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Powszechnie stosowane metod;r, służące do ozna-
czania miedzi w surowicy krwi, opierają się na spek-
trofotometrycznym pomiarze kompleksu miedziowego
wytworzoneqo z dwuetylo - dwutio - karbaminianem
lrldu (2, 4, 5, 13, 14). Intensywność zabarwienia pow-
stałego zw-iazkr,. jest stosunkowo niędllża (molowy
wsllółcz},nnik absorpcii w roztworach wodnych wy-
no=i 8 000). stąd pomiar wymaga czułvch spektrofo-
tolr,etrów i pobierania do oznaczeń większych ilośr:i
sur-:;wicv. zwykle 2-4 ml. W lvielu przvoadkach
wartlnki te oqraniczaia stosowanie tych metod. pozą
tvm ,dokłaCność oznaczeń zal,e-ży od ścisłego orze-
strzeqania wartości oH, iak również niejednokrot-
nie, od zawartości żd,aza w surowicv. Z t,ych wzele-
r]ów eoraz cześciei poszukuje sie bardziej czułvch
; tlardziei soecvficznl,c:h reakcii barwnvch na miedź
1llh reakcii mniej zależnvch od warunków ozr'aczĄ-
nia (], 6. 9, l0, 11, 12, 15). Sto.l-)\ł/ane do metod tych
odc:zynniki nie zawsze są w Polsce dostępne.

ooisan a modvfikacia metody opiera sie na czułei
i soervficznej reakcji miedzi z oksalilo-dwuhvdrazy-
rjem w nadmiarze aldehvdu octowego (molowy
wsnó}czynnik ebsoroc,ii v/vtworzonego z,wiazku baro-
weqo - 29 000 i jest najwyższy z doIvchczas har{a-
nv.,h tl/ roztworach vlodnvch kompleksórv miedzi,
y7 s7ęl6kim zakresie pH 5-10)-

wnrawdzie zwlązek ten nie jest jeszcze produko-
wan}, Drzez krajoure wvtwórnie chemiczne, ale syn-
teza jego (z etanolu. kw. słzcz-awiowego i wodzianu
hvdrazvnv) iest nrosta i możliwa do przeorowadze-
nia w l<ażd],m laboratorium (3, 7).

Część doświadczalna
Metode Stojanowića stosowano już w naszej pra-

cowni do oznaczania miedzi w paszach pochodzenia
roślinnego. Je j w;rniki poróuln},wano z rezultatami

Tabela

Mody{ikacja i przystosowanie metody Stojanovica*)
do oznaczania miedzi w małych ilościach surowicy
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innych metod w rarnach prac związ,anych z ujedno-
Iiceniem analiz pasz. Zwrócono wówczas uwagę na
dużą iarów i po ników.

Prz metody do dzi w su-
rowic przeprowa prób, aby
upewnić się czy niektóre składniki surowicy a prze-
de wszystkim żelazo nie będa wpływać ujemnie na
dokładność oznaczania. okazało sie, że inne mikro-
elementy - Co, Ni, Zn i Mn, y7 ilościach znajdują-
cych sie w stT rorłricy nie wywierają żadnego wpływu
na przebieq oznaczania, podobnie że],azo surowicy
w wiekszoścl nrzvpadków nie wpływa ujemnie na
rezultaty oznaczeh. W próbkach, .w których zawar-
tość Fe przekraczała 4 y/m7 (no. rv surowicach cześ-
ciorł,o zhemolizowanych), znajdowano jednak miedzi
mniej, aniżeli była -iej rzeczywista wartość. 'W celu
llsuniecia rvoływu łviekszej ilości Fe dodawano piro-
fosforan sodu. rv obecności któreqo uzyskiwano pra-
widłowe rezultaty nawet orzy 2O-krotnej przewadze
ilościcwei Fe w stos. do Cu.

wnł;,w zawartości Fe surowicy oraz dodawanego
pirofosforanu sodu na w],niki oznaczeń cu (ekstynk-
cic). iltlstruje tab. 1.

Wvniki tlzyskane ta metodą porównano z rezu7ta-
fami innvch najcześciei stosłcwanych metod - met.
Hutterera. met. Gubler a ota7. yn6f . r:oląro9rafieznei
(tab. 2). Zestawienie to wskazuje, że tóżnice między
wynika,mi .łJ,mienionvch metod są niewielkie
i mieszczą się w granicach błędów każdej z tych
metod.

