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Badania nad zastosowaniem bibutowej chromatografii
rozdzielczej do iloSciowego oznaczania miedzi
w roztworach o bardzo matym stezeniv i w materiale
biologicznym

Mccneposaumn nNo NnPpUMEHEHUIO pacnpenennTenLHON Gymamnon
xpomaTorpacgnn ANA KONUYECTBEHHOr0 ONPEeNENEHNA MeJIM B pacTBOPAX
C OYeHbL MENHOW HOHUEHTPAauuEeHR n B GMonornHecHoOm marepmane

Investigations on the Use of Partition Paper Chromatography for
Quantitative Determination of Copper in very Weak Solutions and
in Biological Material

Do wykrywania miedzi w roztworach o bardzo malym stezeniu
i w materiale biologicznym zastosowano metody chromatograficznego
zageszczania substancji oraz chromatograficznego rozdzielania mieszanin,
ktére mozna uzyskaé przez odpowiednie dobranie ukladu rozpuszczalni-
kow. Uklad rozpuszczalnikéw nalezy tak dobra¢, aby badana substancja
(w naszej pracy miedz) przesunela sie na paseczek bibuly znajdujacy sie
przy wierzcholku stozka, a substancje towarzyszace pozostaly na stozku
(metoda zageszczania na stozku z bibuly opracowana przez I. Krzecz-
kowskag. Ann. Univ. M. Curie Sklodowska, sectio D, vol. XI, 1956,
s. 199—232 (1).

Zageszczanie, natomiast, mozna uzyska¢ przez: 1) kilkakrotne nakra-
planie po uprzednim suszeniu, 2) zwiekszenie powierzchni nakraplane]j
oraz 3) zwezenie paseczka bibuly znajdujacego sie przy wierzcholku
stozka (2). Wprowadzenie stozkowej metody chromatograficznego zagesz-

*) Mgr Janusz Klimek, st. asystent Katedry Chemii Ogoélnej Wydziatu Lekar-
skiego Akademii Medycznej w Lublinie wykonywat pomiary fotometryczne.
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czania pozwolilo nie tylko osiagna¢ zageszczenie 200-krotne i wyzsze, na
bardzo malej powierzchni paseczka bibuty, ale takie umozliwilo prze-
prowadzenie ilo§ciowego oznaczania miedzi w roztworach bardzo rozcien-
czonych i materiale biologicznym (mccz, mleko). Dzieki uzyciu tej metody
oddzielono réwniez miedz od zelaza.

METODY BADAN I MATERIAL

Do zageszezania noztwordéw rozeienczonych i materialu biologicznego postugi-
wano sie metoda opracowang przez I. Krzeczkowsk g (1956). Sporzgdzano stozek
z bibuly Whatman N 31 albo N 41 przedtuzony u wierzcholka waskim paseczkiem
bibuty. Substancje nakraplano w odlegtosci 1Y:—2 cm od podstawy stozka. Stozek
ustawiano na plytee Petriego napeinionej rozpuszezalnikiem nakrywano odpowied-
niej wielkoéci lejkiem i uszczelniano. Cheac zgromadzié¢ substancje na mozliwie
matej powierzchni przepuszczano rozpuszezalnik kilkakrotnie przed wywolaniem,
a po uprzednim wysuszeniu promienikami podczerwonymi, lub suszarka fryzjerska
(Foen).

Roztwery rozcieficzone sporzadzano z chlorku miedziowego p. a (firmy Merck)
w mnastepujacych stezeniach: 4,48 — 2,24 — 1,12 — 0,56 — 0,28 — 0,14 — 0,07 oraz
0,035 gamma w ml. Material biologiczny (mocz osobnikéw chorych i zdrowych oraz
mleko kobiet karmigcych) przygotowywano do badan przez rozpuszczenie, otrzyma-
nego po spaleniu, osadu w 3 ml 3 n kwasu azotowego i rozcienczenie wodg redesty-
lowang do 100 m!. Do chromatografowanig uzywano ukladu rozpuszczalnikdéw: piry-
dyna — kwas azotowy 0,5 n w stosunku 1 :1. Do wywolania miedzi stuzyt dwuetylo-
dwutiokarbaminian sodu (firmy ,,BDH” Anglia).

