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Estimation of the content of heavy metals, which could be included into bio-cycle from sew-
age sludge when environmentally used, can be based on sewage sludge sequential analy-
ses and compared to the content of heavy metals in plants. The method assesses which 
sewage sludge components accumulate the biggest amount of heavy metals. The method 
also permits evaluation of the potential risk for environment and heavy metals bioavailability. 

This paper presents a review of sequential extraction methods, which are used to estimate 
heavy metals amount in sewage sludge fractions. The most applied are the two methods: by 
Tessier et al. and BRC, as well as various modifications of these methods. 

1. WPROWADZENIE

Całkowita zawartość metali ciężkich w  próbach środowiskowych np. gleby, osadów 
dennych czy ściekowych nie jest w stanie określić rzeczywistego ryzyka, jakie stwarzają 
one dla środowiska, ani także ich dostępności dla organizmów żywych, ryzyka dla zdrowia 
ludzi, przemieszczania do wód oraz pobierania przez rośliny [Pérez-Cid i in. 2002; Gworek 
2004a; Jamali i in. 2007b]. 
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Mobilność metali ciężkich w  osadach ściekowych oraz ich pobieranie przez rośliny 
można ocenić na podstawie dwóch wskaźników: wskaźnika chemicznego, przez frakcjono-
waną analizę osadów ściekowych, oraz wskaźnika biologicznego, informującego o zawar-
tości metali ciężkich w roślinach rosnących na osadach ściekowych. 

Całkowita zawartość metali ciężkich w osadach ściekowych nie informuje, jaka ich ilość 
jest dostępna dla roślin, a zatem wejdzie do obiegu biologicznego. Dopiero analiza sekwen-
cyjna pozwala oszacować, jaki jest procentowy udział metali w postaci mobilnej, dostępnej 
dla roślin [Tessier i in. 1979; Qiao, Ho 1996]. 

Do badań najczęściej stosuje się specjację oraz analizę specjacyjną jako metody pozwa-
lające określić formy metali ciężkich w próbach środowiskowych [Dziadek, Wacławek 2005]. 

Specjacja. Metoda ta polega na jakościowym określeniu występowania w badanym 
materiale, pierwiastka w różnych, wyraźnie zdefiniowanych formach chemicznych oraz fi-
zycznych [Siepak 2003]. Termin ten jest m.in. używany do nazywania różnego rodzaju ana-
liz pozwalających określić stopień utlenienia pierwiastków lub związków metaloorganicz-
nych, ale także form pierwiastków nazywanych biodostępnymi lub mobilnymi [Dziadek, Wa-
cławek 2005; Environmental Health Criteria 2006]. 

Analiza specjacyjna. Metoda ta natomiast polega na identyfikowaniu i określeniu ilo-
ściowym występowania pierwiastków w różnych formach chemicznych i fizycznych w śro-
dowisku. Zasięg analizy specjacyjnej obejmuje nie tylko jakościową specjację pierwiastków, 
ale również określenie ilości poszczególnych form w roztworze. W metodzie tej wykorzy-
stuje się fakt, że każda z form badanego analitu posiada inne właściwości biologiczno-che-
miczne oraz fizyczne, a co za tym idzie również toksykologiczne. 

Na podstawie oznaczonych drogą analizy specjacyjnej form pierwiastków, w połącze-
niu z nowoczesnymi metodami statystycznymi, można określić szereg czynników takich, 
jak: biodostępność, migracja, kumulacja, biomagnifikacja, toksyczność, rozpuszczalność 
czy sorpcja [Siepak 2003]. Z opisywaną metodą wiąże się jednak wiele problemów ana-
litycznych. Należą do nich m.in. problemy ze śladowymi zawartościami niektórych skład-
ników. Ważnym problemem jest również nietrwałość i zmienność form w czasie przecho-
wywania próbek badanego materiału. Analityk musi się liczyć z możliwością zachodzenia 
procesów enzymatycznych i mikrobiologicznych (w materiale biologicznym), a także wpły-
wem tlenu atmosferycznego, temperatury i światła. Analiza specjacyjna powinna, zatem być 
przeprowadzona szybko, w jak najkrótszym czasie od momentu pobrania próby [Dziadek, 
Wacławek 2005; Environmental Health Criteria 2006].

Zastosowanie analizy specjacyjnej do badań różnych elementów środowiska spowo-
dowało rozwój różnych typów specjacji. W przypadku badań obejmujących próbki i matry-
ce stałe lub fazowe wyodrębniono z analizy specjacyjnej metodę zwaną frakcjonowaniem. 
O ile analiza specjacyjna wykorzystywana jest do rozpoznawania form pierwiastków głów-
nie w roztworach i przesączach, o tyle frakcjonowanie doskonale nadaje się do prób stałych 
i zawiesin [Siepak 2003]. 
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Frakcjonowanie. Jest to metoda pozwalająca na rozróżnienie form występowania me-
tali w   próbach stałych, takich jak: zawiesina, pył zawiesinowy oraz osady ściekowe, ko-
munalne, denne, kompostowe i przemysłowe. Frakcjonowanie w tym wypadku oparte jest 
na klasyfikacji analitu lub grupy analitów z danej próbki, według właściwości fizycznych (np. 
wielkość cząstek, rozpuszczalność) i chemicznych (reaktywność) [Siepak 2003]. 

Zasada frakcjonowania została wykorzystana w procedurze ekstrakcji sekwencyjnej, 
która pozwala rozdzielić metale śladowe na formy chemiczne, mogące być uwalniane do 
roztworu w  różnych warunkach środowiskowych. Symulację warunków środowiskowych 
uzyskuje się przez następujące po sobie kolejne ekstrakcje za pomocą związków o wzra-
stającej aktywności. W procedurze możliwa jest identyfikacja składników fazy stałej, z któ-
rymi wiążą się poszczególne metale. Ostatnim etapem postępowania jest określenie całko-
witej zawartości pierwiastków, co stanowi kontrolę względem sumy zawartości oznaczonej 
w poszczególnych frakcjach. Oprócz ekstrakcji sekwencyjnej w badaniach metali ciężkich 
w próbach środowiskowych stosuje się ekstrakcję pojedynczą (prostą), w której wykorzy-
stuje się symulacje naturalnych warunków przechodzenia składników z badanej próby bez-
pośrednio do roztworu [Kowalkowski, Buszewski 2002; Dziadek, Wacławek 2005]. 

W  niniejszym opracowaniu opisano metody najczęściej stosowane w  postępowaniu 
z osadami ściekowymi różnego pochodzenia.

