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Powszechnie stosowane metody, stuzace do ozna-
czania miedzi w surowicy krwi, opieraja sie na spek-
trofotometrycznym pomiarze kompleksu miedziowego
wytworzonego z dwuetylo - dwutio - karbaminianem
sodu (2, 4, 5, 13, 14). Intensywno$¢ zabarwienia pow-
statego zwiazku jest stosunknowo nieduza (molowy
wspolczynnik absorpcii w roztworach wodnych wy-
no:i 8000). stad pomiar wymaga czulvch spektrofo-
tometrow 1 pobierania do oznaczed wiekszych ilosci
surowicy, zwykle 2—4 ml. W wielu przvpadkach
warunki te ograniczaja stosowanie tych metod. Poza
tvm ,dokladnosé oznaczen zalezy od S$cistego wprze-
strzzcania wartoféei oH, jak roéwniez nieiednokrot-
nie, od zawartosci Zelaza w surowicv. Z tych wrgle~
déw rovaz czesciei poszukuije sie bardziej czulvch

hardziei svecvficznvch reakeji barwnveh na miedz
Inh reakeil muiei zaleznveh od warunkéw oznacza-
nia (1, 6.9, 10, 11, 12, 15). Stoerwane do metod tych
odezynniki nie zawsze s3 w Polsce dostepne.

Ovisana modyfikacia metody ovpiera sie na czulej
i snecyficznei reakeji miedzi z oksalilo-dwubvdrazy-
dem w nadmiarze aldehvdu octowego (molowy
wsnélezynnik absorocii wytworzonego zwiazku baro-
wezo 29 000 i jest naiwyzszy z dotvchczas hada-
nvch roztworach wodnych komplekséw miedzi,
w <zerokim zakresie pH 5—10).

Worawdzie zwiazek ten nie jest jeszeze produko-~
wany orzez kraiowe wytwornie chemiczne, ale syn-
teza jego (z etanolu, kw. szezawiowego i wodzianu
hvdrazvnv) iest wnrosta i mozliwa do przeprowadze-
nia w kazdym laboratorium (3, 7).
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Cze§é¢ dosSwiadczalna

Metode Stojanowic¢a stosowano juz w naszej pra-
cowni do oznaczania miedzi w paszach pochodzenia
roflinnego. Jej wyniki poréwnywano z rezultatami
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innych metod w ramach prac zwigzanych z ujedno-
liceniem analiz pasz. Zwr6cono woéwezas uwage nha
duzg czulosé pomiaréw i1 powtarzalnosé wynikéw.

Przystosowanie metody do oznaczania miedzi w su-
rowicy wvmagalo przeprowadzenia szeregu proéb, aby
upewnié sie czy niektore skladniki surowicy a prze-
de wszystkim zelazo nie beda wplywaé ujemnie na
dokladno$é oznaczania. Okazalo sie, Ze inne mikro-
elementy — Co, Ni, Zn i Mn, w iloSciach znajduja-
cyveh sie w ourowicy nie wywieraig zadnego wplywu
na przebiez oznaczania. Podobnie zelazo surowicy
w wiekszosci przyvpadkéw nie wplywa ujemnie na
rezultaty oznaczen. W probkach, aw ktérych zawar-
tosé Fe przekraczala 4 y/ml (no. w surowicach cze$-
ciowo zhemolizowanych), znajdowano jednak miedzi
mniei, anizeli byla iej rzeczywista wartosé. W celu
nsuniecia wolywu wiekszei iloéci Fe dodawano piro-
fosforan sodu. w obecnosci ktorego uzyskiwano pra-
widltowe rezultaty nawet nrzy 20-krotnej przewadze
ilnécicwe] Fe w stos. do Cu.

Wnlyw zawarto$ei Fe surowicy oraz dodawanego
pivtofosforanu sodu na wyniki oznaczen Cu (ekstynk-
cie), ilustruje tab. 1.

Wvniki uzyskane ta metoda poréwnano 7 rezulta-
tami innvch najcze$eiei stosowanych metod — met.
Hiitterera. met. Gublera oraz met. polarngraficrnei
(tab. 2). Zestawienie to wskazuje, Zze roéznice miedzy
wynikami  wymienionveh  metod sa niewielkie
i mieszezg sie w granicach bleddow kazdej z tych
metod.

Wartosci ekstynkceji komplekséw barwnych uzyska-
ne tymi metodami, w przeliczeniu na 1 ml surowicy
pobranej do oznaczania zestawiono w tab. 3. Wska-
zuja one, ze ovisana metoda vrzewyzsza czuloscia
powszechnie uzywane metody Hiitterera 1 Gublera.
Stosowanie tej metody umozliwia obnizenie do 1 mln
ilosei surowicy pobieranej do analizy.

