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Rozwój różnorodnych gałęzi przemysłu na świecie w XIX wieku, 
a następnie jego rozkwit w drugiej połowie wieku XX spowodował zmia
ny w środowisku naturalnym przez wprowadzanie mniej lub bardziej 
toksycznych substancji. Wiele tych związków, często ksenobiotycznych, 
czyli obcych składników dla organizmów (roślin, zwierząt i człowieka) 
podlega wchłanianiu, pobieraniu oraz akumulacji w tkankach. Stano
wią one często zagrożenie dla zdrowia i życia człowieka. Same rośli
ny zdolne są do wytwarzania różnorodnych związków chemicznych, 
określanych jako wtórne metabolity. Niektóre z nich to groźne truci
zny, jednak człowiek poprzez kontakt z tymi roślinami nauczył się je 
rozpoznawać, unikać albo stosować w celach praktycznych, np. w le
czeniu wielu chorób. Bardziej groźne są ksenobiotyki, związki powstałe 
na drodze syntezy chemicznej ,  których liczbę trudno jest precyzyjnie 
oszacować. Wiadomo jednak, które z nich są najgroźniejsze dla życia 
i zdrowia człowieka oraz innych organizmów żywych. Opracowano 
wiele metod pozwalających na wykrywanie obecności tych substancji 
w środowisku. Powstała również odrębna gałąź nauki, toksykologia 
środowiska, która zajmuje się określaniem skutków działania substan
cji toksycznych zatruwających środowisko na człowieka i inne organi
zmy. Szczególnie ważnym jest określenie źródła zatrucia środowiska, 
transport trucizn w ekosystemie, efekty oraz oddziaływanie tych sub
stancji wewnątrz ekosystemów oraz ich wpływ na dynamikę popula
cyjną wewnątrz tych systemów. Zajmuje się tym wydzielona dziedzina 
toksykologii środowiska określana jako ekotoksykologia. 
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Toksykologia jest nauką o truciznach, której nazwa wywodzi się 
od greckiego słowa toksikon - trucizna i logos - wiedza, nauka. Do 
substancji toksycznych (trucizn) zaliczamy związki chemiczne, które 
powodują szkodliwe efekty biologiczne, zdrowotne w organizmach 
żywych lub ich śmierć. W VIII wieku n.e. alchemik arabski Jabir Ibn 
Haiyan, zwany jako Geber (720-813) stwierdził dość rewolucyjnie 
jak na owe czasy, że " . . .  trucizny rozwijają swoje działanie przez ilość, 
a nie tylko przez swą naturę ... ". Aktualne pozostaje także stwierdzenie 
Paracelsusa (właściwie Phillippus Aureolus Theophrastus Bombastus 
von Hohenheim; 1493-1541) "Wszystko jest trucizną i nic nią nie jest. 
Tylko dawka decyduje, czy coś jest (lub nie) trucizną'. Bardzo tok
syczna substancja powoduje skutki po podaniu małych ilości (dawek), 
natomiast substancja mało toksyczna oddziałuje szkodliwe dopiero 
w odpowiednio dużej ilości. Oznacza to, że obecność w organizmie sub
stancji potencjalnie trującej niekoniecznie musi prowadzić do zatrucia. 
W organizmie niemal każdego człowieka można stwierdzić obecność, 
np. pewnej ilości ołowiu czy pestycydów, mimo to jednak substancje 
te nie wywołują objawów zatrucia, dopóki ich ilość nie przekracza stę
żenia toksycznego. Substancje stają się truciznami dopiero w stężeniu 
toksycznym. Toksyczność jest jednym z czynników określających ry
zyko, czyli prawdopodobieństwo wystąpienia w organizmie szkodli
wych skutków. Do ilościowej oceny toksyczności niezbędne są dane na 
temat dawki, drogi, czasu i sposobu podania, rodzaju i ciężkości uszko
dzeń, czasu potrzebnego do ich wywołania oraz gatunku organizmu. 
W przypadku wielu trucizn niskie stężenie przy długim czasie ekspo
zycji może być równie toksyczne jak ich wysokie stężenie w krótkim 
okresie. Niezmiernie ważne jest poznanie wpływu na organizmy ro
ślinne i zwierzęce zanieczyszczeń organicznych lub nieorganicznych 
będących obcymi składnikami dla tych organizmów Ulub środowiska 
- ksenobiotyków. Przykładami są insektycydy, herbicydy czy fungicy
dy. Często substancja może być ksenobiotykiem dla jednego gatunku, 
natomiast dla innego jest naturalnym składnikiem, np. alkaloidy czy 
glikozydy. 

Podręcznik Elementy ekotoksykologii. Wybrane metody analitycz
ne jest adresowany do studentów biologii, chemii i ochrony środowi
ska. Jego podstawą są opublikowane w 2005 roku przez Wydawnictwo 
Uniwersytetu w Białymstoku Ćwiczenia z toksykologii środowiska. Wy-
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danie poprzednie zostało zmodyfikowane oraz uzupełnione o nowe 
informacje i analizy toksykologiczne. Podręcznik zawiera podstawowe 
wiadomości z analizy toksykologicznej , sposobu wyodrębniania, iden
tyfikacji oraz charakterystyki trucizn. Niektóre ćwiczenia dotyczą 
oznaczeń ilościowych substancji toksycznych. W książce poruszane 
są również problemy związane z analizą wybranych zanieczyszczeń 
środowiska. Nowością jest rozdział poświęcony toksykologii żywności 
oraz bezpieczeństwu chemicznemu. 

Autorzy składają serdeczne podziękowania Pani Recenzent dr hab. 
n. med. Marii Jurczuk z Zakładu Toksykologii Uniwersytetu Medycz
nego w Białymstoku za wszelkie sugestie i uwagi, które przyczyniły się 
do podniesienia wartości niniejszego opracowania. 

Za ewentualne uproszczenia czy przeoczenia Autorzy przepraszają 
Czytelników, licząc na ich wyrozumiałość. 

Szczególne podziękowania za wsparcie finansowe w wydaniu książki 
Autorzy kierują do dr hab. Iwony Ciereszko, prof. UwB - dziekan Wy
działu Biologiczno-Chemicznego Uniwersytetu w Białymstoku oraz 
dr. hab. Adama Tylicldego - dyrektora Instytutu Biologii Uniwersytetu 
w Białymstoku. 
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W trakcie pracy z różnymi substancjami chemicznymi ważne jest 
zachowanie tzw. bezpieczeństwa chemicznego, czyli stosowania sub
stancji chemicznych, które eliminuje lub przynajmniej w dużym stop
niu ogranicza ich szkodliwe działanie na człowieka, zarówno w pracy, 
jak i poza pracą, a także szkodliwe oddziaływanie na środowisko, do 
poziomu, który można zaakceptować. Podstawowym warunkiem pod
jęcia działań w dziedzinie bezpieczeństwa chemicznego jest wiedza 
o zagrożeniach, według zasady: "lepiej zapobiegać, niż naprawiać" 

oraz posiadanie informacji o zagrożeniach, którą należy uzyskać przed 
rozpoczęciem stosowania substancji/preparatów chemicznych. Cha
rakterystyka szkodliwego działania substancji lub preparatu chemicz
nego, powinna być przekazana studentom przez prowadzącego zajęcia 
laboratoryjne, w przypadku substancji i preparatów niebezpiecznych 
w postaci odpowiedniego oznakowania na etykiecie oraz karty cha
rakterystyki. Powinna zatem służyć ich odbiorcom do podjęcia od
powiednich działań zapobiegawczych, a w szczególności do unikania 
zagrożeń. 

Przepisy ustawy o substancjach i preparatach chemicznych (Usta
wa z dnia 25 lutego 2011 r. o substancjach chemicznych i ich miesza
ninach; Dz. Ustaw nr 63, Poz. 322) adaptują w Polsce odpowiednie 
przepisy Unii Europejskiej . Niniejsza ustawa dokonuje w zakresie swo
jej regulacji wdrożenia następujących dyrektyw, z których dyrektywy 
67/548/EWG i 1999/45/WE tracą moc z dniem 1 czerwca 2015 r.: 
1 .  Dyrektywa 67/548/EWG z dnia 27 czerwca 1967 r. w sprawie zbliże

nia przepisów ustawowych, wykonawczych i administracyjnych od-
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noszących się do klasyfikacji, pakowania i etykietowania substancji 
niebezpiecznych (Dz. Urz .  WE L 196 z 16.08.1967, str. 1, z poźn. zm.; 
Dz. Urz. UE polskie wydanie specjalne, rozdz. 13, t. 1, str. 27); 

2 .  Dyrektywa 92/58/EWG z dnia 24 czerwca 1992 r. w sprawie mi
nimalnych wymagań dotyczących znaków bezpieczeństwa i /lub 
zdrowia w miejscu pracy (dziewiąta dyrektywa szczegółowa w ro
zumieniu art. 16 ust. 1 dyrektywy 89/391/EWG) (Dz. Urz. WE L 245 
z 26.08.1992, str. 23, z poźn. zm.; Dz. Urz. UE polskie wydanie spe
cjalne, rozdz. 5, t. 2, str. 89); 

3. Dyrektywa 1999/45/WE z dnia 31 maja  1999 r. w sprawie zbliże
nia przepisów ustawowych, wykonawczych i administracyjnych 
Państw Członkowskich odnoszących się do klasyfikacji, pakowania 
i etykietowania preparatów niebezpiecznych (Dz. Urz. WE L 200 
z 30.07.1999, str. 1, z poźn. zm.; Dz. Urz. UE polskie wydanie specjal
ne, rozdz. 13, t. 24, str. 109) ;  

4 .  Dyrektywa 2004/9/WE z dnia 11  lutego 2004 r. w sprawie kontro
li i weryfikacji dobrej praktyki laboratoryjnej (DPL) (Dz. Urz .  UE 
L 50 z 20.02.2004, str. 28, z poźn. zm.; Dz. Urz. UE polskie wydanie 
specjalne, rozdz. 15, t .  8, str. 65); 

5. Dyrektywa 2004/1O/WE z dnia 11  lutego 2004 r. w sprawie har
monizacji przepisów ustawowych, wykonawczych i administra
cyjnych odnoszących się do stosowania zasad dobrej praktyki 
laboratoryjnej i weryfikacji jej stosowania na potrzeby badań sub
stancji chemicznych (Dz. Urz. UE L 50 z 20.02.2004, str. 44, z poźn. 
zm.; Dz. Urz. UE polskie wydanie specjalne, rozdz. 15, t . 8, str. 82); 

6. Dyrektywa 2008/112/WE z dnia 16 grudnia 2008 r. zmieniającej 
dyrektywy Rady 761768/EWG,  88/378/EWG, 1999/13/WE oraz 
dyrektywy 2000/53/WE, 2002/96/WE i 2004/42/WE Parlamentu 
Europejskiego i Rady w celu dostosowania ich do rozporządzenia 
(WE) nr 1272/2008 w sprawie klasyfikacji, oznakowania i pakowa
nia substancji i mieszanin (Dz. Urz. UE L 345 z 23.12.2008, str. 68). 

Rozporządzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1272/2008 
z dnia 16 grudnia 2008 r. w sprawie klasyfikacji, oznakowania i pako-

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku – kontynuacja,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki  
na podstawie umowy BIBL/SP/0040/2023/01



wania substancji i mieszanin, zmiemaJące i uchylające dyrektywy 
67/548/EWG (dyrektywa DSD) i 1999/45/WE (dyrektywa DPD) oraz 
zmieniające rozporządzenie (WE) nr 1907/2006 (rozporządzenie 
REACH) przedstawia globalnie zharmonizowany system klasyfikacji 
i oznakowania chemikaliów, zwany "G HS", przy czym od 1 grudnia 
2010 r. do 1 czerwca 2015 r.substancje są klasyfikowane zarówno 
z dyrektywą 67/548/EWG, jak i rozporządzeniem nr 1272/2008 (roz
porządzenie CLP). Rozporządzenie to weszło w życie w Unii Euro
pejskiej 20 stycznia 2009 r. Rozporządzenie CLP wprowadza pewne 
nowe aspekty dotyczące oznakowania i pakowania substancji i mie
szanin. Etykieta CLP zawiera zasadniczo elementy etykiety przejęte 
z Globalnego Zharmonizowanego Systemu Klasyfikacji i Oznakowania 
Chemikaliów opracowanego przez Organizację Narodów Zjednoczo
nych (GHS ONZ), tj . nowe piktogramy, hasło ostrzegawcze oraz zwroty 
określające zagrożenie i środki ostrożności, w sposób odzwierciedlają
cy przypisaną klasyfikację substancji lub mieszaniny. 

Substancjami niebezpiecznymi i mieszaninami niebezpieczny
mi są substancje i mieszaniny zaklasyfikowane co najmniej do jednej 
z poniższych kategorii. Artykuł 2 Dyrektywy 67/548/EWG definiu
je grupy substancji i preparatów uznane za niebezpieczne. Niektóre 
z nich są powiązane z piktogramami ostrzegawczymi i/lub ich kodami. 
Grupy substancji na podstawie załącznika I Dyrektywy 67/548/EWG 
zostały pogrupowane w Tabeli 2.1, zaś odpowiednie piktogramy (sym
bole zagrożeń) przestawiono na Rycinie 2.1. 
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Tabela 2 .1. Charakterystyka zagrożeń stosowanych substancji chemicznych 
według I Dyrektywy 67/548/EWG (Dyrektywa DSD) 

lp.  

1. 
Rodzaj i kryter ium zagrożenia 

wybuchowych 
• zagrożen i e  wybuchem powstaje  wskutek ude rzen ia, ta rc ia ,  kon 

ta ktu z ogn i em l u b  i n nym i  źródła m i  zapło n u; 
• skraj n e  zagrożen i e  wybuchem powstaje  wskutek u d e rzen ia ,  

ta rc ia,  kontaktu z ogn i e m  lub  i nnymi  ź ródła m i  zapło n u; 

• kontakt z materiała m i  z apa l nym i  może spowodować pożar; 

• su bstancje  i prepa raty c iekłe o temperatu rze zapło n u  < O oc 
oraz temperatu rze wrzen ia  ( l u b  w p rzypad ku zakresu tempera 
tu r  wrzen ia, temperatu rze początku wrzen i a )  � 35  oC; 

• su bstancje  i prepa raty w postaci gazu, pa l n e  w kontakc ie z po
wietrzem przy c iś n i en i u  atmosferycznym i w temperatu rze oto-

• su bstancje  i prepa raty w sta n i e  stałym, któ re m ogą łatwo zapa
l i ć  s ię  w wyn i ku  krótkotrwałego kontaktu ze źródłe m zapłonu  
o ra z  spa l i ć  s ię  l u b  wypa l i ć  po usun ięc i u  tego źródła;  

• su bstancje  i prepa raty c iekłe o tem p e ratu rze zapło n u  < 2 1 °C, 
które nie są skraj n i e  łatwo pa l ne; 

• su bstancje  i prepa raty, które w kontakc ie z wod ą  l u b  wi lgotnym 
powietrzem uwa l n iają skraj n i e  łatwo pa l ne  gazy, w i lośc iach  n i e 
bezp iecznych, z szybkośc ią  wynoszącą co naj m n iej 1 d m3/kg/h; 

• su bsta ncje  i prepa raty, które mogą rozgrzać się i w rezu l tac ie  
zapa l i ć  w kontakc ie z powietrzem w temperatu rze otoczen ia ,  
bez  ko lwiek  dosta rczan ia  e 

Symbol 
za 

�--------=-��-------=��--------------

• dz iałają ba rdzo toksyczn i e  po połkn i ęc i u :  
- LDs o  (doustn ie, szczu ry) : < 25  mg/kg; 

• dz iałaj ą  bardzo toksyczn ie  w konta kc ie ze skórą :  
- LDso (naskórn ie ,  szc zu ry lub k ró l i k) :  < 50 mg/kg; 

• dz i ałaj ą  bardzo toksyczn i e  przez d rogi oddechowe:  
- LCso ( i nha l acja, szczu ry ) :  < 0, 25  mg/d m3 przez 4 godz i ny; 

• zagrażają  powsta n i em ba rdzo poważnych, n ieodwraca l nych 
zm ian  w sta n ie  zd rowia; ----------� -�------------� ------------------------
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2. BEZPIECZEŃSTWO CHEMICZNE 

cd. Tabela 2.1 

Lp. Rodzaj i kryterium zagrożenia 

7. Substancje i mieszaniny toksyczne 

• dz i ałają toksyczn i e  po połkn i ę c i u :  
- LDso (doustn i e, szczu ry) : 25-200 mg/kg; 

• dz i ałają toksyczn i e  w kontakc ie  ze skórą :  
- LDso (naskó rn i e, szc zu ry l u b  kró l i k) :  50-400 mg/kg; 

• dz i ałają toksyczn i e  przez d rogi oddechowe: 
- LCso ( i n ha l a cja ,  szczu ry) : 0,25-1 mg/dm3  przez 4 godz i ny; 

• zagrażają powsta n i e m  ba rdzo poważnych,  n i eodwra ca l nych 
z m i a n  w sta n i e  zd rowia;  

8. Substancje i mieszaniny szkodliwe 

• dz i ałają szko d l iw ie  po połkn i ęc i u :  
- LDso (doustn i e, szczu ry) : 200 -2000 mg/kg; 

• dz i ałają szko d l iw ie  w konta kc ie ze skórą: 
- LDso (naskó rn i e, szc zu ry l u b  kró l i k) :  400-2000 mg/kg; 

• dz i ałają szko d l iw ie  przez d rogi oddechowe: 
- LCso ( i n ha l a cja ,  szczu ry) : 1-5 mg/d m3 przez 4 godz i ny; 

• moż l iwe ryzyko powsta n i a  n ieodwraca l nych zm ian  w sta n i e  
zd rowia; 
- stwa rzaj ą  poważne  zagrożen i e  zd rowia w następstwie d łu 
gotrwałego n a rażen ia ;  

• m ogą wywoływać uczu l e n ia ,  w kontakc ie z wodą lub  kwasa m i  
m ogą powodować uwa l n i a n i e  gazów; 

Symbol 
zagrożenia 

T 

Xn 

9. Substancje i mieszaniny żrące C 
• powod ują  oparzen ia  w wyn i ku  na rażen ia  trwającego d o  4 go

dz in lub do  3 m i n u t  (poważne  oparzen ia )  l u b, jeże l i  ten wyn i k  
można  przewidz ieć;  

10. Substancje i mieszaniny drażniące 

• powodują  za ru m ien i en i e  skóry, zaczerwien i en i e  oczu l u b  dz i a 
łają d rażn iąco na  u kład oddechowy; 

11. Substancje i mieszaniny uczulające 

12. Substancje i mieszaniny rakotwórcze 

13. Substancje i mieszaniny mutagenne 

14. Substancje i mieszaniny działające szkodliwie na rozrodczość 

Xi 

R42 i/lub 

R43 

Karc. 

Muta. 

Repr. 
-------
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cd. Tabela 2.L 

• działają toksycznie na rośliny, zwierzęta, organizmy glebowe, 

pszczoły; 

• np. toksyczność ostra wynosi: 

- dla 96 godzin LCso (ryby): 
- dla 48 godzin ECso (rozwielitki): 

- dla 72 godzin lCso (glony): 

E 
substancja 

wybuchowa 

T 
substancja 
toksyczna 

C 
substancja 

żrąca 

o 
substancja 
utleniająca 

T+ 
substancja 

bardzo 
toksyczna 

N 
substancja 

niebezpieczna 
dla środowiska 

< 1 mg/dm3; 

< 1 mg/dm3; 

< 1 mg/dm3; 

F 
substancja 

wysoce 
łatwopalna 

Xn 
substancja 
szkodliwa 

Symbol 

RS2, RS3, 
RS9 

F+ 
substancja 

skrajnie 
łatwo palna 

Xi 
substancja 
drażniąca 

Rycina 2.1. Symbole zagrożeń według I Drrektywy 67/548/E\VG 
DSD) 
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Substancje i preparaty zakwalifikowane przynajmmeJ do jednej 
z powyższych grup są wymienione w załączniku I Dyrektywy, który 
jest regularnie aktualizowany. Publiczna baza substancji wymienionych 
w załączniku I - Europejski System Informacji o Substancjach Che
micznych (ang. European Chemical Substances Information System 
- ESIS) - jest prowadzona przez Instytut Ochrony Zdrowia i Konsu
menta (ang. Institute for Health and Consumer Protection). Standardo
we zwroty informacyjne określone są w załączniku III i IV Dyrektywy. 
Załącznik III określa zwroty szczególnego ryzyka odnoszącego się 
do substancji i preparatów niebezpiecznych, często określanych jako 
zwroty ryzyka (zwroty R, ang. Risk phrases, R-phrases) (Tabela 2.2a-b). 
Zwroty R zostały zastąpione przez zwroty H na skutek wejścia w życie 
20 stycznia 2009 Rozporządzenia CLP wdrażającego Globalnie Zhar
monizowany System Klasyfikacji i Oznakowania Chemikaliów. Za
łącznik IV określa oznaczenia będące wskazówkami odnoszącymi się 
do bezpiecznego stosowania niebezpiecznych substancji i preparatów, 
często określanych jako zwroty bezpieczeństwa (zwroty S, ang. Safety 
phrases, S-phrases) (Tabela 2.3a-b), które zostały zastąpione Zwrotami 
P, tzn. zwrotami wskazującymi środki ostrożności (zwroty P, ang. Pre
cautionary statements) . Rozporządzenie CLP dopuszcza jednak okresy 
przejściowe do 1 czerwca 2015 r. zwroty R i S mogą być jeszcze w okre
ślonych sytuacjach stosowane. Niemniej jednak odpowiednie zwroty 
muszą być umieszczone na opakowaniu i etykiecie produktu oraz kar
cie charakterystyki substancji/mieszaniny (MSDS, ang. Material Safety 
Data Sheet). 
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Tabela 2.2a. Zwroty R wskazujące rodzaj zagrożenia oraz ich numery 
według I Dyrektywy 67/548/EWG (Dyrektywa DSD) 

R2 

R4 
RS 
R6 

R8 

Rl0 

R12 

R19 

R21 
R22····· 

Substancja/preparat/pr�8uli:f wybuch owa (y) w· staoj�\�M��YfYl 
Zagrożen i e  wybuchem wskutek ude rzen ia ,  tarc ia ,  kontaktu z ogn iem 
l ub  i n nym i  źródła m i  zapłonu  

';����ji�� 'zagrożenie wybyc tek. uderzenia, tarcia, kdnt���� 
Z!e) !l1l!!fYlih.�.�.jnnymj źródł 
Two rzy łatwo wybuchające związk i  m eta l i c zne  

Su bstan cja/prepa rat/pro d u kt wybuchowa (y) z dostępem i bez dostępu  

Kontakt z m ater iała m i  zapa l nym i może spowodować poża r 

Su bsta ncja/prepa rat/prod u kt łatwo pa l na (y) 

Su bstancja/prepa rat/prod u kt skraj n ie łatwo pa l na (y) 

Może tworzyć wybuchowe nadt lenk i  

Dz iała szkod l iw ie  w kontakc ie ze skórą 

R23 Dz iała toksyczn i e  p rzez d rogi oddechowe 
R24 . ���ała'itoksyczflie w kontakcie �eskórą 
R25 Dz iała toksyczn ie  po połkn ięc iu  

i!I!ł26 Dtla:tab����ji> .tQ�Sycznie przez drogi oddechowe 
R27 Dz iała ba rdzo toksyczn i e  w konta kc ie ze skórą 
Rllt Działa bardzótof(sycznle po połknięciu 
R29 W konta kc ie z wodą uwa l n i a  toksyczne gazy 
R30 P9dczas stosowania rrloze stać się wyso<;ełatwópalny 
R31 W konta kc ie z kwasa m i  uwa l n i a  toksyczne  gazy 
R32 W.kontakcie z kwasamj�walnia bardzo<toksycibe gazy 
R33 N iebezp ieczeństwo ku m u lacj i  w o rga n i zm ie  

iR34 Powoduje oparzenia 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku – kontynuacja,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki  
na podstawie umowy BIBL/SP/0040/2023/01



cd. Tabela 2.2a. 

R37 

R39 

Działa d rażn iąco na d rogi oddechowe 

Zagraża powstan iem ba rdzo poważnych n ieodwraca l nych zm ian  
w stan i e  zd rowia  człowieka ��������������--�--=--�ożll�e ryzyk 
q'ZłoVli'leka .. 

Ryzyko poważnego uszkodzen i a  oczu 
w następstwie naraż�niaątogą(lpdd�cho� 

R43 M oże powodować uc zu l en i e  w konta kc ie ze skórą 

R45 M oże powodować ra ka 

R48 Stwa rza poważne  zagrożen i e  zd rowia w następstwie długotrwałego 

R54 Dz iała toksyczn ie na roś l i ny 
Działa toksyd��je· il� izwie(�ęta 

R56 Dz iała toksyczn ie  na  o rgan i zmy g lebowe 

R58 M oże powodować długo utrzymujące się n i e korzystne  zm i any w śro-

R60 M oże u poś ledzać  płod ność 

R62 Moż l iwe ryzyko u poś ledzen i a  płodnośc i  

R64 M oże oddz iaływać szkod l iw ie  na dz iec i  ka rm ione  p ie rs i ą  
Jl�' !; 'Działa, szkodli'Wię; może powodciwać . uszkodzenię płci� w przypadku 
It i!r .. połkn'i�(jia 

. . 

R66 Powtarzające się na rażen ie  m oże powodować wysuszan ie  l u b  pęka n ie 
skóry 

.67 Pary mogą wywołyWaćuciucie s�nnoŚCi i zawroty głowy 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku – kontynuacja,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki  
na podstawie umowy BIBL/SP/0040/2023/01



Tabela 2 .2b. Zwroty R łączone wskazujące rodzaj zagrożenia oraz ich 
numery według I Dyrektywy 67/548/EWG (Dyrektywa DSD) 

:R14/�5 
R1S/29 W kontakc ie  z wod ą  uwa l n i a  skraj n i e  łatwo pa l ne, toksyczne  gazy 

. R20121 

R39/24 Działa toksyczn i e  w kontakc ie ze skórą;  zagraża powstan i em ba rdzo 
n ieodwraca h zm i an  w sta n ie zd rowia człowieka 

-,-.--,�--

R39/23/24 Działa toksyczn ie  p rzez d rogi oddechowe i w konta kc ie ze skórą; za
graża powsta n i em ba rdzo poważnych n ieodwraca l nych zmian w sta n ie  
zd rowia człowieka 

C'lnl'·4'!If"nnw4'!I i popołkijięciUi 
Pi�a�f)'\,!:5h.ni� aca.lnych zmiahw sta 

R39/24/2S Działa toksyczn i e  w konta kcie ze skórą i po połkn ięc iu ;  zagraża po
wsta n i em ba rdzo poważnych n ieodwraca l nych zm i an  w sta n i e  zd rowia 
człowieka 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku – kontynuacja,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki  
na podstawie umowy BIBL/SP/0040/2023/01



cd. Tabela 2.2b. 
�������� 

(.1ział� t���Y��',rl 
połk�ię�j�� z�� 
�rni,�p ·w $.tao.!ę . 

R39/26 

R39/28 

R39/26/28 

w·,kontakcie �e s�órą J ,po 
owaznYt� nie�dw(ęcałnych 

, ' --, ,;."': ," ,-, ,\> � 

Działa ba rdzo toksyczn i e  przez d rogi oddechowe; zagraża powsta n iem 
ba rdzo poważnych n ieodwraca l nych zm ian  w sta n ie  zd rowia  człowie
ka 

Dz i ała ba rdzo toksyczn ie  po połkn ięc iu ;  zagraża powstan i em ba rdzo 
poważnych n ieodwraca l nych zm ian  w sta n ie  zd rowia  człowieka 
Działa bardzo tO�$yc����.pr��� e'chowe i w ko 
�agraza powstaniem ,�iard��:j� 
,!'Ile z,drowia człowieka .• \ 
Dz iała ba rdzo toksyczn i e  przez d rogi oddechowe i po połkn ięc iu ;  za
graża powsta n i em ba rdzo poważnych n ieodwraca l nych zmian w sta n i e  
zd rowia  człowieka ��--�� ��,-������=-��--�������� 

R39/26/ 
27/28 

R40/21 

R40/21/22 

R42/43 

Dz iała ba rdzo toksyczn i e  przez d rogi oddechowe, w konta kc ie  ze skórą 
i po połkn ięc iu ;  zagraża powstan iem ba rdzo poważnych  n ieodwraca l 
nych  zm ian  w sta n i e  zd rowia  człowieka 

Dz iała szkod l iwie w kontakc ie ze skórą; moż l iwe ryzyko powstan i a  n i e 
odwraca l nych zm i an  w stan i e  zd rowia  człowieka 
q�iała ����dliWle· po �ołk iJ; :!�o� liwe ryttyko �ow�tani�tlliieódwra� 
clit1ny<=o '1!l'flianw stani�ir1!d tl!tłowieka �������������--� 
Dz iała szko d l iwie przez d rogi oddechowe i w kontakc ie ze skórą;  m oż
l iwe ryzyko powsta n i a  n i eodwraca l nych zm i an  w stan i e  zd rowia czło
wieka 

Dz iała szkod l iwie w konta kc ie ze skórą i po połkn ięc iu ;  moż l iwe ryzyko 
powsta n i a  n ieodwraca l nych zm i an  w sta n ie  zd rowia człowieka ---c--c--� 
DZiała i s�kodli�ie przez dro�i oddechowe, wk(mta�c,e z�j oł� 

' knięciu;.moiliVl/e ry�yko pows�ania nieodwracal,r\Yco .,.� 
zdrowia człowieka ' 

. 

M oże powodować  uczu l en i e  w następstwie na rażen ia  d rogą oddecho
wą i w kontakc ie ze skórą 
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cd. Tabela 2.2b. 

R48/21 

Działa szkodliwie przez drogi oddechowe; stwar�� !����M� !
za���żenie 

dla zdrowia tzłO\�vieka w następstwie długotrwałegQ na!'aż�!�iallT;!; > ; !  
Działa szkod l iwie w kontakc ie ze skórą; stwa rza poważne zagrożen i e  
d l a  zd rowia człowie ka w następstwie długotrwałego n a rażen ia  
b�l�ta !�zkQdI;lWI 

R48/20/21 Działa szkod l iwie przez d rogi oddechowe i w kontakc ie ze skórą;  stwa
rza poważne  zagrożen ie  d l a  zd rowia człowieka w następstwie długo
t rwałego na rażen ia  

R48/20/22 Działa szkodliwie prz�z �rp8r!�ddeChowe i po połknięciu; stwarza po
ważne zagrożenie d!a �cfr(f)vąia człowieka w następstwie długotrwałego 
narażenia . 

R48/21/22 Działa szkod l iwie w kontakc ie ze skórą i po połkn ięc iu ;  stwa rza poważ
ne  zagrożen i e  dla zd rowia człowieka w następstwie długotrwałego 

R48/20/ 
21/22 

R48/23 

R48/24 

R48/25 

R48/23/25 

R48/24/25 

R48/23/ 
24/25 

Rso/sa 

R51/53 

R�2/S3 

na rażen ia  
El, w kontakcie ze skórą l po 

ri;I� t,lla zdT"ClWia człowieka w na-

Działa toksyczn i e  przez d rogi oddechowe; stwa rza poważne  zagrożen i e  
d l a  zd rowia człowieka w następstwie długotrwałego n a rażen ia  
Dziafa tO:ł{sycznie w kontakcie ze skĆ!rą; st�arza poważn� zagrotenie 
dlai�!�O)Ni<:i·(ZłoWieka wl'lastępstwie· długptrwałegó· narażenia 
Działa toksyczn i e  po  połkn ięc iu ;  stwa rza poważne  zagrożen i e  d l a  zd ro-
wia człowieka w twie dłu n a rażen ia  

knrlt::lltrll'l ze skórą; stwa
l1astępstwie długo:-

Działa toksyczn ie  przez d rogi oddechowe i po połkn ięc iu ;  stwa rza po
ważne  zagrożen ie  d la  zd rowia człowie ka w następstwie długotrwałego 
na rażen ia  
Dzia.ł�! toksy��pi�!�!;k�l1t�kcj7 zę $kór� iPo połk�ięci�; stvąaraa poważ
ne zagrożenle dła zdT"P�!1\il c�t9vąleka w na�tę!p$t�ie d,�gotrwałego 

Działa toksyczn ie  przez d rogi oddechowe, w kontakc ie ze skórą i po 
połkn ięc iu; stwa rza poważne zagrożen i e  d la zd rowia człowieka w na
stępstwie długotrwałego na rażen ia  
P;la�� !�ardZ9 toksycznie na orga niz d.ne; może powodowat dtt;lg� 
utPZymując1ii!; !się !'1iekorzystne zmial1Y Sl"pdowisku wodnym 
Działa toksyczn ie  na o rgan i zmy wod ne; m oże powodować długo utrzy
m ujące się n i ekorzystne  zm iany w ś rodowisku wod nym 
Działa s�kOdliwie l1a organizmy wod��; I!1l1IO:ŻT powodować długo utrzy
mujące się niekorzystne zmiany w środowi.skU wodnym 
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Tabela 2.3a. Zwroty S określające warunki bezpiecznego stosowania 
substancji niebezpiecznej lub preparatu niebezpiecznego oraz ich numery 
według I Dyrektywy 67/548/EWG (Dyrektywa DSD) 

52 

54 

56 

58 

512 

514 

516 

518 

521 

523 

525 �'�f"I)! ; 
�',�;i �i 
527 

529 

533 

Chron i ć  przed dz ieć m i  

N i e  przechowywać w pomieszczen i ach  m ieszka l nych 

Przechowywać w atmosferze . . .  (obojętnego gazu wskazanego przez 
prod ucenta) 
Przechowywać pojemoik �zczelnie zamknięty 
Przechowywać poj e m n i k  w suchym pom ieszczen i u  

N i e  przechowywać poj e m n i ka szcze l n i e  zamkn iętego 

N i e  przechowywać razem z . . .  (mater i ała m i  okreś lonymi  przez prod u 
centa) 
Przechowywać z dala �Q iród�.ł ćiepła 
N ie  przechowywać w pob l i żu  źródeł zapło n u  - n i e  pa l i ć  tyton i u  

Zachować ostrożność w trakc ie otwieran ia  i man i pu l acj i  z poj emn i 
k iem 

N i e  pa l i ć  tyton i u  podczas  stosowa n ia  su bstancj i/prepa ratu/pro d u ktu  

N i e  wdychać  gazu/dym u/pa ry/rozpy lonej c ieczy (rodzaj okreś l i  p rod u 
cent) 
Unika.ćzanieczyszczenia skóry 
U n ikać zan i ec zyszczen i a  oczu 
Z�h ieczyszczone oczy p�ietliyc natychmiast.du*ą iloŚc!ą: w?�fi Z�I��" 
. gDą.ć porady lekarza .j}:/i! 
Natyc h m iast zdjąć całą z an ieczyszczoną odz ież  
ZanieczyszCz��� skÓrę natychmiast przemyć !dużą ilQ$cią ... J�!�czy 
określor)ej prze� ·prooucenta) 
N i e  wprowadzać do ka na l i zacj i  
Nigdy n!e dodawa(wody do tej substancji/preparatu/p�oduktu 
Zastosować ś rodk i  ostrożnośc i  zapob i egające wyładowa n iom e l ektro
statycznym 
Usuwać substancję/preparat/produkt ! jego opakowan!�.w sposób; bez-

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku – kontynuacja,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki  
na podstawie umowy BIBL/SP/0040/2023/01



cd. Tabela 2.3a. 

536 Nos ić  od powiedn i ą  odz ież  och ro n n ą  

538 W przypad ku n iedostatecznej wentyl a cj i  stosować od powiedn i e  i ndy
wid u a l n e  ś rodk i  och ro ny d róg oddechowych 

i$3�� Nq�i� okulary lub oCrlr�nęitwatzy lil'lll;;;}1 i\ iilljljii l i i i 
540 Czyśc ić podłogę i wszystk ie i nne  ob iekty zan ieczyszczone  tą su bstancją/ 

prepa ratem/ prod u ktem . . .  (ś rodk iem wskazanym przez producenta) 

547 

549 

551 

553 
S56 

P rzechowywać w temperatu rze n i eprzekraczającej . . .  OC (okreś l i  pro
d u cent) 

Przechowywać wyłączn ie  w orygi n a l nym opakowa n i u  

Stosować wyłączn ie  w dobrze wentylowanych pom ieszczen i ach  

557 Używać odpowiedn i ch  poj e m n i ków zapob iegających skaże n i u  środowi
ska 

560 

562 

564 

Przestrzegać wskazóvvek produ<;�l!ta lu 
sku lub wtórnego wyk�;�zystanta 
Su bstanCję/p repa rat/prod u kt i opakowa n ie usuwać j ako odpad n i ebez-
p ieczny 
Unik�ć zr�utów do ś�p�owiska. Pqstępować zgo 
kartą charakterystyki 
W raz ie połkn ięc ia  n i e  wywoływać wym iotów: n iezwłoczn ie  zas ięgnąć 
porady l ekarza  i pokazać opa kowan i e  lub etykietę 
W przypadku zatrucia drogą odde<;�ową.��prowad�lć lub WVI1���Ć po-. 

wanego na .ś�ieże powietr2:� i zap��niĆ wa�l.tnki do <?'ipOcZyn-
W przypadku  połkn ięc ia  wypłukać  usta wodą - n igdy n i e  stosować 
u osób n i eprzytom nych 
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2 l ' 7 

Tabela 2.3b. Zwroty S łączone określające warunki bezpiecznego stosowa
nia substancji niebezpiecznej lub preparatu niebezpiecznego oraz ich nume
ry według I Dyrektywy 67/548/EWG (Dyrektywa DSD) 

53/9/14/49 P rzechowywać wyłączn ie  w o ryg i na l nym opakowa n iu ,  w chłod nym, 
dobrze wentylowa nym m iejscu ;  n ie przechowywać razem z . . .  (mate-
r iała m i  rod u 

53/14 Przechowywać w chłod nym m i ejscu ;  n i e  przechowywać razem z . . .  (ma
ter iałam i  wskaza 

57/9 Przechowywać poj e m n i k  szcze l n i e  zamkn ięty w pom ieszcze n i u  dobrze 
lowa 

520/21 N ie  jeść i nie pić oraz nie pa l i ć  tyton i u  podczas stosowa n ia  substa ncj i/ 

527/28 W przypadku zan ieczyszczen i a  skó ry natychm iast zdjąć  całą zan i eczysz-
czoną odz ież  i przemyć zan ieczyszczoną skórę d użą i l ośc ią  . . .  ( rodzaj 

o kreś l i  prod ucent) 
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Karta charal\:terystyki substancji/mieszanin (MSDS) powinna: 
- być napisana językiem prostym i zrozumiałym; 

zawierać jednoznaczne i zwięzłe stwierdzenia; 
zawierać 16 obowiązkowych punktów, kolejność punktów winna 
być zgodna z rozporządzeniem; 
zawierać wszystkie niezbędne dane o zagrożeniach; 
nie powinna zawierać zbędnego tekstu, np. mieszanina nie jest 
niebezpieczna dla środowiska; 
być przygotowana przez wykwalifikowaną osobę lub zespół 
osób; 
w karcie charakterystyki winien być wymieniony producent, im
porter lub dystrybutor oraz data sporządzenia bądź aktualizacji 
karty. 

Karta charakterystyki składa się z 16 następują.cych tytułów 
sekcji: 
Sekcja 1: 

Sekcja 2: 

Sekcja 3: 

Sekcja 4: 

Identyfikacja substancji/mieszaniny i identyfikacja 
przedsiębiorstwa 
1. Identyfikator produktu 
2. Istotne zidentyfikowane zastosowania substancji lub 

mieszaniny oraz zastosowania odradzane 
3. Dane dotyczące dostawcy karty charakterystyki 
4. Numer telefonu alarmowego 
Identyfikacja zagrożeń 
1. Klasyfikacja substancji  lub mieszaniny 
2. Elementy oznakowania 
3. Inne zagrożenia 
Skład/informacja o składnikach 
1. Substancje 
2. Mieszaniny 
Środki pierwszej pomocy 
1. Opis środków pierwszej pomocy 
2. Najważniejsze ostre i opóźnione objawy oraz skutki na

rażenia 
3. Wskazania dotyczące wszelkiej natychmiastowej pomo

cy lekarskiej i szczególnego postępowania z poszkodo-
wanym 
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Sekcja 5: Postępowanie w przypadku pożaru 
1. Środki gaśnicze 
2.  Szczególne zagrożenia związane z substancją lub mie

szaniną 
3. Informacje dla straży pożarnej 

Sekcja 6: Postępowanie w przypadku niezamierzonego uwol
nienia do środowiska 
1. Indywidualne środki ostrożności, wyposażenie 

ochronne i procedury w sytuacjach awaryjnych 
2. Środki ostrożności w zakresie ochrony środowiska 
3. Metody i materiały zapobiegające rozprzestrzenianiu się 

skażenia i służące do usuwania skażenia 
4. Odniesienia do innych sekcji 

Sekcja 7: Postępowanie z substancjami i mieszaninami oraz ich 
magazynowanie 
1. Środki ostrożności dotyczące bezpiecznego postępowa

nia 
2.  Warunki bezpiecznego magazynowania, łącznie z infor

macjami dotyczącymi wszelkich wzajemnych niezgod
ności 

3. Szczególne zastosowanie(a) końcowe 
Sekcja 8: Kontrola narażenia/środki ochrony indywidualnej 

1. Parametry dotyczące kontroli 
2. Kontrola narażenia 

Sekcja 9: Właściwości fizyczne i chemiczne 
1. Informacje na temat podstawowych właściwości fizycz

nych i chemicznych 
2. Inne informacje 

Sekcja 10: Stabilność i reaktywność 
1.  Reaktywność 
2. Stabilność chemiczna 
3. Możliwość występowania niebezpiecznych reakcji 
4. Warunki, których należy unikać 
5. Materiały niezgodne 
6. Niebezpieczne produkty rozkładu 

Sekcja 11: Informacje toksykologiczne 
1. Informacje dotyczące skutków toksykologicznych 
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Sekcja 12: Informacje ekologiczne 
1. Toksyczność 
2. Trwałość i zdolność do rozkładu 
3. Zdolność do bioakumulacji 
4. Mobilność w glebie 
5. Wyniki oceny właściwości PBT i vPvB 
6. Inne szkodliwe skutki działania 

Sekcja 13: Postępowanie z odpadami 
1. Metody unieszkodliwiania odpadów 

Sekcja 14: Informacje dotyczące transportu 
1. Numer UN (numer ONZ) 
2. Prawidłowa nazwa przewozowa UN 
3. Klasa(-y) zagrożenia w transporcie 
4. Grupa pakowania 
5. Zagrożenia dla środowiska 
6. Szczególne środki ostrożności dla użytkowników 
7. Transport luzem zgodnie z załącznikiem II  do kon

wencji MARPOL 73/78 i kodeksem IBC 
Sekcja 15: Informacje dotyczące przepisów prawnych 

1. Przepisy prawne dotyczące bezpieczeństwa, zdrowia 
i ochrony środowiska specyficzne dla substancji lub mie
szaniny 

2. Ocena bezpieczeństwa chemicznego 
Sekcja 16: Inne informacje 

Według rozporządzenia CLP zwroty H i P są zakodowane za pomo-
cą specyficznego kodu alfanumerycznego, który składa się z: 

1. litery "H" lub "P"; 
2. cyfry określającej rodzaj zagrożenia lub środek ostrożności; 
3. dwóch cyfr odpowiadających kolejnemu numerowi zagrożenia 

lub środka ostrożności, np. H200 lub PIOO (Tabela 2.4-2.6). 
Natomiast piktogramy wskazujące rodzaj zagrożenia mają kształt 

kwadratu ustawionego na wierzchołku. Powinny zawierać czarny sym
bol na białym tle z czerwonym obramowaniem (Tabela 2.7-2.9; Rycina 
2.2) .  
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Tabela 2.4. Zakres kodów dla zwrotów określających zagrożenia i środki 
ostrożności na podstawie rozporządzenia CLP 

Zakres 

200 - 299 

400 - 499 

Zwroty określające zagrożenie 
(zwroty Hl 

Zagrożen ie  f izyc zne  
fagrożeni� dla �droWia 
Zagrożen i e  d l a  ś rodowiska 

Zwroty okreś lające środki 
ostrożności (zwroty Pl 

pgólne 
Zapob iega n i e  
�t:agowanie 
P rzechowywan i e  

Tabela 2.5a. Zwroty wskazujące rodzaj zagrożenia dla zagrożeń fizycznych 
na podstawie rozporządzenia CLP 

H203 

H271 

Mat:r iał �ybucho�y; zagrożen i e  pożarem, wybuchem . I u b  roz rzut�n1 

W konta kc ie z wodą uwa l�i a  łatwo pa l ne  gazy 
Może $powodować Itlb ińtensyfikowac pożar; lItleniaCz 
Może spowodować pożar  l u b  wybuch; s i l ny  ut l en iacz  
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cd. Tabela 2.5a. 

H290 Może powodować korozje meta l i  

Tabela 2.5b. Zwroty wskazujące rodzaj zagrożenia dla zdrowia na  podsta
wie rozporządzenia CLP 

�:lt�óP , : Połkniltf'>8(@:d śmlerQfą\;i>ii, > ;\ . 
H301 Działa toksyczn i e  po połkn ięc iu  
Mi�� Działa �rk�a(��le po p�ł�niięoi�> : ·· >.i'» :: l>:�;i>\ �'!' · .ii>!:; ������ 

H304 Połkn ięc ie  i d ostan i e  się przez d rogi oddechowe m oże grozić śm ie rc ią  
iilii. . GfÓ�i ś�i�tcł� w .kont�k,>e::,�e �ó�ą i » ( >�iJ» > > �;v >� 

H331 Działa toksyczn i e  w następstwie wdychan i a  

H334 M oże powodować objawy a l e rg i i  l u b  astmy, l u b  tru d n ośc i  w oddychan i u  
w następstwie wdychan i a  

k3� �' ��. :MO-C .. ; .CT9z-=· e;jp��ą�w��il>�pratni�nie at6g odae�nq'jYc�.. : ;. » ' :>j);! > ' 
H336 M oże wywoływać uczuc ie  sen n ośc i  l u b  zawroty głowy 

H341 

H350 '>' 

, p��§'i!t�,aijli�en�tyczne><p�dat ��.ę;�r��rlla/ jeielj> ��-, 
' Pd�>iot)oi ze inna d,roga nat���Qt� " > '  . . . ocłuje �i\lf5f�-

>,{ �i3,1�r-" 1 ,<':> : <,:,:\" ',;;;)!( , :;:4 
Podej rzewa s ię ,  że powoduje  wady genetyczne  <podać  d rogę n a rażen ia ,  
jeże l i  d ef in itywn ie  u d owod n iono, że inna d roga n a rażen ia  n i e  powoduje  
zagrożen ia>  
MÓże �o�lłijo��ć (al<� ,�po�,ać > �ro�ę \��rażenjał '.jeżeli d��>i�lt'{rv'nie 
uaowo'Pniolloj że:Jf'rJ'la droga fjał(ai�nii\l flie >powoduje zagrożefli�:> 

��--��-

H350i Wdychan ie  m oże spowodować raka 
----_ ._�. 
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cd. Tabela 2.5b. 

H360 

H360FD 

H360Fd 

H361 

Podejrzewa się, :ze pO\Nod�je r��a <�odac dro�ę naraz�nia, 
ąitYWnie . .  udowodniono, zE! .inn� droga .narazem.ltł 
zenia> 
M oże dz iałać szkod l iw ie  na  płodność l u b  na  dz iecko w łon i e  m atk i  
<podać szczegó l ny skutek, jeże l i  j est zna ny>, <podać d rogę narażen i a, 
jeże l i  def in itywn ie  udowod n iono, że i n n e  d rogi n a rażen ia  n i e  stwa rzają  
zagrożen i a>  

M oże dz i a łać  szkod l iw ie  na płod ność .  M oże dz iałać szkod l iw ie  na  dz iec
ko w łon i e  matk i  

Może dz ia łać szkod l iwie na  płod ność .  Podej rzewa s ię ,  że d z iała szkod l i 
wie na  dz iecko w łon i e  matk i  

Podej rzewa s ię ,  że dz iała szkod l iw ie  na  płodność l u b  na  dz iecko w łon i e  
matk i  <podać  szczegó l ny skutek, j e że l i  jest znany>; <podać  d rogę na 
rażen ia ,  jeże l i  defi n itywn ie  udowodn iono, że i nne  d rogi n a rażen i a  n i e  
stwarzają zagrożen ia>  
Podejrzewa �iit Ż�.'��iała szkodliwie na płodn!jś� 
Podej rzewa s ię ,  że dz i ała szko d l iwie na dz iecko w łon ie  matk i  

H371 Może powodować uszkodze n i e  na rządów <podać wszystk ie  znane  na-
rządy, których to dotyczy>; <podać d rogę na rażen ia ,  jeże l i  u dowodn io 
no, że i nne  d rogi n a rażen ia  n i e  stwarzają zagrożen i a>  
PPWOd�l;� Uszk�dzel1ie na;�zą�ó� <po�aĆ Vf:Sz 
któryc� �o dQt;�czy�. poprze1.>�lu,otrrałe

. } • . . . . . . . .• . . rz�r�<j hara 
<podać dro'ę.· !l!3 rąienia, jężeH lldo.Vf:0dn;h:;>no, e irne d;n;!lgiinara 
nie stwarzają za,rll)żeoia> 

H373 M oże powodować uszkodze n i e  na rząd ów <podać wszystk ie  znane  na rzą
dy, których to dotyczy> poprzez długotrwałe l u b  narażen ie  powta rza ne  
<podać  d rogę na rażen ia ,  jeś l i  udowodn iono, że i n n e  d rogi n a raże n ia n i e  
stwarzają zagrożen ia>  
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Tabela 2.5c. Zwroty wskazujące rodzaj zagrożenia dla środowiska 

na podstawie rozporządzenia CLP 

H410 Działa bardzo toksyczn i e  na  o rga n izmy wodne, powodując  długotrwałe 
skutk i  

Dz iała szkod l iwie na  o rga n i zmy wod ne, powodując  długotrwałe skutk i  
Mo�e:powQdować dłl1gQtrwałe szkC}dl iwej�kutld>d�� (} 

ch 

Tabela 2 .5d. Dodatkowe zwroty informujące o zagrożeniach na podstawie 
rozporządzenia CLP 

Zwroty E U H  wskazują n i euwzg lęd n ione  zwroty R w G H S, okreś lające 

EUHOOl Prod u kt wybuchowy w stan i e  suchym 
EUH006 
EUH014 
EUH018 

EUH019 

Prod u kt wybuchowy z dostępem l u b  bez dostępu  powietrza 
Reaguje gwałtown ie  z wodą 
Podczas stosowan ia m ogą powstawać łatwo pa l ne  l u b  wybuchowe 
m ieszan i ny par z powietrzem 
M oże tworzyć wybuchowe nadt lenk i  

EUH044 Zagrożen i e  wybuchem po ogrzan i u  w zamkn iętym poj e m n iku  

EUH029 W konta kc ie z wodą uwa l n i a  toksyczne gazy 
EUH031 
EUH032 
EUH066 

EUH070 
EUH071 

EUH059 

W konta kc ie z kwasa m i  uwa l n ia toksyczne  gazy 
W kontakc ie z kwasa m i  uwa l n ia ba rdzo toksyczne  gazy 
Powtarzające się n a rażen ie  m oże powodować wysusza n i e  l u b  pęka n ie  
skóry 
Dz iała toksyczn ie  w kontakc ie z ocza m i  
Dz iała oddechowe 

Stwarza zagrożen i e  d l a  wa rstwy ozonowej 
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Tabela 2.5e. Uzupełniające zwroty informujące o niektórych substancjach 
lub mieszaninach na podstawie rozporządzenia CLP 

���j�ra ołów: i�r�: ��I�ŻY stosować na powierzchniach, 
gI'ł�iQne lub ssane ptzez dzieci 

EUH201A Uwaga ! Zawiera ołów 
O---��c�y7ij�crri:l\"'-i 9�ia�k�r'ł�la�n�y�. �N�ie�b�e-•. �-pi-e�Ciz-e�ń�s�tw�o�.-S-k-le-ja�sk-ó-r-ę-i �po-w�I�-k-i w�·· .'"7': � 

EUH203 

EUH20S 

EUH207 

EUH209A 

EUH401 

seku:od. Chronić przed:��Ię'ćmi 
Zawiera ch ro m (V I ) .  M oże powodować wystąp ien ie  reakcj i a l e rg icznej 

Zawie ra skła d n ik i  epoksydowe. Może powodować wystąp ien ie  reakcj i 
a l e rg icznej 
Uw�gal Nie stosować razetJJi\z j'o�kmi 9��duktamj. Mq��! WYdzielaći :��� 
bezpieczne gazy (chlor) 

. . . i .. . 

Uwaga ! Zawie ra kad m .  Podczas stosowa n ia  wydz ie l a  n i ebezp ieczne 
pa ry. Zapoznaj s ię  z i nformacją  dostarczoną przez  prod ucenta .  Prze-
st  be  

Podczas  stosowa n ia  może  p rzekształc i ć  s ię w su bsta ncję  łatwo pa l ną  

W ce l u  u n i kn ięc ia  zagrożeń d l a  zd rowia l u dz i  i ś rodowiska, na leży postę
pować zgodn ie  z i n stru kcj ą użycia 

Tabela 2.6a. Zwroty wskazujące środki ostrożności - ogólne na podstawie 
rozporządzenia CLP 

ieczności zaSlęghięc,a por;;ldy iek�r�a, 
lub etykietę 
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Tabela 2.6b. Zwroty wskazujące środki ostrożności - zapobieganie na 
podstawie rozporządzenia CLP 

P202 

P211 

P221 

N ie  u żywać przed za poznan i em s ię  i zrozu m ien i em wszystk ich ś rod ków 
ieczeństwa 

Nie rozpy lać  nad otwartym ogn iem l u b  i n nym źródłem zapło n u  

Zastosować wsze l k i e  ś rodk i  ostrożnośc i  w c e l u  u n i kn ięc ia  m iesza n i a  

P241 Używać e l ektrycznegojwentylującegojoświetl e n iowego;'. ';przeciwwy-

P243 Przeds ięwziąć środk i  ostrożnośc i  zapob iegające statycznemu  rozłado-

zu· 

P260 N ie  wdychać  pyłujdym ujgazujmgłyjpa rjrozpy lonej c ieczy 

P262 N ie  wprowadzać  do  oczu,  na skórę l u b  na  odz ież  

P264 Dokładn i e  u myć po u życ iu 

P271 Stosować wyłączn ie  na  zewnątrz l u b  w dobrze wentylowa nym pom iesz
czen iu  

P2,t z�n·ie14�yszczoriej odziezy ;ęc'nrof!n�J nl�:' Wynd$ićpoz� 'miejsce pracy 
--.CP-=2�7.::.-3 ___ U n ikać  uwo ln i en i a  do  ś rodowiska 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku – kontynuacja,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki  
na podstawie umowy BIBL/SP/0040/2023/01



cd. Tabela 2.6b. 

P281 

P283 

P285 

P235 + 
P410 

StP�ować rę�awice ochronne/odzież ochronną/ochronę · otzu/ochro.nę 
t..,�ti'f 
Stosować wymagane  ś rod ki  och rony i ndywid u a l n ej 
Nosić �ę�awicę ,I�(;)I\.ljące odZ"imna/maski na twarz/pchronę oczu 
Nosić  odz ież  ogn ioodporną/płom ien iood porną/opóźn iającą zapa len ie  
Stosow�ć indVWi(:\ualne śrociki ochrony dróg oddechowych 
W przypadku n i edostatecznej wentyl acj i  stosować i ndywid u a l n e  środk i  
ochrony d róg 
używać w atn1!9sferze ob ' 

Przechowywać w chłodnym m iejsc u .  Chron ić  przed światłem słonecz
nym 

Tabela 2.6c. Zwroty wskazujące środki ostrożności - reagowanie 
na podstawie rozporządzenia CLP 

P306 

P308 

P310 

P312 

P314 

P320 

P322 

P331 

W przypadku  dosta n i a  s ię  do d róg oddechowych 

W przypadku  dostan i a  s ię  na  odz ież  

W przypad ku na rażen ia  lub stycznośc i  

Natychm iast skonta ktować s ię z Ośrodk iem Zatru ć lub l e ka rzem 
Skontaktować się z Ośi-odkiem,tatruĆJub leka�ierr!,.:i 

. 

W przypa d ku złego samopoczuc ia  skontaktować s ię  z Ośrod k iem Za
t ruć  l u b  l e ka rzem 

W przypad ku złego samopoczuc ia  zas ięgnąć porady/zgłos ić s ię  do  
l eka rza 
Natychmiast zasięgną� p(;)rady /zgłosić si� do łę�i�rla 
P i l n i e  zastosować okreś lone  leczen i e  ( patrz . . .  na etyk iec ie )  
Zastosować określonę lec:zęnie (p�atrz . . .  n.a . ętykiecie) 
Środ ki  szczegó l n e  (patrz . . .  na etyk iec ie )  
Wypłukać usta 
N ie  wywoływać wym iotów 
w przypadku wystąpifii!nia pódrażnienia skóry: 
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cd. Tabela 2.6c. 

P332 W przypadku  wystąp ien ia  podrażn ien i a  skóry 
P333: · .  
P334 Zanu rzyć w z imnej wodz ie/owinąć  mokrym bandażem 
P33S 
P336 Rozm roz ić  oszron ione  obszary letn ią  wodą .  N ie  trzeć oszron ionego ob

sza ru  
P337. 
P338 

P341 

1'342 
P350 

Wyjąć  soczewki konta ktowe, jeże l i  są i można je łatwo usunąć .  Konty
n u ować płu kan i e  
Wv�;t��adziiEi łuj:) lwyńieść poszkQ�PV'ahejo 
pe�ni� warunki do o#poczynku W :IPOZYCji i. 
oddycnanie 

jęże •. P.��i��it�� . i ···za� 
iającęj sw�b()dne 

W przypadku t rudnośc i  z oddychan iem,  wyprowadz ić  l u b  wynieść po
szkodowa nego na  świeże powietrze i zapewnić  wa ru n ki do  od poczynku 
w pozycj i  u m oż l iwiającej swobod n e  oddychan ie  

De l i katn ie  u myć d u żą i l ośc ią  wody z mydłem 

P352 U myć d u żą i lośc ią  wody z mydłem 

P360 

P362 

P370 
P371 l i/ i i  

P372 

P374 

P31S 
P376 
P377 i 

P378 
ip380 
P381 

P391 

Natychm iast spłu kać zan ieczyszczoną odz ież  i skórę d u żą i l ośc ią  wody 
przed zdjęc iem odz ieży 

Zan ieczyszczoną  odz ież  zdjąć  i wyprać przed ponownym u życ iem 

W przypadku poża ru 

Ryzyko wybu c h u  w raz ie pożaru 

Gas ić  pożar  z rozsądnej od ległośc i  z zachowa n i em zwykłych ś rodków 
ostrożnośc i  

Jeże l i  j est to bezp ieczne zahamować wyc iek  � przywaą�� .płonięcia �vciekającego gaz�:i f)ie gasj.ć/ je�eli nie można 
Ił�zpieqlliję zahamować wycjeku 

. .  

Użyć . . .  do  gaszen ia  . . .  

Wye l im i nować wszystkie ź ródła zapłonu ,  jeże l i  jest to bezp ieczne 
�sunąć wyl;; lek, <!Qy zapooiec $zKodom materialnym 
Zebrać wyc iek  
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P301 + P312 

P302 + P334 

P302 + P3S2 

P304 + P340 

P30S + P3S1 + 
P338 

P307 + P311 

P309 + P311 

P333 + P313 

P337 + P313 

ypad�iy p.?ł��!i�Cia; Aatychmiast skq!1�ak�ować · Się .2 qłrod .. 
tru� I;!i!l)del<ai��ę!m · . .  . __ . _ 

W pr zypa d ku p oł k n i ę c i a :  w przypadku złego samopoczuc ia  skon
ta ktować s ię  z O ś ro d k i e m  Z a t r u ć lub lekarzem 

łknj�iq.la : 1ł.'płu���. ustą . Nie Wywoły'ł:�ć WVrn1o-i:!L ' :, ',: ;" -<::"!:':"':"" - ' :  ' ii/+' 'j" : 

W przypadku  dostan ia  s ię  na  skórę :  z anu rzyć w z imnej wodz ie/owi-
mok bandażem 

W przypadku  d osta n i a  s ię  na  skórę :  u myć du żą  i lośc ią  wody 
z mydłem 

W przypadku  dosta n i a  s ię  do  oczu : ostrożn i e  płukać  wodą przez 
k i l ka m i n ut .  Wyjąć  soczewki kontaktowe, jeże l i  są i można j e  łatwo 

W p rzypadku  n a raże n i a :  skonta ktować się z O ś ro d k i e m  Z a t r u ć l u b  
l eka rzem 
W przypadku narażenia lub styĆZho$ci: ,z�sie;gn,at;10ol'adV/zl!łClsit: S!Ef 
do lekarZ a 
W przypadku  na rażen ia  l u b  złego sam opoczuc i a :  skontaktować s ię 
z O ś ro d k i e m  Z a t r u ć  lub l eka rzem ·"'I;.i. przypadku Wy��qipienia. podrazl'\i!;E!nią skórY: tasięgnąć por���/ 
z!łosić się.:do lekarza ' .i i . 
W przypadku  wystąp ien ia  podrażn ien i a  s kóry l u b  wysypk i :  zas ię
gnąć porady/ zgłos ić  s ię  do  l e ka rza 
Niezwiązaną p�;rzostałbśćstf�epnąć. Zanqr.żyć wzirn��l �odzie/q�i-
nąć mokrym baqdażem; 

. . . 
W przypadku  utrzymywa n i a  s ię  dz ia łan i a  d rażn iącego na oczy:  za
s ięgnąć porady/zgłos ić  s ię  do  l eka rza 
wprżypa�kll wystąpienia QI)Ja�ÓlN ze str()ny układ u oddechowego: 
skontaktowac się z Ośrodki e m  Zatruć lub lekarzem 
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cd. Tabela 2.6c. 

P370 + P376 

P371 + P380 + 
P375 

W p rzypad ku poważnego pożaru i d u żych i lośc i :  ewa kuować tere n .  
Z powod u ryzyka wybuchu  gasić pożar  z od ległośc i  

Tabela 2 .6d. Zwroty wskazujące środki ostrożności - przechowywanie 
na podstawie rozporządzenia CLP 

P406 

P410 

P402 + P404 

P410 + P412 

�I:ll\+ P23S 
+:: 

P rzechowywać w poj e m n iku od pornym na  korozj ę  o odpornej powło-

Chron ić  przed światłem słonecznym 

Przechowywać w suchym m iejscu . Przechowywać w zam kn iętym po
e m n i ku 

Chron ić  przed światłem słonecznym.  N ie wystawiać na  dz ia łan i e  tem 
peratu ry przekraczającej 50 °C/ 122 °F  
prze<;hówyw�ć.w · temperat�r�ę • flteprzekraczającęl .�. "C/ ... ��;(�rze
choVtlMlNać w thłodnym mieiscu . 
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2. BEZPIECZEŃSTWO CHEMICZNE 

Tabela 2.6e. Zwroty wskazujące środki ostrożności - usuwanie na podsta

wie rozporządzenia CLP 

PSOl Zawa rtość/pojemn i k  usuwać do  . . .  

Tabela 2.7. Piktogramy zagrożeń fizycznych substancjami chemicznymi 
według rozporządzenia CLP 

Piktogram 

:1;'( 
GHSOl 

GHSOl 
GHS02 

GHS02 

GHS03 

GHS04 

GHSOS 

Klasa i kategorie zagrożenia 

1 .  Środki wybuchowe 
• n i estab i l n e  mater iały wybuchowe 
• m ateriały wybuchowe z podk las  1 . 1, 1 . 2, 1 . 3, 1 .4 
• su bstancj e  i m i esza n i ny samorea ktywne, typ A 
• nadt l e n ki o rga n i c zne, typ A 
• su bstancje  i m i eszan i ny samoreaktywne, typ B 
• nadt l e n ki o rgan i c zne, typ B 
2. Gazy łatwo palne 
• gazy łatwo pa l ne, kategor ia zagrożen i a  1 
• aerozo l e  łatwo pa l ne, kategor ie  zagrożeń l, 2 
• su bstancje  c i ekłe łatwo p a l n e, kategor ie  zagrożeń 1, 2, 3 
• su bstancje  stałe łatwo pa l ne, kategor ie zagrożeń l, 2 
• su bstancje  i m iesza n i ny samorea ktywne, typy C, D, E, F 
• su bstancje  c iekłe p i rofo ryczne, kategoria zagrożen i a  1 
• su bsta n cje  stałe p i roforyczne, kategoria zagrożen i a  1 
• su bstan cje  i m i esza n i ny samonagrzewające s ię ,  kategor ie  zagrożeń 

1, 2 
• su bsta ncje  i m i esza n i ny, które w kontakc ie z wod ą  wydz ie l ają  gazy 

łatwo pa l ne, kategor ie  zagrożeń l, 2, 3 
• nadt lenk i  o rga n i c zne, typy C, D, E, F 
3. Gazy utleniające 
• gazy ut len iające, kategoria zagrożen ia  1 
• substancje  c i ekłe ut l en i ające, katego r ie zagrożeń l, 2, 3 
• su bsta ncje  stałe ut l en i ające, kategor ie zagrożeń l, 2, 3 
4. Gazy pod ciśnieniem 
• gazy sprężone 
• gazy skrop lone  
• gazy skrop lone  schłodzone 
• gazy rozpuszczo n e  
5 .  Substancje powodujące korozję metali 
• substancje  korod ujące m eta l e, kategoria zagrożen ia  1 
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ELEMENTY EKOrOKSYKOLOGll. WYBRANE METODY ANALITYCZNE 

GHS01 
(wybuchająca bomba) 

G HS04 
(butla gazowa) 

GHS07 
(wykrzyknik)  

GHS02 
(płomień) 

GHS05 
(działanie żrące) 

GHS08 
(zagrożenie dla zdrowia) 

54 

GHS03 
płomień nad okręgiem) 

GHS06 
(czaszka i skrzyżowane 

piszczele) 

GHS09 
(środowisko) 

Rycina 2.2. Piktogramy zagrożeń substancjami chemicznymi według 
rozporządzenia CLP 
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Tabela 2.8. Piktogramy zagrożeń dla zdrowia substancjami chemicznymi 

według rozporządzenia CLP 

Piktogram 

GHSOS 

GHS08 

Klasa i kategorie zagrożenia 

. t�ksv��ność 6stra,i�droga Pbkarmow�,' pq ,nal'liesieni� nai;sk6rę:� PI> 
,naraże:niu inhalacyjnym), kategorie z<Jgrożeń 1, 2, 3 

' 

• dz iała n ie  żrące / d ra żn iące na  skó rę, katego rie zagrożeń lA, lB, lC 

• dz iała n i e  uc zu l ające na  d rogi oddechowe, kategor ia  zagrożen i a  1 
• dz iała n i e  m utage n n e  na kom ó rk i  rozrodcze, kategor ie zagrożeń lA, 

l B, 2 
• ra kotwórczość, katego rie zagrożeń lA, lB, 2 
• dz iała n i e  szkod l iwe na  rozrod czość, katego rie zagrożeń  lA, lB, 2 
• dz iała n i e  toksyczne  na  na rządy doce lowe - jednorazowe na rażen ie ,  

kategorie zagrożeń l, 2 
• dz iała n ie  toksyczne na  na rządy doce lowe - powta rzane  n a raże n i e, 

kategor ie zagrożeń l, 2 
• zagrożen ie  spowodowa ne  asp i racją ,  katego ria zagrożen i a  1 
. dziat��,

le szkodliwe na rozrodczość, wpływ ą� I���a�j'ę l�b oadzi��y: 
wanie szkodliwe na dzieCi kar!1'l1jo'1e pler�ią, dp'�a���Wj]lii�lasa za��p'
żeń · " 

Tabela 2.9. Piktogramy zagrożeń dla środowiska substancjami chemiczny
mi według rozporządzenia CLP 

Piktogram 

piktogram 
nie jest 
wymagany 

Klasa i kategorie zagrożenia 

stwarzające zagrtżj!r*ie cłht środQwiska WO(;łnego: 
• zagrożenie ostre, kategoria 1 

. 

• zagrożenie przewlekłe, kategorie l, :2 
stwarzające zagrożenie d la środowiska wodnego: 
• zagrożen ie  p rzewlekłe, kategor ie 3, 4 
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Wykonując ćwiczenia laboratoryjne z toksykologii student zobowią
zany jest przestrzegać regulaminu pracowni oraz przepisów bezpie
czeństwa pracy. 

1. W pracowni mogą przebywać studenci wyłącznie w obecności 
prowadzącego. 

2 .  W celu ochrony odzieży przed zanieczyszczeniem każdy pra
cujący (student lub pracownik) zobowiązany jest zaopatrzyć się 
w fartuch ochronny. 

3. Osoby posiadające długie włosy powinny je spiąć. 
4. Obowiązkiem studenta jest utrzymanie ładu i czystości w miej

scu pracy. Palenie tytoniu, spożywanie posiłków w laboratorium 
jest surowo wzbronione. 

5. Podczas wykonywania ćwiczeń należy zachować spokój, powa
gę. Każdy student powinien znajdować się tylko i wyłącznie przy 
swoim miejscu pracy, należy unikać zbędnego gromadzenia się. 

6. Wszelkie czynności ze stężonymi kwasami, wodorotlenka
mi, amoniakiem i bromem przeprowadzaj pod sprawnie dzia
łającym wyciągiem. Pamiętaj o włożeniu gumowego fartucha 
ochronnego, rękawic i okularów ochronnych. Przy wyciągu stoją 
maksymalnie dwie osoby. 

7. Pobrane odczynniki, szkło i przyrządy należy po zakończeniu 
ćwiczeń odnieść na właściwe miejsce w stanie czystym. Nie 
wolno wykonywać ćwiczeń w brudnych naczyniach. 

8. Każde uszkodzenie sprzętu lub szkła musi być zgłoszone prowa
dzącemu. 

9. Naczynia z chemikaliami należy zaraz po użyciu szczelnie za
mknąć właściwym korkiem. Nie można dopuścić do pomieszania 
chemikaliów. 

10. Nie należy wrzucać do kosza resztek niebezpiecznych substan
cji, lecz zbierać je do przeznaczonych na ten cel pojemników. 

11.  Nie wrzucać do zlewów stłuczonego szkła i substancji stałych, 
które mogą spowodować zapchanie przewodów kanalizacyjnych. 

12. Roztwory (kwasów, zasad) należy wlewać do zlewów kamionko
wych, spłukując obficie wodą bieżącą. 

13. Żadnych substancji i materiałów z pracowni nie wolno nikomu 
dawać, ani brać do domu. 

14. Wiele odczynników chemicznych to potencjalne trucizny! Sub
stancjom i preparatom chemicznym należącym do określonych 
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kategorii niebezpieczeństwa, na podstawie ich właściwości fi
zykochemicznych oraz toksyczności, przypisuje się odpowiednie 
symbole określające zagrożenie. 

15. Pracując z substancjami łatwo palnymi (eter, benzen, aceton) 
nie można zapalać ognia. Wcześniej należy sprawdzić czy wszyst
Ide palniki i płytki elektryczne są wyłączone. W razie powstania 
pożaru na skutek zapalenia się rozpuszczalników nie należy go 
gasić wodą, tylko specjalną gaśnicą. 

16. Nigdy nie wlewać wody do stężonych kwasów, ponieważ grozi to 
poparzeniem. 

17. Nie pipetować ustami szkodliwych substancji (stężonych kwa
sów, wodorotlenków, amoniaku, roztworów cyjanków i bromu). 
W tym celu trzeba używać specjalnych, podpisanych pipet za
opatrzonych w gumowe gruszki lub nasadki bądź odpowiednich 
dozowników. 

18. W analizie toksykologicznej należy posługiwać się wyłącznie 
dokładnie wymytym szkłem. Po zakończeniu doświadczenia 
należy dokładnie umyć szkło laboratoryjne ciepłym roztworem 
detergentu, używając czystej szczotki, starannie spłukać bieżącą 
wodą, a następnie 3-krotnie wodą destylowaną. 

19. Nigdy nie należy wąchać żadnych substancji chemicznych, chyba 
że jest to wyraźnie zalecane w instrukcji ćwiczenia. W żadnej 
sytuacji nie wolno nachylać się nad naczyniem, ani zbliżać jego 
otworu do nosa. Zapach substancji bada się, trzymając probów
kę z substancją w odległości około 20 cm od nosa, kierując pary 
wachlującym ruchem dłoni w stronę nosa. Nie należy brać głębo
kich oddechów. 

20. Nie pochylać się nad naczyniem, w którym coś wrze lub do któ
rego wlewa się ciecz (zwłaszcza żrąca) . Nie dopuszczać do dużego 
wzrostu ciśnienia wewnątrz naczynia i możliwości wybuchu. 

21. Ogrzewając substancję w probówce należy pamiętać, aby wylot 
probówki skierować w przeciwnym kierunku do wykonującego 
doświadczenie i pozostałych osób. Podczas ogrzewania należy 
cały czas poruszać probówkę nad płomieniem, aby zawartość 
była dobrze wymieszana i równomiernie ogrzana. 

22. Przy pracach, w czasie których może nastąpić odprysk ciała stałe
go lub cieczy, należy stosować okulary ochronne. 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku – kontynuacja,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki  
na podstawie umowy BIBL/SP/0040/2023/01



23. W ćwiczeniach laboratoryjnych nie wolno używać uszkodzonych 
przyrządów. Odnosi się to szczególnie do nadtłuczonych lub pęk
niętych naczyń szklanych i porcelanowych. 

24. Krany gazowe i wodne po skończonej pracy należy natychmiast 
zamknąć. 

25. Nie można uruchamiać jakiejkolwiek aparatury bez zgody osoby 
prowadzącej ćwiczenia. 

26. Przed przystąpieniem do ważenia student powinien zapoznać 
się z jej obsługą; po zważeniu należy usunąć pędzelkiem wszel
Ide zanieczyszczenia. 

27. Przed przystąpieniem do pomiarów spektrofotometrycznych 
student powinien zapoznać się z obsługą aparatu; po zakoń
czeniu pomiaru dokładnie umyć i przepłukać wodą destylo
waną kuwety szklane lub kwarcowe, natomiast puste kuwety 
jednorazowego użytku wyrzucić do kosza. 

28. Podczas wirowania prób probówki muszą być idealnie zrówno
ważone i ustawione naprzeciw siebie, poziom cieczy w probówce 
powinien być poniżej 1 cm krawędzi probówki. 

29. Podczas sączenia krawędź sączka z bibuły musi znajdować się 
około 0,5 cm poniżej krawędzi lejka. W celu przesączenia dużej 
ilości cieczy stosuj sączki pofałdowane. 

30. Po zakończeniu ćwiczeń zawsze wymagane jest uporządkowa
nie miejsca pracy: 
a) odpady stałe (papier, końcówki do pipet, korki) należy wrzucić 

do koszy, potłuczone szkło - do specjalnych pojemników; 
b) stężone kwasy i zasady, zużyte odczynniki, mieszaniny po 

wykonanych doświadczeniach chemicznych należy wylać 
do specjalnego zlewu kamionkowego, odkręcić kran i stru
mieniem wody rozcieńczyć związek, a następnie dokładnie 
spłukać zlew; 

c) ustawić na właściwym miejscu szkło laboratoryjne i odczyn
niki chemiczne; 

d) sprawdzić czystość stołu laboratoryjnego. 
31. Wychodząc z pracowni należy sprawdzić czy są wyłączone 

wszystkie palniki gazowe i aparaty elektryczne. 
32. Po opuszczeniu pracowni student, który wykonywał ćwiczenia 

laboratoryjne ma obowiązek umyć dokładnie ręce. 
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3 
ADI (ang. Acceptable Daily Intake) - maksymalna ilość substancji, 

która zgodnie z aktualnym stanem wiedzy może być przez 
człowieka pobierana codziennie z żywnością przez całe życie 
prawdopodobnie bez negatywnych skutków dla zdrowia. 

Bioakumulacja - zdolność organizmów do kumulowania związków 
toksycznych w tkankach swego ustroju; stężenie tych związ
ków w tkankach może osiągnąć wyższy poziom niż w otacza
jącym je środowisku. 

Biodegradowalność - podatność związku na rozkład chemiczny do
konany przez mikroorganizmy; zdolność do rozpadu związku 
chemicznego. 

Biodostępność - całkowita zawartość zanieczyszczenia w glebie lub 
osadzie dennym, znajdująca się w stanie wolnym, niebędąca 
na trwale związana z matrycą, które to zanieczyszczenie jest 
lub może być pobrane przez organizm. 

Biomagnifikacja - procesy zachodzące w ekosystemie, w wyniku 
których następuje wzrost stężenia substancji toksycznej w or
ganizmie, zajmującym wyższy poziom w łańcuchu zależności 
troficznych (pokarmowym). 

Biomarker - odpowiedź biologiczna na działanie substancji chemicz
nej na poziomie osobniczym lub komórkowym wskazująca na 
odchylenie od stanu prawidłowego. 

Biostężenie - szczególny przypadek bioakumulacji, w której substan
cja rozpuszczona jest selektywnie pobierana z roztworu wod
nego i zatężana w tkance na drodze nieżywieniowej . 
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Biotransformacja - przemiany biochemiczne związków ksenobio
tycznych zachodzące w organizmach pod wpływem działania 
enzymu; występują reakcje fazy I oraz fazy II (reakcje sprzę
gania). 

Czas śmiertelności medialny (ang. lethal time) (LT50) - statystycznie 
obliczony czas, w którym po podaniu substancji w określonej 
dawce ginie 50% organizmów testowych. 

Dawka - ilość podanej substancji wyrażona w jednostce wagowej (mg) 
lub jako masa substancji w przeliczeniu na jednostkę masy 
ciała organizmu testowego (mg/kg). 

Dawka powodująca inhibicję (ang. inhibition dose) (ID) - dawka 
substancji powodująca określone zahamowanie danego para
metru, np. wzrostu rośliny czy aktywności enzymu. 

Dawka progowa (graniczna) - ilość substancji, która wywołuje pierw
sze spostrzegalne skutki biologiczne. 

Dawka skuteczna medialna (ang. efficient dose) (ED5o) - statystycz
nie obliczona dawka substancji wywołująca określony skutek 
u 50% organizmów testowych w określonych warunkach; wy
rażona jest stosunkiem masy badanej substancji do jednostki 
masy ciała organizmu doświadczalnego (mg/kg). 

Dawka śmiertelna bezwzględna (ang. lethal dose) (LDlOO) - mini
malna ilość substancji powodująca śmierć 100% testowych or
ganizmów; wyrażona jest stosunkiem masy badanej substancji 
do jednostki masy ciała organizmu doświadczalnego (mg/kg). 

Dawka śmiertelna medialna (LD5o) - statystycznie obliczona dawka 
powodująca śmierć 50% testowych organizmów; wyrażona 
jest stosunkiem masy badanej substancji do jednostki masy 
ciała organizmu doświadczalnego (mg/kg). 

Dawka śmiertelna najniższa (LDmin) - minimalna ilość substancji 
powodująca śmierć pojedynczych testowych organizmów; wy
rażona jest stosunkiem masy badanej substancji do jednostki 
masy ciała organizmu doświadczalnego (mg/kg). 

Dawka toksyczna (ang. toxic dose) (TD) - ilość substancji wywołują
ca objawy zatrucia oraz odwracalne zaburzenia czynnościowe 
organizmu. 
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Dawka-odpowiedź - zależność pomiędzy dawką a liczbą lub odset
Idem osobników, u których występuje określony skutek. 

Dawka-skutek - zależność pomiędzy dawką a wielkością określo
nego skutku biologicznego u osobnika lub populacji .  

Działanie łączne: niezależne - substancje chemiczne wywołują różne 
efekty lub wykazują różne mechanizmy działania. 

Działanie łączne: sumujące (addytywne) - wielkość efektów lub 
odpowiedzi powodowanej przez dwie lub więcej substancji 
chemicznych jest ilościowo równa sumie efektów lub odpo
wiedzi spowodowanych przez substancje chemiczne poda
wane pojedynczo. 

Działanie łączne: synergistyczne - następuje  potęgowanie działa
nia toksycznego jednej substancji chemicznej przez inną sub
stancję, jednocześnie wprowadzoną. 

Działanie łączne: antagonistyczne - gdy następuje osłabienie działa
nia substancji toksycznej występującej w obecności innej sub
stancji toksycznej . 

Efekt - zmiana biologiczna w organizmie, narządzie lub tkance spowo
dowana lub związana z narażeniem na substancje chemiczne. 

Efekt szkodliwy - nieodwracalna zmiana biologiczna pojawiająca 
się podczas lub po zakończeniu narażenia. Jest to zaburzenie 
czynnościowe lub uszkodzenie morfologiczne, które może 
wpływać na wydolność całego organizmu lub może zmniej 
szyć jego sprawność w warunkach dodatkowego obciąże
nia, a także może zwiększyć jego wrażliwość na działanie 
innych czynników. 

FEL (ang.frank effect le vel) - poziom narażenia, przy którym stwier
dza się ewidentne efekty toksyczne prowadzące do zmian 
patologicznych z zaburzeniami czynnościowymi narządów, 
często prowadzące do śmierci lub wyraźnego skrócenia okresu 
przeżywalności. 

LOAEL (ang. lowest observable adverse effect level) - najniższy ob
serwowalny efekt szkodliwy - najniższa dawka lub poziom na
rażenia w badaniach umożliwiających wyznaczenie zależności 
dawka-odpowiedź, przy którym jeszcze występuje statystycz-
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nie lub biologicznie istotny wzrost częstości występowania 
szkodliwych skutków działania substancji u badanych orga
nizmów w stosunku do grupy kontrolnej . 

LOEC (ang. lo west observable effect concentration) - poziom najniż
szego stężenia, przy którym występuje istotny wzrost częstości 
lub nasilenie skutków działania danej substancji u badanych 
organizmów w stosunku do grupy kontrolnej . 

MTD (ang. maximaI tolerated dose) - maksymalnie tolerowana 
dawka - najwyższa dawka substancji chemicznej , która nie 
wywołuje śmierci badanych organizmów. Często oznaczona 
jest symbolem LCo jako stężenie tolerowane najwyższe, wyra
ża masę badanej substancji w standardowej objętości powie
trza (mg/dm3) lub jako części na milion (ppm). 

Najwyższe dopuszczalne stężenie (NDS) - wartość średnia wa
żona stężenia, którego oddziaływanie na pracownika w cią
gu 8-godzinnego dobowego i przeciętnego tygodniowego wy
miaru czasu pracy, określonego w Kodeksie Pracy, przez okres 
jego aktywności zawodowej nie powinno spowodować ujem
nych zmian w jego stanie zdrowia oraz w stanie zdrowia jego 
przyszłych pokoleń. 

Najwyższe dopuszczalne stężenie chwilowe (NDSCh) - wartość 
średnia stężenia, które nie powinno spowodować ujemnych 
zmian w stanie zdrowia pracownika, jeżeli występuje w śro
dowisku pracy nie dłużej niż 15 minut i nie częściej niż 2 razy 
w czasie zmiany roboczej, w odstępie czasu nie krótszym niż 
l godzina. 

Najwyższe dopuszczalne stężenie pułapowe (NDSP) - wartość 
stężenia, która ze względu na zagrożenie zdrowia lub życia 
pracownika nie może być w środowisku pracy przekroczona 
w żadnym momencie. 

Narażenie (ekspozycja) - fizyczny kontakt organizmu z czynnikiem 
chemicznym, fizycznym lub biologicznym, wyrażony stęże
niem lub natężeniem i czasem trwania. 

Narząd krytyczny - narząd, który jako pierwszy osiąga stężenie kry
tyczne substancji toksycznej . 
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NOAEL (ang. no-observable adverse effect level) - nieobserwowal
ny efekt szkodliwy - najwyższa dawka lub poziom narażenia 
w badaniach umożliwiających wyznaczenie zależności dawka
-odpowiedź, przy którym nie występuje statystycznie lub bio
logicznie istotny wzrost częstości lub nasilenia szkodliwych 
skutków działania substancji u badanych organizmów w sto
sunku do grupy kontrolnej . 

NOE C (ang. no-observable effect concentration) - największe stę
żenie, przy którym nie występuje istotny wzrost częstości lub 
nasilenie skutków działania danej substancji u badanych orga
nizmów w stosunku do grupy kontrolnej . 

Protoksykanty - metaboliczne prekursory substancji toksycznych. 
Ryzyko - prawdopodobieństwo wystąpienia w organizmie szkodliwych 

skutków w wyniku działania określonego czynnika biologicz
nego, chemicznego lub fizycznego. 

Selektywna toksyczność - różnica w toksyczności danej substancji 
chemicznej dla różnych gatunków, płci, szczepów lub grup 
wiekowych; wyrażana jest stosunkiem selektywności, np. LDso 
dla gatunku A / LDso dla gatunku B .  

Stężenie lirytyczne - stężenie, przy którym zachodzą zmiany czynno
ściowe komórki odwracalne lub nieodwracalne, niepożądane 
lub szkodliwe. 

Stężenie śmiertelne bezwzględne (ang. lethal concentration) (LClOO) 

- naj niższe stężenie substancji chemicznej w środowisku po
wodujące śmierć 100% organizmów danej populacji w okre
ślonych warunkach; wyrażone jest stosunkiem masy b�danej 
substancji do jednostki objętości powietrza (mg/dm3). 

Stężenie śmiertelne medialne (LCso) - statystycznie obliczone stęże
nie powodujące śmierć 50% badanych organizmów; wyrażone 
jest stosunkiem masy badanej substancji do jednostki objęto
ści powietrza (mg/dm3). 

Stężenie tolerowane najwyższe (LCo) - najwyższe stężenie substancji 
chemicznej w środowisku, które nie wywołuje śmierci bada
nych organizmów; wyrażone jest stosunkiem masy badanej 
substancji do jednostki objętości powietrza (mg/dm3). 
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Toksyczność ostra - zdolność substancji do wywołania efektu tok
sycznego po jej podaniu (wchłonięciu) do organizmu w dawce 
jednorazowej lub po jednorazowym narażeniu w ciągu 24 go
dzin. 

Toksyczność ostra (badanie) - polega na ocenie zdolności substancji 
do wywołania efektu toksycznego po jej podaniu (wchłonięciu) 
do organizmu w dawce jednorazowej lub po jednorazowym 
narażeniu. W wyniku badania toksyczności ostrej uzyskuje 
się informacje o dawce śmiertelnej i wartość medialnej dawki 
LDso, która jest stosowana do klasyfikacji substancji. 

Toksyczność ostra przewlelda/chroniczna (badanie) - polega na po
dawaniu organizmom testowym substancji badanej codzien
nie w sposób przerywany lub ciągły w czasie bliskim długości 
życia danego gatunku i obserwowaniu efektów toksycznych 
w trakcie narażenia lub po jego zakończeniu. Badanie to ma 
głównie na celu określenie specjalnych właściwości związku, 
takich jak działanie rakotwórcze (kancerogenne). 

Toksyczność podostra/podprzewlekła/podchroniczna (badanie } 
- polega na podawaniu organizmom testowym substancji ba
danej (lub ich eksponowaniu inhalacyjnie) codziennie w sposób 
przerywany lub ciągły przez 28 dni (toksyczność podostra) lub 
90 dni (toksyczność podprzewlekła) i obserwacji efektów tok
sycznych w trakcie narażenia lub po jego zakończeniu. Celem 
badania toksyczności podprzewlekłej jest określenie narządów 
i układów mogących ulegać uszkodzeniu w wyniku działań 
substancji oraz poziomu narażenia, przy którym nie obserwu
je się skutków działania. 

Toksykodynamika - bezpośrednie działanie substancji chemicznej 
lub jej metabolitu na poziomie komórki i narządu docelowego 
organizmu. 

Toksykokinetyka - ilościowa charakterystyka procesów wchłaniania, 
rozmieszczania, biotransformacji i wydalania substancji che
micznej lub jej metabolitu z organizmu. 

Toksykometria - dział toksykologii zajmujący się ilościową oceną tok
syczności substancji chemicznych. 
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L = 
Tolerancja - zdolność organizmu do przetrwania i funkcjonowania 

w warunkach szkodliwego oddziaływania zanieczyszczeń. 
Współczynnik biokoncentracji (ang. bioconcentration factor) (BeF) 

- stosunek stężenia substancji chemicznej w organizmie zwie
rzęcia do stężenia tej samej substancji w otaczającym środo
wisku. 

Współczynnik biokumulacji (ang. bioaccumulation factor) (BAF) 
- stosunek stężenia substancji chemicznej w organizmie zwie
rzęcia do stężenia tej samej substancji w pożywieniu. 

Zatrucia ostre - szkodliwe efekty wywołane przez substancję che
miczną wchłoniętą do organizmu w dużej dawce jednorazo
wej lub stężeniu pojawiają się w stosunkowo krótkim czasie 
w ciągu 24 godzin. 

Zatrucia podostre (podostre) - szkodliwe efekty w organizmie wystę
pują w sposób mniej gwałtowny po podaniu jednorazowej lub 
kilkakrotnej dawki substancji. 

Zatrucia przewlekłe - proces chorobowy powstaje w warunkach prze
wlekłego narażenia na substancję chemiczną. 
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4 

Obiektem analiz toksykologicznych są różnorodne materiały: krew, 
mocz i inne wydaliny, włosy, materiał sekcyjny, części roślin, próby 
wody, powietrza, gleby, artykuły żywnościowe i napoje, leki i prepara
ty chemiczne stosowane w gospodarstwie domowym, rolnictwie czy 
ogrodnictwie. Wybranie odpowiedniego materiału, w którym przy
puszczamy, że znajduje się największa ilość poszukiwanej trucizny, ma 
istotnie znaczenie w analizie jakościowej i ilościowej . Specyfiką analizy 
toksykologicznej jest często niepowtarzalność materiału i jego ograni
czona ilość. Metody stosowane w analizie toksykologicznej powinny 
być specyficzne, wypróbowane i czułe. Charakterystyczną cechą jest 
konieczność wykrywania i oznaczenia trucizny w materiale biologicz
nym. Sprawia to dużą trudność, ponieważ trucizna może występować 
w połączeniu z różnymi związkami organicznymi, ulegać biotransfor
macji czy rozkładowi. W zależności od stanu skupienia, właściwości 
fizykochemicznych trucizn oraz rodzaju badanego materiału stosuje 
się odpowiednie metody wyodrębniania substancji toksycznych. Po
dział trucizn według metody ich izolacji z materiału biologicznego jest 
następujący: 

1. trucizny lotne; 
2. trucizny rozpuszczalne w wodzie; 
3. nie lotne trucizny organiczne; 
4. trucizny metaliczne. 
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W analizie toksykologicznej , obok barwnych reakcji charaktery
stycznych z odczynnikami chemicznymi lub testów biologicznych, 
stosuje się następujące metody analityczne: spektrofotometrię w świe
tle widzialnym, nadfiolecie i podczerwieni, metody elektrometryczne, 
chromatografię cienkowarstwową, gazową, wysokosprawną chroma
tografię cieczową, atomową spektrometrię absorpcyjną, spektrometrię 
masową, metody enzymatyczne i immunologiczne. Charakterystykę 
wybranych metod analitycznych w toksykologii przedstawia Tabela 
4.1. 

Tabela 4.1. Porównanie wybranych metod analitycznych według Baumlera 

Metoda 

Spektrofotom etr ia  
w zakres ie UV 

Chromatograf ia 
c ienkowa rstwowa 

Spektrom etr ia  
masowa 

Wykrywa 1 -
ność (Ilg) 

10-15 

0, 1-20 

0, 01-1 

++++, wa rtość n ajwyższa 

Specyficzność 

+ 

+ + +  

+ + + +  

Wymagania 
Czasochłon-

Koszt 
w zakresie 

ność oczyszczania 
prób 

+ + + 

+ + 

+ + +  + + + +  + 

Materiał biologiczny przeznaczony do analiz toksykologicznych jest 
zazwyczaj dzielony według schematu przedstawionego na Rycinie 4.1. 
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BADANY MAT E R I A Ł  B I O L O G I CZ N Y  

I 

Materiał przeznaczony 

do badań zasadnicznych (67%) 

10% - próby wstępne 

Materiał przeznaczony 

do badań kontrolnych (33%) 

1 5% - badanie trucizn lotnych 
1 5% - badanie trucizn ekstrahujących się 

rozpuszczalnikami organicznymi 
1 5% - badanie trucizn po mineralizacj i 

materiału biologicznego 
1 5% - badanie trucizn wyodrębnionych 

za pomocą dializy 
1 5% - badanie ilościowe 
1 5% - badanie kontrolne 

Rycina 4.1. Podział materiału biologicznego przeznaczonego do analiz 
toksykologicznych 

4.1 . Próby wstępne w anal izie toksykologicznej 

Badania wstępne posiadają bardzo istotne znaczenie, gdyż wynik 
dodatni może ułatwić i skrócić czas analiz. Polegają one na określeniu 
cech zewnętrznych badanego materiału (stan skupienia, barwa, woń, 
odczyn) oraz wykonaniu prostych testów chemicznych w badanym 
materiale bezpośrednio identyfikujących: 

• związki arsenu - reakcja arsenowodoru z AgN03 (zabarwienie 
żółte) - próba Gutzeita; 

• sole rtęci (I) - reakcja z 1 M KOH (zabarwienie czarne); 
• sole rtęci (II) - reakcja z 1 M KOH (zabarwienie żółto-czerwone); 
• morfina - reakcja z odczynnikiem Marquisa: 1 cm3 stężonego 

H2SO 4 i 2-3 krople 40% formaliny (zabarwienie purpurowoczer
wone przechodzące w niebiesko-fioletowe); 

• fenol - reakcja z 2% FeCl3 (zabarwienie niebieskie lub fioletowe). 
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Ponadto można wykonać próby na obecność substancji toksycznych 
w analizowanym materiale poprzez obserwacje zjawisk zachodzących 
przy podwyższonej temperaturze lub odpowiednim zabarwieniu pło
mienia utleniającego: 

• niewielką ilość badanego materiału umieścić w probówce i ogrze
wać aż do wyprażenia. Obserwować zmiany zachodzące w bada
nym materiale (Tabela 4.2); 

Tabela 4.2. Zjawiska obserwowane podczas ogrzewania substancji 

Efekt ogrzewania Obecność w próbie 

• pozostałość po wyprażeniu zwilżyć wodą destylowaną. Ezę pla
tynową, zwilżoną stężonym Hel, zanurzyć w próbie i wprowa
dzić do płomienia utleniającego. Obserwować zmiany płomienia 
(Tabela 4.3). 