2. EKSTRAKCJA POJEDYNCZA

Ekstrakcja pojedyncza jest procedurą analityczną z  zastosowaniem najczęściej jed-
nego eluentu (odczynnika), którego zadaniem jest oznaczenie form pierwiastków bezpo-
średnio przyswajalnych dla roślin. Metodę stosuje się w badaniach urodzajności i  jakości 
zbóż w celu określenia niedoborów oraz nadmiarów pierwiastków w materiale, a także do 
określania właściwości fizykochemicznych zachowania się pierwiastków w  środowisku. 
W mniejszym zakresie metodę stosuje się również w celach pomiarowych oraz do ozna-
czenia metali ciężkich [Moćko, Wacławek 2004; Dziadek, Wacławek 2005]. 

Metoda pozwala na określenie aktualnej fitotoksyczności i  ekotoksyczności metali 
w podłożu w momencie, gdy niepotrzebne wydaje się badanie form metali. Wyniki uzyska-
ne na drodze tego typu ekstrakcji pozwalają oszacować biologiczną przyswajalność metalu 
dla roślin lub mikroorganizmów oraz podatność metali na wymywanie.

Do tego typu ekstrakcji są stosowane najczęściej roztwory soli o odczynie obojętnym 
np. CaCl2 [Jamali i in. 2007a] oraz roztwory kompleksujące albo o niższej sile jonowej, które 
wpływają na uwalnianie zaadsorbowanych składników. Stosowane są również kwasy, m.in. 
azotowy (V), chlorowodorowy i octowy. Kwas azotowy stosowany jest do ekstrakcji wszyst-
kich mikro- i makroelementów, ponieważ jest silnym roztworem ekstrakcyjnym. Obok kwa-
su azotowego stosuje się ekstrakcje za pomocą kwasu solnego. Jednak dla środowisk bar-
dzo zanieczyszczonych ekstrakcja 1 M HCl nie jest odbiciem faktycznego zagrożenia dla 
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roślin [Dziadek, Wacławek 2005; Rao i in. 2008]. Ekstrakcję frakcji dostępnych można wy-
konać również kwasami organicznymi, np. octowym. Przykłady najczęściej stosowanych 
odczynników zostały przedstawione w tabeli 1. Zarówno przy zastosowaniu kwasów mine-
ralnych, jak i organicznych, roztwory ekstrakcyjne pozwalają na częściowe rozpuszczenie 
frakcji: wymiennej, węglanowej oraz związanej z tlenkami Fe/M, a także materii organicz-
nej. Przy zastosowaniu eluentów organicznych proces wymycia metali jest jednak mniejszy 
(jedynie 5%) niż przy zastosowaniu kwasów nieorganicznych (wymycie 65% całkowitej za-
wartości metali) [Moćko, Wacławek 2004; Dziadek, Wacławek 2005].

Tabela 1.	Najczęściej stosowane odczynniki w  ekstrakcji pojedynczej [wg Wacławek, Moćko 
2000]

Table 1.	 The most often applied reagents in single extraction [by Wacławek, Moćko 2000]

Grupa eluentów Typ i siła roztworu

Ekstrakcja kwasem

HNO3 0,43 ÷2,0 M
Woda królewska
HCl 0,1÷1,0 M

CH3COOH 0,1 M
HCl 0,05 M+H2SO4 0,0125 M

Reagenty chelatujące

EDTA 0,01÷0,05 M (przy różnym pH)
DTPA 0,005÷0,1 M +TEA 0,1 M

CaCl2 0,01 M
CH3COOH 0,02 M

NH4F 0,015 M
HNO3 0,013 M
EDTA 0,001 M

Roztwory buforowanych soli NH4OAc, CH3COOH (pH=7) 1,0 M
NH4OAc, CH3COOH (pH=4,8) 1,0 M

Roztwory niebuforowanych soli

CaCl2 0,1 M
CaCl2 0,05 M
CaCl2 0,01 M
NaNO3 0,1 M
NH4NO3 1,0 M

AlCl3 0,3 M
BaCl2 0,1M

 
3. EKSTRAKCJA SEKWENCYJNA

3.1. Rozwój i modyfikacja

Wyraźny wzrost zainteresowania ekstrakcją sekwencyjną nastąpił w latach siedemdzie-
siątych XX wieku. Według Karczewskiej [2002] pierwsze metody służyły określeniu potencjal-
nej i aktualnej przyswajalności mikroelementów dla roślin. Prace m.in. Grimme’a [1967] czy 
McLarena i Crawforda [1973] dotyczyły oznaczania miedzi w glebach uprawnych. Równolegle 
tworzone były również metody ekstrakcji sekwencyjnej, zwłaszcza metali ciężkich, z takich 
materiałów jak osady denne [Gupta i Chen 1975] czy osady ściekowe [Lake i  in. 1984].  
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Największe uznanie i szerokie zastosowanie znalazła opublikowana w 1979 r. przez Tes-
siera, Bisona i Campbella metoda, w której przedstawili i opisali zasadę pięciostopniowego 
oznaczania metali ciężkich (Cd, Co, Cu, Fe, Pb, Mg, Ni, Zn) w osadach pochodzenia rzecz-
nego [Karczewska 2002; Bacon, Davidson 2008]. Metoda pierwotnie sekwencyjnej ekstrak-
cji przeznaczona była do oznaczania pierwiastków śladowych tylko w osadach rzecznych, 
z czasem została adoptowana również do badań osadów innego pochodzenia, np. ście-
kowych [Dąbrowska 2004; Renoux i  in. 2007; Shrivastava, Banerjee 2003; Gupta, Sinha 
2006], oraz produktów ich przetwarzania (komposty) [Planquart i in. 1999], jak również sta-
łych elementów środowiska, np. takich jak gleba [Maiz i in. 2000; Murphy i in. 2000; Narwall 
i Singh 2001; Karczewska 2002; Vilar i in. 2005; Jalali i Khanlari 2006], pochodząca z tere-
nów uprzemysłowionych [Zhang i in. 2006] czy nawożona osadami ściekowymi [Chandra 
Sekhar i in. 2001; Turek i in. 2005; Shober i in. 2007]. Oczywiście nadal z powodzeniem me-
toda ekstrakcji sekwencyjnej jest stosowana do badań metali ciężkich w osadach rzecznych 
[Joksič i in. 2005; Alomary, Belhadj 2007].

Przez wiele lat opisywana metoda była wielokrotnie modyfikowana, zaczęto stosować 
inne odczynniki, wyodrębniano wiele różnych frakcji. Odczynniki stosowane w różnych wa-
riantach metody były selekcjonowane na podstawie zdolności do usuwania analizowanych 
substancji ze specyficznych faz osadów, albo na zasadzie zmiany procesu, albo przez roz-
pad faz docelowych. Etapy ekstrakcji korespondują ze zmianami, jakie zaobserwować moż-
na w warunkach środowiska naturalnego i wykorzystują takie naturalne zjawiska, jak: za-
kwaszenie, redukcja lub utlenianie [Bacon, Davidson 2008]. 