Wartości ekstynkcji kompleksów barwnych uzyska-
ne tymi metodami, w przeliczeniu na 1 ml surowicy
pobranei do oznaczania zestawiono w tab. 3, wska-
zuja one, że ooisana metoda nrzewyższa czułością
powszechnie rrżywatre metody Hl_itterera i Gublera.
Stosorvanie tei metody umożliwia obniżenie do 1 mln
ilości surou,ic5, pobieranej do analizy.

1

Surowica z zawartością Fe/ml w ilościach:

20,i

Surowica + 20,,,Fe
} pirofosforan

Ekstynkcj a 0,086 
l

0,130

Tab. 2. Wyniki oznaczeh Cu w l/ml surowicy
(średnie wyniki z 6 oznaczeń)
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Tabela 3

Ekstynkcja w przeliczeniu na 1 m] analizowanej
surowicyd
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Proponuje sie niżej
tyczne.

Przygotowanie

opisane povtępowanie anali-

prób surQwicy do
*) StoJanović N- M., stcvanćević D. B.: Direktno spek-

trofotometlicko odlebibanje bakra Ll l]iołoszkom materiału
oksalalihidrazidom. Acta Vęt. BclBrada, 11 (1961) 55,
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ozIaczania miedzi można przeprowa-
dzać ptzezi

1. spalanie surowicy na sucho
2. mineralizację składników surowicy za pomocą

stężonych kwasów utleniających
3. przeprowadzenie miedzi do roztworu z jedno-

czesnym odbiałczeniem surowicy za pomocą HCl
i CChCooH.

Ad 1. W celu spalenia próbki na sucho pobiera się
do tygielka 0,5 ml surowicy, odparowuje się nad
grzejnikiem elektr. do momentu rozpoczęcia zwęgia-
nia i praży w piecu w temp. nie wyżs,zej niż 55o.
W tral<cie spalania zwilża slię (po ostudzeniu) zawar-
tość tygla kilkoma kroplami stęż. HNOI i odpalo-
wuje do sucha, Składniki popiołu przeprowadza się
w chlorku przez potraktowanie pozostałośoi w tyglu
kilkoma kroplami HCl (1:1) i odparowanie, Zawar-
tość tygla rozpuszcza się w 3 ml 2 m HCl i zacho-
rł,uje do dalszego toku analizy.

Ad. 2, Mineralizację na mokro przeprowadza się
przez ogtzewanie 0,5 ml surowicy z 2 ml stęż. HNO:
i 2 ml 607o HC1Oł w 50 ml kolbkach Kjetdahla. Aby
zapobiec przegrzewaniu się roztworu do kolbki wrzu-
ca się 2-3 szklane kulki, Zawartość w kolbkach
ogrzewa się na młym ogniu do momentu odbarwie-
nia, potem silniej przez ok. 15 min. Po ostudzeniu
roztwór przenosi się ilościowo do tygla o poj. 20-25
mI i odparowu je do sucha nad grzejnikiem elektr.
Pozostałość zwilża się kilkoma kroplami HCl (1:1),
ponownie odparowuje i rozpllszcza lv mI 2m HCI.

Ad. 3. Urvolnienie miedzi z kompleksów białko-
u,ych przeprowadzić można przez potraktorn,anie su-
rowic5, HCl i, CCI:COOH, W tym celu do 1,0 m1 suro-
rvic1,, umieszczonej w probówce wirówkou,ej, dodaje
sie 1.5 ml 2m HCI i po wymieszaniu pczostatł,ia na
10 min. Po upłl,w-ie tego czasu dodaje sie w trakcie
dokładnego mieszania roztrł,oru 1,5 m1 20?o ku,. trój-
chlorooctowego i pozostawia na dalsze 10 min. Wytrą-
ccny osad oCwirowuje się przy 3000 obr./min. Do dal-
szego znaczenia pobiera się 3 ml roztworu znad osadu.