Tabela 4.3. Barwienie płomienia podczas spalania związków metalicznych 

N ieb ieski e  .'łk'-ilelone 
Żółto-zie lone  

Hg ,  As ,  Sb, B i  
�!i'l ,-: 1;: ::;;i:," ;i\i;u ii ,'';, " "  

Ba 

Zgodnie z przyjętym podziałem trucizn z otrzymanego do badań 
materiału wyodrębnia się trucizny lotne z parą wodną poprzez desty-
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lację najpierw z kwaśnego, a następnie zasadowego środowiska (patrz 
rozdział 4.2) lub za pomocą mikrodyfuzji (patrz rozdział 4.3). Destylat 
poddaje się analizie na poszczególne trucizny. Nową porcję materia
łu lub pozostałość po destylacji należy poddać dializie (patrz rozdział 
4.6), zaś otrzymany dializat zbadać na obecność substancji dających się 
wyługować wodą. Z kolejnej porcji materiału izoluje się alkaloidy, leki, 
pestycydy i inne nielotne, hydrofobowe substancje organiczne według 
metody Stass-Otto (wytrawianie zakwaszonym alkoholem, oczyszcza
nie otrzymanego wyciągu, ekstrakcja rozpuszczalnikami organicznymi) 
(patrz rozdział 4.4) . Trucizny metaliczne wyodrębnia się z materiału po 
uprzednim jego zmineralizowaniu za pomocą dobranej odpowiednio 
metody opisanej w rozdziale 4.5, natomiast ich jakościowe i ilościowe 
analizy zostały przedstawione w rozdziale 7. 

4.2. Izolacja trucizn lotnych - destylacja z parą wodną 

Trucizny lotne, takie jak: cyjanowodór, metanol, aceton, chloroform, 
anilina, można wyodrębnić z materiału biologicznego za pomocą de
stylacji z parą wodną, mikrodyfuzji lub aeracji. Najczęściej stosowaną 
metodą izolowania trucizn lotnych w analizie toksykologicznej jest 
destylacja z parą wodną. Metoda ta pozwala na wyodrębnianie tru
cizn, które występują w badanym materiale w niewielkich ilościach 
oraz ulegają rozkładowi w czasie ogrzewania w niższej temperaturze 
niż podczas normalnej destylacji . Destylacja z parą wodną polega 
na zmianie stanu skupienia substancji toksycznej zawartej w wodzie 
w stan gazowy strumieniem doprowadzonej pary wodnej .  Wykorzy
stywane jest tu zjawisko sumowania się prężności par cząstkowych 
substancji (wody i oznaczanej trucizny), co znacznie obniża tempe
raturę wrzenia analizowanych związków toksycznych. Umożliwia to 
oczyszczanie wysoko wrzących substancji przez destylację w stosun
kowo niskiej temperaturze. 

W zależności od odczynu (pH) wyodrębnianych substancji desty
lację z parą wodną można prowadzić ze środowiska kwaśnego (truci
zny o charakterze kwaśnym) lub ze środowiska zasadowego (trucizny 
o charakterze zasadowym). Niekiedy stosuje się również typ destylacji 
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mieszanej tej samej próby badanego materiału, który składa się z dwóch 
etapów. Najpierw przeprowadza się destylację z roztworu kwaśnego, 
a następnie po zalkalizowaniu - z roztworu zasadowego. Destylację 
z parą wodną można prowadzić pod normalnym ciśnieniem lub w próż
ni, używając zarówno pary nasyconej, jak i przegrzanej .  Przy wyodręb
nianiu substancji nietrwałych szczególnie polecany jest typ destylacji 
z parą wodną w próżni. 

Typowy zestaw do destylacji z parą wodną składa się z następują
cych elementów: 

1. kolby okrągłodennej, w której umieszcza się materiał przeznaczo
ny do destylacji (mieszanina lub związek stały z niewielką ilością 
wody), przez który zostaje przepuszczony gorący strumień pary 
wodnej; 

2 .  nasadki tzw. łapacza cieczy, w którą jest zaopatrzona kolba (jej 
rola polega na zapobieganiu przerzucania zawartości kolby do 
odbieralnika); 

3. kolby połączonej rurką z kolbą destylacyjną, ustawionej nad pal
nildem lub w płaszczu grzejnym (ogrzana w kolbie woda paruje, 
a strumień pary jest kierowany za pomocą rurki bocznej do kolby 
zawierającej materiał do destylacji) ; 

4. odbieralnika; 
5. chłodnicy. 

4.2.1 . Destylacja z parą wodną z roztworu kwaśnego 

Ten rodzaj destylacji stosuje  się przede wszystkim dla trucizn 
o charakterze kwaśnym. Materiał do badania należy starannie rozdrob
nić, zmieszać z wodą destylowaną i przenieść do kolby okrągłodennej 
o pojemności 1 dm3• Jeżeli badany materiał ma odczyn obojętny lub 
alkaliczny zakwasza się 5% roztworem kwasu winowego do odczynu 
wyraźnie kwaśnego. Postępowanie to ma na celu przeprowadzenie nie
lotnych soli w lotne kwasy. Natomiast, jeżeli odczyn jest kwaśny dodaje 
się 5% wodny roztwór Na2C03 w ilości potrzebnej do zobojętnienia 
badanego materiału. Następnie dodaje się kwas winowy w nadmiarze, 
około 1-2% w stosunku do użytej ilości węglanu w celu neutralizacji 
mocnych kwasów nieorganicznych, które mogą spowodować rozkład 
analizowanych substancji .  Po uzyskaniu odczynu kwaśnego przed 
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przystąpieniem do destylacji z parą wodną zaleca się przeprowadzenie 
orientacyjnej próby wstępnej Schonbeina na obecność cyjanowodoru 
i cyjanków (patrz rozdział 4.2.1.1) .  Destylację należy rozpocząć natych
miast po dołączeniu kolby z badanym roztworem do aparatu w celu 
uniknięcia strat i zapobiegnięcia ewentualnym zmianom zachodzącym 
w materiale biologicznym. 

W zależności od wyniku próby wstępnej na obecność cyjanków de
stylację przeprowadza się następująco: 

a) gdy próba na cyjanki jest dodatnia koniec przedłużacza zanu
rzyć w 5% wodnym roztworze NaOH i zebrać około 5 cm3 de
stylatu (frakcja I). Dzięki temu obecny cyjanowodór zostanie 
całkowicie związany w roztworze pochłaniającym. 
Następnie zmieniając odbieralniki zebrać kolejne frakcje destylatu 
o podanych objętościach: 
• frakcja II - od 20 do 25 cm3; 
• frakcja III - od 20 do 30 cm3; 
• frakcja IV - około 30 cm 3• 

b) gdy próba na cyjanki jest ujemna zbiera się tylko frakcje II, III 
i IV. 

W ten sposób oddziela się od siebie substancje toksyczne różniące 
się lotnością, punktem wrzenia, ciężarem właściwym, zapachem i roz
puszczalnością w wodzie. 

Przybliżona kolejność destylacji najczęściej spotykanych trucizn 
przedstawia się następująco: 

• destylat I - cyjanki; 
• destylat II - metanol, aceton, etanol, benzen, nitrobenzen; 
• destylat III - chloroform, anilina, fenol, pirydyna; 
• destylat IV - aldehyd mrówkowy, aldehyd trichlorooctowy. 
Wykonując reakcje charakterystyczne na obecność substancji tok-

sycznych, należy zwrócić uwagę na wygląd, barwę i zapach destylatu. 
Destylaty jednorodne mogą wskazywać na obecność związków roz
puszczalnych w wodzie, takich jak: cyjanki, aceton, alkohole, kwasy, 
aldehyd mrówkowy, lub nieznaczne ilości aniliny lub fenolu. Destylaty 
niejednorodne charakteryzują się tym, że eter i węglowodory zbierają 
się na powierzchni wody, natomiast chloroform, nitrobenzen, anilina 
i disiarczek węgla - pod warstwą wody. Nitrobenzen posiada barwę 
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żółtą. Anilina, fenol i krezole powodują zmętnienie destylatu. Więk
szość lotnych trucizn ma charakterystyczny zapach, co pozwala na ich 
szybką identyfikację· 

4.2.1 .1 . Próba Schonbeina na cyjanki 

1/10 badanego materiału o kwaśnym odczynie umieścić w kolbce 
o pojemności 50 cm3, zamknąć korkiem, w którym wcześniej należy 
umieścić papierek wskaźnikowy Sch6nbeina. Kolbkę ogrzewać w łaźni 
wodnej przez 5 minut. Zabarwienie się papierka na kolor niebieski 
wskazuje na obecność cyjanowodoru. 

PAPIEREK WSKAŹNIKOWY SCHONBEINA: pasek bibuły nasycić świeżo sporzą
dzonym etanolowym roztworem żywicy gwajakolowej (1 :10), wysuszyć. Przed 
użyciem zwilżyć rozcieńczonym (1:2000) 10% roztworem CuS04• 

W wyniku reakcji siarczanu (VI) miedzi (II) i cyjanowodoru powsta
je ozon, który utlenia żywicę gwajakolową, dając w ten sposób niebie
skie zabarwienie: 

6CuS04 + 12HCN � 6Cu(CN)2 + 6H2S04 

3Cu(CN)2 + 3CuS04 + 3H20 � 6CuCN + 3H2S04 + 03 

Dodatni wynik próby może również wskazywać na obecność takich 
związków jak: HN03, HCI, pary chloru i amoniak. 

4.2.2. Destylacja z parą wodną z roztworu alkal icznego 

Do grupy trucizn destylujących ze środowiska alkalicznego należą 
substancje o charakterze zasadowym, takie jak: koniina, anilina, efe
dryna, nikotyna czy amfetamina. Destylacja z roztworu alkalicznego 
może być prowadzona z tego samego materiału badanego po zakończe
niu destylacji kwaśnej lub też wyłącznie jako alkaliczna. W obu przy
padkach zawartość kolby destylacyjnej alkalizuje się roztworem NaOH 
lub stałym MgO do pH=lO. Destylat zbiera się do odbieralnika, do któ
rego należy wcześniej dodać 5 cm3 0,1 M roztworu HCl, dzięki czemu 
badane substancje przeprowadza się w chlorowodorki. Po zakończonej 
destylacji uzyskany destylat odparowuje się do sucha w łaźni wodnej, 
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a pozostałe w ten sposób chlorowodorki rozpuszcza się w minimalnej 
ilości wody. Dzieli się na dwie części, w pierwszej - po przeprowadzo
nej dializie bada się zawartość anionów, a w drugiej - trucizny meta
liczne. 

4.3. Izolacja trucizn lotnych - metoda mikrodyfuzj i 

Proces mikrodyfuzji przeprowadza się w specjalnych naczynkach 
Conway'a (Rycina 4.2) lub kolbach Widmarka, które umożliwiają przeni
kanie lotnych substancji do roztworu rozpuszczalnika. Metoda ta polega 
na umieszczeniu w zewnętrznym przedziale naczynka Conway'a bada
nego materiału biologicznego, np. krwi, osocza, moczu, homogenatu 
tkankowego, z którego będzie dyfundować substancja lotna, a w dru
gim wewnętrznym przedziale odpowiedni, czysty rozpuszczalnik. Na
czynl<o należy nakryć szklaną przykrywką i uszczelnić je wazeliną lub si
likonem. Przygotowaną w ten sposób próbę pozostawić na kilka godzin. 
Substancja lotna zaczyna dyfundować do rozpuszczalnika i po pewnym 
czasie ustala się stan równowagi. Otrzymany w ten sposób roztwór lot
nych substancji w czystym rozpuszczalniku służy do identyfikacji i/lub 
ilościowego oznaczania trucizn w próbie. 

: .. 70 m m  ..' 

Rycina 4.2. Przekrój poprzeczny przez naczynko Conway'a 

W przypadku mikrodyfuzji można również zastosować rozpuszczal
nik, który łatwo wiąże się z lotną substancją, tworząc w tym przypadku 
nielotny związek. Do badanego materiału biologicznego należy często 
dodawać substancje, które mają właściwości uwalniania związków tok
sycznych z nielotnych połączeń. Na przykład cyjanki z postaci nielotnej 
po zakwaszeniu przechodzą w cyjanowodór, który w tej postaci swo-
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bodnie dyfunduje do drugiego przedziału naczynka Conway'a, gdzie 
zostaje związany przez roztwór NaOH. 

Przebieg procesu mikrodyfuzji może zależeć od następujących czyn
ników: 

• ciśnienia par substancji lotnej (substancje odznaczające się więk
szym ciśnieniem par dyfundują znacznie szybciej); 

• objętości roztworu (mniejsza objętość roztworu znacznie skraca 
czas dyfuzji); 

• właściwości substancji absorbujących; 
• temperatury, przy której zachodzi mikrodyfuzja (podwyższenie 

temperatury znacznie przyspiesza proces dyfuzji) ;  
• stężenia soli w roztworze (duże stężenie soli przyspiesza proces 

dyfuzji, np. alkohol etylowy znaczniej szybciej dyfunduje z nasy
conego roztworu węglanu potasu) . 

Metoda mikrodyfuzji charakteryzuje się łatwością wykonania i moż
liwością otrzymania roztworu badanej ,  lotnej trucizny w czystym roz
puszczalniku. Pozwala ona na sporządzenie dużej ilości prób z małych 
ilości materiału biologicznego. Metoda ta eliminuje także takie czyn
niki jak: pienienie się badanego materiału w czasie destylacji oraz nad
mierne jego rozcieńczenie. 

4.4. Izolacja i oczyszczanie n ielotnych trucizn 
organ icznych 

Metody izolacji nielotnych trucizn organicznych opierają się na 
ekstrakcji za pomocą dwóch niemieszających się ze sobą faz: wodnej 
i organicznej, do której podczas ekstrakcji przechodzą substancje obo
jętne oraz związki kwaśne lub zasadowe wyłącznie w formie niezjo
nizowanej . Forma niezjonizowana kwasów i zasad jest praktycznie 
nierozpuszczalna w wodzie, natomiast dobrze rozpuszcza się w roz
puszczalnikach organicznych. Ekstrakcję kwasu organicznego eterem 
przeprowadza się za pomocą kwasu winowego, siarkowego lub fosfo
rowego. Kwas organiczny nierozpuszczaj ąc się w eterze przechodzi 
w postać niezjonizowaną: 
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a nion 
sal icylanowy 

kwas 
winowy 

kwas sa l icylowy 
n iezjonizowany 

an ion  kwasu 
winowego 

W podobny sposób ekstrahuje się zasady organiczne, które za po
mocą wodorotlenku sodu, węglanu sodu, wodorowęglanu sodu lub wo
dorotlenku amonu przechodzą w formę niezjonizowaną. Bardzo słabe 
zasady organiczne, jak: kofeina, fenazon, papaweryna trudno przyjmują 
protony. Można je ekstrahować ze środowiska kwaśnego, gdy pH fazy 
wodnej nie jest niższe od wartości określonej przez wykładnik kwaso
wości kationu pKz. Z kolei bardzo słabe kwasy można wyekstrahować 
ze środowiska alkalicznego, gdy pH fazy wodnej jest niższe od wykład
nika kwasowości pKk• 

Istnieją alkaloidy oraz inne zasady organiczne, których charakter 
elektrochemiczny jest zdeterminowany nie tylko zasadowym azotem 
w cząsteczce, ale także obecnością grup fenolowych, enolowych i kar
boksylowych. W obecności kwasu następuje asocjacja protonu przy 
azocie, natomiast pod wpływem zasady zachodzi dysocjacja protonu 
grupy o charakterze kwasowym. Związek w obu przypadkach przecho
dzi w postać niezjonizowaną, która nie daje się wyekstrahować orga
nicznym rozpuszczalnikiem. Związki tego typu można wyekstrahować 
tylko w wąskim zakresie pH wokół ich punktu izoelektrycznego. 

W analizie toksykologicznej stosuje się ekstrakcję kolejno ze środo
wiska kwaśnego i alkalicznego następujących substancji toksycznych: 

1) ze środowiska zakwaszonego kwasem winowym ekstrahuje się 
rozpuszczalnikami organicznymi: 
• słabe kwasy organiczne i związki fenolowe; 
• bardzo słabe zasady; 
• hydrofobowe substancje obojętne; 

2) ze środowiska zalkalizowanego wodorowęglanem sodu ekstrahu
je się rozpuszczalnikami organicznymi: 
• zasady organiczne (alkaloidy i leki syntetyczne); 

3) ze środowiska amoniakalnego ekstrahuje się rozpuszczalnikami 
organicznymi: 
• słabe zasady organiczne o charakterze amfoterycznym, np. 

morfinę; 
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4) w warstwie wodnej pozostają: 
• silne kwasy i zasady w formie zjonizowanej; 
• hydrofilowe substancje obojętne. 

W celu wyodrębnienia z badanego materiału wymienionych trucizn 
stosuje się najczęściej metodę Stass-Otto lub jej modyfikację. Zasada 
tej metody opiera się na założeniach, że substancje tej grupy rozpusz
czają się niemal bez wyjątku w alkoholu lub gorącej wodzie i można 
je wyekstrahować z wodnych roztworów o odpowiednim pH przez 
wytrząsanie rozpuszczalnikami organicznymi. W związku z tym, że 
metoda ta posiada liczne wady (niewystarczająca wykrywalność, długi 
czas analizy, niski stopień oczyszczenia substancji, konieczność pobie
rania dużych ilości materiału do badań i kosztownych rozpuszczalni
ków) wprowadzono jej liczne modyfikacje. 

Jedną z najczęściej stosowanych modyfikacj i metody Stass-Otto 
jest izolacja trucizn organicznych poprzez ekstrakcję ciągłą etano
lem (metoda Curry) .  Polega ona na zhomogenizowaniu materiału 
biologicznego w 95% alkoholu etylowym w temperaturze pokojowej . 
W specjalnym aparacie próżniowym następuje odparowanie alkoholu 
i wytrącenie białek bezwodnym etanolem. Suchą pozostałość wymywa 
się etanolem i poddaje się analizom (reakcje barwne probówkowe lub 
analiza chromatograficzna) . 

Innym sposobem usprawnienia metody Stass-Otto jest zastosowa
nie ekstrakcji ciągłej rozpuszczalnikami organicznymi w specjalnych 
aparatach, co znacznie skraca czas analizy. Rozdrobniony materiał 
oczyszcza się od ciał balastowych w temperaturze 100 oc za pomocą 
(NH4)2S04 i rozcieńczonego H2S04. Oczyszczony wyciąg wodny pod
daje się 2-krotnie ekstrakcji ciągłej , początkowo eterem ze środowiska 
kwaśnego, a następnie chloroformem ze środowiska zasadowego (me
toda Borkowskiego). 

Rzadziej stosowane metody izolacji i oczyszczania nielotnych tru
cizn, zwłaszcza termolabilnych, organicznych opierają się na enzy
matycznym rozkładzie balastów (za pomocą pepsyny), powolnym 
zamrażaniu i szybkim rozmrażaniu tkanek, zastosowaniu ultradźwię
ków czy dializie (patrz rozdział 4.6). 

Tok postępowania przy oznaczaniu trucizn ekstrahujących się roz
puszczalnikami organicznymi sprowadza się do trzech etapów: 
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1. ekstrakcji z badanego materiału biologicznego i oczyszczenia; 
2 .  podziału ekstraktu na odpowiednie grupy; 
3. reakcji identyfikacji .  

Badany materiał należy wytrawić za pomocą zakwaszonego etanolu, 
aby oddzielić substancje trujące od ciał balastowych: białek, tłuszczy 
i węglowodanów. W przypadku syntetycznych leków (tabletek, pastylek, 
aerozoli, kropli, roztworów iniekcyjnych, niektórych surowców i wycią
gów z surowców leczniczych) wytrawianie nie jest konieczne, gdyż sub
stancje te nie zawierają związków emulgujących. Materiały takie przed 
ekstrakcją należy rozpuścić w wodzie destylowanej zakwaszonej 10% 
roztworem kwasu winowego i wykonać odpowiednie reakcje identy
fikacji. W pozostałych przypadkach (materiał pochodzenia roślinnego 
lub zwierzęcego) konieczna jest ekstrakcja za pomocą etanolu i oczysz
czenie wyciągów etanolowych. 

4.4.1 . Ekstrakcja z materiału stałego o n iewielkiej zawartości wody 

Materiał biologiczny w postaci stałej o niewielkiej zawartości wody 
(surowce sproszkowane, pigułki, drażetki, sucha żywność, kał, części 
zwłok) wymaga 2-krotnego wytrawienia 95% etanolem. Ekstrakcję 
należy rozpocząć od rozdrobnienia i zakwaszenia materiału 10% roz
tworem kwasu winowego i roztarcia w moździerzu. Następnie bada
ny materiał przenieść do kolby okrągło dennej o pojemności 1000 cm3 
połączonej z chłodnicą powietrzną lub zwrotną i dodać co najmniej 
podwójną ilość 95% etanolu. Kolbę należy zamknąć korkiem zaopa
trzonym w chłodnicę i ogrzewać w łaźni wodnej w temperaturze 50-
-55 oC przez 2-2,5 godziny. W czasie ekstrakcji należy unikać wyższych 
temperatur, gdyż szereg związków (kokaina, atropina, glikozydy, apo
morfina) może ulec rozkładowi. Gdy celem ekstrakcji są substancje 
niewrażliwe na działanie wysokich temperatur, warunki reakcji mogą 
ulec zaostrzeniu do temperatury wrzenia. W przypadku, gdy podej
rzewamy obecność w materiale strychniny, zaleca się, aby próba była 
ogrzewana ze stężonym H2S04 przez okres 2 godzin we wrzącej łaźni 
wodnej . Podczas ekstrakcji należy w odstępach 30 minutowych spraw
dzać kwasowość odczynu. Po zakończeniu ekstrakcji zawartość kolby 
przesączyć przez karbowany sączek zwilżony etanolem, przelać do pa-
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rownicy i ostrożnie odparować alkohol w łaźni wodnej w temperatu
rze 50 oC do uzyskania syropowatej konsystencji ekstraktu. Następnie 
ekstrakt poddać procesowi oczyszczania, aby wyeliminować substan
cje balastowe, takie jak: żywice, tłuszcze czy białka. Do zagęszczonego 
ekstraktu dodawać kroplami 96% etanol, ciągle mieszając.  Powoduje 
to ścięcie białek i wydzielanie ich z roztworu, który należy przesączyć, 
zagęścić i ponownie dodać etanoL Czynność tę powtarzać kilkakrotnie 
do momentu całkowitego usunięcia białek. Do ostatniego oczyszczania 
zaleca się zastosowanie alkoholu absolutnego. W kolejnym etapie do
dawać kroplami zimną wodę destylowaną do łącznej objętości 25 cm3, 
aby wytrącić resztki tłuszczy i żywic, które po odstaniu przesącza się. 
W miarę potrzeby czynność powtarzać, aż do uzyskania klarownego 
roztworu wodnego, który po zagęszczeniu do 20 cm3 poddać ekstrakcji 
(patrz rozdział 4.4.4) . 

4.4.2. Ekstrakcja z materiału płynnego 

Materiał biologiczny w postaci cieczy i roztworów poddany bada
niom toksykologicznym to najczęściej :  napary, odwary, wyciągi płynne, 
nalewki, emulsje, mleko, krew, mocz, treść żołądkowa lub jelitowa oraz 
pozostałość po destylacji z parą wodną. Materiał ten nie nadaje się bez
pośrednio do ekstrakcji za pomocą rozpuszczalników organicznych ze 
względu na tworzenie się emulsji, wymaga więc przed ekstrakcją do
datkowego przygotowania. 

W pierwszym etapie należy sprawdzić pH analizowanej próby. Jeżeli 
odczyn jest kwaśny zalkalizować 5% roztworem Na2C03 i następnie za
kwasić 10% roztworem kwasu winowego. Jeżeli natomiast odczyn jest 
obojętny lub alkaliczny zakwasić stałym kwasem winowym do odczynu 
kwaśnego. Następnie płynny materiał zagęścić do konsystencji syropu, 
dodać podwójną ilość 95% etanolu i przenieść do kolby okrągłoden
nej zaopatrzonej w chłodnicę zwrotną. Proces ekstrakcji prowadzić 
w temperaturze 50 oC, ogrzewając w łaźni wodnej przez 20 minut. Uzy
skany w ten sposób wyciąg alkoholowy przesączyć przez sączek zwil
żony etanolem, przelać do parownicy i ostrożnie odparować alkohol 
w łaźni wodnej w temperaturze 50 oc. Dalsze postępowanie - doda
wanie etanolu i wody z naprzemiennym sączeniem i odparowywaniem 
- jest analogiczne jak w rozdziale 4.4.1 .  
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4.4.3. Ekstrakcja z materiałów bogatych w tłuszcze 

Materiały zasobne w tłuszcze (kremy, emulsje, maści, mydła, pasty, 
plastry, czopki, oleje, śmietana, majonez) zaleca się wytrawiać 60% 

alkoholem etylowym, który jest wystarczający do rozpuszczenia po
szukiwanych trucizn i oddzielenia balastowych ciał tłuszczowych. Do
brym sposobem na usunięcie nadmiernej ilości tłuszczów z badanego 
materiału jest jego wymrożenie lub ekstrakcja benzyną w kwaśnym 
środowisku (część związków rozpuszcza się w benzynie, np. insekty
cydy polichlorowe). Do badanego materiału dodać 3-krotną objętością 
60% etanolu i ogrzewać pod chłodnicą zwrotną w łaźni wodnej. Do 
tłuszczów płynnych należy dodać nieco stałej parafiny. Po zakończeniu 
ekstrakcji ciepły wyciąg alkoholowy przelać do parownicy i oziębić. Po 
oddzieleniu się warstwy tłuszczowej roztwór przesączyć przez sączek 
zwilżony etanolem i zagęścić do konsystencji gęstego syropu. Dalsze 
postępowanie jest analogiczne jak w rozdziale 4.4.1. 

4.4.4. Podział ekstraktów nielotnych trucizn organicznych 

Uzyskany wodny, kwaśny roztwór (patrz rozdział 4.4.1) poddać eks
trakcji w celu wyodrębnienia z niego trucizn. Ekstrakcję prowadzić 
w różnych środowiskach z użyciem rozmaitych rozpuszczalników, co 
pozwoli na rozdzielenie poszczególnych grup trucizn o odmiennych wła
ściwościach kwasowo-zasadowych i innej rozpuszczalności. Ekstrakcja 
trucizn z wodnego roztworu polega na tym, że roztwór ten przenosi się 
do rozdzielacza i wytrząsa 2-3-krotnie z równymi objętościami rozpusz
czalnika organicznego (rozdzielacz napełniamy mieszaniną do 1/3 jego 
objętości). Wytrząsanie należy prowadzić przez około 10 minut, zwra
cając uwagę, aby nie powstała emulsja. Po oddzieleniu wody warstwę 
rozpuszczalnika suszyć, wytrząsając z odrobiną Na2S04, przesączyć 
i odparować do sucha w łaźni wodnej . Suszenie warstwy rozpuszczal
nika z Na2S04 jest szczególnie zalecane w przypadku ekstrakcji ete
rem, gdyż rozpuszczalnik ten łatwo miesza się z wodą, z której do eteru 
mogą przedostawać się związki (mocznik, kwas winowy) utrudniające 
identyfikację toksyn. 

W zależności od pH środowiska ekstrakcji i od zastosowanego roz
puszczalnika ekstrahuje się różnorodne substancje toksyczne: 
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1) za pomocą eteru ze środowiska kwaśnego ekstrahuje się związ
ki o charakterze kwaśnym, obojętnym, fenolowym lub słabo 
zasadowym, takie jak: kwas salicylowy, acetanilid, fenacety
na, fenazon, aminofenazon, dulcyna, kwas pikrynowy, barbi
turany, meprobamat, kofeina, piramidon, antypiryna, weronal, 
ewipan, dial, luminal, kolchicyna, alkaloidy sporyszu, glikozydy 
digitalis, insektycydy fosforoorganiczne i polichlorowe. Mogą 
znajdować się również ślady atropiny, papaweryny i weratryny. Po 
oddzieleniu warstwę eterową odparowuje się do sucha na szkieł
ku zegarkowym i przeprowadza reakcje identyfikacji (grupa A); 

2) z warstwy wodnej usuwa się resztki eteru i ekstrahuje się gorącym 
chloroformem. Następnie warstwę chloroformową odparowu
je się do sucha na szkiełku zegarkowym, a z suchej pozostałości 
otrzymuje się: kofeinę, aminofenazon, fenazon i pozostałe sub
stancje (grupa B), które nie zostały całkowicie wyekstrahowane 
eterem (grupa A); 

3) pozostały roztwór winianów alkaloidów po oddzieleniu resztek 
chloroformu alkalizuje się roztworem NaHC03 i wytrząsa kilka
krotnie eterem. Połączone wyciągi eterowe należy osuszyć bezwod
nym Na2S04, przesączyć i odparować do sucha. Do alkalicznego 
ekstraktu eterowego przechodzą związki o charakterze zasado
wym, tzn. większość alkaloidów: strychnina, brucyna, weratryna, 
atropina, skopolamina, chinina, kodeina, papaweryna, pilokarpina, 
emetyna, kokaina, koniina, nikotyna, narkotyna, tebaina, heroina, 
akonityna, nowokaina, anilina czy dionina (grupa C); 

4) alkaliczny wodny roztwór uwalnia się z resztek eteru przez pod
grzanie, zakwasza się lekko wobec papierka wskaźnikowego HCl 
i alkalizuje amoniakiem. Roztwór po oddzieleniu warstwy etero
wej ekstrahuje  się kilkakrotnie gorącym chloroformem w nad
miarze (mała rozpuszczalność morfiny w chloroformie). Wyciągi 
chloroformowe osusza się bezwodnym siarczanem sodu, sączy 
i odparowuje. W suchej pozostałości wykonuje się reakcję na 
identyfikację morfiny (grupa D); 

5) alkaliczny wodny roztwór zakwasza się 10% HCl, a następnie alka
lizuje amoniakiem. Zmiana zabarwienia z zielonego po dodaniu 
HCl oraz na różowe po dodaniu amoniaku świadczy o obecności 
apomorfiny. Roztwór po oddzieleniu warstwy eterowej ekstrahu-
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je się kilkakrotnie eterem. W ekstrakcie poza apomorfiną może 
się znajdować cefalina; 

6) wiele trucizn w wyniku procesów detoksykacji zachodzących 
w organizmie ulega wydaleniu z moczem w postaci połączeń 
z H2S04 lub kwasem glukuronowym, których ze względu na nie
wielką rozpuszczalność nie da się wyekstrahować rozpuszczalni
kami organicznymi. Metabolity te przed ekstrakcją muszą ulec 
hydrolizie. W tym celu wodną pozostałość, po oddzieleniu chlo
roformu, należy zalać stężonym HCl (w 1/10 objętości) i ogrzewać 
w łaźni wodnej o temperaturze 80 oC przez 15 minut. Następ
nie oziębić i doprowadzić 1 M NaOH do pH=8-9 i ekstrahować 
3-krotnie 30 cm3 octanu etylu. Połączone wyciągi odparować do 
sucha; 

7) w warstwie wodnej po oddzieleniu octanu etylu pozostają sub
stancje, które nie ekstrahują się rozpuszczalnikami organiczny
mi, np. kumaryna. 

Uzyskane ekstrakty eterowe i chloroformowe po odparowaniu służą 
do identyfikacji  trucizn za pomocą odpowiednich reakcji barwnych 
i osadowych, prób biologicznych lub metod chromatograficznych (naj
częściej stosuje  się chromatografię cienkowarstwową), analizy wła
ściwości fizykochemicznych, np. oznaczenie punktu topnienia. Przed 
przystąpieniem do wykrywania związków toksycznych należy spraw
dzić czy w otrzymanym osadzie występują alkaloidy. Używa się do tego 
odpowiednich odczynników chemicznych: 

1) 10% wodny roztwór taniny w reakcji z alkaloidami tworzy białe 
lub żółtawe osady, z kofeiną powstaje osad barwy cielistej roz
puszczalny w nadmiarze odczynnika; 

ODCZYNNIK: 1 g taniny rozpuścić w 8 g wody i 1 g etanolu. 

2) 1% wodny roztwór kwasu pikrynowego daje osady z prawie 
wszystkimi alkaloidami, z wyjątkiem następujących: akonityny, 
kofeiny, teobrominy, koniiny, morfiny; 

3) odczynnik Dragendorffa tworzy z alkaloidami osady barwy ce
glastej; 

ODCZYNNIK DRAGENDORFF A: 8 g zasadowego azotanu (V) bizmutu (III) roz
puścić w 20 g HN03 i wlać do stężonego wodnego roztworu KI zawierającego 
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27,2 g KI w niewielkiej ilości wody. Po kilku dniach przesączyć, a klarowny prze
sącz uzupełnić wodą do objętości 100 cm3• Można zakupić gotowy odczynnik 
Dragendorffa; 

4) odczynnik Bouchardta z alkaloidami oraz syntetycznymi związ
kami miejscowo znieczulającymi tworzy osady żółte lub żółto
-brunatne strącające się w kwaśnych roztworach; 

ODCZYNNIK BOUCHARDTA: 1 g j odu i 2 g KI rozpuścić w 250 cm3 wody desty
lowanej . 

5) odczynnik Sonnenscheina tworzy z alkaloidami osady o barwie 
od biało-żółtej do jasnobrunatnej; 

ODCZYNNIK SONNENSCHEINA: do 10% roztworu Na2HP04 dodać 10% roztwór 
molibdenianu (VI) amonu w HN03• Powstały osad po zdekantowaniu rozpuścić 
w możliwie jak naj mniejszej i lości roztworu Na2C03• Otrzymany roztwór odpa
rować do sucha i wyprażyć do całkowitego pozbycia się amoniaku. Pozostałość 
rozpuścić w W-krotnej ilości wody i następnie dodać taką objętość HN03 aby 
tworzący się początkowo osad uległ całkowitemu rozpuszczeniu. 

6) 5% wodny roztwór kwasu krzemowowolframowego 
(H4Si04·12W03

·2H20) tworzy z alkaloidami nierozpuszczalne 
w wodzie osady o zabarwieniu białym, żółtym lub czerwonym. 

Podczas wykonywania reakcji charakterystycznych dla poszczegól
nych grup związków należy pamiętać o następujących zasadach: 

a) używać niewielkich ilości substancji badanej (kilka kryształów lub 
1-2 kropli roztworu), do których dodaje się po kropli lub dwóch 
odpowiedniego odczynnika; 

b) zmianę barwy należy obserwować na zimno, a następnie po 
ogrzaniu; 

c) obok reakcji z substancją badaną należy wykonywać próby ze 
znanymi (wzorcowymi) substancjami w tych samych warun
kach, najlepiej na porcelanowej płytce z wgłębieniami, gdzie obok 
siebie można umieścić kilka znanych substancji z próbą badaną 
i jednocześnie przeprowadzić reakcje; 

d) reakcje z odczynnikami osadowymi są najlepiej widoczne na 
ciemnych szklanych płytkach. 
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4.5. Metody m ineral izacj i  materiału biologicznego 

, o:JI ft 

Mineralizacja ma na celu rozkład substancji organicznych oraz prze
prowadzenie połączeń nie organicznych w postać jonową, co pozwala na 
wyodrębnienie związku metalicznego z badanego materiału. W prak
tyce analitycznej stosowane są najczęściej dwie podstawowe metody 
mineralizacji: metoda sucha i metoda mokra. Coraz większe znaczenie 
wykazują następujące metody mineralizacji: metoda mineralizacji ci
śnieniowej, w strumieniu wzbudzonego tlenu, przez naświetlanie pro
mieniami UV oraz metoda mikrofalowa. Wybór sposobu mineralizacji 
zależy od rodzaju badanego obiektu i od właściwości przypuszczalnie 
zawartego w nim związku. Każda metoda mineralizacji powinna być 
wcześniej sprawdzona ze względu na możliwość strat oznaczanego 
związku, co ma istotne znaczenie w oznaczeniach ilościowych. 

4.5.1 . Mineral izacja metodą suchą 

Polega na spaleniu próbki w piecu muflowym lub specjalnie do tego 
celu przystosowanej rurze kwarcowej . Dobór właściwej temperatury 
odbywa się zazwyczaj eksperymentalnie w zależności od oznacza
nych pierwiastków i rodzaju próbki. Optymalna temperatura dla mi
neralizacji metodą suchą dla związków organicznych wynosi 550 oc. 
Temperatury poniżej 450 oC mogą nie wystarczyć do pełnego spalenia 
wielu substancji, z kolei temperatura przekraczająca 650 oC może do
prowadzić do ulotnienia się i strat wielu związków. Przy prowadzaniu 
mineralizacji tą metodą przyczyną błędów mogą być: zanieczyszczenie 
próbek w czasie spalania w piecu muflowym, straty w wyniku rozpry
skiwania próbki zawierającej wodę (eliminacja przez wstępne osuszanie 
i stopniowe ogrzewanie próbki), straty wywołane rozpyleniem próbki 
(eliminacja przez przykrywanie tygielka przed wyjęciem z pieca muflo
wego), straty w wyniku oddziaływania metalu z materiałem tygla, np. 
adsorpcja  metalu na ściankach tygla (eliminacja przez stapianie pozo
stałości z Na2B407 lub KHS04) czy straty pierwiastka w wyniku lotności 
jego związków. Podczas oznaczania cynku często głównym powodem 
strat tego pierwiastka jest tworzenie ZnCl2 lotnego już w temperaturze 
400 oc. Na lotność tego pierwiastka mają wpływ także inne substancje 
zawarte w próbce. Znaczne straty Zn(N03)2 zaobserwowano w czasie 
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ogrzewania próbki w obecności chlorków amonu, magnezu, wapnia. 
Otrzymaną po mineralizacji próbkę w postaci stałej należy rozpuścić 
w kwasie, którego dobór zależy od dalszego toku analizy. Czasami pod
czas prowadzenia mineralizacji suchej stosowany jest dodatek KN03, 
Mg(N03)2 '  K2S04, które powodują przeprowadzenie jonów poszczegól
nych metali w związki mniej lotne lub przyspieszają  proces rozkładu. 
Mogą one przyczynić się do zanieczyszczenia próbki, a tym samym do 
błędu analizy. Metodę suchą z dodatkiem Li2C03 stosuje do minerali
zacji tkanek zwierzęcych. Przyspieszenie i polepszenie procesu suchej 
mineralizacji uzyskuje się przez rozdrobnienie analizowanego materia
łu i umieszczenie go w postaci cienkiej warstwy w tyglu lub parow
niczce. Do zalet tej metody mineralizacji można zaliczyć: możliwość 
stosowania dużych prób, łatwo dostępne wyposażenie oraz względnie 
mały nakład pracy. 

4.5.2. Mineralizacja metodą mokrą 

Mineralizacja metodą mokrą opiera się na utleniających właści
wościach kwasów: siarkowego (VI), chlorowego (VII), azotowego (V). 
Próbkę umieszcza się wraz z substancją utleniającą w tygielkach lub 
parowniczkach (system otwarty) lub w kolbie z chłodnicą (system za
mknięty) ,  następnie ogrzewa się na płycie grzejnej w temperaturze 
wrzenia kwasu. Jako substancje utleniające używane są również mie
szaniny kwasów lub kwasu z dodatkiem utleniacza: H202 lub KMn04• 
Dobór środka utleniającego zależy od rodzaju próbki. W mineraliza
cji mokrej najczęściej stosuje się mieszaniny kwasów: HCl04 z HN03, 
HCI04 Z H2S04, HN03 Z H2S04• Możliwa jest także mineralizacja  
przy użyciu tylko jednego z tych kwasów. Proces rozkładu z użyciem 
H2S04 przebiega powoli, ponieważ usunięcie jego nadmiaru wymaga 
czasu oraz tworzy on z niektórymi metalami trudno rozpuszczalne 
osady. Kwas ten posiada wysoką temperaturę wrzenia. Pomimo tych 
niedogodnień stosuje się go przy mineralizacji organicznych związków 
krzemu. Stosując HN03 należy się liczyć z koniecznością powtórze
nia całego procesu mineralizacji z uwagi na niepełne rozłożenie próbki 
w czasie ogrzewania. Dwustopniowe ogrzewanie próbek z HN03 stosuje 
się przy mineralizacji surowicy i tkanki wątroby. Powtórne ogrzewanie 
może być jednak przyczyną błędów oznaczania. W czasie mineralizacji 
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tkanek zwierzęcych stwierdzono w czasie długiego ogrzewania próbki 
z HN03 straty żelaza, strontu, kobaltu, cynku, manganu. Kwas chlo
rowy (VII) wykazuje wysoki potencjał utleniający. Jednak nie jest po
wszechnie używany ze względu na możliwość wybuchu, a tym samym 
strat analitu przy odparowaniu substancji do sucha. Duże znaczenie 
w mineralizacji próbek zdobyła mieszanina HN03 z HCl04• Substancje 
utleniające mogą być dodawane do próbki jednocześnie lub stopniowo. 
Najpierw próbka ogrzewana jest z HN03, a następnie z HCI04• Pierwszy 
ze sposobów znalazł zastosowanie przy oznaczaniu rtęci w materiale 
biologicznym oraz przy mineralizacji włosów. Włosy mineralizowane 
są mieszaniną spektralnie czystych wymienionych kwasów w stosun
ku objętościowym 5:2. Proces prowadzi się w temperaturze wrzenia 
mieszaniny kwasów, oddestylowując wodę i nadmiar kwasu do około 
1/3 pierwotnej objętości próbki. Często stosuje się proces dwuetapowy 
mineralizacji, ponieważ daje lepszy efekt niż mineralizacja jednostop
niową mieszaniną wymienionych kwasów. W pierwszym etapie próbkę 
ogrzewa się z 2 cm3 HN03, a następnie z 1 cm3 HCI04• Dzięki temu 
w pierwszym etapie są utleniane bardziej reaktywne związki matrycy, 
zaś pozostałość zawierająca bardzo odporne związki jest rozkładana 
przez HCI04• 

4.5.3. Mineral izacja metodą ciśnieniową 

W mineralizacji metodą ciśnieniową czynnikiem wspomagają
cym rozkład próbki jest wysokie ciśnienie, które powstaje w wyniku 
ogrzewania szczelnie zamkniętego w korpusie ze stali kwasoodpornej 
naczynia teflonowego, w którym umieszczona jest próbka wraz z kwa
sem. Zaletą tej metody jest niska temperatura procesu, duża efektyw
ność rozkładu oraz brak strat spowodowanych lotnością niektórych 
związków, ponieważ próbka jest szczelnie zamknięta. Możliwe jest 
oznaczenie pierwiastków lotnych, takich jak: arsen, selen w próbkach 
biologicznych (włosy, mocz) .  Szczelne zamknięcie próbki dodatkowo 
chroni substancje przed zanieczyszczeniami w czasie mineralizacji. 
Niebezpieczeństwo zanieczyszczenia próbki pojawia się wyłącznie 
w czasie rozhermetyzowania aparatu. Przy stosowaniu naczyń teflo
nowych należy pamiętać, że maksymalna temperatura ogrzewania 
nie może przekroczyć 180 oC - temperatury topnienia tworzywa. 
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W przypadku niektórych materiałów jest to temperatura zbyt niska, by 
uległy one rozłożeniu. Czasami teflon jest zastępowany węglem szkli
stym - materiałem o wysokiej odporności termicznej . Temperatura 
prowadzonego procesu może wówczas dochodzić do 300 oc. W czasie 
mineralizacji dojść może do adsorpcji oznaczanych substancji na te
flonie, bądź ich dyfuzji pod ciśnieniem. Wielkość tych strat zależy do 
gatunku teflonu, sposobu wykonania naczynia. W celu zmniejszenia 
tego rodzaju strat stosowane są wkładki kwarcowe. Odmianą minerali
zacji ciśnieniowej jest mineralizacja fazą gazową. Próbka umieszczona 
w naczyniu teflonowym zawieszona jest w bombie teflonowej, na dnie 
której znajduje się kwas. W czasie ogrzewania kwas ulatnia się, a jego 
pary mineralizują próbkę. Zaletą tej metody jest zerowa lub bardzo 
mała wartość ślepej próby, gdyż zanieczyszczenia zawarte w roztworze 
kwasu nie są lotne w temperaturze, w której paruje kwas. Metodę tę 
można zastosować do mineralizacji próbek włosów (czas mineraliza
cji wynosi 3 godziny, temperatura 130 oC, substancja utleniająca: pary 
HN03) · 

4.5.4. Mineral izacja w atmosferze wzbudzonego tlenu 

Podczas przepuszczania t lenu pod niewielkim ciśnieniem przez 
pole elektryczne o wysokiej częstotliwości następuje jego wzbudzenie. 
W tej postaci tlen dostarczany jest do rury kwarcowej, gdzie w łódeczce 
znajduje się mineralizowana próbka, np. krew, włosy, mleko w proszku. 
Mineralizacji tej mogą być poddane bardzo małe próbki, umieszczone 
w łódeczce w postaci bardzo cienkiej warstwy. Takie przygotowanie 
próbki poprawia szybkość mineralizacji, gdyż metoda ta jest stosunko
wo powolna z uwagi na niskie ciśnienie tlenu (rozkład 1 g próbki trwa 
do kilku godzin lub nawet dni) .  Metoda ta nie jest jednak powszech
nie stosowana ze względu na duże koszty. Wzbudzony tlen powoduje 
mineralizację związków organicznych. Metoda ta nazywana jest mi
neralizacją w plazmie niskotemperaturowej, gdyż temperatura mi
neralizacji wynosi 150-200 oc. Jest to bardzo czysty sposób rozkładu 
próbek bez stosowania odczynników. Dzięki odizolowaniu próbek od 
powietrza laboratoryjnego zmniejsza się możliwość kontaminacji. Me
todą tą prowadzi się rozkład próbek organicznych, takich jak surowica, 
włosy. Dzięki tej metodzie możliwe jest oznaczenie w wymienionych 
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próbkach lotnych pierwiastków, takich jak arsen, kadm, antymon. 
Nieuniknione są jednak straty niektórych substancji, np. bromu, rtęci 
w przypadku mineralizacji włosów, a złota i srebra w przypadku suro
wicy krwi. Straty bromu i rtęci są spowodowane ulatnianiem się tych 
pierwiastków z próbki. Trudno jest jednak wyjaśnić straty srebra i złota, 
a także w przypadku mineralizacji innych materiałów fosforu i krzemu. 
Przypuszcza się, że jest to spowodowane efektem unoszenia, w postaci 
bardzo małych cząstek, ze strefy reakcji. 

4.5.5.  Mineral izacja przez naświetlanie promieniami UV 

Przed wykonaniem mineralizacji przez naświetlanie promieniami 
UV najpierw należy próbkę przeprowadzić do roztworu, następnie 
umieścić w tyglach, probówkach lub parowniczkach kwarcowych 
z kwarcową lub teflonową przykrywką. Naczynko naświetla się lampą 
rtęciową nisko lub wysokociśnieniową. Do poprawienia efektywności 
mineralizacji próbki i przyspieszenia zachodzących procesów rozkładu 
często wprowadza się do próbki substancje utleniające, np. H202' Mi
neralizacja UV znalazła zastosowanie do rozkładu kompleksów metali 
ciężkich znajdujących się w próbkach wód czy ścieków. Może też być 
stosowana jako mineralizacja uzupełniająca po mineralizacji suchej lub 
mokrej . 

4.5 .6. Mineral izacja mikrofalowa 

W ostatnim czasie coraz częściej wykorzystywana jest mineralizacja 
mikrofalowa. Źródłem energii w tej metodzie są mikrofale - fale elek
tromagnetyczne o częstotliwości 2450 MHz. Cząsteczki chemiczne 
obdarzone momentem dipolowym poddane promieniowaniu mikrofa
lowemu ulegają polaryzacji i zaczynają drgać. Skutkiem poruszania się 
cząsteczek jest tarcie, a tym samym wzrost energii wewnętrznej prób
ki. Do całkowitego rozłożenia próbki niezbędna jest reakcja chemicz
na z kwasami. Przy konwencjonalnych metodach ogrzewania energia 
stopniowo przenika w głąb roztworu, a przekazanie energii odbywa się 
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dzięki zderzaniu cząstek. Stosując mikrofale ogrzewanie odbywa się 
równocześnie w całej objętości próbki. Mikrofale mają tę właściwość, 
że oddziałują jednocześnie ze wszystkimi dipolami w roztworze. Dzię
ki absorpcji promieniowania w całym roztworze eliminowana jest faza 
przewodzenia ciepła, co prowadzi do skrócenia czasu mineralizacji. 
Silne tarcie wewnętrzne oraz polaryzacja cząsteczek ma na celu me
chaniczne poruszenie próbki i przez zerwanie jej zewnętrznej warstwy 
wyeksponowanie warstwy wewnętrznej na działanie kwasu. Minerali
zację całkowitą osiąga się w przeciągu kilku minut lub sekund, co jest 
bardzo korzystne i zdecydowanie wygodniejsze od prowadzenia kon
wencjonalnych procesów mineralizacji przez kilka godzin czy dni. Mi
neralizacja mikrofalowa prowadzona jest w specjalnych urządzeniach 
o dużej mocy. Proces ten może być prowadzony w systemie otwartym 
pod ciśnieniem atmosferycznym lub pod zwiększonym ciśnieniem 
w naczyniach zamkniętych. W obu przypadkach posługujemy się taki
mi samymi reagentami, np. HN03, HCl04, H2S04• Często do osiągnię
cia pełnej mineralizacji próbek konieczne jest stosowanie mieszaniny 
kwasów zawierającej kwas fluorowodorowy (HN03 + HCl04 + HF). 
W przypadku mineralizacji mikrofalowej w systemie otwartym ko
nieczna jest kontrola, aby nie dopuścić do błędnego wyniku analizy 
spowodowanego systematycznymi błędami kontaminacji lub stratami 
pierwiastków. Wymagane jest stosowanie zabezpieczeń pieca mikrofa
lowego przed szkodliwym działaniem par kwasów, które mogą dopro
wadzić do korozji wyposażenia, a tym samym uszkodzić magnetron 
- próżniową lampę elektronową - źródło fal elektromagnetycznych 
w zakresie mikrofal. Problemów tych unika się stosując metodę 
z użyciem zamkniętych naczyń. Stosowanie mineralizacji mikrofalo
wej wiąże się nie tylko ze skróceniem procesu rozkładu, ale również 
z mniejszym zużyciem reagentów, mniejszą wartością próby odnośni
kowej, lepszą dokładnością i precyzją. Metodą tą można mineralizo
wać próbki różnych materiałów, o różnej masie (w systemie otwartym 
masa próbki może wynosić 5-10 g) przez dobór odpowiednich para
metrów, tj . składu mieszaniny kwasów lub substancji utleniających, 
mocy i czasu grzania. 
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4.6. Dial iza 

Niewielka zawartość substancji toksycznych w materiale biologicz
nym często wymaga przygotowania do analizy zagęszczonych roztwo
rów. Osiąga się to wypłukując substancje toksyczne w procesie dializy. 
Rozdrobniony materiał biologiczny umieszcza się w błonie półprze
puszczalnej (celofan lub pęcherz zwierzęcy) i zanurza się w naczyniu 
z wodą destylowaną. Przez błonę przenikają krystaloidy, a wewnątrz 
błony pozostają koloidy. Proces dializy trwa zależnie od próby, prze
ciętnie od kilkudziesięciu minut do kilku godzin. Otrzymany dializat 
poddaje się analizie toksykologicznej na zawartość kationów i anionów 
substancji rozpuszczalnych w wodzie (patrz rozdział 4.2). 
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5 

5.1 . Aceton 

5.1 .1 . Właściwości i toksyczność 

Właściwości 
fizykochemiczne I 

Aceton (H3C-CO-CH3) - bezba rwna c iecz  o cha rakterystycznym, 
eterycznym zapach u .  M iesza s ię w każdym stosunku  z wod ą,  a l 
koho l em etylowym, ete rem i ch lo roform e m .  

Działanie 
szkodl iwe 

i Dz iała na rkotyczn ie  na  centra l ny u kład nerwowy. J est i n h i b ito

) rem w ie l u  prze m i a n  b iochemicznych oraz dz i ała s i l n i e  d rażn iąco 
'------� 

Wartości 
toksyczne �--'----------' 

na  błony ś l u zowe jamy nosowo-ga rdłowej, powoduje  podrażn ie -
n i e  i p ieczen ie  oczu . W wyn i ku s i l nego zatru c ia  acetonem m oże 
nastąp ić  uszkodze n ie wątroby i nerek, zn ieczu l en i e  ogó l n e, a na 
wet  ś m ierć n a  skutek  porażen i a  ośrod ka oddechowego. Prze
w lekłe zat ruc ia  acetonem prowadzą do  n ie żytu górnych d róg 
oddechowych,  n i edokrwistości ,  osłab i en ia ,  zapa len i a  spojówek .  
O koło 7% aceto n u  wchłon iętego do  o rga n i zmu  wyda l a  s ię  w pos
taci n i e zm ien ionej, natom iast około 50% utl en i a  s ię do  CO2• Me 
tabo l i zm  aceton u  po lega na  wbudowa n i u  jego węgla do  g l i ko
genu ,  mocz n i ka, hemu oraz szeregu a m i n o kwasów. Przy d u żych 
dawkach acetonu  prawie cała jego i lość  jest wyda l ana  w sta n i e  
n i e zm ien ionym.  

N DS :  600 mg/m3; N DSCh :  1800 mg/m3 •  
LDso (doustn ie ,  szczu ry) : 5800 mg/kg; 
LD100 (doustnie, człowiek) : 5,34 g/kg. 
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5 . 1 .2. Reakcje charakterystyczne 

5.1 .2.1 . Reakcja jodoform owa Liebena 

Do 0,5 cm3 frakcji II destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać kilka kropli 
jodu w jodku potasu. Następnie kroplami dodawać 10% roztwór NaOH 
do momentu całkowitego odbarwienia się mieszaniny lub przynajmniej 
do uzyskania barwy jasnożółtej .  W przypadku obecności acetonu wy
dziela się charakterystyczny zapach jodoformu. Przy większych ilo
ściach acetonu tworzy się jasnożółty osad widoczny pod mikroskopem 
w postaci kryształów w kształcie sześciobocznych tabliczek i gwiazdek. 

12 + NaOH -+ NaI + HIO 

HIO + NaOH -+ H20 + NaIO 

CH3COCH3 + 3NaIO -+ CI3COCH3 + 3NaOH 

CI3COCH3 + NaOH -+ CHI3 + CH3COONa 

Reakcja jest również pozytywna w obecności I-rzędowych alkoholi 
(z wyjątkiem metanolu), kwasu mlekowego i aldehydu octowego. 

CH3CH20H + NaIO -+ CH3CHO + H20 + NaI 

CH3CHO + 3NaIO -+ CI3CHO + 3NaOH 

CI3CHO -+ CHI3 + HCOONa 

5.1 .2.2. Reakcja Legala 

Do 2 cm3 frakcji II destylatu (patrz rozdział 4.2 .1) dodać 0,5 cm3 
świeżo przygotowanego 3% roztworu nitroprusydku sodu, następnie 
zalkalizować 10% roztworem NaOH. W obecności acetonu powstaje 
czerwone zabarwienie, które po dodaniu nadmiaru kwasu octowego 
przechodzi w karminowoczerwone, a po ogrzaniu w fioletowe. Re
akcja ta nie jest specyficzna dla acetonu. Aldehyd octowy i p-krezol 
dają także czerwoną barwę, która jednak po dodaniu kwasu octowego 
blednie, a po ogrzaniu przechodzi w zieloną. 
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5.2. Aldehyd mrówkowy 

5.2.1 . Właściwości i toksyczność 

Właściwości Aldehyd mrówkowy [synonim: metanal , formaldehyd] (HCHO) 
fizykochemiczne ' - bezbarwny gaz o ostrym prze n i k l iwym zapach u .  Jest łatwo 

rozpuszcza l ny w wodz ie, eta no l u  i węglowodorach .  40% wodny 
roztwór a ldehydu mrówkowego to formal ina , która dz i ęki zd o l 
nośc iom śc i nan ia b iałka służy j a ko ś rode k  d ezynfe kujący oraz 
powszechn i e  j est wykorzystywana  do  konserwacj i  prepa ratów 
anatom icznych .  

Działanie 
szkod l iwe 

'------� 

Wartości 
toksyczne 

I J est substa ncj ą  s i l n i e  d rażn i ącą  błony ś l u zowe, spojówki oczu  oraz 
• wywołującą  d uszność, kasze l ,  bezsen n ość i bó l  głowy. W c iężk ich  

zatru c iach  pa ra m i  forma ldehyd u może dojść do  obrzęku płu c 
i n i ewydo l nośc i  oddechowej, ata ków astmy i c h ron i cznego zapa
len ia  oskrze l i .  P rawdopodobn ie  ra kotwórczy d la  l udz i .  

N DS :  0, 5 mg/m3; N DSCh :  1 mg/m3 • 
LDso (doustn ie, szczu ry) : 100 mg/kg; LCso ( i nha l a cja ,  szczu ry) : 
203 mg/m3; 
LDso (naskórn ie, kró l i k ) :  270 mg/kg; LCso (96 godz in ,  naskórn ie, 
pstrąg tęczowy) : 440 mg/d m3; LCso ( i n ha l a cja ,  myszy) : 0,48 mg/ 
d m3 przez 4 godz i ny. 

5 .2.2. Reakcje charakterystyczne 

5.2.2.1 . Reakcja z kwasem chromotropowym 

Do 1 cm3 frakcji IV destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać 0,2 cm3 1% 
roztworu kwasu chromotropowego (kwas 4,5-dihydroksy-naftaleno
-2,7-disulfonowy) . Wstrząsnąć i dodać 5 cm3 stężonego H2S04• Po 
wymieszaniu w obecności aldehydu mrówkowego tworzy się czerwo
no-fioletowe zabarwienie mieszaniny. 

5.2.2.2. Reakcja z tiokolem 

Do 1 cm3 frakcji IV destylatu (patrz rozdział 4.2.1) wlać delikatnie po 
ściance probówki roztwór tiokolu w stężonym H2S04• Na granicy ze
tknięcia się płynów pojawia się fioletowo-czerwony pierścień świadczący 
o obecności aldehydu mrówkowego. 
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5.2.2.3. Reakcja z odczynn ikiem Nesslera 

Do kilku kropli frakcji IV destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać 2-3 

krople odczynnika Nesslera. Dokładnie wymieszać. W przypadku 
obecności aldehydu mrówkowego pojawia się żółte zabarwienie, które 
z czasem ciemnieje i w końcu wytrąca się szary osad rtęci. Aldehyd 
mrówkowy utleniony pod wpływem odczynnika Nesslera do kwasu 
mrówkowego redukuje HgI42- do HgO, a następnie do metalicznej Hg 
zgodnie z reakcją: 

HCHO + K2HgI4 + 2KOH -+ Hg + H20 + 4KI + HCOOH 

ODCZYNNIK NESSLERA: 6 g chlorku rtęci (II) rozpuścić w 50 cm3 ciepłej wody 
i dodać 50 cm3 15% roztworu KI. Osad przemyć wodą, zdekantować i do osadu 
dodać 5 g stałego KI. Powstały roztwór przenieść do kolby miarowej na 100 cm3, 
dodać 60 cm3 30% roztworu NaOH, wymieszać i dopełnić do kreski. Po 24 go
dzinach zlać płyn znad osadu do ciemnej butelki. Można zakupić gotowy od
czynnik Nesslera. 

5.2.2.4. Reakcja z odczynn ikiem Sch iffa 

Do 1 cm3 frakcji IV destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać 2 cm3 25% 

roztworu HCI i 2-3 cm3 odczynnika Schiffa. Wymieszać. W przypadku 
występowania aldehydu mrówkowego w destylacie pojawia się zabar
wienie od różowego do czerwono-fioletowego. 

ODCZYNNIK SCHIFFA: 1 g krystalicznej fuksyny rozpuścić w 300 cm3 gorącej 
wody, a po ostudzeniu do temperatury pokojowej dodać 12,5 g NaHS0

3 
rozpusz

czonego w 300 cm3 wody, a następnie 10 cm3 1 M HCl. Całość rozcieńczyć wodą 
do 1000 cm3• Po kilku godzinach całkowicie bezbarwny odczynnik gotowy j est 
do użycia. Można zakupić gotowy odczynnik Schiffa. 

5.2.2.5. Reakcja z azotanem (V) srebra i wodorotlenkiem sodu 

Do kilku kropli 10% AgN03 dodać kilka kropli 10% NaOH. Powsta
ły osad rozpuścić w 25% roztworze amoniaku. Następnie dodać 1 cm 3 
frakcji IV destylatu (patrz rozdział 4.2.1) i podgrzewać w łaźni wodnej. 
W przypadku obecności aldehydu mrówkowego na ściankach probówki 
tworzy się lustro srebrowe lub czarny osad. W przypadku małych ilości 
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aldehydu mrówkowego w destylacie tworzy się tylko czarne zmętnie
nie. W reakcji tej wykorzystuje się właściwości redukujące aldehydu 
mrówkowego. 

2AgN03 + 2NaOH � 2AgOH + 2NaN03 

2AgOH � Ag20 + H20 

Ag20 + HCHO � 2Ag + HCOOH 

5.2.2.6. Reakcja Shryvera 

1 cm3 frakcji IV destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać do uprzed
nio przygotowanej mieszaniny składającej się z 2 cm3 0,5% roztworu 
chlorowodorku fenylohydrazyny, 1 cm3 5% heksacyjanożelazianu (III) 
potasu i 5 cm3 stężonego Hel. Powstałe różowe zabarwienie świadczy 
o obecności aldehydu mrówkowego w destylacie. 

5.2.2.7. Reakcja z kwasem siarkowym (VI ) i morfiną 

Do 1 cm3 frakcji IV destylatu (patrz rozdział 4.2 .1) dodać ostroż
nie 4 cm3 stężonego H2SO 4' Delikatnie wymieszać przy jednoczesnym 
starannym chłodzeniu. Po ostudzeniu po ściance probówki wlewać 
0,2 cm3 roztworu morfiny w stężonym H2S04 (0,2 g morfiny w IO cm3 
stężonego H2SO 4) ' W miejscu zetknięcia się obu płynów zaobserwować 
powstawanie fioletowego pierścienia, który przy dużych ilościach alde
hydu mrówkowego tworzy się natychmiast, a przy małych dopiero po 
20 minutach. Zabarwienie powstające po 30 minutach jest nie swoiste 
i nie należy tego interpretować jako wynik dodatni reakcji. 

5 .2.3 .  Analiza i lościowa 

5.2.3.1 . Oznaczenie i lościowe zawartości aldehydu mrówkowego w badanej 
próbie 

Spośród wielu metod analitycznych użytecznych do oznaczania 
aldehydu mrówkowego najczęściej jest stosowana metoda koloryme
tryczna z kwasem chromotropowym w środowisku kwasu siarkowego 
i pomiarze absorbancji powstałego kompleksu o zabarwieniu fioleto
wym przy długości fali 565 nm. 
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ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1. formalina cz.d.a. ; 
2 .  0,1 M roztwór jodu w jodku potasu; 
3. 0,5 M roztwór KOH; 
4. 0,5 M roztwór HCl; 
5. 0,1 M roztwór tiosiarczanu sodu; 
6. 0,5% roztwór skrobi; 
7. sól sodowa kwasu chromotropowego (0,25 g soli rozpuścić w 37,6 cm3 wody 

destylowanej i dodawać powoli, chłodząc mieszaninę, 62,4 cm3 stężonego 
kwasu siarkowego); 

8. wagi analityczne, kolby miarowe ze szlifem, biurety, pipety, pipety Pasteura, 
łaźnia wodna, spektrofotometr. 

WYKRES WZORCOWY: Najpierw należy oznaczyć zwartość aldehydu mrów
kowego w formalinie w sposób opisany poniżej .  Formalina zawiera od 35 do 
40% aldehydu mrówkowego. Odważyć około 1 g formaliny (z dokładnością do 
0,001 g) do kolby miarowej o poj emności 100 cm3, uzupełnić wodą i wymie
szać. Pobrać 5 cm3 otrzymanego roztworu do kolby stożkowej ze szlifem, dodać 
25 cm3 0,1 M roztworu jodu i 10 cm3 roztworu KOH. Kolbę zamknąć, dokładnie 
wymieszać i pozostawić na 15 minut. Następnie dodać 10,5 cm3 0,5 M roztworu 
HCl i nadmiar j odu miareczkować 0,1 M roztworem tiosiarczanu sodu do chwili 
odbarwienia mieszaniny, dodając pod koniec miareczkowania roztwór skrobi. 

0,5 g formaliny zawierającej 35% aldehydu mrówkowego zużywa 
11,7 cm3 roztworu jodu. Zawartość aldehydu mrówkowego (Xf) w for
malinie oblicza się ze wzoru: 

Xf = [(25 - V) . 1,5]/5 , 

gdzie: 
V - objętość zużytego roztworu tiosiarczanu sodu podczas miareczkowania; 
25 - objętość dodanego roztworu jodu; 
1,5 - ilość formaldehydu odpowiadająca 1 cm3 roztworu jodu (mg/cm3); 
5 - rozcieńczenie. 
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Aby sporządzić krzywą wzorcową, należy do kolby miarowej od
mierzyć taką ilość formaliny, która zawiera 1 g aldehydu mrówkowego 
i uzupełnić wodą do 100 cm3• Następnie 10 cm3 tego roztworu przenieść 
do kolby miarowej na 100 cm3 i uzupełnić wodą do kreski (roztwór ro
boczy aldehydu mrówkowego zawiera 0,1 mg aldehydu mrówkowego 
w 1 cm3).  Dokładnie wymieszać. W dniu oznaczenia pobrać 0,25; 0,5; 
0,75; 1,0; 2,0; 5,0 i 10 cm3 roztworu roboczego i przenieść do kolb mia
rowych na 100 cm3 i uzupełnić wodą. Z każdego roztworu pobrać do 
probówki po 1 cm3 roztworu. Natomiast do próby ślepej - wodę desty
lowaną. Dodać 5 cm3 roztworu soli sodowej kwasu chromotropowego 
w kwasie siarkowym. Dokładnie wymieszać i wstawić do łaźni wod
nej o temperaturze 60 oC na 20 minut. Następnie pozostawić próby 
w temperaturze pokojowej przez godzinę. Zmierzyć absorbancję prób 
przy długości fali A=565 nm w spektrofotometrze wobec wody. Sporzą
dzić wykres zależności absorbancji od stężenia aldehydu mrówkowego 
w roztworze. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
Do probówek chemicznych dodać po 1 cm3 prób badanych, 
dodać 5 cm3 roztworu soli sodowej kwasu chromotropowego 
w kwasie siarkowym. Dokładnie wymieszać i wstawić do łaźni 
wodnej o temperaturze 60 oC na 20 minut. Następnie pozosta
wić próby w temperaturze pokojowej przez godzinę. Zmierzyć 
absorbancję prób przy długości fali A=565 nm w spektrofoto
metrze wobec wody. Zawartość aldehydu mrówkowego w pró
bie badanej odczytać z krzywej wzorcowej . 
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5.3. Aldehyd trichlorooctowy 

5 .3.1 . Właściwości i toksyczność 

r Właściwości I Aldehyd tr ichlorooctowy [synonim: ch lora l bezwodny] 
• fizykochemiczne ' (CCI3CHO) - bezba rwna, o l e ista c iecz  o przen i k l iwym zapach u .  Pod � ) 

l Działanie 
szkod l iwe 

----

fi Wartości 
toksyczne 

wpływem zasad rozkłada  s ię  na  ch lo roform i m rówcza n .  A ldehyd 
t ri ch lo rooctowy jest dobrze rozpuszcza l ny w wodz ie, g l i ceryn ie, 
eta no l u ,  ch l o roform ie, natom iast sła bo w benzen ie  i d is i a rczku 
węg l a .  W orga n izm ie  u l ega prze m ianom do  t ri ch lo roetano l u ,  
a następn ie  j e s t  u t l en i any z u tworzen iem kwasu  tr ich l o roocto
wego. 

Szybko wchła n i a  s ię  w p rzewodz ie  pokarmowym wywołuj ąc sen .  
Objawy zatru c ia  t o :  głęboka na rkoza, u poś ledzen i e  ośrodka na 
czyn iowego m ięśn ia  se rcowego, z a b u rzen ia  żołąd kowe i skórne .  
Śm ie rć następuje na  skutek  porażen i a  ośrodka  oddechowego 
i czynnośc i  se rca . 

N OS :  n i e usta lone .  
Dawka śmierte lna d la człowieka wynosi 8-15 g .  

5 .3.2. Reakcje charakterystyczne 

5.3.2.1 . Reakcja izon itrylowa 

Do 1 cm3 frakcji IV destylatu (patrz rozdział 4.2 .1) dodać kroplę 
nasyconego roztworu aniliny oraz 2-3 krople 10% roztworu NaOH. 
Ogrzewać aż do momentu powstania zmętnienia. W obecności aldehy
du trichlorooctowego wystąpi charakterystyczny ostry, nieprzyjemny 
zapach izonitrylu. 

5.3.2.2. Reakcja z rezorcyną i wodorotlenkiem sodu 

Do 1 cm3 frakcji IV destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać kilka krysz
tałków rezorcyny i kilka kropli 10% roztworu NaOH. Ogrzewać we 
wrzącej łaźni wodnej . Pojawienie się różowego zabarwienia świadczy 
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o obecności aldehydu trichlorooctowego. Zabarwienie to może również 
wystąpić w obecności tetrachlorku węgla lub aldehydu mrówkowego. 

5.3.2.3. Reakcja z wodorotlenkiem sodu i siarczanem (VI ) miedzi ( I I )  

Do 1 cm3 frakcji IV destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać w nadmia
rze 10% roztwór NaOH, a następnie po kropli 5% roztwór CuS04, do 
momentu pojawienia się zmętnienia. W przypadku obecności aldehydu 
trichlorooctowego nadmiar wodorotlenku miedzi (II) ulega odwodnie
niu i tworzy się czerwony osad tlenku miedzi (I). 

5.3.2.4. Reakcja z odczynn ikiem Nesslera 

Do 1 cm3 frakcji IV destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać 1 cm3 od
czynnika Nesslera i wymieszać. Pojawienie się ceglastoczerwonego 
osadu przechodzącego w brunatnozielony świadczy o obecności alde
hydu trichlorooctowego. 

ODCZYNNIK NESSLERA: 6 g chlorku rtęci (II) rozpuścić w 50 cm3 ciepłej wody 
i dodać 50 cm3 15% roztworu KI. Osad przemyć wodą, zdekantować i do osadu 
dodać 5 g stałego KI. Powstały roztwór przenieść do kolby miarowej na 100 cm3, 
dodać 60 cm3 30% roztworu NaOH, wymieszać i dopełnić do kreski. Po 24 go
dzinach zlać płyn znad osadu do ciemnej butelki. Można zakupić gotowy od
czynnik Nesslera. 
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5.4. Alkohol etylowy 

5 .4.1 . Właściwości i toksyczność 

r Właściwości ! Alkohol etylowy [synonim: etanol] (CzHsOH) - bezba rwna c iecz 
l fizykochemiczne ) o cha ra kterystycznym zapachu  i pa l ącym smaku .  Pa l i  s ię  b l ado

n i eb iesk im płom ien i em .  Dobrze m i esza s ię  z wodą ,  ete rem, g l i ce
ryną i większośc ią  rozpuszcza l n i ków orga n i cznych .  l Działanie 

szkod l iwe 

Wartości 
toksyczne 

Etano l  pos iada  dz iała n i e  depresyj n e, n a rkotyczne  i hepatotoksycz
ne  (ma rskość wątroby) . U szkadza struktu rę i czyn ność kom ó rek  
ne rwowych centra l n ego u kła d u  nerwowego, p rowadząc do  i c h  
n iedot l en i en i a .  Podczas prze m i a n  eta no l u  w organ i zm ie  dochodz i  
do  nagromadzen ia  z redu kowa nych n u k leotydów (NADH,  NADP H )  
i jonów wodoru co j est p rzyczyną s i l n ego def icytu t l e nowego 
w kom ó rkach .  Szczegó l n i e  n i ebezp ieczne są  meta bo l ity a l koho l u  
etyl owego: a l d e hyd octowy jes t  związki em denatu ruj ącym b iałka 
i e nzymy, natomiast kwas octowy p rowadz i  do  kwas icy. C iężk ie 
zat ruc ia  eta no l em cha ra kte ryzują s ię  u poś ledzen iem widzen ia,  
utratą p rzytom n ośc i ,  h i pogl i kemią  z h ipoterm ią ,  z abu rzen i am i  
koordynacj i  m ięśn iowej . Około 90% wchłon iętej dawki  eta n o l u  
u t l e n i a  s i ę  poprzez a l dehyd octowy do  CO2 i wody. 
Stężenie fizj ologiczne etanolu we krwi wynosi poniżej 
0,01% (0,1 gjdm3 lub 0,1%0), a po spożyciu lub ekspozycji 
na pary wzrasta. W wyniku spożycia ponad 5 gjdm3 eta
nolu następuj e śpiączka, a nawet - śmierć. 

N DS :  1900 mg/m3 • 
LDso (doustn i e, szczu ry) : 7060 mg/kg. 

5 .4.2. Reakcje charakterystyczne 

Etanol najczęściej oznacza się we krwi oraz w wydychanym powie
trzu. Większość reakcji mających na celu wykrycie etanolu w materiale 
biologicznym polega na utlenianiu go za pomocą nadmanganianu (VII) 
potasu lub dichromianu (VI) potasu. 

5.4.2.1 . Reakcja jodoformowa Liebena 

Do części frakcji II destylatu (patrz rozdział 4.2 .1) dodać kilka kro
pli roztworu jodu lub odrobinę sproszkowanego jodu. Następnie dodać 
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kroplami 10% roztwór NaOH do odbarwienia roztworu lub przynaj
mniej jasnożółtego zabarwienia. Płyn ogrzewać w łaźni wodnej o tem
peraturze :;::;60 oc.  W przypadku małych obecności etanolu wydziela się 
charakterystyczny zapach jodoformu, a przy większych - jasnożółty, 
krystaliczny osad. Reakcja ta jest bardzo czuła, jednak na zimno zacho
dzi również w obecności acetonu i aldehydu octowego. Wynik ujemny 
tej reakcji wyklucza obecność etanolu w badanym materiale. 

12 + NaOH --+ Na1 + H10 

H10 + NaOH --+ H20 + Na10 

CH3CH20H + Na10 --+ CH3CHO + H20 + Na1 

CH3CHO + 3Na10 --+ C13CHO + 3NaOH 

C13CHO +NaOH --+ CH13 + HCOONa 

5.4.2.2. Reakcja estryfikacj i 

Do 1 cm:> frakcji II destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać 1 cm3 stę
żonego H2S04, kilka kryształków octanu sodu i następnie ogrzewać. 
W obecności alkoholu etylowego tworzy się charakterystyczny octowy 
zapach estru etylowego kwasu octowego (octanu etylu), wyczuwalny 
również po oziębieniu lub po wylaniu go na zimną wodę. 

CH3COONa + H2S04 --+ CH3COOH + NaHS04 

C2HsOH + H2S04 --+ C2HsS04H + H20 

C2HsS04H + CH3COOH --+ H2S04 + C2HsOOCCH3 

5.4.2.3. Reakcja z dichromianem (VI ) potasu 

1 cm3 frakcji II destylatu (patrz rozdział 4.2.1) ogrzewać z 1 cm3 1O% 
roztworu H2S04• Następnie dodać 1-2 krople 0,05 M K2Cr207• W wyni
ku obecności etanolu początkowe żółte zabarwienie roztworu zmienia 
się na zielone. Pojawia się zapach aldehydu octowego. Związki chromu 
Cr6+ utleniają etanol do aldehydu octowego, a następnie do kwasu octo
wego, jednocześnie same redukują się do Cr3+. Reakcja ta nie jest spe
cyficzna dla etanolu, wywołuje ją wiele substancji organicznych, które 
same łatwo utleniają się i jednocześnie redukują kwas chromowy (VI). 
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2K2Cr207 + C2HsOH + 8H2S04 -+ 2K2S04 + 2Cr2 (S04)3 + 
+ 3CH3COOH + llH20 

5.4.2.4. Reakcja z chlorkiem benzoi lu  

Do 1 cm3 frakcji II  destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać kilka kropli 
wodnego roztworu chlorku benzoilu (C6HsCOCI). Wymieszać. Następ
nie kroplami dodawać 10% roztwór NaOH i wstrząsać do momentu 
zniknięcia duszącego zapachu chlorku benzoilu. W obecności etanolu 
w destylacie powstaje charakterystyczny zapach estru etylowego kwasu 
benzoesowego. Zbliżony zapach wykazuje także ester utworzony przez 
metanol z chlorkiem benzoilu. 

C2HsOH + C6HsCOCI + NaOH -+ C2HsOOCC6Hs + NaCI + H20 

CH30H + C6HsCOCI + NaOH -+ CH300CC6Hs + NaCI + H20 

5 .4.3. Anal iza i lościowa 

5.4.3.1 . Oznaczan ie etanolu we krwi metodą Widmarka 

W wyniku reakcji dichromianu (VI) potasu z parami etanolu zacho
dzi utlenianie alkoholu do kwasu octowego i redukcja chromu Cr6+ do 
C�+. Nadmiar dichromianu należy oznaczyć jodometrycznie. 

2K2Cr207 + 3C2HsOH + 8H2S04 -+ 2K2S04 + 2Cr2 (S04)3 + 
+ 3CH3COOH + llH20 

K2Cr207 + 6KI + 7H2S04 -+ 4K2S04 + Cr2 (S04h + 312 + 7H20 

ODCZYNNIKI: 
1. roztwór dichromianu (VI) potasu: 0,25 g K2Cr207 rozpuścić w 1 cm3 wody 

i dopełnić w kolbie miarowej do poj emności 100 cm3 stężonym H2S04• Roz
twór przygotować wcześniej ,  co najmniej dwa dni przed użyciem; 

2 .  0,1 g K2Cr207 rozpuścić w 1 cm3 wody i dopełnić w kolbie miarowej do pojem
ności 100 cm3 stężonym H2S04 (używa się przy mniejszej zawartości alkoho
lu etylowego we krwi); 
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3. roztwór tiosiarczanu sodu: 0,25 g Na2S203·5H20 rozpuścić w kolbie miarowej 
na 1 dm3, dodać 0,2 g Na2C03 i dopełnić wodą. do kreski. Oznaczyć miano 
roztworu na dichromian (VI) potasu i rozcieńczyć przed użyciem; 

4. 5% roztwór KI, przechowywać w ciemnej butelce z kroplą. rtęci; 
5. 1% roztwór skrobi, konserwowany kilkoma mg jodku rtęci (II) . 

Do suchej kolbki Widmarka (patrz rozdział 4.3) wprowadzić 1 cm3 
roztworu K2Cr207, a na łyżeczkę naczynka odmierzyć 0,1-0,15 cm3 
krwi i zważyć. W celu uszczelnienia naczynka szlif zwilżyć stężo
nym H2S04 i natychmiast zamknąć, zabezpieczając sprężynkami lub 
gumkami. Przygotowaną próbę inkubować w cieplarce w temperatu
rze 60 oC przez 2 godziny. Po tym czasie otworzyć naczynko i zawar
tość kolbki uzupełnić wodą destylowaną do objętości 25 cm3• Następ
nie dodać 0,5 cm3 roztworu KI i natychmiast miareczkować 0,01 M 
roztworem tiosiarczanu sodu wobec roztworu skrobi jako wskaźnika. 
Podobnie, ale bez krwi wykonać 3-krotnie próbę kontrolną dla ustale
nia ilości zużytego tiosiarczanu. 

Stężenie etanolu w próbie (x) w mg% (tzn. mg/W ° g) obliczyć ze 
wzoru: 

_ 0, 1 13 . (b - a) · 1000 x - , m 

gdzie: 
a - średnia ilość (cm3) zużytego tiosiarczanu sodu potrzebna do miareczkowania 

próby badanej; 
b - średnia ilość (cm3) zużytego tiosiarczanu sodu potrzebna do miareczkowa

nia próby kontrolnej; 
m - naważka krwi (mg). 

Uwagi: 
1. Zużycie podczas miareczkowania 1 cm3 0,01 M tiosiarczanu sodu 

odpowiada 0,113 mg alkoholu etylowego we krwi. 
2. Metoda ta nie jest specyficzna dla etanolu, ponieważ lotne substan

cje występujące we krwi mogą redukować dichromian (VI) potasu, 
co zafałszowuje wynik analizy. 
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5.5.  Alkohol metylowy 

5.5.1 . Właściwości i toksyczność 

Właściwości 
� fizykochemiczne / 

( Działanie 
szkodl iwe 

Alkohol metylowy [synonim: metanol] (CH30H) - bezba rwna, 
łatwo lotna ciecz o charakterystycznym zapachu podobnym do 
etano l u .  Pa l i  s ię  n iebiesk im płomien iem .  M iesza s ię  z wodą w każ
dym stosunku  oraz dobrze rozpuszcza się w estrach ,  keton ach, 
ch lo rowcopochod nych węglowodorach,  a tru d n o  w tłuszczach .  

Dz iała n i e  toksyczne m etano l u  związa ne  jest z jego  metabo l itam i :  
a l d e hyde m  m rówkowym (powoduje zm iany zwyrodn i en iowe ko
m órek wątroby, nerek i se rca )  i kwasem m rówkowym (prowadz i  
do  c iężk iej kwasicy m eta bo l i cznej i cha ra kterystycznego uszko
dzen i a  oczu ,  główn ie  s iatkówki, n a błonka rogówki oraz n e rwu 
wzrokowego - może to być p rzyczyną utraty wzroku ) .  C iężk ie 
zat ruc ia  metano l em p rowadzą do  s i n i cy, spadku c i śn ien i a  k rwi, 
n i ewydo l nośc i  oddechowej, śp iączk i  i śm i e rc i .  Zgon występuje 
u około 25% osób c iężko zatrutych m etano l em .  

Wartości N DS :  100 mg/m3; N DSCh :  300 mg/m3 • 
toksyczne , LDso (doustn i e, szczu ry) : 5628 mg/kg; '----=-------� 

LCso ( i nha l acja, szczu ry) :  64000 ppm/4 godz . ;  
LD100 (doustnie, człowiek): 100 cm3 • 

5 .5 .2. Reakcje charakterystyczne 

5.5.2.1 . Reakcja estryfikacj i  

Do 1 cm3 frakcji II destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać 4 cm3 stężo
nego H2S04 i odrobinę sproszkowanego kwasu salicylowego. Następnie 
ostrożnie podgrzewać do temperatury 60 oc. Pojawienie się charakte
rystycznego zapachu estru metylowego kwasu salicylowego świadczy 
o obecności metanolu w destylacie. Alkohol etylowy również daje ester 
etylowy kwasu salicylowego, jednak o zapachu mniej intensywnym. 
Wobec tego należy wcześniej wykluczyć obecność etanolu. 

5.5.2.2. Reakcja utleniania metanolu do aldehydu mrówkowego 

Metanol reagując z nadmanganianem (VII) potasu w środowisku 
kwaśnym utlenia się do aldehydu mrówkowego: 
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Do 1 cm3 frakcji II destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać 0,2 cm3 
H2S04 rozcieńczonego wodą w stosunku 11:1 oraz 2 krople 5% roztwo
ru KMn04' Wymieszać. Po 5 minutach nadmiar KMn04 zredukować 
dodając 2 krople nasyconego roztworu siarczanu (IV) sodu. Otrzymany 
w ten sposób roztwór aldehydu mrówkowego podzielić na dwie części, 
z którymi należy wykonać następujące reakcje: 

a) z kwasem chromotropowym: 
do części utlenionego roztworu dodać 0,2 cm3 1% roztworu 
kwasu chromotropowego (kwas 4,5-dihydroksy-naftaleno-2,7-
-disulfonowy). Wstrząsnąć i dodać 5 cm3 stężonego H2S04. Po 
wymieszaniu w obecności metanolu tworzy się czerwono-fiole
towe zabarwienie mieszaniny. 

b) z tiokolem: 
do części utlenionego roztworu dodać delikatnie po ściance pro
bówki roztwór tiokolu w stężonym H2S04. Na granicy zetknięcia 
się płynów pojawia się fioletowo-czerwony pierścień świadczący 
o obecności aldehydu mrówkowego. 

5.5.2.3. Reakcja Denigesa 

Do 2 cm3 zagęszczonej frakcji II destylatu (patrz rozdział 4.2 .1) 
dodać 2 krople 5% roztworu KMn04 i 0,2 cm3 stężonego H2S04. Po 
dokładnym wymieszaniu próbę odstawić na 3 minuty. Następnie 
dodawać kroplami nasycony roztwór kwasu szczawiowego w 60% 
H2S04 do chwili zabarwienia się na kolor jasnożółty. Wówczas dodać 
1 cm3 stężonego H2S04, wymieszać i dodać 5 cm3 odczynnika Schiffa. 
W obecności �etanolu powstaje fioletowe zabarwienie. 

ODCZYNNIK SCHIFFA: 1 g krystalicznej fuksyny rozpuścić w 300 cm3 gorącej 
wody, a po ostudzeniu do temperatury pokojowej dodać 12,5 g NaHS03 rozpusz
czonego w 300 cm3 wody, a następnie 10 cm3 1 M HCl. Całość rozcieńczyć wodą 
do 1000 cm3• Po kilku godzinach całkowicie bezbarwny odczynnik gotowy jest 
do użycia. Można zakupić gotowy odczynnik Schiffa. 
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5.6. Ani l ina 

5 .6.1 . Właściwości i toksyczność 

, Właściwości � 
fizykochemiczne I 

Działanie 
szkod l iwe 

Wartości 
toksyczne 

Ani l ina (C6HsNH2) - o le i sta, bezbarwna c iecz  o n i e p rzyj e m nym,  
sła bym zapach u .  Sła bo rozpuszcza s ię  w wodz ie, na tom iast  do
b rze w eta n o l u, aceton i e, d i s i a rczku węg la  i o l ej a c h .  B a rwa b r u 
natna techn icznej a n i l i ny wskazuje n a  obecność  z a n i eczyszczeń  
w p rod u kc ie .  

Dz iałan i e  toksyczne  a n i l i ny po lega n a  powstan i u  m ało w a rtośc i o 
wej methe m og lob i ny co p rowadz i  do  ogra n i c ze n i a  t ra n s p o rt u  
t l e n u  i n i e d ot l e n i e n i a  kom ó rek ,  t ka n e k, n a r ząd ów o rga n i z m u  
(główn i e  m i ę ś n i a  se rcowego, m ózgu,  n e re k) o r a z  z a b u rz e n ia 
w krążen i u .  Jest i n h i b itorem ut l en iających u kł adów e n zymatycz
nych na  poz iom ie  komórkowym, np .  cytoch ro m u  P-450.  N astęp
stwem ostrego zat ruc ia  an i l i ną  j est żółtaczka ,  n i e d ok rwistość, 
do l eg l iwośc i  se rcowe, obn iżen i e  c i śn ien i a  krwi ,  z m i any  w oś ro d 
kowym u kładz ie  n erwowym, osła b ien ie  i utrata p rzytom n oś c i, 
czasa m i  zgo n .  

N OS :  5 mg/m3; N OSeh :  20 mg/m3 • 
LDso (doustn ie,  szczu ry) : 250 mg/kg. 

5 .6.2. Reakcje charakterystyczne 

Metody identyfikacji aniliny w badanym materiale opieraj ą  się na 
reakcji utleniania jej do p-aminofenolu lub dwuazowania i sprzęgnięcia 
z odpowiednimi komponentami. 

5.6.2.1 . Reakcja dwuazowania i sprzęgan ia z solą R 

Do 1 cm3 frakcji I I I  destylatu (patrz rozdział 4 .2 .1) dodać 2 cm3 
roztworu do dwuazowania (jest to 2 M roztwór HCI i 3 , 5% roztwór 
NaN02 zmieszany bezpośrednio przed użyciem w stosunku 1 :2) .  Próbę 
dokładnie wymieszać i oziębić w lodzie do temperatury O oc. Następ
nie należy zobojętnić nasyconym roztworem NaHC03 do pH=6-8 
i dodać 2 krople roztworu soli R (sól sodowa kwasu 2-hydroksy-3,6-
-naftalenodisulfonowego). Pojawienie się pomarańczowej barwy świad
czy o obecności aniliny w destylacie. 
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5.6.2.2. Reakcja izonitrylowa 

Do 0,5 cm3 frakcji III destylatu (patrz rozdział 4.2 .1) dodać 2 kro
ple chloroformu oraz 2-3 krople 10% NaOH.  Mieszaninę ogrzewać do 
wrzenia. W obecności  aniliny można wyczuć nieprzyj emny zapach 
izonitrylu. Reakcja ta jest charakterystyczna dla amin I-rzędowych. 

CHCI3 + 3NaOH + < )-NH2 -- < )- N+-C- + 3NaCI + 3H20 

5.6.2.3. Reakcja bromowan ia 

Do 0,5 cm3 frakcji III  destylatu (patrz rozdział 4.2 .1) dodać kilka 
kropli CH3COOH i 0,5 cm3 wody bromowej i wymieszać. W przypad
ku obecności aniliny pojawia się osad tribromoaniliny o barwie cieli
stej . Reakcja ta może być wykorzystana do oznaczeń ilościowych. 

/-0 /P 
H N - C :/  H N  c :/  N H  

CH3COOH .. -;:::? I . 3 Br2 .. -;:::? I - -��--- - -;:::? I 
Ó ' C H 3  B��C H 3  B rQr2 B r  

- Hp � - 3 HBr  � - CH3COOH � 
B r  B r 

5.6.2.4. Reakcja z kwasem siarkowym (VI ) i d ichromianem (VI ) potasu 

Do 1 cm3 frakcji III destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać 1 cm3 10% 
roztworu H2S04 i parę kropli 0,05 M roztworu K2Cr207• Powstaje zielo
ny osad, który następnie przybiera barwę niebieską, a ostatecznie czar
ną. W ten sposób tworzy się nierozpuszczalny barwnik, zwany czernią 
anilinową· 

5.6.2.5 .  Reakcja z aldehydem m rówkowym 

Do 1 cm3 frakcji III destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać 1 cm3 alde
hydu mrówkowego. W przypadku obecności aniliny w badanym mate
riale tworzy się zmętnienie lub biały osad. Jest to produkt kondensacji 
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aniliny z aldehydem mrówkowym przebiegający zgodnie z reakcją che
miczną: 

5.6.2.6. Próba indofenolowa 

Do 1 cm3 frakcji III destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać parę kro
pli świeżo przygotowanej wody chlorowej . Na skutek reakcji powstaje 
zabarwienie fioletowo-niebieskie do purpurowofioletowego. Następnie 
dodać nasycony roztwór fenolu, a na końcu ostrożnie nawarstwić po 
ściankach probówki stężonym amoniakiem. W obecności aniliny two
rzy się niebieska, dosyć trwała barwa. Czułość tej metody wynosi 1 flg 
aniliny w badanym materiale. 

CI 
N� HN/ OH 

61 �ÓI +ÓI -o-' N-Q-' OH + HCI � - H20 � � _ H _ 

I + HCIO 
• 

H0-o-�-Q-0H + HCI 

I i + HCIO ' 
, 

0=O=N-Q-0H + HCI + H20 

indofenol 

5 .6.3. Anal iza i lościowa 

5.6.3.1 . Oznaczan ie zawartości p-aminofenolu (metabol it an i l iny) w moczu 

W organizmie ludzkim anilina jest utleniana do p-aminofenolu. Pro
ces ten zachodzi w kilku etapach, a przejściowymi metabolitami są feny-
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lohydroksylamina oraz p-iminochinon, który tworzy z p-aminofenolem 
układ redoks, odpowiedzialny za przejście hemoglobiny w methemoglo
binę. Zwiększona zawartość methemoglobiny powoduje sinicę, hemolizę 
(wysypka, obrzęk) i inne objawy zaburzenia utleniania komórkowego, np. 
niedotlenienie. W następnej fazie przemian p-aminofenol ulega sprzę
ganiu z H2S04 lub kwasem glukuronowym i jest stosunkowo szybko 
wydalany z ustroju wraz z moczem. Niezmieniona anilina jest usuwana 
w ilości poniżej 1% wchłoniętej dawki. Mocz należy ogrzewać ze stę
żonym HCl we wrzącej łaźni wodnej . W czasie ogrzewania zachodzi 
hydroliza związanego p-aminofenolu. Wolny p-aminofenol oznacza się 
kolorymetrycznie reakcją indofenolową po sprzęgnięciu z fenolem w śro
dowisku amoniakalnym. Powstające niebieskie zabarwienie roztworu 
jest proporcjonalne do ilości p-aminofenolu w próbie. 

ODCZYNNIKI: 
L stężony HCI cz.d.a.; 
2. 5% wodny roztwór fenolu; 
3. stężony roztwór amoniaku cz.d.a. ; 
4. roztwór wzorcowy p-aminofenolu (100 mg p-aminofenolu cz.d.a. rozpuścić 

w 3 cm3 stężonego HCI, po czym uzupełnić w kolbie miarowej wodą destylo
waną do 100 cm3); 

5. mocz zebrany po 3-4 godzinie od rozpoczęcia ekspozycji na anilinę lub po 
przyj ęciu leku - fenacetyny. 

Oznaczenie p-aminofenolu w badanym moczu należy rozpocząć od 
pomiaru objętości i ciężaru właściwego moczu. Następnie odmierzyć 
do probówki 10 cm3 moczu. Dodać 5 cm3 stężonego HCl i ogrzewać 
we wrzącej łaźni wodnej przez 1 ,5 godziny. Po ostudzeniu roztwór 
przesączyć do kolby miarowej o pojemności 100 cm3 i uzupełnić wodą 
destylowaną do kreski. Po wymieszaniu pobrać objętość roztworu (V) 
określoną według wzoru: 

24 V = 2 · n ,  
gdzie: n - oznacza tysięczne części ciężaru właściwego badanego moczu. 

Następnie roztwór uzupełnić wodą w probówce do 7 cm3• Dodać 
1 cm3 5% roztworu fenolu i 2 cm3 stężonego amoniaku. Dokładnie wy
mieszać i odstawić próbę na 30 minut do wytworzenia i utrwalenia się 
barwy. Po tym okresie odczytać absorbancję przy długości fali A=620 
nm wobec próby ślepej, którą jest woda destylowana. 
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Przygotowane próby do wykonania krzywej wzorcowej (Tabela 5.1) 
należy poddać hydrolizie. Dalszy sposób postępowania jak w przypad
ku oznaczania p-aminofenolu w próbie badanej .  Odczytać absorbancję 
dla prób wzorcowych i na podstawie uzyskanych wyników sporządzić 
wykres zależności wartości absorbancji od ilości p-aminofenolu w koń
cowym roztworze barwnym. 