Ze względu na użycie wielu procedur ekstrakcji sekwencyjnej, z różną liczbą etapów, 
jakością zastosowanych odczynników i różnymi warunkami procesu pojawił się problem po-
równywalności wyników uzyskanych w różnych laboratoriach [Wang i in 2003]. W związku 
z tym w 1973 r. powstały organ European Community Bureau of Reference (agencja rzą-
dowa do spraw standaryzacji materiałów i metod badawczych – BRC, obecnie Standards, 
Measurements and Testing Programmed) podjął starania ujednolicenia procedur badaw-
czych analizy sekwencyjnej i  stworzył protokół analizy sekwencyjnej opartej na trzystop-
niowej ekstrakcji z zastosowaniem kwasu octowego – metoda BRC [Jamali i  in. 2007a]. 
Pierwsze dwa etapy procedury zaczerpnięte z metody Tessiera zostały połączone w jeden 
etap. Również masa używanych w badaniach prób oraz ilość odczynników uległa modyfika-
cji. Rezultatem pracy BRC są certyfikowane materiały odniesienia CRMs, które pozwalają 
w każdym laboratorium wykonać analizę sekwencyjną według tej samej procedury i opartej 
na wielokrotnie przebadanych materiałach referencyjnych, o znanych zawartościach bada-
nych związków [Bacon, Davidson 2008].

W latach dziewięćdziesiątych dwudziestego wieku analiza sekwencyjna stała się jedną 
z najbardziej popularnych metod oznaczania metali ciężkich. Liczne modyfikacje przystoso-
wały metodę do oznaczania metali ciężkich w takich materiałach, jak: gleba uprawna, gleba 
nawożona nawozami organicznymi, gleba terenów leśnych i miejskich o małym oraz dużym 
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wpływie antropopresji, osady ściekowe, osady rzeczne [Šömen Joksič i in. 2005], komposty, 
popioły i in. Jednak pomimo różnych protokołów metoda Tessiera i in. oraz BRC są używa-
ne najczęściej [Bacon, Davidson 2008, Rao i in 2008].

3.2. Ogólna zasada sekwencyjnej ekstrakcji

Metodę sekwencyjnej ekstrakcji chemicznej metali ciężkich oparto na ekstrakcji form 
metali związanych z poszczególnymi składnikami prób osadowych, przez działanie na tę 
samą próbkę różnymi roztworami o wzrastającej agresywności [Perez-Cid i in.1996]. Kolej-
ne ekstrakty oddzielane zostają od fazy stałej przez wirowanie, stałą pozostałość natomiast 
poddaje się kolejnemu etapowi ekstrakcji. 

W  procesie analizy sekwencyjnej wykorzystuje się podstawowe mechanizmy fizyko- 
chemiczne, takie jak: 
●	 rozpuszczalność w wodzie, 
●	 wymiana jonowa, 
●	 utlenianie i redukcja, 
●	 kompleksowanie oraz roztwarzanie mineralnych i organicznych komponentów badane-

go materiału. 
Dotychczas opracowano wiele procedur analizy sekwencyjnej, które różnią się  

m.in. rodzajem i kolejnością wydzielanych frakcji, rodzajem i stężeniem użytych odczyn-
ników, parametrami procesu, a  także sposobami pozyskiwania z  fazy stałej roztworu 
resztkowego po kolejnych fazach ekstrakcji. Kolejne frakcje są wydzielane z zastosowa-
niem coraz silniejszych odczynników. Najczęściej wyodrębnianych jest od 3 do 7 frakcji 
[Karczewska 2002].

Metoda sekwencyjnej ekstrakcji ma swoich zwolenników oraz przeciwników. Za wady 
metody najczęściej podawane są: 
●	 długi czas inkubacji i wykonania całej procedury (czasochłonność i  pracochłonność) 

oraz bardzo duża wrażliwość metody na wszelkie nieprawidłowości podczas jej trwania; 
●	 wyodrębnione w procedurze frakcje są umowne (zdefiniowane operacyjnie) i w sposób 

przybliżony charakteryzują formy występowania metali w  próbie; powoduje to trudności 
w ustaleniu granic między poszczególnymi fazami (poekstrakcyjna ponowna adsorpcja ba-
danych związków oraz wtórna redystrybucja pierwiastków między poszczególnymi fazami);

●	 stosowane w procedurze odczynniki działają w sposób nieselektywny (tzn. mogą słu-
żyć do ekstrakcji kilku frakcji), dlatego należy stosować je w odpowiedniej kolejności, ze 
szczególnym uwzględnieniem czasu działania poszczególnych odczynników oraz po-
zostałych parametrów procedury; 

●	 trudności w interpretacji wyników – wyniki z niektórych procedur mogą być dla poszcze-
gólnych faz zawyżone lub zaniżone [Lopez-Sanchez i in. 1993; Karczewska 2002; Ba-
con, Davidson 2008];



48

Marlena Szumska, Barbara Gworek

●	 często pojawiają się problemy z walidacją metody, czyli jej zatwierdzeniem do użycia 
w odniesieniu do określonego materiału;

●	 metoda jest bardzo wrażliwa na nawet niewielkie zmiany w procedurze [Garcia-Delga-
do i in. 2007]. 

Metody nie są uniwersalne, dlatego ich wybór powinien być przede wszystkim uza-
leżniony od właściwości badanego materiału [Dziadek, Wacławek 2005], m.in. od po-
tencjału oksydo-redukcyjnego, wilgotności, pH oraz zawartości i  przemian materii or-
ganicznej w badanych próbach, które wpływają na mobilność pierwiastków śladowych 
[Karczewska 2002]. 

Pomimo licznych wad metoda sekwencyjnej ekstrakcji jest uznawana za najbardziej 
dostępną. Jest z całą pewnością ważnym źródłem informacji o ruchliwości oraz stabilności 
metali ciężkich we frakcjach badanego materiału, co ma przełożenie na mechanizmy za-
chowania się metali ciężkich w środowisku, m.in. na ich biodostępność, mobilizację oraz 
transport [Ma i Rao 1997; Garcia-Delgado i in. 2007].

3.3. Odczynniki stosowane w analizie sekwencyjnej

Dobór odczynników i warunków ekstrakcji. Właściwy dobór odczynników oraz wa-
runków ekstrakcji jest jedną z najważniejszych kwestii prawidłowo dobranej procedury ana-
lizy sekwencyjnej. Ze  względu na różnorodność metod, kwestia ta była wielokrotnie po-
ruszana przez autorów, m.in. Filgueiras i in. [2002], Jamali i in. [2007b], Bacon, Davidson 
[2008], Rao i in. [2008].

