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Wazne funkcje fizjologiczne, spelniane przez miedz w organizmach
zywych oraz choroby przypisywane jej brakom, stawiajg przed chemia
analityczng konieczno$¢ znalezienia metod oznaczania, ktoére bylyby
przydatne rowniez wtedy, gdy iloSci oznaczanego pierwiastka sg znikomo
male. |

Metody dawniejsze, opracowane najczeSciej dla przemystu metalur-
gicznego, nie dajg sie przenie$s¢ do oznaczen biochemicznych z dwoch
wzgledow:

1) poniewaz sa one dostosowane do wigkszych ilosci,

2) mie uwzgledniajg substancji towarzyszgcych, ktére najczesciej prze-
szkadzaja w oznaczaniu miedzi wystepujacej w materialach biologicz-
nych.

Dla opracowania metod oznaczania pierwiastkow $ladowych, mozna
obra¢ kilka kierunkéw, ktore stanowig odrebne szeroko dzis§ rozbudowane
dziedziny chemii analitycznej: polarografia, metody optyczne (kolory-
metria, fotometria, spektrografia) i chromatografia.

Coraz czeS$ciej mozna spotka¢ nowoopracowane metody, bedace po-
taczeniem dwoch roznych dziedzin np. izolowanie oznaczanego pierwiastka
na drodze chromatograficznej i po6zniejsze jego oznaczenie, czy to przy
uzyciu polarografii czy tez aparatury optycznej. ° '

O wyborze metody oznaczania miedzi decyduje przede wszystkim
wyposazenie laboratorium w odpowiednig aparature oraz odczynniki.

Prace Katedry nad mikroelementami postawily przed pracownig che-
miczng zadanie przygotowania odpowiednich metod oznaczania niektoérych
pierwiastkéw $ladowych. Trudnosci, na jakie napotykano przy kolory-
metrycznych oznaczeniach kobaltu i miedzi w paszach roslinnych, skto-
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nily mas do adaptacji stosowanych przez innych metod oznaczania tych
pierwiastkow, uwzgledniajagc nasze wyposazenie aparaturowe.

Posiadanie fotometru Pulfricha, aparatu prostego i szeroko w Polsce
rozpowszechnionego, ktéry pozwala dzieki wyposazeniu uzupelniajgcemu
na pomiary mikro, zadecydowalo o wyborze metody kolorymetrycznej.

Z analiz instrumentalnych, kolorymetria jest dziedzing najstarsza ale
nie tracaca znaczenia.

Kolorymetrycznych metod oznaczania miedzi jest bardzo duzo, jednak
dla celéw biochemicznych stosuje sie najczesciej dwie:

1) opracowana przez Fischera i Leopoldi (1933) metoda ozna-

czania miedzi ditizonem (1) przystosowana przez Scharrer’a
w 1948 r. do oznaczen w materiatach biologicznych (2),

2) metoda oznaczania miedzi za pomocg dwuetylodwutiokarbaminianu
sodu, opracowana przez McFarlane (1932) (3) przystosowana do
oznaczen biologicznych przez Milliken’a (1952).

Obie metody, cho¢ powszechnie uzywane, majg jedng ceche ujemng
wspolng: odczynniki stosowane dla wywolania barwy nie charakteryzujg
sie specyficznoscig. Fakt reagowania z licznymi metalami grozi zawsze
mozliwoscig popelnienia bledu.

Praca niniejsza ma za cel prébe sprawdzenia przydatnosci stosowania
dwufenylokarbazonu do oznaczenia miedzi. Odczynnik ten stosowano
dotychczas w kolorymetrycznej metodzie oznaczania rteci. Wiadomo
o nim, ze reaguje z niektéorymi metalami tworzgc potgczenia komplek-
sowe.

