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Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki oznaczenia zawartosci wybranych metali cigzkich w pigciu
preparatach kolagenowych metoda atomowej spektrometrii absorpcyjnej (AAS). Sladowe ilosci
arsenu w dwoch pierwszych probkach oraz brak innych toksycznych metali cigzkich, tj. chromu,
kadmu, otowiu i rteci we wszystkich badanych probkach kolagenowych pozwala na bezpieczne
ich stosowanie w rolnictwie. Obecno$¢ cynku i miedzi w tych preparatach moze przyczyni¢ si¢
do poprawy kietkowania otoczkowanych preparatami kolagenowymi nasion rzepaku.

Abstract
The paper presents the results of determining the content of selected heavy metals in five collagen

preparations by atomic absorption spectrometry (AAS). Trace amounts of arsenic in the first two
samples and the absence of other toxic heavy metals, i.e. chromium, cadmium, lead and mercury
in all collagen samples tested allow their safe use in agriculture. The presence of zinc and copper
in these preparations may contribute to the improvement of germination of rapeseed coated
with collagen preparations.

Stowa kiuczowe: kolagen, metale cigzkie, atomowa spektrometria absorpcyjna, otoczkowanie
nasion rzepaku.
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1. Wstep

Preparaty kolagenowe, jako produkty uboczne proceséw technologii wyprawy
skor znajduja obecnie szerokie zastosowanie w produkcji kosmetykow,
farmaceutykow, ale takze w rolnictwie [1]. Jednym z przyktadéw zastosowania
tego typu preparatow w rolnictwie jest stosowanie produktow na bazie kolagenu
do otoczkowania nasion ro$lin uprawnych, dzigki czemu ro$liny wykazuja

zwigkszong 0dpornos¢ na susze i wzrost sadzonek [2, 3]. Ze wzgledu na zdrowie
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cztowieka, zwierzat | wystepujacych w §rodowisku innych organizmow zywych,
wazne jest, aby zastosowane preparaty byly wolne od toksycznych metali.

Metale ciezkie mogg by¢ przyczynami alergii skornych, drog oddechowych
czy pokarmowych, ale nierzadko tez w dluzszym okresie czasu wywoluja
powazne choroby [4]. Pierwiastki, takie jak: arsen (As), cynk (Zn), kadm (Cd),
chrom (Cr), miedz (Cu), rte¢ (Hg), otow (Pb), cyna (Sn), kobalt (Co), nikiel (Ni),
mangan (Mn), selen (Se), zelazo (Fe) i srebro (Ag) moga wywotywaé przewlekle
stany chorobowe, ktore wystepuja przez okreslony czas w formie utajonej,
aby w efekcie wywota¢ mutacje lub uszkodzenia komorek roéznych uktadow
funkcjonalnych cztowieka [5]. Dodatkowo, niektore z metali, np. As, Zn, Cd, Cu,
I Hg moga wywotaé ostre zatrucia. Olow, rte¢ i kadm naleza do najbardziej
toksycznych metali ciezkich. Otow dziala toksycznie na wszystkie zywe
organizmy, przez co uznaje si¢ go za jedng z najgrozniejszych trucizn [6].
Roéwniez rte¢ jest wysoce niebezpiecznym pierwiastkiem. Bezpieczne stezenie
rteci jest trudne do okreslenia, z uwagi na rézne formy toksyczne wystgpowania
tego pierwiastka w  $rodowisku [7]. Toksycznos¢ kadmu  wynika
z wysokiego powinowactwa tego pierwiastka do biologicznie istotnych grup
chemicznych (grupy aminowe, hydroksylowe, tiolowe itd.) [8]. Jak podaje
literatura, istnieja zalezno$ci migdzy stezeniami metali cigzkich w spozywanych
pokarmach oraz wdychanym powietrzu, a umieralno$cig na nowotwory [5].

Dlatego nalezy zwrdci¢ szczegolng uwage, czy metale cigzkie nie znajduja si¢
w preparatach kolagenowych, ktére bedg stanowily integralng czg$¢ rosliny
wykorzystywanej p6zniej do produkeji zywnosci.

Celem niniejszej pracy bylo oznaczenie stezen wybranych metali cigzkich
w badanych preparatach kolagenowych. Wykorzystano metodg atomowej
spektrometrii absorpcyjnej (AAS). Zadanie to realizowano w ramach projektu
»Wykorzystanie hydrolizatow kolagenowych do przygotowania otoczek nasion
rzepaku zwiekszajacych odpornos¢ na susze” — COLL-RAPE. Projekt ten zaktada
wybor najlepszej metody ekstrakcji  kolagenu, przydatnej w rolnictwie
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do modyfikacji nasion. Rezultatem projektu bedzie wykorzystanie preparatow
kolagenowych do otoczkowania nasion rzepaku.