Tabela 5.1. Objętości badanego moczu, roztworu wzorcowego i odczynni
ków niezbędne do wykonania krzywej wzorcowej 

Roztwory 

1 cm3 hyd ro l izatu 
zawie ra 
p-a m i n ofeno l  (Ilg) 

o 1 

Objętości roztworów (cm3) 

2 3 5 7 10 15 

Zawartość p-aminofenolu w próbie badanej odczytać z wykresu 
wzorcowego, po czym obliczyć stężenie p-aminofenolu w badanym 
moczu uwzględniając,  że 1 cm3 rozcieńczonego hydrolizatu pobrane
go z kolbki miarowej odpowiada 0,1 cm3 pierwotnego moczu. Zgodnie 
z podanym wyżej sposobem postępowania stężenie (x) p-aminofenolu 
w badanym moczu wynosi: 

gdzie: 
x = l<tC (mg/godz .) , 

C - ilość p-aminofenolu w końcowej barwnej próbie wyrażona w f1g; 
V - objętość hydrolizatu pobranego do oznaczenia (cm3). 

Oznaczone stężenie p-aminofenolu w moczu można przeliczyć na 
szybkość wydalania (W) p-aminofenolu w mg/godzinę według nastę
pującego wzoru: 

W = aib (mg/godz.) , 

gdzie: 
a - stężenie p-aminofenolu w moczu f1g/cm3; 
b - objętość próbki w moczu. 
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Test oparty na oznacz'aniu p-aminofenolu nie jest specyficzny, po
nieważ niektóre związki, np. fenacetyna, dimetyloanilina, nitrobenzen, 
po dostaniu się do organizmu są metabolizowane do p-aminofenolu. 
Należy jednak zwrócić uwagę, że p-aminofenol może występować nor
malnie w ustroju (3,2-3,7 Ilg/cm3 moczu) .  Niskie ilości nie przeszkadza
ją w interpretacji wyniku, ponieważ czułość metody wynosi 10 Ilg/cm3 
moczu. Wyniki dodatnie można również uzyskać, w przypadku, gdyby 
badana osoba zażywała tabletki od bólu głowy, ponieważ ich składnik 
- fenacetyna metabolizuje się do p-aminofenolu. 

5.7. Benzen 

5.7.1 . Właściwości i toksyczność 

Właściwości Benzen (C6H6) - bezbarwna,  przezroczysta c iecz  o cha ra ktery
fizykochemiczne I stycznym zapa c h u .  Dobrze rozpuszcza s ię  w eta no l u, c h l orofor

m i e, eterze, d is ia rczku węgla i aceton ie .  

Działanie 
szkodl iwe 

Wartości 
toksyczne 

Benzen wykazuje s i l n e  powinowactwo do związków l i p i dowych 
w organ i zm ie .  Łączy s ię  z otoczką sfi ngom ie l i nową u kła d u  ne r
wowego, co powod uje j ej uszkodzen ie  i zm i any p rzewodn i ctwa . 
W szp iku  kostnym benzen  uszkadza młode, pro l i fe rujące komórki  
krwi nek  czerwonych i b i ałych, co w konsekwencj i  prowadz i  do 
n iedokrwistości  ap l astycznej l u b  białaczki .  Posiada dz iała n i e  ra
kotwórcze, pon ieważ w organ i zm ie  ssa ków tworzy d uże i l ośc i  
związków epoksydowych i wol nych rod n i ków oraz łatwo łączy 
s ię  wiąza n i a m i  kowa l encyj nym i z DNA i RNA. Benzen i j ego me
tabo l ity są i n h i b itora m i  e nzymów komórkowych b iorących u d ział  
w rep l i kacj i .  Zatru c ia  benzenem objawiają s ię  z abu rzen i am i  w wi
dzen iu ,  osłab i en i em, bó l am i  i zawrota m i  głowy, n i ewydo l nośc ią  
oddechową, z abu rzen i am i  rytmu serca,  utratą przytom nośc i ,  po
rażen iem i śp iączką .  Pos iada dz iała n i e  n arkotyczne .  Długotrwałe 
zatru c ie  benze n e m  prowadz i  do n i edokrwistośc i ,  zm i an  w tkance 
m ózgowej, m a rtwicy lub zwyrodn ien i a  tłuszczowego mięśn ia  ser
cowego, wątroby i n adne rczy. 

N DS :  1,6 mg/m3•  
LDso (doustn ie, szczu ry) : 930 mg/kg; 
LCso ( i nha l acja,  szczu ry) : 10000 ppm/7 godz .  
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5 .7.2. Reakcje charakterystyczne 

5.7.2.1 . Reakcja Friedela-Craftsa 

W probówce umieścić 2 cm3 chloroformu i dodać 1 cm3 frakcji 
II destylatu (patrz rozdział 4.2.1) .  Dokładnie wymieszać i wsypać kilka 
kryształków AlC13 jako katalizatora. Zabarwienie roztworu od żółtego 
do brunatnego wskazuje na obecność benzenu w badanym materiale. 

5.7.2.2. Reakcja n itrowan ia 

2-3 cm3 frakcji II destylatu (patrz rozdział 4.2.1) ekstrahować z 2 cm3 
chloroformu. Następnie do warstwy chloroformowej dodać 2 cm3 mie
szaniny nitrującej (10% roztwór NH4N03 w stężonym H2S04). Silnie 
wstrząsać przez 2 minuty. Podczas reakcji nitrowania można wyczuć 
zapach gorzkich migdałów. Mieszaninę ochłodzić i przelać do drugiej 
probówki zawierającej 2 cm3 wody destylowanej . Zobojętnić stężonym 
amoniakiem i po wytrząśnięciu oddzielić warstwę chloroformową. 
Suchą pozostałość uzyskaną po odparowaniu chloroformu rozpuścić 
w metyloetyloketonie i następnie dodać 1 cm3 70% roztworu KOH. Po
wstanie fioletowego zabarwienia w warstwie metyloetyloketonu świad
czy o obecności benzenu. 

5.7.2.3. Reakcja z odczynn ikiem Marquisa 

Do 1 cm3 frakcji II destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać 0,5 cm3 
odczynnika Marquisa. Delikatnie ogrzewać w łaźni wodnej przez 2-3 
minuty. Po tym czasie zaobserwować powstanie czerwonego zabarwie
nia, wskazującego na obecność benzenu w destylacie. Czułość metody 
wynosi 2 fIg. 

ODCZYNNIK MARQUISA: 0,2 cm3 37% roztworu aldehydu mrówkowego rozpu
ścić w 10 cm3 stężonego H2S04• 
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5.7.3. Anal iza i lościowa 

5.7.3.1 . Oznaczan ie zawartości fenolu (metabolit benzenu) w moczu 

Benzen w organizmie człowieka jest metabolizowany poprzez 
formę epoksydową do fenolu i wydalany z moczem w postaci sprzę
żonej z H2S04 lub kwasem glukuronowym (30-80%).  Próbę moczu 
po zakwaszeniu destyluje się z parą wodną (patrz rozdział 4.2) .  
Fenol w otrzymanym destylacie oznacza się kolorymetrycznie z 2 ,6-
-dibromochinonochlorimidem. 

ODCZYNNIKI: 
1. stężony H2S04 cz.d.a.; 
2. roztwór buforowy o pH=1O,15 (10,5 g Na2C0

3
·lOH20 i 2,8 g Na2B407 rozpu

ścić w 500 cm3 wody destylowanej); 
3. alkoholowy roztwór 2 ,6-dibromochinonochlorimidu (15 mg związku rozpu

ścić w 10 cm3 etanolu). 

Do 10 cm3 badanego moczu dodać l cm3 stężonego H2S04 i desty
lować z parą wodną z szybkością 10 cm3/min. Zebrać 50 cm3 destylatu. 
Następnie pobrać 10 cm3 destylatu do kolbki miarowej o pojemności 
25 cm3, dodać 2,5 cm3 roztworu buforowego o pH=1O,15 oraz 0,25 cm3 
alkoholowego roztworu 2,6-dibromochinonochlorimidu. Całość uzupeł
nić wodą destylowaną do objętości 25 cm3• Po godzinie zmierzyć absor
bancję barwnego roztworu przy długości fali wynoszącej A=61O nm. 

WYKRES WZORCOWY: Do 10 cm3 próbek moczu fizjologicznego dodać wzrasta
jące ilości roztworu wzorcowego fenolu od O do 5 cm3• Dalsza procedura postę
powania destylacj i i oznaczania zawartości fenolu jak opisano wyżej . Sporządzić 
wykres wzorcowy. Zawartość fenolu w próbie badanej odczytać z wykresu 
Wzorcowego. Wchłoniętą dawkę benzenu można wyliczyć uwzględniając j eden 
z przedstawionych w Tabeli 5.2 wariantów ekspozycji .  Należy zwrócić uwagę, 
że średnie fizjologiczne stężenie fenolu w moczu wynosi około 7±3 flg/cm3• Stę
żenie fenolu powyżej 15 flg/cm3 wskazuje  na zwiększone wchłanianie benzenu, 
jednak przekroczenie tej wartości może być związane z zażywaniem niektórych 
leków, które są metabolizowane do fenolu. 
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Tabela 5.2. Warianty testu ekspozycji na fenol 

Warianty wskaźn ików wchłan ian ia  benzenu Obliczanie wchłoniętej dawki 

2 .  Szybkość wyda l an i a  feno l u  w moczu  (J..lg/godz . )  
zebra nym m iędzy 6 a 8 godz iną  od rozpoczęc ia x = 27,4·y 
e kspozycj i :  ���--"""= 

x - wchło n i ęta d awka benzenu  ( j.lg), 

y - zawartość fen o l u  w moczu ( j.lg/cm3) .  

5.8. Chloroform 

5.8.1 . Właściwości i toksyczność 

Właściwości Chloroform (CHCI3) - bezbarwna c iecz  o cha rakte rystycznym 
\ fizykochemiczne , słod kawym zapachu  i smaku .  J est t rudno  rozpuszcza l ny w wodz ie, 

natom iast dobrze m iesza s ię  z rozpuszcza l n i k am i  o rga n icznym i :  
benzenem,  benzyną i etano l em .  r Działanie Powod uj e  n i eodwra c a l n e  u s z kodze n i e  n e re k  i wątroby czło-

\ szkod l iwe ) wieka .  Dz iała n a rkotyczn ie, prowadz i  do za b u rzeń psych i c znych 
�-----� 

I Wartości 
\ toksyczne 

i bezsen n ośc i .  Wywołuje  głę bok i e  z n i e c z u l e n i e  ogó l n e .  Zgon 
w ostrym zatru c i u  ch l o roformem następuje na  ·skutek zatrzyma
n i a  czyn nośc i  se rca .  N a l eży do  gru py 2 B  su bstan cj i  ra kotwórczych 
wobec myszy i szczu rów. Wobec tych zwierząt jest równ ież  te
ratoge n e m .  8 0 -95% wchło n i ętego c h l o rofo r m u  j est wyd a l a n a  
z o rga n i z m u w post a c i  n i e z m i e n i o n ej ,  a ty l ko n ie z n a c z n a  j ego 
część u l ega przem i an i e, po legającej na  odszczep i en i u  ch lo ru .  

N DS:  8 mg/m3 •  
LDso  (doustn ie ,  szczu ry) : 908 mg/kg; 
LDso ( i n ha la cja ,  szczu ry) : 75 mg/kg. 
Doustna dawka śmierte lna dla osoby dorosłej wynosi około 
10 cm3 . 
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5.8.2. Reakcje charakterystyczne 

5.8.2.1 . Reakcja izonitrylowa 

Do 1 cm3 frakcji III destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać kroplę 
nasyconego roztworu aniliny oraz 2-3 krople 10% roztworu NaOH. 
Ogrzewać do momentu powstania zmętnienia. W obecności chloro
formu wystąpi charakterystyczny ostry, nieprzyjemny zapach izoni
trylu. Podczas ogrzewania izonitryle ulegają izomeryzacji przechodząc 
w nitryle. Reakcja ta nie jest specyficzna dla chloroformu, bowiem 
w tych samych warunkach wywołują ją również bromoform, jodoform 
lub tetrachlorek węgla. CHCI3 + 3NaOH + (, rNH2 -- (, )-N+-C- + 3NaCI + 3Hp 

(, )-N+-C- � (, )-C_N 
5.8.2.2. Reakcja z rezorcyną i wodorotlenkiem sodu 

Do 1 cm3 frakcji III destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać .kilka 
kryształków rezorcyny i kilka kropli 10% roztworu NaOH. Ogrzewać 
we wrzącej łaźni wodnej . Pojawienie się różowego zabarwienia świad
czy o obecności chloroformu. Zabarwienie to może również wystąpić 
w obecności tetrachlorku węgla lub aldehydu mrówkowego. Natomiast 
wynik ujemny wyklucza obecność chloroformu. 

5.8.2.3. Reakcja Fuj iwary 

Do 0,5 cm3 frakcji III destylatu (patrz rozdział 4.2 .1) dodać 2 krople 
pirydyny i kroplę 0,02 M roztworu NaOH. Ogrzewać we wrzącej łaźni 
Wodnej przez kilka minut. Pojawienie się czerwono-fioletowego zabar
wienia świadczy o obecności chloroformu. Dłuższe ogrzewanie zawar
tości probówki powoduje osłabienie barwy lub jej przejście w brązową 
lub żółtą. Metoda ta pozwala wykryć 1 flg chloroformu w badanym 
materiale. 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku – kontynuacja,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki  
na podstawie umowy BIBL/SP/0040/2023/01



5.8.2.4. Reakcja z a-naftolem 

1 cm3 a-naftolu rozpuszczonego w stężonym roztworze KOH nale
ży ogrzewać przez 1-2 minuty w łaźni wodnej w temperaturze 50 oc. 
Następnie dodać kilka kropli frakcji III destylatu (patrz rozdział 4.2.1). 

W przypadku obecności chloroformu pojawia się przejściowe zabar
wienie niebieskie. Po zakwaszeniu roztworu wytrąca się ceglastoczer
wony osad. 

5.8.2.5. Reakcja z wodorotlenkiem sodu i s iarczanem (VI ) miedzi ( I I )  

Do 1 cm3 frakcji III  destylatu (patrz rozdział 4.2 .1) dodać w nad
miarze roztwór NaOH, a następnie po kropli 1% roztwór CuS04 do 
momentu pojawienia się zmętnienia. Następnie zawartość probów
ki ogrzewać do wrzenia w łaźni wodnej . W obecności chloroformu 
powstaje  kwas mrówkowy, który redukuje  wodorotlenek miedzi (II) , 
a w następnym etapie daje żółty osad wodorotlenku miedzi (I) lub czer
wony osad tlenku miedzi (I). 

CuS04 + 2NaOH --+ CU(OH)2 + Na2S04 

HCOOH + 2Cu(OH)2 --+ HOCOOH + 2CuOH + H20 

HOCOOH --+ CO2 + H20 

2CuOH --+ Cu20 + H20 
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5.9. Cyjanowodór 

5.9.1 .  Właściwości i toksyczność 

Właściwości 
fizykochemiczne 

Działanie 
szkod l iwe 

Wartości 
toksyczne 

Cyjanowodór (HCN) - bezbarwna i lotna c iecz  o zapachu  gorzk ich 
m igdałów. Dobrze m iesza s ię  z wodą ,  eta no lem i etere m .  

Cyjanowodór  i j ego s o l e  łatwo wchłan iaj ą  s i ę  do  ustroj u  przez 
błony ś l u zowe przewo d u  pokarmowego i d róg oddechowych .  Cy
j anki wprowadzone do o rga n i z m u  u l egaj ą przem i an ie do rodan 
ków i w tej postac i  są  wyd a l a n e  z mocze m .  Cyjanowodór  łączy s i ę  
z w i e l oma  meta l a m i  tworząc estry. Wszystk ie związk i ,  z których 
w orga n i zm ie  łatwo uwa l n ia s ię  HCN są s i l nymi  t ruc i zna m i .  HCN  
h a m uje  a ktywność o ksydazy cytochromowej ,  co u n iemoż l iwia 
wykorzysta n i e  t l enu  p rzez kom ó rk i .  P rzyczyną śm ie rc i  może być 
n iedot l en i en ie tka n e k, p rowadzące do  zm ian  zwyrod n ien iowych 
w centra lnym u kładz ie  n e rwowym, porażen i e  ośrodka oddecho
wego i czyn nośc i  serca .  P rawdopodobn ie  cyj a n ki pos i adają  dz i a 
łan ie  m utagenne  i te ratogen n e .  

N DS P :  5 mg/m3 (d l a  H C N ) .  
LDso (doustn ie ,  szczu ry) dla KCN :  5 mg/kg. Śmiertelna dawka HCN 
dla człowieka wynosi około 1 mg/kg, KCN :  150-250 mg/70 kg. 

5.9.2. Reakcje charakterystyczne 

5.9.2.1 . Reakcja z siarczanem (VI ) żelaza ( I I )  i ch lorkiem żelaza ( I I I )  

Do 1 cm3 frakcji I destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać kroplę świeżo 
przygotowanego 0,5% roztworu FeS04, dokładnie wymieszać i następ
nie dodać kroplę 0,5% roztworu FeCI3• Po wymieszaniu lekko podgrzać 
i ostrożnie zakwasić 10% roztworem HCl. W wyniku reakcji związków 
żelaza z cyjanowodorem powstaje kompleksowy związek o niebieskim 
zabarwieniu tzw. błękit pruski. Metoda ta pozwala na wykrycie około 
2 Ilg HCN w próbie. Małe stężenia HCN dają zabarwienie zielone lub 
niebiesko-zielone, natomiast przy większych jego stężeniach tworzy się 
niebieski osad błękitu pruskiego. Przy śladowych ilościach HCN zabar
wienie powstaje dopiero po upływie 24 godzin. 
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Fe(OH)2 + 2KCN -+ Fe(CN)2 + 2KOH 

Fe(CN)2 + 4KCN -+ I� [Fe(CN)6] 

3I� [Fe(CN)6] + 4FeCl3 -+ 12KCl + Fe4 [Fe(CN)6] 3 

5.9.2.2. Reakcja z polisiarczkiem amonu 

Do 1 cm3 frakcji I destylatu (patrz rozdział 4.2.1), umieszczonego 
na szkiełku zegarkowym lub w parowniczce, dodać 1 cm3 5% roztworu 
polisiarczku amonu i odparować do sucha w łaźni wodnej . Następ
nie zakwasić 10% roztworem HCI i dodać kroplę 5% roztworu FeCI3• 
W przypadku obecności cyjanków powstaje krwistoczerwone zabar
wienie. Metoda ta pozwala wykryć 0,1 Ilg HCN w badanej próbie. 
W wyniku reakcji cyjanowodoru z polisiarczkiem amonu powstaje 
tiocyjanian, który z FeCl3 w środowisku kwaśnym daje krwistoczer
wone zabarwienie. 

KCN + (NH4)2S2 -+ (NH4)2S + KCNS 

3KCNS + FeCl3 -+ Fe(CNS)3 + 3KCl 

5.9.2.3. Reakcja z kwasem pikrynowym 

Do 1 cm3 frakcji I destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać 1 cm3 5% 
roztworu Na2C03 oraz 2 cm3 5% roztworu kwasu pikrynowego. Dobrze 
wymieszać i ogrzewać w łaźni wodnej przez 5 minut. Po oziębieniu 
próby powstaje zabarwienie pomarańczowe świadczące o obecności 
cyjanków w badanym materiale. Próbę należy wykonać jednocześnie 
z próbą kontrolną (zamiast destylatu do wykonania reakcji użyć wodę 
destylowaną). Cyjanowodór w reakcji z kwasem pikrynowym w środo
wisku kwaśnym tworzy kwas pikrocyjaminowy o barwie pomarańczo
wej . 

5.9.2.4. Reakcja z azotanem (V) srebra 

1 cm3 frakcji I destylatu (patrz rozdział 4.2 .1) zakwasić rozcień
czonym HN03 i dodać AgN03 w nadmiarze.  W obecności cyjanków 
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w destylacie powstaje biały osad AgCN, który jest łatwo rozpuszczalny 
w amoniaku. 

5.1 0. Fenol 

5.1 0.1 . Właściwości i toksyczność 

Właściwości I Fenol (C6HsOH) w stan i e  stałym j est bezba rwnym krysta l i cznym 
fizykochemiczne i związki em o n i eprzyj e m nym zapachu  i pa l ącym smaku .  Z wodą 

tworzy wodz i a n fe n o l u .  Roz p uszcza l n oś ć  w wodz ie wzrasta  wraz  
z podwyższa n i e m  te m p e ratu ry. Powyżej t e m p e ratu ry 65 ,7  oC 
feno l  m i esza s ię  z wod ą  w każdym stosunku .  Łatwo rozpuszcza s ię  
w o lejach  i rozpuszcza l n i kach orga n i c znych, np .  etano l u ,  ch l o ro
form ie, eterze.  Fenol  w roztworach wodnych jest często stosowa
ny j ako środe k  od każający. 

Działanie 
szkod l iwe 

�-------' 

Wartości 
toksyczne 

Wchła n i a  s ię  przez skórę, d rogi oddechowe, p rzewód pokarmo
, wy. Feno l  za l i c zany jest do  t ruc i zn  dz ia łających tota l n ie ,  pon ie -

waż powoduje  denatu rację  b ia łek  komórkowych .  P rzy zetkn ięc i u  
ze skórą  powo d uje  j ej oparzen i a  z wytworzen i em pęcherzy oraz 
zaczerwien i en i a .  Podczas długiego kontaktu ze skórą może dojść  
do  powstan ia  ma rtwicy nawet tka n e k  podskórnyc h .  Wywołuje 
hemo l izę krwi nek .  Fenol wykazuje  równ ież  dz ia ła n i e  na rkotycz
ne, powod uje osłab ien ie  m ięśn i , bó le  i zawroty głowy, obn i żen ie  
temperatu ry c iała,  z abu rzen ia  oddechu ,  spadek  c i śn i en i a  k rw i .  
P rzyczyn ia  s ię  do  powstan i a  zm ian  zwyrodn i en iowych m iąższu 
ne re k  i serca .  Porażen i e  ośrod ka oddechowego przez feno l  pro
wadz i  do  śm ierc i .  

N DS :  7, 8 mg/m3•  
LDso (doustn ie, szczu ry) : 317 mg/kg;  LCso ( i n ha l a cja ,  szczu ry) : 
316 mg/m3; LDso (naskórn ie, szczu ry) : 669 mg/kg. 

5.1 0.2. Reakcje charakterystyczne 

Obecność fenolu we frakcji III destylatu (patrz rozdział 4.2 .1) można 
już stwierdzić po ostrym charakterystycznym zapachu. Destylat jest 
poza tym mętny, a przy większych jego ilościach na dnie widoczne są 
kropelki zabarwione na kolor lekko czerwony. Kropelki rozpuszczają 
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się w roztworze NaOH. W przypadku obecności kwasu salicylowego 
destylat należy zalkalizować Na2C03, z którym kwas salicylowy reagu
je tworząc sól sodową. Natomiast fenol nie daje tej reakcji z węglanem. 
Następnie roztwór należy wytrząsać z eterem i odparować w tempera
turze pokojowej . Pozostałe w ten sposób tłuste krople o silnym zapa
chu fenolu rozpuścić w niewielkiej ilości wody destylowanej . Uzyskany 
w ten sposób roztwór służy do wykonania reakcji identyfikacji. 

5.1 0.2.1 . Reakcja z 4-aminoatrypiną 

Do 0,5 cm3 frakcji III destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać 3 cm3 
wody destylowanej oraz 2-3 krople 0,75 M roztworu amoniaku. Dobrze 
wymieszać. Następnie dodać kroplę 0,6% roztworu 4-aminoatrypiny 
i kroplę 2% roztworu heksacyjanożelazianu (III) potasu. W przypadku 
obecności fenolu w destylacie tworzy się czerwone zabarwienie. W wy
niku reakcji z 4-aminoatrypiną w środowisku alkalicznym, przy udziale 
heksacyjanożelazianu (III) potasu jako środka utleniającego, powstaje 
związek o barwie czerwono-fioletowej . Metoda ta pozwala na wykrycie 
do 2 flg fenolu w badanej próbie. 

5.1 0.2.2. Reakcja z wodą bromową 

Do 1 cm3 frakcji III  destylatu (patrz rozdział 4.2 .1) dodawać kro
plami wodę bromową do otrzymania trwałego żółtego zabarwienia. 
W obecności fenolu powstaje natychmiast lub po pewnym czasie żół
tawobiały, krystaliczny osad tribromofenolu o temperaturze topnienia 
94 oc. Tribromopochodne mogą również tworzyć inne związki, takie 
jak: alkohol etylowy, aldehyd i kwas salicylowy. 

OH OH 

Ó Br Br � 
+ 3Brz - + 3HBr 

� 
Br 
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5.1 0.2.3. Reakcja z ch lorkiem żelaza ( I I I )  

Do 1 cm3 frakcji I I I  destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać 1 cm3 świe
żo przygotowanego 2% roztworu FeCl3• W obecności fenolu występuje 
zabarwienie niebieskie do niebiesko-fioletowego, które znika po doda
niu etanolu. W przypadku kwasu salicylowego, w odróżnieniu od feno
lu, zabarwienie utrzymuje się po dodaniu alkoholu etylowego. 

5.1 0.2.4. Reakcja z 5-n itrozo-8-hydroksychinol iną 

1 cm3 frakcji III  destylatu (patrz rozdział 4.2 .1) zalkalizować 10% 
roztworem NaOH i odparować do sucha. Oziębić i do otrzymanej 
w ten sposób pozostałości dodać 3 krople 1% roztworu 5-nitrozo-8-
-hydroksychinoliny w stężonym H2S04• Lekko ogrzewać w łaźni wod
nej. 5-nitrozo-8-hydroksychinolina w postaci oksymu w środowisku 
stężonego H2S04 reaguje z fenolami dając barwnik indofenolowy. Me
toda ta pozwala wykryć różnorodne związki aromatyczne w zależności 
od powstałego zabarwienia roztworu, co przedstawia Tabela 5.3. 

Tabela 5.3. Zabarwienie roztworu powstałe na skutek reakcji związków 
organicznych z 5-nitrozo-8-hydroksychinoliną 

Związek a romatyczny 

2 Ilg rezo rcyny IRDi'tr�I�.·i .. lloIJ . III11;lI. � 
4 

S Ilg o-krezo l u  

J:.O Ilg Q-nafto l u  

5.1 0.2.5.  Reakcja z odczynn ikiem Mil iona 

Barwa roztworu 

cze rwono-f io l etowa 
cząr�a 

c i emnobrązowa 
f;�le�ó�a 
c i emnobrązowa 

Do 1 cm3 frakcji III destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać kilka kropli 
odczynnika Millona. Wymieszać i odstawić na kilka minut. Przy braku 
zabarwienia ogrzewać we wrzącej łaźni wodnej . Pojawienie się czerwo
nego koloru świadczy o obecności fenolu. 
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ODCZYNNIK MILLONA: 14 g rtęci metalicznej rozpuścić w 14 cm3 stężonego 
HN0

3 
i rozcieńczyć 2-krotną objętością wody destylowanej . 

5.1 0.2.6. Próba Melzera 

Do 1 cm3 frakcji III destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać 2 cm3 stężo
nego H2S04 oraz 1-2 krople aldehydu benzoesowego. Następnie próbę 
zagotować do jednorazowego wrzenia. Roztwór pierwotnie żółtawo
brunatny pod wpływem ogrzewania przyjmuje barwę ciemnoczerwo
ną. Po oziębieniu dodać 10 cm3 wody destylowanej i zalkalizować 10% 
roztworem KOH. W obecności fenolu mieszanina barwi się na kolor 
niebiesko-fioletowy. 

5.1 0.2.7. Reakcja z dwuazowaną p-n itroan i l iną 

Do 1 cm3 frakcji III destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać 1 cm3 od
czynnika do sprzęgania (20 cm3 0,3% roztworu p-nitroaniliny zmie
szane z 0,75 cm3 10% roztworu NaN02) .  Po upływie 1 minuty dodać 
2 cm3 20% roztworu Na2C03• Wymieszać. Pojawienie się czerwonego 
zabarwienia po rozcieńczeniu próby wodą wskazuje na obecność feno
lu w destylacie. 

5.1 0.2.8. Reakcja z metawanadanem ( IV) amonu 

Do 1 cm3 frakcji III destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać kilka kro
pli świeżo przygotowanego 5% roztworu metawanadanu (IV) amonu 
w stężonym H2S04• Po wystąpieniu zabarwienia należy rozcieńczyć 
otrzymany roztwór wodą i dodać w nadmiarze 10% roztwory NaOH 
i KOH. W zależności od pojawiającej się barwy roztworu można ziden
tyfikować następujące związki: 

a) fenol - po ochłodzeniu próby barwa staje się intensywnie nie
bieska, po rozcieńczeniu wodą przyjmuje kolor jasnej, oliwkowej 
zieleni, a po zalaniu roztworami NaOH i KOH zmienia się na po
marańczowoczerwoną; 

b) pirokatechina - barwa intensywnie zielona; 
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c) rezorcyna - barwa niebieska, a po dodaniu NaOH i KOH -
żółta; 

d) hydrochinon - barwa brunatnożółta, ponadto tworzy się bru
natny osad. 

5.1 1 .  Ksylen 

5.1 1 .1 .  Właściwości i toksyczność 

Właściwości I Ksylen - bezbarwna,  łatwo pa l na  c iecz  o cha ra kte rystycznym za
fizykochemiczne pachu zb l i żonym do  benze n u .  Ksy len  jest około 4,5 -krotn ie  m n iej 

l otny od benzen u .  Występuje w trzech izomerach :  orto, meta 

i para. 

Działanie 
szkodl iwe 

Wartości 
toksyczne 

Mechan izm toksycznego dz ia łan i a  ksy l enu  związa ny jest z jego 
powi nowactwem do  tka n ki tłuszczowej, nerwowej i do  szp i ku .  
Powo d uje  to  d z iała n i e  na rkotyczne ksyle n u .  M oże s ię  te ż  kumu
lować w nadne rczach i ś l edz ion ie .  Zatruc ie  ksylenem prowadz i  do  
zm ian  hemato log icznych, n i edokrwistości ,  b ia łkomoczu ,  utraty 
przytom n ośc i, bó l u  głowy, bezsenności ,  za b u rzeń n e rwowych, 
przewod u  pokarmowego i oddychan i a .  Na  skórze mogą pojawić 
s ię  wyprysk i  l u b  nawet stany zapa l n e .  

N DS (d l a  m iesza n i n  izomerów ksyle n u ) :  1 0 0  mg/m3 • p-ksylen -

LDso (d oustn ie, szczu ry) : 5000 mg/kg; LCso ( i nha l a cja ,  szczu ry) : 
4550 ppm/4 godz . ;  o-ksylen - LDso (doustn i e, szczu ry) : 5000 
mg/kg; m-ksylen - LDso (doustn ie, szczu ry) : 5000 mg/kg; 
LDso (naskórn ie, kró l i k ) :  14100 mg/kg. 

5.1 1 .2. Anal iza i lościowa 

5.1 1 .2.1 . Oznaczanie zawartości kwasu m-metyloh ipurowego (metabolit 
ksylenu) w moczu 

U ludzi ksylen ulega przemianie głównie przez utlenienie jednej 
z grup metylowych do kwasów toluilowych (metylobenzoesowych), 
które po połączeniu się z glicyną, H2S04 lub kwasem glukuronowym 
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są wydalane z moczem. Ksylen w niewielkim stopniu może ulec prze
mianom do związków fenolowych, ksylenoli oraz kwasów hydroksyto
luilowych. W badaniach przeprowadzonych na królikach i szczurach, 
stwierdzono, że 60% o-ksylenu jest przekształcane w kwas toluilowy, 
który następnie jest wydalany z moczem w postaci wolnej lub zwią
zanej z kwasem glukuronowym. Po sprzęgnięciu z glicyną może być 
również wydalany jako kwas o-metylohipurowy. U ludzi około 80-90% 
m-ksylenu wchłoniętego w postaci par jest usuwane z organizmu 
jako kwas m-metylohipurowy. Część ksylenu może być wydalona 
przez płuca w postaci niezmienionej .  Oznaczanie zawartości kwasu 
m-metylohipurowego polega na ciągłej ekstrakcji moczu eterem etylo
wym w środowisku kwaśnym. Następnie przeprowadza się oddzielenie 
kwasu m-metylohipurowego od kwasu hipurowego metodą chroma
tografii bibułowej . Po wywołaniu chromatogramów uzyskane plamy 
należy wyeluować etanolem. Pomiar absorbancji barwnego eluatu wy
konuje się przy długości fali 1..=470 nm. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1 .  0,1 M wodny roztwór Hel; 
2.  eter etylowy cz.d.a. ; 
3. 96% etanol; 
4. bezwodnik kwasu octowego cz.d.a. ; 
5. 25% roztwór NH40H; 
6. wywoływacz (4 g aldehydu p-dimetyloaminobenzoesowego rozpuścić w 100 

cm3 bezwodnika kwasu octowego z dodatkiem 10 g octanu sodu); 
7. butanol I-rzędowy cz.d.a.; 
8. roztwór wzorcowy kwasu m-metylohipurowego (1 g kwasu m-metylohipuro

we go rozpuścić w 100 cm3 96% alkoholu etylowego); 
9. bibuła chromatograficzna Whatman nr 4, komora chromatograficzna. 

15 cm3 moczu zakwasić do pH=2-2,5. Następnie poddać ekstrakcji 
ciągłej za pomocą eteru etylowego przez 4 godziny. Po ekstrakcji eter 
odparować, a pozostałość rozpuścić w 3 cm3 etanolu. Za pomocą pi
pety pobrać 0,01 cm3 otrzymanego roztworu etanolowego i nanieść 
na pasek bibuły chromatograficznej o wymiarach 3,5x58 cm. Rozdział 
prowadzić w komorze chromatograficznej przez 40 godzin. Jako fazę 
ruchomą stosuje się mieszaninę n-butanolu i 25% roztworu NH40H 
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w stosunku 4:1. Po rozwinięciu chromatogram należy wysuszyć przez 
15 minut na powietrzu, a następnie w suszarce w temperaturze 60 oC 
przez 1-2 godziny. Po wysuszeniu chromatogram wywołać przez zanu
rzenie w wywoływaczu. Po wstępnym wysuszeniu między arkuszami 
bibuły, umieścić w suszarce o temperaturze 140 oC na 3 minuty. Uzysku
je się plamy koloru pomarańczowego o następujących wartościach Rf: 
0,31 dla kwasu hipurowego i 0,40 dla kwasu m-metylohipurowego. 
Plamy kwasu m-metylohipurowego po wycięciu wyeluować za pomo
cą 5 cm3 etanolu przez okres 2 godzin. Pomiaru absorbancji dokonać 
przy długości fali A=470 nm wobec próby ślepej będącej eluatem bibu
ły zanurzonej uprzednio w odczynniku wywołującym i wysuszonym 
w temperaturze 140 oc. 

WYKRES WZORCOWY: Do 15 cm3 moczu fizjologicznego dodawać kolejno: 0,75, 
1,5, 2,25, 3,0 i 3,75 cm3 roztworu wzorcowego kwasu m-metylohipurowego. Dal
sze postępowanie j ak z próbą badaną. Zawartość kwasu m-metylohipurowego 
w badanej próbie odczytać z krzywej wzorcowej . Obliczanie wchłoniętej dawki 
ksylenu dokonać przy zastosowaniu jednego z przedstawionych w Tabeli 5.4. 
wariantów ekspozycji .  Ocenę narażenia na ksylen można oprzeć na najwyższej 
dopuszczalnej dziennej dawce m-ksylenu, gdyż izomer ten stanowi 60-75% mie
szaniny trzech izomerów występujących w preparacie handlowym. Najwyższa 
dawka dzienna wynosi 300 mg uwzględniając 65% zawartości m-ksylenu w mie
szaninie. W moczu osób nienarażonych na działanie m-ksylenu nie stwier
dza się obecności kwasu m-metylohipurowego. 

Tabela 5.4. Warianty ekspozycji na ksylen 

Wariant testu 

1ł1ł.I<�ć wydalania kwasu m2trletyIQH!:p�lrowego {Mgtth: 
al w moczu zebra nym w c iągu 24 godz in  od rozpoczęc ia  

ekspozycj i :  
bl w moczu zebranym m iędzy 6 a 8 godz iną  od rozpoczę

c ia e kspozycj i :  
cl w moczu zebranym m iędzy 8 a 12  godz iną  od rozpoczę

c ia e kspozycj i :  

x - wchło n ięta dawka ksy l e n u  (mg),  

�- zawartość kwasu m-metyl o h i p u rowego (mg/cm3 ) .  

Obl iczenie wchłoniętej 
dawki 

x = 14,87·y 

x = 4,94·y 

x = 17, l'y 
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5.1 2. Kwas mrówkowy 

5 . 1 2.1 . Właściwości i toksyczność 

Właściwości Kwas mrówkowy (HCOOH) - bezba rwna,  przezroczysta c iecz 
fizykochemiczne ! o ostrym,  d ra żn i ącym zapac h u .  M iesza s ię  z wodą w każdym sto

sunku .  

Działanie 
szkodl iwe 

Kwas m rówkowy posiada  s i l ne  właśc iwośc i  ż rące, m oże spowo
dować podrażn i en i e  skóry. Pa ry kwasu wywołują podrażn ien ia  
oczu ,  kasze l ,  d uszność, ob rzęk płu c  i głośn i .  Wysoką ku m u lację 
kwas u  m rówkowego o b s e rwuje  s ię w o rga n i z m i e  rów n i e ż  po 
s pożyc i u  a l ko h o l u  m ety lowego .  P rzekształce n i e  m eta n o l u  do  
kwasu  m rówkowego p rowa d z i  d o  s i l n ej kwas i cy  m et a b o l i c z nej 
oraz zm i an  zwyrodn i e n iowych w oku ( ś lepoty). 

r Wartości N OS :  5 mg/m3; N OSeh :  15  mg/m3 •  
i toksyczne \ ) LOso (doustn i e, szczu ry) : 1 100 mg/kg. 

5 .1 2.2. Reakcje charakterystyczne 

5.1 2.2.1 . Reakcja z ch lorkiem żelaza ( I I I )  
Część osadu powstałego po odparowaniu (patrz rozdział 5.13) rozpu

ścić w 0,5 cm3 wody destylowanej i dodać l cm3 10% roztworu FeCI3• 
W razie obecności kwasu mrówkowego roztwór zabarwi się na czer
wono. 

5.1 2.2.2. Reakcja z chlorkiem rtęci ( I I )  

Część osadu powstałego po odparowaniu (patrz rozdział 5.13) roz
puścić w 0,5 cm3 wody destylowanej i dodać l cm3 1% roztworu HgCI2, 
wymieszać i ogrzewać do wrzenia w łaźni wodnej. Obecność kwasu 
mrówkowego spowoduje redukcję chlorku rtęci (II) do chlorku rtęci (I). 

5.1 2.2.3. Reakcja z azotanem (V) srebra 

Część osadu powstałego po odparowaniu (patrz rozdział 5.13) rozpu
ścić w 0,5 cm3 wody destylowanej i dodać 2 cm3 2% roztworu AgN03, 
który ulega redukcji z wydzieleniem metalicznego srebra, co wskazuje 
na obecność kwasu mrówkowego. 
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5.1 3. Kwas octowy 

5.1 3 .1 .  Właściwości i toksyczność 

Właściwości 
fizykochemiczne 

Działanie 
szkod l iwe 

Wartości 
toksyczne 

Kwas octowy (CH3COOH) - bezba rwna c iecz  o ostrym, d rażn ią 
cym zapach u .  M iesza s ię  z wodą w każdym stos u n k u .  

Jest t o  związek s i l n i e  żrący, p rzy bezpośred n i m  kontakc ie na  skutek 
oparzeń chemicznych powoduje  uszkodzen ie  tka nek  z ma rtwicą 
skrzepową. Wdychan ie  par  kwasu może doprowadz ić  do  c iężk ie
go toksycznego obrzęku płu c i głośn i  oraz podrażn ien ia  spojówki 
oczu. Często zwiększone  stężen ie  kwasu octowego w orga n izm ie  
obserwuje s ię po spożyc iu  etano l u .  Powstały z przem ian  m etabo
l i cznych etano l u  p rzy n iedoborze t lenu kom órkowego p rowadz i  
do  s i l nej kwas icy organ i zmu  i uszkodzen i a  wątroby. 

N DS :  15 mg/m3; N DSCh :  30 mg/m3•  LDso (doustn ie,  szczu ry) : 
) 3310  mg/kg; LDso ( naskórn i e, k ró l i k) :  1060 mg/kg. 

5.1 3.2. Reakcje charakterystyczne 

Podczas wykonywania reakcji na identyfikację kwasu octowego 
w badanym materiale, należy część destylatu, który posiada silnie kwa
śny odczyn zobojętnić 5% roztworem Na2C03 wobec papierka wskaźni
kowego i odparować w łaźni wodnej do sucha. Otrzymany w ten sposób 
biały osad należy podzielić na kilka części i wykonać próby na wykry
wanie kwasu octowego i kwasu mrówkowego (patrz rozdział 5.12) .  

5.1 3.2.1 . Reakcja z ch lorkiem żelaza ( I I I )  

Część osadu powstałego po odparowaniu rozpuścić w 0,5 cm3 wody 
destylowanej i dodać l cm3 10% roztworu FeCl3 • W obecności kwasu 
octowego roztwór zabarwi się na czerwono. 

5.1 3.2.2. Reakcja z tritlenkiem arsenu ( I I I )  

Część osadu powstałego po odparowaniu zmieszać w probówce 
z tritlenkiem arsenu (III) i podgrzewać w łaźni wodnej . W przypad
ku obecności kwasu octowego można wyczuć wstrętny zapach tlenku 
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kakodylu. Reakcję tę dają tylko suche octany, natomiast nie zachodzi 
z kwasem mrówkowym, co pozwala na odróżnienie od siebie tych 
dwóch kwasów. 

5.1 3.2.3. Reakcja estryfikacj i 

Część osadu powstałego po odparowaniu rozpuścić w 0,5 cm3 wody 
destylowanej i dodać 1 cm3 stężonego H2S04 oraz kilka kryształków 
octanu sodu. Następnie ogrzewać. W obecności kwasu octowego two
rzy się charakterystyczny zapach octowy, wyczuwalny również po ozię
bieniu lub po wylaniu go na zimną wodę. 

5.1 4. N itrobenzen 

5 . 1 4.1 . Właściwości i toksyczność 

( Właściwości \ N itrobenzen (C6HsN02) - żółta, o l e ista c iecz  o zapachu  gorz k ich l fizykochemiczne j m igdałów. Sła b o  roz p uszcza  s i ę  w wodz ie ,  na to m i a st d o b rze 
w rozp uszcza l n i kach  o rga n i cznych, np .  etano l u ,  eterze.  

Działanie 
szkodl iwe 

r Wartości 
l toksyczne 

Dz iałan i e  szkod l iwe n itrobenze n u  wyn i ka z właśc iwości  toksycz
nych j ego m etabo l itów: fenylohyd roksy la m i ny i p-a m i nofeno l u, 
któ re powo d ują  powstawan ie  methemog lob i ny. Dz ięk i  właśc i 
wośc iom l i pof i l nym, n it robenzen łatwo przechodz i  p rzez ba r ierę 
k rew-mózg i ku m u l uje  s ię  w ośrod kowym u kładz ie  n e rwowym.  
Efektem tego jes t  dz i ała n i e  na rkotyczne  i n e u ro log iczne n itro
benze n u .  Wpływ ra kotwórczy n i t robenze n u  jest spowodowa ny 
tworzen i e m  się wol nych rod n i ków. Ostre zat ruc ie  n it robenzenem 
o bjawia s ię  n i edot l en i en iem  tka n e k  i na rządów (s i n ica) ,  z abu rze
n i em  pracy serca, n i ewydo lnośc ią  krążen ia ,  spadk iem c i śn ien i a  
krwi, bó l a m i  głowy, sta n a m i  na rkotycznymi ,  utratą p rzytom n ości ,  
śp iączką .  Porażen ie  ośro d ka oddechowego i ostra n i ewydo l ność 
krążen i a  spowodowane  n i t robenzenem prowadzą  do  ś m ierc i .  
D łuższe dz ia łan ie  n it robenze n u  jest przyczyną  n i edokrwistości 
(spadek  o połowę i l ośc i  e rytrocytów i hemog lob iny) oraz uszko
dzen ia  wątroby i żółta czk i .  

N DS :  3 mg/m3; N DSCh :  10 mg/m3 •  LDso (doustn ie, szczu ry) : 489 
--.-J mg/kg; LDso (naskórn ie, szczu ry) : 2 100 mg/kg. 
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5.1 4.2. Reakcje charakterystyczne 

Obecność nitrobenzenu w destylacie można już wykryć po zapa
chu gorzkich migdałów przy wykluczeniu obecności cyjanowodoru 
i aldehydu benzoesowego. W przypadku dużych stężeń nitrobenzenu 
w badanym materiale podczas destylacji w odbieralniku pojawia się 
w postaci żółtych, tłustych kropel o zapachu gorzkich migdałów. Re
akcje identyfikacji nitrobenzenu polegają na redukcji grupy nitrowej 
do aminowej . Powstaje w ten sposób anilina, którą można wykryć za 
pomocą reakcji charakterystycznych dla tego związku. 

5.1 4.2.1 . Redukcja do an i l iny 

2-3 cm3 frakcji II destylatu (patrz rozdział 4.2.1) wytrząsać z ete
rem w temperaturze pokojowej . Następnie przemyć małą ilością wody 
i przesączyć. Eter odparować w temperaturze pokojowej . Pozostałość po 
odparowaniu rozpuścić w alkoholu etylowym i przelać do małej zlewki. 
Dodać 2 cm3 stężonego HCl i niewielką ilość płynu cynkowego. Dobrze 
wymieszać i odstawić badaną próbę do momentu zniknięcia charak
terystycznego zapachu nitrobenzenu (zapachu gorzkich migdałów). 
Płyn ponownie przesączyć i wytrząsać z eterem. Po odparowaniu eteru 
otrzymaną pozostałość rozpuścić w niewielkiej ilości wody destylowa
nej i przeprowadzić reakcje specyficzne dla aniliny (patrz rozdział 5.6). 

5.1 4.2.2. Reakcja z rezorcyną 

Część suchej pozostałości przenieść do parowniczki. Zalać stężo
nym H2SO 4 i następnie dodać kilka kryształków rezorcyny. Powstanie 
fioletowego zabarwienia świadczy o obecności nitrobenzenu w badanej 
próbie. 
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5.1 5.  Pirydyna 

5.1 5.1 . Właściwości i toksyczność 

r Właściwości \ Pirydyna (CsHsN) - bezba rwna l u b  żółtawa c iecz  dobrze rozpusz-
l fizykochemiczne j czająca  s ię  w wodzie,  eta no l u, benzen ie  i eterze.  

Działanie 
l szkod l iwe 

Podczas wdychan i a  par p i rydyny następuje podrażn i en i e  błon 
ś l u zowych górnych d róg oddechowyc h .  P i rydyna powod uje ta kże 
pod rażn i en i a  oczu .  Spożycie wywołuje mdłośc i ,  bó le  głowy, n ie-
pokój, bezsen ność .  P rzy d u żych dawkach p i rydyny obserwuje s ię  
uszkodzen i a  m ięśn ia  se rcowego, za paść, na rkozę. Dz iała n i e  p rze
w lekłe objawia s ię  uszkodzen i em wątroby oraz ne rek .  

( Wartości I N OS :  5 mg/m3; N OSCh :  30 mg/m3 • l toksyczne ' LDso (doustn ie, szczu ry) : 891 mg/kg; 
�----� 

LCso ( i n ha l a cja ,  szczu ry) : 4000 ppm/4 godz .  

5.1 5 .2.  Reakcje charakterystyczne 

5.1 5.2.1 . Reakcja z an i l iną i bromocyjanem 

Do 1 cm3 frakcji III destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać kilka kro
pli świeżo przedestylowanej aniliny i 0,5 cm3 roztworu bromocyjanu. 
W przypadku obecności pirydyny w badanym materiale pojawia się żółte 
zabarwienie warstwy wodnej i czerwonej aniliny. Przy dużym stężeniu 
pirydyny tworzy się osad bromku N-anilido-N-fenylodihydropirydyny 
o zabarwieniu czerwonym. 

Roztwór bromocyjanu należy sporządzić na świeżo dodając do wody 
bromowej 10% roztwór KCN (jednocześnie chłodząc) do momentu jej 
odbarwienia. 

5.1 5.2.2. Reakcja z benzydyną 

Do 2 cm3 obojętnego lub słabo kwaśnego roztworu frakcji III de
stylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać 1 g octanu sodu, 0,5 cm3 roztworu 
bromocyjanu oraz 1 cm3 nasyconego roztworu benzydyny. Dokładnie 
wymieszać. Następnie odstawić na kilka minut. Pojawienie się czerwo
nej barwy wskazuje na obecność pirydyny. 
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5.1 5.2.3. Reakcja z siarczanem (VI )  miedzi ( I I )  i tiocyjanianem potasu 

Do 1 cm3 frakcji III destylatu (patrz rozdział 4.2.1) dodać kroplę 10% 
roztworu CuS04• Kilka razy wstrząsnąć. Następnie dodać kroplę 20% 
roztworu tiocyjanianu potasu. W przypadku występowania pirydyny 
w destylacie powstaje zielony osad Cu(CsHsN)2' który bardzo trudno 
rozpuszcza się w wodzie. 

5.1 5.2.4. Reakcja z 2,4-d in itroch lorobenzenem 

1 cm3 frakcji III destylatu (patrz rozdział 4.2.1) ogrzewać w łaźni 
wodnej z 1 cm3 alkoholowego roztworu 2,4-dinitrochlorobenzenu. Po 
ostygnięciu i dodaniu do próby 0,5 cm3 10% roztworu KOH tworzy się 
barwa czerwonofioletowa, świadcząca o obecności pirydyny w bada
nym materiale. 

5.1 6. Toluen 

5.1 6.1 .  Właściwości i toksyczność 

Właściwości 
fizykochemiczne 

Działanie 
szkod l iwe 

Toluen - rozpuszcz a l n i k  orga n i czny, dwa razy mn i ej lotny od ben 
zen u .  

To l u e n  dz iała s i l n i e  toksyczn ie  na  u kład ne rwowy. Powo d uje  
zm iany w u kładz ie  krwionośnym, objawiające s ię  zmn i ejszen i em 
l i czby krwin e k  cze rwonych, i ch  wie l kośc i  i kształt u .  W orga n i zm ie  
to l u e n  jest szybko m etabo l izowa ny do  kwasu benzoesowego, 
który cha ra kte ryzuje się n iewie l ką toksycznośc ią ,  ale może być 
p rzyczyną kwasicy całego ust roj u .  Podczas zatru c ia  to l uenem 
dochodz i  do  porażen ia  ważnych d l a  życ ia ośrod ków ne rwowych, 
co często p rowadz i  do  ut raty przytom nośc i .  Zatru c ia  przew lekłe 
objawiają  się pod rażn ien iem błon ś l u zowyh, zapa l en i em spojó
wek, za b u rzen i am i  ne rwowymi, zawrotam i  i bó lami  głowy, zabu
rzen i am i  p racy serca .  

Wartości �. N OS :  100 mg/m3; N OSCh :  350 mg/m3 .  
toksyczne I LOso (doustn ie, szczu ry) : 636 mg/kg; 

LCso ( i nha l a cja ,  szc zu ry ) :  49 g/m3/4 godz .  
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5.1 6.2. Analiza i lościowa 

5.1 6.2.1 . Oznaczenie zawartości kwasu h ipurowego (metabolit toluenu )  
w moczu 

W ustroju toluen jest metabolizowany do kwasu benzoesowego, 
który w 10-20% jest wydalany z moczem w postaci sprzężonej z kwasem 
glukuronowym. Około 68% wchłoniętego toluenu ulega przemianom 
do kwasu hipurowego. U ludzi toluen w postaci niezmienionej może 
być wydalany z wydychanym powietrzem (około 16%) lub w śladowych 
ilościach (0,06%) wraz z moczem. Wydalanie kwasu benzoesowego 
sprzężonego z kwasem glukuronowym jest bardzo szybkie. Stwier
dzono, że po upływie 24 godzin od ekspozycji na toluen nie występuje 
podwyższony poziom tego metabolitu w moczu. Ocenę narażenia na 
toluen opiera się na oznaczaniu zawartości kwasu benzoesowego lub 
hipurowego w moczu zebranym między 4 a 8 godziną ekspozycji. 

Zasada oznaczenia zawartości kwasu hipurowego w moczu metodą 
Mikulskiego i Wiglusz polega na wykorzystaniu reakcji barwnej kwasu 
hipurowego z aldehydem p-aminobenzoesowym i bezwodnikiem octo
wym. 

ODCZYNNIKI: 
1. 6 M roztwór wodny HCl; 
2. octan etylu cz.d.a. ; 
3. aldehyd p-aminobenzoesowy (roztwór 1, 5% w bezwodniku kwasu octowe

go); 
4. chlorek żelaza (III) FeCl

3 (roztwór 0,16% w bezwodniku kwasu octowego) 
przygotowany bezpośrednio przed oznaczeniem; 

5. 96% lub absolutny alkohol etylowy; 
6. roztwór wzorcowy kwasu hipurowego (10 mg kwasu rozpuścić w 100 cm3 

wody zakwaszonej HCl do pH=2). 
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5 cm3 moczu zakwasić HCl do pH=2 i rozcieńczyć wodą destylo
waną do objętości 100 cm3• Pobrać 1 cm3 i poddać ekstrakcji 5 cm3 
octanu etylu, wytrząsając próbę w rozdzielaczu przez 1 minutę. 
Następnie pobrać 1 cm3 ekstraktu i odparować w łaźni wodnej do 
sucha. Do suchej pozostałości dodać 0,5 cm3 1,5% roztworu aldehydu 
p-aminobenzoesowego w bezwodniku octowym oraz 0 ,5 cm3 0,16% 
roztworu FeCly Próbę ogrzewać we wrzącej łaźni wodnej przez 
10 minut. Oziębić i dodać 4 cm3 etanolu. Bardzo dokładnie wymie
szać i odczekać 10 minut. Po tym czasie odczytać wartość absorbancji 
przy długości fali A=470 nm wobec próby odczynnikowej. 

WYKRES WZORCOWY: Do probówek pobrać wzrastaj ące ilości roztworu wzor
cowego kwasu hipurowego: 10, 20, 30, 40, 50 i 60 mg i uzupełnić wodą destylo
waną do 1 cm3• Następnie do każdej probówki dodać 5 cm3 octanu etylu. Dalsze 
postępowanie jest analogiczne do wyżej opisanego. Odczytać wartość absorban
cji dla prób wzorcowych i sporządzić krzywą wzorcową. Z wykresu odczytać 
zawartość kwasu hipurowego w próbie badanej .  

Obliczenie wchłoniętej dawki (D) toluenu można dokonać na pod
stawie wzoru: 

V 1 2  D = 0,08 (mg/godz . ) , 

gdzie: 
V - szybkość wydalania (mg/cm3). 
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5.1 7. Trichloroetylen 

5.1 7.1 . Właściwości i toksyczność 

r Właściwości I Trich loroetylen (TRI ) - przez roczysta c iecz  o zapachu  zb l i żonym 
fizykochemiczne do ch l o roform u .  Dobrze rozpuszcza tłuszcze, fa rby, e m a l ie,  ka u-\. ) 

( Działanie 
l szkodl iwe 

r Wartości 
l toksyczne 

czuk .  

TR I  dz iała dep resyj n i e  na  ośrod kowy u kład ne rwowy, uszkadza 
m ies ień se rcowy, wątrobę i nerk i .  J est związk iem l i pofi l nym  o wy
sok im powinowactwie do l i p i dów, któ ry łatwo prze n i ka bar ierę 
krew-m ózg i ku m u l uje  s ię  w tka n ce ne rwowej . TR I  jest s i l n ą  tru
c izną p rotop lazmatyczną i enzymatyczną .  Powod uje stłuszcza n ie 
kom ó rek  wątroby i i ch  m a rskość oraz uszkodzen ie  ne rek .  C iężk ie 
zat ruc ie  TR I  p rowadz i  do  utraty p rzytom n ośc i ,  z abu rzen i a  rytm u  
serca,  porażen i a  n e rwu t rójdz i e l nego, a zwłaszcza jego włókien 
c zuc iowych .  Porażen ie  ośrodka oddechowego o raz  czynności 
se rca przez TR I  powoduje  zgon nawet w ciągu k i l ku  godz i n .  Długo
trwałe na rażen ie  na  TRI p rowadz i  do  uszkodzen i a  ne re k, wątroby 
i rozwoj u żółtaczk i ,  osła b i en ia ,  u poś ledzen ia  wzroku,  wystąp ien ia  
bó lów ne rwowych,  mięśn i  i stawów. Bezpośred n i e  dz iała n ie  na 
skórę jest przyczyną  sta n ów zapa l nych skóry. 

N DS :  50 mg/m3; N DSCh :  400 mg/m3•  
LCso ( i nha l a cja ,  szczu ry) : 8000 ppm/4 godz . ;  
LDso (naskórn ie, kró l i k) :  > 29000 mg/kg; 
LDso (doustn i e, szc zu ry) :  4920 mg/kg; 
LDso (doustnie, człowiek) :  7000 mg/kg. 

5.1 7.2. Analiza i lościowa 

U ludzi trichloroetylen jest metabolizowany do chloralu (aldehy
du trichlorooctowego) i wodzianu chloralu (uwodnionego aldehydu 
trichlorooctowego) tworząc uprzednio ugrupowanie epoksydowe. 
Powstały wodzian chloralu bardzo szybko ulega redukcji do trichloro
etanolu (30-60%) albo na drodze utlenienia tworzy kwas trichlorooc
towy (10-40%). Oprócz wymienionych metabolitów stwierdzono także 
obecność kwasu monochlorooctowego (3 -5%), kwasu dichloroocto
wego (0,1-2%), kwasu szczawiowego (0,7-1,8%) i N-(hydroksyacetylo) 
-amino etanolu (4,1-7,2%). W organizmie TRI ulega sprzęgnięciu 
z kwasem glukuronowym w postaci, której jest wydalany z moczem. 
W niewielkiej ilości jest również wydalany w postaci niezmienionej 
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z powietrzem wydychanym (19%) oraz z moczem (poniżej 1%). Maksi
mum wydalania TRI przypada pomiędzy 3 a 4 godziną po ekspozycji 
organizmu na tę substancję toksyczną, a dla kwasu trichlorooctowego 
po 24-48 godzinach od przerwania ekspozycji. 

Ocena narażenia na trichloroetylen najczęściej oparta jest na ozna
czaniu kwasu trichlorooctowego lub trichloroetanolu w moczu. 

5.1 7.2.1 . Oznaczanie zawartości kwasu trich lorooctowego 

Oznaczanie zawartości kwasu trichlorooctowego opiera się na reak
�cji barwnej Fujiwary z pirydyną w środowisku alkalicznym. 

ODCZYNNIKI: 
1. pirydyna cz.d.a. (redestylowana); 
2. 20% roztwór NaOH; 
3. kwas trichlorooctowy; 
4. roztwór podstawowy kwasu trichlorooctowego o stężeniu 1 mg/cm3; 
5. roztwór wzorcowy kwasu trichlorooctowego o stężeniu 10 f1g/cm3• 

Do 2 cm3 moczu dodać 5 cm3 20% roztworu NaOH. Dobrze wymie
szać. Następnie dodać 8 cm3 pirydyny, ponownie wymieszać i umie
ścić w łaźni wodnej o temperaturze 70 oC na 15 minut. Po tym czasie 
próbę ochłodzić. Do 7,5 cm3 pobranej warstwy pirydynowej dodać 
3 cm3 wody destylowanej, wymieszać i zmierzyć absorbancję powstałe
go czerwono-fioletowego roztworu przy długości fali A=530 nm. 

wYKRES WZORCOWY: Do probówek odmierzyć od O do 2 cm3 roztworu wzor
Cowego kwasu trichlorooctowego (0-20 f1g) i uzupełnić wodą destylowaną do 
objętości 2 cm3• Dalsze postępowanie jak przy oznaczeniu kwasu trichloroocto
wego w moczu. Zawartość kwasu trichlorooctowego w badanej próbie odczytać 
z wykresu wzorcowego. 

5.1 7.2.2. Oznaczan ie zawartości trichloroetanolu 

Trichloroetanol wydalany jest z moczem w połączeniu z kwasem 
glukuronowym w postaci kwasu uruchlorowego. Mocz po hydrolizie 
z H2S04 poddać destylacji z parą wodną. Uzyskany w ten sposób wolny 
trichloroetanol oznaczyć za pomocą reakcji Fujiwary. 
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ODCZYNNIKI: 
1 .  trichloroetanol cz.d.a. ; 
2 .  pirydyna cz.d.a. (re destylowana); 
3. stężony H2S04 cz.d.a.; 
4. 5 M wodny roztwór NaOH; 
5. roztwór podstawowy trichloroetanolu o stężeniu 5 mg/cm3; 
6. roztwór wzorcowy trichloroetanolu o stężeniu 250 I1g/cm3. 

Do 100 cm3 moczu dodać 10 cm3 stężonego H2S04 i ogrzewać przez 
godzinę pod chłodnicą zwrotną. Uwolniony po hydrolizie trichloroeta
nol destylować z parą wodną zbierając 100 cm3 destylatu (1 cm3 destyla
tu odpowiada 1 cm3 moczu). Następnie pobrać 2 cm3 destylatu i dodać 
do niego 5 cm3 5 M NaOH i 10 cm3 pirydyny. Dobrze wymieszać. Po 
wymieszaniu badaną próbę wstawić do łaźni wodnej o temperaturze 
70 oC na 15 minut. Po tym czasie próbę ochłodzić, pobrać z niej 5 cm3 
warstwy pirydynowej i przenieść do probówki z 2 cm3 wody destylo
wanej . Po wymieszaniu odczytać absorbancję barwnego roztworu przy 
długości fali 1.=420 nm wobec próby ślepej (odczynnikowej) w czasie 
nie dłuższym niż 20 minut po dodaniu warstwy pirydynowej do wody. 

WYKRES WZORCOWY: wykres wzorcowy przygotować z roztworu o stężeniu 
250 I1glem3 dla zakresu stężeń 35 i 350 I1g trichloroetanolu w objętości 2 cm3. 
Jednocześnie przygotować próbę ślepą, zawierającą 2 cm3 wody destylowanej, 
zamiast destylatu moczu. Następnie do wszystkich prób dodać 5 cm3 5 M NaOH 
i 10 cm3 pirydyny. Dalej postępować tak jak przy oznaczaniu moczu. 

5.1 7.2.3. Oznaczanie całkowitej zawartości związków trich lorowych 

W pierwszym etapie próbkę moczu poddaje się utlenianiu, a na
stępnie ekstrakcji pirydyną ze środowiska zasadowego. W kolejnej fazie 
przeprowadza się barwną reakcję z chlorowodorkiem p-toluidyny. Za
wartość badanych metabolitów: kwasu trichlorooctowego i trichloro
etanolu oznacza się spektrofotometrycznie. 

ODCZYNNIKI: 
1 .  chlorowodorek p-toluidyny cz.d.a. (3% roztwór w 85% kwasie mrówkowym); 
2. roztwór wodny podstawowy kwasu trichlorooctowego o stężeniu 1 mglem3; 
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3. roztwór wodny roboczy kwasu trichlorooctowego o stężeniu 25 fig/cm3; 
4. roztwór wodny podstawowy trichloroetanolu o stężeniu l mg/cm3; 
5. roztwór wodny roboczy trichloroetanolu o stężeniu 25 fig/cm3; 
6. roztwór wzorcowy mieszaniny kwasu trichlorooctowego (25 fig/cm3) i tri-

chloroetanolu (25 fig/cm3 zmieszanych w stosunku 1 :1) ;  
7. pirydyna cz.d.a.; 
8. 10 M wodny roztwór KOH; 
9. odczynnik utleniający (8,9 g er03 + 15 cm3 61% HN03 + 5 cm3 H20). 

Do 0,5 cm3 moczu dodać 0,5 cm3 odczynnika utleniającego i dobrze 
wymieszać. Probówkę szczelnie zamknąć i próbę ogrzewać we wrzącej 
łaźni wodnej przez 10 minut. Zawartość probówki ochłodzić w lodzie 
i zobojętnić roztworem 10 M KOH, dodać 2 cm3 KOH i 5 cm3 pirydyny, 
wymieszać. Mieszaninę ponownie ogrzewać we wrzącej łaźni wod
nej przez 3 minuty w celu wywołania barwy. Po schłodzeniu (przez 
5 minut) pobrać do nowej czystej probówki 3 cm3 warstwy pirydynowej, 
dodać 0,5 cm3 roztworu chlorowodorku p-toluidyny w kwasie mrów
kowym. Pomiar absorbancji wykonać po 30 minutach przy długości 
fali A=500 nm wobec wody destylowanej . 

WYKRES WZORCOWY: Do 5 probówek odmierzyć kolejno: 0,04, 0,08, 0,12, 0,16 
i 0,20 cm3 roztworu wzorcowego (mieszaniny kwasu trichlorooctowego i tri
chloroetanolu w stosunku 1:1) i uzupełnić moczem fizjologicznym do obj ętości 
0,5 cm3• Dalej należy postępować jak z próbą badaną. Sporządzić wykres wzor
cowy i z niego odczytać całkowitą zawartość związków trichlorowych w próbie 
badanej . 

Znając całkowitą zawartość związków trichlorowych należy ozna
czyć ilość kwasu trichlorooctowego w badanej próbie. 

Do 0,5 cm3 badanego moczu dodać 0,5 cm3 odczynnika utleniające
go i natychmiast zobojętnić roztworem KOH. Próbę ochłodzić w lodzie. 
Następnie dodać 2 cm3 1Q M KOH i 5 cm3 pirydyny. Dalsze postępowa
nie - analogicznie jak przy oznaczaniu całkowitej zawartości związków 
trichlorowych. Zawartość kwasu trichlorooctowego w badanej próbie 
odczytać z uprzednio sporządzonego wykresu wzorcowego. 

Dysponując wynikami dotyczącymi całkowitej zawartości związków 
trichloropochodnych oraz zawartości kwasu trichlorooctowego można 
obliczyć ilość trichloroetanolu w badanej próbie moczu. Uzyskuje się to 
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poprzez odjęcie od całkowitej ilości związków trichlorowych, odczyta
nej z wykresu wzorcowego ilości kwasu trichlorooctowego. 

Dynamika wydalania trichloroetanolu i kwasu trichlorooctowego 
jest różna. Zawartość trichloroetanolu w moczu informuje o naraże
niu osoby w danym dniu, natomiast kwas trichlorooctowy wskazuje 
na narażenie osoby w dłuższym okresie. Stwierdzono istnienie pro
stoliniowej zależności między stężeniem trichloroetylenu w powietrzu 
a stężeniem kwasu trichlorowego w moczu, np. stężenie trichloroety
lenu w powietrzu wynoszące 400 mg/m3 odpowiada stężeniu kwasu 
trichlorooctowego w moczu około 160 mg/dm3, natomiast przy warto
ści 50 mg/m3 trichloroetylenu w powietrzu, stężenie kwasu trichloro
octowego wynosi około 20 mg/dm3• Podaną wartość można uważać za 
najwyższy dopuszczalny poziom kwasu trichlorooctowego w moczu. 
Według Elkinsa można dokonać oceny narażenia na trichloroetylen 
uwzględniając stężenie kwasu trichlorooctowego w moczu: 

• narażenie nieznaczne: poniżej 50 mg/dm3 moczu; 
• narażenie lekkie: 50-200 mg/dm3 moczu; 
• narażenie umiarkowane: 200-500 mg/dm3 moczu; 
• narażenie ciężkie: powyżej 500 mg/dm3 moczu. 
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6 

Lekiem jest każda substancja lub produkt stosowany u ludzi zgod
nie ze wskazaniami lekarskimi w celach leczniczych, zapobiegawczych 
lub diagnostycznych, względnie dla zmodyfikowania czynności fizjolo
gicznych. Dział toksykologii leków obejmuje: 

1) ocenę nowych potencjalnych leków pod względem ich toksyczno
ści i tolerancji, zawierającą testy kliniczne lub przeprowadzane na 
zwierzętach; 

2) działania niepożądane (działania uboczne) leków, kombinacji 
leków i - w szerokim sensie - kosmetyków stosowanych w okre
ślonych warunkach; 

3) ostre i przewlekłe zatrucia lekami przy przedawkowaniu. 
Zatrucie lekami stanowi 50-60% ogólnej liczby zatruć. Każdy lek 

wykazuje działania niepożądane, które są dodatkowymi skutkami 
poza zasadniczym działaniem leczniczym. Natomiast działanie tok
syczne objawia się po przedawkowaniu leku. Rozróżniamy 3 rodzaje 
przedawkowania: 

• jednorazowe przekroczenie dawki; 
• długotrwałe podawanie leku; 
• duża częstotliwość podawania leku. 

Zatrucie lekiem może nastąpić na skutek bezwzględnego lub względ
nego przedawkowania. Bezwzględne przedawkowanie występuje 
w wyniku stosowania większych dawek niż dawki lecznicze lub ku
mulacji leku w organizmie podczas jego długotrwałego podawania. 
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Względne przedawkowanie występuje wtedy, kiedy dawka leku zosta
je zachowana, lecz jest zbyt duża dla danego organizmu. Przyczyn tego 
stanu może być wiele np. uszkodzona wątroba, niewydolność nerek, 
osobnicza wrażliwość na lek. 

Pozostałe przyczyny zatruć lekami są następujące: 
l) spożycie leku przeterminowanego zawierającego toksyczne pro-

dukty rozpadu; 
2) leki niewłaściwie wykonane; 
3) błędne wydanie leku w aptece; 
4) pomyłki w szpitalach; 
5) próby samobójcze. 

Czynniki powodujące toksyczność leków: 
1. Reakcje alergiczne na lek 

Cząsteczki leków lub ich metabolitów mają właściwości haptenów. 
Po połączeniu z endogennym białkiem powstają antygeny. Do
chodzi do uwrażliwienia układu immunologicznego, co prowadzi 
do objawów skórnych (swędzący rumień, wyprysk, pokrzywka), 
uszkodzenia układu krwiotwórczego i elementów morfotycznych 
krwi (niedokrwistość, granulocytopenia, trombocytopenia, agra
nulocytoza), wstrząsu anafilaktycznego, obrzęku naczyniowego 
oraz dychawicy oskrzelowej . 

2. Odczyny fototoksyczne 
Jest to nadwrażliwość na światło objawiająca się oparzeniami sło
necznymi. 

3. Działanie rakotwórcze 
Do potencjalnych czynników rakotwórczych należą środki prze
ciwnowotworowe, immunosupresyjne, steroidowe, sulfonamidy, 
pochodne fenylobutazonu i kwasu izonikotynowego, preparaty 
stosowane w leczeniu nadczynności tarczycy. 

4. Działanie teratogenne i embriotoksyczne 
Działanie teratogenne to toksyczne działanie leku na zarodek 
i płód ludzki w okresie organogenezy (3 pierwsze miesiące ciąży), 
który może powodować wady wrodzone. W drugim okresie ciąży, 
w okresie rozwoju płodu (pozostałe 6 miesięcy) leki mogą powo
dować obumarcie płodu, poronienie lub różnego rodzaju uszko
dzenia. Jest to działanie embriotoksyczne. 
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5. Leki przenikające do mleka 
W gruczole mlecznym przepływ krwi podczas laktacji jest 
zwiększony, a duża ilość tkanki tłuszczowej (która sprzyja gro
madzeniu się leków) powoduje, że leki mogą z łatwością prze
nikać do organizmu dziecka wraz z mlekiem matki. Może to 
doprowadzić do działań niepożądanych i toksycznych. 

6. Działanie leków na organizm dziecka 
Wiele leków działa silniej na organizm dziecka, ponieważ u no
worodków i niemowląt proces biotransformacji ksenobiotyków 
nie jest w pełni rozwinięty. Zdolność metabolizowania leków 
zwiększa się z wiekiem dziecka i osiąga pełną sprawność dopie
ro w okresie dojrzewania. 

7. Działanie leków na organizm w wieku podeszłym 
Wraz z wiekiem zmniejsza się aktywność enzymów metaboli
zujących leki w wątrobie. Sprawia to, że leki podane w dawkach 
typowych dla wieku dojrzałego mogą być dla osób starszych 
zbyt duże i działać toksycznie. 

8. Wpływ płci na działanie leków 
Działanie niepożądane i toksyczne leków występuje częscle) 
u kobiet niż u mężczyzn. Kobiety reagują silniej na niektóre leki, 
np. leki pobudzające o.u.n., leki uspakajające i nasenne. 

9. Działanie leków a wysiłek fizyczny 
W zależności od przemieszczenia krwi do mięśni może ulec 
zmianie wchłanianie i dystrybucja leku. 

10. Uwarunkowania genetyczne 
Czynniki genetyczne mają wpływ na metabolizm leku i sposób 
odpowiedzi konkretnej osoby. Różnice genetyczne objawiają się 
często na skutek mutacji genu kodującego enzym odpowiedzial
ny za metabolizm leku. Jeżeli brakuje enzymów uczestniczących 
w detoksykacji leku lub nie funkcjonują one poprawnie, to osoba 
z taką dysfunkcją może zostać otruta normalną dawką leku lub 
wykazywać odmienną reakcję na lek. 

11. Stan patologiczny narządów i układów 
Choroby wątroby i nerek znacznie utrudniają proces detoksyka
cji i wydalanie leków. Przedłuża to biologiczny okres półtrwa
nia leku, zwiększa działanie oraz ryzyko wystąpienia objawów 
toksycznych. 
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12. Interakcja leków 
Zatrucia lekami są często spowodowane stosowaniem kilku 
leków naraz. Wzajemne oddziaływanie związków chemicz
nych wewnątrz układu biologicznego może doprowadzić do 
zwiększenia siły działania leku, aż do wystąpienia działań nie
pożądanych oraz toksycznych. W wyniku interakcji leków może 
dojść do powstania chorób polekowych, np. wstrząs hipogli
kemiczny, zapaść, przełomy nadciśnieniowe, choroba wrzodo
wa, skazy krwotoczne, uszkodzenia wątroby i szpiku kostnego. 

13. Uzależnienia lekowe 
Jest to taki sposób używania leków, który cechuje: niepohamo
wana chęć ciągłego ich przyjmowania, konieczność zabezpie
czania dostępu do nich i duże ryzyko nawrotu przyjmowania 
po ich odstawieniu. 

W niniejszym rozdziale zostały zaprezentowane metody identyfika
cji związków chemicznych (naturalnych i syntetycznych) stosowanych 
powszechnie jako leki o działaniu przeciwbólowym, przeciwgorączko
wym, przeciwzapalnym oraz psychotropowym. Związki te pod wzglę
dem właściwości fizykochemicznych należą do nielotnych trucizn 
organicznych. Sposób izolacji i oczyszczania tych związków został sze
rzej omówiony w rozdziale 4.4. 

(m:letj�C, ie kaidy s�!��l�zńiczy stosowany 
z��eceń· .i i.aIlllł·le�i:moi� .stać się trucizll'� 

�, �' , " ,Jj�' 
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6.1 .  Kwas sal icylowy 

6.1 .1 .  Wf aściwości i toksyczność 

Właściwości Kwas sal icylowy (Ryc ina  6.1) tworzy l ekk ie, białe krysta l i c zne igły, 
fizykochemiczne . bezzapachowe o ostrym słod ko-kwaśnym smaku .  Dobrze rozpusz

cza się w eterze, gorzej w gorącej wodzie, natom iast słabo w z im
nej wodzie, a najsła b iej w ch lo roformie .  

Działanie Niestero idowy lek przec iwbó lowy, przeciwzakrzepowy, przec iw-
farmakologiczne • zapa l ny, przeciwgorączkowy. 

Działanie 
szkod l iwe 

Wywołuje pobudzen ie  czyn nośc i  u kładu  oddechowego, za b u rza 
czynnośc i  ne rek, powoduje  s i n i cę, wym ioty, zawroty głowy, sen
ność, zabu rzen i a  koordynacj i ,  czasem zgon .  

Dawka 
śmierte lna 
d la człowieka 

Sa l icy l a ny (doustn ie ) :  2 5 -35 g .  

�(XI 
OH 

� COOH (XI 
OCOCH, 

� COOH óH' N HCOCH3 
kwas salicylowy kwas acetylosal icylowy fenacetyna 

(Aspiryna ,  Polopi ryna) 
H3C 

\ r=(CH3 
H C

/N'r=(CH3 

0 -==(- .  jN N --CH3 3 0-==(- . )-CH3 
N / N 

Ó Ó 
fenazon 

(Antypi ryna) 
aminofenazon 

(Piramidon) 

Rycina 6.1. Wzory strukturalne wybranych leków o działaniu przeciwbólo
wym, przeciwzapalnym i przeciwgorączkowym 
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6.1 .2. Reakcje charakterystyczne 

6.1 .2.1 . Reakcja z ch lorkiem żelaza ( I I I )  

Do 0,5 cm3 badanego roztworu dodać 0,5 cm3 10% roztworu FeCI3• 
Wymieszać. Pojawienie się fioletowego zabarwienia świadczy o obec
ności kwasu salicylowego. W odróżnieniu od fenolu fioletowa barwa 
nie znika po dodaniu etanolu. 

6.1 .2.2. Reakcja z wodą bromową 

Do 1 cm3 badanego roztworu dodać 1 cm3 nasyconego roztworu 
wody bromowej . Pojawienie się białego osadu tribromofenolu z rów
noczesnym wydzieleniem ditlenku węgla wskazuje na obecność kwasu 
salicylowego. 

6.1 .2.3. Reakcja z alkoholem metylowym 

0,5 cm3 badanej próby odparować. Do suchego osadu dodać 1 cm3 
metanolu oraz 4 cm3 stężonego H2S04• Ogrzewać do temperatury 
60 oc. W przypadku obecności kwasu salicylowego można wyczuć 
charakterystyczny zapach metylowego estru kwasu salicylowego. 

((OH 

� I COOH 
+ CHpH 

6.1 .2.4. Reakcja z kwasem azotowym (V) 

((OH 

� I COOCH 3 

0,5 cm3 badanego roztworu ogrzewać z 1 cm3 10% roztworu HN03• 
Roztwór barwi się na żółto wskutek powstania kwasu nitrosalicylo
wego. 
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6.1 .2.5. Reakcja Salfa 

Sporządzić 1 cm3 mieszaniny składającej się z równych części stę
żonego H2S04 i 40% aldehydu mrówkowego. Do mieszaniny dodać 
0,5 cm3 badanego roztworu, a następnie kilka mg metawanadanu (IV) 
amonu. W obecności kwasu salicylowego powstaje błękitne zabarwie
nie przechodzące w niebiesko-zielone, a później w zielone. Reakcja ta 
jest swoista i pozwala na wykrycie kwasu salicylowego w mieszaninie 
fenoli, krezoli i saligeniny. 

6.1 .2.6. Wykrywan ie salicylanów w moczu 

Pochodne kwasu salicylowego (salicylany) wchłaniają się dobrze 
z przewodu pokarmowego, a po 10 minutach od pobrania doustnego 
we krwi znajduje się około 50% podanej dawki. Przenikają łatwo do 
tkanek i płynów ustrojowych. Są metabolizowane w wątrobie. Wydala
ją się głównie przez nerki. W ciągu 24 godzin wydala się około 40-50% 
dawki, natomiast pozostała ilość w ciągu następnych 4-5 dni. Celem 
ćwiczenia jest wykrycie obecności salicylanów w moczu. 

Z bibuły wyciąć 2 krążki o średnicy 3-4 cm. Zanurzyć je w 96% al
koholu etylowym na 1 godzinę. Następnie przenieść krążki na suchą 
szalkę i wysuszyć w cieplarce w temperaturze 37 oC przez 10 minut. 
Przenieść krążki do 5% roztworu FeCl3 na 30 minut. Po tym czasie po
nownie wysuszyć krążki w cieplarce. Tak przygotowane krążki można 
od razu wykorzystać do oznaczenia lub przechowywać w szczelnie za
mkniętym naczyniu z ciemnego szkła. 

Na uprzednio przygotowany krążek bibuły nanieść 1 kroplę badane
go moczu. Narysuj w zeszycie uzyskany wynik. N a podstawie uzyskanej 
barwy wyciągnij wnioski na temat obecności salicylanów w badanym 
moczu. 
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6.2. Kwas acetylosal icylowy 

6.2.1 . Właściwości i toksyczność 

( Właściwości \ Kwas acetylosa l icylowy (Aspiryna, Polopiryna) ( Ryc i na  6 .1 )  po
i fizykochemiczne I s iada  wyg ląd białych, krysta l i cznych ig ieł l u b  b laszek, bez zapa-\ ) 

I Działanie 
fa rmakologiczne 

� Działanie 
l szkod l iwe 

chu ,  o s i l n i e  kwaśnym smaku .  Trud n o  rozpuszcza się w wodzie, 
natom iast łatwo w eta no l u  i ete rze. Roztwór wodny ba rwi papie
rek u n iwersa l ny na  ko lo r  czerwony. 

N i estero idowy l e k  p rzec iwbó lowy, przec iwza krzepowy, przec iw
zapa l ny, p rzeciwgorączkowy. 

Wywołuje pobudzen ie  czynnośc i  u kład u  oddechowego, za b u rza 
czyn nośc i  ne re k, powoduje  s i n icę,  wym ioty, zawroty głowy, sen
ność, zabu rzen ia  koo rdynacj i, czasem zgo n .  

l( Dawka śmiertel- i Sa l icy l any (doustn ie) : 25-35 g .  
na d la człowieka J 

6.2.2. Reakcje charakterystyczne 

6.2.2. 1 . Reakcja z wodorotlenkiem sodu i kwasem siarkowym (VI) 

Substancję gotować przez 2-3 minuty z 10% roztworem NaOH. Ostu
dzić, następnie dodać w nadmiarze 10% roztwór H2S04• W obecności 
kwasu acetylosalicylowego wytrąca się biały krystaliczny osad kwasu 
salicylowego. Powstały osad kwasu salicylowego rozpuścić w wodzie 
i otrzymany roztwór użyć do wykonania reakcji charakterystycznych 
dla tego związku (patrz rozdział 6.1). (XI OCOCH3 

� COOH (X0H 
2 I 

� COONa 

(X0H 
+ 2NaOH -- I + CH3COONa + HzO 

� COONa 
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6.2.2.2. Reakcja z ch lorkiem żelaza ( I I I )  

Do 0,5 cm3 badanego roztworu dodać 0 ,5 cm3 10% roztworu FeCI3• 
Wymieszać. Pojawienie się fioletowego zabarwienia świadczy o obec
ności kwasu acetylosalicylowego. 

6.2.2.3. Reakcja z alkoholem metylowym 

Do 1 cm3 badanego roztworu dodać 1 cm3 nasyconego roztworu 
wody bromowej . Pojawienie się białego osadu tribromofenolu z rów
noczesnym wydzieleniem ditlenku węgla wskazuje na obecność kwasu 
acetylosalicylowego. 

6.2.2.4. Reakcja z chlorkiem żelaza ( I I I ), octanem ołowiu ( I I )  i siarczanem (VI ) 
miedzi ( I I )  

Kwas acetylosalicylowy zmieszać z wodą i małą ilością węglanu wap
nia aż do zakończenia wydzielania ditlenku węgla. Przesącz barwi się 
z chlorkiem żelaza (III) na kolor jasnobrunatny, z octanem ołowiu (II) 
daje biały osad, a z siarczanem (VI) miedzi (II) osad niebiesko-zielony. 

6.3. Fenacetyna 

6.3.1 . Właściwości i toksyczność 

Właściwości 
fizykochemiczne I 

Fenacetyna (Ryc ina  6 .1 )  to b iała, krysta l i czna su bstancja, łatwo 
rozpuszczająca się w eterze, ch loroform ie, gorącym etano l u i wo
dz ie, natomiast słabo w z imnym etano l u  i wodzie. Stanowi składn i k  
wie l u ,  często stosowanych m ieszanek  przec iwbólowych, tak ich j ak :  
Anti neu ra lgie, Bromidon i Cofedon .  Głównym prod u ktem przem ian  
chemicznych Fenacetyny jest Pa racetamo l - jeden z najpowszech
n iej stosowanych składn i ków w lekach przeciwbó lowych .  

i�ziałanie \ Lek przec iwbó lowy, p rzec iwgorączkowy, przec iwza pa l ny. 
�rmakologiczne 
Działanie 
szkodl iwe 

Zastosowa n ie  d u żej dawki Fenacetyny powoduje  n i edot len i en i e  
o rgan izmu  spowodowa ne zwiększonym tworzen i em m ethemo
g lob i ny. Konsekwencją  wpływu Fenacetyny na  p rocesy oksydo
red u kcyj n e  krwi n e k  jest s in ica i hemol i za  krwi nek .  

� śmiertel- 'I Fenacetyna (doustn ie ) :  15-70 g; Para ceta mo l  (doustn ie ) :  15  g .  �d la człowieka J 
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6.3.2. Reakcje charakterystyczne 

6.3.2.1 . Reakcja z kwasem chromowym (VI ) 

0,5 cm3 badanego roztworu ogrzewać we wrzącej łaźni wodnej przez 
5 minut z 3 cm3 stężonego HCl. Dodać 5-10 cm3 wody destylowanej 
i ostudzić. Następnie dodać kilka kropli 3% roztworu kwasu chromo
wego (VI) . Pojawienie się rubinowoczerwonego zabarwienia wskazuje 
na obecność fenacetyny w badanej próbie. Reakcja ta polega na hydro
lizie fenacetyny do p-fenatydyny. 

6.3.2.2. Reakcja z kwasem azotowym (V) 

Do 1 cm3 badanej próby dodać 2 cm3 10% roztworu HN03. Ogrze
wać w łaźni wodnej do momentu pojawienia się żółtego zabarwienia 
(tworzy się nitrofenacetyna), świadczącego o obecności fenacetyny. 
Przy dużych jej stężeniach wydzielają się żółte igły nitrofenacetyny 
o temperaturze topnienia wynoszącej 103 oc. 

6.3.2.3. Reakcja estryfikacj i 

Do 1 cm3 badanego roztworu dodać 2 cm3 stężonego H2S04 i 1 cm3 
etanolu. Ogrzewać w łaźni wodnej . W przypadku występowania fena
cetyny w badanym materiale wydziela się charakterystyczny zapach 
estru etylooctowego. 

6.3.2.4. Reakcja indofenolowa 

Badaną substancję ogrzewać z 1 cm3 2% roztworu NaOH. Ostudzić. 
Następnie dodać kilka kropli stężonego HCl oraz kilka kryształków 
chloraminy T. Odczekać 5 minut. Po tym czasie do mieszaniny dodać 
niewielką ilość eteru. Wytrząsać. Oddzieloną warstwę eterową nakro
pić na bibułę zwilżoną uprzednio roztworem fenolu. Na bibułę nanieść 
niewielką ilość amoniaku. W przypadku obecności fenacetyny bibu
ła zabarwia się na kolor niebieski. W wyniku ogrzewania fenacetyny 
z wodorotlenkiem sodu tworzy się p-fenatydyna, która utleniona chlo
raminą T tworzy p-chinono-4-chloroiminę. Następnie przez reakcję 
z fenolem w środowisku amoniakalnym tworzy się indofenol. 
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6.3.2.5. Reakcja dwuazowania i sprzęgan ia z p-naftolem 

Część eterowego ekstraktu odparować do sucha. Pozostały osad 
przenieść do probówki i dodać 10% roztwór HCl. Ogrzewać do wrze
nia. Następnie oziębić w lodzie do temperatury O OC i dodać kroplami 
1% roztwór NaN02 do momentu, gdy zwilżony nim papierek jodoskro
biowy zabarwi się na niebiesko wskutek wydzielania jodu w nadmia
rze HN03. Wówczas do roztworu dodać 1 cm3 zasadowego roztworu 
,B-naftolu (0,5 g ,B-naftolu w 1 cm3 15% roztworze NaOH + 9 cm3 wody). 
W przypadku obecności fenacetyny powstaje czerwone zabarwienie 
lub czerwony osad. 

6.3.2.6. Reakcja z wodorotlenkiem potasu 

Do 1 cm3 badanej próby dodać 5 cm3 1 M roztworu KOH. Ogrze
wać w łaźni wodnej . W przypadku obecności fenacetyny wydziela 
się zapach aniliny. Jeżeli otrzymaną mieszaninę ogrzewa się z kil
koma kroplami chloroformu - wydzieli się nieprzyjemny zapach izo
nitrylu. W celu usunięcia zapachu izonitrylu można dodać do próby 
rozcieńczony H2S04 i ogrzewać do wrzenia. 

6.4. FeQa�on 
6.4.1 . Właściwości i toksyczność 

Właściwości 
fizykochemiczne 

Działanie 'I 
farmakologiczne 

Fenazon (Antypiryna) ( Ryc ina  6 . 1) tworzy bezba rwne kryształy 
w kształcie tab l i czek .  Pos iada bardzo słaby zapach i słabo gorzki  
smak .  Dobrze rozpuszcza s ię w wodz ie, etano l u ,  ch l o roform ie, 
natomiast trudn i ej w ete rze.  

Lek przec iwbólowy, przeciwza pa l ny i przec iwgorączkowy. Sto
sowany jest często w leczen iu  chorób  reu m atycznych (za pa len ie  
i zwyrodn i en ie stawów, choroba a rtretyczna )  o raz  z apa l eń  skór-
no-m ięśn iowych .  Dz iała n ie  fenazo n u  po lega na  a ktywowa n i u  
sku rczu  m ię śn i  gła d kich  naczyń oskrze l i  i tchawicy, rozk u rczan i u  
tętn ic, z ahamowa n i u  agregacj i  płytek krwi o ra z  obn i żen i u  p rogu 
pobu d l iwości receptorów bó lowych .  

Wartości 
szkod l�we 

Zwiększone  dawkowan ie  tego l e ku m oże p rowadz ić  do chem icz
I nej ka rcenogenezy. J 
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6.4.2. Reakcje charakterystyczne 

6.4.2.1 . Reakcja z ch lorkiem żelaza ( I I I )  

Odrobinę badanego osadu rozpuścić w 0 ,2 cm3 wody i dodać 
0,5 cm3 1% roztworu FeCI3• Wymieszać. Pojawienie się krwistoczerwo
nego zabarwienia przechodzącego po dodaniu kilku kropli 10% roz
tworu H2S04 w jasnożółte świadczy o obecności fenazonu. 

6.4.2.2. Reakcja z kwasem azotowym (V) 

Niedużą ilość badanego osadu przenieść do probówki i dodać kilka 
kropli 10% roztworu H2S04• Następnie dodać 3-4 krople 3,5% roztworu 
NaN02 i wymieszać. Próba zabarwia się na kolor zielony (nitrozoanty
piryna) w przypadku występowania fenazonu. CH3 O = N  CH3 

O ( eCH, O '( /(-CH, 
N / N + HN03 - + HP Ó Ó 

6.4.2.3. Reakcja z tan iną 

Do badanego osadu dodać 1 cm3 roztworu taniny i wymieszać. Ob
fity biały osad wskazuje na obecność fenazonu. 

6.4.2.4. Reakcja z odczynn ikiem Mi l iona 

Odrobinę badanego osadu rozpuścić w 0,4 cm3 wody destylowanej 
i dodać 2-3 krople odczynnika Millona. Wymieszać. Pojawienie się bia
łego osadu świadczy o obecności fenazonu, w odróżnieniu od aminofe
nazonu, który tej reakcji nie daje. 

ODCZYNNIK MILLONA: 14 g rtęci metalicznej rozpuścić w 14 cm3 stężonego 
HN03 i rozcieńczyć 2-krotną obj ętością wody destylowanej . 
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6.4.2.5. Reakcja z kwasem pikrynowym 

Do niedużej ilości badanego osadu dodać 2-3 krople roztworu 
kwasu pikrynowego. Powstanie żółtego krystalicznego osadu o tem
peraturze topnienia 187 oC wskazuje na obecność fenazonu (pikry
nian antypiryny). 

6.5. Aminofenazon 

6.5 .1 . Właściwości i toksyczność 

Właściwości Aminofenazon (Piramidon) ( Ryc ina  6 . 1) to b iałe kryształki  bez 
fizykochemiczne zapachu ,  o gorzki m smaku .  Aminofenazon dobrze rozpuszcza s ię 

w a l koho l u  etylowym, ch lo roform ie, eterze i wodzie .  Roztwór 
wodny cha rakte ryzuje s ię  odczynem sła bo a l ka l i cznym.  W od róż
n i en i u  od fenazonu ,  am i nofenazon dz iała s i l n i e  red u kuj ąco.  

Działanie Lek przeciwgorączkowy, przec iwbó lowy. 
farmakologiczne 

Wartości 
szkod l iwe 

Aminofenazon u l ega b iotra nsformacj i  w związki  od powiadaj ące 
I za toksyczne dz iałan ie  l e ku .  Wywołuje agra n u l ocytozę, uszkodze

'------------' n ie  szp iku  o raz  groźne  rea kcje  uc zu l en iowe, wyzwa l a  a ktywne 
rod n ik i  metyl owe, które mogą wiązać  s ię z zasadam i  pu rynowymi  
i p i rymidynowym i  w kwasach  n u kl e i nowych, zabu rzając  proces 
b iosyntezy białek i stwa rzając  ryzyko choroby nowotworowej . 

6.5 .2. Reakcje charakterystyczne 

6.5.2.1 . Reakcja z chlorkiem żelaza ( I I I )  

Odrobinę osadu rozpuścić w 0 ,5 cm3 wody i do otrzymanego roz
tworu dodać niewielką ilość 1% roztworu FeCI3 • W przypadku obec
ności aminofenazonu pojawia się czerwone zabarwienie (przy większej 
ilości odczynnika - fioletowe), znikające pod wpływem nadmiaru od
czynnika. " 
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6.5.2.2. Reakcja z azotanem (V) srebra 

Odrobinę osadu rozpuścić w niewielkiej ilości wody i dodać roz
cieńczonego roztworu AgN03• Zaobserwować tworzenie się za
barwienia fiołkowego i po pewnym czasie wydzielenie się czarnego 
metalicznego osadu. 

6.5.2.3. Odróżn ienie fenazonu od aminofenazonu 

Do badanego roztworu dodać roztwór NaN02 i zakwasić rozcień
czonym H2S04• W przypadku obecności aminofenazonu powstaje  
zabarwienie fioletowe, znikające po dodaniu nadmiaru odczynnika 
(zachodzi utlenienie na skutek redukujących właściwości amino
fenazonu). Natomiast, gdy po zniknięciu barwy fioletowej pojawi się 
zabarwienie zielone, świadczy to o obecności fenazonu. 