IloSciowe oznaczanie miedzi wykonywano przy pomocy fotokolorymetru Pul-
fricha uzywajac filtru N 8 (470 my).

BADANIA WLASNE I OMOWIENIE WYNIKOW

1. Zaslosowanie metody stozkowej do iloScicwego oznaczania mie-
dzi w roztworach silnie rozcienczonych.

Badania, przeprowadzone na roztworach chlorku miedziowego o ste-
zeniach: 4,48 — 224 — 1,12 — 0,56 — 0,28 — 0,14 — 0,07 i 0,035 gamma
w ml mialy na celu sprawdzenie dokladnosci metody stozkowej przy ozna-
czeniach ilo§ciowych. Przy kolejnych prébach zmniejszano stezenie dwu-
krotnie (kolumna 2, tabeli 1), réwnoczesnie powiekszajac tylez razy ilosé
nakraplanego roztworu (kolumna 3, tabeli I), a zatem, przy dokladnej
metodzie, wynik iloSciowy oznaczen Cu w gamma winien by¢ przy kazdej
prébie taki sam i wynosié 4,48 gamma Cu (kolumna 4, tabeli I). Wielkose
te uzyskujemy przez pomnozenie zawartosci miedzi w jednym mililitrze

- (kolumna 2) przez ilo$¢é nakroplonych mililitréw (kolumna 3). W probach
od 1 do 3 uzyto roztworéw chlorku miedzi o do§¢ duzym stezeniu,
w tym celu, aby otrzymana ogélna zawartos¢ miedzi w gamma mogta byé
oznaczona, przy pomocy fotokolorymetru Pulfricha, réwniez bez zasto-
sowania zageszczenia.



Badania nad zastosowaniem bibutowej chromatografii rozdzielczej 327

Réwnoczesne oznaczanie miedzi, bez zageszczenia i po chromatogra-
ficznym zageszczeniu, pozwalalo na sprawdzenie czy uzycie metody chro-
matograficznego zageszczania nie powoduje strat ilosciowych badanego
materialu (kolumna 5 1 6, tabeli I).

Oznaczanie iloSciowe miedzi przeprowadzano fotokolorymetrem Pul-
fricha firmy Carl Zeiss Jena przy uzyciu kiuwetek o grubosci warstwy
przepuszczajacej 1 cm. Do pomiaru uzyto filtru N 8 (470 mu). Z szeregu
przebadanych odczynnikéw' dajacych barwne reakcje z jonami miedzi
wybrano dwuetylodwutiokarbaminian sodu firmy ,,BDH”, przygotowu-
jac roztwdr 0,05%. Do sporzadzenia roztworéw wzorcowych miedzi uzy-
wano chlorku miedziowego p. a. firmy ,Merck”. Zawarto$é miedzi
W roztworze wzorcowym spfawd'zano jednometrycznie. W toku pracy
stale uzywano wody redestylowanej.

Technika wykonania pomiaru.

Do kiuwetki 1 nalewano 4 ml roztworu wzorcowego, a nastgepnie wkraplano 1 ml
0,05% moztworu wodnego dwuetylodwutiokarbaminianu sodu.

Do kiuwetki 2 (odnos$nik) nalewano 4 ml wody redestylowanej i wkraplano
1 ml 0,05% dwuetylodwutiokarbaminianu sodu. Odczytana ekstynkcja oraz stezenia
wzorcOw postuzyly do wykreslenia krzywej kalibracji (rye. 1).
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Wyniki otrzymanych oznaczen zebrano w tabeli I. Stwierdzajg one,
ze zageszczanie roztworu metods stozkowa nie powoduje strat iloscio-
wych oznaczanej substancji (kolumna 4 i 5). Srednie z 4—6 oznaczen
albo pokrywaja sie z teoretycznymi wyliczeniami, albo odchylenie jest
minimalne, nie przekracza 0,1 gamma na 25 ml (Tabela I).
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Tabela I
Wyliczona ilosé brednia((‘z 3—4'pomia'1rf6ut))l:l(;s(-:
llo§¢ gamma gamma miedzi gammat u ozpndl?z.or}n: oto 0_0
Lp miedsi zawarta Ilo§¢ ml w roztworze rymetrem m:lor;lec- a w roz
| w 25 ml roz- | nakroplonych nfﬁkroplonym v Powe ey
(l‘OCZ}jn ko_ X : pO'lll”C Fl metoay
tworu . bez uigcia metody | stozkowej chroma-
]umny 21i3) I zageszczeniowei tograficznego
— . megeszczenta |
1 2 3 4 5 6
1 4,48 1 4,48 4,38 4,38
2 2,24 2 4,48 i 4,48 4,48
3 1,12 4 4,48 4,48 4,48
4 0,56 8 4,48 — 4,38
5 0,28 16 4,48 — 4,48
6 0,14 32 4,48 — 4,48
7 0,07 64 4,48 — : 4,48
8 0,035 128 4,48 — i 4,48

