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Janusz KLIMEK

Proba zwiekszenia dokladnoSci oraz uproszezenia techniki
oznaczania azotu aminowego metoda miedziowa Pope-Stevensa

ITonbITKa yBEJMUYEHUA TOYHOCTVM ¥ YIIPOLIEHWMA TEXHMKM ODO3HAYUEHMsS aMUHOBOTO
azora MenHbIM Metogom Ilon~CruBeHca

An Attempt at Increasing Accuracy and at Simplification of the Technique
of Amino Nitrogen Deterrnination by the Copper Method of Pope-Stevens

Okreslenie azotu aminowego technikg Pope-Stevensa ma zwolennikéow,
lecz i tez przeciwnikéw (4). Jedni widzg latwos$é adaptacji tej metody w pracow-
niach nie posiadajgcych szerokiego asortymentu odczynnikéw, drudzy zarzucajg
jej malg dokladnos$é oraz pracochlonnosé. W naszej pracy postanowiono, nie naru-
szajgc strony chemicznej metody, udoskonalié technike oznaczania azotu amino-
wego wg Pope-Stevensa poprzez zwiekszenie dokladnosci oraz zmniejszenie
czasu przeznaczonego na wykonanie proby. Przedstawiona praca jest konfynuacja
wstepnych spostrzezen, wysunietych przy okazji oznaczania grup aminowych
w przesgczach hodowli i antygenach Cl. tetani (2, 3).

MATERIALY I METODY

Do okre§lenia azotu aminowego wykorzystano miedziowg metode Pope-
-Stevensa (5) oraz roztwér wzorcowy glicyny (0,60 mg N aminowego/ml). Za-
wiesing ortofosforanu miedziowego sporzadzano bezposrednio przed uzyciem mie-
szajgc roztwory — I, II i III w stosunku objetosciowym 1:2:2. Roztwér I — 273 g
Cu Cl,;- 2H,0, woda destylowana do 1.000 ml; Roztwér II — 64,5 g NasPO, 7,2 g
NaOH, woda destylowana do 1.000 ml; Roztwér III — bufor boranowy 57,2 g
Na,B,0;- 10 H,O, 1.500 ml wody destylowanej, 100 ml N HCIl, woda deslylowana
do 2.000 ml

Do oddzielenia kompleksu miedziowego rozpuszczalnego od nierozpuszczalnego
stosowano filtry bibutowe o srednicy 7 em ,Filtrak” Nr 389, oraz wiréwke (Labor-
fug—Wegry) 2.000 obr/min. Wszystkie odeczynniki zastosowane w naszej pracy od-
powiadaly normom ch. cz. i byly krajowej produkcji.
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Do probowki wiréwkowej wprowadzono 1 ml wodnego roztworu wzorcowego
glicyny (0,60 mg N aminowego/ml) i 5 ml zawiesiny ortofosforanu sodu. Po 15 mi-
nutach wirowano przy 2.000 obr/min. przez 10 minut. 2 ml klarownego roztworu
przenoszono do oddzielnego naczynia zakwaszano 2 ml CH;COOH (lod), po czym
dodawano nadmiar KJ i miareczkowano 0,01 N Na,S,0; wobec skrobi. Droga ra-
chunkowsg wyznaczono ilo§¢ azotu aminowego w przeliczeniu na 1 ml roztworu
wzorcowego. Otrzymane wyniki dla 20 identycznych prébek przedstawiono w tab. 1
(rubr. A).