Odczynniki są aplikowane w ściśle określonej kolejności, zależnej od:
·	 liczby faz ekstrakcji, 
·	 rodzaju wybranych do analizy odczynników, 
·	 celu ekstrakcji czy też od charakterystyki przeznaczonych do analiz prób. 

Wybór typu odczynników musi być ściśle skorelowany z naturą (zachowaniem) meta-
li, ich chemicznymi formami w badanym materiale, fazą, z której będą ekstrahowane oraz 
z dostępną w laboratorium aparaturą [Filgueiras i in. 2002].

Poniżej przedstawiono odczynniki najczęściej stosowane w poszczególnych etapach 
ekstrakcji sekwencyjnej, z  uwzględnieniem ich wad oraz zalet. Przedstawiono również 
opis procedur służących do oznaczania poszczególnych frakcji, z  którymi związane są 
metale ciężkie. Zamieszczone odczynniki służą do ekstrakcji w wielu metodach, nie tylko 
oznaczania metali ciężkich w osadach ściekowych. Opracowanie przygotowano opiera-
jąc się na pracach Tessiera i in. [1979], Becketta [1989], Shumana [1991], Filgueiras i in. 
[2002], Karczewskiej [2002], Bacona i Davidsona [2008] oraz Rao i in. [2008]. Zestawienie 
stosowanych w różnych etapach odczynników zamieszczono w tabeli 2.
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Tabela 2.	Zestawienie odczynników najczęściej używanych w procedurze sekwencyjnej ekstrak-
cji (wg Karczewskiej [2002], zmodyfikowane)

Table 2.	 The composition of reagents commonly used in sequential extraction procedures [by 
Karczewskia 2002, modified]

Nazwa funkcji Odczynniki
Rozpuszczalna w wodzie H2O

Niespecyficznie (wymiennie) sorbowana
 Sole – Ca, K, (Ba, Pb, Sr) – Cl, NO3, OAc , np. KNO3, MgCl2, 

BaCl2, CaCl2, KCl, NH4NO3
NH4OAc

Specyficznie sorbowana HOAc, KF

Związana z tlenkami Mn
Związki redukujące – NH2OH, NH2OH-HCl,

ditionit CBD (Na2S2O4), NH4Ox
Silne utleniacze H2O2

Związana z amorficznymi tlenkami Fe NH4Ox, ditionit (CBD)

Związana z krystalicznymi tlenkami Fe NH4Ox +UV, NH4Ox + kwas askorbinowy, CBD

Związana z substancją organiczną
Silne utleniacze – NaOH , H2O2, NaOCl, NH4OAc

Związki dyspergujące – K4P2O7
Związki kompensujące – EDTA, DTPA

Węglanowa HCl, NaOAc + HOAc, Na2EDTA

Siarczkowa HNO3, KCN

Rezydualna HF, woda królewska, HNO3, HClO4

Frakcja rozpuszczalna w wodzie. Frakcja ta jest jedną z najrzadziej wyodrębnionych 
frakcji w metodzie sekwencyjnej ekstrakcji. Do wyodrębnienia tej frakcji używana jest woda 
destylowana, jednak ze względu na niskie stężenia metali ciężkich w roztworach wodnych 
stosowana jest bardzo rzadko, tylko w analizie materiałów silnie zanieczyszczonych. Pier-
wiastki śladowe ekstrahowane za pomocą wody są najbardziej mobilne oraz potencjalnie 
dostępne. Użycie wody jako odczynnika wiąże się z problemami analitycznymi i metodolo-
gicznymi, a mianowicie:
·	 rozpuszczalność materii organicznej zawartej w próbkach może wpływać na interferen-

cje między wodą a fazą stałą próby,
·	 woda nie ma zdolności buforujących, w związku z czym łatwo rozpuszczalne kompo-

nenty silnie wpływają na rezultat długiej inkubacji – istnieje problem z readsorpcją, efek-
tywność ekstrakcji jest zbyt mała.

Frakcja wymienna, niespecyficznie sorbowana. W ekstrakcji tej frakcji wykorzystuje 
się zmiany w połączeniu między jonami na drodze adsorpcji i desorpcji. Do ekstrakcji tej frak-
cji stosowane są najczęściej sole obojętne np. azotany, chlorki lub octany: wapnia, magne-
zu oraz amonu: MgCl2, CaCl2, NaNO3, Mg(NO3)2, BaCl2, KNO3, Ca(NO3)2, NH4Oac, Sr(NO3)2, 
NH4NO3. Stosowane w metodzie roztwory soli charakteryzują wysokie stężenia molowe, rzę-
du 0,5 –1,0 M, dzięki czemu równowaga wymiany jonowej między fazą stalą a roztworem ule-
ga przesunięciu w kierunku desorpcji. Po zastosowaniu chlorków: KCl, MgCl2 i CaCl2, uzysku-
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je się wyższe wyniki niż po zastosowaniu analogicznych roztworów azotanów o identycznym 
stężeniu. Jest to związane z tworzeniem się kompleksowych połączeń metali ciężkich z jona-
mi chloru. Ekstrakcja za pomocą octanów również daje wyniki wyższe, ze względu na częścio-
we roztwarzanie węglanów oraz kompleksowanie i rozpuszczanie części metali sorbowanych 
specyficznie oraz okludowanych na powierzchni tlenków żelaza. Sole amonowe ze względu na 
stosunkowo niewielkie interferencje analityczne są stosowane przy oznaczaniu zawartości me-
tali ciężkich w ekstraktach z użyciem techniki AAS. Prawidłowość uzyskanych wyników zależy 
również od czasu kontaktu badanej próby z ekstrahentem oraz odczynu roztworu.

Frakcja specyficznie sorbowana. Frakcja ta jest wyróżniana najczęściej podczas ozna-
czeń metali ciężkich w glebie oraz osadach ściekowych. Rzadko jest stosowana do oznacza-
nia metali ciężkich w osadach dennych oraz do badania prób skał. Metodyka ekstrakcji w tym 
wypadku oparta jest na użyciu 2,5% kwasu octowego HOAc lub rzadziej fluorków (np. KF, pH 
6,5), które tworzą kompleksy rozpuszczalne z metalami przez uwalnianie ich z pozycji wymien-
nych na powierzchni tlenków oraz krawędzi minerałów.