Jednym z tych metali reagujgcych z dwufenylokarbazonem jest miedz:

Kompleksowe potgczenie DFKN-onu z Cu nie rozpuszcza sie w wodzie,
przechodzi natomiast latwo do benzenu i jego pochodnych (toluen, ksy-
len), zabarwiajgc rozpuszczalnik organiczny na kolor czerwony. Ustalenie
odpowiedniego pH roztworu i obecno$¢ chlorkéw powoduje, ze inne me-
tale reagujace z dwufenylokarbazonem nie przechodza do fazy orga-
nicznej (4).

Aby badany odeczynnik zdal egzamin przy oznaczaniu miedzi, trzeba
sprawdzi¢ szereg faktow:

1. Dwufenylokarbazon z miedzig winien tworzy¢ polgczenie barwme
o intensywnos$ci proporcjonalnej do iloSci miedzi w roztworze.

2. Na intensywno$¢ zabarwienia nie powinna wplywaé¢ obecno$é¢ innych
metali w badanych materiatach biologicznyeh, tak pochodzenia roslinnego
jak i zwierzecego. Jesli jest inaczej, trzeba znalezé¢ takie odczynniki, ktére
wplyw ten zlikwidujg.

Omawiana obecnie cze$¢ mojej pracy zajmuje sie pierwszym z dwu
wymienionych zagadnien.
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Przed przedstawieniem wynikow przeprowadzonych préb, podaje kilka
uwag, dotyczacych czynnosci przygotowawczych do oznaczen koloryme-
trycznych.

Oznaczenia w materiale biologicznym wymagajg ich mineralizacji. Cel
ten mozna osiggng¢ dwoma sposobami:

1) przez spalenie proby w piecu i nastepnie traktowanie kwasem

solnym,

2) przez spopielenie na mokro, stosujac mieszaning kwasow utleniajg-

cych, wzglednie stezona woda utleniong i kwas siarkowy.

Spalanie na mokro jest szczegélnie wtedy wygodne, jesli nawazka sub-
stancji nie jest zbyt duza.

Przy stosowaniu dwufenylokarbazonu dla oznaczenia miedzi, ktory
cechuje sie duzg czuloscig, a tym samym nie wymaga duzych nawazek,
lepszym sposobem mineralizacji okazalo sie spalanie na mokro. Spalanie
to przeprowadza sie mieszaning kwaséw azotowego, nadchlorowego i siar-
kowego, zmieszanych w stosunku 40:4:1.

Przy spalaniu substancji bogatych w tluszcz, trudno utleniany przez
HNO;, trzeba zwiekszy¢ udzial kwasu nadchlorowego.

Drugim zagadnieniem, to czystoé¢ uzywanych odczynnikéw, bowiem
w analizach kolorymetrycznych matych ilosci pierwiastkéw, nie mozna
jej poming¢ bez obawy popelnienia biedu.

Z dwu mozliwych sposobow eliminowania bledu: oczyszczanie wszyst-
kich odczynnikéw ekstrakcjag z uzyciem ditizonu lub przeprowadzania
prob slepvch i uwzgledniania poprawek, wybrano drugi jako prostszy, nie
zaniedbujac jednak zabiegéw, by poprawki te odpowiadaly rzeczywistosci.

Przy oznaczaniu miedzi, pierwiastka bardzo pospolitego w pracow-
niach chemicznych (krany wodne, gazowe, palniki, blaty stot6w, aparaty
destylacyjne do wody) nalezato jeszcze dodatkowo bra¢ pod uwage moz-
liwo§é zanieczyszczenia prob miedzig obceg.

Dla stwierdzenia, czy istnieje proporcjonalnos¢ miedzy ilodcig miedzi,
sporzadzono standardowy roztwor siarczanu miedzi, zawierajacy w 1 ml
= 400 mcg Cu.

Drugi roztwér wzorcowy, zawierajagcy w 1 ml = 20 mcg Cu ofrzy-
mano rozcierajac roztwér pierwszy. Z roztworu drugiego przygotowano
dwa roztwory robocze:

pierwszy zawierajacy w 1 ml = 0,5 mcg Cu,
drugi = w 1ml = 0,2 mecg Cu.