2. Materialy i metody
2.1. Preparaty kolagenowe

Analizie poddano pi¢¢ preparatow kolagenowych. Probki — P1, P2, P3, P4, P5
otrzymane zostaly metoda standardowej ekstrakcji kolagenu z surowych obrzynek
odpadowej skory cielecej. Preparaty zawierajag niezhydrolizowany kolagen

0 masie czasteczkowej okoto 340000 Da.

Tabela 1. Charakterystyka preparatéw kolagenowych

Nazwa Zawartos$é Zawartos$é
Lp. - Kod Konsystencja Barwa popiolu pH hydroksyproliny
probki 0
[%6] [ng/ml]
1. Probka 1 P1 proszek z0Mta 5,40 5,27 1735
2. Probka 2 P2 proszek brazowa 5,29 4,82 1810
3. Probka 3 P3 zel szara 1,81 7,46 823
4, Probka 4 P4 zel bezowa 1,98 7,07 797
5. Probka 5 P5 zel ciemnoszara 1,16 7,89 789

Probki do badan otrzymano poprzez oczyszczanie ré6znymi metodami filtracji
oraz saczenie przez saczki o roznej grubosci. W Tabeli 1 przedstawiono

charakterystyke poszczegdlnych preparatow.

2. 2. Przygotowanie probek do badan

Probki do badan przechowywano w lodowce w statych warunkach temperatury
(5-10°C). W dniu badania, probki preparatow kolagenowych wyjeto z lodowki
I umieszczono na szalkach Petriego. Probki pozostawiono w temperaturze
pokojowej do catkowitego wysuszenia. PO 10 dniach z kazdej szalki pobrano
po 0,1 g preparatu, a nastgpnic dodano 7 cm® 65% kwasu azotowego (V).
Nastepnie probki pojedynczo umieszczano w teflonowym naczyniu reakcyjnym,

ktore wktadano do dolnej glowicy reaktora mineralizatora Magnum |1 (Ertec).
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Kazdg badang probke zmineralizowano do uzyskania klarownego roztworu,
co swiadczy o pelnej mineralizacji. Proces mineralizacji wykonano w trzech
cyklach dla kazdej probki, trwajacych lacznie 20 minut w temperaturze
maksymalnej rownej 300°C i pod ci$nieniem maksymalnym wynoszacym
45 baréw, przy maksymalnej mocy mikrofal (100%).

W kolejnym etapie przemyto $cianki naczynia woda i przeniesiono roztwor
do kolby miarowej o pojemnosci 25 cm?®. Na koniec wszystkie probki przesaczono
przez filtr typu 388 (migkki). Celem sprawdzenia poprawno$ci procesu,
wykonano probe $lepg z zastosowaniem wody destylowanej zamiast probki
badanej. Badania przeprowadzono wg normy PN-EN [ISO 17072-2
,»Skora wyprawiona - Chemiczne oznaczanie zawartosci metalu - Czg¢$¢ 2: Ogodlna
zawartos¢ metalu” [9]. W przygotowanej probce oznaczono nastgpujace

pierwiastki: As, Cd, Cr, Cu, Hg, Pb, Zn.

2. 3. Odczynniki chemiczne

W badaniach uzyto wzorcow (Chem-Lab) analizowanych pierwiastkow to jest:
As, Cd, Cr, Cu, Hg, Pb, Zn o poczatkowym stezeniu 1000 mg/L. Krzywe
wzorcowe sporzadzono poprzez rozcienczenia roztworu —podstawowego.
W celu eliminacji matrycowych efektow interferencyjnych wykorzystano bufor
spektralny, tj. 10% azotan (V) lantanu (Ill) przy analizie Pb oraz Cd.
Bufor spektralny to substancja, ktora reagujac z interferentem sprawia, ze jego

oddziatywanie na analit zmniejsza si¢ lub nawet zanika.

2. 4. Metody badawcze

Oznaczenia stgzenia metali cigzkich w badanych probkach przeprowadzono
przy uzyciu techniki plomieniowej atomowej spektrometrii absorpcyjnej (AAS)
na aparacie jednowiazkowym Unicam 939. Stezenia poszczegélnych metali

oznaczano stosujac techniki:
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1. VGAAS (ang. Vapour Generation Atomic Absorption Spectrometry) w tym:

a) HGAAS (ang. Hydride Generation Atomic Absoption Spectrometry) —
absorpcyjng spektrometri¢ atomowg z generowaniem wodorkow,
stuzaca do wykrycia zawartosci metalu Sb. W metodzie tej do
oznaczen wykorzystuje si¢ tzw. generator wodorkéw, celem
wytworzenia lotnych potgczen metalu z wodorem.

b) CVAAS (ang. Cold Vapour Atomic Absoption Spectrometry) —
absorpcyjng spektrometric atomowag z generowaniem zimnych par
dla metalu Hg. Technika stosowana tylko do oznaczen rteci. Do badan
wykorzystuje si¢ rowniez generator wodorkdw, w ktérym wytwarzane
sa wolne atomy rtgci.