Przebieg analiz1,, Do probór,r,ki wirórv<o-
wej pobiera się 3 m1 pr-zygotowanego jak wyżej roz-
tworu, dodaje 0,3 mI nasyconego wodnego roztwo-
ru oksalilo-dwuhydrazydu (ok. 0,2%), 2 ml c5,trynianu
amonu (o pH:9, doprowadzone za pomocą stęż. NHl
wobec uniwersalnego papierka ws]<aźnikowego), a pc
wl,mieszaniu kolejno: 0,3 ml nasyconego WodnegO
roztworu pirofosforanu sodu, 2 ml 80/i) roztrł,oru NHl
i 1 ml 409ó wodnego roztworu aldehydu octowego
(aldeh:,d należy dodawać zawsze w ostatniej kolej-
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ności). Zawartośc probówki miesza się i jeśli próbkę
surowicy przygotowywano wg pkt. 3, po upływie 30
min. dokonu je s,ię pomiaru spektrofotometrycznego.
Jeżeli próbka surowicy była mineralizowana, po 30
min dodaje siję jedną kroplę roztworu szkła wod-
nego (1:5), a po wymieszaniu i 10 min. wirowaniu
przy 3 tys. obr./min., dokonuje się poąiaru ekstynk-
cji, Wytworzone czerwono-fioletowe zabarwienie
próbki nie zmienia swojej intensywności w temp. po-
kojowej co najmniej przez 24 godz.

Jednocześnie z próbami badanymi przeprowadza
się oznaczenie w próbie kontrolnej, przygotowanej
wg tego sa,mego sposobu i z dokładnie takimi sa-
mymi ilościami odczynników, jak przy próbie właści-
wej. Wyniki odczytuje się z krzywej standardów-
sporządzonej uprzeclnio w zakresie 0-5 r Cu. Para-
metry pomiaru: i, : 542 nm (na fotometrze Pulfli-
cha S-53), d -20 mm,

Wnioski
1. Opracowana metoda przewyższa czułością i spe-

cyficznością spektrofotometryczne metody oznacza-
nia miedzi oparte na pomiarze kompleksru z dwu-
etvlo-dwutio-karbaminianem sodu.

2. Zmniejszenie objętości próby do 0,5-1 mI, czy-ni metodę przydatną w badaniach miedzi w suro-
wicy u ludzi i małych zwierząt,

3. Dodatel< pirofosforanu sodu umożliwia dokładne
oznaczenie Cu w stęŻeniach około 4 yml (surowice
częściowo zhc aolizo,"vane)

. 4. 4" względu na dużą trrvałość wytworzonego
kompleksu barwnego metoda nada je się dobrze Óo
oznaczef serl,jnych.
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Leukometr, prosly przyrząd, słuzący do pośredniego oznaczania
ilości leukocytow w krwi byd lęcej

Il)styttlt Hi8ieny Mleka PańStwowego ośrcdk".r.ffl:i".1:"d., 

^i"T3i,;_."a(lawczego 

G()spodarki M]ekiem w NRF

W akcji zwalczania białaczki bydlęcej, ,której diag-
noza opiera się na badaniu krwi, coraz większego zna-
czenia nabiela kwestia ustalenia liczby leukocytórv,

Obliczenia ilości białych ciałek krwi można doko-
nać w powszechnie stosowanych komorach do licze-
nia składników krwi (Tiirka, Neubauera, Biirkera
i inn.). Jednakże do badań masowych metoda ta jest
nieprzydatna z uwagi na znaczną pracochłonność. W
praktyce weterynaryjnej iiczenie przy pomocy wyżej
w,spomnianych komór jest często niewykonaIne ze
Względu na trudności techniczne.

Dokładne i szybkie ustalenie ilości leukocytów we
krwi moźIiwe jest przy zastosowaniu tzw. elektronicz-
nych celeskopów, opartych na zasadzie Coultera. W
NRF prowadzi się od 1965 r. akcję zwalczania bia-
łaczki. W tym celu zaopatrzorro weteryinaryjne pla-

cówki badawcze w w/w ce).oskopy elektroniczne.
Heeschen i Kriger (1963) oraz Rojahn i Tolle (|963\
cpisali działanie tych przyrządów, ich dokładn,ość i
ef ektywność.

Uzupełnieniem wspomnianej metody może być po,
średnie oznaczanie liczby leukbcytów we krwi (prze-
prowadzone po raz pierwszy przez Schalma w 1963 r.)
przy pomocy udoskonalonej i zmodyfikowanej przez
niego metody kalifornijskiego testu stosowanego przy
zapaleniu wymion (CMT). IVletoda ta, zwana także
iestem Schalma, polega na reakcji okreśIonych komó-
rek jądrzastych z pewnymi powierz_chniowo-aktywny-
mi substancjami z grupy a).kailo-arylo sulfonianów.
Powstawanie że|u przy tej reakcji spowodowane jest
obecnością kwasu dezoksyrybonukleinowego (DNS) w
jądrach komórek. Jaartsueld, (1961) zmodyfikował
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