6.6. Barbiturany 

6.6.1 . Właściwości i toksyczność 

Właściwości 
fizykochemiczne 

Działan ie 
fa rmakologiczne 

, Działan ie 
szkodl iwe� 

Barbiturany ( Ryc ina  6 .2 )  - pochodne kwasu barbitu rowego, który 
jest cyk l i cznym u re idem powstającym w wyn iku kondensacj i  kwasu 
ma lonowego z moczn i kiem .  Tworzą b iałe, krysta l iczne proszki bez 
smaku i zapachu .  Trudno  rozpuszczają  się w wodzie z imnej, na
tom iast n ieco lep iej w gorącej .  Są to związki łatwo rozpuszcza lne 
w rozpuszcza l n i kach  o rga n icznych :  ete rze, a l koho l u  etyl owym 
i ch lo roformie .  Do ba rb itu ra nów za l i czamy:  cyk loba rbita l (fano
dorm),  fenoba rbita l ( l um ina l ), metylofenyloba rbita l (p rom ina l ), a l 
loba rbita l (d ia l ) ,  heksoba rbita l  (evi pan) ,  ba rbita l (verona l ) .  

Ba rbitu ra ny szybko wchłan iają s ię  przez  błony ś l uzowe p rzewod u 
pokarmowego. W krwiob iegu występują  w krwi n kach cze rwo
nych ,  w postac i  wo lnej l u b  związa nej z b iałka m i .  Posi adają  dz ia 
ła n i e  nasen n e, uspokajające i zn ieczu l ające .  Są skła d n ik iem wie l u 
ś rod ków przec iwból owych .  

Długotrwałe stosowa n ie  ba rbitu ranów prowadz i  do  s i l nego 
uza l e żn ien i a  (dz iała n ie  na rkotyczne), z abu rzeń psych icznych, za 
b u rzeń czynnośc i  u kła d u  a utonom icznego, śp iącz ki, podrażn ień  
skó rnych, uszkodzeń na rządów m iąższowych, porażen i a  ośrod ka 
oddechowego i naczyn iowo-ruchowego, a nawet wstrząsu .  

, Dawka śmiertel- � Cykl obarbita l (doustn ie ) :  2-20 g; fenoba rbita l (doustn ie ) :  1, 5 -5 g; 
na d la człowieka , metylofeny loba rbita l  (doustn ie ) : 2 g; a l l obarbita l (doustn ie ) :  2 g; 

heksobarb ita l  (doustn ie) : 2 g; ba rbita l (doustn ie ) :  2-4 g .  
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Rycina 6.2. Wzory strukturalne wybranych barbituranów 

6.6.2. Reakcje charakterystyczne 

Reakcje barwne na identyfikację wybranych barbituranów zostały 
przedstawione w Tabeli 6.1. 

Tabela 6.1. Reakcje barwne wybranych barbituranów 

Barbituran 
odczynn ik  Ma rquisa I odczynnik Meckiego I p-dimetylobenza ldehyd 

Hekso b a rb i ta l  
natny 

ciemno'; 
"zielony 

c i e m n o - c i e m n o -

czerwony b r u n atny 

b rązowo

- b ru n atny 

Odczy n n i k  M a rq u i s a :  0 ,2  cm3  37% roztworu a l d e hyd u m rówkowego rozpuśc i ć  w 10 cm3 stężon ego 
H,S04' " �czyn n i k  Meckego: 50 mg kwasu se l enowego ( IV )  rozpuśc i ć  w 10 cm3  stężo n ego H,S04'  
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6.6.2.1 . Reakcja hydrol izy do amon iaku 

Barbiturany z podstawionymi atomami wodoru przy grupie -CH3, 
ulegają hydrolizie do mocznika pod wpływem KOH. Do niewielkiej 
ilości badanego osadu dodać 0,3 cm3 5% roztworu KOH i podgrzać. Za
pach amoniaku lub zabarwienie się na niebiesko zwilżonego papierka 
lakmusowego świadczy o obecności barbituranów. 

6.6.2.2. Reakcja tiocyjanianowa 

Barbiturany stapiane z siarką dają jon tiocyjanianowy, który w śro
dowisku kwaśnym przechodzi w kwas tiocyjanianowy. Niewielką ilość 
badanego osadu umieścić w probówce i dodać 0,03-0,04 g siarki. Otwór 
probówki przykryć krążkiem bibuły zwilżonym kroplą 5% roztworu 
FeCI3• Podczas ogrzewania bibuła barwi się na krwistoczerwono, wska
zując na obecność barbituranów. 

6.6.2.3. Reakcja Zwickera 

Niewielką ilość substancji rozpuścić w mieszaninie chloroformu 
i piperydyny (9:1) i dodać 1 cm3 1% roztworu Co(N03)2 . Pod wpływem 
obecnych barbituranów warstwa chloroformowa barwi się na fioletowo. 

6.6.2.4. Reakcja z odczynn ikiem Mi l iona 

Do 0,5 cm3 zakwaszonego HCI badanego roztworu dodać kilka kro
pli odczynnika Millona. Powstanie galaretowatego osadu, rozpuszczal
nego w nadmiarze odczynnika świadczy o obecności barbituranów. 

ODCZYNNIK MILLONA: 14 g rtęci metalicznej rozpuścić w 14 cm3 stężonego 
HN03 i rozcieńczyć 2-krotną objętością wody destylowanej . 

6.6.2.5. Reakcja z ch lorkiem sodu 

Niewielką ilość substancji rozpuścić w małej objętości wody de
stylowanej . Przelać do parowniczki i dodać 30 cm3 1% roztworu NaCl 
w 3% roztworze H202 . Odparować. Powstanie purpurowego zabarwie
nia wskazuje na występowanie barbituranów. 
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6.7. Meprobamat 

6.7.1 . Właściwości i toksyczność 

Właściwości I Meprobamat ( Ryc ina  6 .3 )  - biały, d robnokrysta l i czny proszek 
fizykochemiczne o gorzk im smaku . Dobrze rozpuszcza s ię w etano lu ,  ch loroformie,  

natomiast trudno  w eterze i wodz ie .  

Działanie I Stosowany w lecze n i u  sta nów lękowych ,  które często towa rzyszą 
farmakologiczne I poważnym schorze n iom psych iatrycznym, np .  sch izofren i i, de 

p resj i, psychozom .  J ego dz ia łan i e  po lega na  z m n iejszen i u  nap ię 
c ia  m ięśn i  szk i e l etowych poprzez oddz iaływa n ie  na  intern e u rony 
rdzen ia  kręgowego . Wykazuje też a ktywność uspokajającą i na
senną,  ułatwiając  f izjo log iczne zasyp i an ie .  Stosowany jest tyl ko 
w ku racjach  krótkote rm inowych w małych dawkach .  

Wartości Podawa n ie  p rzez dłu ższy czas może p rowadz ić  do uza leżn ien i a ,  

�s_z_ko_d_l_iw_e�� z m n iejszen ia  zdo l nośc i  percepcj i, a ktywnośc i  ruchowej, zdo lno
śc i  myś l en i a  i postrzega n i a .  

Q C H Q 
I I  1 3 7 I I  

H2N -C-Q-CH -C-CH - Q - C - N H2 2 I 
2 

C H3 

Rycina 6.3. Wzór strukturalny meprobamatu 

6.7.2. Reakcje charakterystyczne 

6.7.2.1 . Reakcja z p-dimetyloaminobenzaldehydem 

Niewielką ilość substancji ogrzewać przez 15  minut we wrzącej 
łaźni wodnej z 3 cm3 stężonego H2S04 zawierającego 2 ,5% roztwór 
P-dimetyloaminobenzaldehydu. Oziębić.  W przypadku obecności 
meprobamatu powstaje czerwono-fioletowe zabarwienie, które po roz
cieńczeniu wodą zmienia się na niebiesko-fioletowe. 
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6.8. Kofeina 

6.8.1 . Właściwości i toksyczność 

:- Właściwości 
l fizykochemiczne j 

Działanie 
fa rmakologiczne 

( Działanie 
l szkod l iwe 

Kofeina (Ryc i na  6 .4) tworzy kryształy w postac i  b iałych,  błysz
czących igieł .  Związek ten  s u b l i m uje  w temperatu rze 180 oc . J est 
dobrze rozpuszcza l ny w ch lo roformie, etano l u ,  natomiast  gorzej 
w ete rze i benzen ie .  Bardzo słabo rozpuszcza s ię  w wodz ie .  

Kofe i na  pos iada dz iałan i e  stym u l ujące ośrod kowy u kład ne rwo
wy oraz dz iała spazmo l ityczne  na m ięśn ie  gład kie,  szczegó l n ie 
oskrze l i ,  powoduje  zwiększoną ku rcz l iwość włók ien  m ięśn iowych 
m ięśn ia  se rcowego, nas i l a  d i u rezę oraz wykazuje a ktywność 
pobu d zaj ącą pracę u mysłową i czynnośc i  psych iczne .  Leczn i cze 
dawki kofe i ny pobudzają oś rodek  oddechowy, na czyn iowo-ru
chowy, ośrodek  prze m i a ny m ater i i  (nas i l en i e  g l i ko l izy i l i po l izy) 
o raz  ośrode k  termoregu l a cj i  (podwyższen i e  temperatu ry c iała), 
z n osząc  u cz u c i e  s e n nośc i  i z n u że n i a .  Kofe i n a  często wchodzi  
w s kład  p repa ratów stosowanych  w l e c ze n i u  b ó l u  głowy. Pod
wyższen i e  d awki kofe iny może zmn i ejszyć zdo lność koncentracj i  
oraz spowodować długotrwałą bezsenność .  

Wywołuje pobudzen ie  psych i czne  i ruchowe, porażen ie  u kładu 
oddechowego (zatru c ia  ostre) ;  n u d nośc i ,  bó l  głowy, b iegunkę, 
bezsen n ość, d rżen ie  rąk, n i em ia rowość b ic ia  serca,  częstomocz, 
wzmożoną potl iwość, wym ioty, owrzodzen ie  żołąd ka (zatruc ia 
przewle kłe) .  Powod uje uza leżn ien ie  

( Dawka śmiertel- ' I  10-12 g kofe i ny (d oustn ie ) .  
l na d la człowieka ) 

Rycina 6.4. Wzór strukturalny kofeiny 
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6.8.2. Reakcje charakterystyczne 

6.8.2.1 . Próba mureksydowa 

Badaną substancję umieścić w parowniczce i dodać 10 kropli 3% 
roztworu wody utlenionej oraz 1-2 krople HCl. Całość odparować do 
sucha w łaźni wodnej i ostrożnie zwilżyć odrobiną amoniaku. Powstaje 
purpurowe zabarwienie. Reakcja mureksydowa jest charakterystyczna 
dla wszystkich związków purynowych. 

6.8.2.2. Reakcja z tan iną 

Roztwór taniny wytrąca z wodnych roztworów kofeiny obfity, biały 
osad rozpuszczalny w nadmiarze odczynnika. 

o CH3 
2 H3Cl�) o N N 

I 
CH3 

2 NH3 .. 
- 2 H20 

O2 -- o 
H C  

:X 3 " N o A -'::::::0 o � o N 
I 

CH3 

6.8.2.3. Reakcja z odczynn ikiem Nesslera 

o 
I /CH3 

N 2 NH3 

NAo 
... . ........................... ..... 
- 2 H20 

I CH3 

Do niedużej ilości badanego osadu dodać 2 cm3 odczynnika Nessle
ra. Ogrzewać w łaźni wodnej . W przypadku obecności kofeiny tworzy 
się obfity, czerwonobrunatny osad. 

ODCZYNNIK NESSLERA: 6 g chlorku rtęci (II) rozpuścić w 50 cm3 ciepłej wody 
i dodać 50 cm3 15% roztworu KI.  Osad przemyć wodą, zdekantować i do osadu 
dodać 5 g stałego KI.  Powstały roztwór przenieść do kolby miarowej na 100 cm3, 
dodać 60 cm3 30% roztworu NaOH, wymieszać i dopełnić do kreski. Po 24 go
dzinach zlać płyn znad osadu do ciemnej butelki. Można zakupić gotowy od
Czynnik Nesslera. 
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6.9. Chloropromazyna 

6.9.1 . Właściwości i toksyczność 

Właściwości 
fizykochemiczne 

Chloropromazyna ( Ryc i na  6 .5)  - biały proszek bez zapachu  o słod
ki m s m a ku ,  p r ze c h o d z ący w go r zk i .  D o b rze rozp u szcza  się 
w wodzie, ch lo roform ie, etan o l u  i meta n o l u .  J est n i e rozpuszcza l 
na  w eterze .  

Działanie Le k psyc hotropowy o d z i a ła n i u  u s p okaj aj ącym oraz wpływa
fa rmakologiczne j ącym na  n a st róL stosowa ny w l e c ze n i u  powa żnych  s cho rze ń 

psych ia t rycznych głów n i e  s ch i zofre n i i  i psyc hoz  m a n i a ka l no
-dyp resyj nych ,  p r zeb i egaj ących z o bj awa m i  s i l n ego p o b u d zen i a  
i agresj i .  Wykazuje równ ież  właśc iwości przec iwwymiotne i p rze
c iwh ista m i n owe, zwiększa a ktywność i n nych le ków o dz iałan iu  
uspokajającym . 

( Działanie \ Wywołuje uza l e żn ien ie  i poważne  schorzen i a  n e u ro log iczne .  
l szkodl iwe 

Dawka śmiertel- 1-10 g ch l o ro prom azyny (doustn ie ) .  
na d la człowieka 

Rycina 6.5. Wzór strukturalny chloropromazyny 

6.9.2. Reakcje charakterystyczne 

6.9.2.1 . Reakcja z kwasem siarkowym (VI ) 

Chloropromazyna ze stężonym H2S04 daje ciemniejące karminowe 
zabarwienie. 
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6.9.2.2. Reakcja z odczynn ikiem Marquisa 

Odczynnik Marquisa z chloropromazyną barwi się na karminowo. 

ODCZYNNIK MARQUISA: 0,2 cm3 37% roztworu aldehydu mrówkowego rozpu
ścić w 10 cm3 stężonego H2S04• 

6.9.2.3. Reakcja z odczynn ikiem Frohdego 

Odczynnik Frohdego z chloropromazyną barwi się na kolor karmi
nowy. 

ODCZYNNIK FROHDEGO: 50 mg kwasu molibdenowego (II) lub molibdenianu 
(VI) amonu rozpuścić na gorąco w 10 cm3 stężonego H2S04• 

6.9.2.4. Reakcja z kwasem azotowym (V) 

Chloropromazyna w reakcji ze stężonym HN03 daje zabarwienie 
czerwone, przechodzące w żółte. 

6.9.2.5. Reakcja z wodą bromową 

Woda bromowa, podobnie jak inne środki utleniające, daje z chloro
promazyną czerwoną barwę. 

6.1 0. Weratryna 

6.1 0.1 . Właściwości i toksyczność 

Właściwości 'I Weratryna jest m i esza n i ną  k i l ku  a l ka lo i dów typu Veratrum, które 
fizykochemiczne i pos iadają  zmodyfi kowa ny rd zeń C-nor-D-homo-cho lesta n u .  

A l ka lo idy t e  mogą występować w postac i  a l kanów, związków es
trowych l u b  g l i kozydowych .  A lka loidy Veratrum o rdzen i u  C-nor
-D -homo-cho lestanu  można podzie l i ć  na grupę jerveratrum z 1-4 
atomami  t l enu  i ceveratrum - z 7-8 atomam i  t l enu ,  do której na l eży 
m . i n .  weratryna, weratram i na, j e rw ina .  Dostępna  jest w postac i  
b i ałego proszku ,  dob rze rozpuszczającego s ię  w a l koho lach ,  ch lo
roformie  i eterze .  

Działanie- � S i l n i e  d rażn i  błony ś l u zowe pobudzając do k i chan ia  oraz wykazu 
farmakologiczne j e  właściwości  i n sektobójcze (skła d n i k  w preparatach p rzec iwko 

wszawicy) .  
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6.1 0.2. Reakcje charakterystyczne 

6.1 0.2.1 . Reakcja z kwasem siarkowym (VI) 

Stężony H2SO 4 barwi weratrynę na żółto. Po ogrzaniu barwa pogłę
bia się w pomarańczowoczerwoną z zieloną fluorescencją. 

6.1 0.2.2. Reakcja z odczynn ikiem Meckiego 

Odczynnik Meckiego reaguje z weratryną, dając zabarwienie żółte, 
przechodzące szybko w brunatne, a następnie zielone i w końcu fiole
towe. 

ODCZYNNIK MECKIEGO: 50  mg kwasu selenowego (IV) rozpuścić w 10 cm3 stę
żonego H2S04• 

6.1 0.2.3. Reakcja z odczynn ikiem Frohdego 

Weratryna z odczynnikiem Frohdego barwi się na kolor czerwono
-fioletowy. 

ODCZYNNIK FROHDEGO: 50 mg kwasu molibdenowego (II) lub molibdenianu 
(VI) amonu rozpuścić na gorąco w 10 cm3 stężonego H2S04• 

6.1 0.2.4. Reakcja z kwasem solnym 

Weratryna ogrzewana ze stężonym Hel daje czerwonowiśniowe, 
trwałe zabarwienie. 

6.1 0.2.5. Reakcja z p-d imetyloaminobenzaldehydem 

Weratryna ogrzewana z p-dimetyloaminobenzaldehydem daje żół
to-zielone zabarwienie, przechodzące w oliwkowe, a następnie w fiole
towe. 
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6.1 1 .  Wykrywanie leków metodą chromatografi i cienko 
warstwowej 

Jedną z metod rozdziału mieszanin biologicznych oraz identyfika
cji ich składników jest chromatografia cienkowarstwowa. Podstawą tej 
techniki analitycznej, powszechnie stosowanej w analizie toksykolo
gicznej, jest rozdzielenie substancji różniących się szybkością ich migra
cji na cienkich warstwach adsorbentu, nośnika lub jonowymieniacza, 
uformowanych na płytkach szklanych lub innych materiałach. Dużą 
zaletą chromatografii cienkowarstwowej jest dobry rozdział miesza
nin, duża czułość metody, uzyskanie dobrego konturu plam o małym 
zniekształceniu, niski stopień dyfuzj i  co ogranicza wielkość plam 
i znacznie zwiększa wykrywalność, krótki czas rozwijania chromato
gramu, co jest istotne podczas identyfikacji trucizn w materiale biolo
gicznym, gdy szybki wynik decyduje o zdrowiu lub życiu pacjenta oraz 
możliwość stosowania drastycznych odczynników, np. wywoływaczy. 
Chromatografia cienkowarstwowa po rozdziale składników miesza
niny umożliwia również dokonanie ilościowej analizy badanej sub
stancji .  W tym celu zdrapuje się fragment masy sorpcyjnej i wymywa 
się ją odpowiednimi rozpuszczalnikami. Przed oznaczeniem, uzyskaną 
w ten sposób próbkę należy odwirować, aby usunąć zawiesinę adsor
bentu, który mógłby przeszkodzić w zajściu reakcji barwnej i dokona
niu właściwego pomiaru. Oznaczanie końcowe prowadzi się najczęściej 
metodami fotokolorymetrycznymi, spektrofotometrycznymi lub chro
matografii gazowej. Można również porównywać powierzchnię plam 
i intensywność zabarwienia z wzorcami. 

6.1 1 .1 .  Chromatografia cienkowarstwowa - podstawy teoretyczne 

l. Zasada oznaczania 
Sposób wyodrębniania i oczyszczania badanego roztworu, który będzie 
naniesiony na płytkę chromatograficzną w celu identyfikacji trucizn 
jest taki sam jak podano dla klasycznej metody Stass-Otto (patrz roz
dział 4.4) . Identyfikację substancji w ekstrakcie dokonuje się w oparciu 
o wartość Rf, która określa różnice w szybkości migracji poszczegól
nych substancji. Współczynnik Rf wyraża się następującym wzorem: 
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R _ odległość od miejsca startu do środka plamy 
f - odległość od miej sca startu do czoła fazy plamy 

Wartości współczynnika Rf uzależnione są od charakteru nośnika 
(adsorbentu) i jego czystości, temperatury, pH, składników towarzy
szących, stanu nasycenia komory chromatograficznej parami roz
puszczalnika, czasu rozwijania i drogi przepływu rozpuszczalników, 
rodzaju rozpuszczalnika i jego właściwości fizykochemicznych, che
micznego rodzaju rozdzielanych substancji. Wartość współczynnika Rf 
jest wielkością stałą i charakterystyczną dla poszczególnej substancji 
oczywiście przy zachowaniu stałych warunków doświadczenia i syste
mu rozpuszczalników. 

2. Nanoszenie wzorców i ekstraktów 
Przed rozpoczęciem nanoszenia, na gotowej płytce, np. firmy Merck 
zaznacza się (ołówkiem lub rylcem) linię startu, najczęściej w odległo
ści 15-20 mm od brzegu, linię końcową (odległą od linii startu o około 
10 cm) oraz punkty na które będzie się nanosiło odparowany ekstrakt 
i wzorce. Roztwory wzorcowe w ilości 0,02 cm3 nanosi się za pomo
cą mikropipety. Odparowane do sucha wyciągi z badanego materiału 
rozpuszcza się w możliwie jak najmniejszej ilości etanolu i nanosi w ca
łości za pomocą rurek kapilarnych. Średnica nanoszonych plamek 
powinna być możliwie mała (0,5-1 cm). Należy pamiętać, aby na chro
matogramie podpisać zawartość plamek, najlepiej po spodniej stronie 
płytki. Po dokładnym wysuszeniu, płytki wkłada się do komory chro
matograficznej . 

3. Przygotowanie komory chromatograficznej 
Do wnętrza komory chromatograficznej wkłada się szalkę Petriego, 
do której wlewa się warstwę odpowiedniego rozpuszczalnika na wy
sokość około 0,5 cm. W celu należytego wysycenia komory wzdłuż 
jej wewnętrznej ściany umieszcza się walec bibuły wysokości 11 cm 
i zwilża rozpuszczalnikiem. Komorę należy szczelnie zamknąć i pozo
stawić na około 30 minut. Komory nie należy pozostawiać w miejscach 
nasłonecznionych i przewiewnych, aby zapobiec wyparowaniu lotnych 
rozpuszczalników i wydłużeniu rozwijania chromatogramu. 
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4. Rozwijanie i wywoływanie chromatogramów 
Po włożeniu płytek do komory chromatograficznej następuje wę
drówka substancji na chromatogramie - rozwinięcie chromatogra
mu. Po dojściu czoła rozpuszczalników do linii końca, płytkę wyjmuje 
się z komory, suszy się w temperaturze pokojowej do zaniku zapachu 
rozpuszczalnika. W przypadku stosowania rozpuszczalnika z diet y
loaminą konieczne jest suszenie w temperaturze 110 oC przez około 
1 godzinę. Następnie chromatogramy spryskuje się właściwym od
czynnikiem wywołującym, który uwidacznia plamy poprzez utwo
rzenie barwnych połączeń z badanymi substancjami. Zasadą jest, że 
przed i po użyciu wywoływacza płytki ogląda się w świetle nadfiole
towym, bowiem szereg związków absorbuje promienie UV. Identy
fikacji poszukiwanych substancji dokonuje się poprzez porównanie 
z substancją wzorcową opierając się na wartościach Rf i zabarwieniu 
plamek. Chromatogramy po wywołaniu plam i identyfikacji bada
nych substancji mogą być utrwalone poprzez ich zanurzenie w 4% 
roztworze kolodium z dodatkiem glicerolu lub spryskując zawiesiną 
tworzywa, tzw. Neatanem (polipropionian winylu, pH=6,8-7) .  Po wy
suszeniu można ściągnąć ostrożnie warstwę chromatograficzną (po 
krótkim zanurzeniu płytki w wodzie) i przechowywać w miejscach 
bez dostępu światła. 

6.1 1 .2. Wykrywanie środków przeciwbólowych i przeciwgorączkowych 

25 cm3 moczu zalkalizować 10% Na OH do pH=1O i 2-krotnie wy
ekstrahować za pomocą 30 cm3 gorącego chloroformu. Połączone 
wyciągi odparować do sucha, a uzyskaną pozostałość rozpuścić w jak 
najmniejszej objętości alkoholu etylowego. Ekstrakt nanieść na płytki. 
Identyfikacji środków przeciwbólowych i przeciwgorączkowych nale
ży dokonać porównując wartości Rf i zabarwienie plam według Tabeli 
6.2. 

ODCZYNNIKI: 

1. układ rozpuszczalników: aceton - cykloheksan (w stosunku 15:12); 
2. wywoływacz: 2 g FeCl3 i 100 g K3Fe(CN)6 rozpuścić na gorqco w 20 cm3 wody 

destylowanej ; należy przygotować bezpośrednio przed użyciem. 
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Tabela 6.2. Wartości Rf i barwy plam dla leków przeciwbólowych 
i przeciwgorączkowych 

Substancja Ba rwa p lamy 

Fenazon 

Fenacetyna 0,49 jasnon ieb iesk ie  

6.1 1 .3 .  Wykrywanie barbituranów 

25 cm3 moczu zakwasić 1 M Hel do pH=3-4 i 2-krotnie ekstraho
wać za pomocą 30 cm3 eteru. Połączone wyciągi eterowe odparować 
do sucha i rozpuścić w jak najmniejszej ilości etanolu. Przygotowany 
ekstrakt nanieść na płytki. 

ODCZYNNIKI: 

1. układ rozpuszczalników: chloroform - izopropanol - stężony NH40H 
(45:45:10); 

2 .  wywoływacz: 
a) roztwór I: 5 g HgO zawiesić w 100 cm3 wody destylowanej i dodać stężo

nego H2S04• Uzupełnić wodą do 250 cm3; 
b) roztwór II :  25 g difenylokarbazonu (II) rozpuścić w 250 cm3 chloroformu. 

Roztwór przechowywać w ciemnym, szklanym naczyniu. 

Po wyjęciu i wysuszeniu, chromatogram należy spryskać roztworem 
I, pod wpływem którego powstają białe plamy. Wilgotną jeszcze płytkę 
spryskać następnie roztworem II - plamy barbituranów przyjmują za
barwienie fioletowe. Identyfikację poszczególnych barbituranów prze
prowadzić na podstawie wartości Rf podanych w Tabeli 6.3. 

Tabela 6.3. Wartości Rf dla barbituranów 
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7 

Najczęściej spotykane zatrucia spowodowane są związkami metali 
takich jak: ołów, kadm, rtęć, arsen, bar, tal, antymon, miedź czy bizmut. 
W analizie toksykologicznej oznaczanie trucizn metalicznych możemy 
sprowadzić do następujących etapów: 1) mineralizacji materiału bio
logicznego; 2) identyfikacji i oznaczeń ilościowych. Po mineralizacji 
materiału biologicznego (patrz rozdział 4.5) przystępuje się do jako
ściowej i ilościowej analizy trucizn metalicznych za pomocą odpowied
nich metod. W analizie toksykologicznej stosuje się tzw. odczynniki 
grupowe, reagujące z dużą liczbą pierwiastków, w przeciwieństwie do 
specyficznych - reagujących tylko z jednym pierwiastkiem. Zazwyczaj 
w pierwszym etapie analizy, gdy nie wiadomo jaki metal spowodował 
zatrucie, stosuje się odczynniki grupowe, a następnie mieszaninę po
wstałych połączeń poddaje się rozdziałowi techniką chromatografii cie
czowej lub cienkowarstwowej . Przy interpretacji uzyskanych wyników 
należy zapoznać się z wartościami fizjologicznymi i dopuszczalnymi 
stężeniami biologicznymi oznaczanych metali, które są niezbędnymi 
składnikami ustroju, np. Fe, Cu, Zn, Mn, Cr, Se. 
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7.1 . Antymon 

7.1 .1 . Właściwości i toksyczność 

l Właściwości 1 Antymon (Sb) j est błyszczącym srebrzystobiałym meta l e m .  Na 
fizykochemiczne ; powietrzu powo l i  u t l en i a  s ię .  Na  gorąco a ntymon  rozpuszcza się 

w stężonym H2S04:  

( Efekty toksyczne \ 
l u człowieka 

( \ Efekty toksyczne 
\ u roś l in j 

r Wartości 
toksyczne ' \ � 

2Sb + 6H2S04 -+ Sb2(S04)3 + 3502 + 6H20 
oraz w wodz ie królewskiej ( H CI - H N 03, 3 : 1 ) :  

3Sb  + 15HC I  + 5 H N 03 -+ 3SbC I s  + 5 N O  + 10H20 
T lenk i  a ntymo n u  wykazują cha rakter amfoteryczny. Do trudno 
rozpuszcza l nych związków a ntymo n u  na leżą :  Sb2S3, Sb2SS' H 3Sb04, 
H [Sb (O H )6L Ag3Sb03, Ag3Sb04, N a [Sb (OH)61 .  Wszystk ie  so le  anty
monu  u legają hyd ro l i z i e :  

Sb3+ + H20 -+ SbO+ + 2W 
SbC I 6 - + 2HP -+ Sb02CI + 4W + 5C I  

Antymon  do  o rgan i zmu  człowieka może dostać s ię  z pożywie
n i em i wdychanym powietrzem.  Toksyczność tego p ie rwiastka 
rośn i e  wraz ze stopn iem ut l en ien i a .  Związk i  a ntymo n u  wykazu 
j ą  podobne  dz iała n ie, l ecz  m n i ejszą toksyczność do  związków 
arse n u .  Główne do leg l iwości związane  z zatruc iem a ntymonem 
związa n e  są  z z abu rzen i am i  trawien ia ,  oddycha n ia ,  osła b ien iem, 
bó la m i  głowy. Antymo n  dz iała toksyczn ie  na  ośrod kowy u kład 
ne rwowy i krew. Drażn i  błonę  ś l uzową, powoduje  zapa l en i e  spo
jówek i skóry, uszkadza m ięs ień se rcowy i wątrobę .  

Objawy toksycznego dz iała n i a  a ntymonu  u roś l i n  to :  zahamowa
nie wzrostu ,  więd n ięc ie  l i śc i ,  zm iana  zabarwien ia ,  uszkodzenie 
system u  korzen iowego oraz zabu rzen ia  w gospoda rce m ine ra l 
nej .  

N OS :  0 , 5  mg/m3 N OSCh :  1 , 5  mg/m3 (antymo n  i jego związk i  n ie
orga n i c zne  w prze l i c zen i u  na  Sb) .  
LDso (d oustn ie, szczu ry) : 525  mg/kg d l a  SbC I 3; LO ( i . p . ,  szczu ry) : 
100 mgSb/100g d l a  Sb2S3; LOso (doustn ie, szczu ry) : >20g/kg d la 
Sb203 
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7.1 .2. Reakcje charakterystyczne 

7.1 .2.1 . Reakcja z siarkowodorem 

Do 1 cm3 badanego roztworu zakwaszonego HCl dodać 0,5 cm3 wody 
siarkowodorowej . Wytrącający się bezpostaciowy, jasnopomarańczowy 
osad świadczy o obecności antymonu. 

2SbC13 + 3H2S -+ +Sb2S3 + 6HCl 

7.1 .2.2. Reakcja z wodorotlenkiem sodu 

Do 1 cm3 badanego roztworu dodać 1 cm3 10% roztworu NaOH lub 
10% Na2C03• Wodorotlenki sodu lub potasu, amoniak, alkaliczne wę
glany działając na sole antymonu, powodują strącanie się białego wodo
rotlenku antymonu, który łatwo rozpuszcza się w nadmiarze roztworu 
ługu, a trudniej w nadmiarze węglanów. 

SbC13 + 3NaOH -+ +Sb(OH)3 + 3NaCl 

2SbC13 + 3Na2C03 + 3H20 -+ +2Sb(OH)3 + 6NaCl + 3C02 

Sb(OH)3 + NaOH -+ NaSb02 + 2H20 

H3Sb03 + Na2C03 -+ NaSb02 + NaHC03 + H20 

7.1 .2.3. Reakcja z tiosiarczanem 

1 cm3 badanego roztworu zobojętnić roztworem NaHC03 wobec 
papierka lakmusowego. Następnie kroplami dodawać roztwór tiosiar
czanu sodu (Na2S203), ogrzewać do wrzenia. Wytrącający się czerwony 
osad składa się z Sb2S3 i Sb203• 
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7.2. Arsen 

7.2.1 . Właściwości i toksyczność 

Właściwości Arsen (As) i jego związk i  n a l eżą  do  jednych z n aj ba rdz iej trujących 
fizykochemiczne su bstancj i .  N a  powietrzu spa la s ię  n i ebiesk im pło m ien i em two

rząc tr it l enek  a rsen u  (As20J T lenk i  a rsenu  ( I I I )  i (V) pos iadają a m 
foteryczny cha ra kter. As203 (a rszen i k) j est t rud no  rozpuszcza l ny 
w wodzie,  nato m iast dobrze rozpuszcza s ię  w zasadach  tworząc 
arse n i a ny ( I I I )  (meta- i OftO-), które wykazują właśc iwości s i l nych 
red u ktorów. 

Efekty toksyczne 
u człowieka 

i Efekty toksyczne 
. u roś l in 

ASP3 + 60H"  -+ 2AsO/ + 3 H20 
As20S lotny na  powietrzu dobrze rozpuszcza s ię  w wodzie two
rząc kwas a rsenowy (V), któ ry wraz z a rse n i a na m i  (V) jest s i l nym 
ut l en iacze m .  

AsPs + 3 H20 -+ 2H3As04 
Do tru d n o  rozpuszcza l nych sol i  n a l eżą :  AS2S3, As2SS' Ag3As03, 
Ag3As04, Cu HAs03, HgN H4As04, (N H4)3As(M03010)4 .  Arsen n ie roz
puszcza s ię  w rozc i eńczonych kwasach :  HC I  i H2S04, natom iast do
brze rozpuszcza s ię  w stężonym H N 03, wydz ie l ając t l enek  azotu :  

3As4 + 20H N 03 + 8Hp -+ 12H3As04 + 20 NO 

Związk i  arse n u  dostaj ą  s ię  do  o rgan i zmu  d rogą pokarmową, 
oddechową i przez skórę.  Toksyczność a rsenu  po lega na b lo
kowa n i u  a ktywności  wie lu  enzymów NAD-za leżnych, np .  cykl u 
Krebsa .  Ostre zatru c ia  a rsenem powod ują uszkodzen i a  p rocesów 
m etabo l i cznych wątroby (żółtaczka)  i n e re k, n iedokrwistość, za
b u rzen ia  krążen ia  krwi (następstwem są nekrozy), zm i any skór
ne .  Związk i  a rsenu  są ka rcenogenne  i te ratogen ne, p rzyczyniają 
się główn ie  do powstan i a  nowotworów u kładu  oddechowego 
i skóry. Zat ruc ie  AS203 (arszen i k) p rowadz i  do zabu rzeń u kładu 
ne rwowego, n iedokrwistości ,  uszkodzeń błon ś l uzowych u kład u 
oddechowego, naczyń krwionośnych oraz oczu . Skutk iem zażycia 
a rszen i ku  j est najczęśc iej śm ie rć .  

',-------
O bjawy to ksycznego dz iała n ia a rse n u  u roś l i n  to :  z ahamowanie 
wzrostu, więd n ięc ie  l iśc i ,  zm iana  zabarwien ia, uszkodzen ie  sys
tem u  korzen iowego. Ponadto a rsen  powo d uje  w tka n kach  roś l i n 
nych  spadek  zawa rtości fosforu ,  potasu ,  wapn ia  i m a nga n u .  

: Wartości 
i toksyczne '---._----

\ N OS :  0 ,01 mg/m3 (arsen i jego związki  n ieorgan iczne  w prze l i c ze
niu na  As) . 
LDso (doustn ie, szczu ry) : 14,6 mg/kg d l a  ASP3; LD7S ( i . p . ,  szczury) : 
14-18 mg  As/kg d l a  Na2HAs04·7 Hp. Działa ra kotwórczo ( katego
r ia I ) .  
Doustna dawka śmierte lna arszeniku d la człowieka wynosi 70-
-300 mg. 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku – kontynuacja,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki  
na podstawie umowy BIBL/SP/0040/2023/01



7.2.2. Reakcje charakterystyczne 

7.2.2.1 . Reakcja z siarkowodorem 

Do 2 cm3 badanego roztworu dodać 1 cm3 wody siarkowodorowej, 
ogrzewając wytrącić osad żółtego siarczku arsenu (III). Powstający 
siarczek arsenu (III) rozpuścić w gorącym roztworze KOH lub NaOH: 

2As3+ + 3H2S � -ł-AS2S3 + 6H+ 

AS2S3 + 60H- � AsO/ + AsS/ + 3H20 

Reakcja polega na tworzeniu trisiarczku arsenu nierozpuszczalnego 
w gorącym Hel (odróżnienie od siarczków antymonu i cyny). 

7.2.2.2. Reakcja z jodem 

Do 1 cm3 badanego roztworu dodać 1-3 krople roztworu jodu. Na
stępuje zmiana barwy z brunatnej na lekko słomkową, co wskazuje na 
obecności jonów arsenu w roztworze. 

AsO/ + 12 + H20 � AS043- + 2 1- + 2H+ 

7.2.2.3. Reakcja z azotanem (V) srebra 

Do 1 cm3 zakwaszonego HN03 badanego roztworu dodać 3 krople 
1% roztworu AgN03• Po wymieszaniu ostrożnie wlewać po ściance 
probówki amoniak. Na granicy płynów tworzy się żółty pierścień arse
nianu (III) srebra, który łatwo rozpuszcza się w HN03 i amoniaku. 

As02- + 3Ag+ + H20 � Ag3As03 + 2H+ 

7.2.2.4. Reakcja z nadmangan ianem (VI I )  potasu 

Do 1 cm3 zakwaszonego HN03 badanego roztworu dodać kroplę 5% 
roztworu KMn04• Odbarwienie roztworu wskazuje na obecność arse
nianu. 

Arseniany w środowisku kwaśnym redukują jon Mn7+ do Mn2+, który 
tworzy bezbarwne sole. 
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7.2.2.5. Reakcja z molibden ianem (VI ) amonu 

Do 1 cm3 badanego roztworu zakwaszonego HN03 dodać 1-3 kro
ple nasyconego roztworu molibdenianu (VI) amonu. Powstający żółty 
krystaliczny osad rozpuszczalny w amoniaku świadczy o obecności ar
senianu w analizowanym materiale. 

AS04
3
- + 3NH4+ + 12MoO/- + 24H+ � +(NH4)3As04·12Mo03 + 12H20 

(NH4)3As04·12Mo03 + 24NH40H � 12(NH4)2Mo04 + (NH4)3As04 + 

+ 12H20 

7.2.2.6. Reakcja Betłendorffa 

Do 1 cm3 badanego roztworu dodać SnCl2 w stężonym HCL Począt
kowo roztwór zabarwia się na brunatno, z którego po kilku minutach 
wytrąca się czarny osad metalicznego arsenu. 

3Sn2+ + 18Cl- + 2As3+ � 3SnCll- + 2As 

2As02- + 3Sn2+ + 18Cl- + 8H+ � 2As + 3SnCV- + 4H20 

7.2.3. Anal iza i lościowa 

7.2.3.1 . Oznaczanie zawartości arsenu metodą jodometryczną 

Pięciowartościowy jon arsenu (Ass+) wydziela z jodku potasu jod, 
który oznacza się przez miareczkowanie roztworem tiosiarczanu sodu. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1. roztwór H2S04 (1 :50) ;  
2 .  j odek potasu (w substancji); 
3. 0,01 M roztwór tiosiarczanu sodu (Na202S3); 
4. 0,5% roztwór skrobi; 
5. zlewki, kolby ze szlifem zamykane na korek, biurety, pipety. 
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WYKONANIE OZNACZENIA: 
Do kolby stożkowej ze szlifem (o pojemności 200 cm3 z do
szlifowanym korkiem) pobrać 50 cm3 badanej próby. Dodać 
10 cm3 roztworu kwasu siarkowego (roztwór rozcieńczony 1 :50) 
oraz 1 g jodku potasu (odważyć na wadze analitycznej). Kolbę 
zamknąć korkiem, zamieszać i wstawić w ciemne miejsce na 
5 minut. 
Wydzielony po tym czasie jod miareczkować 0,01 M roztwo
rem tiosiarczanu sodu (Na2S203) .  Pod koniec miareczkowania, 
gdy próbka przybierze słomkowe zabarwienie, należy dodać 
1 cm3 0,5% roztworu skrobi. Dalej miareczkować do zaniku za
barwienia (czyli, zaniku fioletowo-niebieskiej barwy) .  

Zawartość arsenu w próbie obliczyć według wzoru: 

gdzie: 

f ·  a · 1000 3 XAS = (mg As/dm ), 
V 

XAS - stężenie arsenu w próbie badanej ;  
a - objętość roztworu tiosiarczanu sodu zużyta do miareczkowania badanej 

próby (cm3); 
f - współczynnik przeliczeniowy dla 0,01 M roztworu tiosiarczanu sody wy-

noszący 0,3745; 
. V - objętość badanej próbki (50 cm3). 
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7.3.  Bar 

7.3.1 . Właściwości i toksyczność 

I' Właściwości I Bar (Ba) jest to srebrzystobiały m eta l .  So le  t rudno  rozpuszcza l ne 
. fizykochemiczne I ba ru to :  s iarczan (V I )  baru ,  węg l an  (V I )  baru ,  c h ro m i a n  (V I )  ba ru, \ J 

natom iast łatwo rozpuszcza l n e :  ch lo rek  baru ,  octan baru i azotan 
(V) ba ru .  Wodorot l enek  ba ru rozpuszcza się w wodzie tworząc 
tzw. wodę ba rytową, która jest mocną  zasadą .  

r Efekty toksyczne S i l nymi  t ruc i zna m i  są  sole baru łatwo rozpuszcza l ne  w wodzie (np.  
l u człowieka J Ba (N03)2' BaCI2 ) ,  natom iast t ru d n o  rozpuszcza l n e  ( np .  BaS04) n ie 

są szko d l iwe.  Bar  w organ i zm ie  człowieka powoduje  n iedowład 
m ięśn i  (zwłaszcza kończyn górnych i szyi), t rud nośc i  w oddycha
n i u  o raz  dz i ała h a m ująco na m i nera l i zację  kośc i .  

( Efekty toksyczne 'I Prawd opod obn ie  powod uje  zabu rzen ia  we wzroście i m etabo l i -l u roś l in zm ie  roś l i n .  

l Wartości 
toksyczne 

\ N OS :  0, 5 mg/m3; N OSCh :  1, 5 mg/m3 (bar  i j ego związk i  n ieorga
n i c zne  w prze l iczen i u  na Ba) .  
LDso (doustn i e, szczu ry) : 355 mg/kg d la  Ba (N03)2; LOso (doustnie, 
szczu ry) : 118 mg/kg d l a  BaC I 2 •  

7.3.2.  Reakcje charakterystyczne 

7.3.2.1 . Reakcja z rozpuszczalnymi węglanami 

Do 1 cm3 roztworu dodać 5 kropli 10% roztworu NH4C03• Jony wę
glanowe wytrącają z obojętnego lub zasadowego roztworu, zawierają
cego jony baru biały osad węglanu barowego, który dobrze rozpuszcza 
się w rozcieńczonych kwasach mineralnych oraz kwasie octowym. 

Ba2+ + CO/- --+ +BaC03 

7.3.2.2. Reakcje z chrom ianem (VI ) lub dichromianem (VI ) potasu 

Do 1 cm3 obojętnego lub zakwaszonego kwasem octowym badanego 
roztworu dodawać po kropli 0,05 M roztwór K2Cr207• Wytrącenie się 
żółtego osadu chromianu (VI) baru rozpuszczalnego w kilku kroplach 
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stężonego Hel świadczy o obecności baru. Osad nie rozpuszcza się 
w kwasie octowym. 

7.3.2.3. Reakcja z rozpuszczalnymi siarczanami 

Do 3 cm3 badanego roztworu dodawać po kropli rozcieńczony 
H2S04• Wytrącający się natychmiast biały drobnokrystaliczny osad 
siarczanu (VI) baru wskazuje na występowanie baru w analizowanym 
materiale. 

7.4. Bizmut 

7.4.1 . Właściwości i toksyczność 

Właściwości I Bizmut (Bi) jest kru chym m eta lem,  o różowosrebrzystym po
fizykochemiczne j łysku .  N i e  u l ega zm i an i e  na  powietrzu .  Dobrze rozpuszcza s ię 

w H N 03 i gorącym stężonym H 2S04. 

Efekty toksyczne . 
u człowieka 

�-------' 

Efekty toksyczne 
u roś l in 

� _____ J 

Wartości 
toksyczne 

Bizmut łatwo wiąże s ię z gru pami  su lfhyd ry lowymi  b iałek, co po
wod uje zabu rzen ie  w i ch  fun kcj i i przem ianach  m etabo l i c znych .  
Toksyczne  d z iałan ie  b i zmutu  na  o rga n i zm człowieka p rzejawia s ię 
szkod l iwym wpływem na  u kład ne rwowy. Dz ięk i  dz ia ła n i u  bak
ter iobójczemu ,  jony b i zmutu  są wyko rzystywa ne  w prepa ratach 
kosmetycznych i fa rmaceutycznych, np .  ś ro d kach  stosowa nych 
w lecze n i u  infekcj i p rzewodu  pokarmowego . 

Wykazuje dz iałan ie  toksyczne zb l i żone do ołowiu .  Powoduje  
główn ie  za b u rzen ia  procesu fotosyntezy, podz iału komórek  o raz  
gospoda rki  wod nej .  Toksyczność związ ków b izmutu objawia s ię 
więd n ięc iem i c i emnoz ie l onym zabarwien iem l i śc i  oraz skróce
n iem wzrostu korzen i .  

N DS :  brak danych. 

LDso (doustn ie ,  szczu ry) : 5000 mg/kg d l a  Bi203 ' 
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7.4.2. Reakcje charakterystyczne 

7.4.2.1 . Reakcja wodorotlenkiem sodu 

Do l cm3 badanego roztworu dodać 2-3 krople 10% roztworu NaOH. 
Powstaje galaretowaty, biały osad, który po ogrzaniu przechodzi w żółty 
osad wodorotlenku bizmutu (III). 

Be+ + 3 OH- -+ +Bi(OH)3 

7.4.2.2. Reakcja z siarkowodorem 

Do 3 cm3 badanego roztworu dodać l cm3 wody siarkowodorowej. 
Wytrąca się ciemnobrunatny osad siarczku bizmutu, który dobrze roz
puszcza się w gorących stężonych kwasach mineralnych. 

2Bi3+ + 3H2S -+ +Bi2S3 + 6H+ 

7.4.2.3. Reakcja z d itizonem 

Ditizon (difenylotiokarbazon) jest pochodną tiomocznika. Ma 
postać drobnokrystalicznego, czarnego proszku z niebieskawym od
cieniem. Nie rozpuszcza się w wodzie i rozcieńczonych kwasach, na
tomiast jest rozpuszczalny w amoniaku i roztworach alkalicznych, 
z brunatnym zabarwieniem. Bardzo dobrze rozpuszcza się w niepolar
nych rozpuszczalnikach organicznych (chloroform, tetrachlorek węgla, 
benzen, trichloroetylen) dając intensywne zielone zabarwienie. Diti
zon reaguje z większością metali ciężkich, których siarczki są trudno 
rozpuszczalne w wodzie (Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Pd, Ag, Cd, Sn, Sn, 
Pt, Au, Hg, Tl, Pb, Bi, Po), tworząc chelaty wewnętrzne. W przypadku 
ołowiu ditizon tworzy kompleks o zabarwieniu czerwonym. Reakcja 
ditizonu z metalami zachodzi przy odpowiednim pH roztworu. W roz
tworze kwaśnym (pH=4,5-5) reagują: Zn, Fe, Ni, natomiast w alkalicz
nym (pH=8,5-9) :  Pb, Cd, Co, Mn, TL Barwne kompleksy ditizonianów 
można oznaczać spektrofotometrycznie. 
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Do 2 cm3 chloroformowego roztworu ditizonu dodać zakwaszony 
roztwór soli bizmutu i wytrząsać. Zielone zabarwienie ditizonu prze
chodzi w żółto-pomarańczowe. 

7.5 .  Chrom 

7.5 .1 . Właściwości i toksyczność 

Właściwości 
fizykochemiczne 

Efekty toksyczne 
u człowieka 

Chrom (Cr) jest meta l em szarym, trwałym na powietrzu i w wo
dz ie .  Dobrze rozpuszcza się w następujących kwasac h :  so l nym,  
70% kwas ie  ch l o rowym (VI I )  i rozc ieńczonym H2S04 •  Tworzy 
t l enk i :  CrO, CrP3 i nadt l enek  CrOs ' So le  ch ro m u  ze wzgl ędu  na  
łatwość tworzen i a  uwodn ionych komp l eksów, posi adają  cha 
ra kte rystyczne  ba rwy, np .  ch lo rek  ch romu i s i a rcza n ch romu są  
z ie lone, Cr (H20)66+ - jest  f io l etowy. Związk i  c h ro m u  łatwo u l egają 
hyd ro l i z ie  i u t l en i en i u  do  ch rom ia nów w środowisku a l ka l i cznym 
(CrO/L które z ko l e i  u l egają  red u kcj i do związków ch romowych 
pod wpływem H2S, H I ,  502' H B r. Wodorot lenek  chromu  ( I I )  ma  cha
rakter zasadowy, zaś wodorot lenek  chromu  ( I I I )  - amfoteryczny. 

Związk i  c h ro m u  uszkadzają u kład oddechowy, p rzewód pokar
m owy, wywołują zm iany skórne, wykazują dz ia ła n i e  ra kotwór
cze, m utage n n e  e m b riotoksyczne  i te ratogenne .  Chrom wykazuje 
powi nowactwo do  wie l u  e nzymów, h a m ując  l u b  pobudzając ka
ta l izowa ne  przez n ie reakcje .  Chrom trójwa rtośc iowy łatwo two
rzy trwałe połączen i a  z D NA, co prowadz i  do  jego uszkodzen i a  
i w efekc ie  przyczyn ia  s ię  do  rozwoju nowotworów złoś l iwyc h .  
Trójwa rtośc iowy c h rom łącząc s i ę  dobrze z b iałka mi ,  powoduje  
i ch  wytrąca n ie, co j est widoczne w szkod l iwym działa n i u  ch ro m u  
na  skórę i błony ś l uzowe. Zatruc ie  związkam i  ch ro m u  o bjawia s ię  
s i l nymi  ból a m i  brzucha ,  c iężk im uszkodzen i em ne rek, owrzodze
n i em p rzewodu  pokarmowego, błon ś l u zowych górnych d róg od
dechowych o raz skóry. 
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( Efekty toksyczne 1 Objawy toksycznośc i  u roś l i n  to :  z abu rzen ia  gospoda rk i  wod nej 
l u roś l in (więdn ięc ie  roś l i n) ,  c h l o roza młodych l iśc i, uszkodzen ia  stożków 

wzrostu oraz system u  korzen iowego. 

Wartości 
toksyczne 

N DS :  0, 5 mg/m3 (chrom i jego związk i  ( I I I )  w prze l iczen i u  na  Cr) .  
N DS :  0 ,1 mg/m3; N DSCh :  0, 3 mg/m3 ( chrom i any) .  
LDso (doustn ie, kró l i k ) :  3250 mg/kg d l a  Cr (N03k9 H20; LDso (do
ustn ie, szczu ry) : 1790 mg/kg d la CrCI3 · 6H20; LDso (doustn ie, szczu 
ry) : 10000 mg/kg d l a  Crp3; LDso (doustn ie,  kró l i k) :  80 mg/kg d l a  
Cr03 · 

7.5.2. Reakcje charakterystyczne 

7.5.2.1 . Reakcja z siarczkiem sodu 

Do 1 cm3 badanego roztworu dodać kilka kropli roztworu siarczku 
sodu. Wytrącaj ący się szarozielony lub szarofioletowy osad rozpusz
czalny w nadmiarze NaOH lub w amoniaku świadczy o obecności 
chromu. 

7.5.2.2. Reakcja z amon iakiem 

Do 1 cm3 badanego roztworu dodać 3 krople NH4CI i następnie 
powoli amoniak do momentu powstania czerwonego roztworu utwo
rzonego w wyniku rozpuszczenia się osadu zabarwionego na kolor sza
rozielony. Reakcja ta polega na wytrącaniu wodorotlenku chromu (III) 
i rozpuszczeniu go w nadmiarze amoniaku w obecności soli amono
wych z utworzeniem czerwonej soli zespolonej : 

Cr3
+ + 3NH40H -+ Cr(OH)3 + 3NH/ 

Cr(OH)3 + 3NH40H + 3NH4Cl -+ Cr(NH3)6C13 + 6H20 

7.5.2.3. Reakcja z nadtlenkiem wodoru 

Do 1 cm3 badanego roztworu dodać kilka kropli 3% roztworu H202, 
następnie zakwasić rozcieńczonym H2S04 i ostrożnie dolać 1-2 cm3 
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eteru. Powstający CrOs przechodzi do warstwy eterowej barwiąc ją na 
niebiesko. 

7.5.2.4. Reakcja z difenylokarbazydem ( I )  

Związki chromu w środowisku kwaśnym reagują z difenylokarbazy
dem (I), dając fioletowy kompleks. Aby ta reakcja zaszła, należy najpierw 
utlenić Cr3+ do Cr6+ za pomocą peroksydisiarczanów (VI) w środowisku 
kwaśnym lub bromianu (I) sodu w alkalicznym: 

2c2+ + 3S20t + 8H20 -+ 2CrO/- + 6S0/- + 16H+ 

2Cr02- + 3BrO- + 20H- -+ 2Cr042- + 3Br- + H20 

W zależności od środowiska utlenienia chromu (VI) reakcję z dife
nylokarbazydem (I) wykonuje się dwojako: 

a) w środowisku kwaśnym - do kropli badanego roztworu dodać 
kroplę nasyconego roztworu peroksydisiarczanu (VI) potasu oraz 
kroplę 2% roztworu AgN03• Po upływie 2-3 minut dodać kroplę 
1% etanolowego roztworu difenylokarbazydu (I). Pojawienie się 
zabarwienia od fioletowego do czerwonego wskazuje na obecność 
chromu. Wykrywalność tej metody wynosi: 0,8 f-lg chromu; 

b) w środowisku zasadowym - do kropli obojętnego lub słabo za
sadowego roztworu badanego dodać 1-2 krople bromianu (I) sodu. 
Po 1 minucie dodać kroplę stężonego H2S04, 1-2 krople 20% roz
tworu kwasu sulfosalicylowego, a następnie kroplę nasyconego 
roztworu difenylokarbazydu (I). Pojawienie się fioletowej barwy 
świadczy o obecności chromu. 

C6H5 
H I N-NH 

o=< + Me+ ---

N - NH 
H I C6H5 

C6H5  
H I N - NH 

o=< ��:Me 

N - NH 
H I C6H5 
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7.5.3.  Anal iza i lościowa 

7.5.3.1 . Spektrofotometryczne oznaczan ie zawartości związków chromu 
w ściekach 

Jony chromu (VI) reagują  z difenylokarbazydem (I) w środowisku 
słabo kwaśnym dając związek o czerwono-fioletowym zabarwieniu 
(patrz rozdział 7.5.4) . Intensywność zabarwienia jest wprost proporcjo
nalna do stężenia chromu. W oznaczaniu chromu mogą przeszkodzić 
związki żelaza o stężeniu powyżej 1 mg/dm3, dając żółte zabarwienie. 
W podobny sposób reaguje wanad, lecz jego zabarwienie znika po 10 
minutach od rozpoczęcia reakcji z difenylokarbazydem (I). Natomiast 
związki rtęci dają barwę niebieską lub niebiesko-fioletową, która przy 
odczynie kwaśnym jest bardzo słaba. 

Podana metoda oznaczania chromu służy do określenia całkowitej 
zawartości nieorganicznych związków chromu (III) i (IV), obecnych 
w oczyszczonym ścieku, łącznie z ewentualnymi pozostałościami za
wiesiny wodorotlenku chromu. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1. 0,04% etanolowy roztwór difenylokarbazydu (I); 
2 .  0,5 M roztwór H2S04 cz.d.a. ;  
3. peroksydisiarczan (VI) sodu (Na2S20S)' stały; 
4. podstawowy roztwór K2Cr207 o stężeniu 0,10 mg Cr6+ /cm3; 
5. roboczy roztwór K2Cr207 o stężeniu 0,001 mg Cr6+/cm3 (roztwór przygoto

wać na świeżo przed oznaczeniem); 
6. bufory o pH=4,01 i pH=6,98; 
7. spektrofotometr UV-VIS, pH-metr, pipety, zlewki, kolby miarowe, łaźnia 

wodna. 

Do zlewki o pojemności 100 cm3 odmierzyć 50 cm3 próbki ścieków 
bytowych pobranych znad osadu. Dodać taką ilość 0,5 M H2S04, aby 
otrzymać pH roztworu wynoszące 1,5. Następnie dodać 0,2 g peroksy
disiarczanu (VI) sodu w celu utlenienia chromu do Cr6+. Tak przygo
towany roztwór ogrzewać w łaźni wodnej w temperaturze 80 oC przez 
20 minut. Po ochłodzeniu przygotowany roztwór przenieść do kolby 
miarowej o objętości 50 cm3 i uzupełnić wodą destylowaną do kreski. 
Następnie dodać 2,5 cm3 roztworu difenylokarbazydu (I) i wymieszać. 
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Analogicznie wykonać próbę ślepą, używając zamiast ścieku wodę de
stylowaną. Próby (badaną i ślepą) odstawić na 10 minut. Po tym cza
sie odczytać wartość absorbancji przy długości fali :\=540 nm wobec 
próby ślepej .  

Wykres wzorcowy: do szeregu kolb miarowych o pojemności 
50 cm3 odmierzyć następujące objętości roboczego wzorcowego roz
tworu K2Cr207: O; 0,5; 1; 2; 5; 10; 20 cm3 i dopełnić wodą destylowaną 
do kreski. Następnie dodać po 2,5 cm3 roztworu difenylokarbazydu (I), 
wymieszać i zmierzyć wartość absorbancji przy długości fali :\=540 
nm. Wykreślić krzywą wzorcową. Na podstawie krzywej wzorcowej 
odczytać zawartość chromu w próbie badanej . 

7.6. Cyna 

7.6.1 . Właściwości i toksyczność 

Właściwości I 
fizykochemiczne 

Efekty toksyczne 
u człowieka '-------------" 

Cyna (5n) jest srebrzystob iałym meta l e m, od pornym na dz iała n i e  
powietrza .  Występuje w odm i anach  a l ot ropowych .  Rozpuszcza 
s ię powo l i  w rozc ieńczonym, z im nym H CI, natom iast szybko w go-
rącym HCI i H2S04:  

S n  + 2HC I  -+ SnCI2 + H2  
Sn + 4H2S04 -+ Sn (S04)2 + 4H20 + 2502 

N ieorga n i c zne  związk i  cyny zabu rzają b iosyntezę h e m u  oraz po
wodują n i edokrwistość i zm i any w tkance kostnej .  N ajba rdz iej 
toksycznymi  związka m i  cyny są j ej związk i  o rgan i c zn ie  - szczegó l -
n ie  związk i  a l k i l owe, a i ch  szkod l iwy wpływ wzrasta z i l ośc ią  gru p 
metylowyc h .  Orga n i c zne  związk i  cyny h a m ują  p rocesy oddycha
n i a  (oksydacyj ną fosfory lację w m itochondriach )  oraz uszkadzają 
m itoch o n d ri a .  Dz iałaj ą  toksyczn ie  na  u kład ne rwowy, gras icę,  
wątro bę i d rogi żółci owe . Ostre zatru c ia  cyną obj awiają s ię  zabu 
rzen i am i  widze n i a, utratą świadomości ,  bó l am i  głowy, zm ianam i  
skórnymi ,  podrażn i en i am i  spojówek oraz  z abu rze n i a m i  c zuc i a .  

Efekty tokSycznel Toksyczne dz ia łan i e  związków cyny na roś l i ny objawia s ię  zaha-
u roś l in ___ _ ____ � mowa n iem podz ia łów komórkowych i wzrostu .  

Wartości 
toksyczne 

N DS :  2 mg/m3 (cyna i jej związk i  n i eorga n i c zne  w prze l i czen i u  na  
Sn ,  dymy i pyły) .  

�-------" LDso (doustn ie, szczu ry) : 700 mg/kg d l a  SnC I 2; LDso (doustn ie ,  
szczu ry) : 377 mg/kg d la  S n F2 .  
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7.6.2. Reakcje charakterystyczne 

7.6.2.1 . Reakcja z siarkowodorem 

Do 1 cm3 badanego roztworu zakwaszonego HCl dodać 0,5 cm3 
wody siarkowodorowej . ° obecności cyny świadczy powstanie brązo
wego osadu dobrze rozpuszczalnego na gorąco w stężonym HCl i poli
siarczku amonowym. 

Sn2+ + H2S -+ +SnS + 2H+ 

SnS + 2H+ -+ Sn2+ + H2S 

SnS + (NH4)2S2 -+ (NH4)2SnS3 

7.6.2.2. Reakcja z wodorotlenkiem sodu 

Do 1 cm3 badanego roztworu dodać 1 cm3 roztworu NaOH lub KOH. 
Powstający biały osad Sn(OH)2 wskazuje na obecność cyny w ana
lizowanej próbie . Wodorotlenek cyny (II) jest amfoteryczny z prze
wagą właściwości zasadowych, rozpuszcza się zarówno w kwasie, jak 
i w nadmiarze wodorotlenku. 

Sn2+ + 20H- -+ +Sn(OH)2 

Sn(OH)2 + 2H+ -+ Sn2+ + 2H20 

Sn(OHh + OH- -+ Sn(OH)3-

7.6.2.3. Reakcja z molibden ianem (VI ) amonu 

Do kilku kropli roztworu Na2HP04, zakwaszonego stężonym HN03 
dodać w nadmiarze roztwór molibdenianu (VI) amonu - (NH4)2Mo04' 
Wytrąca się żółty osad (NH4)3P(Mo30lO)4' do którego należy dodać 
0, 5 cm3 badanego roztworu. W przypadku obecności soli cynawej 
w roztworze pojawia się niebieskie zabarwienie. 
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7.7. Cynk  

7.7.1 . Właściwości i toksyczność 

Właściwośc i 
fizykochemiczne i 

Efekty toksyczne · 
u człowieka 

Efekty toksyczne 
u rośl in  

Cynk (Z n) n a leży do  I I  g rupy u kład u okresowego. J est srebrzystym 
meta l em o n ieb ieskawym odc ie n i u .  Ma cha ra kter  amfoteryczny. 
Rozpuszcza się w kwasach  i mocnych zasadach, występuje  na 
+2 stopn i u  u tl en i en i a .  W przyrodz ie  wystę puje w postac i  m ine 
rałów. 

Cyn k  w orga n i zmach  zwierzęcych współdziała w procesach m eta 
bo l i c znych z i n nym i  n iezbęd nymi meta l a m i  (Cu,  Fe i Ca),  powo d uje  
różne  za b u rzen ia  w u kładz ie  krążen ia ,  a ta kże może powodować 
zabu rzen i a  psych i czne .  P rawdopodobn ie  z a b u rzen ia  metabo l i 
z m u  meta l i  n iezbęd nych d l a  o rgan i zmu  człowieka pod wpływem 
cyn ku mogą być j edną  z najważn iejszych p rzyczyn jego toksycz
ności u człowie ka i zwie rząt. Związk i  cynku podawa ne  doustn ie  
uważa  s ię  za mało  toksyczne .  Wdychan ie  świeżo wytworzonych 
dym ów, zawie raj ących t l e n e k  cyn ku  w stęże n i a c h  powyżej 
15  mg/m3 powod uj e  wyst ą p i e n i e  c h o ro by przypom i n aj ącej 
grypę ,  z n a nej j a ko "go rąc zka o d l e w n i ków". Choroba  zaczyna  
s i ę  o bj awa m i  pod ra ż n i e n i a  górnych d róg o d d e c h owych,  b ó l a 
m i  głowy, m i ę ś n i  i stawów, uczuc iem rozb ic ia  i osłab i en i a .  Na 
stępn ie  pojawia s i ę  wysoka gorączka i l e u kocytoza, bó le  w k latce 
p iers iowej, d reszcze, poty. O bjawy ustępu ją  s a m o istn i e  w c i ągu  
24-48  god z i n .  U l ud z i  n a rażen ie  na  długotrwałe dz iała n ie  pyłu 
cyn kowego i t l enku cynku powoduje pod ra żn ien ie  d róg oddecho
wych,  zabu rzen ia  fu n kcjonowa n ia  p rzewodu  pokarmowego oraz 
n i edokrwistość .  Ponadto stwierdza s ię  bezsen ność, u poś ledzen ie  
pa m i ęci ,  zabu rzen i a  słu chu  i n adm ie rną  pot l iwość .  Cyn k  uważa ny 
jest równ ież  za czyn n i k  ra kotwó rczy. 

Cyn k  h a m uje  k iełkowa n ie  nas ion oraz wzrost korzen i  i nad 
z iem nych częśc i  roś l i n .  Ogra n icza równ ież  wchła n i an i e  że laza 
i magnezu przez roś l i ny, co prowadz i  do  zabu rzeń w gospoda rce 
m i ne ra l nej .  

r Wartości N DS d l a  dymów cynku : 5 mg/m3 (w prze l iczen i u  na  Zn) ;  
l!oksyczne I N DSCh : 10 mg/m3 (w prze l ic zen iu  na  Zn) ;  

-----� LDso (doustn ie, szczu ry) : 2000 mg/kg; 
LDso ( i n ha l acyj n ie, szczu ry) : 5,4 mg/d m3/4 god z .  
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7.7.2. Reakcje charakterystyczne 

7.7.2.1 . Reakcja z wodorotlenkiem sodu 

Do 1 cm3 roztworu zawierającego jony cynku dodawać kroplami 10% 
roztwór Na OH do wytrącenia białego osadu. 

Zn2+ + 20H- -+ +Zn(OH)2 

Powstały wodorotlenek cynku (II) jest amfoteryczny; rozpuszcza się 
w nadmiarze odczynnika i w kwasach. W tym celu nadal dodawać 10% 
roztwór NaOH w celu rozpuszczenia osadu. 

7.7.2.2. Reakcja z amon iakiem 

Do 1 cm3 roztworu zawierającego jony cynku dodawać kroplami 
wodny roztwór amoniaku (NH3

·H20). Wytrąca się biały osad wodo
rotlenku cynku (II) rozpuszczalny w nadmiarze odczynnika. W tym 
celu nadal dodawać kroplami roztwór amoniaku w celu rozpuszczenia 
osadu. 

7.7.2.3. Reakcja z heksacyjanożelazianem ( I I )  potasu 

Do 1 cm3 roztworu zawierającego jony cynku dodawać kroplami 
10% roztwór I� [Fe(CN)6] '  Zaobserwować pojawienie się białego osadu 
heksacyjanożelazianu (II) cynku Zn2 [Fe(CN)6] '  

7.7.3. Anal iza i lościowa 

7.7.3.1 . Oznaczan ie zawartości cynku w roztworach metodą ditizonową 

Metoda ditizonowa (patrz rozdział 7.4.3) do oznaczania cynku może 
być stosowana po wyeliminowaniu czynników przeszkadzających, ta
kich jak: jony metali podobnie reagujące z ditizonem jak cynk (Cd2

+, 
Pb2+, Ne+, Fe3+, Cu2+) przez dodanie tiosiarczanu sodu oraz chlor i inne 
halogenki - przez gotowanie roztworu. 
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ODCZYNNIKI I MATERIAŁ Y: 
1. roztwór ditizonu - rozpuścić 0,1 g ditizonu w 500 cm3 chloroformu; 
2. chloroform; 
3. 10% roztwór tiosiarczanu sodu (Na2S203); 
4. bufor octanowy o pH=5. Przygotować 0,2 M roztwór kwasu octowego (11,55 

cm3 CH3COOH uzupełnić wodą do 1000 cm3) oraz 0,2 M roztwór octanu so
dowego (rozpuścić 16,4 g CH3COONa i uzupełnić wodą do 1000 cm3). W celu 
uzyskania buforu o pH=5 pobrać 14,8 cm3 0,2 M roztworu kwasu octowego 
i 35,2 cm3 0,2 M roztworu octanu sodu. Roztwory wymieszać i uzupełnić 
wodą do 100 cm3; 

5. roztwór wzorcowy cynku. Rozpuścić 0,1 g cynku w 2 cm3 roztworu HCl (1:1), 
uzupełnić wodą do kreski (1000 cm3) i wymieszać. Do ćwiczeń odmierzyć 10 
cm3 podstawowego roztworu cynku do kolbki miarowej o pojemności 1000 
cm3, uzupełnić wodą do kreski i wymieszać. Tak przygotowany roztwór 
wzorcowy cynku zawiera 0,001 mg Zn w 1 cm3; 

6. spektrofotometr, probówki, wagi analityczne, pipety, zlewki. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 

gdzie: 

Do 3 kolejnych probówek (probówki nr 1, 2, 3) dokładnie od
mierzyć po 1 cm3 badanej próby (próby badane). Do probówki 
nr 4 pobrać 1 cm3 próby wzorcowej cynku (próba wzorcowa). 
Natomiast do probówki nr 5 pobrać 1 cm3 wody destylowanej 
(próba ślepa) . 
Do wszystkich prób dodać po 1 cm3 1O% roztworu Na2S203 oraz 
3 cm3 roztworu buforowego o pH=5. Dokładnie wymieszać. Po 
wymieszaniu dodać 2 cm3 roztworu ditizonu oraz 1 cm3 chlo
roformu. Wytrząsać przez 3 minuty. Odstawić na 5-10 minut 
w celu rozdzielenia się warstw. 
Za pomocą suchej pipety Pasteura pobrać warstwę chloro
formową do kuwety i zmierzyć absorbancję 3 prób badanych 
oraz wzorcowej wobec próby ślepej w spektrofotometrze przy 
długości fali A=620 nm. Zawartość cynku w próbie obliczyć 
według wzoru: 

Cp - stężenie cynku w próbie badanej ;  
Cw - stężenie wzorca cynku (0,001 mg Zn/cm3); 
Ap - średnia absorbancj a próby badanej ;  
� - absorbancja próby wzorcowej . 
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7.8. Kadm 

7.8.1 . Właściwości i toksyczność 

( Właściwości \ Kadm (Cd) jest b ia łym m eta l e m  o n i eb ieskawym odc ie n i u .  Na l eży 
I fizykochemiczne I do grupy I l b  u kład u  okresowego p ierwiastków, razem z cynk iem \ J 

Efekty toksyczne 
u człowieka 

i rtę c ią .  Tworzy sze reg związków, występując w n i ch  wyłącznie 
na  +2 stopn i u  ut l en i en i a .  J est za l i c zany do  gru py m eta l i  c i ężkich 
(gęstość przekracza 5 g/cm3) .  Lotny kad m  w postac i  pa ry szybko 
s ię  ut len ia  do  t l enku  kad m u .  Kad m  i j ego związk i  n i eorga n i czne 
tworzą w powietrzu środowiska pracy a e rozo l e  (dymy, pyły), 
które łatwo dostają s ię  do pęcherzyków płu c nyc h .  

Toksyczność ostra : przy n a rażen i u  i n ha l a cyj nym na  kad m  ob
serwuje s ię  gorączkę, bóle głowy, ga rdła i w k latce p ie rs iowej, 
z abu rzen ia  oddychan ia, kasze l ,  zapa l en i e  spojówek, obrzęk płuc, 
ś ród m iąższowe zwłókn ien ie  płu c .  P rzy zatru c iach  d rogą pokar
mową stwierdza s ię  wym ioty, b iegu n kę i s i l n e  bó le  b rzu cha .  

Toksyczność przewlekła : uszkodzen i e  n e re k  ( b ia łka m i krogl obu l i 
nowe w moczu ), uszkodzen i e  wątroby, uszkodzen i e  j e l it, n i edo
krwistość, chorobę nadc i śn ien iową, zm iany w u kła dz ie  krążen ia, 
odwa p n ien i a  kości, powikłan i a  c iąży, za b u rzen ie  fu n kcj i  rozrod
czych .  

Charakterystyczną chorobą powodowa ną  przez kad m  je s t  " ita i 
- ita i". Choroba ta pojawiła s ię w do l i n i e  J i ntsu w Japon i i  w latach 
1940-1960, gdz ie spożywa no d u że i l ośc i  ryżu z po letek skażo
nych kad m e m  i cynk iem .  Po letka te były nawadn i ane  wodą, 
która spływała z gór wraz z odpada m i  kopa l n ia nym i .  J ej objawy 
to:  s i l n e  bó le  stawów i kości  podczas chodzen ia ,  głównie  kręgo
słu pa i kończyn do l nych (tzw. kaczy chód ), wie lokrotne  złaman ia  
i zn i ekształcen ia  kośc i .  J est to spowodowa ne zabu rzen i am i  me
ta bo l i zmu  wit am iny D i ho rmonu  tarczycy, co p rowadz i  do  zmian 
w kośc iach  (osteoma l acja ,  osteoporoza) .  U chorych na " i ta i - ita i"  
wykryto wysoki  poz iom ka d m u  w moczu i we krwi oraz wysokie 
wyda l an i e  z moczem wie l u  małocząsteczkowych związków (jony 
wapn iowe i fosforanowe, a m inokwasy, m eta lot ione i na ,  b iałko 
wiążące reti no l ,  g l u koza) .  Efektem cha ra kte rystycznym na rażen ia 
na  kad m  jest uszkodze n ie  ne rek  typu ka n a l i kowego. Kad m  jest 
równ ież  p rzyczyną choroby nadc i śn ien iowej, a nem i i, rozedmy 
płuc,  utraty węch u .  
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cd . Ta be l i  

Efekty toksyczne I 
u człowieka 

Efekty toksyczne 
u rośl in 

Wartości 
toksyczne 

Efekty odległe: kad m wykazuje dz iała n i e  m utage n n e  (pękn ięc i a  
c h ro m atyd, t ra n s l o ka cj e  c h ro m osomów), te ratoge n n e  (b rak  
kośc i  czaszk i ,  wod ogłowie, rozszczep wa rg i pod n i e b i e n i a  u pło 
d u ,  uszkodzen i e  łożyska,  ś m ie rć pło d u ) , ra kotwó rcze ( nowotwo
ry płuc, n e re k, j ąde r) .  Obn i ż a  równ ież  rozrod czość (za h a m owa
n i e  spermatogen ezy) .  

Kad m  obn iża i lość  ch l orofi l u ,  a zatem ogran icza efe ktywność fo
tosyntezy. Roś l i ny wraż l iwe na  kad m  (szp i nak, soja ,  sałata) wy
kazują  objawy zatru c ia  i znaczną  obn i żkę p lonu  j u ż  przy stężen i u  
4-13 ppm kad m u  w g leb ie, podczas gdy  pomidory i ka pusta n i e  
pod legają  wyra źnemu  uszkodzen i u  jeszcze p rzy zawa rtości 170 
ppm kad m u ,  a ryż przy 640 ppm kad m u .  Kad m  osła b ia  rozwój ro
ś l i n , h a m uje  k iełkowa n ie nas ion oraz rozwój ko rzen i  i pędów. L i 
śc ie  u l egają  d eformacj i .  Powod uje ogra n i czen i e  transp i racj i  o raz  
powstawan i e  charakte rystycznych czerwonych żyłek na  l i ś c i ach .  
N egatywn ie  wpływa na  gospoda rkę wod ną  i m i nera l n ą  roś l i n  

N DS d l a  dymów i pyłów kad m u :  0 , 0 1  mg/m3 w prze l i cze n i u  na  
kad m .  Za stężen ie  p rogowe wystąp ien ia  ostrych o bjawów zatru 
c ia  d rogą i nha l a cyj ną  przyj m uje  s ię  0 ,5 mg Cd/m3 d l a  dymów t l en 
ku kad m u  i 3 mg Cd/m3 d l a  resp i rab i l n ej fra kcj i pyłu .  
LDso (doustn i e, szczu ry) : 225  mg/kg; LDs o  (doustn ie, szczu ry) : 
88 mg/kg d l a  CdC I 2; LDso (doustn i e, szczu ry) : 280 mg/kg d l a  
CdS04· 
LCso (toksyczność d l a  ryb) : 0 ,003 mg/d m3 

- 96 godz .  d l a  CdC I2 ;  
ECso (toksyczność d la dafni i  i i n nych bezkręgowców) :  0,016 

mg/d m3 
- 48 godz .  d la CdCI2 •  

7.8.2. Reakcje charakterystyczne 

7.8.2.1 . Reakcja z amoniakiem 

Do 1 cm3 roztworu zawierającego jony kadmu dodawać kroplami 
roztwór amoniaku. Zaobserwować pojawienie się białego osadu roz
puszczalnego w nadmiarze odczynnika. 

Cd2+ + 20H- � +Cd(OHh 

Cd(OH)2 +4NH3 � Cd[(NH3)4f+ + 20H-
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iltu 

7.8.2.2. Reakcja z wodorotlenkiem sodu 

Do 1 cm3 roztworu zawierającego jony kadmu dodawać kroplami 
10% roztwór wodorotlenku sodu. Zaobserwować pojawienie się białego 
osadu nierozpuszczalnego w nadmiarze odczynnika. 

7.8.2.3. Reakcja z siarczkiem sodu 

Do 1 cm3 roztworu zawierającego jony kadmu dodawać kroplami 
10% roztwór siarczku sodu (Na2S). Zaobserwować pojawienie się żół
tego osadu siarczku kadmu nierozpuszczalnego w nadmiarze odczyn
nika. 

7.8.2.4. Reakcja z heksacyjanożelazianem ( I I )  potasu 

Do 1 cm3 roztworu zawierającego jony kadmu dodawać kroplami 
10% roztwór I<-t [Fe(CN)6] '  Zaobserwować pojawienie się białego osadu 
Cd2 [Fe(CN)6] '  
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7.9. Miedź 

7.9.1 .  Właściwości i toksyczność 

Właściwości 
fizykochemiczne . 

Efekty toksyczne 
u człowieka 

Efekty toksyczne I 
u roś l in 

Wartości 
toksyczne 

Miedź (Cu) j es t  meta l e m  o żółto -cze rwo nym z a b a rw ien i u .  Po 
s reb rze j est n aj l e pszym przewo d n i k i e m  p rądu  e l e ktryczn ego 
i c i e pła . Pod wpływem wi lgoc i  i CO2 pok rywa s ię wa rstwą za 
sadowych węgla n ów o zabarwien i u  z i e lonym (patyna ) .  J ony Cu +  
są n i et rwałe . W roztworach wod nych m ogą występować jedyn ie  
w ko m p l e ksach :  Cu CI43 -, Cu (CN )43-, C u ( N H 3)4+. Jony Cu2+ wykazują 
w roztworze wod nym chara kterystyczne  błęk itne zabarwien ie, 
którego i ntensywność wzrasta ze stężen i e m .  Zjawisko to wynika 
z hyd ratacj i  Cu2+ i powstan i a  Cu (H 20)/+. So le  m iedz i  ( I I )  dob rze 
rozpuszcza l ne  w wodz ie to :  s i a rczan (VI) m iedz i  ( I I ) ,  azotan  (V I )  
m iedz i  ( I I ) ,  c h l o rek  m iedz i  ( I I ) .  Tru d n o  rozpuszcza lnymi  związka
m i  są m . i n . :  s i a rczek m iedz i  ( I I ), t lenek m iedz i  ( I I ) ,  wodorot l enek  
m iedz i  ( I I ) ,  węg l an  m iedz i  ( I I ) , heksacyj anoże laz i an  ( I I )  m iedz i  ( I I )  
i fosfora n (V )  m iedz i  ( I I ) .  

D u ża i l ość m iedz i  wchłon iętej do  o rgan i zm u powod uje zm ia ny 
w wątrob ie, z a b u rzen i a  w fu n kcjonowa n i u  p rzewodu  pokarmo
wego, z m n iejszen i e  stężen i a  hemog lob i ny, uszkodzen ie  n e rek, 
płu c, naczyń wieńcowych i tka n ki mózgowej . Śm ie rć m oże nastą
p i ć  w wyn iku  zatrzyman i a  czynnośc i  se rca, porażen i a  oddechu ,  
h i pote rm i i , s i n i cy. Nadmiar  m iedz i  w pożywien i u  jest  szczegó l n i e  
n i ebe zp i e czny  d l a  o rga n i z m ów młodyc h .  M iedź  wykazu je  d u żą  
toksyc z n ość przy  bezpoś red n i m  o d d z i aływa n i u  n a  ko m ó rk i ,  
zwłaszcza w i ch  wczesnym sta d i u m  rozwoj u ,  co może być spowo
dowa n e  wpływem tego meta l u  na  zm i any w str uktu rze i fu n kcjo
n owa n i u  b ia łek .  

Toksyczne  dz iała n i e  m iedz i  na  roś l i ny objawia s ię  zahamowan iem 
wzrostu roś l i n ,  u s zkodze n i e m  ko m ó re k  korze n i a ,  z a b u r ze n i a m i  
w przepuszcza l n ośc i  błon komórkowych, zahamowa n i e m  proce
su  fotosyntezy. 

N DS :  0, 1-1 m g/m3; N DSCh :  0, 3 -2 mg/m3 ( m i e d ź  i j ej zw iązk i  
w prze l i cze n i u  na  Cu ) .  
LDso (doustn ie, szczu ry) : 140 mg/kg d l a  CuCI ;  LDs o  (doustn ie, 
szczu ry) : 470 mg/kg d l a  Cu20; 
LDso (doustn ie, szczu ry) : 584 mg/kg dla CuCI2 ;  LDso (doustn ie ,  
szczu ry) : 300 mg/kg d la  CuS04; 
LDo (doustnie, człowiek): 50 mg/kg dla CuS04• 
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7.9.2. Reakcje charakterystyczne 

7.9.2.1 . Reakcja z siarkowodorem 

Do 5 cm3 roztworu zawierającego jony miedzi (II) dodawać kroplami 
wodę siarkowodorową do chwili wytrącenia czarnego osadu, który roz
puszcza się, po odsączeniu, w 1 cm3 gorącego rozcieńczonego HN03• 

Cu2+ + H2S � +CuS + 2H+ 

3CuS + 8HN03 � 3Cu(N03)2 + 3S + 2NO + 4H20 

7.9.2.2. Reakcja z wodorotlenkiem sodu 

Do 5 cm3 badanego roztworu dodać kilka kropli 10% roztworu 
NaOH. Powstaje niebieski osad Cu(OHh, który w trakcie gotowania 
przechodzi w ciemnoszary osad tlenku miedzi CuO. 

Cu2+ + 20H � +CU(OH)2 � +CuO + H20 

Gdy w roztworze obok jonów miedzi (II) znajdują się kwasy orga
niczne (np. kwas winowy, kwas cytrynowy) osad nie powstanie na sku
tek tworzenia się rozpuszczalnych związków zespolonych o błękitnym 
zabarwieniu. 

7.9.2.3. Reakcja z amon iakiem 

Do 3 cm3 roztworu badanego dodać 1-3 krople rozcieńczonego 
roztworu amoniaku. W przypadku obecności miedzi tworzy się ja
snoniebieski osad, który łatwo rozpuszcza się w nadmiarze amoniaku, 
pogłębiając zabarwienie do ciemnoniebieskiego od powstałej soli ze
spolonej - [Cu(NH3)4] S04' 

2CuS04 + 2NH40H � +Cu2 (OH)2S04 + 2(NH4)2S04 

Cu2 (OH)2S04 + (NH4)2S04 + 6NH40H � 2 [Cu(NH3)4l S04 + 8H20 

7.9.2.4. Reakcja z heksacyjanożelazianem ( I I )  potasu 

Do 5 cm3 roztworu dodać 1-3 krople 10% roztworu heksacyjano
żelazianu (II) potasu. Powstaje czerwonobrunatny osad, który można 
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rozpuścić w 1 cm3 amoniaku, uzyskując w ten sposób intensywną 
ciemnoniebieską barwę. 

2Cu2+ + Fe(CN)64- -+ +Cu2Fe(CN)6 

7.9.2.5. Reakcja z d itizonem 

Do 3 cm3 ditizonu (patrz rozdział 7.4.3) w tetrachlorku węgla dodać 
zasadowy lub kwaśny roztwór zawierający jony miedzi Cu2+ i wytrząsać 
przez 1 minutę. Zielona warstwa tetrachlorku węgla zmienia zabarwie
nie w zależności od środowiska badanego roztworu na kolor czerwony 
lub fioletowy. Ditizon tworzy z solami miedzi w kwaśnym środowisku 
fioletowy, a w alkalicznym czerwony ditizonian miedzi. 

7.9.3.  Anal iza i lościowa 

7.9.3.1 . Oznaczanie zawartości m iedzi w materiale biologicznym 

Oznaczanie zawartości miedzi w materiale biologicznym, np. su
rowicy krwi wykonuje się za pomocą wodnego roztworu dietyloditio
karbaminianu sodu (Na-DDTK) (patrz rozdział 7.10). Miedź łączy się 
z Na-DDTK poprzez 2 atomy siarki, tworząc chelat z 4-członowymi 
pierścieniami o żółtej barwie. Kompleks ten jest rozpuszczalny w róż
nych rozpuszczalnikach organicznych, takich jak: alkohol izoamylowy, 
tetrach lorek węgla, chloroform, co wykorzystuje się w ekstrakcyjnym 
wariancie metody. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁ Y: 
1. roztwór wzorcowy miedzi, zawieraj ący 5 f-lg Cu/cm3: rozpuścić 393 mg 

CuS04·5H20 w kilkudziesięciu cm3 wody destylowanej , dodać 1 cm3 stężone
go H2S04 i uzupełnić wodą do 1000 cm3; 

2. stężony H2S04; 
3. 60% roztwór HCl04; 
4. stężony roztwór amoniaku; 
5. nasycone roztwory cytrynianu sodu i difosforanu (V) sodu; 
6. 0,1% roztwór Na-DDTI< zalkalizowany amoniakiem do pH=8; 
7. spektrofotometer, zlewki, cylindry miarowe, kolbki Kjeldahla, łaźnia wodna, 

łaźnia paskowa, pipety. 
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WYKONANIE OZNACZENIA: 
Badany materiał biologiczny odważyć i zmineralizować za: 

po
mocą 0,5 cm3 stężonego H2S04 w kolbce Kjeldahla w łaźni pia
skowej . Po uzyskaniu brunatnej ,  oleistej cieczy dodać 2-3 krople 
60% roztworu HCI04 i ogrzewać do całkowitego odbarwienia 
się. Po oziębieniu roztworu bardzo powoli i ostrożnie dodać 
2 cm3 stężonego roztworu amoniaku i uzupełnić wodą do 3,5 
cm3• Po wprowadzeniu 0,5 cm3 roztworów cytrynianu sodu, 
difosforanu (V) sodu i Na-DDTK próby dokładnie wymieszać 
i odczytać po 5 minutach wartość absorbancji przy 1.=430 nm 
wobec próby odnośnikowej (mineralizowanej i oznaczanej 
w analogiczny sposób jak próba badana, tylko zamiast odważki 
badanej substancji dodać 0,5 cm3 H20). 

WYKRES WZORCOWY: Do probówek dodać kolejno po: O; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 i 1,0 
cm3 roztworu wzorcowego (5 flg Cu/cm3) i uzupełnić wodą do 1 cm3• Po wpro
wadzeniu 0,5 cm3 stężonego roztworu H2S04 i 2 cm3 stężonego roztworu amo
niaku, dodać następnie po 0,5 cm3 roztworów cytrynianu sodu, difosforanu (V) 
sodu i Na-DDTI(, dokładnie wymieszać i oznaczyć wartość absorbancji wobec 
roztworu z pierwszej probówki (z wodą). Poszczególne wartości absorbancji od
powiadają  1, 2, 3, 4 i 5 flg Cu. 
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7.1 0. Ołów 
7.1 0.1 .  Właściwości i toksyczność 

Właściwości 
fizykochemiczne ! 

Efekty toksyczne 
u człowieka '--�����---' 

Efekty toksyczne · 
u rośl in ������---" 

Wartości 
toksyczne 

Ołów (Pb) jest p ie rwiastkie m  m eta l icznym, m iękk im,  o zabarwie
n iu  n ieb ieskawosza rym . Dobrze rozpuszcza s ię  w H N 03 i kwas ie 
octowym.  Wodorot lenek  ołowiu posiada  właściwości amfoterycz-
ne, a jego sole o rga n iczne są  dobrze rozpuszcza l ne  w wodz ie .  

Toksyczne  dz i ała n i e  ołowiu  po lega na  zabu rzen iach  u kła d u  krwio
twórczego, zaha mowa n i u  syntezy h e m u  i hemog lob i ny, skrócen i u  
życia krwi nek  czerwonych i pobudze n i u  e rytropoezy, co w efe kc ie  
p rowadz i  do  n i edokrwistośc i .  Uszkadza równ ież  u kład nerwowy 
(obrzęk m ózgu) ,  nerk i .  Powo d uje  zabu rzen ia  w pracy p rzewo d u  
pokarm owego. Ołów m oże także powodować z a b u rzen ia  psy
ch i czne,  obn i żen ie  zdo l nośc i  poznawczych, pam ięc i  i koncentra
cj i .  W zatru c iach  ostrych ołowiem obserwuj e  s ię  spadek c i śn ien i a  
tętn i czego krwi, zwo ln i en i e  czynnośc i  serca, obn i żen ie  tem pera
t u ry c ia ła .  Zgon może nastąp ić  w c iągu k i l ku nastu godz i n  w wyn i 
ku n ieodwraca l nych zmian  w ośrod kowym u kładz ie  ne rwowym, 
podrażn ien ia  oś rod ka oddechowego i naczyn io ruchowego. M oże 
być przyczyną ostrych zatru ć o rgan i zmu  wskutek j ednorazowego 
przyjęc ia  związku ołowi u l u b  gwałtownego zwiększen i a  tego p ie r
wiastka w orga n i zm ie  w wyn iku  uwol n i en i a  go z depozytów tka n 
kowych (główn ie  z kośc i ) .  Szczegó l n i e  n i ebezp iecznym związkiem  
ołowi u j est tetraety lek  ołowiu  (środek  przec iwstu kowy dawniej 
stosowa ny w benzyn ie), który w sposób n i eodwra c a l ny uszkadza 
ośrod kowy u kład ne rwowy. 

Powo d uj e  z a b u rzen i a  procesu fotosyntezy, podz ia łu  ko mórek  
oraz  gospodark i  wod n ej .  O d kła d a n i e  s ię  ołow iu  w kom ó rce ro -
ś l i n nej może p rowadz i ć  do  zm ian  stru ktu ra l nych ,  spowodowa-
nych us zkodze n i a m i  p l a zmo l e m my. Dochodz i  d o  z m n i ejsze n i a  
przepuszcza l n ośc i  d l a  wody, a w efekc ie j ej m n i ejsze pob iera n ie .  
Toksyczność związków ołowiu objawia s ię  c iem noz ie l onym zabar
w ien iem i więdn ięc iem l i śc i  o raz  skrócen i em wzrostu korzen i .  

N OS :  0,05 mg/m3 ( w  prze l i cze n i u  na  ołów) . 
LD7s ( i . p .  świ n ka morska) :  290 mg/kg d l a  PbS04; LDo (doustn ie, 
człowie k) :  571  mg/kg d l a  PbC03; LDso (doustn ie, szczu ry) : 4665 
mg/kg d la {CH3COO)2Pb ·3 H20. 
PbN03, PbO tworzy z wodą roztwory i m iesza n i ny toksyczne  d l a  
o rga n i zmów wod nych .  Ogó l n i e  d l a  związków ołowiu  dz ia łan i e  
toksyczne  na o rga n izmy wod n e  ob l i czone j a ko wol ny ołów wyno
s i :  bakterie :  Pseudomonas putida toksyczne > 1,8 mg/d m3; g lony:  
Scenedesmus quadricauda toksyczne > 3,7 mg/d m3; stawonogi : 
Oaphnia magna LCso : 2, 5 mg/d m3; ryby : śmierte l ne > 1,4 mg/d m3; 
Sa/mo gairdnerii : LCs : 0, 14 cm3/d m3/96 godz .  
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7.1 0.2. Reakcje charakterystyczne 

7.1 0.2. 1 . Reakcja z kwasem solnym 

Do 1-1,5 cm3 badanego roztworu dodać 1-3 kropli rozcieńczonego 
HCl. Wytrącony osad rozpuścić poprzez ogrzanie probówki w łaźni 
wodnej do wrzenia. Po ostudzeniu wytrącają się białe igiełki soli 
PbCI2, rozpuszczalne w stężonym HCI tworząc zespolone połączenia 
H2 [PbCI4] · 

Pb2+ + 2Cl � +PbC12 

PbC12 + 2Cl- � PbC142-

7.1 0.2.2. Reakcja z jodkiem potasu 

Do 1 cm3 roztworu zawierającego jony ołowiu (II) dodawać kropla
mi 10% roztwór KI do uzyskania żółtego osadu jodku ołowiu, po czym 
probówkę ogrzewać do wrzenia w łaźni wodnej . Osad rozpuszcza się 
w nadmiarze odczynnika. 

Pb2+ + 21- � +PbI2 

PbI2 + 2r- � PbI42-

7.1 0.2.3. Reakcja z chrom ianem (VI ) potasu 

Do 1 cm3 badanego roztworu dodać kilka kropli 0,05 M roztworu 
chromianu (VI) potasu. Powstaje żółty osad PbCr04, który jest roz
puszczalny w roztworze wodorotlenku sodu (odróżnienie od chromia
nu (VI) baru). 

Pb2+ + CrO/- � +PbCr04 

PbCr04 + 40H- � Pb(OH)42- + CrO/-

7.1 0.2.4. Reakcja z siarkowodorem 

Do 1 cm3 słabo kwaśnego badanego roztworu dodać 1 cm3 wody 
siarkowodorowej . Natychmiast tworzy się czarny osad siarczku ołowiu 
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(reakcja pozytywna nawet przy rozcieńczeniu ołowiu w badanej próbie 
w stosunku 1:100000), który jest rozpuszczalny w gorącym, rozcieńczo
nym HN03• 

Pb2+ + H2S -+ +PbS + 2H+ 

3PbS + 2N03- + 8H+ -+ 3Pb2+ + 3S + 2NO + 4H20 

7.1 0.2.5. Reakcja z siarczanem ( IV) sodu 

Zmieszać w probówce równe objętości roztworu badanego z 2% roz
tworem Na2S03. Powstanie białego osadu siarczanu (IV) ołowiu wska
zuje na obecność ołowiu. 