Tab. 1. Azot aminowy w mg/ml okreslony metodsa Pope-
-Stevensa; A — technika wirowania, B — technika sgczenia
Amino nitrogen in mg/ml determined by the method of Pope-
Stevens; A — rotation technique, B — filtration technique

n A B

1 0,5992 0,5046

2 0,6020 0,5937

3 0,5936 0,5937

4 0,5964 0,6431

5 0,5880 0,6036

6 0,5908 0,5937

7 0,5880 0,6036

8 10,5964 0,5145

9 0,5824 0,6431

10 0,5880 0,6530

11 0,5936 0,6233

12 0,5908 0,5640

13 0,5880 0,5739

14 0,5964 0,5541

15 0,5964 0,5442

16 0,5796 0,5739

17 0,5992 0,5541

18 0,5852 0,5442

19 0,5992 0,5640

20 0,5992 0,5145

$rednia 0,5926 0,5778

blad standardowy 0,0061 0,0312
blad wzgledny % 1,649 5,403

W ten sam sposéb wykonano préoby wg oryginalnej metody Pope-Stevensa.
W tym celu do 1 ml wzorcowego roztworu glicyny dodawano 5 ml zawiesiny orto-
fosforanu miedziowego. Po 15 minutach osad odsaczano przy pomocy ilosciowego
saczka bibulowego. Przesgcz miareczkowano jw. w 0,001 N Na,S,0; Otrzymane
wyniki zestawiono w tab. 1 (rubr. B). W dolnej cze$ci tab. 1 pomieszczono srednig,
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btad standardowy, oraz blgd wzgledny (1), oddzielnie dla: techniki wirowania — A
i saczenia — B. Drogg rachunku statystycznego (test t-Studenta) (6), wyznaczono t
(2, 16) i stwierdzono, ze jest wigksze od wartosci krytycznej (2,024) odczytanej
z tablic.

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Przeprowadzone badania nad metodg Pope-Stevensa wskazujg,
ze blad standardowy oznaczenia w technice wirowania jest mniejszy niz
w przypadku sagczenia przez bibute. Réwniez na korzy$¢ wirowania
przemawia $rednia oznaczen, ktéra jest wyzsza od S$redniej uzyskanej
przy sgczeniu. Mozna sadzi¢, ze w pierwszym przypadku straty powstale
w czasie doswiadczenia sg nizsze niz w drugim, co jak wiadomo ma
zasadnicze znaczenie w ocenie kazdej metody — w tym wypadku wpro-
wadzonej modyfikacii.

Na podstawie testu t-Studenta wykazano, ze t jest wieksze od war-
tosci krytycznej. Z tego wynika, ze zmniejszenie bledu wzglednego
do 1% w zmodyfikowanej technice ma charakter systematyczny, a nie
przypadkowy. Upowaznia to stosowaé opracowang technike na réwni
z innymi (4), co przy uzyciu ogélnie dostepnych odczynnikéw w metodzie
Pope-Stevensa ma duze znaczenie i w wielu przypadkach moze
decydowac o jej dodatkowych walorach. W razie koniecznosci wykonania
duzej ilosci oznaczen, jak to ma miejsce przy badaniu materialu biolo-
gicznego, wprowadzone uproszczenia pozwalajg skréci¢é szereg czynnoscei.
Znalazlo to juz potwierdzenie przy oznaczaniu azotu aminowego w prze-
sgczach hodowli Cl. tetani (2) oraz w bialtkach antygenowych Cl. te-
tani (3), jednakze bez podania oceny, przeprowadzonej modyfikacji, ktorg
przedstawiono dopiero w obecnej pracy.
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PE3IOME

O6o3nauenne amuHOBOrO asora MerojoM Ilon-CtuseHca maer xXopore
pe3yJbTaThl, KOTAa AJA OIpeesIeHMA pPacTBOPMMOrO KOMILJIEKCA IpyuMe-
HAeTCA BMecTO (uabTpoBaEMA poTaya. KOHCTaTHMpPOBAHO, YTO OTHOCH-
TeJbHAaA OIIMOKA eAMHMYHOrO obozHauveHma me mpesbluaer 1%. Moxmndu-
Kalyd ¢ yCIIeXOM IIPMMEHAJACh NPY MCCIEHOBAaHMAX OEJNKOBBIX aHTUTCHOB.

SUMMARY

The determination of amino nitrogen by the method of Pope-Stevens
gave good results when rotation was used for the separation of soluble
complex instead of filtration. It was stated that the relative error of
single determination did not exceed 1%. The modification was applied
to the investigations of protein antigens.
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