcie przeprowadzony,ch z zasto-
sowaniem tego preparatu masowych akcji
stwier,dzono u zwierząt około 0,02ło padnięć (1).

Materiały pochodzące od zatrutych zwietząt
,dostar,czane są do analizy najczęściej w ciągu
kilku dni po przeprowadzeniu i,ch sekcji. Dla-
tego też,celowym było, co jest tematem niniej-
lszej placy, ustalenie w warunkach in użtro
okresu trwałości Foschloru w materiałach bio-
logicznych, co pozwoliłoby na ustalenie dogo,d-
nego terrninu (zakresu czasu), przed upływem
którego należy wykonać analizy.

Materiał i metody
Użyty do badań zawierający 500ń dipterexu Fos-

chlor R-50 (produkcji Zakładów Chemicznych ,,Azotw Jaworznie) który po 10 nrs dodawano do 100 g
treści:

a) ż:wacza krowy, b) żołądka świni, c) żołądka konia.
Próby przechowywano w szklanych sło,ikach typu

Wecka w temperaturach od -10o do ł40o. Cel,em
uzyskania odpowiedniego pH dodawano do prób 100/0
HCl względnie 109ó NH4OH.

Do wykrywania Foschtroru zastosowano zmodyfiko-
waną metodę Pokrowskiego (3) oraz zaadoptowaną
przez autora metodę chromatogralii cienkowarstlvo-
wej wg Zadrozińskiej (4, 5, 6). 10 g badanego materiału
3-krotnie ekstrahowano (po 20 ml) chloroformem i po-

łączone ekstrąkty odparowywano na łażni rvodncj
(+40o) do sucha. Poz,ostałość rozpuszczano rv 5 ml
wody destylo roztwór sączono, 3-krot-
nie przemyw terem naftowym. Warst-
wę Ótero.,vą otnie (po 5 ml) nasycÓ-
nym wodnym roztworcm chlorku sodowego, połączo-
ne wodne wyciągi przemywano 5 ml eteru na{towego
i 3-krotnie (10 ml i 2X5 ml) chloroformem. Zebrane
chloroformowe wyciągi suszono bezwodnym siarcza-
nem sodowym i zagęszczalo Da łaźni l,vodnej (+40o)
do objętości I ml. Zagęszczony wyciąg nakrapiano na
płytki szklane pokryte żelem krzemionkowym (gru-
bość warstwy 0,2 mrn), aktywowane w temperaturze
ł1100 w ciągu Il2 godziny. Chromatogramy na od-
ległość 10 cm rozwijano w układzie chloroform f
metanol (9:1), a na odległość 14 cm w benzenie. Po
wysuszeniu (w t20o) płytki lekko spryskiwano mo-
noetanoloaminą i ogrzewano ok. 1 godziny w suszarce
(+70o) do zaniku zapachu amoniaku, sPryskiwano roz-
tworem azotanu srebrowego (3 cz. 0,1 n wodnego roz-
tworu AgNOsłI cz, stęż. HNOs) i następnie lampą
kwarcową w odległości 10 cm od źródła światła naś-
wietlano do momentu uzyskania - w razie obecnoś-
ci lv badanej prób,ce Foschloru - na płytkach na
wysokości 5,65 cm (Rt:0,565) szaro-niebieskich plam.
Wykrywalność Foschloru wynosi 0,25 mgikg.

Do półilościowych oznaczeń wykorzys,tano jak wy-
żej uzyskany chtroroformowy wyciąg, oczyszczony spo-
sobem wg Bubienia (2). W tym celu wyciąg po od-
parowaniu przemywano metanolem (5 m1), naftowym
Óterem (30 mI), wodą destylowaną (25 ml). Oddzieloną
z popłuczyn przemywano
(ń 15 ml) do objętolści
10 mI wycią no przez ko-
lumnę o średnicy 0,8 cm (wypełnioną 1 g aktywowa-
nego węgla) z szybkością 60 kropli na minutę i eluo-
wano ją 50 ml chloroformu. Uzyskany eluat zagęsz-
czono do objętości 1 ml i jego określone objętości na-
noszono na płytki szklane jak wyżej z żelem krze-
mionkowym przygotowarre, a chromatogram;l rozwi-
jano i wywoływano w podany już sposób. W celu
określenia zawartości Foschloru w bada,nej próbce
wie]kość (średnicę) uzyskanych plam porównywano z
wielkością (śred,nicą) plam otrzymanych podczas ba-
dania różnych określonych objętości wzorcowego roz-
tworu Foschloru, zawierającego 50 mg tego zrł,iązku
w 50 mI chloroforrnu. W kontrcllnych badaniach, któ-
rych wynik był negatywny, w identycz,ny sposób ana-
lizorvano same materiały bio]ogiczne bez dodatku
Foschloru.
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