Frakcja metali okludowanych (współstrąconych) w tlenkach Mn. Wyodrębnienie meta-
li ciężkich związanych z tą frakcją możliwe jest dzięki zastosowaniu odczynników posiadających 
właściwości redukcyjne w stosunku do tlenków Mn. Należy jednak pamiętać, aby nie doprowadzić 
do redukcji tlenków Fe. Jest to możliwe po zastosowaniu wysoce specyficznej w stosunku do tlen-
ków Mn hydroksylaminy NH2OH w rozcieńczonym kwasie HNO3 lub HCl w formie NH2OH-HCl. 
Związek ten o wiele skuteczniej redukuje tlenki Mn w porównaniu do hydrochinonu, który bywa 
stosowany alternatywnie. Niektóre z tlenków jednak nie są w stanie rozpuścić się w hydroksylami-
nie i ponadto związek ten częściowo rozpuszcza metale ciężkie związane organicznie.

Do wyodrębnienia metali ciężkich związanych z tlenkami Mn można używać również od-
czynniki utleniające, np. H2O2 w środowisku kwaśnym. Użycie tego typu odczynnika może być 
uznane za specyficzne dla tlenków Mn tylko w razie wcześniejszego usunięcia z badanej pró-
by substancji organicznej podatnej na utlenianie. 

Bardzo często frakcja metali związanych z tlenkami Mn jest połączona w metodyce z frak-
cją metali związanych z  tlenkami Fe. W  tym wypadku stosowane są silniejsze odczynniki 
o charakterze redukującym, niż w odniesieniu do samej frakcji Mn. W praktyce prawie wszyst-
kie metody roztwarzania tlenków Fe są skuteczne również do roztwarzania tlenków Mn. 

Frakcja metali okludowanych w  amorficznych tlenkach Fe. Odczynnikiem dzia-
łającym w sposób selektywny na tlenki żelaza amorficzne lub mikrokrystaliczne, a  jedno-
cześnie nieroztwarzającym form krystalicznych, jest 0,02 M szczawian amonu o  pH 3,0 
(stosowany w ciemności). Zastosowanie szczawianów wiąże się jednak z problemami ana-
litycznymi, ze względu na szybką ich krystalizację z roztworów, co znacznie ogranicza moż-
liwość stosowania metod instrumentalnych, takich jak ICP czy AAS. 
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W ekstrakcji metali związanych z tlenkami Fe najczęściej wykorzystuje się właściwo-
ści redukcyjne związków. Właściwości te są ściśle związane z takimi parametrami procesu 
jak czas i temperatura reakcji. Za skuteczny odczynnik do tego typu oznaczeń uważany jest 
również chlorowodorek hydroksylaminy (związek specyficzny dla oznaczeń tlenków Mn), 
ale w podwyższonej temperaturze 50°C. Do wyodrębnienia tej fazy testowano również Tiron 
(sól dwusodowa kwasu 4,5-dihydroksy-m-benzo-disulfonowego) oraz EDTA (kwas werse-
towy, zazwyczaj stosowany do oznaczeń frakcji organicznej). Wykazano, że szczególnie 
EDTA bardzo powoli roztwarza amorficzne tlenki Fe.

Frakcja metali okludowanych w krystalicznych tlenkach Fe. Frakcję tą można eks-
trahować za pomocą wielu metod. Jednym z powszechniej stosowanych odczynników jest 
ditionit (Na2S2O4) z  dodatkiem buforu cytrynianowo-wodorowęglanowego (metoda CBD), 
dzięki któremu możliwe jest nie tylko roztworzenie tlenków Fe i Al, ale także rozpuszczenie 
amorficznych i krystalicznych tlenków Mn i Fe. Do ekstrakcji krystalicznych tlenków Fe sto-
sowane są również roztwory szczawianów, wspomagane przez naświetlanie UV lub redu-
kujące działanie kwasu askorbinowego w temperaturze 80°C. Czasem stosowana jest rów-
nież hydroksylamina NH2OH, w roztworze np. 25% kwasu octowego, ale tak sporządzony 
roztwór przy niskim pH roztwarza częściowo minerały ilaste. Zamiast kwasu octowego sto-
sowany jest też niekiedy bufor cytrynianowy o pH 5.

Frakcja związana z substancją organiczną. Do ekstrakcji tej frakcji najczęściej stoso-
wane są cztery grupy odczynników: 
·	 odczynniki działające utleniająco (najczęściej H2O2 lub NaOCl), które powodują rozkład 

substancji organicznej i uwalnianie metali z nią związanych; 
·	 odczynniki, które powodują dyspersję koloidów organicznych oraz kompleksowanie 

uwolnionych kationów (pirofosforany, np. K4P2O7); 
·	 substancje chelatujące, powodujące silną kompleksację metali takie jak: EDTA, DTPA, 

octan miedzi; 
·	 roztwory silnych zasad (np. NaOH), które powodują roztwarzanie substancji próchni-

czych. 
Stosowane w metodzie mocne odczynniki powodują dodatkowo utlenianie siarczków metali. 

Silny związek utleniający, jakim jest H2O2, zastosowany w środowisku kwaśnym, powo-
duje skuteczny rozkład substancji organicznej, ale powoduje również utlenienie frakcji man-
ganowej oraz indukuje powstawanie wtórnych szczawianów, działających na frakcje zwią-
zane z tlenkami Fe.

Spośród utleniaczy największe działanie selektywne w stosunku do materii organicznej 
wykazuje podchloryn sodu NaOCl w środowisku zasadowym (pH 8–9,5), ale w warunkach 
niskiego pH może następować wtórne wytrącanie niektórych metali z roztworu.
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Zaletą pirofosforanów (np. pirofosforanu potasu) jest brak ich działalności na siarczki, 
jednak ich skuteczność na wydzielanie frakcji organicznej nie jest zadowalająca. Wadą jest 
jednak to, że przy okazji częściowo roztwarzają różne formy tlenków Fe.

Najczęściej do ekstrakcji formy metali związanych z  materią organiczną stosuje się 
związki kompleksujące, np. EDTA czy dwuetylenotrójaminopentaoctan DTPA. Obydwa 
związki mogą jednak częściowo roztwarzać również niektóre tlenki Fe.

Frakcje chemicznie sorbowane (wtórne węglany, siarczany, fosforany). Określenie 
ilości metali związanych z frakcją węglanową opiera się głównie na roztworzeniu minerałów 
węglanowych, takich jak kalcyt czy dolomit. Roztwarzanie węglanowej frakcji metali odby-
wa się najczęściej z zastosowaniem kwasów o niewielkiej mocy oraz stężeniu. Przykładem 
takiego związku jest 1M octan sodu NaOAc, o pH 5. Wadami odczynnika jest to, że powo-
duje częściowe uwolnienie metali sorbowanych specyficznie, a także działa kompleksująco 
i uwalnia metale z frakcji organicznej. 