Metoda stozkowg mozna zageszcza¢ roztwory o znacznie mniejszych
stezeniach, nalezy jednak woOwezas nakrapla¢ wieksze ilosci badanego
materialu. Uzywajac wyzej podanej metody mozna wykry¢ nawet Slady
poszukiwanej substancji, wymaga to cczywiscie wiecej czasu na nakra-
planie i suszenie stozka z bibuly.

2. Zastosowanie metody stozkowej do iloSciowege oznaczania mie-
dzi w materiale biologicznym.

a) w moczu.

Mocz do badania przygotowywano dwoma sposobami.

Oznaczenia miedzi w materiale doswiadczalnym wykonywano zachowujac
warunki takie, jak przy kalibracji.

1 sposéb: 40 ml moczu odparowywano do suchosci na lazni piaskowej, a nastep-
nie spalano w piecu muflowym w temp. 500—550° C. Pozostato§¢ po spaleniu roz-
puszczano w 3 ml 3 n kwasu azotowego i dopelniano wodg redestylowang do 100 mi.

2 spos6b: Mocz przygotowywano cgblnie znanym sposobem w aparacie Kjeldahla:
a) przy uzyciu kwasu siarkowego, b) przy uzyciu mieszaniny kwasu azotowego, siar-
kowego i nadchlorowego.

Spos6b pierwszy lspiej nadawal sie do naszych badan.

Roztwér otrzymany sposobem pierwszym nakraplano na stozek suszac
promienikami podczerwonymi lub suszarkg fryzjerskg (foen), a nastepnie
chromatografujac przy uzyciu jako rozpuszczalnika ukladu: pirydyna —
kwas azotowy 0,5 n w stosunku 1:1. W celu calkowitego przesuniecia
miedzi na paseczek bibuly znajdujacy sie przy wierzcholku stozka, prze-
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puszczano przez stozek rozpuszczalnik dwu, a nawet trzykrotnie,
Po wysuszeniu eluowano miedz 0,05% dwuetylodwutiokarbaminianem
sodu i oznaczano iloSciowo w fotometrze Pulfricha (Tabela II). Z kazdego
moczu wykonywano 4—6 oznaczen iloSci gamma miedzi w 25 ml,
a nastepnie obliczano $rednig ilosé (kolumna 2, Tabela II). Znajagc ilosé
gamma miedzi w 25 ml, obliczono zawartos¢ gamma miedzi w $redniej
dobowej moczu. Za S$rednig dobowg moczu przyjeto ilos¢ 1530 lub
2000 ml (3).

Ilos¢ gamma miedzi w 25 ml moczu patologicznege w réznych jedno-
stkach chorobowych wahata sie $rednioc w granicach od 12,07 do
32,86 gamma, co daje po przeliczeniu w moczu dobowym: — 1) w 1500 ml
od 924,2 do 1971,6 gamma 2) w 2000 ml od 965,6 do 2628,8 gamma. Naj-
wyzsza zawartos¢ miedzi byla w moczu chorego na chorobe Wilsona
(zwyrodnienie soczewkowo-watrobowe). Zawartosé miedzi zmniejszala sie
w czasie leczenia.

Tabela II

Srednia (z 4—6
Lp. oznaczen) i‘loé(:
gamma Cu

llosci miedzi obliczone
w gamma w $redniej dobowej Cwagi
moczu 1500 ml — 2000 ml

w 25 ml

1 2 3 ‘ 4 5

1 21,03—32,86 1263,6—1971,6 | 1682,4—2628,8 | Degeneratio progresiva hepato
lenticularis (proby pobierano
w roznych okresach leczenia)

2 14,87 892,2 1189,6 casus pro diagnost

3 13,41 804,6 1072,8 Lymphadenosis leucaemica.