Pb2+ + S032- -+ PbS03 

7.1 0.2.6. Reakcja z d itizonem 

Kroplę badanego roztworu umieścić na szkiełku zegarkowym, dodać 
kroplę roztworu ditizonu (patrz rozdział 7.4.3). Zielone zabarwienie 
ditizonu przechodzi w ceglastoczerwone w obecności ołowiu. Wykry
walność metody wynosi 0,04 f-lg ołowiu. 

7.1 0.2.7. Reakcja z wodorotlenkiem sodu 

Do 1 cm3 badanego roztworu dodać 1 cm3 30% roztworu NaOH. 
Wodorotlenki metali alkalicznych strącają z roztworów soli ołowiu 
biały osad rozpuszczalny w nadmiarze odczynnika. 

Pb2+ + 20H- -+ +Pb(OHh 

Pb(OH)2 + 20H- -+ PbO/- + 2H20 

7.1 0.2.8. Wykrywanie obecności ołowiu u rośl in 

Zebrać części roślin (łodygi, liście) rosnących w pobliżu ruchliwej 
jezdni. Umyć starannie wodą destylowaną, następnie osuszyć i wyci
snąć z nich po kilka kropli soku na szkiełko zegarkowe. Na dwa płaskie 
paski bibuły nanieść po 1 kropli soku z roślin, a następnie na jeden 
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z pasków dodać dodatkowo 1 kroplę 0,1% roztworu azotanu (V) ołowiu 
(II). Na każdy z pasków nanieść po 1 kropli wody destylowanej i 0,1% 
roztworu jodku potasu. Porównać kolory otrzymanych plam. 

W reakcji jonów jodu z jonami ołowiu powstaje jodek ołowiu o żół
tym zabarwieniu. 

7.1 0.3. Anal iza i lościowa 

7.1 0.3.1 . Oznaczanie zawartości ołowiu w roztworach metodą d itizonową 

Jony ołowiu tworzą z ditizonem (patrz rozdział 7.4.3) przy pH 8,5-
-10 czerwono zabarwiony ditizonian ołowiu, który po ekstrakcji roz
puszczalnikiem organicznym określa się spektrofotometrycznie przy 
długości fali 520 nm. Ditizon jest odczynnikiem bardzo czułym, ale 
jednocześnie nie specyficznym w stosunku do ołowiu. Przeszkadzający 
wpływ innych metali eliminuje się przez dodanie substancji komplek
sotwórczych (np. winianu sodowo-potasowego). 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1. roztwór ditizonu - rozpuścić 0,1 g ditizonu w 500 cm3 chloroformu; 
2. chloroform; 
3. 10% roztwór winianu sodowo-potasowego; 
4. roztwór buforowy o pH=lO : przygotować 0,1 M roztwór kwasu octowego oraz 

0,1 M roztwór amoniaku. W celu uzyskania buforu o pH=lO pobrać 16 cm3 

0,1 M roztworu kwasu octowego i uzupełnić 0,1 M roztworem amoniaku do 
100 cm3; 

5. roztwór wzorcowy ołowiu: w kolbie miarowej o pojemności 1000 cm3 rozpu
ścić 0,320 g Pb (N03)2 i uzupełnić wodą do kreski i wymieszać. 1 cm3 roztworu 
zawiera 0,2 mg Pb

2+. Do ćwiczeń odmierzyć 10 cm3 podstawowego roztworu 
ołowiu do kolbki miarowej o pojemności 200 cm3, uzupełnić wodą do kreski 

i wymieszać. Roztwór wzorcowy ołowiu zawiera 0,01 mg Pb2+ w 1 cm3; 
6. spektrofotometer, zlewki, pipety, wagi analityczne. 
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WYKONANIE OZNACZENIA: 
Do 3 kolejnych probówek (probówki nr 1, 2, 3) dokładnie od
mierzyć po 1 cm3 badanej próby (próby badane). Do probówki 
nr 4 pobrać 1 cm3 próby wzorcowej ołowiu (próba wzorcowa). 
Natomiast do probówki nr 5 pobrać 1 cm3 wody destylowanej 
(próba ślepa) . 
Do wszystkich prób dodać po 1 cm3 10% roztworu winianu so
dowo-potasowego oraz 1 cm3 roztworu buforowego o pH=lO. 
Dokładnie wymieszać. Po wymieszaniu dodać 2 cm3 roztwo
ru ditizonu oraz 1 cm3 chloroformu. Wytrząsać przez minutę. 
Odstawić na 5-10 min w celu rozdzielenia się warstw. 
Za pomocą suchej pipety Pasteura pobrać warstwę chlorofor
mową do kuwety i zmierzyć absorbancję 3 prób badanych oraz 
wzorcowej wobec próby ślepej w spektrofotometrze przy dłu
gości fali A=510 nm. 

Zawartość ołowiu w próbie obliczyć według wzoru: 

gdzie: 
Cp - stężenie ołowiu w próbie badanej; 
Cw - stężenie wzorca ołowiu (0,01 mg Pb

2+!cm3); 
Ap - średnia absorbancja próby badanej; 
� - absorbancja próby wzorcowej . 
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7.1 1 .  Rtęć 

7.1 1 .1 .  Właściwości i toksyczność 

Właściwości 
fizykochemiczne 

Efekty toksyczne 'I 
u człowieka 

Rtęć (Hg) w warunkach  norma l nych jest j edynym m eta l em  c ie
kłym .  Posi ada  srebrzystob iałą ba rwę. J est meta l em odpornym na 
dz iała n i e  składn i ków powietrza .  Naj l e pi ej rozpuszcza s ię  w roz
c i eńczonym (1 : 1) H N 03 tworząc azotan  (V) rtęc i ,  który następnie 
dobrze rozpuszcza s ię  w wodz ie .  

Toksyczne  dz iała n ie  rtęc i  po l ega na  za b u rze n i u  fu n kcj i enzy
m ów, p rocesów b iosyntezy b ia łka oraz zm ianach  w fosforowych 
wiąza n iach  D NA, co wiąże się z m utagen nym i teratogennym 
wpływem na o rgan i zm .  Wdychan i e  pa r  rtęci l u b  zatruc ie orga
n i cznymi  związkam i  rtęci, np. d imetylem  rtęci, p rowadz i  do  zmian 
pato logicznych u kład u  nerwowego (często są to n ieodwraca lne 
uszkodzen ia  i obum ie ran ie  kom órek m ózgowych), p rzewodu  po
karmowego (np .  ostre zapa len ie  j e l it), błon ś l uzowych górnych 
d róg oddechowych, płu c, wątroby i ne rek .  
Zatruc ie  m etyl o rtęc ią p rowadz i  do  ogra n ic zan i a  po la  widzen ia, 
z abu rzeń czuc ia ,  pogorszen i a  mowy i słu c h u, obn iżen ia  koordyna
cj i r u chu  oraz zabu rzeń u mysłowych (tzw. choroba M i na m ata) .  
Zgon spowodowany związkam i  rtęci  następuje w wyn iku  n iewy
do l nośc i  oddechowej o raz  ostrej n i ewyd o l n ośc i  krążen i a .  

r Efekty toksyczne! Szkod l iwy wpływ rtęci  na  roś l i ny objawia s ię  p l amam i  ch lo rotycz
( u rośl in ) nymi ,  b ru natn i e n i e m  b rzegów b l aszek  l i ś c iowych,  skrócen iem 

i deformacją  kiełków i korzen i .  

Wartości 
toksyczne 

N OS :  0 ,025  m g/m3; N OSCh : 0, 2 mg/m3 p a ry rtę c i .  N OS :  0,05 
mg/m3; N OSCh : 0, 15  mg/m3 ( r tęć  i j ej zw iązk i  n i e o rgan iczne 
w prze l i c z e n i u  n a  H g ) .  N OS :  0 ,01  mg/m3, N OSCh : 0, 03 mg/m3 
(rtęć i jej związk i  orga n iczne  w prze l i c ze n i u  na Hg) .  LOso (doustn ie, 
szczu ry) : 170 mg/kg d l a  Hg2(N 03)2 ·2H20; LOso (doustn ie, szczury) : 
1 mg/kg d l a  HgCl2 ;  LOso (naskórn ie, kró l i k ) :  41 mg/kg d l a  HgCI 2; 
LDo (doustnie, człowiek) : 29 mg/kg d la HgCI2; LOso (doustn ie, 
szczu ry) : 40,9 mg/kg d l a  Hg(CH3COO)2; LOso (naskórn ie, szczu ry) : 
570 mg/kg d l a  Hg(CH3COO)2; LOso (doustn ie, szczu ry) : 57 mg/kg 
d l a  HgS04; LOso (naskórn ie, szczu ry) : 625 mg/kg d l a  HgS04; LDsD 
(doustn ie ,  szczu ry) : 18 mg/kg d l a  HgO; LOso (naskórn ie, szczury) : 
315  mg/kg d l a  HgO. --
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7.1 1 .2. Reakcje charakterystyczne 

7.1 1 .2.1 . Reakcje z kwasem solnym i rozpuszczalnymi ch lorkami 

Do kilku cm3 badanego roztworu dodawać kroplami 10% roztwór 
HCl. Powstający biały osad po dodaniu 10% amoniaku przechodzi 
w czarny osad, co wskazuje na obecność rtęci. 

Hg2C12 + 2NH40H [8l Hg(NH2)Cl + -łHg + NH4Cl + 2H20 

Jony Cl- wytrącają z roztworów zawierających jony Hg2+ biały osad 
chlorku rtęci (I), nierozpuszczalny w gorącej wodzie i zimnych rozcień
czonych kwasach. Chlorek rtęci (I) natomiast dobrze rozpuszcza się 
w wodzie królewskiej . 

7.1 1 .2.2. Reakcja z jodkiem potasu 

Do 2 cm3 badanego roztworu dodać kroplę 1% roztworu KI. W przy
padku obecności jonów rtęci wytrąca się czerwony osad jodku rtęci 
(II). Jest on rozpuszczalny w nadmiarze odczynnika z wydzieleniem 
metalicznej rtęci oraz z utworzeniem bezbarwnego zespolonego jonu 
jodowortęciowego Hgl4 2-: 

Hg/+ + 21 � +Hg212 

Hg212 + 2KI � K2Hgl4 + +Hg 

7.1 1 .2.3. Reakcja z siarkowodorem 

Do 5 cm3 badanego roztworu dodać 2 cm3 wody siarkowodorowej . 
Wytrąca się biały, przechodzący w żółto-czerwony, brunatny, a później 
czarny osad soli rtęci. 

3HgC12 + 2H2S � +2HgS.HgC12 + 4HCl 

Czarny osad otrzymuje się poprzez działanie w nadmiarze siarko
wodorem: 

2HgS .HgC12 + H2S � +3HgS + 2HCl 
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7.1 1 .2.4. Reakcja z chlorkiem cyny ( I I )  

Do kilku kropli badanego roztworu dodać kilka kropli świeżo przy
gotowanego roztworu SnCl2 zakwaszonego roztworem HCl. Wydziela 
się osad Hg2C12, a następnie rtęć metaliczna. 

2HgC12 + SnC12 + 2HCl � �Hg2C12 + H2SnC16 

Hg2C12 + SnC12 + 2HCI � H2SnC16 + +2Hg 

7.1 1 .2.5. Reakcja z n itrobenzenem 

Do 2 kropli roztworu nitrobenzenu dodać 2 krople badanego roz
tworu i kroplę 10% roztworu heksacyjanożelazianu (II)  potasu. 
W przypadku obecności w badanej próbie jonów rtęci powstaje fiole
towe zabarwienie. 

Reakcja ta polega na katalitycznym rozkładzie heksacyjanożelazianu 
(II) potasu przez jony rtęci Hg2+ w obecności nitrobenzenu. Pojawia się 
fioletowe lub różowe zabarwienie powstałego w ten sposób pentacyja
nonitrobenzenu. 

[Fe(CN)6j4- + Hg2+ + H20 � [Fe(CN)sH20j
3
- + HgCN+ 

[Fe(CN)sH20P- + C6HsNO � [Fe(CN)sNOC6Hsf + H20 

7.1 1 .2.6. Reakcja z d ifenylokarbazydem ( I )  

Do 5 cm3 kwaśnego badanego roztworu dodać 2 cm3 eterowego, 
chloroformowego lub siarczkowowęglowego roztworu difenylokarba
zydu (I) (patrz rozdział 7.5.4), wytrząsać co najmniej przez 1 minutę· 
Niebiesko-fioletowe zabarwienie utrzymuje się w warstwie rozpusz
czalnika, co wskazuje na obecność rtęci. 

Difenylokarbazyd (I) i difenylokarbazon (II) są w kwaśnym środowi
sku selektywnymi odczynnikami na jony rtęciowe, z którymi tworzą 
związki o niebiesko-fioletowym zabarwieniu. 
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7.1 1 .2.7. Reakcja z d ifenylokarbazonem ( I I )  

Do 0,5 cm3 badanego roztworu o odczynie kwaśnym dodać kilka 
kropli świeżo przygotowanego 1% etanolowego roztworu difenylokar
bazonu (II) .  Pojawienie się fioletowego lub niebieskiego zabarwienia 
wskazuje na występowanie rtęci w badanym materiale. Wykrywalność 
tą metodą wynosi 0,1 Ilg rtęci. 

Sole rtęci w kwaśnym środowisku tworzą z difenylokarbazonem (II) 
kompleksowe związki o zabarwieniu fioletowym, przechodzącym do 
niebieskiego. 

7.1 1 .2.8. Reakcja z d itizonem 

Do 1 cm3 chloroformowego roztworu ditizonu (patrz rozdział 7.4.3) 
dodać kilka kropli kwaśnego roztworu soli rtęciowej . Zielone zabar
wienie odczynnika przechodzi w żółto-pomarańczowe. W słabo alka
licznym środowisku reakcji tworzy się druga forma ditizonianu rtęci 
o zabarwieniu purpurowoczerwonym. Rtęć reaguje z ditizonem two
rząc wewnątrzkompleksowe sole, których budowa i zabarwienie zależ
ne są od pH środowiska. 
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7.1 2. Żelazo 

7.1 2.1 . Właściwości i toksyczność 

r Właściwości l Żelazo (Fe) jest m iękk im,  c iąg l iwym, prawie b iałym m eta lem ko
l fizykochemiczne ) wa l nym o s i l nych właściwośc iach  magnetycznych .  Pod wzg lędem 

chem icznym odznacza s ię  ś red n i ą  a ktywnośc ią .  

Efekty toksyczne Żelazo meta l i c zne  nie j est trujące, natomiast  ba rdzo n i ebezp iecz-
( u człowieka J ne  są t l enki że laza w postac i  dymów i pyłów (kopa l n ie, hutyL 

któ re m ogą być p rzyczyną że laz icy płuc  (uszkodzen i a  d róg odde
chowych) .  N ie bezp ieczne są równ ież  so le że laza ( I I ), które były 
stosowa ne  d o  leczen ia  n iedokrwistośc i .  Związk i  te w nadm ia rze 
są p rzyczyną ostrych zatru ć (tzw. hemoch romatozy), które mogą 
s ię  skończyć śm ie rc ią .  Główną p rzyczyną toksycznośc i  wysokich 
dawek że laza jest fa kt, że reaguje ono z nadt l enkam i  tworząc 
wo l n e  rodn i k i  - wysoce reaktywne związk i  uszkadzające DNA, 
b iałka,  l i p idy i i n n e  skła d n ik i  komórkowe. Ponadto że lazo wiąże 
s ię  z g ru p a m i  -SH enzymów reg u l ujących komórkowe procesy 
oksydoredu kcyjne .  O bjawy szkod l iwego wpływu że laza to :  wy
m ioty, krwawa b iegun ka, kwas ica ,  zapaść  krążen iowa, d rgawki 
padaczkowe, śp iączka .  Toksyczność żelaza objawia się przy 
spożyciu około 20 mg na kg m.c .  (60 mg na kg m.c . jest dawką 
śmierte lną) .  W przypad kach  zatruc ia  że lazem stosuje s ię  związki 
che l atujące (wiążące m eta l e) - szczegó l n i e  d efe roksam inę, wią
żącą się z j onam i  że laza i powodującą  j ego wyda l en i e  z organi
zm u .  Natom iast sole że laza ( I I I -V I )  n i e  są  szkod l iwe, pon ieważ n ie 
wchła n i aj ą  s ię  do  o rga n izm u .  

( Efekty toksyczne II· N a d m i a r  że laza  u roś l i n  powoduje za b u rzen ia  związa ne  z przy
l u rośl in  ) swajan i em i n nych p ie rwiastków tak ich  j a k  ma ngan,  n i ki e l , fosfor 

i potas .  

r Wartości 
\ toksyczne 

N OS :  d la t l enku że laza i dymów w prze l i czen iu  na żelazo: 5 mg/m3; 
N DSCh od 10 mg/m3 • 

7.1 2.2. Reakcje charakterystyczne 

7.1 2.2.1 . Reakcja z wodorotlenkiem sodu 

Do 1 cm3 roztworu zawierającego jony żelaza (III) dodawać kroplami 
10% roztwór NaOH. Zaobserwować pojawienie się czerwonobrunatne
go osadu wodorotlenku żelaza (III). 

Fe2 (SO)4 + 6NaOH --+ Fe(OH)3 + 3Na2S04 
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7.1 2.2.2. Reakcja z heksacyjanożelazianem ( I I )  potasu 

Do 1 cm3 roztworu zawierającego jony żelaza (III) dodawać kropla
mi 10% roztwór I� [Fe(CN)6l .  Wytrąca się błękitny osad heksacyjanianu 
(II) żelaza (III) tzw. błękit pruski. 

2Fe2 (S04)3 + 2I� [Fe(CN)6l � Fe4 [Fe(CN)6h + 6K2S04 

7.1 2.2.3. Reakcja z izotiocyjanianem potasu 

Do 1 cm3 roztworu zawierającego jony żelaza (III) dodawać kroplami 
10% roztwór izotiocyjanianu potasu (KNCS). Powstaje dobrze rozpusz
czalny w wodzie triizotiocyjanian żelaza (III), związek o krwistoczer
wonej barwie tzw. smocza krew. 

2Fe2 (S04)3 + 6KNCS � 2Fe(NCS)3 + 3K2S04 

7.1 2.3. Anal iza i lościowa 

7.1 2.3.1 . Oznaczanie zawartości żelaza ogólnego i rozpuszczonego metodą 
wersen ianową 

Oznaczanie polega na miareczkowaniu kompleksometrycznym ba
danej próbki roztworem wersenianu sodu (EDTA) wobec wskaźnika, 
jakim jest kwas sulfosalicylowy. W tej metodzie wykorzystywana jest 
większa trwałość bezbarwnego związku kompleksowego żelaza w po
równaniu z trwałością związku kompleksowego żelaza z kwasem sul
fosalicylowym o zabarwieniu czerwonym. Metoda ta ma zastosowanie 
do oznaczania zawartości żelaza w wodach i ściekach w stężeniu powy
żej 10 mg/dm3. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁ Y: 
1. stężony HCI; 
2. roztwór HCl (1: 10); 
3. roztwór 20% kwasu sulfosalicylowego; 
4. kwas solny (roztwór rozcieńczony 1:10); 
5. 10% roztwór octanu sodu; 
6. 2,5% roztwór amoniaku; 
7. 25% roztwór amoniaku; 
8. 0,005 M roztwór EDTA (rozpuścić 1,86  g EDTA w 1000 cm3 wody 

destylowanej); 
9. woda utleniona (roztwór stężony H202); 

10. łaźnia wodna, cylindry miarowe, kolby, biurety, pipety, pipety Pasteura. 
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WYKONANIE OZNACZENIA: 
Do kolby stożkowej (o pojemności 200 cm3) pobrać 50 cm3 ba
danej próby. Dodać 2 cm3 stężonego kwasu solnego oraz kilka 
kropli wody utlenionej . Ogrzewać we wrzącej łaźni wodnej 
przez 3-5 minut. 
Po ostygnięciu dodać 2 cm3 stężonego roztworu amoniaku 
(25%), po czym po kropli 2 ,5% roztworu amoniaku do poja
wienia się słabego zmętnienia. Następnie dodawać kroplami 
roztwór kwasu solnego (1:10) do zaniku tego zmętnienia. 
W kolejnym etapie dodać 3 cm3 10% roztworu octanu sodu 
oraz 3 cm3 20% kwasu sulfosalicylowego. 
Miareczkować roztworem EDTA do zmiany barwy z fioleto
wo-czerwonej na żółtą (słomkową). 

Zawartość żelaza w próbie obliczyć według wzoru: 

gdzie: 

c . a · 1000 
(mg Fe/dm3) , XFe = ----V 

XFe - stężenie żelaza w próbie badanej ;  
C - stężenie 0,005 M roztworu EDTA; 
a - objętość roztworu EDTA zużyta do miareczkowania badanej próby (cm3); 
V - objętość badanej próbki (50 cm3) .  

7.1 3.  Identyfikacja trucizn metal icznych za pomocą 
Na-DDTK 

Dietyloditiokarbaminian sodu (Na-DDTK) jest białym krysta
licznym związkiem organicznym, powszechnie wykorzystywanym 
w wykrywaniu trucizn metalicznych w analizie toksykologicznej . 
Łatwo reaguje z metalami, tworząc intensywnie zabarwione sole we
wnętrznokompleksowe. Dobrze rozpuszcza się w wodzie, a w mniejszym 
stopniu w alkoholu i chloroformie. W roztworze kwaśnym rozkłada się 
na dietyloaminę i disiarczek węgla. 
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Rycina 7.1. Wzór strukturalny dietyloditiokarbaminianu sodu (Na-DDTK) 

Czas, w ciągu którego połowa odczynnika ulega rozkładowi zale
ży od pH roztworu, np. przy pH=2 - 0,3 sekundy, pH=3 - 3 sekundy, 
pH=4 - 30 sekundy, pH=5 - 4,9 minuty, pH=6 - 51 minut, pH=7 - 8,3 
godziny, pH=8 - 3,5 dnia i pH=9 - 35 dni. Dlatego też w celu zapewnie
nia trwałości wodnym roztworom Na-DDTK, należy je lekko zalkali
zować, a roztwory przechowywać w ciemnych, szczelnie zamkniętych 
butelkach. 

Dietyloditiokarbaminian sodu tworzy połączenia kompleksowe 
z następującymi metalami: V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Ga, As, Se, 
Nb, Mo, Ru, Rh, Pd, Ag, Cd, In, Sn, Sb, Te, W, Re, Os, Ir, Pt, Au, Hg, Tl, 
Pb, Bi, U dając barwne kłaczkowate osady (karbaminiany metali), które 
są trudno rozpuszczalne w wodzie, natomiast łatwo w niepolarnych 
rozpuszczalnikach. 

Do 1 cm3 badanego roztworu dodać 0,5 cm3 0,5% wodnego roz
tworu Na-DDTI<. Dobrze wymieszać. W przypadku obecności 
trucizny metalicznej w analizowanej próbie powstaje osad kar
baminianu odpowiedniego metalu o charakterystycznej barwie. 
Barwę kompleksów metali z Na-DDTK przedstawia Tabela 7.1 .  

Powstawanie połączeń kompleksowych, ich ekstrakcja do fazy orga
nicznej (w celu przeprowadzenia dalszych analiz ilościowych lub roz
dział i ich identyfikacja za pomocą chromatografii cienkowarstwowej) 
zachodzi w określonym, optymalnym pH roztworu i odpowiednim 
rozpuszczalniku organicznym. Wartości pH, przy których przebiega 
ekstrakcja badanych metali do warstwy rozpuszczalnika przedstawia 
Tabela 7.2.  
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Tabela 7.1. Identyfikacja metali za pomocą barwnych kompleksów 
karbaminianów metali 

Barwa osadu 

biała 
żółta 

z ie lona  Co 

bru natnoczarna Fe 

Tabela 7.2.  Ekstrakcja metali dietyloditiokarbaminianem sodu (Na-DDTK) 

Meta l 

Ag 

pH =l,7 

Faza organiczna 

CHCI3 + aceto n (5 :2 )  
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cd. Tabela 7.2. 

Meta l 

TI ( I )  

u 

Zn 

słabo kwaśne  

p H=9-12 
pH=S-13 
pH=4-11 pH =l,S-3 

H=3-6 
p H =4-11 
p H = 1-7 

Faza organiczna 

CHCI3 
CCI 
octa n etyl u 

etl, łub CHCh • 
buta no l  i i n n e  rozeuszcza l n i ki 

7.1 4. Wykrywanie trucizn metal icznych metodą 
chromatografi i cienkowarstwowej 

W przypadku wykonania rozdziału i identyfikacji metali za pomocą 
chromatografii cienkowarstwowej materiał biologiczny należy pod
dać wcześniej mineralizacji na mokro lub na sucho. Metale zawarte 
w mineralizacie wiążą się w barwne kompleksy z Na-DDTK (patrz roz
dział 7.10). Ekstrakcji dokonuje się za pomocą chloroformu, a gotowe 
ekstrakty nanosi się na płytki chromatograficzne, rozwija i wybarwia 
(patrz rozdział 6.11.1). 
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ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1. 0,5% wodny roztwór Na-DDTK; 
2. chloroform cz.d.a. ; 
3. 3 M HCl; 
4. stężony HCl cz.d.a. ; 
5. n-heksan - octan etylu (10:1) cz.d.a. ; 
6 .  n-heptan cz.d.a; 
7. aceton cz.d.a. ; 
8. amoniak; 
9. acetyloaceton cz.d. a.; 

10. 5% wodny roztwór KI; 
11. siarczek sodu, roztwór 5%; 
12. żel krzemionkowy; 
13. pasta do uszczelniania komór - sporządzona z glinki białej i gliceryny; 
14. roztwory podstawowe metali zawieraj ące 10 mg metalu w 1 cm3 roztworu, 

w tym celu należy odważyć odpowiednie ilości soli i rozpuścić w 80 cm3 wody 
destylowanej i następnie uzupełnić wodą do 100 cm3: 

CuS04· 5 H 2 O  - 3,9 g N i ( N 03 b · 6 H 2 O  - 5 , 0  g 

CdS04 - 1,9 g B i ( O H )2 N 03 - 1 ,5 g 

K2 C r207 - 2 ,8  g H g CI2  - 1,4 g 

P b ( N 03)2  - 1,6 g M n S04 · 5 H 2 O  - 4 ,4  g 

CO( N 03) 2 ·6H20 - 5 ,0  g N a 2 HAs04 - 2,5 g 

15. roztwory wzorcowe metali zawieraj ące 1 mg metalu w 1 cm3 roztworu uzy
skuje  się poprzez W-krotne rozcieńczenie wodą roztworów podstawowych; 

16. zestaw chromatograficzny: komory, płytki, aparat do suszenia, rozpylacze, 
pipety lub kapilary do nanoszenia prób, bibuła. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
1. Mineralizacja i ekstrakcja metali z moczu 

25 cm3 moczu umieścić w kolbce Kjeldahla, dodać 0,5 g chlo
ranu (V) potasu, przykryć lejkiem szklanym i ogrzewać powoli 
w łaźni wodnej dodając porcjami stężony HCI o łącznej obję
tości 5 cm3• Czas mineralizacji wynosi około 30 minut, a sam 
proces mineralizacji nie powinien zachodzić zbyt gwałtownie. 
Jego przebieg reguluje się intensywnością ogrzewania. 
Powstały mineralizat należy ochłodzić i przenieść do rozdziela
cza 10 cm3 roztworu. Dodawać 3M HCI do uzyskania pH�l, na
stępnie dodać 1 cm3 roztworu Na-DDTI< i ekstrahować 5 cm3 
chloroformu. W warstwie chloroformowej powinny się znaleźć 
wszystkie metale z wyjątkiem manganu. Po oddzieleniu war-
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stwy chloroformowej należy zmienić stężonym amoniakiem 
odczyn warstwy wodnej do pH=6-9, ponownie dodać 1 cm3 
Na-DDTK i 5 cm3 chloroformu. Do warstwy chloroformowej 
powinien przej ść mangan. 
Wyciągi z kwaśnego roztworu nanieść na płytki i rozwijać 
w trzech układach rozpuszczalników (A, B, C), z kolei wyciąg 
z alkalicznego roztworu rozwija się wyłącznie w układzie B. 

2. Mineralizacja i ekstrakcja metali z l<rwi 
2,5 cm3 krwi rozcieńczyć wodą destylowaną do 25 cm3 i umie
ścić w kolbce Kjeldahla. Następnie wrzucić, uprzednio wymo
czony w stężonym Hel, kawałek kaolinu i dodać 0,5 g chloranu 
(V) potasu. Dalej dodawać porcj ami 5 cm3 stężonego Hel. 
Kolbę przykryć lejkiem. Mineralizację należy prowadzić bar
dzo ostrożnie przez 1 godzinę. Pobrać 10 cm3 ochłodzonego 
mineralizatu i przenieść do rozdzielacza - dalsze postępowa
nie jak przy mineralizacji i ekstrakcji metali z moczu. 

3. Przygotowanie płytek i komór chromatograficznych 
Do rozdziału i identyfikacji metali należy przygotować trzy ko
mory z następującymi układami rozwijającymi: 

A: benzen - n-heptan (27:3), 
B: benzen - aceton - n-heptan (18:8:8), 
C: aceton - 4 M Hel - acetyloaceton (30:2:1,3). 

Nanoszenie absorbenta oraz przygotowanie płytek i komór 
chromatograficznych jest analogiczne jak w rozdziale 6.11.1. 

4. Przygotowanie ekstraktów metali wzorcowych 
Do rozdzielaczy wprowadzać kolejno po 10 cm3 wody zakwa
szonej 3 M Hel do wartości pH�1. Następnie dodać po 1 cm3 
roztworów wzorcowych metali ,  1 cm3 0 ,5% roztworu Na
-DDTK oraz po 5 cm3 chloroformu w celu ekstrakcji powstałych 
kompleksów karbaminianów metali. W środowisku kwaśnym 
do chloroformu przechodzą kompleksy następujących metali: 
miedzi, kadmu, ołowiu, kobaltu, niklu, bizmutu, chromu, rtęci 
i arsenu. Mangan należy ekstrahować w środowisku zasado
wym o pH=6-9, uprzednio alkalizując roztwór soli za pomocą 
amoniaku. Następnie dodać 1 cm3 Na-DDTK i 5 cm3 chloro
formu. Ze względu na małą trwałość uzyskanego chloroformo
wego ekstraktu karbaminianów metali należy je natychmiast 
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nanieść na płytki chromatograficzne (nie później niż po godzi
nie od zakończenia ekstrakcji) .  

5. Rozwijanie chromatogramów 
Substancje wzorcowe i badane nanieść na linię startu w od
ległości 1,5 cm od dolnej krawędzi płytki za pomocą pipetki 
hematologicznej o pojemności 0,05 cm3 lub kapilary. Średnica 
plam nie powinna przekraczać 0,5 cm. Po wysuszeniu plam 
płytki wstawić do komory chromatograficznej . Czas rozwijania 
wynosi około 20 minut. 
Płytki po wyjęciu z komory należy nadal utrzymywać w pozycji 
pionowej i po zaznaczeniu czoła rozpuszczalnika natychmiast 
wysuszyć strumieniem gorącego powietrza. 

6. Wywołanie chromatogramów 
Po charakterystycznej barwie plam oraz wartości Rf można do
konać identyfikacji metali w badanym materiale biologicznym. 
Znając zawartość metali w roztworach wzorcowych można 
natomiast orientacyjnie oszacować ich ilość w analizowanej 
próbie na podstawie wielkości plam. 
Płytka A: kompleksy dietyloditiokarbaminianu sodu z jonami 

Cu, Co, Ni posiadają  charakterystyczne zabarwienie. 
Dla uwidocznienia plam Cd, Pb, Bi i Hg płytkę nale
ży spryskać 5% wodnym roztworem KI, a następnie 
po wysuszeniu 5% roztworem siarczku sodu. 

Płytka B: wywołanie plam Mn i Cr nie jest konieczne. 
Płytka c: plama As uwidacznia się po upływie kilku minut bez 

wywoływania. 
Barwy kompleksów metali z Na-DDTK oraz wartości Rf podane są 

w Tabeli 7.3. 
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Tabela 7.3. Wartości Rf i barwy kompleksów metali z Na-DDTI( 

Układ 
rozwijający 

B 

c 

Ba rwa p lam 

Jasnqti>rązowa 
jasnożółta 
brunatna 
jasnoz ie lona  
żółta 
b rązowo-czerwona  

bordowa 

z ie lona  

Rf 

0,40�OJ44 
0, 14-0, 18 
9,24-0,26 
0,19-0, 23  
PJ30-0,34 
0,13-0,16 

0,64-0,70 

0,85-0,90 

Metal  

Cd 

Co 

Bi  

M n  

As 

7.1 5. Oddziaływan ie metal i na wzrost i parametry 
biochemiczne rośl i n  

Rośliny pobierają pierwiastki głównie za pomocą systemu korze
niowego. Szkodliwość metali ciężkich u roślin objawia się: krótszymi 
i mniej rozgałęzionymi korzeniami, zanikiem i brązowieniem włośni
ków, spadkiem biomasy oraz zahamowaniem wzrostu korzeni. Metale 
ciężkie hamują podziały komórkowe oraz proces wydłużania młodych 
komórek merystematycznych. Utrudniają pobieranie substancji mine
ralnych oraz powodują zmiany morfologiczne pędów nadziemnych, 
a zwłaszcza liści (chloroza, plamy nekrotyczne, zmiany ubarwienia, zwi
janie liści), co prowadzi do spadku biomasy części nadziemnej . Metale 
ciężkie hamują procesy fotosyntezy i oddychania, powodują zaburzenia 
gospodarki wodnej i mineralnej, uszkodzenia kwasów nukleinowych, 
mutacje oraz ograniczają biosyntezę białek. Jednym z najgroźniejszych 
efektów działania metali ciężkich ze względu na niespecyficzność, re
aktywność i właściwości powstających reakcji kaskadowych jest genero
wanie powstawania reaktywnych form tlenu, w tym wolnych rodników 
tlenowych i ich pochodnych, prowadzących do powstania znacznych 
uszkodzeń zarówno białek, lipidów, kwasów nukleinowych oraz innych 
składników żywej komórki. Wskaźnikiem stresu oksydacyjnego indu
kowanego metalami ciężkimi jest peroksydacja lipidów. 
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7.1 5.1 . Założenie hodowli rośl i n  traktowanych metalami ciężkimi  

ODCZYNNIKI I MATERIAŁ Y:  
1 .  roztwory sol i  metali ciężkich (np. chlorek kadmu, azotan ołowiu, 

siarczan cynku, azotan baru, siarczan miedzi, chlorek żelaza) o stężeniu 
10 Ilg/cm3; 

2. szalki Petriego; 
3. bibuła filtracyjna; 
4. nasiona rzeżuchy. 

WYKONANIE: 

liki 

Odliczyć 7 porcji po 50 nasion rzeżuchy i umieścić na szalkach 
Petriego wyłożonych podwójną warstwą bibuły filtracyjnej. 
Do 6 szalek kolejno wlać uprzednio przygotowane roztwo
ry wodne metali ciężkich o takiej samej objętości. Do szalki 
siódmej dodać wodę destylowaną (kontrola). Szalki umieścić 
w fitotronie w temperaturze 25 (±0,5) oC i mocy oświetlenia 
50 f1mola.m-2s-1 PAR na okres 7 dni. Po tym okresie przepro
wadzić obserwacje i określić: procent wykiełkowanych nasion, 
średnią długość pędu i korzenia, zawartość barwników foto
syntetycznych i białek oraz stopień peroksydacji lipidów u ro
ślin traktowanych metalami w stosunku do kontroli. 

7.1 5.2.  Oddziaływanie metal i na kiełkowanie nasion, wzrost rośl in oraz 

zmiany morfologiczne 

Zasadniczym kryterium jakości biologicznej nasion jest ich żywot
ność i wigor. Żywotność nasion, mierzona głównie zdolnością do 
kiełkowania, jest tylko wstępnym i przybliżonym wskaźnikiem możli
wości produkcyjnych diaspor. Wigor nasion to: zdolność do szybkiego 
i równomiernego kiełkowania, dobre wschody, oraz rozwój normalnych 
siewek i roślin w szerokim zakresie czynników środowiskowych. Z rol
niczego punktu widzenia wigor nasion charakteryzuje przyszłą war
tość plonotwórczą (produktywność). Wzrost roślin to nieodwracalny 
proces przyrostu organizmu lub organu (np. pędu, korzenia) . 
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WYKONANIE OZNACZENIA: 
Po 7 dniach hodowli policzyć ilość wykiełkowanych nasion 
w każdej hodowli. Należy zwrócić uwagę na wygląd siewek 
rzeżuchy, barwę i liczbę liści. Następnie z każdej szalki loso
wo wybrać po 10 roślin, aby zmierzyć długość korzenia i pędu 
i obliczyć średnią. Zebrać wyniki z doświadczeń z całej grupy 
i zestawić w Tabeli 7.4. Wyznaczyć na wykresie wpływ metali na 
wymienione parametry morfologiczne w porównaniu z próbą 
kontrolną. Na podstawie uzyskanych wyników wyciągnąć wnio
ski dotyczące wpływu różnych metali na wzrost i kiełkowanie 
roślin rzeżuchy. 

7.1 5.3.  Wpływ metal i ciężkich na zawartość barwników fotosyntetycz

nych w siewkach rzeżuchy 

Analizę barwników chloroplastowych przeprowadza się po wyeks
trahowaniu ich z tkanek roślinnych za pomocą rozpuszczalników or
ganicznych. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1. metanol; 
2. łaźnia wodna, wykalibrowane probówki ze szlifem zamykane na korek, wagi 

analityczne, pipety Pasteura, spektrofotometr. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
Zważyć po l pędzie rzeżuchy pochodzącej z hodowli kontrol
nej i hodowli traktowanych metalami ciężkimi. Pędy umieścić 
w wykalibrowanych probówkach. Dodać po 5 cm3 metanolu, 
probówki zatkać korkami i owinąć folią aluminiową. Wstawić 
do łaźni wodnej na 30 minut o temperaturze 70 oc. Po wyjęciu 
z łaźni uzupełnić metanolem do 5 cm3• Metanolowy ekstrakt 
barwników przelać do kuwet (po 3,5 cm3) .  W spektrofotome
trze odczytać wartość absorbancji wobec próby ślepej (meta
nol) przy następujących długościach fal: A=652,4 nm, A=665,2 
nm i A=470 nm. Zawartość barwników wyrażonych jako fig 
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gdzie: 

na gram biomasy dla poszczególnych prób badanych obliczyć 
według następujących wzorów: 

Chla = ( 16,72 . A665,2 - 9, 16 ' A652,4) . V/M , 
Chlb = (34,092 . A 65

2,4 - 1 5,28 ' A665,2) • V/M ,  
Karot = (1000 . A470 - 1,63 · Chla - 104,96 Chlb • V ) /M 

221 
' 

A - wartości absorbancji dla długości fal :  652,4 nm, 665,2 nm, 470 nm; 
Chla - stężenie chlorofilu a; 
Chlb - stężenie chlorofilu b; 
Karot - stężenie karotenoidów; 
V - objętość metanolowego ekstraktu w cm3; 
M - biomasa poszczególnych pędów rzeżuchy w gramach. 

Zebrać wyniki z doświadczeń z całej grupy i zestawić w Ta
beli 7.4. Wyznaczyć na wykresie wpływ metali na zawartość 
barwników chloroplastowych w porównaniu z próbą kontrolną 
Określić wpływ metali ciężkich na zawartość barwników foto
syntetycznych w pędach rzeżuchy w porównaniu z kontrolą. 

7.1 5 .4. Wpływ metal i ciężkich na zawartość białek w siewkach rzeżuchy 

Zmiany w zawartości białek w roślinach są wskaźnikiem zmian bio
chemicznych zachodzących pod wpływem stresów środowiskowych 
(np. zanieczyszczenie metalami ciężkimi) . Ponadto rośliny w obecności 
metali syntezują małocząsteczkowe białka (peptydy) wiążące i uniesz
kodliwiające metale (metalotioneiny). 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1. 1 M NaOH; 
2. odczynnik miedziowy: 

a) roztwór A: 2% Na2C03 w 0,1 M NaOH, 
b) roztwór B:  0,5% CuS04·5H20 w 1% roztworze cytrynianu sodu (przygo

tować na świeżo, ponieważ kompleks soli ulega wytrąceniu po 1 dniu). 
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Przed wykonaniem oznaczenia roztwór A zmieszać z roztworem B 
w stosunku 50:1; 

3. 1 N odczynnik Folina; 
4. wzorzec albuminy: 30 mg liofilizowanej albuminy wołowej rozpuścić 

w 100 cm3 wody destylowanej; 
5. łaźnia wodna, probówki, wagi analityczne, pipety, spektrofotometr, 

cylindry miarowe. 

WYKONANIE EKSTRAKTU: 
Zważyć po 1 pędzie rzeżuchy pochodzącej z hodowli kontrol
nej i hodowli traktowanych metalami ciężkimi. Pędy umieścić 
w probówkach i dodać 2,5 cm3 1 M roztworu NaOH. Probów
ki zatkać korkami bakteriologicznymi, włożyć do metalowego 
koszyka, owinąć folią aluminiową i całość wstawić do wrzą
cej łaźni wodnej (100 oC) na 10 minut. Po wyjęciu probówek 
ostrożnie oziębić pod strumieniem zimnej wody i następnie 
dodać 2,5 cm3 wody destylowanej . Z rozcieńczonego ekstraktu 
pobrać 0,5 cm3 do dalszych analiz. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
Do 0,5 cm3 prób badanych (ekstrakty białek pochodzące z kul
tur traktowanych metalami ciężkimi oraz kontroli), 0,5 cm3 
próby ślepej (0,25 cm3 wody destylowanej + 0,25 cm3 1 M 
NaOH) oraz 0,5 cm3 roztworu wzorcowego albuminy, dodać 2,5 
cm3 odczynnika miedziowego (sporządzić bezpośrednio przed 
wykonaniem oznaczeń tj . zmieszać w stosunku 50:1 roztwór A 
z roztworem B). Bardzo dobrze wymieszać. Po 10 minutach 
stale mieszając dodać 0,25 cm3 1 N odczynnika Folina. Próby 
odstawić na 30 minut, a następnie odczytać wartość absorban
cji przy długości fali A=750 nm wobec próby ślepej . 

Obliczyć stężenie białka w próbach badanych według wzoru: 

Cp=(Ap . Cw)/A., , 

gdzie: 
Cp - stężenie próby badanej ;  
Cw - stężenie wzorca albuminy (0,3 mg/cm3); 
� - absorbancja próby badanej; 
� - absorbancja próby wzorcowej . 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku – kontynuacja,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki  
na podstawie umowy BIBL/SP/0040/2023/01



tli 

Zebrać wyniki z doświadczeń z całej grupy i zestawić w Tabeli 7.4. 
Wyznaczyć na wykresie wpływ metali na zawartość białek w porów
naniu z próbą kontrolną. Określić wpływ metali ciężkich na zawartość 
białek w pędach rzeżuchy w porównaniu z kontrolą. 

7.1 5.5 .  Wpływ metali ciężkich na peroksydację l ipidów w siewkach 
rzeżuchy 

Metale ciężkie indukują stres oksydacyjny. Jest to stan, w którym 
dochodzi do zachwiania równowagi pomiędzy nadprodukcją wolnych 
rodników, a ich efektywnym usuwaniem przez enzymy antyoksydacyj
ne. Substancje wolnorodnikowe - reaktywne formy tlenu i reaktywne 
formy azotu mogą uszkadzać lipidy, białka i kwasy tłuszczowe. Obecnie 
uważa się, że najbardziej wiarygodnym markerem stresu oksydacyjne
go jest peroksydacja lipidów. Jest to biologiczny proces utleniania lipi
dów, w którego wyniku powstają nadtlenki tych lipidów: aldehydy (np. 
dialdehyd malonowy, MDA), hydroksyaldehydy (4-hydroksynonenal) 
i węglowodory. Produkty tego procesu modyfikują właściwości fizycz
ne błon komórkowych, np. obniżają  hydrofobowość lipidowego wnętrza 
błon, depolaryzują błony, zaburzają asymetrię lipidową błon, hamują 
aktywność enzymów błonowych oraz aktywność białek transportu
jących, co w konsekwencji może skutkować utratą integralności błon 
wewnątrzkomórkowych i błony plazmatyczne. 

Poziom peroksydacji lipidów w biomasie roślinnej oznacza się jako 
zawartość MDA, który daje barwny produkt w reakcji z kwasem tio
barbiturowym. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1. 0,1% kwas trichlorooctowy (TCA); 
2. 15% TCA w 0,25 M HCI (roztwór A); 
3. 0,37% kwas tiobarbiturowy (TBA) w 0,25 M HCl (roztwór B); 
4. spektrofotometr, łaźnia wodna, zlewki, cylindry miarowe, moździerze, wagi 

analityczne, pipety. 

WYKONANIE EKSTRAKTU: 
Zważyć po 1 pędzie rzeżuchy pochodzącej z hodowli kontrol
nej i hodowli traktowanych metalami ciężkimi. Pędy umieścić 
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w moździerzach i homogenizować w 0,1% roztworze kwasu tri
chlorooctowego (TCA), stosując na 0,5 g biomasy 5 cm3 TCA. 
Homogenat przenieść do probówek wirówkowych i odwirować 
przez 10 minut przy obrotach 2000 rpm. Uzyskany supernatant 
użyć do dalszych oznaczeń. W tym celu z każdej próby badanej 
pobrać po 1 cm3 ekstraktu. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
Do nowych probówek wlewamy po 1 cm3 supernatantu (próby 
badane), 1 cm3 odczynnika A i 1 cm3 odczynnika B. Równolegle 
przygotować próby kontrolne: 
• próba kontrolna nr l: 1 cm3 H20 zamiast próby badanej ,  
• próba kontrolna nr 2: 1 cm3 H20 zamiast roztworu B. 
Wszystkie próby (badane i kontrolne) dokładnie wymieszać, 
zamknąć korkiem, wstawić do koszyka, ogrzać w temp. 100 OC 
(łaźnia wodna) przez 10 minut. Próby ochłodzić, następnie od
wirować (2000 rpm, 10 minut) . Pobrać supernatant do pomia
ru absorbancji w spektrofotometrze przy długości fali A=535 
nm względem pierwszej próby kontrolnej . Na koniec zmierzyć 
absorbancję drugiej próby kontrolnej . Od otrzymanych warto
ści absorbancji prób badanych odjąć absorbancję drugiej próby 
kontrolnej . 

Peroksydację lipidów w biomasie oznacza się na podstawie zawarto
ści MDA, który daje barwny produkt w reakcji z TBA. MDA uzyskuje 
się w wyniku hydrolizy 1,1,3,3-tetraetoksypropanu o stężeniu 0,1 mM 
pod wpływem 0,1 M roztworu HCI w temperaturze 50 oc. Absorban
cja hydrolizatu wynosząca 31,800 przy długości fali A=267 odpowiada 
1 mM MDA. Roztwór należy rozcieńczyć do stężenia wynoszącego 
10 flM MDA. Następnie sporządzić serię próbek zawierających od 
O do 1 cm3 roztworu MDA, które należy dopełnić wodą destylowaną do 
objętości 1 cm3• Do tak przygotowanych próbek MDA dodać roztwory 
TCA i TBA, które tworzą z MDA barwny produkt reakcji. Próby goto
Wać w łaźni wodnej w temperaturze 100 oC przez 10 minut, a następnie 
odczytać wartość absorbancji przy długości fali A=535 nm względem 
pierwszej próby. Na podstawie uzyskanych wyników sporządzić krzy
wą wzorcową i odczytać zawartość MDA w próbach badanych. 
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Zebrać wyniki z doświadczeń z całej grupy i zestawić w Tabeli 7.4. 
Określić wpływ metali ciężkich na peroksydację lipidów w pędach rze
żuchy w porównaniu z kontrolą. 

Tabela 7.4. Wpływ metali na wzrost i parametry biochemiczne rzeżuchy 

Parametr 

Zawa rtość ch l o rofi l u  a 

Peroksydacja  l i p idów 

Meta l  
---------------- Kontrola 

Bar Kadm M iedź Żelazo Ołów 

7.1 5.6. Oznaczenie zawartości metal i ciężkich w siewkach rzeżuchy 

Zawartość metali w pędach i korzeniach rzeżuchy rosnącej na pod
łożu z dodatkiem metali oraz na wodzie destylowanej (kontrola) należy 
oznaczyć metodą atomowej spektrometrii absorpcyjnej (patrz rozdział 
7.16). 

7.1 6. Oznaczanie zawartości wybranych metal i w mate
riale biologicznym metodą atomowej spektrometri i 
absorpcyj nej 

Techniki oparte na spektrometrii atomowej należą do najbardziej 
rozpowszechnionych metod oznaczania śladowych ilości pierwiast
ków. Techniki te wykorzystują promieniowanie elektromagnetyczne, 
które może być absorbowane lub emitowane przez atomy pierwiastkóW 
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obecnych w próbce różnorodnego materiału biologicznego. W atomo
wej spektrometrii absorpcyjnej (AAS, ang. atomie absorption speetro
metry) mierzy się rezonansową absorpcję promieniowania o określonej 
długości fali. Zaabsorbowana część promieniowania jest proporcjonal
na do stężenia pierwiastka. 

Najważniejszymi elementami spektrometrów absorpcji atomowej są: 
1. źródło promieniowania - zwykle lampa z katodą wnękową, 

która emituje liniowe widmo pierwiastka o określonej intensyw
ności; 

2. atomizer - zadaniem atomizerów jest otrzymywanie z dużą wy
dajnością atomów z próbek analitycznych. Stosowane są różne 
techniki atomizacji, z których najbardziej popularne są technika 
płomieniowa i bezpłomieniowa (elektrotermiczna). Różnice po
legają na sposobie dozowania próbki oraz na sposobie przeprowa
dzania jej w stan atomowy. Atomizację prowadzi się w płomieniu 
acetylen-powietrze lub acetylen-podtlenek azotu. Przeprowadzo
na do roztworu próbka dostarczana jest do atomizera w sposób 
ciągły w postaci aerozolu po etapie nebulizacji. Technika ta po
zwala na oznaczanie stężeń pierwiastków na poziomie ng/cm3 
do fIg/cm3• System elektrotermiczny jest znacznie efektywniejszy 
przy przeprowadzaniu analitu w postać wolnych atomów w fazie 
gazowej . Można też dozować znacznie mniejsze objętości próbki 
(10-50 fil) . Techniką tą można oznaczać stężenia rzędu od pg/cm3 
do ngicm3; 

3. monochromator - zadaniem monochromatora jest oddzielenie 
linii analitycznej od innych linii widmowych promieniowania 
emitowanego przez lampę i od promieniowania emitowanego 
przez atomizer; 

4. detektor, który odbiera zmodulowany sygnał, który zostaje  
wzmocniony i przetworzony. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁ Y: 
1. roztwory wzorcowe metali o stężeniu l mg/cm3; 
2. 1% roztwór HN03; 3. spektrometr AAS, zestaw do mineralizacji, pipety, kolby miarowe o pojem

ności 50 cm3• 
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Przygotowanie hodowli roślin narażonych na działanie metali cięż
kich wykonać wzorując się propozycją zamieszczoną w rozdziale 7.12. 
W celu oznaczenia zawartości metali ciężkich odważyć po około 0,5 g 
następujących części rośliny: 

- pędy nadziemne / korzenie roślin hodowanych na podłożu z me
talami; 

- pędy nadziemne / korzenie roślin z hodowli kontrolnej . 
Wszystkie próby poddać mineralizacji za pomocą jednej z metod 

przedstawionych w rozdziale 4.5. 
Przygotować odpowiednie roztwory wzorcowe. Następnie ustawić 

właściwe parametry aparatu AAS: przepływ gazów oraz właściwą dłu
gość fali dla odpowiedniego metalu (Tabela 7.5) . Przeprowadzić ana
lizę roztworów wzorcowych i zmineralizowanych próbek badanych 
rozpuszczonych w 2 cm3 HN03• Na podstawie wyników absorbancji 
uzyskanych dla prób wzorcowych wykreślić krzywą wzorcową. Z wy
kresu wzorcowego odczytać zawartość analizowanego metalu w pędach 
i korzeniach roślin. Wyprowadzić wnioski dotyczące akumulacji metali 
ciężkich w poszczególnych częściach rośliny oraz ustalić toksyczność 
metali u roślin na podstawie ich zawartości. 

Tabela 7.5. Długości fal (A) dla metali w pomiarach metodą AAS 

Meta l A (nm) Metal  A (nm) 

240,7 
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8 

8.1 . Alkaloidy 

Alkaloidy - występują w roślinach w postaci soli kwasów organicz
nych, najczęściej z kwasem jabłkowym, cytrynowym, szczawiowym, 
bursztynowym lub kwasami garbnikowymi. Alkaloidy zawierają w 
cząsteczce układy heterocykliczne z atomem azotu lub tlenu. Pierw
szym alkaloidem wyodrębnionym w stanie czystym była morfina (1804 
r.). Znanych jest obecnie ponad 20 800 alkaloidów (naturalnych i synte
tycznych). Gromadzone są najczęściej w określonych, często peryferyj
nych częściach rośliny, np. chinina występuje w korze drzew chinowych, 
kokaina w liściach drzewa koka, strychnina i brucyna w nasionach 
kulczyby wroniego oka, zaś morfina w słomie i owocach (makówkach) 
maku. Posiadają silne oddziaływanie na organizmy ludzkie i zwierzęce. 
Klasyfikuje się je według pochodzenia (np. alkaloidy makowe czy al
kaloidy tojadu) lub budowy chemicznej (np. alkaloidy opium, alkaloidy 
pochodne chinolinowe czy alkaloidy pochodne indolu). Do najbardziej 
znanych alkaloidów należą: atropina, brucyna, chinina, efedryna, ko
deina, kofeina, kokaina, meskalina, morfina, nikotyna, papaweryna, 
rezerpina, skopolamina, strychnina czy teobromina. Rola alkaloidów 
w życiu roślin nie została dotychczas wyjaśniona, prawdopodobnie nie 
spełniają istotnych funkcji fizjologicznych. Niektóre z nich są stosowa
ne w lecznictwie, np. kodeina jako lek przeciwkaszlowy czy morfina 
jako lek przeciwbólowy (długotrwałe stosowanie prowadzi do uza-
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leżnienia - morfinizmu). Nasila się jednak nielecznicze zastosowanie 
niektórych alkaloidów (określanych jako narkotyki). Prowadzi to do 
bardzo szybkiego uzależnienia się (narkomanii), z czasem zwiększenia 
dawki, której przekroczenie prowadzi do śmierci. 

8.1 .1 . Wykrywanie koni iny - alkaloidu cykuty 

( Objawy zatrucia ! p ieczen i e  w ustach i p rzełyku, n u d ności ,  zawroty głowy, u czuc ie 
l u człowieka ) upoj e n ia ,  omd len i a  i n a pady d rgawek, utrata przytom nośc i .  

Dawka śmierte l - 6-10 g szczwołu; 0, 5 -1 g kon i i ny. 
na d la człowieka 

Jednym z alkaloidów o prostej budowie jest trucizna cykuty (tzw. 
puchar Sokratesa) koniina - lotna propylowa pochodna piperydyny 
(uwodnionej pirydyny), która posiada charakterystyczny zapach. Ko
niina występuje w owocach szczwołu plamistego (Conium maculatum) 
w ilościach do 2%. Wchłania się przez skórę i błony śluzowe. Jest bar
dzo silną trucizną - w małych dawkach powoduje paraliż nerwów ru
chowych, a w większych wywołuje śmierć w wyniku paraliżu ośrodka 
oddechowego. Objawy zatrucia koniiną może spowodować nawet wą
chanie rośliny. W moździerzu porcelanowym należy rozetrzeć owoce 
lub kłącza szczwołu plamistego zwanego również cykutą (Conium ma
culatum) z niewielką ilością 20% roztworu KOH. Rozchodzi się zapach 
"mysiego moczu" charakterystyczny dla piperydyny. 

.. Ó�iłe cykutr �' UC:UlU •• C 
Jlasiona cykuty .yl� •• $Qi il l1ll$1!()nl�W 

8.1 .2. Wykrywanie n ikotyny - alkaloid u  tytoniu 

Nikotyna jest alkaloidem zawierającym nieskondensowane pierście
nie pięcio- i sześcioczłonowe. Wytwarzana jest przez tytoń (Nicotia
na tabacum, N rustica), występuje w postaci bezbarwnego oleistego 
płynu, który na powierzchni żywicowacieje i brunatnieje nabierając 
charakterystycznego zapachu. Chemicznie czysta nikotyna jest prawie 
bezwonna. Nikotyna ma właściwości toksyczne. W małych dawkach 
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działa m.in. pobudzająco na centralny i obwodowy układ nerwowy, 
z kolei w większych - najpierw pobudza, a później hamuje działa
nie układu nerwowego. Stałe nadużywanie przez palenie papierosów 
sprzyja powstawaniu nowotworów płuc i żołądka. 

Objawy zatrucia ! zwiększa częstot l iwość tętna oraz podwyższa tętn icze c i śn ien ie  
u człowieka krwi, przyspiesza a kcj ę se rca . 

Dawka śmiertel- I d l a  człowieka 50-100 mg n i kotyny. 
na dla człowieka , 

Roztarte cygaro należy destylować z 20 cm3 roztworu Ca(OH)2 
z kolbki z chłodnicą destylacyjną do probówki. Bezbarwny, szybko 
żółknący destylat posiada zapach tytoniu. Pobraną kroplę destylatu 
zmieszać na szkiełku zegarkowym z kroplą mieszaniny 10% roztworu 
AuCl3 i NaBr zmieszanej w stosunku 10:1 .  Następnie pod mikrosko
pem można obserwować powstawanie rombowatych lub krzaczastych 
kryształów alkaloidowych. Pozostałą część destylatu miesza się w pro
bówce z roztworem jodu w jodku potasu, wytrąca się brunatnoczerwo
ny osad nikotyny. 

8.1 .3.  Wykrywanie strychn iny i brucyny - alkaloidów kulczyby 

Strychnina i brucyna to alkaloidy występujące w nasionach kulczyby 
wroniego oka (Strychnos nux-vomica), rozpuszczone są w ich tłuszczu 
zapasowym. Są niezwykle trujące, porażają ośrodkowy układ nerwo
wy i zakończenia nerwów. Symptomy zatrucia strychniną i brucyną to 
konwulsje, nudności, nadpobudliwość, drgawki i paraliż. Strychnina 
jest białą, krystaliczną substancją, bez zapachu, trudno rozpuszczalną 
w wodzie. Gorzki smak strychniny utrzymuje się nawet w rozcieńcze
niu 1:130000. Brucyna charakteryzuje się wyjątkowo gorzkim smakiem, 
wyczuwalnym w rozcieńczeniu 1 :220 000,  jest mniej toksyczna niż 
strychnina. 
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Z przeciętych nasion kulczyby ostrożnie wycisnąć kropelki oleju na 
mikroskopowe szkiełko podstawowe. Następnie nanieść kilka kropli 
stężonego H2S04 z kryształkiem dichromianu potasu. Pod mikrosko
pem obserwować preparat przykryty szkiełkiem nakrywkowym. Kro
ple oleju zawierające strychninę zabarwiają się na czerwono, następnie 
na fioletowo. 

( Objawy zatrucia 1 wzmożona pob u d l iwość, bo lesna sztywność karku ,  sku rcz żwaczy 
I, u człowieka ) i ut ru d n ione  połykan i e, sku rcze tężcowe, zaham owa n i e  ruchów 

oddechowych z s i n i cą .  

r Dawka śmiertel- J! 1-3 g nas ion  ku l czyby wron iego oka; 30-100 mg azotanu  strych
l na d la  człowieka n i ny; 30 mg wo lnej strychn i ny (doustn ie) ;  3 mg wo l n ej strychn iny 

( podskórn ie ) .  

Roztarte nasiona kulczyby ekstrahować H2S04, następnie dodać do 
ekstraktu stężony HN03• Powstaje intensywne czerwone zabarwienie, 
przechodzące stopniowo w żółte, co świadczy o obecności brucyny. 

( Dawka śmiertel-
J 

100 mg brucyny (doustn ie); 30 mg (podskórn ie ) .  
, na d la człowieka 

8.1 .4. Wykrywanie alkaloidów gl istn ika jaskółczego ziela 

Alkaloidy spotykane są we wszystkich częściach tej rośliny, ich 
ogólna zawartość wynosi 0,3% w częściach nadziemnych oraz do 3% 
w korzeniu. Glistnik jaskółcze ziele (Chelidonium majus) stosowany 
jest jako surowiec w ziołolecznictwie. Zatrucie spowodowane przedaw
kowaniem leków zawierających alkaloidy glistnika lub spożyciem samej 
rośliny powoduje zaburzenia w przewodzie pokarmowym, pieczenie 
w jamie ustnej ,  wymioty, zawroty głowy, śpiączkę. Sok mleczny glistni
ka zastosowany zewnętrznie może wywołać stany zapalne skóry. 

Rozdrobnione liście zalać 5% roztworem kwasu winowego w etanolu 
absolutnym na 10-24 godzin. Po tym okresie należy przemyć skrawki 
rośliny nową porcją alkoholu i wykonać reakcje charakterystyczne na 
obecność alkaloidów. Na szkiełku podstawowym umieścić przygotowa
ny materiał biologiczny, następnie dodać kilka kropli odczynnika Mar-
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quisa (1 cm3 stężonego H2S04 i 2-3 krople 40% formaliny), który należy 
przygotować bezpośrednio przed użyciem. Kodeina barwi się na kolor 
niebiesko-fioletowy. 

Działanie fizjologiczne kodeiny polega na obniżeniu wrażliwości 
ośrodka oddechowego i hamowaniu kaszlu, wykazuje działanie uspo
kajające, przeciwbiegunkowe, przeciwbólowe (zwykle stosuje się ją 
w dawkach jednorazowych 20-30 mg razem z niesteroidowymi lekami 
przeciwzapalnymi Ulub paracetamolem, które działają synergistycznie) .  
Kodeina to eter metylowy morfiny, o znacznie słabszym działaniu niż 
morfina. Trudniej wywołuje przyzwyczajenia. 

Objawy zatrucia I senność, osła b ien ie, zawroty głowy, zaparc ie, spowo l n i en i e  ryt m u  
u człowieka ! oddechowego, n adm ie rne  uspokojen i e  - po zażyc i u  kode iny  n i e  

powin n o  s ię  p rowadz i ć  samochod u a n i  wykonywać czyn nośc i  
wymagających skup ien i a .  

Dawka śmiertel- ! > 500 mg kode i ny. 
na dla człowieka I 

Na szkiełko podstawowe należy nanieść kroplę soku z korzenia 
glistnika jaskółczego ziela z kroplą stężonego HeL Po skrzepnięciu po
wstają liczne kryształy alkaloidów o różnym kształcie i barwie, które 
obserwuje się pod mikroskopem. Sok mleczny glistnika jaskółcze ziele 
zawiera szereg barwnych i fluoryzujących alkaloidów, m.in. berbery
nę, chelidoninę, chelerytrynę, sangwinarynę. Związki te można roz
dzielić metodą chromatografii bibułowej . 

Pocięty, a następnie roztarty w moździerzu z niewielką ilością wy
prażonego piasku korzeń glistnika jaskółczego ziela ekstrahować cie
płym alkoholem etylowym. Przesączony ciemnoczerwono brunatny 
ekstrakt należy nanieść na bibułę chromatograficzną na wysokości 
1 cm od krawędzi. Przy każdorazowym dodaniu próby wysuszyć bibułę 
ciepłym powietrzem suszarki. Fazę ruchomą chromatografii bibuło
wej wstępującej stanowi 80% roztwór etanolu. Po dojściu czoła roz
puszczalnika do końca bibuły należy ją wysuszyć oraz przeprowadzić 
obserwacje w świetle widzialnym i nadfiolecie. Powstają wyraźnie roz
dzielone i fluoryzujące pasma (od dołu) : cytrynowożółte zabarwienie 
świadczy o obecności berberyny (Rf=0,2); żółte, obramowane dwu
stronnie pomarańczowo świecącymi paskami chelerytryny (Rf=0,35); 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku – kontynuacja,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki  
na podstawie umowy BIBL/SP/0040/2023/01



karminowoczerwony pasek sangwinaryny (Rf=O,4); żółto-zielone 
pasmo chelidoniny (Rf=O,8) .  W świetle widzialnym rozdzielone pasma 
alkaloidów są znacznie jaśniejsze. 

8.1 .5.  Wykrywanie berberyny 

Berberyna - alkaloid o barwie żółtej, występuje m.in. w soku mlecz
nym glistnika jaskółcze ziele, kłączach gorzknika kanadyjskiego. Działa 
przeciwpierwotniakowo (zabija pierwotniaki, nawet w niskich stęże
niach, np. Leishmania), przeciwbakteryjnie, silnie żółciopędnie i spa
zmolitycznie (rozkurczowo) . 

Objawy zatrucia 
u człowieka 

obn iża c i śn ien ie  krwi, z m n iejsza częstość oddechów, pobudza 
wydz ie l an i e  moczu . Dz iała poron n ie, zatem nie wo l n o  podawać 
preparatów ziołowych z berberyną kob ieto m w c iąży. 

Pędy Ulub korzenie berberysu (Berberis sp.) lub glistnika jaskółcze 
ziele należy pociąć na drobne kawałki, które gotuje się z wodą i nie
wielką ilością stężonego HeL Przesącz posiada barwę żółtą, która słabo 
fluoryzuje w nadfiolecie. Po zanurzeniu w tym roztworze pasek bibuły 
filtracyjnej wykaże w nadfioletowym świetle lampy analitycznej typo
we jasnożółte świecenia dla berberyny. Z kolei dodanie wody bromowej 
do ekstraktu powoduje jego zabarwienie na kolor krwistoczerwony. 

8.1 .6. Wykrywanie morfiny 

Morfinę otrzymuje się ze słomy makowej lub opium. Stosowana jest 
jako środek przeciwbólowy, zaś długotrwałe leczenie morfiną prowadzi 
do uzależnienia (morfinizm). Wchłania się z przewodu pokarmowego 
i tkanki podskórnej . Poraża ośrodek oddechowy (efekt przeciwkasz
lowy), wywołuje skurcze zwieraczy zbudowanych z mięśni gładkich 
(działanie zapierające). 

= r Objawy zatrucia se n n ość, utrata przytomnośc i, zn ies ien ie  oddechów, s i n ica , zwę
l u człowieka ) żen ie  ź re n i c .  

(Dawka śmierte l - ' 200-400 mg (d oustn ie), 100-200 mg (podskórn ie ) .  
'\ na d la czło� = 
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Niedojrzałą makówkę (torebkę nasienną) maku lekarskiego (Papa
ver somniferum) należy naciąć, a następnie zebrać kilka kropli soku 
mlecznego na mikroskopowych szkiełkach nakrywkowych. Dodanie 
kropli stężonego HN03 wywołuje zabarwienie czerwone. Z kolei do
danie do kropli soku mlecznego stężonego Hel powoduje powstanie 
licznych bezbarwnych kryształów, głównie chlorowodorku morfiny ob
serwowanych pod mikroskopem. Rozdrobnione liście i torebki nasien
ne maku lekarskiego zalać 5% roztworem kwasu winowego w etanolu 
absolutnym na 10-24 godzin. Po tym okresie należy przemyć skrawki 
rośliny nową porcją alkoholu i wykonać reakcję charakterystyczną na 
obecność morfiny. Na szkiełku podstawowym umieścić przygotowany 
materiał biologiczny, następnie dodać kilka kropli odczynnika Marqu
isa (1 cm3 stężonego H2S04 i 2-3 krople 40% formaliny), który należy 
przygotować bezpośrednio przed użyciem. Morfina barwi się na kolor 
czerwony. 

8.1 . 7. Wykrywanie kolch icyny 

Kolchicyna występuje w nasionach zimowitu jesiennego (Colchicum 
autumnale) (0,2-0,6%) i innych gatunkach zimowitu, a także w rodza
jach Gloriosa i Androcymbium (Liliaceae). Kolchicyna jest trucizną 
mitotyczną, hamuje mitozę w stadium metafazy, atakuje wrzeciono 
kariokinetyczne wywołując zjawisko poliploidyzacji. Ponadto w orga
nizmie wywołuje ostre stany żołądkowo-jelitowe, toksycznie wpływa 
na układ nerwowy. 

Zebrane na wiosnę łodygi lub jesienią bulwy i nasiona zimowitu je
siennego po wykonaniu przekroju poprzecznego zwilżyć 30% roztwo
rem H2S04 i obserwować pod mikroskopem. W obecności kolchicyny 
występuje pojawienie się barwy żółtej . Rozdrobnione bulwy lub nasiona 
zimowitu jesiennego zalać 5% roztworem kwasu winowego w etanolu 
absolutnym na 10-24 godzin. Po tym okresie należy przemyć skrawki 
rośliny nową porcją alkoholu i wykonać reakcję charakterystyczną na 
obecność morfiny. Na szkiełku podstawowym umieścić przygotowany 
materiał biologiczny, następnie dodać kilka kropli odczynnika Marqu
isa (1 cm3 stężonego H2S04 i 2-3 krople 40% formaliny), który należy 
przygotować bezpośrednio przed użyciem. Kolchicyna barwi się na 
kolor żółto-zielony. 
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r Objawy zatrucia l ko l k i ,  b i eg u n ka l u b  s i l n e  z a p a rc i a ,  p i ecze n i e  w usta c h  i ga rd le, 
\ u człowieka ) t rud nośc i  w połyka n i u ,  u czuc ie  strachu ,  zapaść .  

Dawka śmiertel- i 5 g nas ion całych l u b  2-3 g nas ion sproszkowa nych z imowit u .  
na d la człowieka 

8.1 .8. Wykrywanie kofeiny 

Kofeina występuje w nasionach kawy (1-2%), liściach herbaty (1-4%) 
i orzeszkach kola (2,5-5%) .  Stosowana jest jako używka w naparach lub 
ekstraktach kawy i herbaty. Filiżanka kawy zawiera około 80-100 mg 
kofeiny, filiżanka herbaty - 70 mg kofeiny, 100 g czekolady - 80 mg 
kofeiny, butelka Coca-coli (330 cm3) - >100 mg kofeiny. 

Kofeina pobudza ośrodkowy układ nerwowy, oddechowy, naczy
nioworuchowy, wydzielanie soku żołądkowego, przyspiesza przemianę 
materii, zwiększa sprawność myślenia oraz znosi zmęczenie. 

1-2 g roztartej w moździerzu herbaty lub 2 rozgniecione ziarna kawy 
naturalnej umieścić w zlewce. Dodać kilka cm3 wody oraz przykryć 
całość szkiełkiem zegarkowym. Następnie ogrzewać, dopóki nie po
jawi się para wodna. Na szkiełku zegarkowym gromadzi się sublimat. 
W mikroskopie polaryzacyjnym obserwować świecące igiełki krysz
tałów kofeiny. Do niedużej ilości badanego osadu dodać 2 cm3 odczyn
nika Nesslera. Ogrzewać w łaźni wodnej . W przypadku obecności 
kofeiny tworzy się obfity, czerwonobrunatny osad. 

ODCZYNNIK NESSLERA: 6 g chlorku rtęci (II) rozpuścić w 50 cm3 ciepłej wody 
i dodać 50 cm3 15% roztworu KI. Osad przemyć wodą, zdekantować i do osadu 
dodać 5 g stałego KI. Powstały roztwór przenieść do kolby miarowej na 100 cm3, 
dodać 60 cm3 30% roztworu NaOH, wymieszać i dopełnić do kreski. Po 24 go
dzinach zlać płyn znad osadu do ciemnej butelki. Można zakupić gotowy od
czynnik N esslera. 

I' Objawy zatrucia ' pobudzen ie  psych iczne  i ru chowe, porażen ie  u kładu  oddechowe-
u człowieka . go (zat ruc ia  ostre); n ud nośc i ,  bó l  głowy, b iegu n ka,  bezsen nośĆ, 

. ) 
d rżen ie  rąk, n i em ia rowe b ic ie  se rca, częstomocz, wzmożona po
t l iwość, wymioty, owrzodzen i e  żołądka (zat ruc ia  przew lekłe) .  

( Dawka śmiertel- ! 10-12 g kofe i ny (doustn ie ) .  
l na d la człowieka ) 
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8.2. Gl ikozydy 

Glikozydy są to pochodne cyklicznych monosacharydów, zbudo
wane z reszty cukrowej połączonej z podstawnikiem (aglikonem). 
W O-glikozydach podstawnik połączony jest poprzez atom tlenu 
półacetalowej grupy hydroksylowej monosacharydu (utworzonej 
z grupy aldehydowej lub ketonowej monosacharydu podczas cykli
zacji cząsteczki), w N-glikozydach rolę atomu tlenu spełnia atom azotu. 
O-glikozydy glukozy noszą nazwę glukozydów, mannozy - mannozy
dów, itp. O-glikozydy trudniej ulegają mutarotacji aniżeli wyjściowe 
monosacharydy, wykazują odporność na działanie zasad i brak działa
nia redukującego (reakcja redoks). 

Glikozydy roślin mają charakterystyczny zapach i smak (np. amig
dalina - pierwszy wyizolowany w 1830 r. naturalny glikozyd), barwę 
(flawony, antocyjany) . Wytwarzane są głównie w liściach, natomiast 
magazynowane są w korze, kłączach, owocach i nasionach. Liczne 
z nich mają działanie, np. bakteriostatyczne (chrzan - synigryna, strep
tomycyna) i nasercowe (glikozydy nasercowe). Podobnie jak alkaloidy, 
glikozydy przyjmowane w niekontrolowanych dawkach mogą być groź
ne dla zdrowia, a nawet życia. 

8.2.1 . Wykrywanie gl ikozydów kardenolidowych 

Są to pochodne steranu, posiadają działanie nasercowe. Glikozydy 
kardenolidowe zawarte są m.in. w liściach naparstnicy wełnistej (Digi
talis lanata) - lanozyd A, B, C, digitoksyna, digoksyna; miłka wiosen
nego (Adonis vernalis) - adonitol{syna, adonitoksol, �-strofantyna, 
cymaryna; konwalii majowej (Convallaria majalis) - konwalatoksy
na, konwalozyd, konwalatoksol czy płochowca pospolitego (oleander) 
(Nerium oleander) - oleandryna. W ostrych zatruciach glikozydami 
naparstnicy, podanej doustnie, występują: bóle głowy, nudności, bie
gunka, zaburzenia widzenia, zaburzenia rytmu serca, itp. Często do
chodzi do śmierci. 

Do skrawków liści dodać mieszaniny 9,7 cm3 kwasu octowego, 2 cm3 
stężonego H2S04 i 1 cm3 5% roztworu FeCI3• W obecności glikozydów 
występuje w komórkach zabarwienie turkusowoniebieskie lub ciemno
niebieskie (reakcja Keller-Kiliani). 
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Do skrawków liści zhydrolizowanych 1% etanolowym roztworem 
H2S04 dodać mieszaniny 1% roztworu kwasu pikrynowego i 10% roz
tworu NaOH (w stosunku 1:1) .  W komórkach zawierających glikozy
dy występuje  zabarwienie, pogłębiające się po podgrzaniu lub osad 
o zabarwieniu od pomarańczowego do brunatnoczerwonego (reakcja 
Baljeta). 

8.2.2. Wykrywanie glikozydów flawonoidowych 

Należą do grupy pochodnych y-pironu i piranu. Są rozpowszech
nione w roślinach jako żółte barwniki, występują  w licznych ga
tunkach roślin należących do rodzin: rutowate (Rutaceae), złożone 
(Compositae), fiołkowate (Violaceae) . Najczęściej występują jako żółte 
barwniki rozpuszczone w soku komórkowym kwiatów i liści, rza
dziej owocach, korze, drewnie, bardzo rzadko w nasionach. Niekie
dy krystalizują się w komórkach skórki (epidermy), np. hesperydyna 
w owocni pomarańczy. 

Skrawki liści fiołka trójkolorowego (Viola tricolor) umieścić w nasy
conym roztworze winianu antymonylopotasowego na l godzinę. Gli
kozydy flawonoidowe wytrącają się w postaci żółtych osadów, podczas 
gdy garbniki tworzą drobne osady. Po przeniesieniu skrawków liści do 
1% roztworu FeCl3 na okres 1-12 godzin glikozydy nie zmieniają się, 
natomiast osady garbników przyjmują zabarwienie brunatne (real,cja 
Jabłol{Owej-Jakimowa). 

Do świeżych lub zwilżonych wodą skrawków liści fiołka trójkolo
rowego dodać kroplę 0,0l% roztworu p-aminofenolu. W obecności 
rutozydu (rutyny) występuje zabarwienie zielone, przechodzące w nie
biesl<ie (reakcja Kamiya). 

Świeże skrawki liści fiołka trójkolorowego umieścić w 10% KOH lub 
25% amoniaku. W obecności glikozydów flawonoidowych pojawi się 
zabarwienie zielono-żółte do brunatnego. 
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8.2.3. Wykrywanie gl ikozydów fenolowych 

Związki te charakteryzują się połączeniami cząsteczek cukru z róż
nymi fenolami. Są specyficzne dla gatunków roślin należących do ro
dzin: wierzbowate (Salicaceae), wrzosowate (Ericaceae). Przedstawiciele 
glikozydów fenolowych to: arbutyna, salicyna, populina, salicylopo
pulina czy spirepozyd. 

Skrawki kory wierzb (Salix sp.) umieścić w stężonym H2S04 na 6-8 
minut, następnie przenieść na ten sam czas do mieszaniny zawierającej 
stężony H2S04 i 2% roztwór selenianu sodu (w stosunku 1:2). Preparat 
należy obserwować w czystym glicerolu. Komórki zawierające glikozyd 
- salicynę zabarwiają się na czerwono. Salicyna wykazuje słabe działa
nie przeciwgorączkowe. 

Skrawki liści gruszy (Pyrus communis) umieścić w 30% roztworze 
HN03 na 3-5 minut i przenieść do glicerolu. W komórkach zawierają
cych arbutynę występuje zabarwienie czerwone. Arbutyna wykazuje 
działanie dezynfekujące drogi moczowe. 

8.2.4. Wykrywanie gl ikozydów antrach inonowych 

Są to związki pochodne antracenu w formie zredukowanej - antro
nów i antranoli lub utlenionej jako antrachinony. Występują w gatun
kach roślin, m.in. z rodzin: szakłakowate (Rhamnaceae), rdestowate 
(Polygonaceae). Spożycie kory czy niedojrzałych owoców kruszyny po
spolitej (Frangula alnus) lub szakłaka pospolitego (Rhamnus catharti
ca) powoduje efekt przeczyszczający. 

Skrawki kory lub niedojrzałe owoce kruszyny pospolitej umieścić 
w 3% roztworze KOH lub NaOH. Komórki zawierające antrachinony 
(frangularozyd, glukofrangulina A, B) barwią się na czerwono. 

8.2.5 .  Wykrywanie gl ikozydów kumarynowych 

Glikozydy te dają często przy suszeniu surowca roślinnego charakte
rystyczny przyjemny zapach (kumaryna). Bogate w te substancje są ro-
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dziny: motylkowate (Papillionaceae), marzanowate (Rubiaceae), trawy 
(Gramineae) ,  kasztanowcowate (Hippocastanaceae) . Wiele kumaryn 
działa słabo uspokajająco na ośrodkowy układ nerwowy, przeciw
skurczowo, przeciwobrzękowo, spazmolitycznie, rozszerzają naczynia 
wieńcowe. 

Sproszkowane liście nostrzyka żółtego (Melilotus officinalis) należy 
ogrzewać w temperaturze 70-80 oc. Do otrzymanego sublimatu dodać 
kroplę płynu Lugola. Dodatnia reakcja na kumarynę to pojawienie się 
szarofioletowych lub prawie czarnych igieł jodokumaryny. Kumaryna 
jest związkiem toksycznym - uszkadza wątrobę, prawdopodobnie ma 
działanie kancerogenne. 

Skrawki kory kasztanowca (Aesculus hippocastanum) umieścić na 
kilka sekund w stężonym HN03, a następnie przenieść na kilka minut 
do rozcieńczonego amoniaku. W obecności eskuliny występuje w ko
mórkach zabarwienie czerwone. Eskulina wykazuje właściwości p.odob
ne do witaminy P, posiada silne właściwości światłochronne (składnik 
pudrów światłochronnych). 

8.2.6. Wykrywanie gl ikozydów cyjanogennych 

Są to związki glikozydowe, dające przy rozkładzie enzymatycznym 
trujący cyjanowodór. Występują  głównie w nasionach, liściach lub 
korze roślin rodziny różowate (Rosaceae) i innych. Przykładami są 
amigdalina, prunazyna występujące w liściach i nasionach pestkow
ców (migdały, brzoskwinie, morele, śliwki, wiśnie). W 1 g pestek zawar
tość amigdaliny wynosi: wiśni - 1,7 mg, migdałów - 4,5 mg. Glikozydy 
cyjanogenne rozkładają się do cyjanowodoru, który jest silną trucizną 
blokującą enzymy oddechowe. Rozkład jest stopniowy, a ilość uwalnia
nego HCN jest niewielka, zatem nie zachodzi niebezpieczeństwo za
trucia. Niemniej jednak spożycie dużej ilości np. gorzkich migdałów 
może spowodować śmiertelne zatrucie. Przyjmuje się, że pojedynczy 
migdał gorzki zawiera około 1 mg HCN. Znane są przypadku zatruć 
śmiertelnych po spożyciu przez osobę dorosłą 50-60, zaś przez dziecko 
tylko 10 migdałów gorzkich. 
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Po zdjęciu łupiny 20 pestek śliwy, wiśni lub jabłek ucierać w moź
dzierzu porcelanowym i dodać wodę. Homogenat włożyć na 1 godzinę 
do cieplarki o temperaturze 30 oc. Po przesączeniu do roztworu dodać 
kilka kropli 5% FeS04, a następnie nieco 5% NaOH. Tworzący się osad 
rozpuścić przez dodanie kroplami 10% HCl. Roztwór staje się niebieski 
(błękit pruski), co świadczy o obecności grupy CN-. 

8.2.7. Wykrywanie saponin 

Saponiny są to związki glikozydowe bezpostaciowe. W zależności od 
składnika niecukrowego (sapogeniny) zaliczane są do saponin sterolo
wych lub triterpenowych (aglikony, takie jak: gipsogenina, escygenina) .  
Ponadto w wielu roślinach występują także wolne kwasy triterpenowe 
(np. kwas ursolowy, oleanolowy) .  Saponiny występują w gatunkach ro
ślin należących do rodzin: goździkowate (Caryophyllaceae), pierwiosn
kowate (Primulaceae). Rozpuszczają się w wodzie tworząc roztwory 
koloidalne, po wstrząśnięciu wykazują właściwości pianotwórcze. Sto
sowane są w lecznictwie jako leki wykrztuśne i pobudzające czynność 
gruczołów wydzielniczych. W większych dawkach mogą być trujące. 
Saponiny podane dokrewnie niszczą czerwone ciałka krwi, powodując 
wytrącanie hemoglobiny. Podane doustnie są nieszkodliwe. Przykłady 
saponin to: digitinina, gitonina, diosgenina. 

Do skrawków liści dodać po 1 kropli stężonego H2S04 i NaN03• 
W obecności saponin występuje w komórkach zabarwienie czerwono
krwiste (reakcja Mitchella). Do skrawków liści dodać kilka cm3 eta
nolowego roztworu stężonego H2S04 i 1% FeCl3 • W obecności saponin 
występuje w komórkach zabarwienie czerwone, przechodzące w fiole
towe (reakcja Lafona). 

Do skrawków liści dodać odczynnik Frohne, w obecności saponin 
tworzy się w komórkach żółte zabarwienie. 

ODCZYNNIK FROHNE: 0,3 g jodu i 1 g KI rozpuścić w 5 cm3 wody, zmieszać 
z 10 cm3 50% glicerolu. 
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8.3. Olej ki eteryczne 

Olejki eteryczne (olejki zapachowe) są to bezbarwne, lotne cie
cze pochodzenia roślinnego, zawierające terpenowane węglowodory, 
alkohole, fenole, ich etery lub dalsze pochodne. Olejki eteryczne po
siadają  charakterystyczną - przyjemną lub przykrą - woń. Olejki ete
ryczne otrzymywane są z materiału roślinnego przez destylację z parą 
wodną, ekstrakcję lub wytłaczanie. Do najbardziej znanych należą: 
anyżowy (anetol), cedrowy (seskwiterpeny), cynamonowy (aldehyd 
cynamonowy), cyprysowy (terpeny), eukaliptusowy (cyneol), goździ
kowy (eugenol) , irysowy (iron), jałowcowy (a-piren), jodłowy (pinen), 
kminkowy (karwon), lawendowy (octan linalilu), miętowy (mentol), 
migdałowy (aldehyd benzoesowy), pomarańczowy (aldehyd decylo
wy),  szafranowy (safrol), tymiankowy (tymol), z gałki muszkatołowej 
(izoeugenol), z owoców wanilii (wanilina) - w nawiasach podano 
główny składnik. 

Olejki eteryczne znajdują  zastosowanie w przemyśle spożywczym 
i perfumeryjnym. Niektóre olejki eteryczne są podawane jako leki 
wykrztuśne w postaci naparów, syropów lub inhalacji (aromaterapia). 
Mogą być podstawowym środkiem leczniczym w stanach długotrwa
łego przygnębienia, rozdrażnienia, stresu i przemęczenia. Stosowa
ne są również jako środek wspomagający w leczeniu wielu schorzeń. 
Niektóre rośliny zawierają olejki eteryczne wywołujące działanie tok
syczne w organizmie człowieka, należą do nich rośliny nagozalążkowe 
(m.in. jałowiec sawina, jałowiec zwyczajny, tuja - żywotnik zachodni, 
sosna zwyczajna) oraz rośliny okrytozalążkowe (m.in. ruta zwyczajna, 
bagno zwyczajne). Toksyczne działanie olejków eterycznych lub roślin 
olejkowych może objawiać się w przypadku świadomego używania 
lub niewłaściwego stosowania, np. poprzez długotrwałe picie herbatek 
ziołowych. Olejki mogą osłabiać aktywność enzymów trawiennych 
wywołując zaburzenia w czynnościach trawienia oraz objawy braku 
łaknienia. 
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8.3.1 . Wykrywanie olejków eterycznych - reakcja z Sudanem I I I  

Barwnik Sudan I I I  rozpuszczony w etanolu służy do wykrywa
nia tłuszczów, z kolei rozpuszczony w aldehydzie trichlorooctowym 
(wodzianie chloralu) jest wykorzystywany do wykrywania olejków 
eterycznych. Aldehyd trichloroctowy rozpuszcza olejki, nie reagując 
z tłuszczami. Powstaje w ich obecności zabarwienie czerwone. Nale
ży przygotować 1% roztwór Sudanu III w aldehydzie trichlorooctowym 
(5 części aldehydu z 2 częściami wody). 

Skrawki świeżych liści mięty (Mentha piperita), melisy (Melissa o} 
ficinalis) lub skórki pomarańczy (Citrus aurantium), cytryny (Citrus 
limon) potraktować roztworem Sudanu III oraz gliceryną, obserwo
wać zachodzące reakcje pod mikroskopem. Sudan III wybarwia olej 
ki eteryczne na czerwono. Równocześnie umieścić skrawki tkanek na 
szkiełku podstawowym w kropli wody i ogrzewać 15 minut nad wrzącą 
łaźnią wodną. Reakcja z Sudanem III daje wynik negatywny (dodatnia 
reakcja świadczy o obecności w preparacie kuleczek tłuszczu). 

8.3.2. Wykrywanie olejków eterycznych - reakcja Stahla 

Jest to reakcja barwna aldehydu p-dimetyloaminobenzoesowego 
w mieszaninie z kwasem octowym i ortofosforowym (V) na proazule
ny występujące w olejkach eterycznych następujących roślin: rumianek 
pospolity (Matricaria chamomilla), krwawnik pospolity (Achillea mil
lefolium) i biedrzeniec anyż (Pimpinella anisum). 

Skrawki świeżych roślin (liście, płatki kwiatowe) ogrzewać we 
wrzącej łaźni wodnej z 1,5 cm3 odczynnika EP przez 5-10 minut. 
W obecności proazulenów występuje zabarwienie zielone lub niebie
skie. 

ODCZYNNIK EP: 0,25 g p-dimetyloaminobenzaldehydu rozpuścić w mieszani
nie 50 g kwasu octowego lodowatego i 5 g 85% H3P04, następnie uzupełnić wodą 
do 100 cm3• 
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8.4. Garbniki 

Garbniki są to nisko cząsteczkowe organiczne związki chemiczne 
o charakterze fenolowym, które są bardzo rozpowszechnione w świecie 
roślinnym. W przypadku drzew występują one najczęściej w najwięk
szych ilościach w korze oraz w strefie twardzielowej. Można je znaleźć 
także w liściach, okrywach nasion i owoców oraz naroślach, szczegól
nie takich jak galasy. Fizjologiczna rola garbników nie jest do końca 
poznana, ale wiadomo, że pełnią one rolę antyseptyków chroniących 
roślinę przed grzybami i owadami. Działanie bakteriobójcze (podobnie 
jak garbujące na skóry zwierzęce) polega na wiązaniu z substancjami 
białkowymi, z wytworzeniem związków nierozpuszczalnych. Garbniki 
rozpuszczają się w wodzie oraz w polarnych rozpuszczalnikach orga
nicznych, np. w etanolu, acetonie i octanie etylu. Nie rozpuszczają się 
w rozpuszczalnikach niepolarnych, np. benzenie, chloroformie i eterze 
naftowym. Garbniki naturalne można podzielić, według produktów 
rozkładu otrzymanych podczas ich suchej destylacji, na: 

L pirogalowe; 
2. pirokatechinowe. 
Ze względu na budowę i właściwości substancji garbnikowych dzie

limy je na: 
L hydrolizujące: 

- elagotaniny - estry kwasu elagowego i węglowodanów; 
- galatoniny - estry kwasu galusowego i węglowodanów; 
- depsydy - estry związków fenylokarboksylowych i związków 

niemających charakteru węglowodanowego; 
- glikozydy - glikon stanowi resztę polihydroksyfenylową; 

2. skondensowane: 
- pochodne flawonowe; 
- pochodne hydrostilbenów; 
- o nieznanej budowie chemicznej .  

Garbniki są czynnymi składnikami wielu surowców zielarskich ta
kich, jak: kora dębu, kłącze pięciornika, kłącze wężownika, liść orze
cha, kora oczaru, liść jeżyny, liść maliny. Otrzymuje się je w formie 
ekstraktów wodnych z części roślin. Jednym z naj dawniej poznanych 
garbników roślinnych jest tanina chińska. 
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W medycynie, ze względu na działanie: 
- przeciwzapalne wykorzystuje się je w leczeniu hemoroidów, po

drażnień i zranień skóry. Stosowane na skórę garbniki działają 
ściągająco na powierzchniowe naczynia krwionośne obkurczając 
je i łagodząc obrzęki. Reagując z białkiem na powierzchni skóry 
tworzą na niej nierozpuszczalną w wodzie warstewkę ochronną, 
zabezpieczającą głębiej położone warstwy przed utratą wody, po
drażnieniami i ułatwiają ich regenerację. Równocześnie działają 
lekko znieczulająco i przeciwświądowo; 

- przeciwbiegunkowe stosowane są jako środki zapierające.  
Podawane doustnie działają ściągająco na błony śluzowe jelit, 
utrudniając przenikanie wody do ich światła i w ten sposób ha
mują rozrzedzanie treści jelitowej . Osłabiają też wydzielanie śluzu 
w jelitach; 
bakteriobójcze i przeciwwirusowe stosowane są w stanach za
palnych błon śluzowych i na rany. Garbniki działają bezpośred
nio na drobnoustroje denaturując ich białka; 

- przeciwluwotoczne stosuje się je czasem w leczeniu nadmier
nych krwawień. Garbniki powodują aglutynację czerwonych 
krwinek stymulując powstawanie skrzepów. Hamowanie krwa
wień wspomaga również działanie obkurczające na naczynia 
krwionośne. 

Garbniki są stosowane również jako odtrutka podczas zatruć, po
nieważ tworzą połączenia kompleksowe z toksycznymi alkaloidami lub 
solami metali ciężkich. Połączenia te mają jednak ograniczoną trwa
łość i z czasem mogą ulegać rozpadowi, co prowadzi do ponownego 
uwalniania toksyn. Dlatego po podaniu odtrutki zawierającej garbniki, 
wskazane jest podanie środków przeczyszczających. Należy również 
pamiętać, że stosowanie garbników w przypadku zatruć niektórymi 
alkaloidami i metalami (kokainą, atropiną, morfiną, arsenem, rtęcią) 
daje mierne rezultaty, z powodu słabego wiązania tych konkretnych 
toksyn. 

Pełnią również ważną rolę w środowisku jako chemiczna obrona ro
ślin przed nadmiernym zgryzaniem przez zwierzęta roślinożerne. 
Swoje właściwości odstraszające zawdzięczają cierpkiemu smakowi, 
natomiast ich toksyczne działanie wiąże się ze zdolnością do wiązania 
i denaturacji białek 
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8.4.1 . Wykrywanie garbników w materiale rośl innym 

Około 3 g herbaty zalać 50 cm3 wody destylowanej i gotować przez 
10 minutut. Otrzymany wywar przesączyć. Do 2 cm3 przesączu dodać 
kilka kropli 10% roztworu FeCl3• Roztwór barwi się na kolor granato
wo-czerwony w obecności garbników. 

8.4.2. Wpływ garbników na denaturację białek 

Do 2 cm3 przesączu dodać 1 cm3 roztworu żelatyny. W obecności 
garbników natychmiast powstaje  zmętnienie j ako wynik denaturacji 
białka. 