Do ekstrakcji frakcji węglanowej niekiedy są używane również takie związki jak EDTA 
(po rozłożeniu frakcji organicznej) lub kwasy mineralne, np. 0,1 M lub 1 M HCl.

Frakcja metali związanych z siarczkami jest rzadko wydzielana jako odrębna podczas 
sekwencyjnej analizy materiału. Najczęściej łączona jest z frakcją organiczną ekstrahowaną 
metodą utleniania. Jeśli już zostaje wyodrębniona, to stosuje się wówczas HNO3 lub KCN. 

Frakcja rezydualna. Frakcja ta oznaczana jest jako ostatnia, po całkowitym roztworzeniu 
fazy stałej badanego materiału. Do tego celu najczęściej używane są kwasy HF lub HClO4. Jed-
nak kwasy te są niebezpieczne w użyciu – HF wykazuje silną toksyczność, HClO4 natomiast jest 
wybuchowy. W związku z tym często zamiast nich stosuje się mineralizację w wodzie królew-
skiej (HNO3 + 3HCl). Skuteczność tego wariantu zależy jednak od zawartości metali we frakcjach 
krzemianowych minerałów pierwotnych. Możliwe jest także zastosowanie stapiania z Na2CO3 
w celu całkowitego roztworzenia frakcji rezydualnej. Jednak metoda ta jest mało skuteczna ze 
względu na duże stężenie Na w roztworze, powodujące silne interferencje analityczne.

3.4. Przegląd najczęściej stosowanych metod sekwencyjnej ekstrakcji

Od momentu opracowania pierwszej metody sekwencyjnej, wielu autorów starało się 
adaptować metody do oznaczeń różnych materia�������������������������������������łów���������������������������������� z zastosowaniem najbardziej odpo-
wiednich odczynników. Poniżej przedstawiono przegląd metod sekwencyjnej ekstrakcji, sto-
sowanych najczęściej do oznaczania metali ciężkich w osadach ściekowych.

Metoda Tessiera i in. W metodzie Tessiera i in. [1979] wyróżnia się pięć operacyjnie 
zdefiniowanych frakcji metali ciężkich. Odczynniki wybrane do poszczególnych etapów są 
potencjalnie selektywne w  stosunku do badanych elementów. Zestawienie odczynników 
najczęściej stosowanych w tej metodzie zostało przedstawione w tabeli 3.
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Tabela 3.	Odczynniki używane do oznaczania frakcji metali ciężkich w metodzie Tessiera i  in. 
[1979]

Table 3.	 Reagents used in the Tessier et al. [1979] method to evaluate heavy metals fraction

Nr Nazwa frakcji Odczynnik ekstrahujący pH
1 Wymienna 1 M MgCl2 7,0
2 Rozpuszczalna w kwasach (węglanowa) 1M NaOAc + HOAc 5,0
3 Redukowalna (związana z tlenkami Fe/Mn) 0,04 M NH2OH * HCl + 25% HOAc, 90°C 2,0

4 Utlenialna (związana z mat. organiczną oraz 
siarczkowa) 

30% H2O2 + 0,02 M HNO3, 85°C 
2 M NH4OAc+20% HNO3

2,0

5 Rezydualna (krzemianowa) HF/HCIO4 lub woda królewska –

Metodą Tessiera i in. można wyodrębnić następujące frakcje:
·	 frakcję wymienną F1 – zawierającą metale najsłabiej związane z osadem ściekowym 

lub innym materiałem, przez co jest frakcją najbardziej podatną na włączanie do łań-
cucha biologicznego; obejmuje pierwiastki połączone ze sobą siłą wzajemnego przy-
ciągania elektromagnetycznego na zasadzie przeciwnych ładunków; uwalnianie metali 
związanych z tą frakcją odbywa się w drodze prostej wymiany jonowej, przez przesu-
nięcie równowagi w procesach sorpcji i desorpcji; frakcja jest ekstrahowana za pomo-
cą 8 cm3 1,0 M MgCl2 lub Ca Cl2 (chlorku magnezu lub wapnia)  przy pH 7, wytrząsana 
przez godzinę w temperaturze 25oC (temperatura pokojowa);

·	 frakcję węglanową F2, obejmującą formy metali ciężkich związane z węglanami, siar-
czanami i fosforanami; mobilizacja metali następuje w konsekwencji obniżenia odczy-
nu  roztworu ekstrakcyjnego; pierwiastki związane z  tą fazą stosunkowo łatwo mogą 
przechodzić do roztworu i stanowić zagrożenie dla łańcucha pokarmowego; frakcja jest 
ekstrahowana za pomocą 8 cm3 1,0 M NaOAc (octanu sodu) przy pH 5 (odczyn spro-
wadzony za pomocą roztworu kwasu octowego), wytrząsana przez pięć godzin w tem-
peraturze pokojowej;

·	 frakcję związaną z tlenkami żelaza i manganu F3, związaną lub współstrąconą z tlen-
kami lub wodorotlenkami Fe i Mn (również Al), frakcja ta jest wrażliwa na zmiany ter-
modynamiczne potencjału oksydo-redukcyjnego; ekstrahowana jest za pomocą 20 cm3 
0,04 M NH2OH * HCl (chlorowodorku hydroksylaminy), rozpuszczonego w 25% HOAc 
(kwasie octowym) przy pH 2, ogrzewana w łaźni wodnej w temperaturze 96 ± 3oC przez 
pięć godzin, mieszana od czasu do czasu;

·	 frakcję związaną z materią organiczną F4, zawierającą formy metali związane z ma-
terią organiczną o różnej stabilności, ale również z siarczkami na drodze adsorpcji fi-
zycznej, chemisorpcji, wytrącania, tworzenia połączeń kompleksowych; frakcja jest sta-
bilna i ulega uruchomieniu w warunkach redukcyjnych; mobilizacja metali związanych 
z  tą fazą następuje w  wyniku mineralizacji materii; ekstrahowana za pomocą 3 cm3 
0,02 M NHO3 (kwasu azotowego) i 5 cm3 30% H2O2 (nadtlenku wodoru) przy pH 2 (od-
czyn sprowadzony roztworem kwasu azotowego), grzana w łaźni wodnej w temperatu-
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rze 85 ± 2oC przez dwie godziny, mieszana od czasu do czasu; następnie ekstrahowana 
za pomocą 3 cm3 30% H2O2 i grzana dalej w łaźni wodnej w temperaturze 85 ± 2oC przez 
3 godziny, mieszana od czasu do czasu; po schłodzeniu poddawana działaniu 
5 cm3 3,2 M NH4OAc (octanu amonu) rozpuszczonego w 20% HNO3 (kwasie azoto-
wym) i wytrząsana przez pół godziny w temperaturze pokojowej;

·	 frakcję rezydualną F5, obejmującą formy wbudowane w sieć krystaliczną minerałów 
pierwotnych lub wtórnych oraz połączone z minerałami (głównie krzemianami) poprzez 
chemisorpcję i adsorpcję fizyczną; frakcja ta jest praktycznie niepodatna na włączanie 
do obiegu biologicznego; ekstrahowana za pomocą HF, HCIO4 lub na drodze minerali-
zacji mikrofalowej.