Wszystkie roztwory siarczanu miedzi stanowity roztwory 1 n H;SO,
by zakwaszenie zapobiegalo wytrgcaniu sie osadéw zasadowych soli
miedzi.
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Dwufenylokarbazon (Merck p. a.) roztwér zawierajgcy 10 mg w 100 ml
sporzadzono, odwazajgc odpowiednig ilo§¢ substancji na wadze mikroana-
litycznej i rozpuszczajac ja w Swiezo przedestylowanym toluenie F. O. Ch.
Gliwice cz.d. a.

Roztwor DFKN w toluenie ma wtlasng barwe. Maksimum absorpcji
roztworu lezy w obszarze ca 470 nm.

Wywolanie barwy kompleksowego polgczenia Cu z DFKN uzyskiwano
w nastepujacy sposob:

Do rozdzielacza na 250 ml wlewano ostroznie po $ciance, by unikngeé
strat na skutek pryskania, odpowiednig ilo§¢ roztworu roboczego z biu-
rely automatycznej, dodawano 1 ml roztworu femoloftaleiny w wodzie
amoniakalnej i- nastepnie roztwér zobojetniano wodg amoniakalng do
otrzvmania lekko rézowego zabarwienia. Zobojetniony roztwoér uzupel-
niano wodg destylcwang do pewnej réwnej dla wszvstkich oznaczen ob-
jetosci, by zachowa¢ staty stosunek fazy wodnej do organicznej. Do roz-
tworu wiodnego w rozdzielaczu dodawano pipetg roztwor DFKN w to-
luenie, w iloSci 10 ml. Rozdzielacz zamykano i jego zawarto$é wistrzgsano
przez 5 minut. Stwierdzono przy tym, Zze jednckrotne wytrzgsanie
z toluenem wiystarczy, by barwny zwigzek przeszedl catkowicie do
toluenu. Rozdzielacz pozostawiono na 5 minut w spokoju, by nastgpito
wyrazne oddzielenie faz, zlewano roztwér wodny mierzge przy okazji
jego pH na pH-metrze, barwnym roztworem napelniano kiuwete foto-
metru Pulfricha i po uplywie 5 minut mierzono ekstynkcje roztworu,
stosujac filtr nr 6. Maksimum absorpcji dla czerwonego polgczenia miedzi
z DFKN lezy w cbszarze ca 530 nm.

Zgodno$¢ z prawem Lamberta-Beera stwierdzono w nastepujacy spo-
s6b:

Cznaczano ekstynkcje roztworéw barwnych DFKN z réznymi wzra-
stajacymi stopniowo ilosciami miedzi. Z danvch tych wykreslano krzywag
wzorcowa. W wypadku zgodnosci z prawem Lamberta-Beera linia lgczgca
wartosci ekstynkeji powinna przebiegaé prosto. Dodatkowo branc pewne
znane ‘iloSci roztworu miedzi, wywolywano dodatkiem DFKN barwe
1 mierzono ekstynkcje roztworu, by nastepnie z wielkosci ekstynkcji
przy pomocy sporzadzonego w tym samym dniu wykresu, odeczytac 1losc
miedzi. Stwierdzono, ze:

1. Wszystkie 25 krzywych nie stanowity linii prostych. Byly mniej
lub wiecej liniami lamanymi..

2. Odczytane iloSci miedzi obarczone byly czasami b’fedefn dochodza-
cym do 10%. Stwierdzono réwniez brak powtarzalnosci w odczytach eks-
tynkeji-dla tych samych stezen miedzi. Przy oznaczeniach uzywano tych
samych odczynnikéw, zmieniano jedynie codziennie roztwér DFKN, spo-
rzagdzany z tych samych odczynnikéw i w podobnych warunkach.
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. Stwierdzono, ze przyczyng bledéw w oznaczeniach kontrolnych nie
byty:

1) dodawana jako wskaznik fenoloftaleina,

2) pH roztworu ekstrahowanego,

3) czas ekstrakeji,

" 4) nietrwalo$¢ roztworu barwnego w czasie (czas wykonania pomiaru

na fotometrze), |

5) rozne stezenia (NH4);SO4 powstajacego przy zobojetnianiu roztworu
soli miedzi amoniakiem,

6) stosunek iloSci wody do toluenu,

7) stosunek DFKN do ilosci Cu.

Za glowne zrodlo bledow trzeba uwaza¢ sam DFKN. Potwierdzeniem
takiego przypuszczenia moze by¢ fakt, ze niekiedy zdarzalo sie, iz sam
DFKN bez dodatku Cu poddany wszystkim cperacjom (ekstrakeji, roz-
dzielenia) dawal roztwér toluenu wyraznie zabarwiony na czerwono.
Z tej racji postanowiono sprawdzi¢ DFKN.

Cechg charakterystyczng kazdego polgczenia chemicznego jesrt jego
widmo absorpcyjne, sporzadzone na spektrofotometrze. Jest to wykres
przedstawiajacy zalezno$¢ miedzy dtugoscia fali, wyrazong w nm jako
odcietg a najczesciej ekstynkcja

Jo
E =log = —J—— = e cd jako rzedna, gdzie

J, = natezenie $wiatla padajacego

J = natezenie $wiatta przechodzgcego

¢ = stezenie w mol/litr

d = grubo$¢ warstwy w cm

e = molarny dziesietny wspoéiczynnik ekstynkeji rowny ekstynkeji

gdy ¢ = 1 mol/litrid = 1 cm.

Widma polgczen barwnych lezg w obszarze $wiatla widzialnego. Wid-
ma polaczen bezbarwnych trzeba szukac albo w ultrafiolecie albo tez
w podczerwieni.

Dla roztworu DFKN w toluenie nalezy poszuka¢ poza maksimum
absorpecji lezgcym w obszarze ca 470 nm (barwa pomaranczowa) jeszcze
maksima absorpeji w ultrafiolecie. Wyznaczanie tego widma w ultrafio-
lecie ograniczone jest przez maksimum absorpcji, charakterystyczne dla
uzytego jako rozpuszczalnik toluenu, wystepujagce w obszarze ponize]
985 nm. Znalezienie widma absorpcyjnego dla DFKN, czy to w ultrafio-
lecie, czy tez z braku takiego w tym obszarze (290—460 nm) — w obsza-
rze $wiatla widzialnego pozwoli ustali¢, czy odezynnik ulega zmianom



w roztworze. Ubytek spowodowany cze$Sciowym rozkladem zmieni cha-
rakter widma. Zmiana ta pozwoli réwniez ustali¢, jaki inny zwigzek
powstaje w wyniku rozkladu.

Zagadnienie to jest obecnie w Katedrze opracowywane. Proby wykre-
slania widm toluenu cz. d. a. nie daly zgodnych rezultatéw. Nalezy przy-
ja¢, ze toluen jest zanieczyszczeny, gdyz poza charakterystycznym dla
toluenu maksimum absorpcji, lezgcym w obszarze ponizej 285 nm wy-
stepowaly maksima rézne dla réznych partii toluenu, $wiadczgce o jego
zanieczyszczeniu.

Postanowiono toluen oczysSci¢ metodg podang przez Vogela A. J. (5),
wyznaczy¢ widmo absorpcyjne i dla sprawdzenia poréwna¢ z widmem,
toluenu spektralnie czystego.

Nalezy przypuszcza¢, ze ta wlasnie droga przyczyni sie do zmniejsze-
nia bledéw przy oznaczeniach miedzi za pomocg dwufenylokarbazonu.
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