8.4.3. Właściwości redukujące garbników 

Do 2 cm3 2 ,5% roztworu AgN03 dodawać kroplami 25% roztwór 
amoniakalny, aż do rozpuszczenia się osadu. Następnie dodać 1 crn3 
przesączu, zagotować. Wytrąca się osad srebra. 
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Pestycydy (środki szkodnikobójcze, przeciwpasożytnicze, środki 
ochrony roślin) są to związki należące do różnorodnych grup chemicz
nych. Zaliczamy do nich substancje lub mieszaniny różnych substancji 
wykazujące zdolność do niszczenia, odstraszania lub hamowania roz
woju szkodników roślinnych i zwierzęcych. Obecnie stosuje się ponad 
1000 aktywnych substancji w postaci 60 000 preparatów jedno- i wie
loskładnikowych, produkowanych w tysiącach ton. Ich toksyczność 
i trwałość w środowisku są bardzo zróżnicowane. W założeniach miały 
być środkami działającymi selektywnie na różne formy organizmów, 
jednak w praktyce okazało się, że selektywność jest niezadowalająca 
i wszystkie te związki nie mają działania selektywnego, są toksyczne 
dla pszczół, kręgowców, w tym również człowieka. Badania toksyko
logiczne obejmują działanie pojedynczych substancji, stosowanie zaś 
wieloskładnikowych oraz kilku różnych preparatów powoduje czę
sto nieprzewidziane interakcje i wystąpienie addytywnego działania 
toksycznego. Pestycydy mogą przenikać do łańcucha pokarmowego, 
kumulując się w jego wyższych piętrach, w wyniku czego żywność 
stanowi również źródło narażenia na te związki. Wykorzystanie prak
tyczne pestycydów obejmuje: niszczenie pasożytów roślin i zwierząt, 
zwalczanie chorób roślin, regulację ich wzrostu i rozwoju, usuwanie 
chwastów. Niektóre pestycydy są stosowane w akcjach sanitarnych, 
higienie osobistej ludzi oraz leczeniu niektórych chorób, np. zimnicy, 
dżumy, żółtej febry i innych. W gospodarce rolnej i leśnej zastosowanie 
pestycydów powoduje wzrost plonów roślin uprawnych, zwiększenie 
przyrostu produkcji oraz jakości mleka i mięsa, ochronę lasów przed 
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szkodnikami. Z kolei w gospodarce materiałowej - zmniejszenie strat 
żywności wskutek ochrony magazynów, ochronę i zwiększenie trwało
ści produktów przemysłowych i muzealnych (drewno, papier, tekstylia) 
oraz przedłużenie czasu eksploatacji dróg, torowisk i lotnisk w wyniku 
odchwaszczania. 

Proces rozkładu pestycydów przebiega w glebie i wodzie pod działa
niem bakterii, w reakcjach fotochemicznych i chemicznych katalizowa
nych jonami metali lub innymi związkami chemicznymi (zachodzące 
procesy to reakcje: utleniania, redukcji, hydrolizy i oddziaływania z wol
nymi rodnikami). 

Cechami charakterystycznymi substancji chemicznych, które mają 
być wykorzystane jako pestycydy, powinny być: 

- selektywność toksyczności (duża toksyczność wobec szkodników 
i mała wobec pozostałych organizmów); 

- właściwa persystencja w środowisku (odpowiednio długi czas 
pozostawania w środowisku, by mogły niszczyć szkodniki); 

- duża podatność na degradację; 
- brak tendencji do biokumulacji w organizmach zwierzęcych i ro-

ślinnych; 
- mobilność w środowisku. 

9.1 . Podział i bezpieczeństwo stosowania pestycydów 

Pestycydy klasyfikuje się na podstawie różnych kryteriów, najważ-
niejsze to: 

a) kierunek zastosowania i sposób działania; 
b) budowa chemiczna; 
c) toksyczność. 

A. Podział pestycydów w zależności od kierunku działania 

1. Zoocydy - środki do zwalczania szkodników zwierzęcych: 
- insektycydy - środki owadobójcze; 
- akarycydy - środki zwalczające roztocza; 
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- nematocydy - środki zwalczające nicienie; 
- aficydy - środki zwalczające mszyce; 
- moluskocydy - środki zwalczające ślimaki; 
- rodentycydy - środki zwalczające gryzonie; 
- larwicydy - środki zwalczające larwy; 
- atraktanty - środki zwabiające; 
- repelenty - środki odstraszające. 

2 .  Fungicydy - środki grzybobójcze. 
2 .  Bakteriocydy - środki zwalczające bakterie. 
4. Herbicydy - środki chwastobójcze: 

- totalne - niszczące wszystkie rośliny zawierające chlorofil; 
- wybiórcze - niszczące wybrane grupy roślin, np. rośliny dwu-

liścienne; 
- regulatory wzrostu - hamujące lub stymulujące procesy życio

we roślin. 
B. Podział pestycydów w zależności od budowy chemicznej 

związki fosforoorganiczne; 
węglowodory chlorowane; 
pochodne kwasu karbaminowego; 
pochodne tiazyny; 
pochodne mocznika; 
pochodne nitrofenoli; 
związki organiczne rtęci, cyny i miedzi; 
piretroidy; 
inne związki. 

W praktyce stosuje się podziały chemiczno-użytkowe, pozwalające 
powiązać budowę związku z kierunkiem jego działania. Wyróżniamy 
przykładowo: 

insektycydy fosforoorganiczne; 
insektycydy karbaminianowe; 
insektycydy z grupy piretroidów syntetycznych; 
insektycydy polichlorowe (chloroorganiczne). 

Wybrane wzory strukturalne pestycydów przedstawione zostały na 
Rycinie 9.1. 
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I. INSEKTYCYDY 

a. fosforoorganiczne 
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Rycina 9.1a. Wybrane wzory strukturalne pestycydów z podziałem na in
sektycydy, fungicydy, herbicydy i rodentycydy 
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Rycina 9.1h. Wybrane wzory strukturalne pestycydów z podziałem na in
sektycydy, fungicydy, herbicydy i rodentycydy 
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C. Podział pestycydów w zależności od stopnia toksyczności 

Podstawą podziału jest średnia toksyczność ostra danego środka 
wyrażona wartością dawki LDso doustnej i naskórnej (w mg/kg masy 
ciała) dla szczura. Toksyczność ostra jest to zdolność substancji do wy
wołania efektu toksycznego po podaniu do organizmu w dawce jedno
razowej lub po jednorazowym narażeniu. 

Tabela 9.1. Klasyfikacja toksykologiczna pestycydów według zaleceń Świa
towej Organizacji Zdrowia (WHO). 

Klasa toksyczności 
i jej okreś lenie 

Ib bard zo toksyczne 

I I I  m ało toksyczne 

LDso dla  szczura (mg/kg masy ciała) 

doustnie 

stałe * ciekłe 

5-50 20-200 

> 500 > 2000 

naskórnie 

stałe * ciekłe 

10-100 40-400 

> 1000 > 4000 
* - sta n fizyczny su bsta ncj i  czyn nej l u b  użytkowej 

W Polsce na podstawie Ustawy o ochronie roślin z dnia 18.12.2003 r. 
(Dz. U. z 2004r. nr 11, poz. 94 z późno zm.) obowiązują zasady zalicza
nia środków ochrony roślin przedstawione w Tabeli 9.2 .  

Tabela 9.2. Klasyfikacja pestycydów według ustawodawstwa polskiego 

I I  

lil ii 

IV 

Klasa toksyczności 
i jej określenie 

toksyczne 

szkodliwe ,\ �i'",,,, 

mało szkod l iwe 

li ','" 

Toksyczność ostra 

LDso (mg/kg masy ciała) 
d la szczu ra lub kró l ika 

LDso (mg/dm3/4 godz.) 
dla szczu ra 

doustnie 

25-200 

2'0'0·2'0'0'0 
> 2000 

naskórnie inha lacyjnie 

50-400 

.. . •4'OO'-2ąQ6 

> 2000 

!.s 'O,25 a:rQ��.,iE! 
· ;:: O,5'O glil�y '.;i·aliV 

0, 25 -1 ae rozo le  
0, 50-2 gazy  i pary 
11,S lilJ': 

·· • .• 24.2'O g 
> 5 ae rozo l e  
> 20 gazy i pary 
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Bezpieczeństwo stosowania pestycydów 
Wysoka toksyczność i brak selektywności pestycydów obligują użyt-

kowników do przestrzegania: 
- okresu karencji (czas od oprysku do zbioru plonu); 
- przechowywania preparatów; 
- niszczenia opakowań (nie dopuszczalne jest ich używanie jako 

opakowań żywności, paszy, mycie lub płukanie w ujęciach wody 
pitnej); 

- konieczność rygorystycznego stosowania się do zaleceń poda
nych na każdym opakowaniu pestycydu. 

9.2. Charakterystyka wybranych grup  pestycydów 

9.2.1 . I nsektycydy fosforoorganiczne 

Związki te stanowią grupę triestrów kwasów fosforowych lub tiofos
forowych o ogólnym wzorze: 

gdzie: 
R) i R2 
R3 
R4 

R1 -0� �R3 
/p� R2-O R3-R4 

- podstawniki alkilowe (najczęściej CH3 lub C2Hs); 
- atom tlenu lub siarki; 
- grupy kwasowe, chlorowiec, grupa CN, reszty fenylowe, podstawniki 

alifatyczne i arylowe. 

Insektycydy fosforoorganiczne to krystaliczne ciała stałe lub oleiste 
ciecze o ostrym, nieprzyjemnym zapachu, np. malation ma zapach 
czosnku. Bardzo trudno rozpuszczają  się w wodzie, lepiej w rozpusz
czalnikach organicznych i tłuszczach. Stosunkowo łatwo hydrolizują 
- szybkość tego procesu jest silnie zależna od budowy związku, pH 
środowiska, rodzaju rozpuszczalnika, temperatury i obecności kata
lizatora. Związki te są powszechnie stosowane w praktyce rolniczej, 
sadownictwie i warzywnictwie. Okres zalegania w glebie wynosi 2-3 
tygodnie. Większość należy do trucizn, a spadek toksyczności nastę-
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puje wraz z wydłużaniem łańcuchów węglowodorowych RI i R2 oraz 
w szeregu: 

spadek toksyczności insekcydów fosforoorganicznych 

Charakterystykę toksyczności wybranych insektycydów fosfoorga
nicznych przedstawiono w Tabeli 9.3. 

Tabela 9.3. Charakterystyka toksyczności niektórych insektycydów 
fosforoorganicznych 

Nazwa zwyczajowa 
LDso dla szczura samca (mg/kg) Klasa 

doustnie naskórnie toksyczności 

C�;ICl>rofenwinfos 10·�� ' 31 li q :  
D i ch lo rfos 80 107 I I  

M a lat ion 1375 4444 IV 

Niektóre insektycydy fosforoorganiczne o mniejszej toksyczności 
i lepszej rozpuszczalności w wodzie są stosowane w zabiegach sanitar
nych i gospodarstwie domowym, np. trichlorfon. Do organizmu dostają 
się przez przewód pokarmowy, układ oddechowy, skórę i błony śluzo
we, gdzie ulegają szybkim przemianom (nie kumulują się). Wszystkie 
insektycydy fosforoorganiczne są inhibitorami enzymów z grupy choli
noestraz, obecnych w większości tkanek ludzkich i zwierzęcych: mózg, 
rdzeń kręgowy, krew, mięśnie szkieletowe i układu oddechowego, wą
troba, trzustka i nadnercza. Enzymy te odpowiadają za rozkład ace
tylocholiny - neuroprzekaźnika chemicznego impulsów nerwowych 
w zakończeniach nerwowo-mięśniowych. Nagromadzona w miejscach 
działania insektycydów acetylocholina zapoczątkowuje działanie tok
syczne. Ostre stany zatrucia kończą się śmiercią spowodowaną pora-
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żeniem układu oddechowego i uduszeniem. Zatrucia insektycydami 
fosforoorganicznymi występują  najczęściej przy produkcji i stosowaniu 
pestycydów (lekceważenie zasad bhp), a także w życiu codziennym 
(spożycia omyłkowe). Dawka śmiertelna dla dorosłego człowieka wy
nosi 30-120 mg czystej substancji. Większość jest zaliczana do I i II 
klasy toksyczności. Do grupy estrów fosforoorganicznych należą para
lityczno-drgawkowe gazy bojowe: sarin, soman i tabun, których LD50 
dla człowieka wynosi 0,01 mg/kg masy ciała: 

sarin soman tabun 

9.2.2. I nsektycydy karbamin ianowe 

Związki te stanowią grupę estrów kwasu karbaminowego o ogól
nym wzorze: 

gdzie: 
Rl i R2 - podstawniki alkilowe (najczęściej CH3) lub atom wodoru; 
R3 - podstawniki heterocykliczne lub hydroaromatyczne. 

Insektycydy karbaminianowe to drobnokrystaliczne ciała stałe 
trudno rozpuszczające się w wodzie, lepiej w rozpuszczalnikach or
ganicznych i tłuszczach. Stosunkowo łatwo hydrolizują - szczególnie 
w środowisku zasadowym. Wadą tej grupy insektycydów jest duża tok
syczność dla pszczół i ryb. Większość z nich to trucizny. Do organizmu 
dostają się przez przewód pokarmowy, układ oddechowy i skórę, gdzie 
ulegają szybkim przemianom (nie kumulują się) . Wszystkie insektycy
dy karbaminianowe, podobnie jak fosforoorganiczne, są inhibitorami 
cholinoestraz. Dawka toksyczna dla zwierząt wynosi od kilku do kilku 
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tysięcy mg/kg; dla ludzi związki te są mniej toksyczne niż dla zwierząt. 
Mogą powodować zatrucia ostre, zazwyczaj kończące się wyleczeniem. 
Niektóre insektycydy karbaminianowe (np. karbaryl) w dużych daw
kach działają teratogennie i mogą ulegać nitrozowaniu przechodząc 
w silnie rakotwórcze nitrozozwiązki. Charakterystyka toksyczności 
wybranych insektycydów karbaminianowych przedstawiona została 
w Tabeli 9.4. 

Tabela 9.4. Charakterystyka toksyczności niektórych insektycydów 
karbaminianowych 

Nazwa zwyczajowa 
LDso dla szczura samca (mg/kg) 

doustnie naskórnie 

9.2.3. Insektycydy polich lorowe 

Klasa 
toksyczności 

Obejmują kilka dużych grup związków chemicznych - chloropo
chodne węglowodorów, fenoli i kwasów karboksylowych. Od połowy lat 
70. XX wieku większość z nich została wycofana z użytku ze względu na 
ogromną szkodliwość (związki te są wyjątkowo trwałe i wykazują silną 
tendencję do biokumulacji). 

Najważniejszymi przedstawicielami tej grupy są: chlorowane wę
glowodory aromatyczne, bischlorofenylowe - DDT, metoksychlor 
(homolog DDT); pochodne cyklodienowe - aldryna, dieldryna, hepta
chlor; pochodne cykloparafinowe - heksachlorocyklohel<:san (HCH), 

lindan (y-HCH); chlorowane terpeny - toksafen. Wykazują one dużą 
trwałość oraz dobrą rozpuszczalność w tłuszczach i olejach. Insekty
cydy polichlorowe są truciznami neurotropowymi. Charakterystyka 
toksyczności wybranych insektycydów polichlorowych przedstawiona 
została w Tabeli 9.5. 
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Tabela 9.5. Charakterystyka toksyczności niektórych insektycydów 
polichlorowych 

Nazwa zwyczajowa 
LDso d la  szczura samca (mg/kg) 

doustnie naskórnie 

9.2.4. I nsektycydy pi retroidowe 

Klasa 
toksyczności 

Piretroidy naturalne znane są i stosowane od wielu lat w zwalcza
niu szkodników roślin i higienie zwierząt. Piretryny I i II, cynery

ny I i II oraz jasmoliny I i II - estry powstałe z alkoholi: piretrolu, 
cynerolu i jasmolonu oraz kwasów: chryzantemowego i piretrowego 
- stanowią obok innych związków składniki wyciągu z koszyczków 
kwiatowych złocienia (Chrysanthemum sp.), który jest stosowany 
przeciwko pchłom. Najbardziej toksycznym insektycydem piretroido
wym jest piretryna L W latach 70. XX wieku bazując na piretrynach 
otrzymano syntetyczne piretroidy światłotrwałe, np. cympermetrynę 

i fenwalerat. Charakterystyczne dla tej grupy insektycydów cechy to 
wybiórczość działania, duża aktywność szkodnikobójcza oraz mała 
toksyczność dla ludzi i zwierząt. Mała trwałość i szybki rozkład pod 
wpływem czynników zewnętrznych, szczególnie światła - sprawiły, że 
znalazły zastosowanie głównie do zwalczania szkodników w pomiesz
czeniach zamkniętych, w przechowalnictwie oraz higienie sanitarnej .  
Charakterystyka toksyczności wybranych piretroidów syntetycznych 
przedstawiona została w Tabeli 9.6. 

Piretroidy często łączy się z synergetykami - substancjami potęgu
jącymi działanie pestycydu lub hamującymi proces nabierania odpor
ności na daną substancję aktywną (synergetyki zwykle nie wykazują 
aktywności biologicznej). Do synergetyków należą pochodne piperyny 
(np. piperonylobutoksyd), siarczan (VI) sodu i amonu. Do organizmu 
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piretroidy syntetyczne dostają się przez układ pokarmowy, oddechowy 
i skórę. Łatwo rozpuszczają się w tłuszczach i przenikają do tkanki ner
wowej . Piretroidy naruszają  równowagę wapnia i sodu w komórkach, 
przez co hamują działanie niektórych enzymów i zaburzaj ą  proces 
przekazywania impulsów nerwowych. 

Tabela 9.6. Charakterystyka toksyczności niektórych piretroidów 
syntetycznych 

Nazwa zwyczajowa 

9.2.5. Fungicydy 

LDso dla szczu ra samca (mg/kg) 

doustnie 

Klasa 
toksyczności 

Do najważniejszych środków grzybobójczych należą następujące 
substancje: 

- nie organiczne - siarka, polisiarczki baru i wapnia, sole miedzi 
(II); 

- organiczne - ditiokarbaminiany, pochodne benzymidazolu (be
nomyl) oraz związki rtęcio- i cynoorganiczne. 

Fungicydy mogą działać grzybobójczo, uniemożliwiając wzrost i roz
wój grzybów, lub grzybostatycznie. Hamują wówczas procesy rozwojowe 
grzybów w kontakcie bezpośrednim. Po usunięciu preparatu (spłukanie 
wodą) grzybnia rozwija się dalej . Działają powierzchniowo lub układo
wo. Większość stosowanych obecnie fungicydów nie wykazuje toksycz
ności ostrej dla ssaków. Wyjątkiem są związki rtęciowe, które z powodu 
zagrożenia zdrowia i życia zwierząt czy ludzi wycofano ze stosowania 
w ochronie roślin. 

Ditiokarbaminiany to pochodne kwasu ditiokarbaminowego 
o wzorze: 
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Są to substancje o małej toksyczności dla ssaków. Związki te należą 
do IV klasy toksyczności pestycydów. Przypuszczalne dawki śmiertelne 
dla człowieka wynoszą od 50 mg/kg (tiuram) do 5-15 g/kg (zineb). Do 
organizmu dostają się przez przewód pokarmowy i układ oddechowy, 
a następnie gromadzą się wybiórczo w tarczycy i gruczołach płciowych. 
Większość z nich utrzymuje się w organizmie do tygodnia (wyjątek: 
tiuram - do miesiąca) ulegając przemianom do bardziej toksycznych 
metabolitów (izotiocyjaniany, etylenotiomocznik, CS2, H2S). Ditiokar
baminiany są bardziej niebezpieczne w kontakcie długotrwałym - po:" 
twierdzono ich działanie teratogenne, rakotwórcze i gonadotoksyczne. 
Są ciałami stałymi, o różnej rozpuszczalności w wodzie (sole litowców 
- dobrze rozpuszczalne, sole metali ciężkich i disiarczki - słabo roz
puszczalne). Najczęściej stosowane ditiokarbaminiany to: ziram, zineb, 
maneb i tiu ram (TMTD). Charakterystyka toksyczności wybranych 
ditiokarbaminianów przedstawiona została w Tabeli 9.7. 

Tabela 9.7. Charakterystyka toksyczności niektórych ditiokarbaminianów 

Nazwa zwyczajowa 

9.2.6. Herbicydy 

LDso dla szczura samca (mg/kg) 

doustnie 

Klasa 
toksyczności 

Herbicydy (środld chwastobójcze) pochodzenia naturalnego to 
głównie pochodne kwasu indolilooctowego (stymulator wzrostu ko
mórek roślinnych), gibereliny (regulatory wzrostu roślin) i peptydy 
fosfinotrycyny (blokują syntezę niektórych aminokwasów).  Herbicydy 
mogą działać wybiórczo, niszcząc niektóre gatunki roślin lub totalnie, 
niszcząc całe populacje roślin. Reagują z roślinami w sposób kontakto
wy, np. parząco lub układowo, powodując zaburzenia czynności ukła
dów enzymatycznych i procesów fizjologicznych roślin. Herbicydy tej 
grupy znalazły zastosowanie w rolnictwie oraz przy konserwacji torów 
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i autostrad. Działają chwastobójczo przez pobudzenie układu hormo
nalnego rośliny. Niekontrolowany rozrost części roślin powoduje ich 
zniszczenie. Działanie hormonalne jest wybiórcze, nie przenosi się na 
zwierzęta i ludzi. Herbicydy nieorganiczne, np. chlorany, borany czy 
arseniany posiadają ograniczone znaczenie użytkowe i małe znaczenie 
toksykologiczne. Z kolei herbicydy organiczne - pochodne kwasu chlo
rofenoksyoctowego, dinitrofenole, związki bispirydylowe, pochodne 
mocznika i inne - wykazują duże znaczenie toksykologio ne z powodu 
zatruć ostrych i zagrożenia środowiskowego (Tabela 9.8) . 

Tabela 9.8. Charakterystyka toksyczności niektórych herbicydów 

Nazwa zwyczajowa 

Ch loran  sodu 

L in u ro n  

LDso dla szczu ra samca (mg/kg) 

doustnie 

5000 

1500-4000 

Klasa 
toksyczności 

IV 

IV 

Najbardziej znanymi przedstawicielami pochodnych kwasu chloro
fenoksyoctowego są kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D) i 2,4,5-
-trichlorofenoksyoctowy (2,4,5-T) oraz ich sole i estry. Toksyczność 
ostra pochodnych 2,4-D wyrażona LDso wynosi 300-1000 mg/kg masy 
ciała dla różnych gatunków zwierząt doświadczalnych. Najbardziej 
wrażliwe są psy; LDso dla 2,4-D i 2,4,5-T wynosi 100 mg/kg masy ciała. 
Herbicydy tej grupy są zaliczane do III i IV klasy toksyczności. Zatru
cie dużą dawką 2,4-D powoduje śmierć w wyniku migotania komór 
serca. Doustne lub pozajelitowe wprowadzenie mniejszych dawek 
powoduje u szczurów złożony zespół objawów: bezruch, apatię, de
presję i śpiączkę. Pochodne kwasu dichlorofenoksyoctowego działają 
uczulająco, powodując przy kontakcie zapalenie skóry. Pod wpływem 
2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioksyny (TTCDD), która występuje jako 
zanieczyszczenie, stwierdzono również działanie teratogenne i rako
twórcze. Herbicydy należące do grupy związków pochodnych mocz-
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nika i są najczęściej stosowane w rolnictwie. Występowanie chloru 
w cząsteczce zwiększa trwałość tych związków oraz przedłuża czas 
działania. Przedstawicielami tej grupy herbicydów są monuron, diu
ron i linuron, które wykazują małą toksyczność w stosunku do pszczół 
i ssaków. Diuron wykazuje znaczną toksyczność dla ryb. 

9.2.7. Rodentycydy 

Rodentycydy są to substancje stosowane do zwalczania gryzoni, 
takich jak szczury, czy myszy. Do środków gryzoniobójczych należą 
związki pochodzenia naturalnego (roślinne) lub syntetyczne: 

- organiczne - np. pochodne kumaryny (warfaryna), pochodne 
tiomocznika (alfantyna), strychnina, scillirozyd; 
nieorganiczne - np. fosforek cynku, węglan baru, siarczan talu 
(Tabela 9.9). 

Tabela 9.9. Charakterystyka toksyczności niektórych rodentycydów 

Nazwa zwyczajowa 
LDso dla szczura samca (mg/kg) 

doustnie 

Fosforek cyn ku 47 

Klasa 
toksyczności 

I I  

Alfantyna blokuje działanie enzymów komórkowych, a warfaryna 
hamuje proces krzepnienia krwi (anty koagulant) i uszkadza ścianki na
czyń włosowatych narządów wewnętrznych. Warfaryna jest lipofi1ową 
cząsteczką o słabej rozpuszczalności w wodzie, działającą jako antago
nista witaminy K. Zatrucia objawiają się krwotokami. Strychnina to 
alkaloid występujący w nasionach kulczyby wroniego oka (Strychnos 
nux-vomica). Poraża ośrodkowy układ nerwowy i zakończenia nerwów. 
Symptomy zatrucia strychniną to konwulsje, drgawki, wywołuje para
liż. Z kolei scillirozyd działa jako silny glikozyd nasercowy występują
cy w czerwonej cebuli (Scilla maritima, Liliaceae). Powoduje drgawki 
i niewydolność oddechową. Jest szczególnie skuteczny przeciwko 
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szczurom i myszom, ponieważ nie wywołuje u nich torsji .  U innych 
zwierząt powoduje silne wymioty, które chronią je przed zatruciem. 

9.3. Identyfikacja wybranych grup pestycydów 

Z powodu olbrzymiej ilości substancji toksycznych występujących 
w środowisku człowieka, analiza toksykologiczna posługuje się meto
dami pozwalającymi zidentyfikować maksymalną liczbę toksyn w jed
nym procesie analitycznym. Do identyfikacji i oznaczania pestycydów 
zalecane są metody chromatograficzne: chromatografia cienkowar
stwowa, gazowa i wysokosprawna chromatografia cieczowa. 

9.3.1 . Wykrywanie insektycydów fosforoorganicznych 

METODA IZOLACJI Z MATERIAŁU BIOLOGICZNEGO: 
Próbkę materiału biologicznego doprowadzić do pH=7, a na
stępnie ekstrahować 3 -krotnie n-heksanem lub mieszaniną 
n-heksanu i 0,1 % acetonu, używając każdorazowo porcje  3-krot
nie większe od objętości próbki. Połączone ekstrakty należy 
suszyć bezwodnym Na2S04, a następnie uwolnić od rozpusz
czalnika do objętości 0,5-1 cm3• Pozostałość poddaje się anali
zie chromatograficznej . Wydajność ekstrakcji wynosi 80-90%. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1. roztwory wzorcowe insektycydów fosforoorganicznych (chlorfenwinfosu, 

fenitrotionu, malationu, metyloparationu) o stężeniu 1 mg/cm3 rozpuszczone 
w n-heksanie; 

2. benzen; 
3. n-heksan; 
4. kwas octowy; 
5. trichloroetylen; 
6.  odczynniki wywołujące: 

- 0,5% roztwór chlorku palladu (II) - 0,5 g PdCl2 rozpuścić w kilku kroplach 
25% HCl i uzupełnić wodą destylowaną do 100 cm3; 

- odczynnik Tollensa - zmieszać 9 cm3 5% roztworu AgN03 z 1 cm3 25% 
roztworu amoniaku (aby wywołać chromatogram należy płytkę ogrzewać 
przez 10 minut w temperaturze 105 oC); 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku – kontynuacja,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki  
na podstawie umowy BIBL/SP/0040/2023/01



- jod; 
- 0,5% roztwór KMn04; 

7. płytki chromatograficzne firmy Merck DC-Plastikrolle Kieselgell 60 F254, 
lampa UV. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
Na punkty startowe nanieść roztwory wzorcowe zawierają
ce około 20 Ilg substancji .  Obok, na 2-4 pozycjach umieścić 
analizowane ekstrakty. Następnie płytki włożyć do komory 
chromatograficznej z mieszaniną trichloroetylenu, benzenu, 
n-heksanu i kwasu octowego w stosunku 5:3:1 :1 jako fazą 
ruchomą. Po wyjęciu i osuszeniu płytki w temperaturze po
kojowej należy ją spryskać odczynnikami wywołującymi lub 
poddać działaniu promieni lampy UV. 

Wartości Rf są następujące: 

Wykrywany 
Wywoływacz (zabarwienie p lamy) 

Rf 0,5% odczynnik 0,5% lampa pestycyd pa ry 
PdClz jodu Tol lensa KMn04 UV 

Fen itrot ion  żółta b rązowa żółta 
brązowa 

Metylopa rat ion  12 ,3  żółta b rązowa żółta f io l etowa 

9.3.2. Wykrywanie insektycydów karbaminianowych 

METODA IZOLACJI Z MATERIAŁU BIOLOGICZNEGO: 

Próbkę materiału biologicznego doprowadzić do pH=7. Eks
trakcji dokonuje się 3-krotnie różnymi rozpuszczalnikami 
w zależności od materiału: a) polarne: aceton, etanol - izola
cja z tkanek; b) nie polarne: chloroform lub dichlorometan -
izolacja z krwi, moczu, treści żołądka, używając każdorazowo 
porcje 3-krotnie większe od objętości próbki. Połączone eks
trakty należy suszyć bezwodnym Na2S04, a następnie uwolnić 
od rozpuszczalnika do objętości 0,5-1 cm3• Pozostałość poddaje 
się analizie chromatograficznej . Wydajność ekstrakcji wynosi 
90-100%. 
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ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
l. roztwory wzorcowe insektycydów karbaminianowych (aldikarbu, karbarylu, 

karbofuranu, propoksuru, pirymikarbu) o stężeniu 1 mg/cm3 rozpuszczone 
w mieszaninie etanol-chloroform (1:1); 

2 .  aceton; 
3. cykloheksan; 
4. eter dietylowy; 
5. tetrachlorek węgla; 
6. azydek sodu: 19 azydku w 100 cm3 0,005 M/dm3 roztworu KI; 
7. Fast BIue B:  19 Fast Blue B w 10 cm3 9% etanolu; 
8. 0,5% wodny roztwór KMn04; 
9. kwas octowy lodowaty; 

10. stężony Hel; 
1l. 1% wodny roztwór skrobi; 
12. 20% wodny roztwór KOH; 
13. NaOH; 
14. płytki chromatograficzne, lampa uv. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
Na punkty startowe nanieść 100 j.ll roztworów wzorcowych 
oraz po kropli analizowanych ekstraktów. Następnie płytki 
włożyć do komory chromatograficznej z następującymi mie
szaninami rozpuszczalników jako fazą ruchomą: 

1. eter dietylowy - cykloheksan - aceton (1:1 :1); 2. tetrachlorek węgla - kwas octowy lodowaty (8,5:1,5). 
Po wysuszeniu chromatogramu należy zastosować następujące 
odczynniki wywołujące lub światło UV dla układów rozwija
jących: 

1. eter dietylowy - cykloheksan - aceton (1:1:1): 

Wykrywany 
pestycyd 

Propoksu r 
Pi�'iik.arb 

72 

Wywoływacz (zabarwienie p lamy) 

Azydek lampa 
sodu 

KMn04 
UV 

brązowa f io l etowa 

b rązowa f io l etowa 
fioleto�� ... I . j 
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2. tetrachlorek węgla - kwas octowy lodowaty (8,5:1,5): 

Wykrywany 
pestycyd 

Wywoływacz (zabarwienie p lamy) 

Fast B lue B lampa UV 

Karba ryl 58 f io l etowo-różowa brązowa r-------�----�����==��--------�--� =====_ 

43 pomara ńczowa 

9.3.3.  Wykrywanie insektycydów pol ichlorowych 

METODA IZOLACJI Z MATERIAŁU BIOLOGICZNEGO: 
Węglowodory chlorowane (patrz rozdział 9.2.3) wyodrębnia się 
z materiału biologicznego za pomocą ekstrakcji metodą Stass
-Otto, która została opisana w rozdziale 4.4. 

ODCZYNNIKI: 
1. azotan (II) srebra, roztwór 0,1 M/dm3 w HN03; 
2. chloroform; 
3. cykloheksan; 
4. tetrach lorek węgla; 
5. p-dimetyloaminoaniliny chlorowodorek, roztwór 0,5% w etanolu sodowym 

(1 g sodu w 100 cm3 etanolu); 
6. etanolowe roztwory wzorcowe o stężeniu 0,2%: aldryny, DDT, dieldryny, 

metoksychloru, heksachlorocykloheksanu (HCH); 
7. eter etylowy; 
8. etanoloamina; 
9. n-heksan; 

10. 0,5% roztwór KMn04 w 10% NaC03; 
11. rodamina B, roztwór 0,5% w etanolu; 
12. A1203; 
13. 10% roztwór NaC03; 
14. żel krzemionkowy. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
a) zastosowanie płytek pokrytych tlenkiem glinowym 

Na punkty startowe nanieść roztwory wzorcowe zawierają
ce około 20 fig substancji. Obok, na 2-4 pozycjach umieścić 
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analizowane ekstrakty. Następnie płytki włożyć do komory 
chromatograficznej z n-heksanem jako fazą ruchomą. Czas 
rozwijania chromatogramu wynosi około 45 minut. Po wyjęciu 
i osuszeniu płytki w temperaturze pokojowej należy ją spry
skać roztworem p-dimetyloaminoaniliny, a następnie spryskać 
wodą destylowaną i naświetlać przez 1 minutę lampą uv. 
Węglowodory chlorowane są widoczne w postaci plam fiole
towych przechodzących w zielone. Czułość metody wynosi 
5 Ilg. Wartości Rf na płytkach pokrytych tlenkiem glinowym 
są następujące: 

Wykrywany pestycyd Faza ruchoma 

HCH  n -heksan  0, 39-0,41 

A ld ryna n -heksan  0,78-0, 82 

b) zastosowanie płytek pokrytych żelem krzemionkowym 
Na punkty startowe nanieść roztwory wzorcowe zawierają
ce około 20 Ilg substancji. Obok, na 2-4 pozycjach umieścić 
analizowane ekstrakty. Następnie płytki włożyć do komory 
chromatograficznej z chloroformem, eterem naftowym, cyklo
heksanem lub tetrachlorkiem węgla. Wartości Rf na płytkach 
pokrytych żelem krzemionkowym są następujące: 

Wykrywany pestycyd Faza ruchoma 

D ie l d ryna cykl oheksan  0, 57 

W celu uwidocznienia plam analizowanych substancji, płytki należy 
spryskać: 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku – kontynuacja,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki  
na podstawie umowy BIBL/SP/0040/2023/01



a) roztworem rodaminy B - pestycydy widoczne są w nadfiolecie 
jako różowe fluoryzujące plamy; 

b) 10% roztworem NaC03 - pestycydy widoczne są w nadfiolecie 
jako żółte fluoryzujące plamy; 

c) etanoloaminą, a następnie ogrzewać 100 oC przez 20 minut 
- DDT i HCH widoczne są jako brązowe plamy, które można po
głębić spryskując roztworem azotanu srebrowego; 

d) 0,5% roztworem KMn04 z dodatkiem Na2C03 - wykrycie al
dryny, dieldryny i izodryny. 

9.3.4. Wykrywanie fungicydów 

METODA IZOLACJI Z MATERIAŁU BIOLOGICZNEGO: 
Fungicydy wyodrębnia się z materiału biologicznego za pomo
cą destylacji z parą wodną, która została opisana w rozdziale 
4.2. Wcześniej próbkę materiału, np. mocz zakwasza i podda
je się hydrolizie we wrzącej łaźni wodnej w ciągu 1 godziny. 
W destylacie oznacza się poziom o-fenylofenolu metodą kolo
rymetryczną w reakcji z 2,6-dibromochinonochlorimidem. 

Odczynniki: 
1. alkohol etylowy; 
2. 2 ,6-dibromochinonochlorimid: 15 mg w 10 cm3 etanolu; 
3. stężony H2S04; 
4. etanolowy roztwór wzorcowy o-fenylofenolu: 100 fig w 1 cm3; 
5. roztwór buforowy o pH=lO : 2,8 g bezwodnego tetraboranu sodu i 10,5 g 

NaC03 w 100 cm3 wody destylowanej . 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
20 cm3 moczu zakwasić do pH=l przy pomocy H2S04 i poddać 
hydrolizie we wrzącej łaźni wodnej w ciągu 1 godziny. Następ
nie hydrolizat przenieść do kolby destylacyjnej i destylować 
z parą wodną. Destylację należy prowadzić z taką prędkością, 
by 100 cm3 destylatu zebrać w ciągu 20-30 minut. 10 cm3 de
stylatu przenieść do 15-cm3 kolby miarowej i dodać 2,5 cm3 
buforu, zmieszać i następnie dodać 0,25 cm3 etanolowego roz
tworu 2,6-dibromochinonochlorimidu. Zawartość kolby uzu-
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pełnić wodą destylowaną. Absorbancję zmierzyć przy długości 
fali 620 nm, używając jako próby ślepej wody destylowanej 
traktowanej analogicznie jak próba badana, tzn. 10 cm3 wody 
destylowanej przenieść do 15-cm3 kolby miarowej i dodać 2,5 

cm3 buforu, zmieszać i następnie dodać 0,25 cm3 etanolo
wego roztworu 2 ,6-dibromochinonochlorimidu. Zawartość 
kolby uzupełnić ponownie wodą destylowaną. Próbę wzor
cową wykonać w następujący sposób: 10 cm3 o-fenylofenolu 
przenieść do 15-cm3 kolby miarowej i dodać 2 ,5 cm3 buforu, 
zmieszać i następnie dodać 0,25 cm3 etanolowego roztworu 
2,6-dibromochinonochlorimidu. Zawartość kolby uzupełnić 
wodą destylowaną. 

9.3.5.  Wykrywanie herbicydów 

METODA IZOLACJI Z MATERIAŁU BIOLOGICZNEGO: 
Herbicydy wyodrębnia się z materiału biologicznego za pomocą 

ekstrakcji w środowisku kwaśnym eterem według metody Curry, która 
została opisana w rozdziale 4.4. 

ODCZYNNIKI: 
1 .  aldehyd mrówkowy: roztwór 20 cm3 formaliny w 5 cm3 10% roztworu 

NaOH; 
2 .  0,5 % roztwór AgN03; 
3. eter naftowy; 
4. odczynnik utleniający: HN03 i H202 (1:1) - przygotowany bezpośrednio 

przed użyciem; 
5. parafina płynna; 
6. metanolowe roztwory wzorcowe o stężeniu 0,2%: kwasu 2,4-dichlorofeno

ksyoctowego (2,4-D), kwasu 2-metylo-4-chlorofenoksyoctowego (Me PA); 
7. żel krzemionkowy G. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
Na punkty startowe nanieść roztwory wzorcowe zawierają
ce około 20 fig substancji .  Obok, na 2-4 pozycjach umieścić 
analizowane ekstrakty. Następnie płytki włożyć do komory 
chromatograficznej z mieszaniną: eter naftowy-kwas octo
wy lodowaty-parafina (10:1:2) jako fazą ruchomą. Czas roz-
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wijania chromatogramu wynosi około 20 minut. Po wyjęciu 
i osuszeniu płytki w temperaturze pokojowej należy ją spryskać 
roztworem azotanu srebrowego, a następnie, po wysuszeniu, 
na płytki nanieść przy pomocy rozpylacza roztwór aldehydu 
mrówkowego. Po ponownym wysuszeniu płytki przez 30 minut 
w temperaturze 130 oC, płytkę spryskać odczynnikiem utlenia
jącym. Po dokładnym osuszeniu płytkę naświetlić światłem UV. Identyfikację przeprowadzić przez porównanie wartości 
Rf plam związków poszukiwanych z wartościami Rf substancji 
wzorcowych (2,4-D i MCPA). 

9.3.6. Test jakościowy wykrywania pirydyl i w moczu 

Substancje aktywne herbicydów (dikwat, parakwat) z grupy che
micznej pirydyli można wykryć metodą redukcji jonów błękitu lub zie
leni z kwaśnym disiarczkiem sodu (NaHS2) w warunkach alkalicznych. 
Szybki test polega na zmieszaniu ze sobą: 

- 0,24 g kwaśnego disiarczku sodu NaHS2; 
- 0,15 g sproszkowanego buforu zasadowego; 
- 0,61 g wodorowęglanu sodu NaHC03• 
Starannie wymieszane odczynniki (w sumie 1 g) umieścić w 10 cm3 

moczu. Dokładnie wytrząsać, aż do momentu ich rozpuszczenia. Za
barwienie roztworu na zielono lub niebiesko wskazuje na obecność pa
rakwatu lub dikwatu w moczu. 
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Powietrze, woda i gleba stanowią podstawowe elementy środowiska, 
których nadmierne zanieczyszczenie stwarza realne zagrożenie dla 
życia i zdrowia ludzi. Problem skażenia wód, atmosfery i gleb powi
nien być traktowany łącznie, ponieważ układy te są ze sobą powiązane 
i wzajemnie na siebie oddziałują. Spośród zanieczyszczeń środowiska 
można wyróżnić zanieczyszczenia biologiczne, fizyczne, radioaktyw
ne oraz chemiczne. Głównym zagrożeniem dla ludzi, fauny i flory są 
związki organiczne pochodzenia antropogenicznego, np. pestycydy 
(patrz rozdział 9) . Związki chemiczne lotne emitowane do powietrza 
łączą się z deszczem lub śniegiem, by w postaci opadów dostać się do 
wody i gleby. Z kolei substancje szkodliwe, które spływają z terenów 
przemysłowych i rolniczych do rzek i jezior po odparowaniu, jako 
związki lotne, zanieczyszczają atmosferę. 

1 0.1 . Źródła zan ieczyszczeń środowiska 

Główne źródła emisji związków toksycznych do środowiska na
turalnego to: 

1. emisje przemysłowe, motoryzacja i spalanie odpadów (substancje 
lotne); 

2. odpady górnicze, energetyczne, przemysłowe i komunalne (sub
stancje stałe) ; 
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3. ścieki miejskie i przemysłowe, osady ściekowe (substancje ciekłe 
i stałe); 

4. spływ powierzchniowy po opadach deszczowych i burzowych 
z miejskich ulic; 

5. wysypiska śmieci i zbiorniki odpadów; 
6. oczyszczalnie ścieków i kompostowanie; 
7. spalanie odpadów w miejscach i obiektach do tego celu nie przy

stosowanych; 
8. nawozy i środki ochrony roślin (Rycina 10.1) . 

Głównymi źródłami narażenia środowiskowego są: 
1 .  żywność (substancje dodawane do żywności, naturalne toksyny 

czy chemiczne zanieczyszczenia); 2. pestycydy (ochrona roślin, zwierząt, żywności); 
3.  środki czystości, tworzywa sztuczne, kosmetyki i inne preparaty 

chemii gospodarczej ;  
4. skażenia biosfery (skażenie powietrza, gleby, wody, organizmów 

żywych). 

Stężenie substancji szkodliwych w środowisku zależy od wielko
ści emisji z danego źródła, a ponadto: 

1. w wodach powierzchniowych na zmiany stężenia związku tok
sycznego znaczny wpływ ma rozcieńczenie (szybkość prądu, np. 
rzeki); 2. adsorpcja na osadzie zawieszonym, sedymentacja osadów, odpa
rowanie i degradacja z udziałem promieni słonecznych, biodegra
dacja z udziałem mikroorganizmów, itp.; 

3. w osadach dennych na stężenie ksenobiotyków wpływa zależność 
pomiędzy świeżo zdeponowanym osadem a powierzchnią wody; 

4. w glebach zawartość substancji toksycznych zależy od rodzaju 
nawożenia, stopnia czystości nawozów; 

5. w glebach zawartość substancji toksycznych zależy od wielkości 
suchego i mokrego opadu atmosferycznego, stopnia wymywania 
substancji przez wody opadowe i gruntowe; 

6. do wód podziemnych związki chemiczne przedostają się głównie 
z głębszych warstw gleby oraz przesiąkając przez wierzchnie jej 
warstwy, zwłaszcza na terenach piaszczystych; 
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7. w powietrzu atmosferycznym stężenie zanieczyszczeń zależy 
głównie od odległości od źródła emisji i intensywności degradacji 
i przemieszczania do wyższych obszarów i odwrotnie; 

8. w organizmach wodnych stężenie związków chemicznych zale
ży od wielkości skażenia wody oraz współczynnika biokumulacji 
i biokoncentracji. 

Skażenia wód, powietrza i gleb powodują w organizmie człowieka: 
1. zatrucia ostre, które występują, np. w czasie katastrofy ekologicz

nej (pożar, eksplozja, rozlanie), a ich skutkiem mogą być trwałe 
uszkodzenie organizmu, a nawet śmierć; 

2.  zatrucia przewlekle o różnej symptomatologii obejmują różno
rodne narządy i układy. 

WODY 
POWIERZCHNIOWE �)V'\lE'T\� 
( OSADY DENNE J 

Rycina 10.1. Drogi zanieczyszczenia środowiska 
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Działanie szkodliwe substancji toksycznych zależy m.in. od: 
1. formy fizycznej występowania zanieczyszczenia (gaz/para, ciecz 

lub ciało stałe), która decyduje o drodze wchłaniania; 
2 .  dawki, drogi wchłaniania i czasu ekspozycji na zanieczyszczenie. 

1 0.2. Wskaźn iki jakości wody 

Woda odgrywa istotną rolę w przyrodzie jako rozpuszczalnik róż
nych substancji. Integruje wszystkie ekosystemy poprzez obieg w po
wietrzu, glebie, roślinach i zwierzętach. Wpływ na właściwości che
miczne wód mają takie czynniki jak: podłoże, szata roślinna, klimat 
i działalność człowieka. 

Zanieczyszczenie wód jest procesem długotrwałym, bardzo często 
zauważalnym po paru latach. Ścieki niosące ze sobą wiele związków 
pochodzenia organicznego i nieorganicznego, obcych wodnemu śro
dowisku naturalnemu, doprowadzają do degradacji niekiedy całej bio
cenozy. Mogą być również zagrożeniem dla zdrowia i życia człowieka. 
Bardzo rzadko zmiany w składzie chemicznym wody powodują gwał
towne skutki uboczne. 

Procesy destrukcyjne zachodzą najczęściej powoli i często wymyka
ją się spod kontroli człowieka. Woda nienadająca się do spożycia może 
być zanieczyszczona z przyczyn naturalnych lub w wyniku działalności 
człowieka. Zanieczyszczenia wynikające z powodu obumierania roślin 
czy zwierząt wodnych, z erozji związków mineralnych i organicznych 
z obrzeży gleb nadrzecznych w sposób skuteczny są usuwane przez mi
kroorganizmy wodne w procesie samooczyszczania. Rozwój rolnictwa, 
przemysłu oraz urbanizacja stanowi źródło zanieczyszczeń wód na
turalnych, które najogólniej można podzielić na 5 grup: 

1. zanieczyszczenia nieorganiczne, rozpuszczalne w wodzie, np. 
azotany (III), azotany (V), ortofosforany (V), sole metali ciężkich, 
amoniak, które mogą występować nie tylko w postaci rozpusz
czonej, ale także adsorbować się na cząstkach zawiesin; 

2. zanieczyszczenia organiczne, rozpuszczone lub zaadsorbowane, 
np. węglowodory, wielopierścieniowe węglowodory aromatyczne, 
fenole, pestycydy; 
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3. zanieczyszczenia radioaktywne pochodzą z reaktorów jądro
wych, z izotopów promieniotwórczych stosowanych w przemy
śle, medycynie, np. 3H, 226Ra, 32p, 60Co, 90Sr, l37Cs; 

4. zanieczyszczenia termiczne są wynikiem wzrostu temperatury 
naturalnego środowiska wodnego, np. w konsekwencji używania 
wody jako czynnika chłodzącego w elektrowniach zarówno ją
drowych jak i klasycznych; 

5. zanieczyszczenia biologiczne, np. bakterie, glony, sinice. 

Dla oceny ogólnego stopnia zanieczyszczenia wody oraz jej przydat
ności do określonych celów przyjęto oznaczać tzw. wskaźniki jakości 
wody. Jako podstawowe wskaźniki jakości wody przyjmuje się: tempe
raturę, zapach i smak, barwę, mętność, odczyn, zawiesinę, twardość 
wody, biochemiczne zapotrzebowanie tlenu (BZT), chemiczne za
potrzebowanie tlenu (ChZT), ogólną zawartość węgla organicznego 
(OWO), a także zawartość substancji rozpuszczonych. 

1 0.2.1 . Oznaczanie zawartości tlenu rozpuszczonego w wodzie 

Zawartość tlenu w wodzie jest jednym z najważniejszych parame
trów jakości wody. Do oznaczania zawartości tlenu stosuje się metodę 
miareczkową Winkiera, podczas której zachodzą następujące reakcje: 

2Mn2+ + 40R -+ 2Mn(OH)2 

2Mn(OH)2 + O2 -+ 2MnO(OH)2 

MnO(OH)2 + 4H+ -+ Mn4+ + 3H20 

Mn4+ + 21- -+ 12 + Mn2+ 

12 + 2S20t -+ S40/ + 2r 

ODCZYNNIKI l MATERIAŁY: 
1. roztwór KI w KOH; 
2 .  40% roztwór MnS04; 
3. stężony H2S04 cz.d.a.; 
4. tiosiarczan sodu (Na2S203) - roztwór mianowany o stężeniu 10 mM/dm3; 
5. 0,5% roztwór skrobi; 
6. biureta, strzykawki polietylenowe zaopatrzone w nakładane kapilary poliety

lenowe, kalibrowane na wlew butelki szklane. 
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WYKONANIE OZNACZENIA: 
Kalibrowaną na wlew butelkę szklaną z doszlifowanym korkiem 
napełnić całkowicie badaną próbą. Za pomocą oddzielnych 
strzykawek, wprowadzając ich końcówkę pod powierzchnię cie
czy, dodać następujące roztwory: 2 cm3 40% roztworu MnS04 
i 2 cm3 roztworu KI w KOH. Zamknąć butelkę korkiem tak, 
aby nie pozostał pod nim pęcherzyk powietrza i nie wypłynął 
wytrącający się osad. Zawartość butelki dokładnie wymieszać 
przez jej 20-30-krotne odwracanie, następnie pozostawić ją 
w ciemności przez około 0 ,5 godziny do momentu opadnięcia 
osadu. 

Barwa i ilość osadu wodorotlenku manganu (II) umożliwia orienta
cyjną ocenę zawartości tlenu w badanej próbie wody: 

- osad brunatny wskazuje na dużą ilość tlenu; 
- biały osad świadczy o zupełnym jego braku. 

Następnie, gdy ciecz nad osadem będzie klarowna, dodać 2 cm3 
H2S04, wprowadzając końcówkę strzykawki pod powierzchnię cieczy. 
Zamknąć butelkę, zwracając uwagę na to, aby nie pozostał pod nim 
pęcherzyk powietrza i nie wypłynął osad. Po wymieszaniu do całkowi
tego rozpuszczenia się osadu, całą zawartość butelki przelać do kolby 
Erlenmayera o pojemności 500 cm3 i natychmiast miareczkować roz
tworem tiosiarczanu sodu do uzyskania barwy jasnożółtej, a po doda
niu roztworu skrobi - do odbarwienia. 

Stężenie tlenu (mg 02/dm3) w badanej próbie wody obliczyć ze 
wzoru: 

M ' c ' Y  O2 

gdzie: 
Ybut -objętość butelki (dm3) ;  
V - objętość zużytego tiosiarczanu sodu (dm3); 
c - stężenie roztworu tiosiarczanu sodu (M); 
Mo, - masa molowa tlenu; 
f) - objętość (cm3) dodanych roztworów MnS04 i alkalicznego KI (f1=4.1O-3); 
f - współczynnik równoważności wynikający ze stosunku molowego 

reagujących substancji reakcji redoks (f=4) .  
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Następnie obliczyć procent nasycenia tlenem (%naJ surowej próbki, 
korzystając ze wzoru: 

gdzie: 

Co · 100 010 _ 2 , 7C nas - n 

Co, - oznaczona zawartość tlenu rozpuszczonego w badanej próbie wody (mg 
02/dm3); 

n - zawartość tlenu rozpuszczonego w wodzie destylowanej o temperatu-
rze badanej próbki wody, potrzebna do nasycenia jej tlenem (Tabela 
10.1). 

Tabela 10.1. Ilość tlenu potrzebna do nasycenia 1 dm3 wody destylowanej 
o temperaturze oC, stykającej się z powietrzem o zawartości 20,9% tlenu pod 
ciśnieniem 1013 hPa 

Temperatura 
wody (oC) 

15 

Rozpuszcza lność tlenu (n) Temperatura Rozpuszcza lność t lenu (n) 
(mg Oidm3) wody (oC) (mg Oidm3) �--���77----�--��--c---��� 

10, 15 

Otrzymane wyniki należy porównać z normami obowiązującymi 
w Polsce (Tabela 10.2), a następnie zaklasyfikować badaną wodę do 
określonej klasy jakości. 
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Tabela 10.2. Wartości graniczne wybranych wskaźników tlenowych 
w klasach jakości wód powierzchniowych. 

Wskaźn ik jakości wody Jednostka 
Wartości graniczne w klasach 

I I  I I I  I V  

1 0.2.2. Biochemiczne zapotrzebowanie na tlen 

V 

Stopień zanieczyszczenia wód przez substancje organiczne, które 
ulegają metabolizmowi, można oznaczyć przeprowadzając test okre
ślany jako biochemiczne zapotrzebowanie na tlen (BZT). Polega on 
na pomiarze ilości tlenu potrzebnego mikroorganizmom wodnym do 
rozkładu substancji organicznej w określonych warunkach przez okres 
5 dób. Proces biochemicznego utlenienia substancji organicznych prze
biega w dwóch fazach. W fazie pierwszej zachodzi rozkład związków 
organicznych, a w drugiej utlenianie amoniaku, powstałego z zanie
czyszczeń azotowych i utleniania biomasy. Druga faza zaczyna się zwy
kle po dziesięciu dobach, tj . po wyczerpaniu przez mikroorganizmy 
związków węgla jako substancji pokarmowych. Z tego względu przy 
oznaczaniu BZT należy brać pod uwagę tylko pierwszą fazę biodegra
dacji, gdzie proces rozkładu zachodzi najintensywniej, tj . okres 5 dób. 
Natomiast prawie całkowity rozkład, prowadzący do przekształcenia 
związków organicznych w proste, stabilne związki nieorganiczne, na
stępuje zazwyczaj po 20 dobach. 

Biochemiczne zapotrzebowanie na tlen jest powszechnie stoso
wanym wskaźnikiem do określania sumarycznej zawartości roz
kładanych biochemicznie zanieczyszczeń organicznych w wodach 
i ściekach. Najczęściej wykorzystywanym sposobem oznaczenia BZT 
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jest metoda rozcieńczeń z chemicznymi oznaczeniami stężenia tlenu 
w próbce na początku i na końcu okresu inkubacji, który trwa 5 dób. 
Ze względu na biochemiczne procesy stale przebiegające w pobranej 
próbie wody, oznaczenie BZT powinno być wykonane jak najszybciej 
od momentu pobrania próbki (nie później niż po upływie 2 godzin). 
Jeśli nie jest to możliwe, to badaną wodę lub ścieki należy pobrać do 
szklanych butelek, utrwalić przez ochłodzenie do temperatury 2-5 oC 
i przechowywać w ciemności maksymalnie 24 godziny. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1. roztwór KI w KOH; 
2. 40% roztwór MnS04; 
3. stężony H2S04 cz.d.a. ; 
4. tiosiarczan sodu (Na2S203) - roztwór mianowany o stężeniu 10 mM/dm3; 
5. 0,5% roztwór skrobi; 
6. biureta, strzykawki polietylenowe zaopatrzone w nakładane kapilary poliety

lenowe, kalibrowane na wlew butelki szklane. 

WYKONANIE OZNACZENIA 
Dwie butelki inkubacyjne napełnić wodą do rozcieńczeń o zna
nej zawartości tlenu, zamknąć tak, aby nie zostawić pod kor
kiem pęcherzyka powietrza i wstawić do cieplarki w tempera
turze 20 oc . Zmierzone objętości ścieków odmierzyć do butelek 
inkubacyjnych, dopełnić wodą do rozcieńczeń tak, aby próba 
ścieków pozostała niewymieszana na dnie, zamknąć, wymie
szać i wstawić do cieplarki. Po zakończeniu okresu inkubacji 
butelki wyjąć z cieplarki i przeprowadzić oznaczenie zawarto
ści tlenu (mg) w każdej butelce (patrz rozdział 10.2 .1). 

Obliczenie BZT polega na zbilansowaniu ubytku tlenu podczas 
inkubacji i odniesieniu go do objętości ścieków. Ilość tlenu (mg O2) 
w każdej butelce należy obliczyć za pomocą następujących wzorów: 
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a na ich podstawie obliczyć wartość BZT (mg 02/dm3) dla danego roz
cieńczenia: 

gdzie: 
0wt - zawartość tlenu końcowego w wodzie do rozcieńczeń (mg 02); 

0śc - zawartość tlenu początkowego w ściekach (mg 02); 

Ok - zawartość tlenu końcowego w inkubowanej próbie (mg 02); 

[Olwt - stężenie tlenu w wodzie do rozcieńczeń po inkubacji (mg 02); 

[Ol śc - stężenie tlenu w ściekach do rozcieńczeń przed inkubacją (mg 02); 

Vbut - objętość butelki kalibrowanej na wylew (dm3); 
Vśc - objętość próby ścieków znajdująca się w butelce inkubowanej (dm3), 

V - objętość titranta (dm3); 
Mo, - masa molowa tlenu; 
fI - objętość (dm3) dodanych roztworów siarczanu manganu i alkalicznego 

jodku potasu (f1=4.1O-3); 
f - współczynnik równoważności wynikający ze stosunku molowego re-

agujących substancji reakcji redoks (f=4). 

Do obliczeń należy wziąć pod uwagę wartość stężenia tlenu w wo
dzie do rozcieńczeń po inkubacji, ponieważ tylko ten tlen może być 
zużyty na utlenianie substancji organicznych zawartych w próbie ście
ków. Za miarodajne uznaje się tylko to rozcieńczenie, przy którym zu
życie tlenu wynosi minimum 2 mg 02/dm3, a końcowe stężenie tlenu 
w butelce inkubacyjnej nie jest niższe od 1 mg 02/dm3. 

Otrzymane wyniki należy porównać z normami obowiązującymi 
w Polsce (Tabela 10.2), a następnie zaklasyfikować badaną wodę do 
określonej klasy jakości. 

1 0.2.3. Chemiczne zapotrzebowanie na tlen 

Chemiczne zapotrzebowanie na tlen (ChZT) jest pojęciem umow
nym, które oznacza ilość tlenu (pobranego z utleniacza) potrzebnego 
do utlenienia związków organicznych i niektórych nieorganicznych, 
np. soli żelaza (II), azotanów (III), siarczanów (IV) lub siarczków. Utle
nienie związków organicznych nie zawsze przebiega w 100% i zależy 
od wielu czynników, tj . rodzaju utleniacza, warunków pomiaru ChZT 
i rodzaju substancji zawartych w badanych próbkach. Dlatego też ozna-
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czanie należy wykonać w ściśle określonych warunkach, ustalonych 
w metodyce oznaczania, a przy wyniku podać stosowaną metodę. 

Oznaczenie ChZT można przeprowadzić kilkoma metodami, róż
niącymi się użytym utleniaczem: 

- za pomocą dichromianu (VI) potasu (K2Cr207) (metoda dichro
mianowa) - oznaczenie ChZTCr dla ścieków; 

- za pomocą manganianu (VII) potasu (KMn04) (metoda nadman
ganianowa) - oznaczenie ChZTMn w przypadku analizy wód; 

- za pomocą jodanu potasu (metoda jodanowa). 
Wymienione metody stosowane są najczęściej do manualnego ozna

czania ChZT. Polegają one na traktowaniu próbki wody lub ścieków 
nadmiarem utleniacza, reakcji utleniania związków w podwyższonej 
temperaturze przez okres do 2 godzin i miareczkowaniem nadmiaru 
utleniacza. Opracowano również kilka wersji instrumentalnego ozna
czania ChZT z zastosowaniem dichromianu jako utleniacza. 

W niniejszym rozdziale zostanie przedstawione oznaczanie ChZT 
metodą dichromianową. Pod wpływem dichromianu dobrze utleniają 
się cukry, związki alifatyczne z bocznymi łańcuchami i podstawione 
związki aromatyczne. Natomiast benzen i jego homologi, pirydyna 
oraz inne związki heterocykliczne zawierające azot, mocznik, parafiny, 
nafteny oraz pozostałe związki trudno rozpuszczalne w wodzie, prak
tycznie nie ulegają utlenieniu w warunkach metody dichromianowej. 
W celu utlenienia związków alifatycznych o prostym łańcuchu doda
je się siarczanu (VI) srebra jako katalizatora. W tych warunkach sto
pień utlenienia wielu testowych substancji osiąga 95-98%. Utlenieniu 
ulega także część węglowa związków azotowych. Natomiast amoniak 
i związki amonowe, wydzielone na skutek rozkładu białek, nie są utle
niane przez dichromian. Jony chlorkowe ulegają utlenieniu do wolnego 
chloru, zawyżając wynik oznaczenia. Przeciwdziała się temu najczęściej 
przez użycie siarczanu rtęci (II), który z jonami chlorkowymi tworzy 
rozpuszczalny związek kompleksowy. Wynik oznaczenia zawyżany jest 
także w obecności jonów żelaza (II), siarczanowych (IV), azotanowych 
(III), które utleniają się w warunkach prowadzenia reakcji. Oznaczenie 
ChZTCr polega na dodaniu do próbki wody, siarczanu rtęci (II) w ilo
ści zależnej od stężenia jonów chlorkowych, nadmiaru mianowanego 
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wodnego roztworu dichromianu (VI) potasu oraz stężonego H2SO 4 
z Ag2S04• Całość utrzymywana jest w stanie wrzenia pod chłodnicą 
zwrotną przez 2 godziny. Utlenianie węgla przebiega ilościowo zgodnie 
z reakcją: 

K2Cr202 + H2S04 � K2S04 + 2Cr03 + H20 

4Cr03 + 6H2S04 � 2Cr2 (S04)3 + 302 + 6H20 

3C + 302 � 3C02 

Początkowe stężenie K2Cr207 wynosi 7 M, natomiast H2S04 - 9 M. 
Po ostudzeniu nadmiar dichromianu należy oznaczyć poprzez mia
reczkowanie roztworem (NH4)2S04 i FeS04, tzw. soli Mohra wobec 
ferroiny jako wskaźnika. W trakcie miareczkowania zachodzi reakcja: 

podczas, której : 

W analogiczny sposób należy oznaczyć próbę ślepą, używając wody 
destylowanej . Metoda daje dobre rezultaty dla wartości ChZT powyżej 

, 50 mg 02/dm3 i przy zawartości jonów chlorkowych poniżej 2,0 g/dm3. 
Gdy badana próbka zawiera azotany (III), należy dodać 10 mg kwasu 
amidosulfonowego na 1 mg azotanów (III). Ze względu na dość długi 
czas trwania oznaczenia standardowego (ponad 2 godziny) opracowano 
szereg modyfikacji tej metody, stosując krótszy czas utleniania i wyższe 
stężenie kwasu, pozwalające uzyskać wyższą temperaturę reakcji dzięki 
czemu czas utleniania w temperaturze wrzenia skrócono do 10 minut. 

Oznaczenie ChZTCr należy wykonać w ciągu 4 godzin od chwili po
brania próby wody. Jeśli nie jest to możliwe, należy analizowaną próbę 
przechowywać w butelkach szklanych lub polietylenowych (przy ma
łych wartościach ChZT zaleca się stosowanie tylko szklanych naczyń), 
utrwalić poprzez ochłodzenie do temperatury 2-5 oC i przechowywać 
w ciemności lub zakwasić H2SO 4 do pH::::2 . Maksymalny czas przecho
wywania próby wynosi 5 dni. 
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ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1. stężony H2S04 ez.d.a. ; 
2 .  Ag2S04 (katalizator); 
3. 0,2 M roztwór K2Cr207 z katalizatorem HgS04; 
4. 0,05 M roztwór soli Mohra - Fe(NH4MS04)2; 
5. roztwór ferroiny (wskaźnik); 
6. pipety, kolba Erlenmayera, cylindry miarowe, biureta. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
a) mianowanie roztworu soli Mohra 

Do kolby stożkowej odmierzyć 90 cm3 wody destylowanej 
i 27 cm3 H2S04• Roztwór oziębić. Dodać 10 cm3 mianowa
nego roztworu K2Cr207, 5 kropli ferroiny i miareczkować 
roztworem soli Mohra do zmiany zabarwienia z zielono-nie
bieskiego na czerwonobrunatne. Mianowanie należy przepro
wadzić każdorazowo w dniu oznaczania ChZT; 

b) oznaczenie ChZT w próbie badanej 
Do kolby dokładnie odmierzyć 10 cm3 badanej próby oraz 10 
cm3 roztworu K2Cr207 z HgS04• Następnie ostrożnie wlać po 
ściance kolby 27 cm3 H2S04 z Ag2S04 i natychmiast połączyć 
kolbę z chłodnicą zwrotną. Roztwór wymieszać i ogrzewać 
do wrzenia. Utrzymywać go w stanie wrzenia przez 10 minut. 
Wyłączyć ogrzewanie, odstawić płaszcz grzejny, a w jego miej
sce podłożyć metalowy pierścień pod kolbkę. Po 10 minutach 
od wyłączenia ogrzewania spłukać chłodnicę 80 cm3 wody de
stylowanej . Odłączyć kolbę od chłodnicy, ochłodzić zawartość, 
dodać 5 kropli ferroiny i miareczkować roztworem soli Mohra. 
Jeśli w reakcji utleniania zużyte zostanie ponad 80% począt
kowej ilości dichromianu, powtórzyć oznaczenie, rozcieńczając 
odpowiednio próbę; 

c) oznaczenie ChZT w próbie kontrolnej 
Postępować analogicznie jak z próbą badaną, stosując 10 cm3 
wody destylowanej zamiast próby badanej .  Stężenie roztworu 
soli Mohra (CFe) zużytej na miareczkowanie próby badanej ob
liczyć według wzoru: 
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gdzie: 
f - współczynnik równoważności wynikający z równania reakcji redoks (f=6) ;  
CCr - stężenie roztworu K2Cr207 użytego do miareczkowania (M); 
YCr - objętość roztworu K2Cr207 użytego do miareczkowania (cm3); 
YFe - objętość roztworu soli Mohra użyta na miareczkowanie (cm3). 

Wartość chemicznego zapotrzebowania na tlen (ChZT) obliczyć 
z równania: 

gdzie: 

ypr 
Fe 

f 

M 
. (yśl _ ypr) 

ChZT = 02 Fe Fe 
f 'Ypr 

- masa molowa tlenu; 

- objętość roztworu soli Mohra zużyta na miareczkowanie próby ślepej 
(cm3); 

- obj ętość roztworu soli Mohra zużyta na miareczkowanie próby badanej 
(cm3); 

- współczynnik równoważności wynikaj ący z równania reakcji redoks 
(f=4); 

- objętość badanej próby wody lub ścieków (cm3). 

Otrzymane wyniki należy porównać z normami obowiązującymi 
w Polsce (Tabela 10.2), a następnie zaklasyfikować badaną wodę do 
określonej klasy jakości. 

1 0.2.4. Oznaczenie zawartości ogólnej węgla organ icznego w wodzie 

Zawartość związków organicznych w wodzie i ściekach jest okre
ślana różnorodnymi pośrednimi metodami, m.in. chemicznym zapo
trzebowaniem na tlen (ChZT), biochemicznym zapotrzebowaniem na 
tlen (BZT). Oznaczenie zawartości ogólnej węgla organicznego (OWO) 
pozwala także określić zawartość związków organicznych. Wykazano 
istnienie korelacji pomiędzy OWO a BZT i ChZT. Biochemiczne zapo
trzebowanie na tlen oznacza zawartość łatwo rozkładalnych substan
cji organicznych, ChZT - substancji podatnych na utlenienie silnymi 
utleniaczami w podwyższonej temperaturze, OWO - wszystkich sub
stancji organicznych. 
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Zawartość węgla organicznego oznacza się po spaleniu związ
ków organicznych do ditlenku węgla, który oznacza się następujący
mi metodami: miareczkową, konduktometryczną, kulometryczną, 
spektrofluorymetryczną, spektrofotometryczną w podczerwieni, czy 
chromatograficzną. Spalanie przeprowadza się w niskich i wysokich 
temperaturach. W niskich temperaturach stosuje się silne utleniacze 
lub promieniowanie UV, w wysokich (650-1200 OC) - wspomaganie 
katalizatorami, takimi jak: Pd, Pt, CuO, CuO/Fe, BaCr04, Al203 lub 
V203• Przy oznaczeniu zawartości węgla organicznego metodą spalania 
związków organicznych należy wcześniej usunąć węgiel nieorganiczny 
lub równolegle go oznaczyć oraz odj ąć od ogólnej zawartości węgla. 
Przy oznaczeniu węgla organicznego rozróżnia się następujące jego 
formy: 

- ogólny węgiel organiczny (OWO); 
- rozpuszczony węgiel organiczny (RWO); 
- nierozpuszczony węgiel organiczny (NWO) (w zawiesinie); 
- lotny węgiel organiczny (LWO) (lotne substancje organiczne). 
Metoda spektrofotometrii w podczerwieni pozwala na oznacze

nie zawartości węgla organicznego i nie organicznego w zakresie 1-1000 
mg/dm3 C.  W przypadku większych stężeń należy próbkę rozcieńczyć, 
natomiast mniejszych - zagęścić lub wprowadzać do aparatu pomiaro
wego próbki o większych objętościach. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1. wzorcowe roztwory węgla organicznego: 

A. rozpuścić 0,5571 g bezwodnego szczawianu sodu w wodzie 2-krotnie de
stylowanej w kolbie miarowej do objętości 1000 cm3 (1 cm3 zawiera 0,1 mg 
Corg)i 

B. rozpuścić 0,2128 g bezwodnego wodoroftalanu potasu w wodzie 2-krotnie 
destylowanej w kolbie miarowej do obj ętości 1000 cm3 (1 cm3 zawiera 
0,1 mg Corg)i 

2. wzorcowe roztwory węgla nie organicznego: rozpuścić 0,35 g NaHC03 
i 0,4418 g Na2C03 w wodzie 2-krotnie destylowanej w kolbie miarowej do 
objętości 1000 cm3 (1 cm3 zawiera 0,1 mg Cnieorg)i 
Roztwory wzorcowe są nietrwałe, należy je sporządzać bezpośrednio 

przed oznaczaniem. 
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3. tlen lub powietrze niezawierające CO2 i związków organicznych; 
4. stężony HCl; 
5. woda 2-krotnie destylowana; 
6. analizator ogólnego węgla organicznego, mikser do homogenizowania próbek 

wody, mieszadło magnetyczne, strzykawki o poj emności O-50, 0-500 cm3• 

WYKONANIE KRZYWEJ WZORCOWEJ: 
Do kolb miarowych o pojemności 100 cm3 odmierzyć kolejno: 
O, 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80 i 100 cm3 wzorcowego roztwo
ru A lub B węgla organicznego lub nieorganicznego, rozcień
czyć wodą destylowaną do kreski. Zawartość węgla w próbach 
wzorcowych wynosi odpowiednio: 0, 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 
80 i 100 mg/dm3 węgla. Z uzyskanych pomiarów w spektro
fotometrze na podczerwień (lub analizatorze ogólnego węgla 
organicznego) wykreślić krzywą wzorcową. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
Do pobierania próbek wody i ścieków należy stosować butel
ki szklane lub z tworzyw sztucznych, po sprawdzeniu, że nie 
powodują zanieczyszczenia wody substancjami organicznymi. 
Próby można przechowywać w temperaturze 4-6 oC przez 
2 godziny po pobraniu. Jeżeli oznaczenia nie można przepro
wadzić bezpośrednio, próbkę należy zakwasić do pH:::;2 ,  np. za 
pomocą stężonego HCl lub H2SO 4 '  
Do kanału C analizatora ogólnego węgla organicznego org. 
wprowadzić 0,02 cm3 próby badanej (oznaczenie zawartości 
węgla organicznego i nieorganicznego). Do kanału Cnieorg. ana
lizatora wstrzyknąć kolejne 0,02 cm3 próby badanej (oznaczenie 
zawartości węgla nieorganicznego). Z różnicy między ogólną 

. zawartością węgla a zawartością węgla nieorganicznego można 
obliczyć zawartość ogólną węgla organicznego (OWO). 

Otrzymane wyniki należy porównać z normami obowiązującymi 
w Polsce (Tabela 10.2), a następnie zaklasyfikować badaną wodę do 
określonej klasy jakości. 
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1 0.2.5.  Oznaczenie zawartości d itlenku węgla w wodzie 

Ditlenek węgla występuje prawie we wszystkich wodach natural
nych. W wodach powierzchniowych pochodzi on głównie z procesów 
przemian organizmów żywych (głównie glonów) i rozkładu związków 
organicznych. W wodach podziemnych ditlenek węgla może pochodzić 
z procesów przemian formacji geologicznych. Jego obecność jest nie
pożądana ze względu na właściwości korozyjne w stosunku do betonu 
i metali. Ditlenek węgla może występować w wodzie jako wolny i zwią
zany. Wolny ditlenek węgla występuje w wodzie w postaci rozpuszczo
nej . Natomiast związany występuje w związkach jako wodorowęglany 
i węglany. Głównym źródłem ditlenku węgla w wodzie są zwierzęta, 
a właściwie ich oddychanie (proces fotosyntezy redukuje  ilość CO2 
i wytwarza m.in. tlen) . Drugim ważnym źródłem są zanieczyszczenia 
powietrza. 

Metoda oznaczania ditlenku węgla w wodzie polega na oznaczeniu 
sumy zawartego w wodzie CO2 i H2C03• 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1. 30% roztwór winianu sodowo-potasowego; 
2. 35% roztwór tiosiarczanu (VI) sodu; 
3. 1% alkoholowy roztwór fenoloftaleiny; 
4. 0,1 M roztwór NaOH; 
5. cylindry miarowe, zlewki, pipety Pasteura, pipety, kolby stożkowe, biurety. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
Do kolby stożkowej ze szlifem odmierzyć 100 cm3 badanej 
wody. Dodać 2 cm3 30% roztworu winianu sodowo-potaso
wego i 5 cm3 35% roztworu tiosiarczanu(VI)sodu (Na2S203) 
w celu wyeliminowania z wody czynników przeszkadzających 
w oznaczeniu (Fe2+, Fe3+, Mg2+, Ca2+). Następnie dodać 1 cm3 
fenoloftaleiny (1%) i miareczkować 0,1 M roztworem NaOH do 
lekko różowego zabarwienia utrzymującego się przez 3 minuty. 
Podczas miareczkowania zawartość kolby wstrząsnąć po doda
niu kolejnej porcji odczynnika NaOH. Powtórzyć miareczko-
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gdzie: 

wanie dodając od razu do badanej wody porcję roztworu NaOH 
zmniejszoną o 0,1 cm3, a następnie domiareczkować do lekko 
różowego zabarwienia utrzymującego się krócej niż 3 minuty. 
Za wynik miareczkowania przyjąć objętość roztworu NaOH 
zużytego przy drugim miareczkowaniu. Zawartość wolnego 
ditlenku węgla (X) obliczyć według wzoru: 

Vi - objętość 0,1 M roztworu NaOH zużyta do miareczkowania próbki (cm3) 
(drugie miareczkowanie); 

V - objętość badanej próbki wody (cm3); 
4,4 - liczba mg wolnego CO2 odpowiadająca 1 cm3 0,1 M roztworu NaOH. 

Otrzymane wyniki należy porównać z normami obowiązującymi 
w Polsce, a następnie zaklasyfikować badaną wodę do określonej klasy 
jakości. 

1 0.2.6. Oznaczanie twardości wody oraz zawartości wapnia i magnezu 
w wodzie 

Twardość ogólna jest to całkowita zawartość kationów dwuwarto
ściowych w wodzie. W wodach naturalnych istnieje przewaga jonów 
wapnia i magnezu nad innymi jonami dwuwartościowymi. Dlatego też 
o twardości ogólnej wody decyduje stężenie jonów wapnia i magnezu. 
Toksyczność metali, takich jak: kadm, kobalt, miedź i cynk, jest wyższa 
w wodach miękkich. Przy wyższej twardości wody łatwiej wytrącają  się 
zanieczyszczenia, które następnie trafiają do osadów dennych i organi
zmów tam żyjących, na które mogą oddziaływać niekorzystnie. 

W Polsce obowiązującymi jednostkami twardości ogólnej jest sto
pień niemiecki (On) lub miligramrównoważnik (mval/dm3), które wy
noszą: 1 on = 10 mg/dm3 CaO lub 17,84 mg/dm3 CaC03; 1 mval/dm3= 
= 20,04 mg/dm3 CaO lub 50,04 mg/dm3 CaC03• Opisowe określenia 
skali twardości wody przedstawia Tabela 10.3. 
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Tabela 10.3. Skala twardości wody 

> 30  > 450 > 10,70 ba rdzo twa rda 

Twardość wody można oznaczać następującymi metodami: a) obli
czeniową, b) wersenianową. 

Próbę wody przeznaczoną do pomiaru twardości wody należy ana
lizować w ciągu 24 godzin od pobrania. Jeżeli oznaczenia nie można 
przeprowadzić bezpośrednio, próbkę należy zakwasić do pH::;2, np. 
za pomocą stężonego HCl lub H2S04• Umożliwia to przechowywanie 
próby przez okres miesiąca. 

Najdokładniejszą metodą określenia twardości wody jest obliczenie 
jej na podstawie wyników oznaczania wapnia i magnezu (metoda ob
liczeniowa). W przypadku, gdy w badanej wodzie występują w znacz
nych ilościach inne kationy wpływające na twardość, należy koniecznie 
oznaczyć ich stężenie. Twardość wody oblicza się wtedy jako sumę po
mnożonych stężeń wszystkich kationów przez mnożniki przedstawione 
w Tabeli 10.4. Zatem twardość wody będzie stanowić sumę otrzyma
nych w ten sposób stężeń kationów wyrażoną w mval/dm3• 

Tabela 10.4. Współczynniki przeliczeniowe do obliczania twardości wody 

Kation Mnożn ik  Kation Mnożnik 

0,03581 0 ,07281 _ 

Metoda wersenianowa stosowana jest do oznaczeń twardości ogól
nej wody powyżej 0,357 mval/dm3 (1 stopień twardości, 17 mg/dm3 
CaC03). Z kolei wody naturalnej o twardości wody równej lub mniej
szej od 0,357 mval/dm3 na ogół nie spotyka się. Woda ta ma zastoso
wanie do celów technicznych lub kondensatów. Metoda wersenianowa 
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opiera się na tworzeniu przez wersenian sodu kompleksów z różnymi 
kationami metali (Me): 

Me2+ -wskaźnik + Na2-EDTA --+ Me-EDTA + 2Na+ + wskaźnik 

Miareczkując roztwór przy pH=lO oraz w obecności czerni erio
chromowej T, można dodatkowo oznaczyć sumę wapnia i magnezu, 
natomiast miareczkowanie przy pH=12 wobec mureksydu pozwala 
oznaczyć wyłącznie zawartość wapnia. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁ Y: 
1. 0,01 M roztwór wersenianu sodu: 18,6 g Na2-EDTA rozpuścić w wodzie de

stylowanej i dopełnić wodą do 1000 cm3; 
2. 0,1 M roztwór HCI; 
3. bufor amoniakalny (pH=lO): rozpuścić 26,8 g NH4CI w 100 cm3 wody destylo

wanej i zmieszać z 300 cm3 25% roztworu NH40H; do otrzymanego roztworu 
buforowego dodać 50 cm3 0,05 M roztworu MgS04 oraz zrównoważyć ilość 
roztworu 0,05 M Na2-EDTA, którą należy określić przez zmiareczkowanie 
roztworu MgS04' Dodać 5 cm3 roztworu buforowego do 100 cm3 wody de
stylowanej i zmierzyć odczyn tego roztworu (pH=lO); 

4. czerń eriochromowa T (wskaźnik) :  rozetrzeć 0,5 g czerni eriochromowej T ze 
100 g NaCI; 

5. siarczek sodu: rozpuścić 5 g Na2S ·9H20 lub 3,7 g Na2S·5H20 w 100 cm3 wody 
destylowanej ; 

6. 1% roztwór chlorowodorku hydroksylaminy; 
7. pehametr, pipety, biureta, kolby stożkowe. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
Do kolby stożkowej odmierzyć odpowiednią ilość wody taką, 
by na jej miareczkowanie nie trzeba było zużyć więcej niż 15 
cm3 roztworu wersenianu sodu. Orientacyjnie można przyjąć, 
że dla zakresu twardości > 20 mval/dm3 należy odmierzyć do 
oznaczania 25 cm3 wody, dla twardości 10-20 mval/dm3 - 100 
cm3 wody, dla twardości 5-10 mval/dm3 - 200 cm3 wody, a dla 
twardości 0,357-5 mval/dm3 - 250 cm3 wody. Próbkę wody 
mniejszą niż 50 cm3 należy dopełnić wodą destylowaną do tej 
objętości. Do odmierzonej ilości wody dodać taką ilość 0,1 M 
roztworu HCI jaką zużyto do oznaczenia ogólnej zasadowości 
wody (patrz rozdział 10.3.3) oraz 0,5 cm3 0,1 M HCl. Następ
nie ogrzewać próbkę wody do wrzenia i utrzymywać w tym 
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stanie 1 minutę. Ostudzić zawartość kolby do temperatury 
20 oc. Dodać 1 cm3 roztworu buforowego na każde 50 cm3 roz
tworu w kolbie, a następnie tak samo na każde 50 cm3 po 1 cm3 

roztworu chlorowodorku hydroksylaminy i po 0,1 cm3 roztwo
ru siarczku sodu oraz 0,1 g wskaźnika czerni eriochromowej 
T. Natychmiast miareczkować 0,01 M roztworem Na2-EDTA 
do zmiany zabarwienia z czerwonego na błękitne. Pod koniec 
miareczkowania, gdy pojawi się zabarwienie fioletowe roztwo
ru, należy dodawać roztwór wersenianu po kropli i za każdym 
razem mieszać zawartość kolby. Jeżeli po 2-3 minutach barwa 
zmiareczkowanej próbki nie ulegnie zmianie, należy miarecz
kowanie uznać za zakończone. 

Twardość wody (TW) obliczyć według wzoru: 

Tw = V· O,O� . 1000 (mval/dm3) , 
pr 

gdzie: 
V - objętość 0,01 M roztworu Na2-EDTA zużyta do miareczkowania próbki 

(cm3)j 
Vpr - objętość badanej próbki (cm3)j 
0,02 - współczynnik przeliczeniowy określaj ący ilość wapnia odpowiadającą 

l cm3 0,01 M roztworu Na2-EDTA (cm3). 

Otrzymane wyniki należy porównać z normami obowiązującymi 
w Polsce (Tabela 10.3), a następnie zaklasyfikować badaną wodę do 
określonej skali twardości. 

Związki wapnia znajdują się w wodach naturalnych w największych 
ilościach w przeliczeniu na kationy ogólnej zawartości soli mineralnych. 
Związki wapnia, występujące w postaci kamienia wapiennego, dolomi
tów i gipsu w złożach naturalnych, warstwach wodonośnych i glebie 
VI ulegają rozpuszczaniu w wodzie z nimi się stykającej .  Przechodzą 
one do wody w postaci wodorowęglanów i siarczanów. Związki wapnia 
mogą pochodzić również z zanieczyszczeń w formie odpadów i ścieków 
przemysłowych. Niskie stężenia soli wapnia w wodzie przeciwdziała 
korozji przewodów metalowych, tworząc na ich powierzchni warstwy 
ochronne. Większe ilości soli wapnia występujących w wodzie ulegają 
rozkładowi w podwyższonej temperaturze i tworzą kamień w kotłach 
parowych, przewodach i naczyniach domowych do gotowania wody. 
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Związki magnezu występują niemal zawsze w naturalnych wodach 
powierzchniowych i podziemnych. Stężenie związków magnezu jest 
na ogół niższe od związków wapnia (przeciętnie 1 :4) . Do oznaczenia 
zawartości wapnia i magnezu w wodzie stosuje się metodę miareczko
wania kompleksometrycznego wersenianem sodu lub metodę AAS. 

a) oznaczanie zawartości wapnia: 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁ Y: 
1. 0,01 M roztwór wersenianu sodu: 18,6 g Na2-EDTA rozpuścić w wodzie de-

stylowanej i dopełnić wodą do 1000 cm3; 
2. l M roztwór NaOH; 
3. mureksyd (wskaźnik): rozetrzeć 0,2 g mureksydu ze 100 g NaCI; 
4. pehametr, pipety, biureta, kolby stożkowe. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
Do kolby stożkowej odmierzyć 50 cm3 badanej wody. Dodać 
2 cm3 1 M NaOH do uzyskania pH w zakresie 12-13. Wymie
szać i sprawdzić odczyn za pomocą pehametru. Dodać 0,2 g 
wskaźnika mureksydu i natychmiast miareczkować 0,01 M roz
tworem Na2-EDTA do zmiany barwy. Za wynik końcowy na
leży przyjąć średnią arytmetyczną z 3 równolegle wykonanych 
oznaczeń różniących się objętością zużytego titranta nie więk
szą niż 0,1 cm3• 

Stężenie wapnia (CcJ w wodzie obliczyć według wzoru: 

gdzie: 
V - objętość 0,01 M roztworu Na2-EDTA zużyta do miareczkowania próbki 

(cm3); 
Vpr - objętość badanej próbki (cm3); 
0,4008 - współczynnik przeliczeniowy określający ilość wapnia odpowiadającą 

l cm3 0,01 M roztworu Na2-EDTA (cm3). 

Otrzymane wyniki należy porównać z normami obowiązującymi 
w Polsce (Tabela 10.5) ,  a następnie zaklasyfikować badaną wodę do 
określonej klasy jakości. 
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Tabela 10.5. Wartości graniczne wybranych wskaźników zasolenia 
w klasach jakości wód powierzchniowych 

Wskaźn ik j akości wody Jednostka 
Wartości gra niczne w klasach 

I I  

150  

F l uork i  mg  F/d m3 0 ,5  1 ,0 

I I I  

2 5 0  

1 , 5  

I V  V 

300  > 300 

1,7 > 1,7 

b) oznaczanie zawartości magnezu: 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1 .  szczawian amonu i chlorek amonu (roztwór do wytrącania wapnia z wody): 

oddzielnie rozpuścić 1,5 g szczawianu amonu i 35 g chlorku amonu w wodzie 
destylowanej, zmieszać oba roztwory, dodać 3,5 cm3 25% roztworu NH40H 
i dopełnić do 250 cm3; 

2. bufor amoniakalny (pH=lO): rozpuścić 26,8 g NH4CI w 100 cm3 wody destylo
wanej i zmieszać z 300 cm3 25% roztworu NH40H; do otrzymanego roztworu 
buforowego dodać 50 cm3 0,05 M roztworu MgS04 oraz zrównoważyć ilość 
roztworu 0,05 M Na2-EDTA, którą należy określić przez zmiareczkowanie 
roztworu MgS04' Dodać 5 cm3 roztworu buforowego do 100 cm3 wody de
stylowanej i zmierzyć odczyn roztworu; 

3. czerń eriochromowa T (wskaźnik): rozetrzeć 0,5 g czerni eriochromowej T ze 
100 g NaCI; 

4. 0,01 M roztwór wersenianu sodu: 18,6 g Na2-EDTA rozpuścić w wodzie de
stylowanej i dopełnić wodą do 1000 cm3; 

5. pehametr, pipety, biureta, kolby stożkowe. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
Do kolby stożkowej odmierzyć 100 cm 3 badanej wody, dodać 25 

cm3 roztworu szczawianu amonu i chlorku amonu, następnie 
dokładnie wymieszać. Wytrącony szczawian wapnia odsączyć 
ilościowo przez suchy sączek do suchego naczynia. Z przesączu 
odmierzyć 50 cm3 do kolby stożkowej , dodać 2,5  cm3 roztwo
ru buforowego oraz 0,1 g wskaźnika czerni eriochromowej T. 
Miareczkować 0,01 M roztworem Na2-EDTA do zmiany barwy 
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z czerwonej przez fioletową do błękitnej . Za wynik końcowy 
należy przyjąć średnią arytmetyczną z 3 równolegle wykona
nych oznaczeń różniących się objętością zużytego titranta nie 
większą niż 0,1 cm3• 

Stężenie magnezu (CMg) w wodzie obliczyć według wzoru: 

gdzie: 
VI - objętość 0,01 M roztworu Na2-EDTA zużyta do miareczkowania próbki 

(cm3) ;  
V2 - objętość roztworu buforowego (cm3) ;  
Vpr - objętość badanej próbki (cm3); 
0,243 - współczynnik przeliczeniowy określający ilość magnezu odpowiadają

cą l cm3 0,01 M roztworu Na2-EDTA (cm3). 

Otrzymane wyniki należy porównać z normami obowiązującymi 
w Polsce (Tabela 10.5) ,  a następnie zaklasyfikować badaną wodę do 
określonej klasy jakości. 

1 0.2.7. Oznaczanie zasadowości  ogólnej wody 

Zasadowość jest to zdolność wody do zobojętniania kwasów mine
ralnych w określonych warunkach. Właściwość tę nadają  wodzie wystę
pujące w niej wodorowęglany i węglany oraz rzadziej - wodorotlenki, 
krzemiany, borany i fosforany. Obok wodorowęglanów i węglanów wap
nia oraz magnezu w wodach mogą być obecne węglany i wodorowę
glany sodu i potasu. W takich przypadkach woda cechuje się większą 
zasadowością od twardości ogólnej . Różnica pomiędzy zasadowością 
a twardością ogólną to zasadowość all,aliczna. Zależnie od związku 
nadającemu charakter zasadowy badanej wody wyróżnia się następują
ce rodzaje zasadowości: ogólną, węglanową, wodorowęglanową, wodo
rotlenową i zasadowość wobec fenoloftaleiny. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
L 0,1 M roztwór Hel; 
2 .  0,1% roztwór oranżu metylowego; 
3. pehametr, pipety, biureta, kolby stożkowe. 
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WYKONANIE OZNACZENIA 
Do kolby stożkowej odmierzyć 100 cm 3 badanej wody. Dodać 
2-3 krople roztworu oranżu metylowego i miareczkować 
0,1 M roztworem HCI do zmiany barwy na żółto-różową. 
W celu usunięcia CO2 z miareczkowanej próby kolbę ogrze
wać do wrzenia, utrzymywać w tym stanie przez 2-3 minuty, 
następnie szybko ochłodzić. Jeżeli żółte zabarwienie próbki 
stanie się ponownie widoczne należy domiareczkować 0,1 M 
roztworem HCI do zmiany zabarwienia na żółto-różowe. Jeśli 
zabarwienie nie ulegnie zmianie na skutek ogrzewania można 
uznać oznaczenie za zakończone. 

Zasadowość wody (Zm) obliczyć według wzoru: 

Zm = V JOO (mval/dm3) , pr 
gdzie: 
V - objętość 0,1 M roztworu Hel zużyta do miareczkowania próbki (cm3); 
Vpr - objętość badanej próbki (cm3). 

Otrzymane wyniki należy porównać z normami obowiązującymi 
w Polsce (Tabela 10.5) ,  a następnie zaklasyfikować badaną wodę do 
określonej klasy jakości. 

1 0.2.8. Oznaczanie kwasowości ogólnej wody 

Kwasowość wody naturalnej polega na jej zdolności do uwalniania 
protonów, czyli zobojętniania dodawanych do wody silnych zasad lub 
węglanów potasowców. Kwasowość może być również spowodowana 
obecnością słabo zjonizowanych kwasów, np. kwasu węglowego czy ta
ninowego, wolnych kwasów nieorganicznych oraz ulegających hydroli
zie niektórych soli, np. FeSO 4 . Czynniki powodujące kwasowość wody 
mogą pochodzić z zanieczyszczeń powietrza, z terenów bagiennych 
lub torfowych, ze spływów powierzchniowych z terenów hut i ścieków 
przemysłowych. Niepożądaną dla wody pitnej kwasowość wywołują je
dynie wolne kwasy nieorganiczne (woda ma wtedy niski odczyn) . 
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ODCZYNNIKI I MATERIAŁ Y: 
1. 1% roztwór fenoloftaleiny; 
2. 0,05 M roztwór NaOH; 
3. pehametr, pipety, biureta, kolby stożkowe. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
Do kolby stożkowej odmierzyć 100 cm3 badanej wody. Dodać 
15 kropli roztworu fenoloftaleiny, ogrzewać próbkę do wrzenia, 
utrzymywanego przez kolejne 2 minuty. Miareczkować 0,05 M 
roztworem NaOH do pojawienia się słabo różowego zabarwie
nia. 

Kwasowość wody (Xog) obliczyć według wzoru: 

x = Y y' SO (mval/dm3) , og pr 
gdzie: 
y - objętość 0,05 M roztworu NaOH zużyta do miareczkowania próbki (cm3) ;  
Ypr - objętość badanej próbki (cm3) .  

1 0.2.9. Oznaczanie zawartości chlorków w wodzie 

Chlorki stanowią jeden z anionów najczęściej występujących w wo-
dach i ściekach. Źródła chlorków w wodzie można podzielić na: 

- naturalne, np. wymywanie z gleby; 
- antropogeniczne, np. ścieki przemysłowe. 
Wysokie stężenie chlorków w wodzie wpływa niekorzystnie na 

wzrost i rozwój roślin, zwiększa jej korozyjność i sprawia, że nie nadaje 
się do spożycia. 

Najczęściej do oznaczania chlorków stosuje się metodę Mohra. Po
lega ona na miareczkowaniu badanej wody mianowanym roztworem 
AgN03 wobec K2Cr04 jako wskaźnika do momentu wytrącenia się 
czerwonobrunatnego osadu chromianu srebra, zgodnie z reakcją: 

Ag+ + Cl- 4 *' AgCl 

2Ag+ + Cr042- 4 Ag2Cr04 

Maksymalny czas przechowywania próbki wody pobranej w celu 
analizy chlorków wynosi miesiąc. 
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ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1. 0,1 M mianowany roztwór AgN03; 
2. 5% roztwór K2Cr04 (wskaźnik); 
3. 2 M roztwór H2S04; 
4. 1 M roztwór NaOH; 
5. biureta, pipety, wkraplacz, kolby stożkowe, pehametr. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
Pomiar oznaczenia chlorków w wodzie należy rozpocząć od 
pomiaru pH badanej wody. Jeśli pH mieści się w zakresie 6,5-
-10, chlorki można oznaczać metodą Mohra. Jeżeli pH wykra
cza poza ten zakres należy odczyn wody doprowadzić do poda
nej wartości, dodając H2S04 lub NaOH. Następnie odmierzyć 
100 cm3 badanej wody dodać kilka kropel wskaźnika i miarecz
kować 0,1 M roztworem AgN03 do momentu wytrącenia się 
czerwonobrunatnego osadu chromianu srebra. Za wynik koń
cowy należy przyjąć średnią arytmetyczną z 3 równolegle wy
konanych oznaczeń różniących się objętością zużytego titranta 
nie większą niż 0,1 cm3• 

Ze wzoru obliczyć objętość jonów chlorkowych (XcI} 

gdzie: 

Y· C ·M .  3 XCl- = Cl- (mg/dm ) , Yp, 

y - objętość roztworu AgN03 zużyta do miareczkowania (cm3); 
C - stężenie roztworu AgN03 zużytego do miareczkowania (M); 
MCl- - masa molowa j onu chlorkowego; 
Ypr - objętość badanej próbki wody (cm3). 