Próbki po każdej ekstrakcji, oprócz ostatniej, są poddawane wirowaniu przez 30 minut 
z prędkością od 3000 do 10 000 obrotów na minutę. Ekstrakt znad osadu przenosi się do 
kolbek o pojemności 25 cm3. Pozostałości po ekstrakcji przemywa 8 cm3 wody dejonizowa-
nej, wiruje ponownie przez 30 minut i przenosi się supernatant do kolby. Każdy ekstrakt za-
kwasza się dodając po 2 krople roztworu kwasu azotowego.

Metoda Tessiera i  in. była wielokrotnie przedmiotem sporów i dysput. Była również 
modyfikowana wiele razy lub stosowana w oryginale. Metoda ma wiele wad, ale ma też 
i zalety. Przede wszystkim zaniżana jest zawartość metali we frakcji organicznej (ozna-
czanej jako przedostatnia frakcja w procedurze), zawyżana natomiast zawartość metali 
związanych z frakcją podatną na redukcję (tlenki Mn i Fe) oraz rezydualną. Zastrzeżenia 
budzą również wyniki wskazujące na znaczny udział frakcji węglanowej, nawet po zasto-
sowaniu bardzo kwaśnego odczynu. W zasadzie omówiona dalej metoda BRC daje lep-
sze rezultaty i jest bardziej wydajna niż metoda Tessiera i in. [Karczewska 2002]. Jednak 
przy pracy z osadami ściekowymi za stosowaniem metody Tessiera przemawiają nastę-
pujące argumenty:
·	 metoda pozwala na rozdzielne określenie frakcji najbardziej mobilnych (wymiennej 

i węglanowej), co jest niemożliwe w metodzie BRC [Filgueiras 2002];
·	 metoda pozwala na dokładniejsze określenie całkowitej zawartości metali ciężkich 

w badanej próbie – rozbieżność wyników pomiędzy tradycyjną mineralizacją a sumą 
frakcji oznaczanych tą metodą jest rzędu 10%, według oryginalnych danych Tessiera 
i in. [1979] oraz Lake i in. [1984] lub 3 – 5% według danych Ščančar i in. [2001] oraz Fil-
gueiras i in. [2002];

·	 powszechna dostępność metody oraz dokładne opisanie jej aspektów przez wielu au-
torów, pozwalające na dokładne porównanie uzyskanych wyników;

·	 stosunkowo krótki czas wykonania poszczególnych etapów metody w porównaniu z in-
nymi metodami sekwencyjnej ekstrakcji;

·	 możliwość stosowania do materiałów różnego pochodzenia, zarówno do gleb, osadów 
oraz pyłów, jak i do innych materiałów.
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Metoda sekwencyjna Tessiera i  in. [1979] była wielokrotnie wykorzystywana do frak-
cjonowanej analizy osadów ściekowych. Wyniki analiz, co prawda pozwalają na wykazanie 
pewnego powinowactwa metali do występowania w określonej frakcji, ale ze względu na 
zmienny skład ścieków często pojawiają się bardzo sprzeczne wyniki (tab. 5). 

Metoda BRC. Mimo dużej popularności metoda Tessiera i in. ani żadna z innych metod 
sekwencyjnej ekstrakcji nie zyskała pełnej akceptacji oraz nie została uznana za uniwersal-
ną. Na licznych konferencjach oraz w licznych artykułach wielokrotnie poruszano kwestię 
ujednolicenia metody. W pracach nad frakcjonowaniem metali, ze względu na umowność, 
dominuje tendencja upraszczania metod badawczych. W ostatnim czasie zaczęto stosować 
procedury czterostopniowe [Karczewska 2002].

Metoda BRC powstała na skutek działalności Measurements and Testing Programme 
(dawnego Community Bureau of Reference – BRC), którego zadaniem było zharmonizowa-
nie i ujednolicenie metodologii procedur ekstrakcyjnych [Arain i in. 2008]. 

Metoda BRC należy dziś do najpowszechniej zaadoptowanych metod o dużej powta-
rzalności wyników i odtwarzalności warunków reakcji. Jednak podczas stosowania tej me-
tody do sekwencjonowania gleb i osadów o ekstremalnie różnym składzie należy zachować 
ostrożność. Wówczas bowiem może być mniej przydatna. Za główną wadę metody uważa-
ny jest długi czas przeprowadzania kolejnych etapów ekstrakcji [Jamali i in. 2007b].

Standardowa metoda BRC powoduje wyodrębnienie metali związanych z trzema frak-
cjami (3 etapy procedury): 
·	 rozpuszczalnej w kwasach (związanej z węglanami), 
·	 redukowalnej (związanej z tlenkami Mn i Fe), 
·	 utlenialnej (związanej z materią organiczną) [Chandra Sekhar i in 2001]. 

Wielu autorów w celu uzupełnienia swoich badań dodaje jeszcze czwarty etap – frak-
cję rezydualną, ekstrahowaną za pomocą wody królewskiej [Fuentes i in. 2004, Wang i in. 
2005, Walter i in. 2006]. 

Zestawienie odczynników używanych do ekstrakcji metodą BRC przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4.	Odczynniki używane do oznaczania frakcji metali ciężkich według procedury BRC [za 
Ure i in. 1993]

Table 4.	 Reagents used in the BRC method [by Ure et al. 1993] to evaluate heavy metals fraction

Nr Nazwa frakcji Odczynniki Cm mol/dm3 pH
I Rozpuszczalna w kwasach HOAc (CH3COOH) 0,11 7,0
II Związana z wodorotlenkami Fe/Mn NH2OH * HCl 0,1 1,5

III Związana z materią organiczną i siarczkami H2O2
NH4OAc (CH3COOHNH4)