4 12,64 758,4 1011,2 Lymphadenosis leucaemica.

5 12,29 737.4 983,2 Myelosis leucaemica

6 12,07 924,2 965,6 Myelosis leucaemica

7 11,68 7008 9344 mocz osobnika zdrowego

8 9,59 5754 767,2 mocz osobnika zdrowego

9 6,89 4134 551,2 lmocz osobnika zdrowego

W moczu osobnikéw zdrowych ilo§¢é gamma miedzi w 25 ml wahala
sie od 6,89 do 11,68 gamma tj- od 413,4 do 700,8 w 1500 ml oraz od 551,2
do 934,4 w 2000 ml (Tabela II).

Wyniki dalszych badan zostana podane w nastepnej pracy.

b) oznaczanie Cu w mleku kobiet karmigcych.
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Otrzymane wyniki wskazuja, ze metoda stozkowa zageszczania roz-
tworéw o bardzo malym stezeniu moze by¢ uzyta do badan klinicznych.
Nadaje sie ona zwlaszcza wowczas gdy: a) stezenie badanej substancji
jest za matle, by moglo by¢ oznaczone bezposrednio metods fotometrycz-
na, oraz b) gdy do catkowitego rozpuszczenia uzyskanego, po spaleniu,
osadu nalezy uzy¢ wiecej wody redestylowanej, niz pozwala na to obje-
tos¢ kiuwety, w ktérej dokonuje sie pomiaru.

Uzyskane wyniki przeprowadzonych badan upowazniajg nas do
przedstawienia nastepujacych wnioskéw:

1. Metoda stozkowa chromatograficznego zageszczania nadaje sie do
jakosciowego i iloSciowego oznaczania miedzi w roztworach o duzym
rozeienczeniu. W wyniku naszych badan mozna bylo bowiem oznaczyg
iloéciowo 35 gamma miedzi w jednym litrze rozcienczonego roztworu
chlorku miedziowego (Tabela I).

2. Metoda stozkowa moze mie¢ zastosowanie do zageszczania ma-
teriatu biologicznego (mocz, mleko), szczegélnie w tych wypadkach, gdy
po spaleniu otrzymuje sie osady stabiej rozpuszczalne. Najmniejsze
ilodci miedzi, ktdére uzyskano w badaniach materialu biologicznego wyno-
szg: w moczu 6,89 gamma w 25 ml, w mleku kobiet karmigcych
12,69 gamma w 25 ml; najwieksze uzyskane iloéci: 32,86 gamma w 25 ml
w przypadku moczu oraz 20,98 gamma w 25 ml w mleku kobiet kar-
miacych w okresie 3—5 dni po porodzie (Tabela II i III).

3. Chromatograficzne zageszczanie nie powoduje ilosciowych strat
badanego materialu. ‘

4. Chromatograficzne zageszczanie nadaje sie zwlaszcza tam, gdzie
znajdujg sie substancje towarzyszace, kiore przy odpowiednio dobranym
ukladzie rozpuszczalniké6w, mozna oddzieli¢ od substancji badanej.

5. Metoda stozkowa nadaje si¢ do ilosciowego oznaczania pierwia-
stkéw sladowych.

6. Nalezy przypuszczaé, ze metoda stozkowa chromatograficznego
zageszczania moze znalezé zastosowanie do badan klinicznych,

7. Dokladnos¢ uzyskanych wynikéw ilosciowych oznaczen miedzi
w roztworach o znanym stezeniu wwykazata, Ze uzywane przez nas srodki
ostroznosci przy stosowanych metodach byly wystarczajace.
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PE31ME

ABTOpaMil onpeiedaa0cs KOINUECTBO MeId B CHIBHO pAa3BeNEeHHBIX
pacTtBopax n OHOJOrH4ecKoM MaTepilaie (3oYa, MOJOKO) HpH lIpHMeHe-
HHH AJA CTYLIEHUA HCciIeIyeMoro MaTepuala Kouyca u3 6yMaru ¢ y3knM
HOSICKOM V BepuIlHB (MeToXx cryujanna paspaboraunmii 1. KikeuKoB-
CHKoOil — 1956).