2. Plomieniowa absorpcyjng spektrometrie atomowg FAAS (ang. Flame
Atomic Absoption Spectrometry) — jest to technika z uzyciem atomizera
plomieniowego dedykowana dla metali Pb, Cd, Cr, Cu, ktora przeprowadza
probke ciekla w forme aerozolu.
Pomiary wykonano z uzyciem lamp z katodg wnekowg (HCL, ang. Hallow
Cathode Lamp), stosujac do pomiaréow adekwatne do konkretnego pierwiastka
lampy. Zastosowano atomizacje ptomieniowa, stosujac korekcje tta (lampa
deuterowa) dla metali: As, Cd, Cu, Hg, Pb, Zn z uwagi na zastosowane
najbardziej czulych linii analitycznych w zakresie ponizej 400 nm (Tabela 2).
Lampa deuterowa (D2) emituje promieniowanie w szerokim zakresie
(190 — 400 nm), ktore nie jest absorbowane przez atomy probki w sposob
znaczacy, podlega natomiast rozproszeniu 1 innym procesom zwigzanym
z generacjg tlta. Dla linii analitycznej Cr (357,9 nm) dziatanie korekcji tta
i jej skuteczno$¢ jest mocno ograniczona, dlatego jej nie zastosowano.
Rodzaj plomienia, sktad mieszaniny gazéw i dlugos¢ fali ulegalty zmianie
w zalezno$ci 0od 0znaczanego pierwiastka (Tabela 2). Do pomiaréw wykorzystano

palnik o dlugosci 50 mm. Spektrometr absorpcji atomowej przedstawiono
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na Rys. 1. Wyznaczono granice oznaczalnosci metody (Tabela 3).

Tabela 2. Charakterystyka parametrow zastosowanych w technice AAS
Parametry zastosowane w technice AAS

Metal Dlugos¢ fali [nm] Rodzaj plomienia-technika
As 193,7 acetylen-powietrze-metoda generacji wodorkow
Cd 228,8 acetylen-powietrze-utleniajaca
Cr 357,9 acetylen-podtlenek azotu-redukujaca
Cu 3248 acetylen-powietrze-utleniajaca
Hg 253,7 bezptomieniowo-technika zimnych par
Pb 217,0 acetylen-powietrze-utleniajaca
Zn 2139 acetylen-powietrze-utleniajaca

Badania przeprowadzono zgodnie z normg [9]. Podang norme stosuje si¢
do badania metali w nastgpujacych probkach: skoérze naturalnej, skorze
powlekanej, materiatach widokienniczych i tworzywach. Przed przystapieniem
do prac, metoda badawcza zostata zoptymalizowana pod wzgledem planowanych

oznaczen.

Rys. 1. Spektrometr absorpcji atomowej Unicam 939 z generatorem wodorkéw HG3000
(technika 1 i 2).

3. Oméwienie i dyskusja wynikow

Wyniki pomiarow stezen metali w badanych probkach przedstawiono
w Tabeli 3. Przy analizie uzyskanych wynikéw nalezy wzigé pod uwage, ktore z
badanych metali sg toksyczne, a ktore niezbedne roslinie do wzrostu. Wsrod

metali toksycznych znajdujg si¢ m.in.: arsen, otow, rteé, chrom i kadm [4],
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z kolei metale, takie jak: miedz i cynk, w odpowiednim stgzeniu petnig funkcje

mikroelementéw dla roslin, zwierzat oraz mikroorganizméw [6].