7,94
1,0 2

IV Rezydualna HNO3 
HCl

4
12 –
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W metodzie sekwencyjnej ekstrakcji BRC wyróżnić można następujące frakcje:
·	 frakcję rozpuszczalną w kwasach F1, związaną z węglanami – acid soluble – ekstra-

howaną w następujący sposób: 0,5 g powietrznie suchych osadów zalać 20 ml kwa-
su octowego w butelce z jodem na 100 ml; mieszać 16 godzin w temperaturze poko-
jowej z prędkością 30 rpm. Ekstrakt odseparować w wirówce z prędkością 3700 rpm, 
supernatant przelać do pojemnika polietylenowego; ekstrakt przeanalizować i prze-
chowywać w temperaturze 4ºC; pozostałość przepłukać 10 ml wody dejonizowanej, 
mieszać 15 minut, a następnie odwirować; otrzymany supernatant odrzucić, zwra-
cając uwagę, żeby nie odrzucić fazy stałej pozostałości, które będą wykorzystane 
w etapie II;

·	 frakcję redukowalną F2, związaną z tlenkami Fe/Mn – reducible – 20 ml chlorku hydro-
ksylaminy (doprowadzonego do pH 2 za pomocą kwasu azotowego) dodać do fazy sta-
łej uzyskanej w etapie I; procedurę powtórzyć jak wyżej;

·	 frakcję utlenialną F3, związaną z materią organiczną i siarczkami; ekstrahowaną w na-
stępujący sposób: pozostałości z etapu II zalać bardzo powoli 5 ml nadtlenku wodo-
ru, umieścić w  przezroczystym szkle i  pozostawić w  temperaturze pokojowej przez 
1 godzinę, mieszając od czasu do czasu; następnie kontynuować mieszanie w tempe-
raturze 85ºC przez 1 godzinę; objętość ulega redukcji do kilku ml podczas gotowania 
w odkrytym naczyniu w łaźni wodnej; do pozostałości dodać 5 ml nadtlenku wodoru; 
ponownie inkubować do łaźni wodnej w temperaturze 85ºC przez 1 godzinę; podczas 
procesu objętość ulega redukcji, a próba jest prawie sucha; dodać 25 ml octanu amo-
nu (sprowadzonego do pH 2 za pomocą kwasu azotowego); postępować jak w etapie 
I i II [Chandra Sekhar 2001];

·	 frakcję rezydualną (opcjonalnie) F4, oznaczaną za pomocą wody królewskiej (3HCl + 
HNO3) i określaną jako zawartość metali w pozostałości po poprzednich ekstrakcjach; 
w celu ekstrakcji 5 ml HNO3 i 15 ml HCl dodać do pozostałości po frakcji III, gotować do 
prawie całkowitego wyparowania i po schłodzeniu pozostałości rozpuścić w 5% HNO3 
[Chen i in. 2008].

3.5. Kierunki modyfikacji metod ekstrakcji sekwencyjnej 

Wśród metod sekwencyjnej ekstrakcji pojawiło się wiele modyfikacji. Celem każdej mo-
dyfikacji jest dobranie warunków przebiegu poszczególnych etapów, najbardziej wydajnych 
i selektywnych odczynników, a także dostosowanie procedury do badanego materiału i jego 
właściwości. 

Istnieje niewiele dobrze opisanych metod sekwencyjnej ekstrakcji przeznaczonych do 
frakcjonowanej analizy osadów ściekowych. Najbardziej popularne okazały się metody Tes-
siera i BRC oraz niewielkie ich modyfikacje. Oprócz wymienionych metod na uwagę zasłu-
gują jeszcze inne o zupełnie odrębnej procedurze badawczej.
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Jedną z nich jest zaproponowana przez Stovera i in. [1976] i Rudda i in. [1988] metoda 
siedmiostopniowej ekstrakcji, w której wyróżnić można następujące frakcje: 
·	 rozpuszczalną ekstrahowaną za pomocą wody, 
·	 wymienną – ekstrahowaną KNO3, 
·	 absorbowalną – KF, 
·	 związaną z materią organiczną – Na4P2O7, 
·	 związaną z węglanami – czynnikiem ekstrahującym jest EDTA, 
·	 związaną z siarczkami – HNO3, 
·	 nierozpuszczalną – HCl, HNO3.

Inną metodą czasami stosowaną do frakcjonowanej analizy osadów jest metoda SSE 
(Selective Sequential Extraction Method) opracowana przez Oake i in. [1984], będąca po 
części uproszczeniem metody Rudda. W metodzie tej można wyróżnić pięć frakcji:
·	 rozpuszczalną – ekstrahowana za pomocą wody dejonizowanej, 
·	 wymienną – 1 M KNO3, 
·	 absorbowalną – 0,5 M KF, 
·	 związaną z materią organiczną – 0,1 M Na4P2O7, 
·	 związaną z węglanami – 0,1 M Na4EDTA.

Również pięciostopniową metodę sekwencyjną osadów ściekowych zaproponował  
Elliot i in. [1990]. W metodzie wyróżniono następujące frakcje: 
·	 wymienną – ekstrakcja 1 M MgCl2 w pH 7,0; 
·	 ekstrahowaną w kwasach – 1 M NaOAc przy pH 5 sprowadzonym za pomocą HOAc; 
·	 związaną z tlenkami Fe/Mn – ekstrahowaną 0,175 M (NH4)2C2O4 i 0,1 M H2C2O4; 
·	 organiczną – ekstrahowaną 0,1 M Na4P2O7 
oraz 
·	 rezydualną – oznaczaną za pomocą wody królewskiej.

Bez względu na rodzaj metody badawczej, stosowanej do przeprowadzenia analizy se-
kwencyjnej osadów ściekowych, wyniki oznaczeń mogą być bardzo różne. W tabeli 5 przed-
stawiono zestawienie wyników badań zawartości metali ci����������������������������������ężkich���������������������������� we frakcjach osadów ścieko-
wych przeprowadzonych metodami Tessiera i in. oraz BRC. Badania były prowadzone przez 
zespoły krajowe oraz zagraniczne. W tabeli uwzględniono średnie procentowe występowanie 
metali ciężkich w kolejnych frakcjach, w porównaniu do sumy danego metalu w badanej próbie.

4. PODSUMOWANIE

Całkowita zawartość metali ciężkich w osadach ściekowych służy jedynie ocenie ich 
jakości lub zanieczyszczenia. Na jej podstawie nie można określić puli pierwiastków po-
tencjalnie biodostępnych. Dlatego bardzo ważne jest rozpoznanie, z  jakimi składnikami 
osadów ściekowych związane są poszczególne metale. Jednym z narzędzi do uzyskania 
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takiej informacji jest metoda sekwencyjnej ekstrakcji. Pozwala ona modelować zmiany, jakie 
mogą zachodzić w środowisku przyrodniczym, pod wpływem takich czynników jak: odczyn, 
potencjał redoks, zasolenie itp. W efekcie analiza sekwencyjna pozwala oszacować ilość 
danego pierwiastka, jaka może być włączona do obiegu biologicznego w wyniku wymienio-
nych zmian w środowisku przyrodniczym. 
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