Otrzymane wyniki należy porównać z normami obowiązującymi 
w Polsce (Tabela 10.5), a następnie zaklasyfikować badaną wodę do 
określonej klasy jakości. 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku – kontynuacja,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki  
na podstawie umowy BIBL/SP/0040/2023/01



1 0.2.1 0.  Oznaczanie zawartości tiosiarczanów w wodzie 

Anion tiosiarczanowy jest resztą kwasową kwasu tiosiarkowego 
(H2S203), który w stanie wolnym nie jest znany, gdyż ulega natychmia
stowemu rozkładowi z wydzieleniem siarki i dwutlenku siarki: 

H2S203 � SO + S02 + H20 

Sole kwasu tiosiarkowego (tiosiarczany) są trwałe. Większość tio
siarczanów rozpuszcza się w wodzie. Do nierozpuszczalnych w wodzie 
należą: Ag2S203, BaS203, CUS203 oraz PbS203• Tiosiarczany mają wła
sności redukujące, gdyż anion tiosiarczanowy utlenia się pod wpływem 
silnych utleniaczy do anionu S042-, a wobec słabych utleniaczy - do 
anionu czterotionianowego - S40t. Tiosiarczan sodu często jest uży
wany w analizie chemicznej (jodometria) . Jest jedną z odtrutek na cy
janek potasu. 

Zasada oznaczania tiosiarczanów polega na zmiareczkowaniu ich 
jodem w środowisku kwasu octowego wobec skrobi jako wskaźnika. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁ Y: 
1. gliceryna cz.d.a. ; 
2 .  10% roztwór siarczanu cynku; 
3. 10% roztworu węglanu sodu; 
4. 35-40% roztwór formaldehydu; 
5. 10% roztwór kwasu octowego; 
6. 0,5% roztwór skrobi; 
7. 0,1 M roztwór jodu; 
8. cylindry miarowe, kolby stożkowe, sączki, lejki, pipety, biurety. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
Do kolby stożkowej odmierzyć 100 cm3 badanej wody, dodać 10 
cm3 gliceryny. Następnie dodać 20 cm3 świeżo przygotowanej 
zawiesiny węglanu cynku (w tym celu zmieszać ze sobą 10 cm3 
10% roztwór siarczanu cynku z 10 cm3 10% roztworu węglanu 
sodu) . Kolbę bardzo dobrze wymieszać. Następnie zawartość 
kolby przesączyć przez sączek. Do nowej kolby pobrać 50 cm3 
przesączu, dodać 0,5 cm3 roztworu formaldehydu, 20 cm3 1O% 
roztworu kwasu octowego oraz 1 cm3 0,5% roztworu skrobi. 
Kolbę dobrze wymieszać. Całość zmiareczkować 0,1 M roz-
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tworem jodu do wystąpienia trwałego, wyraźnie niebieskiego 
zabarwienia. 

Stężenie tiosiarczanów (XT) w wodzie obliczyć według wzoru: 

gdzie: 

X - a · f · 200 · 1 , 12 · 1000 ( S O Id 3) Ti - V . V mg 2 3 m  , 

1 2 

a - objętość roztworu jodu użytego do zmiareczkowania próby; 
f - współczynnik przeliczeniowy wynoszący dla jodu 8,806; 
VI - objętość próbki wody pobranej do badania (cm3); 
V2 - objętość przesączu pobranego do badania (cm3) .  

Otrzymane wyniki należy porównać z normami obowiązującymi 
w Polsce, a następnie zaklasyfikować badaną wodę do określonej klasy 
jakości. 

1 0.2.1 1 .  Oznaczanie zawartości ortofosforanów (V) w wodzie 

Wśród zanieczyszczeń nieorganicznych wód znajdują się takie, które 
nie są szczególnie toksyczne, lecz występując w dużych ilościach mogą 
powodować zmiany środowiskowe. Należą do nich aniony: azotany (III 
i V) i fosforany (V). Stężenie azotu wyższe od 0,3 mg/dm3, a fosforu 
od 0,03 mg/dm3, rozpoczyna proces eutrofizacji, czyli wzbogacania 
zbiorników wody w składniki pokarmowe. Następstwem tego procesu 
jest wzmożony rozwój roślin, w szczególności glonów i planktonu, oraz 
niebezpieczny dla organizmów wodnych deficyt tlenu. Skutkuje to ich 
wymieraniem, w wyniku którego powstają toksyczne substancje, np. 
amoniak, metan i siarkowodór. Długotrwała eutrofizacja przyczynia 
się do starzenia zbiorników wodnych, które stopniowo wypłycają się 
i przekształcają w torfowiska w wyniku gromadzenia osadów zawiera
jących szczątki obumierającej flory i fauny. 

Fosfor w środowisku wodnym pochodzi głównie z rozkładu związ
ków organicznych roślinnych lub zwierzęcych, z pól nawożonych na
wozami fosforowymi oraz z zanieczyszczeń ściekami przemysłowymi 
i bytowymi. W przyrodzie najczęściej występuje w postaci ortofosfo
ranów (V), organicznych ortofosforanów oraz nie organicznych i orga
nicznych skondensowanych ortofosforanów (V). 
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Wszystkie formy fosforu oznacza się metodami spektrofotome
trycznymi wyłącznie w formie ortofosforanów (V) po uprzednim 
przeprowadzeniu w tę postać za pomocą hydrolizy lub mineralizacji. 
Najczęściej stosuje się metodę oznaczania ortofosforanów za pomocą 
molibdenianu (VI) amonu i chlorku cyny (II) jako reduktora. Molib
denian (VI) amonu w roztworze kwaśnym tworzy kwas fosforomolib
de nowy o żółtym zabarwieniu, który pod wpływem chlorku cyny (II) 
ulega redukcji, tworząc związek kompleksowy - błękit molibdenowy 
o intensywnej barwie, proporcjonalnej do stężenia ortofosforanów (V) 
w badanej próbie. Pobraną próbę wody należy jak najszybciej przeba
dać na zawartość ortofosforanów (V). Jeżeli nie jest to możliwe próbkę 
można przechowywać przez okres 24 godzin w temperaturze 2-5 oc. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁ Y: 
L roztwór molibdenianu (VI) amonu (25 g (NH4)6Mo7024·4H20 rozpuścić w 175 

cm3 wody destylowanej . 280 cm3 stężonego H2S04 rozcieńczyć wodą destylo
waną do objętości 400 cm3• Roztwory ostudzić, połączyć razem i uzupełnić 
do objętości 1000 cm3); 

2 .  roztwór chlorku cyny (II) (2,5  g SnC12·2H20 rozpuścić na gorąco w 100 cm3 
gliceryny); 

3. 1% roztwór fenoloftaleiny; 
4. roztwór mieszaniny kwasu siarkowego (VI) i azotowego (V) (300 cm3 H2S04 

dodawać powoli do 600 cm3 wody destylowanej ,  roztwór ostudzić, dodać 
4 cm3 stężonego HN03, a następnie całość uzupełnić wodą destylowaną do 
obj ętości 1000 cm3); 

5. roztwór wzorcowy podstawowy KH2P04 o stężeniu 1 mg PO/fcm3; 
6. spektrofotometr, pipety, kolby miarowe, cylinder. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
a) wylues wzorcowy: 

Sporządzić roboczy roztwór wzorcowy ortofosforanów (V). 
W tym celu do kolby miarowej o pojemności 100 cm3 odmie
rzyć 1 cm3 podstawowego roztworu wzorcowego ortofosfo 
ranów (V) i uzupełnić wodą destylowaną do  kreski. W 1 cm3 
tego roztworu znajduje się 0,01 mg PO/-o Sporządzić serię roz
tworów wzorcowych w kolbach miarowych o pojemności 100 
cm3 w zakresie stężeń od 0,01 do 0,2 mg PO/-o W tym celu do 
kolb odmierzyć kolejno następujące objętości wzorca roztwo-
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ru roboczego ortofosforanów (V): O; 0,03; 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 
cm3• Zawartość kolbek uzupełnić wodą destylowaną do kreski. 
Następnie do wszystkich dodać, dokładnie mieszając 2 cm3 
roztworu molibdenianu (VI) amonu i 0,5 cm3 roztworu chlor
ku cyny (II). Po upływie 10 minut zmierzyć absorbancję wobec 
próby ślepej (woda destylowana) przy długości fali ),,=690 nm. 
Wykreślić krzywą wzorcową. 

b) badanie próbld wody: 
Odmierzyć 100 cm3 wody, dodać kroplę roztworu fenoloftale
iny. Jeżeli wystąpi różowe zabarwienie dodawać kroplami mie
szaninę kwasów do zaniku barwy. Następnie dodać, dokładnie 
mieszając, 2 cm3 roztworu molibdenianu (VI) amonu i 0,5 cm3 
roztworu chlorku cyny (II). Po upływie 10 minut zmierzyć ab
sorbancję wobec próby ślepej (woda destylowana) przy długości 
fali ),,=690 nm. Zawartość ortofosforanów odczytać z krzywej 
wzorcowej . 

Obliczyć zawartość ortofosforanów (Xpo�-) według wzoru: 

gdzie: 

Xpor = � (mg/cm3) , 
pr 

a - zawartość ortofosforanów (V) odczytana z wykresu wzorcowego (mg); 
Vpr - objętość pobranej próbki wody (cm3). 

Tabela 10.6. Wartości graniczne wybranych wskaźników biogennych 
w klasach jakości wód powierzchniowych 

Wskaźn ik jakości wody Jednostka 

Fosforany 
Fosf�r bgófóy 

Wartości gran iczne w klasach 

I I  I I I  I V  

0,4 0,7 1,0 
0,4 . 0,7 ···· · · tO 

V 

> 1,0 
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Otrzymane wyniki należy porównać z normami obowiązującymi 
w Polsce (Tabela 10.6), a następnie zaklasyfikować badaną wodę do 
określonej klasy jakości. 

1 0.2.1 2. Oznaczanie zawartości azotanów (V) i azotanów ( I I I )  w wodzie 

Głównym źródłem azotanów w przyrodzie są powszechnie stosowa
ne w rolnictwie nawozy azotowe. W okresie wzrostu upraw większość 
użytych nawozów jest absorbowana przez korzenie roślin. Jednak kiedy 
ich wzrost ustaje, azotany, w tym także te uwalniane podczas rozkła
du materii martwych roślin i zwierząt, przenikają przez glebę i mogą 
zasilać okoliczne cieki wodne. Wzrost stężenia azotanów, podobnie jak 
ortofosforanów, często prowadzi do eutrofizacji zbiorników wodnych. 

Dobrze jest poznana toksyczność tych związków. Azotany (V) dzia
łają drażniąco na śluzówkę przewodu pokarmowego. Azotany (III) 
przeprowadzają hemoglobinę w methemoglobinę (co prowadzi do nie
dotlenienia organizmu), rozszerzają naczynia krwionośne, działają neu
rotoksycznie. Objawy zatrucia ostrego to: zaburzenia hematologiczne 
(tzw. czekoladowa krew), pokarmowe (ślinienie, wymioty, biegunka), 
ze strony układu nerwowego (chwiejny chód, brak koordynacji, drżenie 
mięśni, drgawki) i krążenia (spadek ciśnienia krwi, przyśpieszone, ale 
słabo wyczuwalne tętno), częste oddawanie moczu, trudności w od
dychaniu (duszność) objawiające się sinicą, ogólne osłabienie. Objawy 
zatruć przewlekłych to: zaburzenia rozrodczości, poronienia, niechęć 
do jedzenia i chudnięcie. 

Azotany (III) są związkami nietrwałymi w wodzie. W zależności 
od warunków utleniają się do azotanów (V) lub redukują do amonia
ku. Azotany (V) występują zazwyczaj w wodach powierzchniowych 
w niewielkich ilościach. Jon azotanowy (V) jest końcowym produktem 
przemian związków organicznych oraz nieorganicznych w środowisku 
naturalnym. Oznaczenie sumarycznej zawartości jonów azotanowych 
(III) i (V) przeprowadza się po wcześniejszym utlenieniu N02- do N03-
i końcowym oznaczeniu azotanów (V). Metoda polega na spektrofoto
metrycznym pomiarze jonu powstałego po dysocjacji kwasu nitrosali-
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cylowego. Zabarwienie roztworu jest wprost proporcjonalne do ilości 
jonów azotanowych (V) w badanym roztworze. 

Oznaczanie azotanów (III) należy wykonać natychmiast po pobra
niu próbki wody. W przypadku oznaczania azotanów (V) próbkę można 
analizować w ciągu 24 godzin, po jej uprzednim zakonserwowaniu po
przez dodanie kwasu siarkowego do pH:::;2 .  

ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1. 0,5% roztwór salicylanu sodu; 
2. 0,5% roztwór NaOH; 
3. roztwór wzorcowy podstawowy KN03 o stężeniu 0,1 mg N03-/cm3; 
4. stężony H2S04 cz.d.a. ; 
5. roztwór winianu sodowo-potasowego (w wodzie destylowanej rozpuścić 400 

g NaOH i 60 g winianu sodowo-potasowego, roztwór uzupełnić wodą do 
1000 cm3); 

6. roztwór AI2(S04)3 o stężeniu 0,7 g/cm3; 
7. 0,4% roztwór Ag2S04; 
8. roztwór nadtlenku wodoru; 
9. spektrofotometr, łaźnia wodna, parownica porcelanowa, bagietki, zlewki, cy

linder, wskaźnikowe papierki uniwersalne, kolby miarowe, pipety, lejek szyb
kossący, kolby Erlenmayera, zakraplacze. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
a) wykres wzorcowy: 

Sporządzić roztwór wzorcowy roboczy azotanów (V). W tym 
celu do parownicy odmierzyć 10 cm3 roztworu wzorcowego 
podstawowego o stężeniu 1 mg/cm3, dodać 2-3 krople 0,5% roz
tworu NaOH i 20 cm3 roztworu salicylanu sodu. Mieszaninę 
w parownicy odparować do sucha w łaźni wodnej. Do suchej 
pozostałości dodać 1 cm3 stężonego H2S04, rozprowadzając 
go po ściankach w miejscu, gdzie znajduje się biały osad. Po 
10 minutach dodać do parownicy 30 cm3 wody destylowanej, 
dokładnie wymieszać, przenieść ilościowo do kolby miarowej 
o pojemności 100 cm3 i uzupełnić wodą do kreski. W 1 cm3 
roztworu wzorcowego roboczego znajduje się 0,01 mg azotu 
azotanowego (V). Sporządzić serię roztworów wzorców w kol
bach miarowych o pojemności 100 cm3• W zakresie stężeń od 
0,003 do 0,05 mg N03- w próbce tj . :  O; 0,003; 0,007; 0,01; 0,03; 
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0,05 mg. Do każdej kolbki dodać po 7 cm3 roztworu winianu 
sodowo-potasowego. Zawartość kolbek uzupełnić do kreski 
wodą destylowaną. Zmierzyć absorbancję względem próby śle
pej (zamiast roztworu wzorcowego woda destylowana - próba 
O) przy długości fali A=410 nm. Wykreślić krzywą wzorcową; 

b) usuwanie czynników przeszkadzających i chlorl<:ów: 
Jeżeli barwa wody przeznaczonej do oznaczeń sumy azotanów 
(III) i (V) przekracza 300 według skali chromianowo-kobalto
wej, należy poddać ją koagulacji, dodając do 150 cm3 próbki 1,5 
cm3 roztworu Al2 (S04)3. Dokładnie wymieszać i następnie kro
plami dodawać roztwór NaOH do pH=7. Ponownie wymieszać, 
odstawić na kilka minut, przesączyć, odrzucając pierwsze par
tie przesączu. Po oznaczeniu zawartości chlorków w oddzielnej 
próbce wody (patrz rozdział 10.2.8) do 100 cm3 próby dodać 
wyliczoną ilość siarczanu (VI) srebra, wymieszać, pozostawić 
na godzinę w ciemnym miejscu i przesączyć; 

c) utlenianie azotanów (III): 

Przygotować 100 cm3 próbki wody (patrz w punkcie b) i dodać 
1 cm3 H2S04 i 0,5 cm3 roztworu H202. Pozostawić na 15 minut; 

d) badanie próbki wody na zawartość azotanów (V): 

gdzie: 

Do porcelanowej parownicy odmierzyć 100 cm3 próbki 
z punktu c. Dalsze postępowanie podobnie jak przy oznacza
niu azotanów (V) w roztworach wzorcowych roboczych (punkt 
a) . Trzykrotnie zmierzyć absorbancję wobec próby ślepej (woda 
destylowana). Odczytać wynik z krzywej wzorcowej i obliczyć 
zawartość azotu azotanowego (V) według wzoru: 

Xl'-:\03 = � (mg/dm3) , 
pr 

a - zawartość azotanów (V) odczytana z wykresu wzorcowego (mg); 
Vpr - objętość wody pobranej do badania (cm3) .  

Otrzymane wyniki należy porównać z normami obowiązującymi 
w Polsce (Tabela 10.6), a następnie zaklasyfikować badaną wodę do 
określonej klasy jakości. 
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1 0.2.1 3 .  Oznaczanie zawartości detergentów w wodzie 

Detergenty (substancje powierzchniowo czynne) są to związki 
organiczne, które mają zarówno właściwości polarne, jaki i niepolarne. 
W swojej cząsteczce posiadają jednocześnie długi łańcuch hydrofobo
wy oraz grupę polarną (hydrofilową) (Tabela 10.7). Dzięki temu mogą 
się gromadzić na granicy faz, zmniejszając napięcie powierzchniowe 
rozpuszczalnika. 

Tabela 10.7. Podział detergentów na podstawie typu grupy polarnej 

V mydła sodowe 
i potasowe kwas u  
stea rynowego 
i pa lm itynowego 

Detergenty wchodzą w skład wielu środków czystości, które są po
wszechnie wykorzystywane w gospodarstwach domowych i obiektach 
przemysłowych. Są one także szeroko stosowane do przygotowania 
użytkowych preparatów pestycydów oraz w celu rozpraszania wycie
ków ropy oraz innych substancji oleistych w wodzie. Główną drogą 
przedostawania się detergentów do wody jest zrzut ścieków do wód 
powierzchniowych. 

Detergenty anionowe i kationowe posiadają trwałe ładunki ujemne 
lub dodatnie, dołączone do niepolarnych (hydrofobowych) łańcuchów 
węglowych. Z kolei detergenty niejonowe nie posiadają trwałego ła
dunku, mają tylko pewną grupę atomów słabo elektrododatnich lub 
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elektroujemnych. Toksyczność detergentów (Tabela 10.7), z wyjątkiem 
kationowych, nie jest wysoka (IV, V i VI klasa). Detergenty kationowe 
zalicza się do III klasy toksyczności, a prawdopodobna dawka śmier
telna dla dorosłego człowieka wynosi około 4 g. Niebezpieczną grupę 
detergentów stanowią alkilofenole polioksyetylenowane (detergenty 
niejonowe), których degradacja polega na wytworzeniu alkilofenoli, za
burzających funkcjonowanie układu hormonalnego zwierząt. 

Toksyczność detergentów to przede wszystkim ich zdolność do zmniej
szania napięcia powierzchniowego. Ułatwia to wchłanianie innych sub
stancji toksycznych z przewodu pokarmowego do krwi (np. stwierdzono 
ułatwione przenikanie do organizmu niektórych pestycydów i wielopier
ścieniowych węglowodorów aromatycznych). Detergenty gromadzą się 
w komórkach tłuszczowych oraz błonach komórkowych, gdzie zakłócają 
pracę kwasów tłuszczowych i uszkadzają błony, może to w konsekwencji 
doprowadzić do śmierci komórki. Po wniknięciu do organizmu działają 
alergizująco, podrażniają śluzówkę przewodu pokarmowego i powodują 
stany nieżytowe. Długotrwałe przyjmowanie detergentów może pro
wadzić do powstania tak poważnych schorzeń, jak: uszkodzenie kory 
nadnerczy i marskość wątroby, a także wzrost ryzyka zachorowania na 
nowotwory. Detergenty działają także szkodliwe na skórę powodując jej 
wysuszenie i pękanie oraz różnego rodzaju egzemy. 

Poza toksycznością związaną z bezpośrednim spożyciem detergen
tów, związki te są dużym problemem dla funkcjonowania zbiorników 
wodnych, do którego dostają się ze ściekami komunalnymi i przemy
słowymi. Detergenty m.in.: 

powodują pienienie się wód; 
- zaburzają proces samooczyszczania się wód; 
- zmniejszają dyfuzję tlenu atmosferycznego; 

działają jak emulgatory, zmniejszając napięcie międzyfazowe 
między wodą, a np. olejami; 

- zawarte w detergentach fosforany wywołują eutrofizację wód sto
jących i wolno płynących. 

Najwyższe dopuszczalne stężenie detergentów anionowych w wo
dach pitnych wynosi 0,2 mg/dm3, kationowych - 0,1 mg/dm3, a niejo
nowych - 0,2 mg/dm3• Natomiast dopuszczalna zawartość detergentów 
anionowych i niejonowych w wodach powierzchniowych wynosi odpo
wiednio: 
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I klasa czystości - 0,2 i 0,5 mg/dm3; 
II ldasa czystości - 0,5 i 1,0 mg/dm3; 
III klasa czystości - 1,0 i 2,0 mg/dm3• 

1 0.2.1 3.1 . Oznaczanie zawartości detergentów an ionoaktywnych w wodzie 

Zawartość detergentów anionoaktywnych można oznaczyć za po
mocą błękitu metylenowego. Oznaczenie należy wykonać nie póź
niej niż 4 godziny po pobraniu próby wody. Gdy nie jest to możliwe 
próbę wody konserwuje się, dodając H2S04 do uzyskania pH:s;2. Za
sada oznaczania tą metodą polega na tworzeniu się zabarwionego na 
niebiesko produktu reakcji błękitu metylenowego z anionoaktywnym 
detergentem. Powstająca sól dobrze rozpuszcza się w chloroformie, 
a intensywność zabarwienia jest proporcjonalna do stężenia substancji 
powierzchniowo czynnych w wodzie. W oznaczeniu przeszkadzają (za
wyżają wynik) wszystkie związki reagujące z błękitem metylenowym 
(organiczne siarczany, sulfoniany, fosforany, fenole, cyjaniny, chlorki, 
azotany, rodanki) . Z tego względu wynik oznaczenia można podać jako 
zawartość substancji reagujących z błękitem metylenowym. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1 .  roztwór błękitu metylenowego: 100 mg błękitu metylenowego rozpuścić 

w 100 cm3 wody destylowanej ,  następnie 30 cm3 tego roztworu przenieść do 
kolby miarowej o pojemności 1000 cm3• Dodać 500 cm3 wody destylowanej, 
6,8 cm3 stężonego H2S04 i 50 g Na2HP04• Wstrząsnąć do rozpuszczenia od
czynników. Uzupełnić wodą destylowaną do kreski; 

2 .  1% alkoholowy roztwór fenoloftaleiny; 
3. chloroform cz.d.a; 
4. 1 M roztwór NaOH; 
5. 1 M roztwór H2S04; 
6. roztwór do przemywania: do 500 cm3 wody destylowanej dodać 6,8 cm3 stę

żonego H2S04 i 50 g Na2HP04, wstrząsnąć do rozpuszczenia odczynników 
i uzupełnić wodą destylowaną do 1000 cm3; 

7. roztwór dodecylosiarczanu sodu (SDS) o stężeniu 0,1 mg/cm3; 
8. spektrofotometr, rozdzielacze, zlewki, statyw, łapy, łączniki, kolby miarowe, 

lejek, pipety, cylindry. 
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WYKONANIE OZNACZENIA: 
a) badanie próbld wody: 

Odmierzyć 100 cm3 badanej wody i zalkalizować roztworem 
NaOH wobec fenoloftaleiny do lekko różowego zabarwienia. 
Następnie kroplami dodawać 1 M rozt"Yór H2S04 do zaniku 
barwy. Próbkę przenieść do rozdzielacza, dodać 10 cm3 chlo
roformu i 25 cm3 roztworu błękitu metylenowego. Wytrząsać 
przez 30 sekund, po czym warstwę chloroformową (dolną) 
przenieść do drugiego rozdzielacza. Ekstrakcję powtórzyć 
jeszcze 2 razy, używając za każdym razem po 10 cm3 chloro
formu. Zebrane ekstrakty chloroformowe (30 cm3) przemyć 
50 cm3 roztworu do przemywania, energicznie wytrząsając 
przez 30 sekund. Po rozdzieleniu się, warstwę chloroformową 
przesączyć do kolby miarowej o objętości 50 cm3• Pozostałość 
w rozdzielaczu wytrząsać z 10 cm3 chloroformu i warstwę chlo
roformową przenieść do tej samej kolbki miarowej . Zawartość 
kolbki dopełnić do kreski czystym chloroformem, dokładnie 
wymieszać i zmierzyć absorbancję przy długości fali 11.=652 nm 
wobec próby ślepej - czystego chloroformu. Z wykresu wzor
cowego odczytać zawartość substancji anionoaktywnej w ba
danej wodzie; 

b) wykres wzorcowy: 
Przygotować 1000 cm3 roztworu wzorcowego podstawowego 
substancji anionoaktywnej - dodecylosiarczanu sodu (SDS) 
przez rozpuszczenie 0,1 g SDS w wodzie destylowanej w kol
bie miarowej o pojemności 1000 cm3 i uzupełnienie wodą do 
kreski. Roztwór ten zawiera 0,1 mg detergentu w 1 cm3 wody. 
W dniu wykonania oznaczenia przygotować wzorcowy roztwór 
roboczy przez rozcieńczenie 10 cm3 roztworu podstawowego 
wodą destylowaną w kolbie miarowej na 100 cm3• Roztwór ten 
zawiera 0,01 mg detergentu w 1 cm3• 
Następnie do szeregu rozdzielaczy odmierzyć podane ilości 
wzorcowego roztworu roboczego: O ;  0,5; 1; 2,5; 5; 7,5; 10; 15 
i 20 cm3, co odpowiada następującym ilościom SDS w próbie: 
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O; 0,005; 0,01; 0,025; 0,05; 0,075; 0,15 i 0,2 mg. Roztwory dopeł
nić wodą do objętości 100 cm3 i poddać wzorce takim samym 
czynnościom jak próbę badaną. Zmierzyć absorbancję dla 
kolejnych roztworów wzorcowych i na podstawie uzyskanych 
wyników wykreślić krzywą wzorcową. 

Zawartość detergentu anionoaktywnego w badanej próbie wody ob
liczyć ze wzoru: 

x = � (mg/dm3) , 
pc 

gdzie: 
a - zawartość detergentu anionoaktywnego w badanej próbce wody odczyta

na z krzywej wzorcowej (mg); 
Vpr - objętość badanej próbki wody. 

Otrzymane wyniki należy porównać z normami obowiązującymi 
w Polsce (Tabela 10.8), a następnie zaklasyfikować badaną wodę do 
określonej klasy jakości. 

1 0.2.1 3.2. Oznaczanie zawartości detergentów kationoaktywnych w wodzie 

Detergenty kationowe - wraz z amfoterycznymi stanowią około 10% 
wszystkich substancji powierzchniowo czynnych.  Zbudowane są 
z czwartorzędowego jonu amonowego oraz rodnika alkilowego. Za
wartość detergentów kationoaktywnych można oznaczyć za pomocą 
błękitu metylenowego. 

ODCZYNNIKI: 
1. 1 M kwas siarkowy; 
2. roztwór błękitu metylenowego (1 g błękitu metylenowego rozpuścić 

w 1000 cm3 0,01 M roztworu kwasu siarkowego); 
3. chloroform cz.d.a. ; 
4. 0,01 M roztwór SDS. 
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WYKONANIE OZNACZENIA: 
Do cylindra miarowego odmierzyć 50 cm3 badanej wody. 
Dodać 1 cm3 1 M roztworu kwasu siarkowego, 5 cm3 roztworu 
błękitu metylenowego. Następnie dodać 10 cm3 chloroformu 
i dopełnić do 100 cm3 wodą destylowaną (do kreski) . Całość 
przelać do kolby stożkowej i dobrze wymieszać. 
Następnie miareczkować 0,01 M roztworem SDS do wystąpie
nia niebieskiego zabarwienia warstwy chloroformowej . 

Zawartość substancji powierzchniowo czynnych (SP C) kationoak
tywnych obliczyć według wzoru: 

X - a · c  · 1000 ( Id 3) - V mg m , 

gdzie: 
X - stężenie SPC kationoaktywnych w próbie badanej ;  
c - stężenie 0,01 M roztworu SDS (rozpuścić 2,88 g SDS w 1 dm3 wody desty

lowanej); 
a - objętość roztworu SDS zużyta do zmiareczkowania badanej próby (cm3); 
V - objętość badanej próbki (50 cm3). 

Otrzymane wyniki należy porównać z normami obowiązującymi 
w Polsce (Tabela 10.8) , a następnie zaklasyfikować badaną wodę do 
określonej klasy jakości. 

Tabela 10.8. Wartości graniczne wybranych wskaźników zanieczyszczeń 
przemysłowych w klasach jakości wód powierzchniowych 

Wskaźn ik jakości wody Jednostka 

Feno le  0,001 
0,01 

wo czyn ne  an ionowe 
Su bsta ncje  powierzch n io- mgjd m3 0, 1 

i:$tycydy +\" • i�.�rna lindanu i dieldryny) 

Wartości graniczne w klasach 

I I  I I I  IV  

0,005 0,01 0,05 

0, 2 0 ,5 1,0 

V 

> 0,05 

> 1,0 
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1 0.2.1 4.  Oznaczanie zawartości wybranych metal i w wodzie 

Wiele jest źródeł pochodzenia metali ciężkich w wodach powierzch
niowych. Mogą przedostawać się do środowiska wodnego m.in. z at
mosfery w wyniku intensywnego opadu deszczu lub śniegu. Często 
pierwiastki te są wymywane z podłoża skalnego bądź gleby. Jednak 
najczęściej przekroczenie dopuszczalnych stężeń spowodowane jest 
ich emisją z terenów przemysłowych. Kationy metali ciężkich obecne 
w środowisku wodnym mogą występować w kilku postaciach, w tym: 

- w postaci jonowej - formie najbardziej toksycznej dla organi
zmów żywych; 

- jonu związanego z różnymi ligandami - powstają związki kom
pleksowe; 

- wytrąconej cząsteczki związku chemicznego, zawieszonej w fazie 
ciekłej, zaadsorbowanej na zawiesinach i koloidach. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
L roztwory wzorcowe metali :  cynku, miedzi, ołowiu, kadmu, niklu, manganu, 

kobaltu i żelaza o stężeniu 1 mg/cm3; 
2. stężony HN03; 
3. 1% roztwór HN03; 
4. pipety, kolby miarowe o poj emności 50 cm3, spektrometr AAS. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
Próbkę wody przeznaczoną do badań przesączyć przez sączki 
membranowe średniej gęstości, tj . 0,45 f-lm i utrwalić za pomocą 
stężonego HN03 do pH:::;2. Jeżeli w zakwaszonej próbce obec
ne są substancje nierozpuszczone, należy je usunąć. Do zlewki 
o pojemności 150 cm3 odmierzyć 50 cm3 próbki, dodać 2,5 cm3 
stężonego HN03, roztwór ogrzać do wrzenia i utrzymywać 
w tym stanie przez około 15 minut. Po ostygnięciu, roztwór 
przenieść do kolby miarowej o pojemności 50 cm3 i uzupełnić 
do kreski. W przypadku, gdyby ciecz pozostawała nadal mętna, 
przesączyć przez sączki membranowe. 
Dla każdego metalu wykonać pomiary absorbancji wzorca 
i próby badanej .  Stosować następujące długości fal dla: cynku 
A=213,9 nm, miedzi A=324,7 nm, ołowiu A=217,0 nm lub 
283,3 nm, kadmu A=228,8 nm, niklu A=232,0 nm, manga� 
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nu A=279,5 nm, 1mb altu A=240,7 nm i żelaza A=248,3 nm. 
Wartość absorbancji odczytać wobec próby ślepej ,  którą jest 
1% roztwór HN03• Na podstawie wyników absorbancji uzy
skanych dla prób wzorcowych wykreślić krzywą wzorcową. 
Z wykresu wzorcowego odczytać zawartość metalu w badanej 
wodzie. 

Otrzymane wyniki należy porównać z normami obowiązującymi 
w Polsce (Tabela 10.9), a następnie zaklasyfikować badaną wodę do 
określonej klasy jakości. 

Tabela 10.9. Wartości graniczne wybranych wskaźników zanieczyszczeń 
metalami w klasach jakości wód powierzchniowych 

Wskaźn ik jakości wody Jednostka 
Wartości graniczne w klasach 

I I  I I I  IV V 

1 0.3. Badanie chemicznych zan ieczyszczeń gleby 

Chemiczne zanieczyszczenia gleb powstają głównie w wyniku nie
właściwej działalności człowieka. Skażenia w środowisku glebowym 
stanowią najpoważniejszy problem wśród wszystkich skażeń środowi
ska. Przyczyna tkwi w znaczeniu gleb dla życia biologicznego. Gleba 
jest miejscem wegetacji roślin, również tych przeznaczonych do kon
sumpcji. Znajdujące się w niej zanieczyszczenia bez problemu przedo
stają się więc do żywności. Ponadto, w odróżnieniu od powietrza i wód 
powierzchniowych, zanieczyszczonych gleb nie można praktycznie 
szybko oczyścić, a proces ich samooczyszczania przebiega bardzo po
woli. Chemiczne zanieczyszczenia gleb powodują przede wszystkim: 
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L zmianę odczynu gleby (zakwaszenie lub alkalizację); 
2. naruszenie równowagi składników pokarmowych dla roślin; 
3. akumulację w glebie pierwiastków śladowych, metali ciężkich, 

organicznych toksyn, np. pozostałości pestycydów, wielopierście
niowych węglowodorów aromatycznych, polichlorowanych bife
nyli. 

Związki zakwaszające środowisko glebowe pochodzą głównie 
z niewłaściwego nawożenia mineralnego i organicznego oraz emisji 
do atmosfery zanieczyszczeń gazowych: ditlenku siarki, tlenków azotu 
oraz amoniaku. W atmosferze przebiegają procesy, w wyniku których 
powstaje kwas siarkowy (VI), kwas azotowy (V) i ich sole, które w trak
cie suchej lub mokrej depozycji osiadają na powierzchni gruntów i wód 
powierzchniowych (kwaśna depozycja). Amoniak natomiast ulega 
w atmosferze uwodnieniu, w wyniku czego powstają jony amonowe 
NH4+. Wpływają one pośrednio na proces zakwaszenia, ponieważ po 
zdeponowaniu w glebach lub wodach ulegają nitryfikacji według reakcji: 

NH4 + + 202 � N03- + H20 + 2H+ 

Zwiększenie kwasowości środowiska glebowego poniżej wartości 
pH=4,2, obserwowane w odniesieniu do jakiegoś przedziału czasu, po
woduje szereg niekorzystnych procesów: 

L zubożenie zawartości składników odżywczych (kationów zasado
wych) przez ich wypłukiwanie (ługowanie) z gleby; 

2. występowanie dysharmonii pokarmowej w zakresie zaopatrzenia 
roślin w składniki odżywcze; 

3.  uwalnianie glinu (Al3+), który jest silnie fitotoksyczny, oddziałuje 
szkodliwie na system korzeniowy roślin, powodując ich zamiera
nie; 

4. wzrost mobilności i dostępności dla roślin metali ciężkich zawar
tych w glebie; 

5. wypłukiwanie anionów, jonów wodorowych, glinu, metali cięż
kich do wód powierzchniowych i podziemnych; 

6. zaburza rozwój i aktywność niektórych grup mikroorganizmów 
glebowych; 

7. ogranicza, a nawet eliminuje ze środowiska dżdżownice uczest
niczące w tworzeniu próchnicy; 
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8. wypłukiwane z gleby substancje odżywcze oraz toksyczne mogą 
przenikać do wód powierzchniowych, gdzie powodują zmiany 
ilościowe i jakościowe w tych biocenozach. 

Wapnowanie gleb kwaśnych, jako jeden z zabiegów mających na celu 
poprawę ich właściwości, wiąże się ze zwiększaniem zasolenia gleb. 
Duża koncentracja soli w środowisku gruntowo-wodnym utrudnia lub 
wręcz uniemożliwia pobieranie wody przez korzenie większości gatun
ków roślin w klimacie umiarkowanym lub suchym i narusza równowa
gę jonową składników pokarmowych. 

Szczególnie niekorzystnym zjawiskiem jest występowanie w glebie 
metali ciężkich pochodzących z gazowych i pyłowych zanieczyszczeń 
atmosfery. Zanieczyszczenia te mogą być przenoszone na dalekie odle
głości i osadzać się w wyniku procesów suchej depozycji na powierzch
ni gruntów. W tej formie metale są niedostępne dla roślin wyższych, 
lecz mikroorganizmy glebowe i makrofauna glebowa (dżdżownice, 
krety) mogą powodować zmianę formy występowania metali ciężkich. 
Ponadto postępujące zakwaszenie środowiska ułatwia przechodzenie 
jonów metali do roztworu glebowego, gdzie są bezpośrednio dostępne 
dla roślin. 

Spośród zanieczyszczeń organicznych stwierdza się obecność po
zostałości pestycydów i wielopierścieniowych węglowodorów aroma
tycznych. Są to połączenia z reguły bardzo trwałe, nie rozpuszczalne 
w wodzie, silnie oddziałujące z materią organiczną gleb. 

Pobierając próbkę gleby do analizy, należy ją w pierwszej kolejności 
wysuszyć w temperaturze pokojowej (próbka powietrznie sucha), a na
stępnie oddzielić części szkieletowe od ziemistych, przesiewając glebę 
przez sito. 

1 0.3.1 . Oznaczanie zasolenia w glebie 

Oznaczanie zasolenia w glebie przeprowadza się za pomocą kon
duktometru. Konduktometria polega na pomiarze przewodnictwa 
elektrolitycznego (konduktancji) lub oporu roztworu znajdującego się 
między dwiema elektrodami obojętnymi w warunkach stosowania 
zmiennego napięcia. Zdolność do przewodzenia prądu jest jedną z cech 
elektrolitów, a polega ona na ruchu jonów w zewnętrznym polu elek-
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trycznym, co nazywane jest przewodnictwem elektrolitycznym (kon
duktancją elektrolityczną). 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1. 0,1 M roztwór KCl; 
2. pojemnik plastikowy, biureta, lejek Buchnera, sączki, konduktometr, szkiełko 

zegarkowe, statyw, łapy, pompka wodna. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
W plastikowym naczyniu odważyć 200 g gleby powietrznie su
chej. Dodać za pomocą biurety wodę destylowaną aż utworzy 
się pasta glebowa. Odczytać objętość dodanej wody. Otrzyma
ną pastę pozostawić pod przykryciem na kilka dni. Następnie 
przefiltrować na lejku Biichnera i zmierzyć przewodnictwo 
ekstraktu (G) oraz przewodnictwo właściwe (K), po uprzed
nim skalibrowaniu konduktometru za pomocą 0,1 M roztworu 
KCL 

Zasolenie gleby obliczyć z zależności kalibracyjnej : 

gdzie: 

S = O 064 
% wody w glebie w stanie nasycenia 

% soli w glebie , • K . 
100 

' 

K [mSlem] - oznacza przewodnictwo właściwe: przewodnictwo słupa elektrolitu 
o grubości 1 cm i przekroju 1 cm. 

Odczytany wynik przewodnictwa gleby za pomocą konduktometru 
porównać z danymi z Tabeli 10.10, następnie określić stopień zasolenia 
badanej gleby. 

Tabela 10.10. Stopień zasolenia gleb określony na podstawie przewodnictwa 

Stopień zasolenia Przewodnictwo (mS) 

Małe 0,88-1,74 
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1 0.3.2. Oznaczanie zawartości ch lorków w glebie 

Zawartość chlorków w glebie oznacza się metodą potencjometrycz
ną. W metodzie tej mierzy się potencjał elektryczny, który jest zależny 
od stężenia (aktywności) oznaczanego jonu w badanym roztworze. Po
tencjał ten wyznacza się na podstawie pomiaru siły elektromotorycznej 
ogniwa (SEM), którego jednym półogniwem jest elektroda wskaźni
kowa, a drugim - elektroda porównawcza. Obie elektrody muszą być 
w kontakcie elektrycznym. Elektrodą wskaźnikową może być elektroda 
jonoselektywna do oznaczania jonów metali (Pb2+, Cd2+) oraz anionów 
(N03-, Cno Jako elektrodę porównawczą stosuje  się elektrodę wodoro
wą lub chlorosrebrową. 

ODCZYNNIKI I MATERIAL Y: 
1. 0,05 M roztwór AgN03; 
2 .  roztwór żelatyny w H2S04; 
3. stężony roztwór KCl do przechowywania elektrody odniesienia; 
4. mieszadło magnetyczne z mieszadełkiem, statyw z łapami do elektrod, biure

ty, potencjometr, elektroda jonoselektywna el-, elektroda odniesienia chloro
srebrowa, zlewki, tygiel, tryskawka. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
20 g gleby wyprażonej w ciągu 3 godzin w temperaturze 450 oC 
umieścić w zlewce i dodać 20 cm3 roztworu żelatyny w stę
żonym H2S04• Delikatnie włożyć mieszadełko i umieścić na 
płytce mieszadła magnetycznego. Podłączyć elektrody do pe
hametru zgodnie z instrukcją użytkowania. Opłukane i osu
szone elektrody: wskaźnikową i odniesienia zanurzyć w bada
nym roztworze do głębokości 1,5 cm od dna zlewki. Włączyć 
mieszanie. Ustawić biuretę wypełnioną roztworem AgN03 
w takiej pozycji, aby koniec biurety znajdował się w zlewce, ale 
nie był zanurzony w roztworze. Nastawić pehametr na bez
pośredni pomiar mY. Włączyć i zanotować SEM przed mia
reczkowaniem. Roztwór miareczkować porcjami roztworu 
AgN03 jednocześnie mieszając. Dodawanie roztworu AgN03 
rozpocząć od objętości 0,05 cm3• Podczas miareczkowania no
tować SEM po każdej dodanej porcji odczynnika, po ustaleniu 
się wskazań. Gdy zmiany potencjału będą rzędu 4 mY, dodać 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku – kontynuacja,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki  
na podstawie umowy BIBL/SP/0040/2023/01



jeszcze dwa razy po 0,2 cm3 odczynnika i zakończyć miarecz
kowanie. Na podstawie danych sporządzić krzywą, odkładając 
na osi rzędnych potencjały, a na osi odciętych objętości doda
wanego odczynnika miareczkującego. Wyznaczyć punkt koń
cowy miareczkowania. 

Zawartość chlorków obliczyć według wzoru: 

gdzie: 
XCT 
VAgl>:03 
CAgN03 
MC1-

- zawartość chlorków Cl- (mg); 
- objętość roztworu zużytego podczas miareczkowania (cm3); 
- stężenie roztworu AgN03 (M); 
- masa molowa CI-. 

Zawartość jonów chlorkowych wyrażoną w miligramach można 
przeliczyć na kilogram badanej gleby. 

1 0.3.3.  Oznaczanie kwasowości gleby 

Kwasowość gleby oznacza stężenie jonów wodorowych w roztworze 
glebowym i jest wyrażana najczęściej w mi1irównoważnikach lub mi
limolach ładunków dodatnich na 100 g gleby. Z analitycznego punktu 
widzenia wyróżniamy w glebie kwasowość: 

1 .  czynną, spowodowaną obecnością jonów wodorowych pojawia
jących się w roztworze glebowym po zalaniu gleby wodą (wolne 
jony wodorowe); 

2. potencjalną, związaną z tą częścią jonów wodorowych, która 
jest silniej związana w kompleksie glebowym. Wyróżnia się tutaj 
kwasowość potencjalną wymienną i hydrolityczną. 

Kwasowość wymienna spowodowana jest obecnością jonów wo
dorowych, które przechodzą do roztworu po zalaniu gleby roztworem 
soli obojętnej (np. 0,1 M KCl) oraz jonów wodorowych powstających 
w wyniku hydrolizy związków glinu. 

W glebie pozostaje jeszcze pewna ilość jonów wodorowych, które 
przechodzą do roztworu w środowisku alkalicznym bądź po zalaniu 
gleby roztworem soli hydrolizującej zasadowo. Powstający słaby kwas 
oznacza się przez miareczkowanie go mianowanym roztworem zasady 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku – kontynuacja,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki  
na podstawie umowy BIBL/SP/0040/2023/01



sodowej. Ilość kwasu odpowiada ilości jonów wodorowych wypartych 
z kompleksu glebowego przez kationy soli hydrolizującej zasadowo, co 
odpowiada z kolei kwasowości hydrolitycznej . Przy oznaczeniach pH 
w glebie przyjęło się, że stosunek masy gleby do objętości roztworu wy
nosi 1:2,5. 

Przy pomiarach pH gleby stosuje się elektrodę szklaną, której elemen
tem czułym na obecność jonów wodorowych jest szklana membrana. 
Zestawia się ją  z elektrodą odniesienia, którą jest zazwyczaj elektroda 
chlorosrebrowa. Przed przystąpieniem do pomiarów pH należy takie 
ogniwo skalibrować. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁ Y: 
1 .  l M roztwór KCl; 
2. 0,1 M roztwór NaOH; 
3. 1% alkoholowy roztwór fenoloftaleiny; 
4. 0,5 M roztwór octanu wapnia; 
5. pehametr, naczynko wagowe, mieszadło do gleb, lej ek Biichnera, pipety, zlew

ki, cylindry, bagietki. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
a) oznaczanie kwasowości czynnej: 

Odważyć 10 g gleby powietrznie suchej. Dodać 25 cm3 wody 
destylowanej i wymieszać. Po 10 minutach zmierzyć pH zawie
siny. 

b) oznaczanie kwasowości wymiennej: 
Odważyć 10 g gleby powietrznie suchej. Dodać 25 cm3 1 M 
roztworu KCl i wymieszać. Po 10 minutach zmierzyć pH za
wiesiny. 

c) oznaczanie kwasowości hydrolitycznej: 
Odważyć 100 g gleby powietrznie suchej i przesianej przez 
sito (o średnicy oczek 1 mm). Dodać 250 cm3 0,5 M roztworu 
octanu wapnia. Mieszać na mieszadle przez 1 godzinę. Następ
nie przesączyć na lejku Biichnera. Pobrać 125 cm3 klarownego 
przesączu i miareczkować 0,1 M roztworem NaOH wobec fe
noloftaleiny. 
Kwasowość hydrolityczną wyraża się ilością zużytego roztworu 
0,1 M NaOH lub w milirównoważnikach wodoru w przelicze
niu na 100 g gleby. 
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Kwasowość hydrolityczną (Hh) obliczyć ze wzoru: 

Hh = V · c · 2 · k (mmol(+) /lOO g) , 

gdzie: 
V - objętość roztworu NaOH zużytego na miareczkowanie (cm3); 
c - stężenie roztworu NaOH (M); 
2 - współczynnik przeliczenia na 100 g gleby; 
k - współczynnik empiryczny, który pozwala wyliczyć całkowitą kwasowość na 

podstawie jednorazowego wytrząsania, waha się od 1,5 do 2 w zależności od 
składu granulometrycznego gleby. 

Uzyskany wynik kwasowości gleby porównać z danymi w Tabeli 
10.11 i zakwalifikować badaną glebę do określonej klasy. 

Tabela 10.11. Gleboznawcza skala odczynu gleby 

pH (KCl )  G leby 

1 0.3.4 Oznaczanie zawartości wapn ia i magnezu metodą wersen ianową 
w glebie 

Zwiększenie stężenia kationów metalicznych w glebie: Ca2+ i Mg2+ 
może wpływać szkodliwie na warunki rozwoju środowiska. Wzrost za
wartości wapnia w wyniku wapnowania gleb kwaśnych, wiąże się ze 
zwiększaniem zasolenia środowiska i naruszeniem równowagi jonowej 
składników pokarmowych. Pyły magnezowe (MgO) emitowane przez 
zakłady przeróbki magnezytu są jednym z głównych źródeł zanieczysz
czenia gleb magnezem, którego wzrost stężenia może powodować za
burzenia w rozwoju roślin i zwierząt. Jedną z właściwości gleby jest jej 
zdolność do sorbcji wolnych jonów z roztworu glebowego. Ilościowym 
parametrem określającym tę właściwość jest wielkość zwana pojemno
ścią sorbcyjną gleby (T), zdefiniowana jako maksymalna ilość jonów, 
które mogą być zasorbowane w glebie wymiennie. Wyliczenie wartości 
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T polega na zsumowaniu kwasowości hydrolitycznej (Hh), czyli jonów 
H+ z sumą kationów zasadowych (S), np. Ca2+, Mg2+, K+, Na+. Pojemność 
sorpcyjna jest parametrem charakterystycznym dla każdej gleby. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁ Y: 
1 .  roztwór ekstrakcyjny (octan amonu); 
2 .  stężony roztwór NaOH; 
3. l M roztwór NaOH; 
4. 0,01 M roztwór wersenianu sodu: 18,6 g Na2-EDTA rozpuścić w wodzie de-

stylowanej i dopełnić wodą do 1000 cm3; 
5. mureksyd (wskaźnik): rozetrzeć 0,2 g mureksydu ze 100 g NaCI; 
6. l M roztwór HCI; 
7. bufor amoniakalny (pH=lO): rozpuścić 26,8 g NH4CI w 100 cm3 wody destylo

wanej i zmieszać z 300 cm3 25% roztworu NH40H; do otrzymanego roztworu 
buforowego dodać 50 cm3 0,05 M roztworu MgS04 oraz zrównoważyć i lość 
roztworu 0,05 M Na2-EDTA, którą należy określić przez zmiareczkowanie 
roztworu MgS04. Dodać 5 cm3 roztworu buforowego do 100 cm3 wody de
stylowanej i zmierzyć odczyn tego roztworu; 

8. czerń eriochromowa T (wskaźnik): rozetrzeć 0,5 g czerni eriochromowej T ze 
100 g NaCI; 

9. mieszadło magnetyczne, statyw, pierścień, łącznik, biureta Peleta, kolby Er
lenmayera, lejek szybko ssący, kolby miarowe, pipety, zlewki, cylinder, tygiel, 
bagietki. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
a) oznaczenie zawartości wapnia: 

Odważyć 10 g gleby wysuszonej w temperaturze około 120 oC 
(uprzednio wyprażonej w temperaturze 450 OC) .  Umieścić 
w kolbie Erlenmayera, dodać 200 cm3 roztworu octanu amonu 
i mieszać mieszadłem magnetycznym przez 2 godziny. Po tym 
czasie roztwór przesączyć i odmierzyć 50 cm3 klarownego eks
traktu. Następnie zalkalizować stężonym roztworem zasady 
sodowej (NaOH) do pH=12-13 (Uwaga! Roztwór pobierać pi
petą z gruszką). Dodać 0,2 g mureksydu i miareczkować roz
tworem Na2-EDTA do uzyskania barwy zgodnej ze wzorcem 
(uzyskanego roztworu po miareczkowaniu nie wylewać - ca
łość pozostawić do oznaczenia stężenia magnezu) . 
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WZORZEC: do kolby Erlenmayera wlać 50 cm3 wody destylowanej,  2 cm3 roz
tworu 1 M NaOH, 0,2 g mureksydu oraz kroplę Na2-EDTA. Powstaje  intensywne 
fioletowe zabarwienie mieszaniny. 

Zawartość wapnia obliczyć ze wzoru: 

gdzie: 

Y · M . · c · f 2+ ) X = �a (mg Ca /kg gleby , 

y - objętość 0,01 M roztworu Na2-EDTA zużytego 
próby (cm3); 

c 
m 

- stężenie roztworu Na2-EDTA (M); 
- masa gleby użytej do ekstrakcji (kg); 

Mea - masa molowa wapnia; 
f - współczynnik równoważności (f=4). 

b) oznaczenie zawartości magnezu: 

na miareczkowanie 

Fioletowy roztwór po oznaczeniu wapnia zobojętnić 1 M roz
tworem HCl. Podgrzewać w łaźni wodnej do zaniku zabar
wienia wywołanego przez mureksyd. Ochłodzić, dodać 10 cm3 
buforu amoniakalnego i 0,5 g czerni eriochromowej T. Następ
nie miareczkować roztworem Na2-EDTA do uzyskania błęki
tnego zabarwienia. 

Obliczyć zawartość magnezu (X) ze wzoru: 
y .  M . c · f ( 

2+ l l b ) X = mMg mg Mg / <g g e y , 

gdzie: 
y - objętość 0,01 M roztworu Na2-EDTA zużytego 

próby (cm3); 
c 
m 

- stężenie roztworu Na2-EDTA (M); 
- masa gleby użytej do ekstrakcj i (kg); 

MMg - masa molowa magnezu; 

f - współczynnik równoważności (f=4) .  

na miareczkowanie 
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1 0.3.5.  Oznaczanie zawartości wybranych metal i metodą absorpcyjnej 
spektrometrii atomowej w glebie 

Powierzchnia gleby może być skażona metalami ciężkimi z kilku 
źródeł. Głównym źródłem metali jest przemysłowa i górnicza działal
ność człowieka. Metale ciężkie mogą również przedostawać się z opadu 
atmosferycznego, np. w wyniku emisji zawierających ołów spalin samo
chodowych. Z zakładów hutniczych do atmosfery emitowane są takie 
metale jak: cynk, kadm i ołów. W glebie stwierdza się także zawartość 
arsenu, chromu, miedzi i ołowiu, których źródło pochodzenia datuje 
się jeszcze na XIX wiek w wyniku powszechnego w tym okresie stoso
wania pestycydów (grzybobójczych) zawierających wymienione meta
le. Gleba często także ulega zanieczyszczeniu truciznami metalicznymi 
podczas pozbywania się szlamów z oczyszczalni lub nawożenia roślin 
ściekami, które bardzo często zawierają odpady przemysłowe o dużym 
stężeniu metali ciężkich. 

Najczulszą metodą oznaczenia zawartości metali w glebie jest me
toda absorpcyjnej spektrometrii atomowej - AAS (ang. atomie ab
sorption speetrometry). Podstawy teoretyczne metody AAS oraz zasady 
pomiaru zostały opisane w rozdziale 7.13. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
L 0,5 M roztwór HN03; 
2. 0,14 M roztwór HN03; 
3. roztwory wzorcowe metali: cynku, kadmu, kobaltu, miedzi i ołowiu o stęże

niu 1 g/dm3; 
4. pipety, kolby miarowe o pojemności 50 cm3, kolby Erlenmayera, mieszadło 

magnetyczne, spektrometr AAS. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
a) oznaczanie zawartości wybranych metali w próbie gleby: 

Odważyć w kolbie Erlenmayera 20 g gleby powietrznie suchej 
i dodać 20 cm3 0,5 M roztworu HN03• Mieszać na mieszadle 
magnetycznym przez 30 minut. Po tym czasie próbkę przesą
czyć. W przesączu oznaczyć metale metodą AAS ustawiając 
w spektrometrze odpowiednią długość fali dla wybranych me
tali (Tabela 7.5). Odczytać absorbancje, a z krzywej wzorcowej 
- stężenie metalu w badanej próbie. 
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b) próby wzorcowe wybranych metali: 
W kolbach miarowych przygotować 50 cm3 roztwory wzorco
we robocze o stężeniach: 5, 10 i 20 mg/dm3, odmierzając odpo
wiednie ilości podstawowego roztworu wzorcowego związku 
metalu ciężkiego. Następnie ustawić właściwe parametry apa
ratu AAS: przepływ gazów oraz długość fali dla wybranych 
metali (Tabela 7.5). Odczytać absorbancje. 

Na podstawie uzyskanych wyników obliczyć stężenie metali cięż
kich w analizowanej glebie i porównać z dopuszczalnymi stężeniami 
metali w glebach (Tabela 10.12) .  

Tabela 10.12. Dopuszczalne stężenia metali w glebach (mg/kg suchej masy) 

Grupa gleb 
A B c 

Rtęć 0 5  2 3 5 4 ������'- ����--�����-- 10 30  4 50 

G rupa  A gleb - o bsza ry c h ro n i o n e, grupa B g leb - u żytki  ro l n e, leśne, gru nty z a b u d owa ne 

i z u r b a n izowa ne; grupa C g leb - tereny p rze mysłowe, kopa l n ie, tereny kom u n i kacyj n e .  Głę

b o kość g l e by wyra żono w metra c h  pod poz iomem teren u .  
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1 0.4. Badanie chemicznych zan ieczyszczeń powietrza 

Głównymi zanieczyszczeniami powietrza atmosferycznego są za
nieczyszczenia pyłowe i gazowe: tlenki węgla, tlenki siarki, tlenki azotu, 
związki ołowiu i innych metali ciężkich, węglowodory alifatyczne i aro
matyczne i ich pochodne chlorowe, związki fluoru. 

Zanieczyszczenia powietrza można sklasyfikować według następu
jących kryteriów: 

1. rodzaju działalności będącej przyczyną emisji zanieczyszczeń. 
Zalicza się do nich zanieczyszczenia: 
a) biogenne (naturalne), powstające w wyniku wybuchów wul

kanów, erozji kontynentu i przenoszone przez wiatr nawet na 
duże odległości, rozpylanie wody morskiej ,  zawierającej chlo
rek sodu i siarczan magnezu, rozkładu materii martwej oraz 
procesów mikrobiologicznych, podczas których do atmosfe
ry uwalniane są gazy takie jak: siarkowodór, amoniak, tlenek 
węgla, metan, węglowodory; 

b) antropogenne, czyli powstające w wyniku działalności czło
wieka (np. spalanie paliw stałych jak i gazowych, motoryzacja, 
przemysł metali żelaznych i nieżelaznych, przemysł materia
łów budowlanych, nawozów sztucznych, chemiczny, papierni
czy); 

2 .  lokalizacji emitera: punktowe, liniowe, powierzchniowe, objęto
ściowe, stacjonarne, ruchome; 

3. typu emisji zanieczyszczeń: emisja zorganizowana (zakłady pro
dukcyjne), niezorganizowana (indywidualne domy, kamienice, 
mieszkania); 

4. stanu skupienia emitowanych zanieczyszczeń (gazy, pary i aero
zole); 

5. pochodzenia zanieczyszczeń: zanieczyszczenia własne i trans
graniczne, tj . pochodzące z krajów sąsiednich; 

6. sposobu, w jaki zanieczyszczenie znalazło się w powietrzu: 
a) pierwotne (podstawowe) (Tabela 10.13) - występujące w po

staci takich substancji chemicznych, w jakich zostały uwolnio
ne do atmosfery ze źródła ich wytwarzania; 
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b) wtórne (Tabela 10.14) - produkty reakcji chemicznych lub fo
tochemicznych, jakie zaszły pomiędzy naturalnymi składnika
mi atmosfery i zanieczyszczeniami w określonych warunkach 
wilgotności, temperatury i intensywności promieniowania sło
necznego. Zanieczyszczenia wtórne są mniej trwałe, ale mogą 
być bardziej szkodliwe dla środowiska. 

Tabela 10.13. Stężenia pierwotnych zanieczyszczeń powietrza 

Przedział stężeń 
Aerozol 

Przedział stężeń 

Tabela 10.14. Stężenia wtórnych zanieczyszczeń powietrza 

Składn ik  gazowy 
Przedział stężeń 

Aerozol 
Przedział stężeń 

Zanieczyszczenia powietrza mają szkodliwy wpływ na środowisko 
naturalne i zdrowie człowieka, powodują: 

- zmiany widzialności oraz parametrów meteorologicznych (efekt 
cieplarniany, wzrost promieniowania UV, redukcja warstwy ozo
nowej); 
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degradację roślin (redukcję plonów, zamieranie lasów); 
niszczenie materiałów budowlanych (erozja fizyczna i korozja 
chemiczna); 
zmiany w metabolizmie człowieka i zwierząt, prowadzące do róż
nych stanów chorobowych (Tabela 10.15). 

Tabela 10.15. Biologiczne oddziaływanie gazów toksycznych na organizm 
człowieka 

Krytyczne układy Trucizny gazowe 

nia 

U kład krwionośny ���� 

U kład oddechowy 

Układ 
U kład hormona lny 

Oznaczanie stężeń substancji toksycznych znajdujących się w po
wietrzu składa się z następujących etapów: 

1 .  pobierania próbki powietrza odpowiednimi metodami: 
a) manualnymi dokonywanymi przez człowieka (pasywnymi 

- zanieczyszczenia osadzają się na powierzchni substancji ak
tywnej; aspiracyjnymi - powietrze przepuszcza się przez sub
stancje pochłaniające, reagujące z odpowiednim związkiem 
toksycznym; izolacyjnymi - pobiera się określoną objętość po
wietrza do analiz); 

b) automatycznymi, gdzie pobieranie i analizę próby wykonuje 
autoanalizator gazowy; 

2. analizy ilościowej pobranej próbki zanieczyszczeń, głównie za 
pomocą pomiarów spektrofotometrycznych, kulometrycznych, 
potencjometrycznych, AAS (metale ciężkie), grawimetrii (pyły) 
oraz wszelkich rodzajów chromatografii (związki organiczne); 

3. przeliczenia wyników analizy na wymaganą jednostkę stężeń. 
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1 0.4.1 . Oznaczanie zawartości d itlenku siarki w powietrzu 

Ditlenek siarki w atmosferze pochodzi głównie z aktywności wul
kanicznej oraz spalania paliw kopalnianych, zawierających duże ilości 
siarki. Toksyczne działanie ditlenku siarki na organizmy zwierzęce 
polega na podrażnieniu, a nawet uszkodzeniu tkanek górnych dróg od
dechowych, czego skutkiem jest skurcz oskrzeli i utrudnione oddycha
nie. U roślin związek ten powoduje uszkodzenia i wybielanie liści. S02 
dobrze rozpuszcza się w kroplach wody tworząc H2S04 i H2S03, które 
opadają jako kwaśne deszcze. Powoduje to bezpośrednie uszkodzenie 
liści i korzeni roślin oraz zakwaszenie gleb. Skutkiem zakwaszenia gleb 
jest wymywanie substancji odżywczych, ponieważ jony wodorowe wy
pierają niezbędne pierwiastki (np. wapń, magnez, potas, sód) .  Rośliny 
rosnące w takim środowisku mogą więc wykazywać braki jednego lub 
więcej mikroelementów. Kwaśny deszcz zwiększa ruchliwość jonów 
i w ten sposób dostępność zanieczyszczeń zawierających metale ciężkie 
(np. glin, mangan, żelazo) w glebie oraz ich toksyczny wpływ na or
ganizmy żywe. W celu oznaczenia ditlenku siarki powietrze jest prze
puszczane przez wodny roztwór tetrachlorortęcianu (II) sodu, który 
pochłania S02 ilościowo już od stężenia 0,002 ppm według równania 
reakcji: 

Do otrzymanego roztworu dodaje  się kwas amidosulfonowy 
NH2S03H, w celu zredukowania ditlenku azotu obecnego w powietrzu, 
który mógłby zaburzyć barwę reagentów. Następnie dichlorosiarczan 
rtęci reaguje z aldehydem mrówkowym i p-rozaliną w roztworze, któ
rego niskie pH utrzymywane jest za pomocą H3P04• Kwas metylosul
fonowy powstający w tej reakcji wykazuje maksimum absorpcji przy 
długości fali A=575 nm i pH=l. Metoda ta pozwala oznaczyć zawartość 
S02 w zakresie stężeń 0,002-5 ppm. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1. roztwór pochłaniający (do kolby miarowej o pojemności 1000 cm3 odważyć 

13,6 g Hg2CI, 5,85 g NaCI i 0,07 g Na2-EDTA rozpuścić w wodzie destylowa
nej . Roztwór uzupełnić do objętości 1000 cm3); 
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2. roztwór podstawowy chlorowodorku p-rozaliny rozpuścić w wodzie destylo
wanej i uzupełnić do objętości 1000 cm3• Przed użyciem rozcieńczyć według 
poniższego przepisu (punkt a); 

3. 0,2% roztwór aldehydu mrówkowego; 
4. roztwór kwasu amidosulfonowego (0,3 g rozpuścić w 25 cm3 wody); 
5. roztwór roboczy S02 (1 cm3 zawiera 0,01 mg S02); 
6 .  stężony Hel cz.d.a.; 
7. spektrofotometr, kuwety, aspirator powietrza (do pobrania prób), licznik 

gazu, płuczki (aparaty wypełnione odpowiednim, płynnym sorbentem, przez 
który przepuszcza się próbkę powietrza do analiz), pipety, kolby miarowe, 
cylinder. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
a) przygotowanie roztworu roboczego chlorowodorku p-rozaliny: 

Do kolby miarowej o pojemności 100 cm3 odmierzyć 20 cm3 
roztworu podstawowego chlorowodorku p-rozaliny i 3 cm3 stę
żonego HCl. Dokładnie wymieszać i po 5 minutach uzupełnić 
do kreski wodą destylowaną (roztwór jest trwały przez 2 tygo
dnie w temperaturze 4 oC); 

b) wykres wzorcowy: 

Skalę wzorcową przygotować, odmierzając do kolbek stożko
wych o pojemności 25 cm3 odpowiednie objętości roztworów: 
S02 (zawierającego 0,01 mg S02/1 cm3) i roztworu pochłaniają
cego (Tabela 10.16). 

Tabela 10.16. Skład roztworów wzorcowych S02 

Objętość roztworu 
Nr  wzorca 

6 3,0 7, 0 0,030 

Następnie dodać po 0,5 cm3 kwasu amidosulfonowego, wy
mieszać, po 10 minutach dodać 1 cm3 aldehydu mrówkowego 
i roztworu roboczego chlorowodorku p-rozaliny, każdorazowo 
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mieszając. Po upływie 20 minut zmierzyć 3-krotnie absorban
cję przy długości fali A=560 nm w kuwetach o grubości war
stwy 1 cm, wobec próby ślepej (roztwór nr 1 z Tabeli 10.14) . 
N a podstawie uzyskanych danych wykreślić krzywą wzorcową 
(zależność absorbancji od zawartości S02 wyrażonej w mg). 

c) oznaczanie ditlenku siarki w próbie badanej: 
Napełnić płuczkę 10 cm3 roztworu pochłaniającego i prze
puszczać powietrze przez 20 minut z prędkością 60 dm3/godz. 
(mierząc ilość przepuszczonego powietrza) . Zawartość płuczki 
przenieść do kolby miarowej o pojemności 50 cm3, dopełnić 
wodą destylowaną do kreski i wymieszać. Do kolby stożkowej 
o pojemności 25 cm3 odmierzyć 10 cm3 badanego roztworu, 
dodać 0,5 cm3 roztworu kwasu amidosulfonowego, wymieszać 
i pozostawić na 10 minut. Następnie dodać kolejno, mieszając: 
1 cm3 aldehydu mrówkowego i 1 cm3 roztworu wzorcowego 
roboczego. Po 20 minutach i nie później niż po 40 minutach 
zmierzyć absorbancję przy długości fali A=550 nm, stosując 
jako odnośnik próbę ślepą (próba nr 1 sporządzona dla wy
kresu wzorcowego). Ilość ditlenku siarki w próbce odczytać 
z krzywej wzorcowej . 

Zawartość S02 w m3 badanego powietrza (X) obliczyć według 
wzoru: 

gdzie: 
m - zawartość ditlenku siarki odczytana z krzywej wzorcowej (mg); 
V - objętość przepuszczonego powietrza w m3; 
f - stosunek objętości cieczy wprowadzonej do płuczki do objętości pobranej 

do oznaczenia. 

Uzyskane wyniki zawartości S02 w badanym powietrzu porównać 
z dopuszczalnymi poziomami stężeń zanieczyszczeń powietrza (Tabe
la 10.17). 
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Tabela 10.17. Poziomy dopuszczalnych stężeń wybranych substancji 
toksycznych powietrzu 

Substancja 

Ta l 

Dopuszcza lny poziom substancj i  w (llg/m3) 
w powietrzu uśredniony d la :  

jednej godziny roku ka lendarzowego 

1 0, 13  

1 0.4.2. Oznaczanie zawartości tlenków azotu w powietrzu 

Tlenek azotu (NO) i ditlenek azotu (N02) często są traktowane łącz
nie jako tlenki azotu NOx' W powietrzu tlenki azotu mogą pochodzić 
ze źródeł naturalnych, takich jak wyładowania atmosferyczne, wybu
chy wulkanów, bakteryjne trawienie materii organicznej . Naturalne 
stężenie NOx kształtuje się na poziomie 0,01 ppm. Antropogeniczne 
(zarówno w warunkach domowych jak i przemysłowych) wytwarzanie 
tlenków azotu jest związane ze spalaniem paliw kopalnych stałych jak 
i gazowych w wysokiej temperaturze, gdy możliwa jest reakcja azotu 
z tlenem. Ważnym źródłem NOx są silniki spalinowe i odrzutowe. 
Tlenki azotu mogą przedostawać się do atmosfery również z procesów 
produkcyjnych z udziałem stężonego kwasu azotowego oraz procesów 
pirotechnicznych. 
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Tlenki azotu są związkami aktywnymi chemicznie. Dobrze rozpusz
czają się w wodzie, tworząc HN03 i HN02, które mają  znaczny udział 
w tworzeniu kwaśnych deszczy. Pod wpływem promieniowania ultra
fioletowego reagują z węglowodorami, przyczyniając się do tworzenia 
smogu fotochemicznego. Działają drażniąco na błony śluzowe dróg od
dechowych, przy wyższych stężeniach mogą wywoływać obrzęk płuc, 
rozszerzenie naczyń krwionośnych wywołujące spadek ciśnienia krwi, 
bóle i zawroty głowy. Nadmierne stężenie tlenków azotu w środowisku 
powoduje uszkodzenie roślin, tworzenie się w glebie mutagennych i ra
kotwórczych nitrozoamin. 

Oznaczanie tlenków azotu NOx polega na przepuszczeniu próbki 
powietrza przez roztwór kwasu sulfanilowego (sorbent) wypełniające
go specjalne płuczki (metoda aspiracyjna). W obecności tlenków azotu 
kwas sulfanilowy ulega reakcji dwuazowania, a otrzymany produkt 
poddaje się sprzęganiu z chlorowodorkiem N-l-naftyloetylenodiaminy. 
W wyniku reakcji tworzy się barwnik azowy koloru różowego. Pomia
rów absorbancji barwnego roztworu dokonuje się przy długości fali 
A=550 nm. Jeżeli pożądane jest oznaczanie sumy tlenków azotu NOx, 
to konieczne jest wstępne utlenienie tlenku azotu do N20S' najczęściej 
za pomocą manganianu (VII) potasu. 

Technikę tę można wykorzystać także do oznaczania tlenków azotu 
metodą pasywną. Krążki z włókna sztucznego nasyca się wówczas 20% 
roztworem trietanoloaminy i w odpowiednich próbnikach wystawia na 
ekspozycję powietrza przez 24 godziny. Następnie krążki spłukuje się 
roztworem soli Saltzmana i mierzy absorbancję roztworu analogicznie 
do metody aspiracyjnej . 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁ Y: 
1 .  p łyn pochłaniający: do kolby miarowej o pojemności 1000 cm3 odważyć 1 g 

arsenianu (III) sodu, 10 g NaOH, 7,5 g kwasu sulfanilowego. Wszystkie skład
niki rozpuścić w wodzie destylowanej . Uzupełnić do obj ętości 1000 cm3; 

2. roztwór utleniający: do kolby miarowej o pojemności 1000 cm3 odważyć 3 g 
manganianu (VII) potasu i rozpuścić w niewielkiej ilości wody destylowanej . 
Dodać 2 cm3 H2S04 i uzupełnić wodą destylowaną do kreski; 

3. roztwór chlorowodorku N- (l-naftylo) -etyleno diaminy (odważyć 0,2 g 
chlorowodorku N- (l-naftylo) -etylenodiaminy i 60 g kwasu szczawiowego 
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(dwuwodnego), rozpuścić w wodzie destylowanej . Roztwór uzupełnić wodą 
destylowaną do obj ętości 1000 cm3); 

4. roztwór wzorcowy podstawowy azotanu (III) sodu, w którym w 1 cm3 znaj 
duje się 0,1 mg N02 (0,150 g azotanu (III) sodu rozpuścić w 1000 cm3 wody 
destylowanej); 

5. spektrofotometr, kuwety, aspirator powietrza, licznik gazu, płuczki, pipety, 
kolby miarowe, cylinder, zlewki, bagietki. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
a) wykres wzorcowy: 

Z roztworu wzorcowego podstawowego o stężeniu 0,1 mg 
N02/cm3 przygotować roztwór wzorcowy roboczy. W tym celu 
do kolby miarowej na 100 cm3 wprowadzić 10 cm3 roztworu 
podstawowego i dopełnić wodą destylowaną do kreski (1 cm3 
zawiera 10 f1g N02). Serię wzorców przygotować, odmierzając 
do zlewek o pojemności 25 cm3 następujące składniki: roz
twór wzorcowy roboczy ditlenku azotu, płyn pochłaniający 
i roztwór chlorowodorku N-l- (naftylo)-etylenodiaminy według 
Tabeli 10.18. Dokładnie wymieszać i po 5 minutach zmierzyć 
absorbancję przy długości fali A=550 nm w kuwetach o gru
bości warstwy 1 cm, stosując jako roztwór odniesienia (próbę 
ślepą) wzorzec numer 1 .  Pomiar absorbancji powtórzyć trzy 
razy. Sporządzić krzywą wzorcową zależności absorbancji od 
stężenia ditlenku azotu (mg). 

Tabela 10.18. Skład roztworów wzorcowych N02 

Objętość roztworu (cm3) 

N r  wzorca ch lorowodorku 
pochła niającego N-l- (naftylo)-

0,8 

Zawartość NOz 
(Ilg) 
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b) oznaczanie tlenków azotu w próbie badanej: 

gdzie: 

Do pierwszej płuczki zestawu wlać pipetą 10 cm3 roztworu utle
niającego, do drugiej 10 cm3 roztworu pochłaniającego. Powie
trze przepuszczać przez zestaw w ciągu 30 minut z prędkością 
10 dm3/godz. Zmierzyć objętość roztworu w drugiej płuczce 
po przepuszczeniu powietrza. Pobrać 5 cm3 tego płynu, dodać 
3 cm3 roztworu chlorowodorku N-(l-naftylo)-etylenodiaminy, 
wymieszać i zmierzyć absorbancję na spektrofotometrze przy 
długości fali A=550 nm, stosując jako odnośnik próbę nr 1. 
Zawartość ditlenku azotu (m) odczytać z krzywej wzorcowej. 
Stężenie sumy tlenków azotu (c) (mg/m3), przeliczone na pię
ciotlenek diazotu (N20S)' obliczyć według wzoru: 

1,17 - współczynnik przeliczeniowy ditlenku azotu na pięciotlenek diazotu; 
Vr - objętość roztworu pochłaniającego w płuczce zmierzona po przepusz-

czeniu powietrza (cm3); 
m - masa ditlenku azotu odczytana z krzywej wzorcowej (flg); 
Vp - objętość powietrza przepuszczonego przez płuczkę w dm3; 
Va - objętość roztworu pobranego do analizy w cm3• 

Uzyskane wyniki zawartości tlenków azotu w badanym powietrzu 
porównać z dopuszczalnymi stężeniami zanieczyszczeń powietrza (Ta
bela 10.17). 

1 0.4.3. Oznaczanie zan ieczyszczeń pyłowych i zawartości wybranych 
metal i w pyle 

Obok substancji chemicznych, emitowanych w postaci par i gazów, 
ważnym zanieczyszczeniem powietrza są różnego rodzaju dymy, pyły, 
kurz, metale i inne związki w postaci stałej . Pyłami przyjęto nazywać 
układ koloidalny, w którym fazą rozpraszającą jest gaz, a fazą rozpro
szoną - ciało stałe. Pyły występujące na Ziemi mogą być pochodzenia: 

1. naturalnego (wietrzenie i erozja skał, działalność wulkaniczna, 
burze piaskowe, dyspersja wody morskiej, pożary lasów i stepów); 
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2. antropogennego, związanego z działalnością człowieka (zanie
czyszczenia motoryzacyjne, przemysłowe: górnictwo, ciepłow
nictwo, cementownie, nawozy sztuczne). 

Emisja pyłów do środowiska powoduje redukcję promieniowania sło
necznego i ogranicza widzialność. Pyły mogą wpływać katalitycznie na 
reakcje zachodzące w atmosferze, np. biorą udział w powstaniu smogu 
fotochemicznego i kwaśnych opadów. Osiadają na roślinach, uszkadza
jąc je, a wdychane przez ludzi mogą zalegać w układzie oddechowym, 
przyczyniając się do poważnych schorzeń (podrażnienia mechaniczne 
górnych dróg oddechowych, choroby chroniczne płuc, infekcje, stany 
zapalne). Pył zawieszony w rejonach uprzemysłowionych zawiera 
znaczne ilości metali ciężkich (kadm, ołów, rtęć, beryl), które są tok
syczne już w stosunkowo małym stężeniu. Ponadto cząstki pyłu bardzo 
łatwo absorbują na swojej powierzchni S02' który w obecności wilgoci 
tworzy kwas siarkowy (VI) . Jeśli w tej postaci dostaną się do układu 
oddechowego, warstwa H2SO 4 ulega rozpuszczeniu przez płyn płucny, 
powodując poważne uszkodzenia tkanek układu oddechowego. 

W zależności od działania biologicznego pyły można podzielić na: 
- pyły o działaniu zwłókniającym (pylicowym): pyły pochodze

nia mineralnego - pyły zawierające pochodne krzemu (azbest) po 
wniknięciu do układu oddechowego powodują rozrost w płucach 
tkanki łącznej; 

- pyły o działaniu alergizującym: pyły pochodzenia organiczne
go - pył bawełny, lnu, konopi, tytoniu, herbaty, zboża, jedwabiu, 
sierści zwierzęcej, po wniknięciu do układu oddechowego może 
powodować uczulenia; 

- pyły o działaniu drażniącym: nierozpuszczalne ciała stałe - ko
rund, szkło, węgiel kamienny, rudy żelaza mogą powodować nie
żyty dróg oddechowych; 

- pyły o działaniu toksycznym: związki chemiczne rozpuszczalne 
w płynach ustrojowych - np. związki fluoru, ołowiu, chromu; 

- pyły radioaktywne i aerozole pyłowe: zawierają pierwiastki 
promieniotwórcze. 

Szkodliwe działanie pyłów zależy od ich rodzaju (jak wyżej), wielko
ści ziarna, stężenia i czasu narażenia. W pęcherzykach płucnych głów
nie odkładają się ziarna o wielkości 1-5 11m. Stopień zapylenia określa 
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się jako ilość mg pyłu w m3 lub jako liczbę cząstek pyłu w 1 cm3 powie
trza (powierzchnia właściwa pyłu). 

Wykonanie oznaczenia zawartości metali ciężkich w pyle można 
dokonać za pomocą metody absorpcyjnej spektrometrii atomowej 
(AAS, ang. atomie absorption speetrometry). Podstawy teoretyczne me
tody AAS oraz zasady pomiaru zostały opisane w rozdziale 7.13. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1. stężony HN03; 
2. 0,14 M roztwór HN03; 
3. roztwory wzorcowe metali o stężeniu 1 mg/cm3; 
4. zestaw do pobierania próbek powietrza, spektrometr AAS, eksykator, szalki 

Petriego, zlewki, łaźnia wodna, kolbki miarowe, pipety. 

Założyć zważony dokładnie sączek i zestawić aparaturę do po
bierania próbek powietrza. Odczytać stan licznika. Włączyć pompę 
i ustalić przepływ powietrza na 60 dm3/godz. Po pobraniu próbki (po 
24 godzinach ekspozycji) pompę wyłączyć i odczytać stan licznika. 
Obliczyć stężenie pyłu zawieszonego w mg/m3 powietrza. Następnie 
sączek umieścić w zlewce o pojemności 150 cm3 i dodać 7,5 cm3 stężo
nego HN03• Ogrzewać delikatnie w łaźni wodnej do rozłożenia sączka 
i odparować prawie do sucha. Ponownie dodać 2,5 cm3 porcję stężonego 
HN03 i znowu odparować prawie do sucha. Pozostałość przenieść do 
kolbki 50 cm3, przemyć zlewkę 0,14 M roztworem HN03 i tym roztwo
rem uzupełnić kolbkę do kreski. Równolegle, przygotować analogicznie 
próbę kontrolną (sączek tej samej wielkości niewystawiony na działanie 
powietrza). 

Wykonać pomiar stężenia metali ciężkich w pyle zawieszonym usta
wiając w spektrometrze AAS odpowiednie długości fal dla metali (Ta
bela 7.5). Odczytać absorbancje dla roztworów wzorcowych metali. Na 
podstawie uzyskanych danych obliczyć zawartość metali w powietrzu. 
Wyniki podać w mg metalu/m3 i porównać z wartościami dopuszczal
nych stężeń zanieczyszczeń powietrza (Tabela 10.17). 
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1 1  

Toksykologia opiera się na standardowych testach toksyczności róż
nych substancji chemicznych. Testy te przeprowadza się na zwierzętach 
kręgowych i bezkręgowych oraz roślinach. Testy toksykologiczne są 
podstawowym narzędziem działu toksykologii zwanej toksykometrią, 
która zajmuje się ilościową oceną toksyczności substancji chemicznych 
na podstawie pomiarów toksyczności u różnych organizmów. Testy 
toksyczności służą do oceny zależności dawka-odpowiedź, obejmują 
badania toksyczności ostrej (wyznaczenie dawki letalnej lub stężenia 
letalnego w krótkotrwałym teście), toksyczności podostrej (powtarza
nie dawkowania codziennie w okresie 2, 3 i 4 tygodni), toksyczności 
pod przewlekłej (powtarzanie dawkowania codziennie w sposób prze
rywany lub ciągły do 3 miesięcy) czy toksyczności przewlekłej (powta
rzanie dawkowania codziennie w sposób przerywany lub ciągły przez 
co najmniej 9 miesięcy).  Ocenia się także działanie rakotwórcze, tera
togenne, drażniące, uczulające, neurotoksyczne oraz wpływ na wybra
ne parametry demograficzne. 

1 1 .1 .  Testy toksyczności na kręgowcach 

W badaniach na zwierzętach wyróżnia się trzy typy zatrucia: ostre, 
podostre i przewlekłe. Określenie stopnia zatrucia ostrego dotyczy 
określenia wartości LD50' Grupie zwierząt (5-10 samców i takiej samej 
liczbie samic) podaje się badany związe�< chemiczny w 3-6 różnych daw
kach. Następnie tabelaryzuje się liczbę zwierząt, które padną w ciągu 
14 dni. Systematycznie odnotowywane są następujące parametry: masa 
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ciała zwierząt i zauważone zmiany w ich zachowaniu. Na zakończenie 
doświadczenia uśmierca się także zwierzęta, które przeżyły. Grupę ba
daną wraz ze zwierzętami kontrolnymi bada się pod względem zmian 
patologicznych. 

Badania zatrucia podostrego obejmują codzienne podawanie testo
wanego związku w trzech różnych dawkach: maksymalnie tolerowa
nej dawce (MTD), naj niższego obserwowalnego efektu szkodliwego 
(LOAEL) oraz nieobserwowalnego efektu szkodliwego (NOAEL). 
Testowany związek jest podawany na dwa sposoby, z których jeden 
jest taki sam, na jaki może być narażony człowiek. Badaną substan
cję można wprowadzić drogą oddechową, dożołądkowo, podskórnie, 
dożylnie lub otrzewnowo. Czas trwania testu wynosi do 90 dni. Sys
tematycznie odnotowywane są następujące parametry: śmiertelność 
badanych zwierząt, masa ciała i zmiany w zachowaniu. Analizę krwi 
przeprowadza się w połowie doświadczenia i przed jego zakończeniem. 
Na koniec doświadczenia uśmierca się wszystkie zwierzęta dla badań 
patologicznych. 

Badania prowadzi się na zdrowych i dojrzałych płciowo białych 
myszach, szczurach, świnkach morskich, kotach, psach i królikach. 
Kryterium wyboru zwierzęcia do badań jest metabolizm substancji 
toksycznej najbardziej podobny do jej metabolizmu u człowieka. Do
bierając zwierzęta do badań należy określić ich płeć, masę ciała i wiek, 
a także ustalić drogę wprowadzenia substancji do ustroju oraz czas 
trwania doświadczenia. Najczęstszym rodzajem zwierząt w testach 
toksyczności są białe szczury, samce i samice szczepu Wistar, w wieku 
2-4 miesięcy i masie ciała 150-300 g, przy czym różnica masy ciała nie 
może przekraczać ± 15%. 

W celu wstępnego określenia dawki śmiertelnej wykorzystuje się 
metodę Deichmana i LeBlanca. Według niej pierwszym testowanym 
zwierzętom podaje się 100% dawki substancji, zaś każdemu następne
mu zwierzęciu dawkę o 50% mniejszą lub większą w zależności od tego 
czy pierwsze zwierzę padło, czy przeżyło. Najniższą dawkę, przy której 
stwierdzono padnięcie zwierzęcia przyjmuje się jako wstępnie okre
śloną dawl<ę śmiertelną. 

W celu oznaczenia dawki LDso wykorzystuje się szereg metod, które 
pozwalają z dostateczną precyzją ocenić tę dawkę stosując odpowied-
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nie, statystyczne wyliczenia, nawet gdy liczba zwierząt nie przekracza 
10 sztuk. Znane są metody Karbera, Behrensa, Thompsona, Trevena 
czy Kadłubowskiego. LDso jest dawką wywołującą śmierć 50% zwierząt 
wziętych do doświadczenia. Najczęściej stosowaną metodą obliczania 
LDso jest graficzna metoda Litchfielda i Wilcoxona. Metoda ta została 
z pewnymi modyfikacjami zaadaptowana przez Organizację Współ
pracy G ospodarczej i Rozwoju (OECD) jako test 40! - toksyczność 
ostra (podanie drogą pokarmową) . Wymaga stosowania co najmniej 
10 gryzoni (5 samic i 5 samców) dla każdego poziomu dawkowania. 
Przyjmując jako minimum trzy poziomy dawkowania test ten wymaga 
użycia przynajmniej 30 zwierząt oraz IQ zwierząt w grupie kontrolnej . " 
Z kolei Diechmann i LeBlanc opisali metodę, w której używa się około 
6 zwierząt dla wykonania całego doświadczenia, jakkolwiek uzyskany 
wynik określany był jako tzw. przybliżona dawka śmiertelna. Wytycz
ne OECD dotyczące metod badawczych są okresowo uaktualniane 
w wyniku postępu naukowego i praktycznych potrzeb. Konwencjonalny 
test ostrej toksyczności doustnej (test 401) jest mocno krytykowany za: 
1) dość znaczną liczbę zwierząt używanych do badań (minimum łącznie 
40) oraz 2) fakt, że w celu określenia klasy toksyczności substancji nie 
ma potrzeby wyznaczania dokładnej wartości LDso. Spowodowało to, 
że opracowano trzy alternatywne testy ostrej toksyczności po podaniu 
drogą pokarmową. Klasyczny test 401 został usunięty z wytycznych 
OECD. W ostatnich latach wprowadzono modyfikacje procedur ozna
czania toksyczności ostrej, zmierzające do zmniejszenia liczby zwierząt 
oraz ograniczenia ich cierpień. W tym celu OECD zarekomendowała 
stosowanie następujących testów alternatywnych: 

- test 420: toksyczność ostra (podanie drogą pokarmową) - proce
dura stałej dawki (FDP - Fixed Dose Procedure), 

- test 423: toksyczność ostra (podanie drogą pokarmową) - pro
cedura klas ostrej toksyczności (ACT - Acute Toxic Class Me
thod), 

- test 425: toksyczność ostra (podanie drogą pokarmową) - proce
dura większej - mniejszej dawki (Up-down-Up Procedure), 

które powinny spełniać następujące warunki: 
- zaspokajać wymogi prawne dotyczące rejestracji substancji che

micznych w obszarze krajów członkowskich OECD, 
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- umożliwiać wyznaczenie krzywej zależności dawka/śmiertelność, 
- ile to jest możliwe, pozwolić na określenie przedziałów ufności, co 

uwiarygodnia klasyfikację ostrej toksyczności w zakresie dawek 
od 5 mg/kg do 5000 mg/kg masy ciała (szczura), 

- badania powinny być wykonane z zastosowaniem jednej płci da
nego gatunku, mniejszej liczby zwierząt oraz w sposób minimali
zujący ból i cierpienie, 

- testy powinny umożliwić określenie toksyczności substancji 
zgodnie z klasyfikacją Systemu Globalnej Harmonizacji dla sub
stancji chemicznych o ostrym działaniu toksycznym. System ten 
klasyfikuje substancje chemiczne według następujących kryte
riów klas i zakresu dawek: klasa (1) > 0-5 mg/kg, (2) > 5-50 mg/kg, 
(3) >50-300 mg/kg, (4) >300-2000 mg/kg, (5) >2000-5000 mg/kg. 

1 1 .1 .1 .  Test 420: toksyczność ostra (podanie drogą pokarmową) 
- procedura stałej dawki 

Badanie toksyczności ostrej drogą pokarmową dostarcza informa
cji na temat szkodliwych efektów, które mogą się ujawnić w krótkim 
okresie po spożyciu pojedynczej dawki substancji chemicznej .  Badanie 
metodą stałej dawki przeprowadza się w dwóch etapach. 

1 .  W badaniu wstępnym bada się skutki różnych dawek (5, 50, 300, 
2000 mg/kg) podawanych kolejno pojedynczym zwierzętom 
jednej płci. Badanie wstępne dostarcza informacji o zależności 
objawów toksycznych od zastosowanej dawki, włączając w to 
oszacowanie minimalnej dawki śmiertelnej . W ustaleniu wiel
kości wstępnej dawki mogą pomóc dane odnośnie do struktury 
chemicznej substancji lub dane z badań in vitro. Jeżeli takie dane 
są niedostępne eksperyment rozpoczyna się od podania dawki 
300 mg/kg. Na tym etapie badania używa się nie więcej niż pięć 
zwierząt. 

2. W badaniu głównym substancję podaje się drogą pokarmową 
w jednej ustalonej dawce w oparciu o badanie wstępne w dawce 
5, 50, 300 i 2000 mg/kg grupie 5 zwierząt jednej płci. W przy
padku wymogów legislacyjnych niektórych krajów, dodatkowo 
można zastosować dawkę 5000 mg/kg. Dawkę wyprowadzoną 
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z badania wstępnego dobiera się w ten sposób, by wywoływała 
objawy widocznej toksyczności, ale nie śmierć zwierzęcia. Po po
daniu substancji notuje się wyniki z obserwacji pojawiających się 
objawów. W przypadku, gdy wybrana dawka wywołuje wyraźne 
objawy toksyczne, ale nie śmierć zwierząt, nie zachodzi potrzeba 
dalszych badań. Jeżeli nie obserwuje się wyraźnych objawów tok
sycznych przy danym poziomie dawkowania, należy przejść do 
badań z użyciem wyższej dawki badanej substancji. W przypadku 
śmierci zwierząt, lub kiedy wybitne objawy toksyczne zmuszają 
do uśmiercenia zwierząt ze względów humanitarnych, substancję 
należy badać w kolejnej, niższej dawce. 

Ogólne zasady postępowania oraz interpretacji wyników przedsta
wia Tabela 11.1 . 

1 1 .1 .2. Test 423 : toksyczność ostra (podanie d rogą pokarmową) 
- procedura klas ostrej toksyczności 

Metoda klas toksyczności ostrej polega na podaniu substancji 
chemicznej w jednej z czterech ustalonych dawek odpowiednio od
dzielonych, by w oparciu o wyniki badania umożliwić zaszeregowanie 
związku w różnych, powszechnie stosowanych systemach klasyfikacyj
nych. Metoda ta wykorzystuje określone dawki początkowe (5, 50 ,  300, 
2000 mg/kg) i nie pozwala na dokładne wyliczenie LDso, lecz pozwa
la na określenie zakresu dawek, po podaniu których spodziewana jest 
śmiertelność, ponieważ padnięcia części zwierząt są jednak głównym 
parametrem końcowym w tym badaniu. 

Grupie trzech zwierząt doświadczalnych podaje się dożołądkowo 
testowaną substancję w jednej z ustalonych dawek. Dawką wyjściową 
powinna być ta, która prawdopodobnie wywoła śmiertelność przynaj 
mniej jednego z trzech zwierząt. Przy wyborze dawki wyjściowej można 
wykorzystać następujące informacje: 

- dane o właściwościach fizykochemicznych, 
- zależność aktywności od struktury, 
- wszystkie wyniki badań z innych badań toksyczności, 
- przewidywane zastosowanie badanej substancji. 
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Tabela 11.1. Klasy toksyczności według Systemu Globalnej Harmonizacji 

Dawka 

50 mg/kg 

Wyniki 

padły 1-2 szczu ry 

I nterpretacja 

su bstancja  może być toksyczna  
l ub  bardzo toksyczna;  podać  
dawkę 5 mg/kg, gdy jeszcze j ej 
n i e  badano  

Klasa 
toksycz

ności 

100% przeżycia,  l ecz  wi- su bsta ncja  może być szkod l iwa 3 
doczna toksyczność 
100% przeżycia ,  brak podać  dawkę 300 (500)  mg/kg, 3 

2000 mg/kg padły 1-2 szczu ry podać  dawkę 300 mg/kg, gdy 
jeszcze j ej nie badano  

100% przeżycia,  l ecz  wi
doczna toksyczność 
100% przeżyc ia ,  brak 
widocznej toksycznośc i  

su bstan cja n i e  stwa rza ryzyka 
ostrego zatruc ia  
su bstancja  n i e  stwarza ryzyka 
ostrego zatru c ia  l u b  n iek l asyfi
kowana 

5 

5 

Nieobecność lub obecność zależnej od substancji śmiertelności 
zwierząt narażonych na jednym etapie warunkuje wykonanie następ
nego etapu badania, tzn. :  

nie ma potrzeby dalszego badania, 
następny etap należy przeprowadzić z tą samą dawką, lecz na 
zwierzętach innej płci, 
następny etap należy przeprowadzić na kolejnym wyższym lub 
niższym poziomie dawkowania. 
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Przykładowo, gdy po podaniu dawki 300 mg/kg padną 2 z 3 zwie
rząt, testowaną substancję należy podać w dawce mniejszej (50 mg/kg). 
W przypadku l lub O zgonów ponownie podaje się substancję w takiej 
samej ilości/dawce (300 mg/kg) . Jeżeli ponownie stwierdzono O lub 
l padnięcie, substancję podaje się w kolejnej większej dawce (w tym 
przypadku 2000 mg/kg). Natomiast procedura klas toksyczności prze
widuje rozpoczęcie badania od dawki 2000 mg/kg (test graniczny). Je
żeli padną 2-3 zwierzęta podaje się substancję w mniejszych dawkach 
(300 lub 50 mg/kg). Natomiast w przypadku braku lub jednego pad
nięcia ponownie podaje się dawkę 2000 mg/kg. Po stwierdzeniu 2 lub 
3 zgonów substancję testuje się w dawce mniejszej - 300 mg/kg. Nato
miast brak lub l zgon zezwala na zaklasyfikowanie substancji do klasy 
5 (klasyfikacja według Systemu Globalnej Harmonizacji, Tabela 11.1). 