Tabela 3. Wyniki pomiaru stezen metali w analizowanych preparatach kolagenowych (kolorem
niebieskim zaznaczono otrzymane wartosci st¢zen metali)

Granica Stezenie badanych metali [mg/kgs m]
o o
metali ook P P2 P3 P4 P5
As 0,005 1,256 1,032 <0,005 <0,005 <0,005
Cd 0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10
Cr 0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10
Hg 0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Pb 0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10
Cu 0,02 <0,02 <0,02 17,04 13,13 7,48
Zn 0,05 <0,50 65,97 11,59 13,06 22,42

W przypadku metali silnie toksycznych, w probce P1 i P2 wykryto $ladowe
ilosci arsenu (P1-1,256 mg/kgsm, P2-1,032 mg/kgsm). W zadnej z badanych
probek (P1-P5) nie wykryto obecnosci kadmu, chromu, rtgci oraz otowiu. Wedtug
dyrektywy 2002/32WE wyniki stezen arsenu nie przekraczaja maksymalnych,
dopuszczalnych stgzen dla roslin, przeznaczonych na pasze [10]. Dyrektywa
ta stanowi, ze stosowanie produktéw przeznaczonych na pasze, w ktérych
zawarto§¢ niepozadanych substancji przekracza maksymalne zawartosci,
w tym dla arsenu (2 mg/kgsm), kadmu (1 mg/kgsm) i otowiu (10 mg/kgsm.)
jest niedozwolone. Oznacza to, ze nasiona otoczkowane badanymi preparatami
mogg by¢ przeznaczone na produkty paszowe. Podobne oznaczenia metali
przeprowadzili tukowski i wsp. (2017) [6], ktorzy zbadali trawy pastewne
pod katem obecno$ci metali cigzkich tj. Pb, Cd, Cu, Zn i dodatkowo niklu (Ni).
W badaniach rowniez wykorzystano metod¢ atomowej spektroskopii absorpcyjnej
ptomieniowe;.

Po przeprowadzeniu badan okazato si¢, ze zawarto$¢ metali cigzkich

w badanych trawach pastewnych nie przekraczata krytycznych zawartosci metali
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w odniesieniu do roslin paszowych, z wyjatkiem siedmiu z trzydziestu trzech
probek traw, w przypadku zawarto$ci otowiu [6]. Autorzy pracy podkreslaja,
ze przekroczenie Kkrytycznej warto$ci st¢zenia olowiu w roslinie powoduje
pogorszenie ilosci i jakosci plonéw [6]. Zatem konieczny jest staly monitoring
zawarto$ci tego pierwiastka na kazdym etapie produkcji pasz.

Przeprowadzajac analiz¢ sktadnikow niezbednych ro$linie do wzrostu mozna
przyja¢, ze cynk i1 miedz s3 jednymi z wazniejszych mikroelementow
w uprawie zb6z [7]. Rola miedzi sprowadza si¢ m.in. do stymulacji wzrostu
i rozwoju ro$liny, zwigkszenia zdrowotnosci tanu czy stymulacji krzewienia [11].
Co wigcej, miedz tworzy potaczenia kompleksowe z m.in. aminokwasami,
czy sktadnikami bton komorkowych, ktore biorg udzial m.in. w procesach
metabolicznych [12]. Natomiast cynk jest odpowiedzialny m.in. za procesy
zwigzane z powstawaniem regulatorow wzrostu [6]. Oba te pierwiastki oznaczono
w probce P3, P4 i P5. Stezenie miedzi dla badanych probek wynosito:
17,04 mg/kgsm. (P3), 13,13 mg/kgsm. (P4), 7,48 mg/kgsm. (P5).
Jak podaje Lukowski i wsp. (2017) [6], Srednia optymalna zawarto$¢ miedzi
w ro$linach powinna wynosi¢c od 5 do 20 mg/kgsm. Gdy Stezenie miedzi
w roslinie jest nizsze niz 5 mg/kgs m. obserwuje si¢ niedobory tego pierwiastka [6].
Z kolei stezenie cynku w badanych preparatach kolagenowych wynosito 11,59
mg/kgsm. (P3), 13,06 mg/kgsm. (P4), 22,42 mg/kgsm. (P5) oraz (65 mg/kgsm)
(P2). Uzyskane wyniki stezen cynku mieszcza si¢ (probki: P3, P4, P5)
lub nieco przekraczajg (probka P2) wartosci z przedzialu zawartosci cynku
dla traw pastewnych z rejonu Polski, ktoéry wynosi od 11,65 do 52,07 mg/kgs m.
oznaczonych przez Lukowskiego i wsp. (2017) [6].
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4. Podsumowanie

Sladowe iloci arsenu w probkach P1 i P2 oraz brak innych toksycznych
metali cigzkich tj. chromu, kadmu, otowiu i rteci w badanych preparatach pozwala
na bezpieczne ich stosowanie w rolnictwie. Obecno$¢ cynku i1 miedzi
w preparatach kolagenowych moze przyczyni¢ si¢ do poprawy kietkowania
nasion, otoczkowanych tymi substancjami. Tym samym mozna stwierdzic,
ze produkowana zywno$¢ z tych upraw bedzie réwniez wolna od groznych

dla zdrowia zanieczyszczen metali cigzkich.
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