Tabela 1

Surowica z rawartoscia Fe/ml w ilosciach:

Surowica - 20 Fe

—

| | -+ pirofosforan

. | sy | 3¢ | ay | 57| 67| 771 8 7 | 30| 18| 207
. N D A [
Ekstynkcja [ 0.13{1‘ 0.132’ 0.130‘ 0,131 | 0,128 0,124 | 0,120 | 0,115 | 0,108 | 0,100 | 0,086 0,130
Tab. 2. Wyniki oznaczen Cu w vy/ml surowicy Tabela 3
(srednie wyniki z 6 oznaczen) - ] =
Ekstynkcja w przeliczeniu na 1 ml analizowane]
3 © | l". | Metoda proponowana __ surowicy
q « © © Bl i | “ - I o
% 23 7§§ '§ Dgn @ spal:mie! minera- oddziela- | Metoda Ak & S¥ORATRE D Fie
- = g 52 (5.3 g | proby . lizacja | nie Cu Nr Hiitte- Metoda z suchym| % ™9 |oddziele-
Zz | 8m | Sy = 2= |nasucho kwasami| z HCI proby| rera Gublera Spala- krym nie Cu
=== == ° B Eiw niem Sp‘ﬂlﬂ‘ z HCI
1 | 12a) 120] 130 | 135 ‘ 1,22 ‘ 1,20 - ] = I el RIREONS
2 | 250 248 | 256 | 252 | 249 | 2,50 1 0,019 0,019 0,091 | 0,088 0.067
3 0,86 | 0,85 | 0,82 0,88 0,85 0,84
i ’ ) ! | ’ ! 2 0,040 ,03 0,185 | 0,181 ),138
4 | 1,40 | 1,36 | 1,30 | 1,40 1,38 ‘ 1,38 0.059 : ° 158
5 1,32 | 1,32 1,40 1.34 ‘ 1.33 1.30 3 | 0,014 0,015 0,064 | 0,062 0,046

*) Stojanovié N. M., Stevanéevi¢ D. B.: Direktno spek-
trofotometricko odrebibanje bakra u bioloszkom materialu
oksaldihidrazidom. Acta Vet. Belgrada, 11 (1961) 55.
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Proponuje sie niZej opisane pogtepowanie anali-

tyczne.

Przygotowanie prob surowicy do
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oznaczania miedzi
dza¢ przez:

1. spalanie surowicy na sucho

2. mineralizacje skiadniké6w surowicy za pomoca
stezonych kwaséw utleniajacych

3. przeprowadzenie miedzi do roztworu z jedno-
czesnym odbialczeniem surowicy za pomocg HCI
i CClI:COOH.

Ad 1. W celu spalenia prébki na sucho pobiera sie
do tygielka 0,5 ml surowicy, odparowuje sie nad
grzejnikiem elektr. do momentu rozpoczecia zwegla-
nia i prazy w piecu w temp. nie wyzszej niz 55°.
W trakcie spalania zwilza sie (po ostudzeniu) zawar-
tos¢ tygla kilkoma kroplami stez. HNOs i odparo-
wuje do sucha. Skitadniki popiotu przeprowadza sie
w chlorku przez potraktowanie' pozostatosei w tyglu
kilkoma kroplami HCl (1:1) i odparowanie. Zawar-
to$¢ tygla rozpuszcza sie w 3 ml 2 m HCIl i zacho-
wuje do dalszego toku analizy.

Ad. 2. Mineralizacje na mokro przeprowadza sie
przez ogrzewanie 0,5 ml surowicy z 2 ml stez. HNOs
i 2 ml 60% HCIOs w 50 ml kolbkach Kjeldahla, Aby
zapobiec przegrzewaniu sie roztworu do kolbki wrzu-
ca sie 2—3 szklane kulki. Zawartos¢ w kolbkach
ogrzewa sie na mitym ogniu do momentu odbarwie-
nia, potem silniej przez ok. 15 min. Po ostudzeniu
roztwor przenosi sie ilosciowo do tygla o poj. 20—25
ml i odparowuje do sucha nad grzejnikiem -elektr.
Pozostatosé zwilza sie kilkoma kroplami HC1 (1:1),
ponownie odparowuje i rozpuszcza w ml 2m HCI.

Ad. 3. Uwolnienie miedzi z kompleksow biatko-
wych przeprowadzi¢ mozna przez potraktowanie su-
rowicy HC1 i CCI:COOH. W tym celu do 1,0 ml suro-
wicy, umieszczonej w probéwce wiréwkowej, dodaje
sie 1,6 ml 2m HCl i po wymieszaniu pozostawia na
10 min. Po uplywie tego czasu dodaje sie w trakcie
dokladnego mieszania roztworu 1,5 ml 20% kw. troj-
chlorooctowego i pozostawia na dalsze 10 min. Wytra-
ccny osad odwirowuje sie przy 3000 obr./min. Do dal-
szego znaczenia pobiera sie 3 ml roztworu znad osadu.