1 1 .1 .3 .  Test 425 : toksyczność ostra (podanie drogą pokarmową) 

- procedura większej - mniejszej dawki 

Badanie toksyczności ostrej metodą większej-mniejszej dawki umoż
liwia określenie medialnej dawki śmiertelnej LDso, a w związku z tym 
dostarcza odpowiednich danych dla klasyfikacji substancji chemicznych. 
Po raz pierwszy zasada testu została opisana przez Dixona, a następ
nie Bruce opisał procedurę i opracował naukowe podstawy określania 
ostrej toksyczności tą metodą. Procedura większej-mniejszej dawki 
polega na podawaniu pojedynczemu zwierzęciu jednej dawki poniżej 
oczekiwanej wartości LDso. W oparciu o uzyskane efekty po podaniu 
pierwszej dawki, następnemu zwierzęciu podaje się dawkę powiększoną 
lub pomniejszoną o pewien stały współczynnik Następnie kontynuuje 
się to sekwencyjne postępowanie do osiągnięcia takiej dawki, kiedy jej 
zwiększenie powoduje zgon, a obniżenie, przeżycie zwierzęcia. Proce
dura przeprowadzana jest w dwóch etapach. 

Pierwszym etapem jest test graniczny, który polega na podaniu jed
nemu zwierzęciu dawki 2000 mg/kg. W przypadku padnięcia realizuje 
się test główny. Jeżeli zwierzę przeżyje testowaną substancję w dawce 
2000 mg/kg podaje się ją grupie czterech zwierząt. Jeżeli 2 z 5 zwie
rząt padną to wartość LDso jest większa od 2000 mg/kg. W przypadku 
gdy padną 3 z 5 zwierząt wartość LDso jest mniejsza od 2000 mg/kg 
i niezbędne jest wykonanie testu głównego. Test graniczny przewiduje 
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również rozpoczęcie badania od dawki 5000 mg/kg, brak lub 1-2 zgony 
zwierzęcia pozwalają na stwierdzenie, że LDso jest większe od 5000 
mg/kg. Z kolei padnięcie 3 zwierząt wskazuje, że LDso jest mniejsze od 
5000 mg/kg i wskazuje na konieczność dalszych badań - podanie naj 
wyższych dawek granicznych 2000 mg/kg lub 300 mg/kg. 

Test główny polega na sekwencyjnym podawaniu kolejnych dawek 
w odstępie 48 godzin. Dawkę początkową ustala się w oparciu o dane 
wynikające z właściwości fizykochemicznych, zależności aktywności 
od struktury lub o dane z innych badań toksyczności. Jeżeli dane te są 
niedostępne, test rozpoczyna się od podania dawki 1,75 mg/kg lub 17,5 
mg/kg zwiększanej o stały współczynnik, zalecany 3,2 (wartość 0,5 na 
skali logarytmicznej). Stosując zalecany współczynnik uzyskuje się ciąg 
dawek: 1,75; 3,5; 17,5; 55; 175; 550; 2000 mg/kg. Jeżeli wymagają tego 
określone przepisy danego kraju ciąg dawek należy poszerzyć o dawkę 
5000 mg/kg. Podawanie substancji kontynuuje się do osiągnięcia takiej 
dawki, gdy spełnione jest jedno z następujących kryteriów: 

- 3 zwierzęta przeżyły po podaniu sekwencji 3 największych 
dawek, 

- 5 przypadków zgonu lub przeżycia w grupie 6 testowanych zwie
rząt, 

- zgon lub przeżycie występuje co najmniej u 4 zwierząt i wyzna
czony współczynnik prawdopodobieństwa przewyższa wartość 
krytyczną· 

Wartość LDso obliczana jest za pomocą metody szacowania mak
symalnego prawdopodobieństwa (arkusz kalkulacyjny umożliwiający 
obliczenie wartości LDso wraz z całą procedurą TG 425 jest dostępny 
na stronie internetowej OECD http://www.oecd.org/ehs). 

Przedstawione testy alternatywne toksyczności ostrej zostały opra
cowane z jednej strony w celu istotnej poprawy dobrostanu zwierząt, 
a z drugiej dostarczają danych umożliwiających określenie klasy tok
syczności (Tabela 11.2-3) i oszacowanie ryzyka dla zdrowia ludzi i śro
dowiska. Przy ich realizacji należy mieć świadomość zalet i wad oraz 
ograniczeń w interpretacji wyników. 
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Tabela 11.2. Klasyfikacja toksyczności trucizn według Hodge'a i Sternera 
(USA) 

Wartości 
toksyczne 

Klasa toksyczności LDso jednorazowo doustnie 
u szczurów 

6 stos u nkowo n ietoksyczna > 15 g/kg 

Tabela 11.3. Klasyfikacja toksyczności trucizn po podaniu dożołądkowym 
stosowana w krajach Unii Euriopejskiej (dyrektywa Rady 92/32/EWG z 30 
kwietnia 1992 r.) 

Klasa toksyczności Zakres LDso (mg/kg m.c . )  
��--��----����-C�--� 

Toksyczna 25 -200 
iwa 

N iesk lasyfi kowano  > 2000 

Zalety testów alternatywnych: 
- testy uwzględniają dążenie do poprawy dobrostanu zwierząt i za

sady 3R, 
testy umożliwiają zaklasyfikowanie badanej substancji do odpo
wiedniej klasy toksyczności zgodnie w wymogami Systemu Glo
balnej Harmonizacji, 
testy wykonywane są na mniejszej liczbie zwierząt w porównaniu 
do klasycznego testu ostrej toksyczności (test 401), 
założenia testów dopuszczają badania tylko na jednej płci zwie
rząt (jako bardziej wrażliwe uznano samice), co zmniejsza liczbę 
zwierząt w eksperymencie o 50%, 
celem testu 420 jest uzyskanie wyraźnych efektów toksycznych, 
a nie śmierć zwierząt, 

- test 425 umożliwia wyznaczenie krzywej zależności dawka-efekt, 
a więc oszacowanie medialnej dawki śmiertelnej (LDso) wraz 
z przedziałem ufności. 
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Wady testów alternatywnych: 
- testy 420 i 423 nie dają możliwości wyznaczenia zależności daw

ka-efekt i określenia LDso, 
- dopuszczenie wykonania badań tylko na zwierzętach jednej płci 

może prowadzić do błędnej klasyfikacji testowanej substancji, 
- testu 425 nie można stosować dla substancji wykazujących opóź

nione działanie toksyczne. 

Zasada 3R, która ma na celu ograniczenie cierpień zwierząt stano
wiących nieodłączną część wielu badań, zakłada: 

I. REDUCTION - zmniejszenie liczby używanych do doświad
czeń zwierząt tak, by przynosiły pożądane efekty przy użyciu 
jak najmniejszej liczby zwierząt (metody statystyczne, rachunek 
prawdopodobieństwa). 

II. REPLACEMENT - zastąpienie metody alternatywnej (ho
dowle komórek i tkanek in vitro, modelowanie zjawisk biologicz
nych). 

III. REFINEMENT - doskonalenie metod doświadczalnych (hu
manitarne zakończenie badań - przerwanie doświadczeń 
z chwilą uzyskania odpowiednich danych). 

Aby metoda alternatywna, opracowana przez akademickich i prze
mysłowych naukowców, została wprowadzona jako swoisty zamiennik 
badania na zwierzęciu, musi przejść skomplikowany proces walidacji 
oraz rejestracji, prowadzony przez Europejskie Centrum Walidacji 
Metod Alternatywnych (ECVAM). Proces walidacji potwierdza istot
ność naukową metody alternatywnej pod kątem klasyfikacji i oznako
wania, zatwierdzenia produktu lub badania bezpieczeństwa. 

W trakcie walidacji określane są: 

- wiarygodność i przydatność poszczególnych badań, 
- przystępność metody lub procesu badawczego, 
- niezawodność metody zdefiniowana jako zakres powtarzalności 

wyników w czasie badań w ramach jednego laboratorium i po
między laboratoriami, gdy wykonywane są przy użyciu tego sa
mego standardowego protokołu, 
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- trafność metody badania, która opisuje zależność między bada
niem a jego wynikami u gatunków docelowych oraz czy metoda 
badania jest znacząca i przydatna do określonego celu, wraz ze 
zidentyfikowanymi ograniczeniami. 

Przewidywalność i niezawodność testu toksyczności określają: 
- czułość, czyli procent pozytywnych (toksycznych) chemikaliów 

prawidłowo zidentyfikowanych, 
- specyficzność, czyli procent substancji chemicznych negatyw

nych (nietoksycznych) prawidłowo rozpoznawanych, 
- przewidywalność, czyli procent prognozy dla poszczególnych 

klasyfikacji, które były prawidłowe, 
- dokładność, czyli ogólny odsetek poprawnych klasyfikacji. 

Inne parametry oceniane przez biostatystyków podczas walidacji: 
- powtarzalność wyników pomiędzy laboratoriami, czyli zgodność 

klasyfikacji między laboratoriami, 
- powtarzalność w laboratoriach, czyli zgodność klasyfikacji mię

dzy trzema i większą ilością niezależnych działań w jednym labo
ratorium, 

- prawdopodobieństwo poprawności klasyfikacji. 

Do zastąpienia zwierząt w eksperymentach toksykologicznych mogą 
być stosowane następujące systemy: 

- metody in vitro: hodowle komórkowe, zrekonstruowane tkanki, 
systemy "co-cultur" 

- ex vivo: wyizolowane zwierzęce tkanki i organy, 
- in silico: symulacje komputerowe i modele matematyczne, np. 

QSAR (ang. quantitative structure-activity relationship, zależ
ności między aktywnością a strukturą związku). 

Przedstawione poniżej obliczanie LDso metodami Thompsona (roz
dział 11.1.4.) czy Karbera (rozdział 11.1.5) nie jest już stosowane, ale sta
nowiły podstawę dla wyżej wymienionych testów toksykologicznych. 
Zatem należy je traktować bardziej jako ciekawostkę· 
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1 1 . 1 .4.  Oznaczenie LDso metodą Thompsona 

W metodzie Thompsona używa się 4 grupy zwierząt (po 6 sztuk 
w każdej grupie) stosując 4 poziomy dawkowania. Zwierzętom z każ
dej grupy podaje się badaną substancję, każdorazowo zwiększając 
dawkę o współczynnik postępu geometrycznego ustalony na podsta
wie doświadczenia wstępnego. Na 16 godzin przed podaniem badanej 
substancji wstrzymuje się podawanie pokarmu, jedynie podając bez 
ograniczeń wodę. W pierwszym okresie występowania objawów zatru
cia, po wprowadzeniu substancji do ustroju, należy dokonywać obser
wacji i odnotowywać padnięcia w 2-godzinnych odstępach, później co 
24 godziny przez okres 14 dni. 

Średnią dawkę śmiertelną A-LDso oblicza się według wzoru Weila: 

log m s: log Da + d · (f + 1) , 

gdzie: 
m - wartość A-LDso; 
Da - naj niższa stosowana dawka; 
d - logarytm iloczynu kolejnych dawek (współczynnika postępu geometrycz

nego); 
f - wartość tabelaryczna odczytana z tablic Weila. 

1 1 . 1 .5 .  Oznaczen ie LDso metodą Karbera 

Obliczanie LDso metodą Karbera przeprowadza się stosując wiele 
dawek, wśród których powinna być dawka powodująca śmierć wszyst
kich zwierząt oraz dawka niedziałająca. Metoda pozwala na otrzymanie 
dostatecznie dokładnego wyniku przy silnym rozproszeniu poszcze
gólnych wartości. Dawkę LDso metodą Karbera oblicza się według na
stępującego wzoru: 

gdzie: 

LD = D _ Iz·d 50 n '  

D - dawka, przy której padły wszystkie zwierzęta; 
z - połowa sumy zwierząt padłych po 2 po sobie następujących dawkach; 
d - różnica wartości liczbowych 2 kolejnych dawek; 
n - całkowita liczba zwierząt w grupie. 
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Przykładowe obliczenie przedstawia Tabela 11.4. 

Tabela 11.4. Sposób obliczania LD50 metodą Karbera (w każdej grupie było 
6 zwierząt)" 

Dawka Liczba zwierząt 

11  33 

S u m a :  174, 5 

a LDso = 133 - (174,5 : 5) = 104 mg/kg m . c . 

Na podstawie przedstawionych powyżej informacji oznaczyć wstęp
nie określoną dawkę śmiertelną oraz LDso badanej substancji jedną 
z wybranych metod oraz określić wartości toksyczne badanej substan
cji (Tabela 11.2-3). Uzyskane obserwacje i wyniki doświadczenia przed
stawić w Tabelach 11.5 i 11.6. 

Tabela 11.5. Zależność między śmiertelnością zwierząt a wielkością dawki 

Dawka 
(g/kg) 

Liczba zwierząt I Od k . t I Czas od podania do 
� ___ �-,---____ � sete zWierzą . I 

dł 
h uzyskan ia  efektu 

w grupie padłych I pa yc śmiertelnego i . I 
Tabela 11.6. Toksyczność ostra A-LDso 

Dawka A-LDso Gran ice 9S% Stopień i k lasa 
(g/kg) przedziału ufności toksyczności 

r---------�------------�----------� 
�I ___________ � . _______________ � ______________ � 
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1 1 .2.  Testy toksyczności na organ izmach wodnych 

Podstawowe zasady testowania toksyczności substancji chemicz
nych na organizmach wodnych są podobne do wyżej opisanych testów 
dla kręgowców. Różnica polega jedynie na drodze wnikania toksyn, 
które u organizmów wodnych dostają się bezpośrednio z wody lub 
z pokarmem. Testy toksyczności wykonywane na zwierzętach i rośli
nach wodnych dotyczą bezpośredniego przenikania substancji che
micznych z wody. Związki toksyczne mogą występować w roztworze, 
zawiesinie lub obu formach. Aby określić medianę stężenia letalnego, 
organizmy eksponuje się na różne stężenia toksyn w wodzie. Dużą trud
ność w testowaniu toksyn na organizmach wodnych sprawia utrzyma
nie stałego stężenia substancji chemicznej w wodzie. Straty substancji 
z wody powoduje absorpcja i metabolizm przez organizm testowy oraz 
ulatnianie się, degradacja i adsorpcja z wody. W związku z tym testy 
można przeprowadzać w następujących układach: 

1 .  statycznym - gdy szybkość zmniejszania się stężenia jest mała 
(brak wymiany wody w czasie trwania eksperymentu); 

2. semistatycznym - woda wymieniana jest regularnie, zazwyczaj 
co 24 godziny. 

Toksyczny wpływ danej substancji zależy od stężenia w miejscu 
działania, który wiąże się ze stężeniem substancji w wodzie i czasem 
ekspozycji organizmu. Ze wzrostem czasu ekspozycji wartość LDso 
maleje, aż osiąga progowe stężenie letalne. Przedłużanie ekspozycji or
ganizmu na działanie toksyny nie powoduje już wtedy żadnych zmian 
w śmiertelności. Zatem można założyć, że układ jest w stanie równo
wagi. W celu wstępnego określenia dawki śmiertelnej wykorzystuje się 
metodę Deichmana i LeBlanca, której zasada została przedstawiona 
w powyższym podrozdziale. Zasadniczym problemem jest określenie 
czasu działania testowanej substancji na organizm wodny. Typową 
miarą toksyczności jest 48-godzinny LDso dla Daphnia i 96-godzinny 
LDso dla ryb w układach statycznych. 
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1 1 .2.1 . Test toksyczności na rozwiel itkach 

w teście wykorzystuje się świeżo przeobrażone rozwielitki Daphnia 
magna, jednak nie starsze niż 24-godzinne. Osobniki umieszcza się 
pojedynczo w 100 cm3 zlewce z 60-80 cm3 roztworu. Zazwyczaj wyko
nuje się 10 powtórzeń dla 5 testowanych stężeń, w tym kontroli. Test 
odbywa się w temperaturze 20 oC, przy 16-godzinnym czasie naświe
tlania i 8-godzinym okresie ciemności. W trakcie hodowli rozwielitki 
karmi się glonami z rodzaju Chlorella bądź Scenedesmus. Co 2-3 dni 
liczy się, ile osobników przeżyło i ile urodziło się młodych. Następ
nie dorosłe osobniki przenosi się do świeżego roztworu testowanego, 
a młode usuwa się. Pierwszy wylęg obserwuje się po 8-10 dniach, kolejne 
pojawiają się przeciętnie w 2-dniowych odstępach czasu. Test trwa 21 
dni, co stanowi pięć wylęgów rozwielitek. Dane dotyczące reprodukcji 
wykorzystuje się do obliczeń najniższego stężenia wywołującego efekt 
szkodliwy (LOEC) oraz największego stężenia niepowodującego dają
cy się obserwować efekt szkodliwy (NOEC). Dodatkowo porównuje się 
liczbę nowo urodzonych w przeliczeniu na samicę, która przeżyła trak
towanie toksyną, z potencjałem rozrodczym rozwielitek kontrolnych. 

WYKONANIE ĆWICZENIA: 
Po 48 godzinach trwania hodowli rozwielitek traktowanych 
różnymi ksenobiotykami (np. pestycydami, metalami ciężki
mi, truciznami organicznymi, detergentami) policzyć ile osob
ników padło, a ile przeżyło w każdej grupie. Obliczyć wartości 
z (połowa sumy zwierząt padłych po dwóch po sobie następu
jących dawkach), d (różnica wartości liczbowych 2 kolejnych 
dawek) oraz z·d. Uzyskane dane wpisz do Tabeli 11.7. 

Tabela 1 1.7. Sposób obliczania LD50 metodą Karbera 

Dawka 
(mg/kg m.c . )  

L iczba zwierząt w grupie 

całkowita padłych 
z 

! 
I d z · d I 

S u m a  I 
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gdzie: 
z - połowa sumy zwierząt padłych po 2 po sobie następujących dawkach; 
d - różnica wartości liczbowych 2 kolejnych dawek. 

Dane z kolumny z·d zsumuj. Następnie oblicz LDso dla każdej truci
zny według poniższego wzoru: 

gdzie: 

LD - D _ Lz·d 50 - n '  

D - dawka, przy której padły wszystkie zwierzęta; 
z - połowa sumy zwierząt padłych po 2 po sobie następujących dawkach; 
d - różnica wartości liczbowych 2 kolejnych dawek; 
n - całkowita liczba zwierząt w grupie. 

Na podstawie obliczonej dawki LDso dla wybranych substancji che
micznych określ, która z nich jest najbardziej toksyczna. 

1 1 .2.2. Test toksyczności na glonach 

Jednokomórkowe glony są często wykorzystywane w ocenie i moni
toringu środowiska wodnego. Gatunki glonów stosowane w biotestach 
to: Chlorella sp., Chlorella vulgaris, Cyclotella eryptiea, Dunaliella 
tertioleeta, Navieula pellieulosa, Phaeodaetylum trieornutum, Seene
desmus aeutus, Poteriooehromonas malhamensis, Raphidoeelis subea
pitata, Skeletonema eostatum. Główne powody, dla których testy na 
glonach stają się popularne to: 

1. glony są na najniższym poziomie piramidy pokarmowej (przeka
zują energią i zanieczyszczenia wyższym organizmom); 

2. testy są proste, szybkie i niedrogie; 
3. technika jest zminiaturyzowana, co pozwala na liczne powtórze

nia; 
4. test jest bardziej czuły i wykazuje większą stabilność niż na orga

nizmach wyższych; 
5. testy mogą być wykorzystywane do monitoringu różnych wód 

(np. wód ściekowych, wody porowej osadów) oraz osadów; 
6. test może być przeprowadzony jako test chroniczny, gdyż można 

badać oddziaływanie na wiele pokoleń; 
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7. test opiera się na pomiarze inhibicji wzrostu glonów (zliczanie 
komórek, asymilacja 14C, fluorescencja); 

8. standaryzacja jest daleko posunięta (UE; USA; Kanada). 
Glony są stosowane w testach Algaltoxkit, które opierają się na po

miarze zaniku wzrostu glonów OECD i normie ISO Water Quality -
Freshwater Algal Growth Inhibition Test with Unicellular Green Algae. 
Zasada testu oparta jest na szybkim pomiarze gęstości optycznej glo
nów (pomiar spektrofotometrem), którą graficznie można przekształcić 
na liczbę glonów. Powyższy test nie gwarantuje wykrycia wszystkich 
biologicznych skutków skażenia wód. Należy go traktować jako pierw
szy i szybki wskaźnik zagrożeń. Jeśli wskazuje na wysoki stopień tok
syczności, uzasadnione jest zastosowanie dużo dokładniejszych metod 
biologicznych w połączeniu z metodami chemicznymi, co pozwoli na 
pełniejszą ocenę ryzyka ekotoksykologicznego. 

1 1 .2.2 . 1 . Test toksyczności na Chlorella vulgaris 

W teście wykorzystuje się kultury glonu zielenicy Chlorella vulga
ris, które przed zasadniczym eksperymentem należy poddać synchro
nizacji faz rozwojowych. W tym celu kultury glonów należy przenieść 
na skosy agarowe i poddać działaniu światła ciągłego o niskim natęże
niu (2-3 Id x) i stałej temperatury (25 OC). Po okresie 7-10 dni glony z in
okulum przenieść do pożywki Knopa (Tabela 11.8) i poddać działaniu 
wysokiego natężenia światła (10 ldx) w ciągu 5 dni i niskiego (1 ldx) 
w ciągu kolejnych 2-3 dni. Ostatecznie kultury glonów poddać opty
malnym warunkom dla synchronizacji, tj . 3-4 cyklom 70-godzinnego 
naświetlania o natężeniu 10 klx i 24-godzinnego okresu ciemności. 
Następnie glony przenieść do kolby Erlenmayera o pojemności 250 
cm3 ze 100 cm3 roztworu. Zazwyczaj wykonuje się 10 powtórzeń dla 
5 testowanych stężeń, w tym kontroli. Test odbywa się w temperatu
rze 25 oC, przy 16-godzinnym czasie naświetlania i 8-godzinym cza
sie ciemności. Co 12-24 godzin lub krócej, w zależności od badanej 
substancji, oznacza się liczbę komórek Chlorella vulgaris. Zagęszcze
nie komórek można ocenić w pomiarach bezpośrednich (liczenie 
w komorze Biirkera pod mikroskopem). W tym celu należy wykonać 
następujące czynności: 
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1. przygotować mikroskop oraz komorę Biirkera do mikroskopowa
nia; 

2. pobrać, po uprzednim dokładnym wymieszaniu, 100 fil zawiesiny 
glonów; 

3. zawiesinę wpuścić pod szkiełko nakrywkowe komory Biirkera; 
4. przeliczyć ilość komórek glonów w 80 małych kwadratach; ozna

czenie należy powtórzyć, co najmniej 3-krotnie. Liczbę komórek 
glonów obliczyć według następującego wzoru: 

LK = a · v · 5 . 104 , 

gdzie: 
LK - liczba komórek; 
a - ilość komórek w 80 kwadratach; 
v - objętość zawiesiny w cm3• 

Jedną z metod pomiarów pośrednich jest metoda spektrofotome
trycznego pomiaru gęstości przy długości fali 680 nm lub wykorzysta
nie elektronicznego licznika cząstek. 

Dane dotyczące liczby komórek glonów wykorzystuje się do obli
czeń najniższego stężenia wywołującego efekt szkodliwy (LOEC) oraz 
największego stężenia niepowodującego dający się obserwować efekt 
szkodliwy (NOEC). Należy oznaczyć wstępnie określoną dawkę śmier
telną oraz obliczyć LDso badanej substancji metodą Karbera. Uzyskane 
obserwacje i wyniki doświadczenia przedstawić w Tabeli 11.9. 

Tabela 11.8. Skład pożywki Knopa (mg/cm3; pH=6,8) 
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Tabela 11.9. Zależność między śmiertelnością glonów a wielkością dawki 

, 
Dawka 

Liczba glonów 
Odsetek glonów 

i Czas od podania do 

I uzyskania efektu 
. 

(g/kg) w grupie padłych padłych l śmiertelnego , 
, i I ! 

Dawkę LDso metodą Kiirbera obliczyć według następującego wzoru 
(patrz Tabela 11.5) : 

gdzie: 

LD = D _ Lz·d 50 n '  

D - dawka, przy której giną wszystkie glony; 
z - połowa sumy glonów padłych po 2 kolejnych dawkach; 
d - różnica wartości liczbowych 2 kolejnych dawek; 
n - całkowita liczba glonów. 

1 1 .2.2.2. Oznaczanie stopnia skażenia wody metalami ciężkim i  na podstawie 
zmian gęstości optycznej glonów Chlorella vulgaris 

Przygotować odpowiednie roztwory glonów Chlorella vulgaris i 1% 
roztworu soli ołowiu Pb(N03)2 ' Każda para studentów przygotowuje 
jedną kolbkę według procedury przedstawionej w Tabeli 11.10. 

Tabela 11.10. Absorbancja zawiesiny glonów pod wpływem soli ołowiu 

Stężenie Skład roztworów 

azotanu w kolbce 

ołowiu 

1 49 cm3 g lonów+1 cm3 1% 

5 

10 40 cm3 g lonów+10 cm3 1% 

20 30 cm3 g lonów+20 cm3 1% 
Pb (N03 )z 

Absorbancja Absorbancja % inh ibicj i  

zawiesiny zawiesiny wzrostu 

w dniu założe- glonowej glonów 

nia hodowli w 7  dniu 
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Następnie każda para mierzy w spektrofotometrze gęstość optyczną 
roztworu glonów. W tym celu należy dokładnie wymieszać zawiesi
nę glonów, pipetą pobrać do kuwety 3 cm3 roztworu i zmierzyć jego 
absorbancję przy długości fali A=680 nm wobec wody destylowanej 
w spektrofotometrze. Pomiar wykonać w dniu założenia hodowli oraz 
po 7 dniach. Wyniki umieścić w tabeli. 

Oblicz procent inhibicji (%1) glonów według wzoru: 

gdzie: 
Gc - absorbancja  roztworu glonów (gęstość optyczna) w próbce kontrolnej 

po 7 dniach; 
G7 - absorbancja roztworu glonów (gęstość optyczna) w próbce badanej po 

7 dniach; 
Go - absorbancja  roztworu glonów (gęstość optyczna) w próbce kontrolnej 

w dniu założenia hodowli .  

Na podstawie wyników sporządź wykres zależności dawka-efekt 
(na osi Y - % inhibicji, na osi X - dawka). 
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12  

Tol<:sykologia żywności - jest to nauka eksperymentalna, badają
ca zależności między budową chemiczną i działaniem biologicznym 
szkodliwych substancji naturalnych występujących w produktach po
chodzenia roślinnego i zwierzęcego oraz wytwarzających się w nich 
wskutek działania czynników biologicznych, chemicznych i fizycznych 
oraz w wyniku interakcji ze składnikami żywności. 

Celem toksykologii żywności jest badanie oraz zapobieganie zatru
ciom wywołanym przez substancje trafiające do organizmu z racją po
karmową. Zatrucia mogą być spowodowane obecnością w żywności: 

- naturalnych substancji szkodliwych, występujących w roślinach 
i zwierzętach; 

- substancj i toksycznych, które mogą powstawać ze składników 
naturalnych w czasie procesów technologicznych i przecho
wywania żywności; 

- związków chemicznych dodawanych celowo do żywności lub sty
kających się z nią podczas uprawy roślin przeznaczonych do spo
życia, hodowli zwierząt, a także przetwórstwa, przechowywania 
i rozprowadzania; 

- substancji dodawanych w celu zafałszowania; 
- substancji stanowiących zanieczyszczenie środowiska (Tabela 

12.1). 
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Tabela 12.1. Pochodzenie wybranych zanieczyszczeń chemicznych 
żywności 

Źródło 

Środowisl(o 

Prod u kcja  ro l n icza 

Przykładowe zan ieczyszczenia chemiczne 

P rocesy p rzetwórcze kata l i zatory, środki san ityzujące, su bstancje  pomocn icze, 
su bsta ncj e  powstające w czas ie p rocesów (WWA, heterocy
k l i c zne  a m i ny) 

Substancje dodatkowe do żywności - substancje normalnie nie
spożywane jako żywność, niebędące typowymi składnikami żywności, 
posiadające lub nieposiadające wartości odżywczych, których celowe 
użycie spowoduje konkretne rezultaty w środku spożywczym lub jego 
komponencie. Substancje te możemy podzielić w następujący sposób: 

1 .  Food constituent - jest to składnik produktu żywnościowego, 
który występuje w jego pierwotnym (naturalnym) składzie - skład
nik naturalny, np. skrobia (składnik ziemniaka). 

2. Food ingredient - jest to substancja wprowadzona do żywności, 
która staje się składową produktu - dodatek uzupełniający, np. 
mączka (skrobia) ziemniaczana dodana do wyrobu pieczywa, że
latyna. 

3. Food additive - jest to substancja, którą wprowadza się do żyw
ności w celach technologicznych, w tym organoleptycznych - do
datek technologiczno-funkcjonalny, sama nie jest spożywana i nie 
stosowana jako jej składnik (oznaczone zostały symbolami E). 

Substancje dodatkowe można dodawać do żywności w celu: 
- poprawienie cech funkcjonalnych produktów, np. przedłużenie 

ich trwałości, zapewnienia bezpieczeństwa spożycia przez ogra
niczenie i zapobieganie niekorzystnym zmianom jakościowym 
wywoływanym przez drobnoustroje, enzymy tkankowe, utlenia
nie, itp.; 
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zapobieganie niekorzystnym zmianom organoleptycznym 
barwy, smaku, zapachu, konsystencji; 

- zamiany składników droższych lub trudno dostępnych na tańsze; 
- podniesienie atrakcyjności konsumenckiej ; 
- zastąpienie składników niepożądanych; 
- ułatwianie produkcji, zwiększenie jej efektywności, np. zmniej -

szenie ubytków; 
- uzyskania korzyści zdrowotnych (produkcja nowych produktów 

specjalnego przeznaczenia o działaniu prozdrowotnym; 
- istnieje uzasadniona i możliwa do wykazania technologiczna po

trzeba użycia, a zamierzonego celu nie można osiągnąć innymi 
ekonomicznymi i technologicznie stosowanymi środkami; 
nie stanowią one żadnego zagrożenia dla zdrowia konsumenta 
przy proponowanym dawkowaniu; 
użycie substancji dodanej do żywności nie wprowadza w błąd 
konsumenta co do jakości stosowanego środka spożywczego; 

- spełniają one zatwierdzone wymagania dotyczące kryteriów ich 
czystości; 

Dopuszczalną zawartość substancji niebezpiecznych w żywności 
opisuje wskaźnik ADI (ang. Acceptable Daily Intake), czyli maksymal
na ilość substancji, która zgodnie z aktualnym stanem wiedzy może 
być przez człowieka pobierana codziennie z żywnością przez całe życie 
prawdopodobnie bez negatywnych skutków dla zdrowia. Wskaźnik ADI 
jest określany m.in. dla większości dodatków do żywności, pozostało
ści pestycydów i leków weterynaryjnych. Wskaźnik ADI jest najczęściej 
podawany w miligramach na kilogram masy ciała (mg/kg) na 1 dzień 
i dotyczy łącznego pobrania substancji różnymi drogami (z żywnością, 
powiecrzem, lekami, kosmetykami, itp.) . 

Cele zastosowania ADI: 
- ADI służy ochronie zdrowia konsumentów i ułatwia międzyna

rodowy handel żywnością. 
- ADI jest praktycznym podejściem, określającym bezpieczeństwo 

dodatków do żywności i jest sposobem osiągnięcia pewnej har
monizacji w zakresie kontroli. 

- korzyścią regulacji i doradztwa wartości ADI dla dodatków do 
żywności jest to, że mają one uniwersalne zastosowanie w róż
nych krajach i wszystkich sektorach populacji. 
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Każda substancja dodatkowa jest opatrzona numerem identyfi-
kacyjnym według systemu międzynarodowego: 

1. Barwniki: E-lOO - E-199 (Tabela 12.2), 
2. Substancje konserwujące: E-200 - E-299 (Tabela 12.3), 
3. Przeciwutleniacze i synergenty: E-300 - E-399 (Tabela 12.4), 
4. Substancje stabilizujące, zagęszczające, emulgujące, stosowane 

na powierzchnię wyrobów, wypełniające: E-400 - E-499 (Tabela 
12.5), 

5. Środki pomocnicze: E-500 - E-599 (Tabela 12.6), 
6. Wzmacniacze smaku: E-600 - E-699 (Tabela 12.7), 
7. Środki słodzące, nabłyszczające i inne: E-900 - E-999 (Tabela 

12.8), 
8. Stabilizatory, konserwant y, zagęstniki i inne: E-lOOO - E-1999 

(Tabela 12.9). 

Tabela 12.2. Wykaz wybranych barwników dopuszczonych do stosowania 
w Polsce 

Nazwa substancj i  N r  ,."".,.""".",.""".", 
Kurku m ina  E 100 
Koszen i l a  ( kwas karm i nowy) E 120 
Ch lo rofi l e  i ch lo rofi l i ny E 140 
Karme l  E 150a  
Węg ie l  roś l i n ny E 153 
Ka roteny E 160a 

An nato E 160b 
Ekstrakt z papryki  (ka psa ntyna, kapsorub ina )  E 160c 
Ekstrakt z pomidorów ( l i kopen )  E 160d 

Rybofl awi na  i ryboflawi ny-5' -fosfora n E 101 

ADI (mg/kg m.c . )  

0-3 
0-5 
Brak  l i m itu  
Brak l i m itu  
? 
0-5 
0 -0,65 
? 
? 

0-0, 5  
Karme l  s ia rczynowy E 150b ? 
Karme l  a m o n ia ka l ny E 150c 0 -200 
Karmel amon i aka l no-s ia rczynowy E 150d 0-200 
Beta -apo-8' -ka rote na l  E 160e  O-56 
Ester etylowy kwasu  beta -apo-8' -ka rotenowego E 160f 0 -5 

Ta rtrazyna E 102 0 -7, 5  
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cd. Tabela 1 2.2.  

Nazwa substancj i  Nr ADI (mg/kg m.c. )  

Żółc ień  ch i no l i nowa E 104 0 -10 
Żółc ień  pomara ń czowa S E llO 0-2,5 
Azoru b i na  E 122  0-4 
Amarant  E 123  0-0 ,5  
Czerwień  koszen i l owa E 124 0-4 
E rytrozyna E 127 0-0,1 
Czerwień  2G E 128 0-0 ,1  

Węg lany wapn ia  E 170 Brak l i m itu  
Dwut lenek  tyta n u  E 171 Brak l im itu  
Tl e n ki i wodorot lenk i  że laza E 172 0-0,5 
A l u m i n i u m  E 173 7 
S reb ro E 174 ? 
Złoto E 175 ? 

Tabela 12.3. Wykaz wybranych substancji konserwujących dopuszczonych 
do stosowania w Polsce 

Nazwa substancj i  N r  AD I  (mg/kg m.c . )  
��������������--------��--��� 

Kwas benzoesowy 
iSe . .. n. zQ. leslan sodu °i\ " " ," " 

E 2 10 0-5 

E-252 0-3,7 

Tabela 12.4. Wykaz wybranych przeciwutleniaczy i synergentów 
dopuszczonych do stosowania w Polsce 

Nazwa substancj i  Nr ADI (mg/kg m.c . )  

Ga l u san  propy lu  
Butyl�hydroksyani2ol (�HA) .. 

Kwas cytrynowy E 330 Brak  l i m itu  
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cd. Tabela 12.4. 

Nazwa substancj i  N r  AD I  (mg/kg m .c.) 

J abłczan sod u E 350 0-100 
E 270 Brak ł.imit� 

Tabela 12.5. Wykaz wybranych substancji stabilizujących, zagęszczających, 
emulgujących, stosowanych na powierzchnię wyrobów, wypełniających, 
które zostały dopuszczone do stosowania w Polsce 

Nazwa substancj i  

Ka ragen 

G u m a  a ra bska 

Sorbito l ,  syrop sorb ito l owy 
MaMitol 
G l i cero l ,  1, 2 ,3 -propanotr io l ,  g l i ceryna 
Estry polioksyetylen6W sQrbi��nb����i ł  ����pyv tłu�zĆzoW 
rynowego, ol.eirtoWęgoi pąłmitli �!rvęgoi .!'rl��O. i tristeary 
Pektyna 

Fosfo rany i po l ifosfo rany sod u i potasu 
Ce.luloza 

M etyloce l u l oza 

M etyloety loce l u loza 
S6I sifl<:1(:)wa. karbiflksymetylocelulozy, CMC 
Kaze i n i an  sodu 
Grupa soli sodowych, potasowych i wapniowych kwasów tłuszczo
wych o podobnych właściwościach 

N r  

E 401 

E 403 

E 407 

E 420 
i E 421 

E 422 
E 432-436 

E 440a 
E 44r�b 
E 450-452 

! E 460 
E 461 

E 464r1 
E 465 
E 466 
E 469 

E 470 
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Tabela 12.6. Wykaz wybranych środków pomocniczych dopuszczonych 
do stosowania w Polsce 

Nazwa substancj i  Nr 

Kwas s iarkowy ES13 

Wodorot l enek  sod u ES24 

4-Heksylorezorcyno l  ES86 

Tabela 12.7. Wykaz wybranych wzmacniaczy smaku dopuszczonych do 
stosowania w Polsce 

Nazwa substancj i  N r  

G l uta m in i an  sod u 

G l icyna i j ej só l  sodowa E640 
Octal) �ynku 
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Tabela 12.8. Wykaz wybranych wzmacniaczy smaku dopuszczonych 
do stosowania w Polsce 

Nazwa substancj i  Nr  

Wosk pszcze l i ,  b ia ły i żółty E901 
Wosk ćandelilla 
Wosk ca rn a u ba E903 

E920 
Ka rbamid  E927b 
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Tabela 12.9. Wykaz wybranych stabilizatorów, konserwantów, zagęstników 
i innych substancji, które zostały dopuszczone do stosowania w Polsce 

Nazwa substancj i  Nr ������r0����� 

G l i ko l  po l iety lenowy E1521  
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1 2.1 . Naturalne substancje żywności o potencjalnym 
działan iu toksycznym 

Substancjami naturalnymi znajdującymi się w żywności, które wy
kazują działanie szkodliwe na organizm człowieka, są: 

- glikozydy cyjanogenne (np. amygdalina, występująca w nasio
nach migdałów, brzoskwiń, moreli, śliw i wiśni oraz sambuni
gryna występująca w bzie czarnym), które powodują duszność, 
utratę przytomności, porażenie ośrodka oddechowego oraz 
czynności serca; 

- glikozydy saponinowe występujące w kąkolu, wykazujące dzia
łanie hemolityczne, 

- solanina (występująca w niedojrzałych ziemniakach) oraz toma
tyna (występująca w niedojrzałych pomidorach), które działają 
drażniąco na przewód pokarmowy; 

- alkaloidy sporyszu zanieczyszczające zboże i ryż, które mogą 
być przyczyną halucynacji, przykurczów mięśni, prowadzących 
z powodu niedokrwienia do martwicy tkanek (w szczególności 
kończyn); 

- alkaloidy obecne w używkach (kawie i herbacie), których nad
używanie jest szkodliwe. 

Powyższe związki zostały szerzej omówione w rozdziale 8 (Wybrane 
substancje toksyczne pochodzenia roślinnego). Do naturalnych substan
cji antyodżywczych znajdujących się w pokarmach zaliczamy także 
szczawiany oraz goitrogeny. 

1 2.1  .1 . Szczawiany 

Kwas szczawiowy to dwukarboksylowy kwas organiczny, który jest 
dobrze rozpuszczalny w wodzie i dobrze dysocjuje. Jego sole sodowe 
i potasowe są również rozpuszczalne w wodzie, natomiast sole wapnio
we, magnezowe i sole metali ciężkich są bardzo trudno rozpuszczal
ne w wodzie. Szczawian wapnia jest praktycznie tylko rozpuszczalny 
w stężonych kwasach. Kwas szczawiowy głównie występuje u roślin 
w postaci rozpuszczalnych soli potasu i sodu oraz w formie wolnej. Naj -
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bogatszym źródłem tego związku są: rabarbar, szpinak, szczaw, kawa, 
herbata, kakao (Tabela 12.10). 

Tabela 12.10. Zawartość kwasu szczawiowego w wybranych produktach 
spożywczych 

Produ kt 

Bu rak i  
korze ń 

Szczaw 

Warzywa 

Zawa rtość kwasu 
szczawiowego 

(mg/100 g) 

121-450 

270-730 

Produ kt 

Manda -

Porzecz
k i  

Owoce Używki 

Zawa rtość kwasu Zawa rtość kwasu 
szczawiowego Produkt szczawiowego 

(mg/lOO g) (mg/100 g) 
0-30 Herbata 

20-30 Kakao 500-900 

2-90 

.2-47 

Antyodżywcze działanie kwasu szczawiowego polega na tym, że two
rzy nierozpuszczalne sole z metalami di- i triwartościowymi, co powodu
je zmniejszenie ich wykorzystania z pożywienia. Sporadyczne spożycie 
pożywienia zawierającego szczawiany nie wpływa na stan zdrowia. 
Natomiast kwas szczawiowy, obecny stale w dużych ilościach w diecie 
ludzi, przy niedostatecznej podaży wapnia i witaminy D może wywie
rać ujemny wpływ na wchłanianie i retencję wapnia, a w konsekwencji 
na bilans wapnia w ustroju. 

Zatrucie kwasem szczawiowym polega na wiązaniu jonów wapnio
wych w płynach ustrojowych w nierozpuszczalny szczawian wapnia, co 
prowadzi do hipokalcemii, której objawem są tężyczka (skurcz mięśni) 
oraz demineralizacja tkanki kostnej (krzywica, rozmiękanie kości). Po
czątkowe ostre zatrucia objawiają się zaburzeniami żołądkowo-jelito
wymi (nudności, wymioty, biegunka), później dołączają się zaburzenia 
układu nerwowego (tężyczka, szczękościsk, ślinotok) oraz moczowego 
(zmniejszenie diurezy, ostra niewydolność nerek). Mocz staje się ciem
ny, zawiera różne białka (m.in. hemoglobinę) oraz wałeczki i kryształki 
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szczawianu wapnia. Wydalany w moczu krystaliczny szczawian wapnia 
może zaczopować kanaliki nerkowe, co w efekcie prowadzi do bezmo
czu. Następują również zaburzenia krążenia krwi (zwolnienie czyn
ności serca, spadek ciśnienia krwi). Kwas szczawiowy jest inhibitorem 
dehydrogenazy mleczan owej oraz zakłóca metabolizm glukozy. 

Spożywanie nadmiernej ilości produktów bogatych w szczawiany 
nie jest wskazane, szczególnie w warunkach nieprawidłowego funkcjo
nowania nerek, wątroby, trzustki i gruczołów wydzielania wewnętrz
nego. Ochronę organizmu przed stratami składników mineralnych, 
zwłaszcza wapnia, spowodowanych częstym spożywaniem produktów 
zwierających kwas szczawiowy można zapewnić przez: 

ograniczenie produktów zawierających duże ilości kwasu szcza
wiowego lub eliminowanie ich z diety (szczególnie u osób z kami
cą nerkową oraz chorobami jelit); 
uzupełnienie diety w wapń poprzez spożywanie dodatkowej ilości 
produktów bogatych w ten pierwiastek (np. kawa, herbata z mle
Idem, zupa szczawiowa zabielana mlekiem lub śmietaną, szpinak 
ze śmietaną lub dodatkiem mleka). 

1 2.1 .1 .1 . Oznaczanie zawartości szczawianów rozpuszczalnych w wybranych 
produktach spożywczych 

Celem ćwiczenia jest zapoznanie z ilościową metodą oznaczania 
rozpuszczalnego kwasu szczawiowego w wybranych używkach oraz 
określenie stopnia wiązania wapnia przez kwas szczawiowy. Szczawia
ny rozpuszczalne wymywane są z produktu wodą na gorąco, a szcza
wiany ogółem - roztworem kwasu solnego. Oznaczanie polega na: 

- wytrąceniu nierozpuszczalnego szczawianu wapnia (osadu) bu
forowym 5% roztworem CaCl2 (aceton i niska temperatura przy
śpieszają uformowanie osadu); 

- rozpuszczeniu na gorąco szczawianu wapnia w 10% roztworze 
kwasu siarkowego; 

- miareczkowaniu na gorąco 0,02 M KMn04. 
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ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
l. 5% roztwór chlorku wapnia (CaCI2); 
2 .  aceton cz.d.a.; 
3. 10% roztwór kwasu siarkowego (H2S04); 
4. 0,02 M roztwór nadmanganianu potasu (KMn04); 
5. waga analityczna, probówki wirówkowe o poj emności 100 cm3, pipety, cylin

dry miarowe, zlewki, wirówka, lodówka, łaźnia wodna, biurety, kolby stożko
we o pojemności 200 cm3• 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
Odważyć na wadze analitycznej łyżeczkę (około 3 g) kawy lub 
herbaty, zalać 100 cm3 wrzącej wody destylowanej i odczekać 
5 minut. Z przyrządzonego naparu przenieść (po ewentualnym 
przesączeniu) 10 cm3 do probówki wirówkowej o pojemności 
100 cm3• Dodać 5 cm3 5% roztworu CaC12 i 5 cm3 acetonu. Wsta
wić do lodówki na 15 minut. Powstały osad szczawianu wapnia 
odwirować przez 10 minut przy 3000 obr./min. Płyn znad osadu 
wylać. Osad przenieść do kolbki stożkowej za pomocą 5 cm3 
10% kwasu siarkowego i rozpuścić na gorąco w łaźni wodnej . 
Miareczkować natychmiast 0,02 M roztworem nadmangania
nu potasowego do uzyskania barwy różowej, utrzymującej się 
około 1 minuty. Na podstawie uzyskanych wyników: 
- obliczyć ilość rozpuszczonego kwasu szczawiowego w 100 g 

produktu, przyjmując, że 1 cm3 0,02 M KMn04 odpowiada 
0,9 mg szczawianu; 

- podać, jak ilość wapnia jest wiązana przez rozpuszczalny 
kwas szczawiowy zawarty w naparze przygotowanym z 3 g 
herbaty lub kawy, wiedząc, że 90 mg kwasu szczawiowego 
wiąże 40 mg wapnia; 

- podać, ile mleka należy dodać do naparu sporządzonego 
z 3 g kawy lub herbaty, aby wapń zawarty w mleku związał 
rozpuszczalny kwas szczawiowy z naparu (w 100 g mleka 
jest 120 mg wapnia); 

- zwrócić uwagę na różnice zawartości kwasu szczawiowego 
w produktach spożywczych. 
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1 2.1 .2. Goitrogeny 

Goitrogeny (substancje wolotwórcze) zaburzają metabolizm jodu 
w organizmie, co w konsekwencji prowadzi do spadku syntezy tyroksy
ny oraz przerostu tarczycy. Do naturalnych substancji wolotwórczych 
zaliczamy: tioglikozydy, glikozydy cyjanogenne, polifenole oraz hema
glutyniny. 

Tioglikozydy występują głównie w roślinach krzyżowych takich, 
jak: kapusta biała, rzeżucha, brokuły, kalafior, rzepa, rzodkiewka. Są to 
związki posiadające wiązanie S-glikozydowe. Pod wpływem tiogliko
zydazy (myrozynazy) tioglikozydy (Rycina 12.1) ulegają hydrolizie i po
wstają z nich: tiocyjaniany, izotiocyjaniany, związki indolowe, nitryle 
oraz tiooksazolidyny. Myrozynaza występuje w komórkach roślin krzy
żowych, a jej działanie jest możliwe dopiero po zmiażdżeniu tkanek 
i uwolnieniu się soku komórkowego. W związku z tym enzymatycz
ny rozkład tioglikozydów ma miejsce w czasie żucia w jamie ustnej, 
a także przy rozdrabnianiu warzyw podczas przygotowywania potraw. 
Dopiero jednak ekstrakcja wodą oraz gotowanie uwalnia większość 
aktywnych związków (tzn. tiocyjaniany, izotiocyjaniany, związki in
dolowe, nitryle oraz tiooksazolidyny). Większość uwalnianych podczas 
hydrolizy substancji jest lotna i ulatnia się z parą wodną, natomiast w 
temperaturze 90 oC, enzym myrozynaza ulega denaturacji. Zaburzenie 
metabolizmu tarczycy można wywołać nie tylko przez spożywanie ro
ślin krzyżowych, ale także manioku, soi, czosnku i cebuli. Aktywność 
goitrogenowa poszczególnych związków nie jest identyczna. 

Tiocyjaniany (SCN-) z łatwością przenikają przez błony komórko
we i konkurując z jonami jodu, powoduję hamowanie ich transportu 
do tarczycy. Tiocyjaniany ponadto przyśpieszą wydalanie jodu przez 
nerki, inaktywują peroksydazę tarczycową odpowiedzialną za utle
nianie anionu jodu, tzw. organifikcję jodu (konwersja jodu nieorga
nicznego w organiczny) i sprzęganie jodotyrozyn. Powoduje to spadek 
stężenia jodu w tarczycy, utrudnione jodowanie tarczycy, gromadzenie 
się mono- i dijodotyrozyny, co powoduje wzrost masy gruczołu. 
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Rycina 12.1. Enzymatyczna hydroliza tioglikozydów 

tiooksazolidyna 

Izotiocyjaniany (NSC) występują w olejkach gorczycznych i są 
głównymi toksycznymi produktami hydrolizy tioglikozydów. Hamu
ją aktywność peroksydazy tarczycowej, co powoduje spadek poziomu 
hormonów tarczycy. Silnie drażnią błony śluzowe oraz powodują prze
krwienie skóry. Ponadto działają żółciopędnie i żółciotwórczo, prze
ciwzapalnie oraz bakterio- i fungistatycznie. Wykazują właściwości 
antynowotworowe, chronią przed rakiem piersi, płuc, okrężnicy, żo
łądka, prostaty. Wykazano, że stymulują apoptozę komórek nowotwo
rowych. 

Nitryle są najbardziej toksycznymi produktami rozpadu tioglikozy
dów, które działają szkodliwie na nerki. Natomiast tiookasazolidyny 
hamują syntezę tyroksyny i jej sekrecję do krwi. Przedstawicielem tych 
związków jest progoitryna, która w dużych ilościach występuje w na
sionach żółtej rzepy i rzepaku. 

Glilmzydy cyjanogenne są źródłem cyjanków, które są bardzo silną 
trucizną. Blokują one aktywność oksydazy cytochromowej oraz są 
przyczyną zaburzeń ze strony układu nerwowego. Wolotwórcze dzia
łanie glikozydów cyjanogennych polega na tworzeniu się jonów tio
cyjanianowych (SCN-) w czasie detoksykacji cyjanków w organizmie. 
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Bogatym źródłem glikozydów cyjanogennych jest maniok, stanowiący 
jeden z głównych produktów spożywczych w Nigerii, Zairze i Kame
runie. Spożywanie dużej ilości manioku w tych krajach jest przyczyną 
występowania wola endemicznego (zjawisko często obserwowane na 
terenach oddalonych od morza, przy niedostatecznej ilości jodu w po
wietrzu i pożywieniu). 

Polifenole wchodzą w reakcje z jodem, hamując w ten sposób jo
dowanie i syntezę tyrozyny. Do naturalnych polifenoli należą: kwer
cytyna, hesperetyna, antocyjanidiny, które występują w połączeniach 
z cukrami jako glikozydy (np. rutyna, hesperydyna, antocyjaniny). Ich 
bogatym źródłem jest czerwona kapusta. 

Hemaglutyniny występują w soi i fasoli. Na skutek powinowactwa 
do błon komórkowych obniżają możliwość absorpcji jelitowej jodu oraz 
reabsorpcji tyroksyny wydzielanej z żółcią do światła jelita. 

1 2.1 .2.1 . Oznaczanie zawartości izotiocyjan ianów w wybranych rośl inach 

Celem ćwiczenia jest oznaczenie zawartości izotiocyjanianów 
w wybranych roślinach uprawnych oraz wykazanie wpływu wysokiej 
temperatury na ich poziom w produkcie. Metoda polega na ekstrakcji 
izotiocyjanianów z badanej próby kwasem trichlorooctowym i ich re
akcji barwnej z jonami żelaza. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1. 5% roztwór kwasu trichlorooctowego (TCA); 
2. roztwór azotanu żelaza (II) (80g Fe(N03)2·9H20 rozpuścić w 250 cm3 

2 M HN03, uzupełnić do 500 cm3 wodą); 
3. wzorzec rodanku amonowego (przygotować roztwór podstawowy jonów 

SCN-, rozpuszczając 16,7 mg rodanku potasowego w 100 cm3 5% TCA. Na
stępnie 10 cm3 tego roztworu rozcieńczyć tym samym kwasem do 100 cm3, 
co pozwoli na uzyskanie roztworu wzorcowego, którego 1 cm3 zawiera 10 flg 
jonów SCN-); 

4. waga analityczna, probówki wirówkowe, wirówka, cylindry miarowe, bagiet
ki, sprzęt do rozdrabniania warzyw (tarki), łaźnia wodna, zlewki, sączki, lejki, 
pipety, moździerze porcelanowe, wirówka, spektrofotometr; 

5. warzywa: czosnek, cebula, chrzan, kapusta, brokuły, kalafior, por, pietruszka, 
rzepa, rzeżucha, rzodkiew, seler. 
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WYKONANIE OZNACZENIA: 
Z jednorodnej rozdrobnionej próby badanego materiału przy
gotować dwie naważki po 1 g. Jedną z nich przenieść do zlewki 
na 100 cm3, dodać 10 cm3 wody i ogrzewać w łaźni wodnej, 
utrzymując w lekkim wrzeniu przez 10 minut. 
Następnie surowy i gotowany (po odlaniu wody) materiał ro
zetrzeć dokładnie w moździerzu porcelanowym, przenieść ilo
ściowo do probówki, używając 9 cm3 5% TCA i wytrząsać przez 
10 minut. Po tym czasie próby odwirować przy 3000 obr./min. 
przez 10 minut i sączyć przez twardy sączek. 
Z przesączu gotowanego i surowego (po dokładnym wymiesza
niu) pobrać po 2 cm3 do dwóch nowych probówek. Jednocze
śnie należy przygotować próbę ślepą (2 cm3 wody destylowanej) 
i próbę wzorcową (2 cm3 roztworu rodanku amonowego). Do 
wszystkich probówek należy dodać 2 cm3 roztworu azotanu 
żelaza (II). Następnie należy zmierzyć absorbancję prób bada
nych wobec próby ślepej przy długości fali 470 nm w czasie nie 
dłuższym niż 5 minut od dodania azotanu żelazowego. 

Stężenie izotiocyjanianów w badanych próbach (w przeliczeniu na 
naważkę) należy policzyć ze wzoru: 

C ( Ap .  Sw ) . M i = -----;;::- . 9 -;- , 

gdzie: 
Ci - stężenie izotiocyjanianów; 
� - wartość absorbancji dla długości fali = 470 nm; 
Sw - stężenie wzorca (10 Ilg/cm3); 
9 - rozcieńczenie; 
Ap - wartość absorbancji poszczególnych prób badanych; 
M - naważka w g. 

Otrzymane wyniki zestawić w Tabeli 12.11. 

Tabela 12.11. Zawartość izotiocyjanianów w wybranych warzywach w tem
peraturze pokojowej i pod wpływem gotowania 

i Rodzaj I produktu czosnek cebula , 
I 

por seler rzodkiew 
I ! 
i S u rowy . 

. .  __ � __ -'--_________ _ 

�towa� 
_ _  r I 
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Na podstawie uzyskanych wyników: 
porównaj zawartość izotiocyjanianów w różnych gatunkach ro
ślin jadalnych; 
określ wpływ wysokiej temperatury na zawartość tych związków 
w warzywach. 

1 2.2. Substancje działające szkodl iwie po celowym 
dodan iu  do żywności 

Do tej grupy związków można zaliczyć substancje chemiczne prze
dłużające trwałość żywności. Ich celem jest ograniczenie lub zapobie
ganie niekorzystnym zmianom powodowanym przez drobnoustroje, 
enzymy tkankowe oraz abiotyczne procesy degradacyjne, np. utlenia
nie. Dodatki, które zapobiegają psuciu się żywności można podzielić 
na dwie zasadnicze grupy o zupełnie innym charakterze działania, 
a mianowicie na substancje, które zapobiegają zmianom powodowa
nym przez: 

drobnoustroje, czyli konserwant y (substancje przeciwbakteryjne); 
- tlen z powietrza, czyli przeciwutleniacze (antyoksydanty). 

1 2.2.1 . Substancje konserwujące 

1 2.2.1 .1 . Właściwości i toksyczność 

I Właściwości 

IDrlałanie 
, na organizm 

\ B i ałe k ryształy, bez  z a p a c h u ,  sła bo  rozp uszcza l ny w wodz ie ,  
) d o b rze  w eta n o l u  i eterze ;  w ś ro d owisku  kwaś nym ( p H  3 -4, 5 )  

h a m uj e  rozwój d rożdży i p l eśn i, m n iej skuteczny w stos u n ku do  
ba kter i i; dz ia łan ie  j ego wspomaga obecność d i t l e nku  s ia rki ,  so l i, 
c u kru oraz kwasu  sorbowego i j ego so l i .  

'I W przewodz ie  pokarmowym wchła n i a  s ię  szybko i j est wyd a l a ny 
I z moczem,  główn ie  w postaci  kwasu  h i pu rowego l u b  benzo i log l u -

� ku ron i du ,  a częśc iowo w postac i  wo l nej .  W większych dawkach 
może  wywołać  o bj awy zatr u c i a  (wy m ioty, bó le  głowy, a l e rg ie, 
uczuc ie  d rapan i a  w ga rd le,  pod rażn i en i e  na błonka, za kwaszen ie  
o rga n i zmu ) .  

( ADI (mg/kg m.c. ) � Q-5 
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l Właściwości 

r Działanie 
l na organizm 

Tworzą  l e kk i e, b i ałe k ryst a l i c z ne  i gły, be z zapac howe o ostrym 
słod ko- kwaśnym smaku . 

są stosowan e  w ogra n iczonym zakres ie,  pon ieważ wyn i ki bada ń  
wskazują n a  szkod l iwe dz ia ła n i e  na  o rga n i zm człowieka . 

( ADI (mg/kg m.c . ) )  N ie  jest dopuszczony w Po lsce .  

[ Właściwości 

l Działanie 
, na organizm 

Bezbarwne k ryształy l u b  b iały proszek o słabym zapachu i l ekko 

) kwaśnym smaku;  dobrze rozpuszcza l ny w gorącej wodz ie, eta
nolu i o l ej u ;  h a m uje  rozwój p leśn i  i d rożdży (pH 3 -6); obecność 
so l i  kuchen nej ,  cu kru ,  kwasu pro p ionowego, n i zyny i fosfora nów 
zwiększa jego dz iała n i e  konserwujące.  

W organ izm ie  człowieka u l ega procesowi �-oksydacj i ,  typowej d la 
kwasów tłuszczowych .  Jeden z bezpieczn iejszych ś rod ków konser
wujących, uznany za n ietoksyczny d l a  o rgan i zmu człowieka .  

( ADI (mg/kg m .c.) � 0 -25  

I( Działanie 
. na organizm 

\ To bezba rwna, przeźroczysta c iecz  o ostrym, d rażn iącym zapa
chu .  J est stosowany do  konserwowan ia  żywnośc i  i j ako skła d n i k  
kom pozycj i  zapachowych .  

Z e  wzgl ę d u  na  b r a k  pełnych b a d a ń  toksyko logicznych jego stoso
wa n i e  jest ogra n iczone .  W organ i zm ie  człowieka szybko ut l en i a  
s ię  do  d i t l enku  węg l a .  

( I !\ ADI (mg/kg m.c. ) J 0-3 

r Właściwości 

:Działanie 
, na organizm 

, To bezbarwna c i ecz  o ost rym, d ra żn iącym zapach u .  Stosowa ny 
j est j a ko środe k  konse rwujący w posta c i  6% l u b  10% roztworu 
wod nego. Występuje natura l n ie  w żywnośc i  w wyn iku  fe rmenta
cj i octowej .  

Występuje  w orga n i zm ie  j ako skła d n i k  f izjo log iczny. Przem iana  
kwasu  octowego prowadz i  do  d it l enku  węgla i wody. 

" ADI (mg/kg m.c. ) ' I  Nie okreś lono .  , ---"J 
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( Właściwości Kryształy l u b  b ia ły p roszek, bez zapachu ,  t ru d n o  rozpuszcza l n e  
j w wodz ie ,  d o b rze w eta n o l u ;  h a m uj ą  rozwój p l e śn i , ba kte r i i  

�-----� i d rożdży ( p H  3 -6) ;  odporne  n a dz ia ła n i e  t l e n u  z powietrza o raz 

Działanie 
na organizm 

nisk ie i wysok ie  temperatury stosowa ne  w p rzetwórstwie .  

Wch łan iaj ą  s ię szyb ko, u l egaj ą  hyd ro l i z i e  w j e l i c i e  c i e n k i m  i są  
wyd a l a n e  z moczem w posta c i  n i e z m i e n i o n ej l u b  w połącze n i u  
z kwasem g l u k u ronowym . M ogą powodować m iejscowe zn ieczu-
len ie  błony ś l u zowej jamy ustnej .  

( ADI (mg/kg m.c. ) ) 0 -10 

( Właściwości w postac i  pa r  l u b  roztworów jest stosowany do  dezynfekcj i .  

I Działanie Prawdopodobne dz iała n i e  ra kotwórcze. 

, na organizm 

( ADI  (mg/kg m.e. ) ) N ie  j est dopuszczony w Po lsce .  

( Działanie l na organizm 

\ Bezba rwny, d rażn iący gaz, rozpuszcza l ny w wodzie i eta no lu ;  sku 
teczn ie  dz ia ła na  ba kter ie i p leśn ie, sła b iej na  d rożdże ( pH  1-6); 
posi ada  właściwości  odkażające, wyb ie l aj ące, h a m uje  a ktywność 
enzymów oksydoredu kcyj nych (stab i l i z acj a  wita m i ny C); zapo
b iega e nzymatyczn e m u  i n i eenzymatycznem u  bru natn i en i u  oraz  
tworzen i u  s ię  n i t rozoa m i n .  

M o ż e  powodować pod ra żn i en i a  p rzewo d u  pokarm owego o raz 
rea kcje a l e rg iczne; długotrwałe przyj m owa n ie, nawet w m ałych 
dawkach,  obn i ża  od porność o rgan i zm u .  

( ADI (mg/kg m.e . ) ) 0-0,7 

r Właściwości 
�----� 
( Działanie I na organizm , 

i::;iil':::;I:i�:�i;:ii" 
Bezbarwna c iecz  o właśc iwośc iach kwasowych .  J est j edną  z rea k
tywnych form t l enu .  Środek  konserwujący m l e ko. 

I n i cj uje  pe roksydację l i p i dów w orga n i zm ie  człowieka .  

( ADI {mg/kg m.eT' Wartości  n i e  p rzydz ie lono .  
\ / 
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, Właściwości 
i 

r Działanie 
l na organizm 

Antyb iotyk o charakterze po l i peptyd u ,  wytwa rzany przez szczepy 
bakter i i  kwasu m l e kowego; n i e  jest stosowana w leczn i ctwie; jest 
skuteczna tyl ko wobec bakter i i  G ram-dodatn ich;  przec iwdz iała 
fe rmentacj i  masłowej w serach .  

J est całkow i c i e  rozkła d a n a  p rzez  t rypsynę .  J est be zp i ecznym 
związkiem;  w badan iach  na  zwierzętach  n i e  stwierdzono  wpływu 
na  m i kroflorę p rzewodu  pokarmowego i dz iała n i a  a l e rg icznego. 

( ADI (mg/kg m .c.) ) 0-33 tys . j ednostek/kg m . c .  

l Właściwości 

Działanie 
na organizm 

" B ia łe  l u b  żółtawe k ryształy, d o b rze  rozp uszcza l n e  w wod z i e; 

) w połącze n i u  z s o l ą  i c u kre m s tanowią  s kła d n i k  m i esza n e k  
p e k l uj ą cyc h .  Azota ny ( I I I )  zapob iegają rozwojowi bakter i i  bezt le
nowych, a w szczegó l nośc i  l aseczek zgorze l i  (Clostridium perfrin

gens) oraz Clostridium botulinum, wytwarzającego s i l n ą  toksynę 
- jad k iełbas ia ny; dz iałan i e  a ntyba kteryj ne  azotanów (V) j est 
sła be i występuje dop ie ro po ich red u kcj i do azota nów ( I I I ) .  

W przewodz ie  pokarmowym azota ny ( I I I )  mogą  powodować n i 
t rozowa n i e, d ając  N-n itrozozwiązk i  o s i l nym dz ia ła n i u  ra kotwór
czym; prze n i kają przez bar ie rę krew-łożysko i wykazują dz ia łan i e  
teratogen ne .  Azotany ( I I I )  powoduj ą  u t l en i an i e  Fe ( I I )  h emog lo
b i ny do  formy Fe ( I I I ) ,  tworząc methemoglob inę .  Związek ten n ie  
ma zdo l n ośc i  do  wiąza n i a  t le n u  i n i e  może brać udz ia łu  w proce
sach od dechowych o rga n i zm u (c iężka choroba - m ethemog lob i 
nem ia ) .  

: ADI (mg/kg m.c. ) J Azota ny ( I I I ) :  5 
Azota ny (V) : 0, 2 

1 2.2.1 .2. Reakcje charakterystyczne 

Celem ćwiczenia jest wykrycie obecności kwasu benzoesowego, sa
licylowego i konserwantów siarkowych w przetworach owocowo-wa
rzywnych oraz ocena informacji na etykietach wybranych produktów 
spożywczych pod kątem ich zgodności z obowiązującym rozporządze
niem. 
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1 2.2.1 .2.1 . Wykrywanie kwasu benzoesowego oraz sal icylowego w produktach 
owocowo-warzywnych 

Odważyć w zlewce 5 g produktu (dżem, przecier owocowy), dodać 
20 cm3 wody destylowanej ,  dokładnie wymieszać. Roztwór podgrzać 
i przesączyć. Parę kropli przesączu przenieść do probówki i dodać jedną 
kroplę 1% FeCI3• Pojawienie się brudnopomarańczowego zabarwienia 
będzie świadczyło o obecności kwasu benzoesowego, natomiast poja
wienie się barwy fioletowej oznaczać będzie obecność kwasu salicylo
wego - substancji niedopuszczonej w Polsce do utrwalania żywności. 

1 2.2.1 .2.2. Wykrywanie obecności związków siarkowych w produktach owoco
wo-warzywnych 

Odważyć w zlewce 10 g produktu (dżem, przecier owocowy), dodać 
50 cm3 wody destylowanej . Dokładnie wymieszać. Mieszaninę prze
nieść do kolby stożkowej na szlif, dodać 5 cm3 10% HCI i kolbę natych
miast zamknąć korkiem z paskiem bibuły nasyconej 10% roztworem 
KI03 i 1% roztworem skrobi. W ciągu kilku minut należy obserwować 
wygląd paska bibuły: niebieskie zabarwienie bibuły świadczy o obec
ności 502, 

1 2.2.1 .2.3. Oznaczanie zawartości kwasu benzoesowego w sokach owocowych 

Celem ćwiczenia jest oznaczenie zawartości kwasu benzoesowego 
w napoju bezalkoholowym. Metoda polega na ekstrakcji chloroformem 
kwasu benzoesowego zawartego w próbce, odparowaniu rozpuszczal
nika, rozpuszczeniu pozostałości w alkoholu etylowym i miareczkowa
niu alkoholowego roztworu kwasu benzoesowego 0,05 M roztworem 
NaOH w obecności fenoloftaleiny jako wskaźnika. 

ODCZYNNIKI I MATERIAŁY: 
1. 95% roztwór alkoholu etylowego; 
2. krystaliczny NaCI; 
3. roztwór nasycony NaCI; 
4. chloroform cz.d.a. ; 
5. 1% alkoholowy roztwór fenoloftaleiny; 
6. 10% roztwór HCli 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku – kontynuacja,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki  
na podstawie umowy BIBL/SP/0040/2023/01



7. 0,005 M roztwór NaOH; 
8. 10% NaOH; 
9. wyparka rotacyjna, biureta o poj emności 25 cm3, rozdzielacz o poj emności 

250 cm3, cylindry miarowe, kolba "sercówka" o poj emności 250 cm3, kolba 
stożkowa o pojemności 250 cm3, kolba miarowa o poj emności 250 cm3, kolby 
stożkowe o poj emności 50 cm3, pipety, pipety Pasteura, lejki. 

WYKONANIE OZNACZENIA: 
Pobrać pipetą 25 cm3 próbki napoju i przenieść do kolby miaro
wej o pojemności 250 cm3, dodać 30 g krystalicznego chlorku 
sodu i po wymieszaniu lekko zalkalizować roztwór 10% roz
tworem NaOH, uzupełnić do kreski nasyconym roztworem 
chlorku sodu, wymieszać i odstawić na 45 minut, mieszając od 
czasu do czasu. Następnie zawartość kolby przesączyć przez 
karbowany sączek do kolby stożkowej o pojemności 250 cm3• 
150 cm3 przesączu przenieść do rozdzielacza, zobojętnić 10% 
roztworem kwasu solnego wobec papierka lakmusowego, a na
stępnie dodać jeszcze 5 cm3 10% roztworu kwasu solnego. Do 
zakwaszonego roztworu w rozdzielaczu dodać 30 cm3 chloro
formu i wstrząsać. Klarowną, dokładnie oddzieloną warstwę 
chloroformową przenieść do kolby "sercówki". Procedurę 
ekstrakcji wykonać jeszcze dwukrotnie, Używając każdorazo
wo po 30 cm3 chloroformu. Z połączonych ekstraktów chlo
roformowych oddestylować chloroform na wyparce rotacyjnej 
w temperaturze 40 oc. Suchą pozostałość rozpuścić w 15 cm3 
etanolu, dodać 15 cm3 wody dejonizowanej i dobrze wymieszać. 
Do 3 kolbek stożkowych o pojemności 50 cm3 przenieść pipetą 
po 10 cm3 etanolowego roztworu kwasu benzoesowego, dodać 
po 2 krople fenoloftaleiny i miareczkować 0,005 M roztworem 
NaOH do pojawienia się różowego zabarwienia, utrzymujące
go się, co najmniej 30 sekund. 

Na podstawie ilości wodorotlenku sodu zużytego do miareczkowa
nia kwasu zawartego w próbie obliczyć zawartość kwasu benzoesowego 
w mg na 1 dm3 napoju bezalkoholowego. Za wynik końcowy oznaczenia 
przyjąć średnią arytmetyczną z trzech równoległych oznaczeń, jeżeli 
różnica między nimi nie przekracza 5%. Uzyskany wynik odnieść do 
norm. 
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1 2.2.2. Przeciwutleniacze w żywności 

1 2.2.2.1 . Właściwości i toksyczność 

( Właściwości 

r Działanie 
'\ na organizm 

Syntetyczny przec iwut l en iacz  stosowany w tłuszczach i prod u k-
tach tłuszczowych, a by zapob iec  je łcze n i u .  

Dobrze wchłan i a  s i ę  z p rzewod u pokarmowego, gromadz i  s ię  
w tkance tłuszczowej . BHT spożywany w d u żych i l ośc iach m oże 
spowodować ra ka wątroby; obserwowa no  również  sym ptomy 
pseudoa l e rg iczne .  U osób z dz iedz icznym izo m e re m  specyficzne
go enzymu wątrobowego m oże wywoływać m igrenę .  Z powo d u  
efektów u bocznych, U E  ogra n iczyła stosowa n i e  BHT. L iczba pro
d u któw zawierających ten  związek spad n ie  w c iągu naj b l i ższych 
lat .  

� ADI (mg/kg m .c.) ) 0-0,5  

Działanie 
na organizm 

Syntetyczny przec iwut l en iacz .  Zapob iega jełczen i u  tłuszczów oraz 
ut len ia n i u  wita m i n .  Wpływa h a m ująco n a  d z iała n i e  n iektórych 
p l e śn i  i b akter i i .  Dz iała synergistyczn ie  z i n nym i  przec iwut l en i a -
cza m i, szczegó l n i e  ga l u s anam i, kwasem cytrynowym.  

Wykazuj e  dz i ała n i e  ka nce rogen n e, u l ega p rzekształce n i u  w po
chod ne  ch i nonowe. Może wywierać toksyczny wpływ na nerki ,  
wywoływać wysypkę, pokrzywkę, rzad ko d u szność .  W wysok im 
stężen i u  wywołuje nowotwory u zwie rząt l a bo ratoryj nyc h .  Jed 
nak  z i n nych badań  wyn ika, że może  hamować dz iała n i e  i n nych 
zw iązków ra kotwó rczyc h .  W wie l u  kraj a c h  j est n i e d ozwo l o ny 
w prod u ktach  d l a  dz iec i .  

( ADI (mg/kg m.c . ) ) 0-0, 5  

( Właściwości 'I Jest j ednym z naj ba rdz iej skutecznych syntetycznych a ntyut le -

l n iaczy d l a  tłuszczów i o l ejów. '------,� 
( Działanie --'-\ Wykazuje dz iałan i e  u boczne w postaci  wymiotów oraz nud ności ,  

na organizm a w dawce powyżej 5 g dz iała śm ie rte l n i e .  

( ADI (mg/kg m.c.) ) 0-0, 5  
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[ Właściwości 

Działanie 
na organizm 

'I Są stosowa ne  w przemyś l e  j a ko przec iwut l en i a cze przec iwdziała

J j ące jełczen i u  tłuszczów j ada l nych .  

Związki te ha m ują  wzrost zwierząt, wywołuj ą bezpło d n ość  i za
kłócają  l i czne procesy b iochem iczne .  

( ADI (mg/kg m.c. )) 0,02 

1 2.2.2.2. Reakcje charakterystyczne 

Celem ćwiczenia jest zapoznanie się z wykazem i zakresem stoso
wania przeciwutleniaczy i synergentów (związków wspomagających 
i przedłużających działanie przeciwutleniaczy) w żywności, podanymi 
w aktualnie obowiązującym Rozporządzeniu Ministra Zdrowia oraz 
wykrywanie i szczegółowa identyfikacja przeciwutleniaczy występują
cych w tłuszczach spożywczych. 

1 2.2.2.2.1 . Wstępne wykrywanie obecności środka przeciwutleniającego 
w tłuszczach 

l cm3 lub l g tłuszczu rozpuścić w probówce w 2 cm3 metanolu, 
ogrzać na łaźni wodnej do otrzymania jednolitego roztworu, po ostu
dzeniu dodawać kroplami (0,1-1 cm3) roztwór rodanku żelazowego do 
otrzymania trwałego czerwonego zabarwienia. Obserwować zmiany 
barwy. 

W obecności środka przeciwutleniającego rodanek żelazowy zacznie 
odbarwiać się po 2-3 minutach (w przypadku galusanów powstanie 
niebieskoszare zabarwienie) . W przypadku czystych tłuszczów i olejów 
już dodatek 0,1 cm3 wskaźnika powoduje powstanie czerwonej barwy, 
utrzymującej się przez kilka godzin. 

1 2.2.2.2.2. Wykrywan ie obecności galusanów w tłuszczach 

l cm3 lub l g tłuszczu rozpuścić w probówce w 2 cm3 metanolu, 
ogrzać na łaźni wodnej do otrzymania jednolitego roztworu, po ostu
dzeniu dodać 0,5-1 cm3 stężonego amoniaku, silnie wstrząsnąć. Różo
we zabarwienie świadczy o obecności galusanów. Barwa znika po 10-15 
minutach. 
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1 2.2.2.2.3. Wykrywanie obecności hydrochinonu w tłuszczach 

Zasada metody polega na reakcji hydrochinonu (naturalny antyok
sydant) z heksacyjanożelazianem (II) potasu w kwaśnym środowisku. 
Powstający w wyniku utleniania hydrochinonu chinon może dawać 
przejściowo zabarwienie żółte, natomiast w wyniku redukcji heksacy
janożelazianem (II) potasu powstaje żelazocyjanek, który z jonami Cu2+ 
daje czerwonobrunatny osad sześciocyjanożelazinu miedziowego. 

1 cm3 lub 1 g tłuszczu zmieszać w probówce z 2 cm3 wody, dodać 
3 cm3 5% kwasu octowego, a następnie 3 krople 1% roztworu heksacyja
nożelazianem (II) potasu i 0,5 cm3 0,1 M roztworu siarczanu miedzio
wego. Czerwonobrunatne zabarwienie lub płatkowaty osad wskazują 
na obecność hydrochinonu. 

1 2.3. Substancje toksyczne zan ieczyszczające żywność 

1 2.3.1 . Nawozy sztuczne 

Spośród nawozów sztucznych największe znaczenie toksykologiczne 
mają nawozy azotowe. Niekorzystne dla środowiska jest nagromadze
nie w glebie dużej ilości azotu mineralnego, zwłaszcza azotanów (V). 
Na zawartość azotanów (V) w roślinach i w wodach decydujący wpływ 
ma poziom nawożenia azotem. Nawożenie w dawkach optymalnych 
nie powoduje zmian w środowisku glebowym, natomiast stosowanie 
dużych dawek nawozów azotowych wpływa na skażenie roślin i wód 
azotanami. Po zastosowaniu wysokich dawek nawozów azotowych do
chodzi do nagromadzenia się nadmiernych ilości azotanów w roślinie 
i glebie, przy czym ta forma azotu nie pozostaje w glebie długo, lecz 
ulega wymyciu w głąb gleby i przenika do wód gruntowych. Nadmierne 
ilości azotanów w wodach pitnych oraz w pożywieniu lub w paszy mogą 
działać bardzo szkodliwie na zwierzęta i ludzi. Szkodliwość azotanów 
(N03-) i powstających z ich redukcji azotynów (N02-) polega na tym, 
że z hemoglobiny tworzy się methemoglobina, która nie jest zdolna do 
przenoszenia tlenu w organizmie, co może prowadzić do śmierci orga
nizmu przez uduszenie wewnętrzne. Poza tym azotany przyczyniają się 
do powstania w glebie i roślinie toksycznych związków zwanych nitro-

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku – kontynuacja,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki  
na podstawie umowy BIBL/SP/0040/2023/01



zoaminami, które mogą wywoływać groźne choroby u ludzi i zwierząt 
(np. choroby nowotworowe). 

1 2.3.2. Pestycydy 

Poważnym problemem dotyczącym stosowania pestycydów, jest 
ujemny wpływ, mogący prowadzić do immunizacji patogenów oraz 
narastania szkodliwej mikroflory i entofauny, hamowania wzrostu, 
rozwoju i plonowania roślin, zaburzeń o charakterze następczym 
w metabolizmie roślin, a także systematycznego pogłębiania spad
ku ich żywotności. Objawy, jakie towarzyszą stosowaniu pestycydów 
w rolnictwie dotyczą przede wszystkim ich oddziaływania na człowieka 
i jego środowisko. Prowadzone są w związku z tym szeroko zakrojone 
badania własności toksykologicznych, ich metabolitów oraz produk
tów degradacji, a także skuteczności biologicznej w określonych wa
runkach klimatycznych. Wprowadzenie czułych metod analitycznych 
pozwala na śledzenie szybkości zanikania pestycydów zastosowanych 
w kontrolowanych warunkach doświadczeń polowych i wyznaczenie 
w zależności od przebiegu tego procesu odpowiednich okresów ka
rencji dla poszczególnych upraw. Taki tryb postępowania powinien 
zapewnić uzyskanie surowców żywnościowych niezawierających pozo
stałości pestycydów lub mieszczących się w granicach tolerancji. Stąd 
też pozostałości pestycydów w żywności muszą być możliwie jak naj
niższe i dopuszczalne pod względem toksykologicznym. Do obliczania 
najwyższych dopuszczalnych (tolerowanych) pozostałości pestycydów 
w produktach spożywczych wykorzystuje się następujące czynniki: 

- ADI; 
- wielkość spożycia produktu lub grupy produktów. 
Na podstawie danych oblicza się teoretyczną maksymalną granicę 

pozostałości (MGP) pestycydu w produkcie wykorzystując następujący 
wzór: 

gdzie: 

MGP = ADI · smc 
WS 

ADr - dopuszczalne dzienne pobranie danego pestycydu (mg/kg masy ciała); 
smc - średnia masa ciała (kg); 
WS - współczynnik spożycia danego produktu lub grupy produktów (kg pro

duktu/dzień). 
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1 2.3.2.1 . Zadania 

Celem zadań jest wyliczenie dopuszczalnych poziomów granicznych 
dla środków ochrony roślin. 

Zadanie 1. Oblicz MGP dla pestycydu stosowanego w uprawie ziem
niaków, na podstawie następujących danych: WS = 400 g/dzień; 
ADI = 0,01 mg/kg m.c./dzień; smc = 60 kg. 

Zadanie 2. Oblicz MGP dla pestycydu stosowanego w uprawie zbóż, 
na podstawie następujących danych: WS = 500 g/dzień; ADI = 
= 0,5 mg/kg m.c./dzień; smc = 75 kg. 

Zadanie 3. Stwierdzono, że przestrzegając zasad dobrej praktyki rol
niczej nie można uzyskać mniej szej pozostałości pestycydu 
w pewnej grupie warzyw niż: 

a) 1,2 mg/kg; 
b) 2,0 mg/kg. 

Wskaż, który z tych poziomów jest bezpieczny toksykologicz
nie, uwzględniając następujące dane: WS = 350 g/dzień; ADI = 
0,01 mg/kg m.c./dzień; smc = 60 kg. 

1 2.3.3. Pierwiastki śladowe 

Do żywności przenikają  głównie z powietrza atmosferycznego, 
gleby i wody. Warzywa optymalnie zaopatrzone w składniki pokar
mowe gromadzą mniej szkodliwych pierwiastków. Regularne wap
nowanie, utrzymanie stabilnego odczynu (pH 6,5-7) oraz nawożenie 
organiczne, są efektywnymi i prostymi zabiegami agrotechnicznymi, 
ograniczającymi pobieranie tych pierwiastków. Ważną rolę odgrywa 
także termin uprawy i długość okresu wegetacji. Bardziej skażone są 
gatunki i odmiany o krótkim okresie wegetacji, zwłaszcza uprawia
ne wczesną wiosną. Warzywa różnią się między sobą pod względem 
skłonności do akumulowania tych pierwiastków w tkankach. Metale 
osadzające się na powierzchni liści wraz z pyłami, tylko w niewielkim 
stopniu przemieszczają się w głąb tkanek i są łatwe do usunięcia przez 
dokładne mycie. Źródłem skażenia żywności tymi pierwiastkami mogą 
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być także procesy technologiczne. Zanieczyszczenia mogą pochodzić 
także ze środków pomocniczych stosowanych przy produkcji żywności, 
aparatury, naczyń i opakowań. Spośród metali największe zagrożenie 
dla zdrowia człowieka stwarzają: kadm, ołów oraz rtęć, które posiadają 
zdolność do kumulacji w organizmie ludzkim i długi okres biologicz
nego półtrwania. Zatrucia ostre metalami ciężkimi zdarzają się bardzo 
rzadko, w przypadku przyjęcia ich w dużych dawkach. Pobieranie tylko 
tych pierwiastków prowadzi do zaburzeń przewlekłych (toksyczność 
chroniczna) .  Do podstawowych negatywnych oddziaływań metali 
ciężkich należą uszkodzenia w układzie pokarmowym, oddechowym, 
nerwowym, krążenia, krwiotwórczym i wydalniczym, a w przypadku 
niektórych - działanie rakotwórcze. Głównymi miejscami kumulacji 
są kości, mózg, gruczoł krokowy, wątroba, włosy, nerki i mięśnie. 

1 2.3.4. Mikotoksyny 

Są to metabolity mikroskopijnych grzybów, do których należą: afla
toksyny, ochratoksyny, zearalenon, trichoteceny, fumonizyny, patulina. 
Dopuszczalną ilość mikotoksyn w pożywieniu opisuje wskaźnik PTDI 
- tymczasowe tolerowane dzienne pobranie (ang. Provisional Tolerable 
Daily Intake). 

Nazwa substancji Af �to�syny 
, Gatunki grzybów Aspergil/us f/avus, A .  parasiticus, A .  nominus 

wytwarzających 
, mikotoksyny 
( Objawy 
toksyczności 

I Są p rzyczyną  chorób  - af lato ksykoz występujących z a równ o  I 
, u zwie rząt hodowla nyc h, d o m owych j a k  i l u d z i .  Wykazują d z i a -

�----� ła n i e  ka nce roge n n e  (ra k okrężn i cy, żołąd ka,  n e re k, gru czołów 
łzowych,  j ęzyka, tchawi cy) i h e patotoksyczne  ( zm i a ny pato lo 
g i c zne  wątroby) . I c h  dz i a ła n i e  ra kotwórcze j est związa n e  z wy
stę powa n i e m  wi rusa  H BV i HCV. Powo d uj ą  z a b u rzen i a  wzrostu ,  
dz i ałaj ą  i m m u notoksyczn ie  i a l e rge n n ie .  

PTOI ' I  Nie usta lono ze wzgl ędu  na dz ia łan i e  ra kotwórcze.  
(I.tg/kg m.c. ) i \......_._------� 
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r Gatunki grzybów I 'l' wytwarzających i 
mikotoksyny I 

:===========:J r Objawy 
, toksyczności \�------

PTO I  
(Ilg/kg m.c. ) 

r Gatunki grzybów] 
wytwarzających l mikotoksyny J 

( Objawy 
toksyczności 

Penicillum verrucosum, Aspergillus ochraceus 

J est potencj a l n i e  ka nceroge n n a  d l a  l u dz i .  P rawdopodobn ie  m a  
sła be dz ia ła n i e  m utagen ne, spowodowa ne  przez wywoływa n ie  
uszko d z e ń  oksydatywnych w stru ktu rze D NA .  Dz i a ła n efrotok
syc zn ie ,  te ratoge n n ie ,  i m m u notoksyc zn ie ,  n e u roto ksyczn ie .  
Wywołuje nowotwory d róg moczowych i t zw .  e n d e m iczną nefro
pat ię bałkańską .  

0 ,005 

Penicillum expansum, Aspergillus c/avatus, Bassochlamys niveo 

J est związki em bardzo reaktywnym, łączy s ię  z b iałkam i  i kwasa
m i  n u k l e i nowym i .  Powo d uje  przekrwien ia ,  krwotoki  i owrzodze
n ia  p rzewodu  pokarmowego . Posiada  właściwości  kanceroge n n e  
i te ratogen ne .  

r PTDI 0,4 
� (Ilg/kg m.c. ) 

r Gatunki grzybów ' 
j wytwarzających , 
l mikotoksyny I 

'I r Objawy l toksyczności 

r PTDI 
, (Ilg/kg m.c. ) \ 

Fusorium moniliforme, F. proliferatum 

Wzrost poz iom u  tych toksyn w paszach d l a  zwierząt objawia s ię  
np .  zwiększen i em zachorowa l nośc i  kon i  na  l e u kodystrof iczne roz
m iękan ie  m ózgu, występowa n i em ob rzęku płuc u świ ń .  Stwie r
dzono, że maj ą  dz iała n i e  hepatotoksyczne, nefrotoksyczne oraz 
aktywują nowotwory wątroby u szczu rów. U człowieka m ogą być 
p rzyczyną  ra ka przełyku .  

2,0 
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( '\ I Gatunki grzybów : 
. wytwarzających 

mikotoksyny 

Fusarium graminearum, F. culmorum, F. cerealis, F. poae, 

F. acuminatum, F. equiseti 

Powoduje  chorobę nazywa ną  toksyczną a l e u kem ią  żywien iową I( Objawy 
\ toksyczności ) (objawy: p l amy na skó rze, m a rtwicza a ng ina ,  z m n i ejszen ie  l i czby 

l eu kocytów we krwi, rozl egłe krwotoki ,  z an i k  szpiku kostnego, 
z abu rzen i a  żołąd kowo-je l itowe) .  

N iwa l eno l :  0,7 
toksyna T-2+HT-2 : 0,06 

l PTDI 
(Ilg/kg m.c . )  

r Gatunki grzybów' Fusarium graminearum, F. crookwellensei 

I wytwarzających 
( mikotoksyny 

( Objawy I toksyczności ,�-----� 

I PTD I  
I, (Ilg/kg m.c. ) 

U zwierząt wykazuje dz iałan ie  estrogen ne .  Powod uje bezpłodność 
u zwierząt żywionych pasza m i  zawierającymi zea l a renon  (zabu 
rzen i a  roz rodu  utrud n iające zapłod n ien ie, owu l a cję ,  i m p l antację 
za rod ków i i ch  prawidłowy rozwój,  osłab ien ie  żywotnośc i  nowo 
na rodzonych zwierząt) .  J a k  dotąd, n i e  stwierdzono n iekorzystnych 
objawów spowodowanych przez zear lenon u człowieka . 

0, 2 

1 2.3.5.  N itrozam iny 

Są to N-nitrozowe pochodne amin. Powstają one w organizmach 
żywych z azotanów (III) i azotanów (V) w obecności amin i amidów, 
a także IV-rzędowych zasad amoniowych występujących w żywności. 
Ich powstawaniu w przewodzie pokarmowym człowieka sprzyja po
zostałość pestycydów karbaminianowych oraz niektórych leków. Ni
trozoaminy tworzą się również podczas termicznej obróbki żywności 
(np. peklowanego mięsa) oraz samoistnie w trakcie przechowywania 
jedzenia. Wiele nitrozoamin wykazuje właściwości rakotwórcze (guzy 
w przełyku, żołądku, wątrobie, nerkach, płucach i pęcherzu moczo
wym). Działanie rakotwórcze dla zwierząt zostało udowodnione, na
tomiast ze względu na bardzo niskie typowe wchłanianie nitrozoamin 
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przez człowieka z żywności, rzędu 0,1-1 mg/dobę, określenie zagrożenia 
jest bardzo utrudnione. Ponadto nitrozoaminy mogą działać, mutagen
nie, teratogennie i embriotoksycznie. 

1 2.3.6. Leki 

Wiele leków jest podawanych zwierzętom w celu nie tylko leczni
czym, ale również do pobudzania ich wzrostu i rozwoju. Skutkiem tego 
jest występowanie leków w mięsie, mleku i jajach. Spośród antybioty
ków w żywności stwierdza się występowanie: penicyliny, chloramfeni
kolu oraz nizyny. Oprócz antybiotyków w medycynie weterynaryjnej 
stosuje się sulfonamidy, kokcydiostatyki, substancje przeciwpasożyt
nicze, co może powodować zanieczyszczenie żywności substancjami 
macierzystymi lub ich metabolitami. Związki te mogą powodować 
u ludzi alergie, a rozpowszechnienie związków przeciwbakteryjnych 
powoduje wzrost odporności drobnoustrojów chorobotwórczych 
i sprzyja wzrostowi grzybic. 

1 2.3.7. Bezpieczeństwo żywności 

Zapewnienie odpowiedniej jakości zdrowej żywności, zależnej od 
zawartości składników odżywczych i nieodżywczych, w tym stwa
rzających ryzyko dla zdrowia człowieka oraz potencjalnej obecno
ści czynników zagrażających zdrowiu, na różnych etapach łańcucha 
żywnościowego, jest przedmiotem strategii bezpieczeństwa żywności 
opracowywanej przez: 
1. Organizacje międzynarodowe: 

- Komisja Kodeksu Żywnościowego (ogólnoświatowa) (Codex Ali
mentarius, 140 państw); 

- Komitety Ekspertów FAO/WHO (Joint Expert Comiittee on Food 
Additives); 

- Joint Meeting on Pesticide Residues. 
2. Organizacje europejskie: 

Komisja Unii Europejskiej oraz Dyrekcja Generalna ds. Zdrowia 
i Ochrony Konsumentów (DG SANCO); 

Zdigitalizowano i udostępniono w ramach projektu pn. 
Rozbudowa otwartych zasobów naukowych Repozytorium Uniwersytetu w Białymstoku – kontynuacja,  

dofinansowanego z programu „Społeczna odpowiedzialność nauki” Ministra Edukacji i Nauki  
na podstawie umowy BIBL/SP/0040/2023/01



- Komitet Naukowy ds. Żywienia Zwierząt; 
- Komitet Naukowy ds. Zdrowia i Dobrostanu Zwierząt; 
- Komitet Naukowy ds. Produktów Kosmetycznych i Produktów 

Nieżywnościowych Przeznaczonych dla Konsumentów; 
- Komitet Naukowy ds. Produktów Leczniczych i Wyrobów Me

dycznych; 
- Komitet Naukowy ds. Toksyczności, Ekotoksyczności oraz Śro

dowiska; 
- Komitet Naukowy ds. Roślin; 

Komitet Naukowy ds. Żywności; 
Komitet Naukowy ds. Środków Weterynaryjnych Dotyczących 
Zdrowia Publicznego; 
Europejski Urząd Bezpieczeństwa Żywnościowego (EFSA) utwo
rzony w 2002 roku na mocy Rozporządzenia 178/2002/WE, 
którego zadaniem jest zapewnianie niezależnego doradztwa na
ukowego oraz wsparcia naukowo-technicznego w zakresie prawo
dawstwa i polityki Wspólnoty we wszystkich dziedzinach, które 
wywierają bezpośredni lub pośredni wpływ na bezpieczeństwo 
żywności i pasz. Urząd zbiera i analizuje dane, które umożliwiają 
przygotowanie charakterystyk i monitorowanie zagrożeń, wy
wierających bezpośredni lub pośredni wpływ na bezpieczeństwo 
żywności i pasz. Funkcjonowanie EFSA ma zapewnić rzetelną 
informację w sprawach istniejących i pojawiających się zagrożeń 
bezpieczeństwa żywności, przyczynić się do wysokiego poziomu 
ochrony zdrowia i życia ludzkiego, zdrowia zwierząt i odpowied
nich warunków ich hodowli, zdrowia roślin i ochrony środowiska 
naturalnego w kontekście funkcjonowania rynku wewnętrznego. 

3. Organizacje krajowe prowadzące urzędową kontrolę żywności: 
- Państwowa Inspekcja Sanitarna; 
- Państwowa Inspekcja Weterynaryjna; 
- Państwowa Inspekcja Handlowa; 
- Inspekcja Jakości Handlowej Produktów Rolno-Spożywczych; 
- Państwowa Inspekcja Ochrony Roślin i Nasiennictwa we współ-

działaniu z Ministerstwami: Zdrowia, Rolnictwa i Rozwoju Wsi, 
Finansów oraz Urzędem Ochrony Konkurencji i Konsumentów. 
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