ITonyyeHHble HA OCHOBaHHNI NPOH3BEIEeHHLIX HCCIeI0BauMii peayib-
TaTHl MO3BOJAAIOT CIeIaTh C¢JeAyloulue BhIBOIBIL:

1. HKonycHuii Merox xpoMatorpaduyeckoro CrymaHuA OpHToIeH
ONA KAYeCTBEHHOrO I KOJIHNYEeCTBEHHOIO OilpelelieHHd MeEH B CHIbHO
pasBefleHHBIX pacTBopax. Il Tak, B peavabrate mccaemoBanmuii, npousBe-
HeHHBIX aBTOpaM#, YAAIOChL ONPENelIuTh KOoJndyecTBEHHO 35 raMma Menu
B 1 aurpe pasBeieHHoro pactsopa Xiopmaa menn (TaGauna I).

2. HouycHBIT MeTOX MOKHO NPHMEHATH 1 INA CryWAaHHA GUOIOrH-
9eCcKoro MaTepuaja (Moua, MOJOKO), B OCO0EHHOCTI B TeX ciyuasXx,
KOTJa II0CJIe CO;iMKeHdlisl MoAyyalTcs TpyaHopacTBopuMble ocanku. Han-
MEeHbUIHE KOJNYecTBA MEeNH, IIOJYYEHHbie MpU HccienoBanuax 6uomnoru-
4EeCKOro MaTeplaja COCTAaBIAKT: B Moue 6,89 ramma B 23 MJ., B MOJIOKE
1:0pimmnx HeHNH B 3 — 3 OHeil nocie pogoB 12,69 ramma B 25 ML
Iloxydenusie Haudo:IbINIle KoJiidecTBa Mci: B Moue 32,86 ramma B 25 Ma
H B MOIOKe KopMAmUX skeHmun 20,98 ramma B 25 ma. (Ta6auna I i IIT).

3. Xpomarorpaduueckoe CryiiaHiie HE BBI3bIBAET KOJWYeCTBEHHBIX
noTephb HCCIEIyeMoro Marepuaina.

XpoMartorpaduyeckoe cryuiadie BBIFOIHO 0COGEHHO TaM, IAe HMe-
I0TCA CONMYTCTBYIOLIHE Bel{ecTBa, KOTOphIE NPIl TOMOUIH COOTBETCTBEHHO
nojo6paHHoil CHCTEMBI pacTBOpHTENEil MOKHO OTIENUTHL OT HCCIEAYEeMOro
BellleCTBA. ‘

4. Ronycublii MeTOX DPHTrOAeH AJIA KOJINYECTBEHHOIO ONpefeldeHusn
cIeloB 31eMEHTOB.

5. Cuenyet npeanoaaratb, 4TO KOHYCHBI{I MeTojg Xpomarorpafu-
YEeCKOTO CTYIIAaBHA MOMKCT HAliTil IpHMEHeHIle H B KIHHHYECKHX HCClre-
XOBaHHAX.
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SUMMARY

The copper content was determined quantitatively in strongly dilu-
ted solutions and in biological material (urine, milk); the examined
material was condensed in a paper cone with a narrow strip of paper at
its top (method given by I. Krzeczkowska, 1956).

The results thus obtained allow to arrive at the following conclu-
sions.

1. The cone method of chromatographic condensation can be used
both for quantitative and qualitative determination of copper in strongly
diluted solutions. Using this method the authors were able to carry out
quantitative determination of 35 gamma of copper in 1 litre of copper
chloride solution (Table I).

2. The cone method can be used for condensing biological material
(urine, milk), especially in those cases when the sediment obtained
after combustion proves less soluble. The smallest amount of copper
found in biological material was 6.89 gamma in 25 ml of urine, and
12.69 gamma in 25 ml of milk of lactating women, 3 to 3 days after
delivery. The greatest amount of copper thus obtained was 32.86 gamma
in 25 ml of urine, and 20.98 gamma in 25 ml of milk of lactating women
(Tables II and III).

3. Chromatographic ccndensation does not produce any quantita-
tive iosses of the investigated material.

4. Chromatographic condensation is especially useful in cases where
some accompanying substances are present; these can be separated from
the investigated substance by a proper choice of solvents.

5. The cone method is adapted for quantitative determination of
trace elements.

6. The suprposition is expressed that the cone method of chroma-
tographic condensation might be used for clinical tests.
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