Przebieg analizy. Do probowki wirdowko-
wej pobiera sie 3 ml przygotowanego jak wyzej roz-
tworu, dodaje 0,3 ml nasyconego wodnego roztwo-
ru oksalilo-dwuhydrazydu (ok. 0,2%), 2 ml cytrynianu
amonu (o pH=9, doprowadzone za pomocg stez. NHaz
wobec uniwersalnego papierka wskaznikowego), a po
wymieszaniu kolejno: 0,3 ml nasyconego wodnegs
roztworu pirofosforanu sodu, 2 ml 8% roztworu NHs3
i 1 ml 40% wodnego roztworu aldehydu octowego
(aldehvd nalezy dodawal¢ zawsze w ostatniej kolej-
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nosci). Zawartos¢ probowki miesza sie i je§li prébke
surowicy przygotowywano wg pkt. 3, po upiywie 30
min. dokonuje sie pomiaru spektrofotometrycznego.
Jezeli probka surowicy byla mineralizowana, po 30
min dodaje «le jedng krople roztworu szkla wod-
nego (1:5), a po wymieszaniu i 10 min. wirowaniu
przy 3 tys. obr./min., dokonuje sie pomiaru ekstynk-
cji. Wytworzone czerwono-fioletowe zabarwienie
prébki nie zmienia swojej intensywnosSci w temp. po-
kojowej co najmnie)j przez 24 godz.

Jednocze$nie z probami badanymi
sie oznaczenie w probie kontrolnej, przygotowanej
wg tego samego sposobu i z dokladnie takimi sa-
mymi ilosciami odczynnikow, jak przy probie wiasci-
wej. Wyniki odczytuje sie z krzywej standardow
sporzgdzonej uprzednio w zakresie 0—5 y Cu. Para-
metry pomiaru: . = 542 nm (na fotometrze Pulfri-
cha S-53), =20 mm.

przeprowadza

Wnioski

1. Opracowana metoda przewyzsza czulo$cig i spe-
cyficznodcig spektrofotometryczne metody oznacza-
nia miedzi oparte na pomiarze kompleksu z dwu-
etylo-dwutio-karbaminianem sodu.

2. Zmniejszenie objetosci proby do 0,5—1 ml, czy-
ni metode przydatng w badaniach miedzi w suro-
wicy u ludzi i malych zwierzat.

3. Dodatek pirofosforanu sodu umozliwia dokladne
oznaczenie Cu w stezeniach okolo 4 yml (surowice
czesciowo zhermolizowane)

4. Ze wzgledu na duza trwalosé wytworzonego
kompleksu barwnego metoda nadaje sie dobrze do
oznaczen seryjnych.
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Leukometr, prosty przyrzad, stuzgcy do posredniego oznaczania
iloéci leukocytow w krwi bydlece;

Instytut Higieny Mleka Panstwowego Osrodka Badawczego i
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W akecji zwalczania biataczki bydlecej, ktorej diag-
noza opiera sie na badaniu krwi, coraz wiekszego zna-
czenia nabiera kwestia ustalenia liczby leukocytéw.

Obliczenia iloéci biatych cialek krwi mozna doko-
na¢ w powszechnie stosowanych komorach do licze-
nia sktadnikéw krwi (Tirka, Neubauera, Biirkera
i inn.). Jednakze do badan masowych metoda ta jest
nieprzydatna z uwagi na znaczna pracochtonnosé. W
praktyce weterynaryjnej liczenie przy pomocy wyzZej
wspomnianych komér jest czesto niewykonalne ze
wzgledu na trudnosci techniczne.

Doktadne i szybkie ustalenie ilo$ci leukocytow we
krwi mozliwe jest przy zastosowaniu tzw. elektronicz-
nych celeskopow, opartych na zasadzie Coultera. W
NRF prowadzi sie od 1965 r. akcje zwalczania bia-
taczki. W tym celu zaopatrzono weterynaryjne pla-
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cowki badawcze w w/w celoskopy elektroniczne.
Heeschen i Kriiger (1963) oraz Rojahn i Tolle (1963)
opisali dziatanie tych przyrzadéw, ich dokladno$é i
efektywnosé.

Uzupetnieniem wspomnianej metody mozZe byé po-
$rednie oznaczanie liczby leukocytéw 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). Metoda ta, zwana takze
testem Schalma, polega na reakcji okreslonych komo-
rek jadrzastych z pewnymi powierzchniowo-aktywny-
mi substancjami z grupy alkailo-arylo sulfonianow.
Powstawanie zelu przy tej reakeji spowodowane jest
obecnoscia kwasu dezoksyrybonukleinowego (DNS) w
jadrach komoérek. Jaartsveld (1961) zmodyfikowat
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