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zwischen Harnsiurespiegel und Kirpergewicht. Abbil-

dung 6 zeigt, daB der Harnsiurespiegel mit dem Kor-

pergewicht nicht zunimmt. Bemerkenswert sind viel-
leicht die etwas hoheren Werte bei ausgeprigtem Uber-

gewicht. Wegen der geringen Zahl der Fille ist nicht
zu entscheiden, ob es sich hier um Zufallsbefunde
oder die Folge der mit Fettsucht zwangsliufig ver-
bundenen Vielesserei handelt.
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(Der Schriftleitung zugegangen am 12. April 1963)

Zur Bestimmung des Kupfers im Serum wird eine Atomabs$orptionsmethode mit vorangehender Extraktion be-
schrieben. Diese Atomabsorptionsmethode bietet infolge ihrer Spezifitit eine Reihe von Vorteilen gegeniiber den
bisher meist angewandten spektrophotometrischen (Molekiil-) Absorptionsmethoden. )

A method is described for the determination of copper in serum by extraction, followed quantisation by atomic
absorption. Owing to its specificity, the atomic absorption method has many advantages over the hitherto mostly

used spectrophotometric (molecular) absorption methods.

In vorangegangenen Vertffentlichungen (1, 2, 3, 4)
haben wir iiber die Bestimmung der Elemente Na, K,
Mg und Zn in Seren mit Hilfe der relativ neuen Ab-
sorptionsflammenphotometrie berichtet. Im folgenden
wird eine Methode zur Bestimmung des Spurenele-
mentes Cu in Seren mit der gleichen Methode ange-
geben. Die Bestimmung dieses Elementes ist aus fol-°
genden Griinden schwieriger als die der vorange-
gangenen Elemente: )

1. Die Absotptionsfihigkeit der Cu-Atome ist infolge ihrer ge-
ringeren Oscillatorenstirke (fy,,, = 0,62) kleiner als die der

Elemente Ca (fy,,, = 2,27), Mg (fzss,z_ = 1,75), Na (f549,0 =
0,67), K (f-/eo.s = 0,70).

2. Kupfer kommt im Serum in geringerer Konzentration vor als

1) Unterstiitzt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft,

die vorangegangenen Elemente, (Cu = 1 mg/l, Na = 3300 mg/l,
K = 160 mg/l, Ca = 100 mg|/l). :

3. Es entzieht sich ein Teil der Cu-Atome dem atomaren Nachweis
durch die Bildung von Molekiilen wie CuOH in der Flamme (5, 6).

Man muB daher fiir den atomaren Nachweis einen
groBeren apparativen Aufwand treiben.

MeBanordnung:

Wir verwenden das Spektralphotometer PMQ II von Cartl Zeiss
(Oberkochen), bei dem zur Erhéhung der Empfindlichkeit, wie es
bei (Emissions-) lammenphotometrischen Messungen auch iiblich
ist, der Gegenkopplungswiderstand im Anzeigegerit von
200 kOhm auf 1 MOhm erhéht wurde. Vor dém Eingangsspalt
des Monochromators haben wir die aus Abbildung 1 ersichtliche,
in eigener Werkstatt etstellte Spiegelanordnung nach Wrrte (7)
angebracht, die einen 5-fachen Durchging des MeBstrahls durch

Z. klin. Chem. | 1. Jahrg. 1963 [ Heft 6




Herrmann u. Lang: Serum-Kupfer-Analysen 183

Fl
i
a ,'l,'l |\|‘l‘
o
' 4
SP “ ll I g -

K

" Abb. 1

Spiegelanordnung nach Wuite (7) vor dem Spektralphotometer
fiir einen 5-fach-Durchgang des MeBstrahles durch eine Direkt-
zerstiuberflamme Fl. Sp = Eingangsspalt des Monochromators,
HKL = Hohlkathodenlampe, RS = roticrender Sektor, F =
Fenster zum Schutz der Wurre-Spiegel (1, 2, 3, 4) vor Ver-
schmutzung, K = Fliissigkeitsansaugkapillare des Dircktzer-
stiubers, P = PreBluftzufuhr, H, = Wasserstoffzufuhr.

dic H,-PreBluft-Flamme des zum Gerit gehdrigen Dircktzer-
stiubers von Zeiss ermoglicht. Durch eine solche Anordnung
sind dic Nachweisgrenzen besser. Der Direkizerstuber ist ein
Originalzerstiuber von Zeiss, abgesehen von folgender Verin-
derung: Wir haben die Gasdiise des genannten Zerstiubers, be-
stehend aus Messing mit einem Chromiiberzug, durch eine genauso
dimensionierte Diise aus Eisen ersetzt, da die Qriginal-Zeiss-Diise
nach Korrosion des Chromiiberzuges an ihren Innenkannten
deutliche Mengen von Cu an die Flamme abgibt, was die Blind-
wertabsorption merklich und iiberdies noch ungleichmiBig erhoht.
Den Direktzerstiuber betreibt man bei Untersuchungen dieser
Art, entgegen den Empfehlungen bei Emissionsanalysen, vorteil-
haft mit PreBSluft, die auf einen Vordruck von 1,5 kp/cm? ge-
regelt witd, sowie mit Wasserstoff von 125 mm WS Vordruck.
Der Monochromator ist der Original-Zeiss-Monochromator mit
folgender Abweichung: Die im Monochromator eingebaute
Schwingblende ist so weit seitlich herausgefahren, daB sie nicht
mehr den Lichtstrahl moduliert. Statt dessen ist ein rotierender
Sektor aus Pappe, mit entsprechenden Aussparungen, befestigt an
der Achse eines Synchronmotors, zwischen Hohlkathodenlampe
und WHrTE-Spiegelanordnung so angebracht, da8 nur das Licht
der Hohlkathodenlampe mit 50 Hz moduliert wird (siche Abb. 1).
Das hat den Vorteil, daB die Eigenstrahlung der Flamme mit
ihrem EinfluB auf die MeBwertanzeige weitgehend ausgeschaltet
ist. An das bereits genannte Anzeigegerit haben wir ein Schreib-
gerit (Honeywell-Streifenblattschreiber mit 5mV Eingangs-
empfindlichkeit) mit einer Einstellzeit von 1sec angeschlossen,
so daB man die Ablesungen am Anzeigegetit gleichzeitig doku-
mentarisch festhalten kann. :

Die fiir die Messung erforderliche Cw-Strahlung bei 324,8 mu
entnehmen wir einer Hohlkathodenlampe von Hilger, Type
F1152. Die Lampe wird mit 24—30 mA aus einem stabilisierten
Netzgerit betricben, die Spaltbreite des Monochromators betrigt
0,10—0,15 mm. Bei dieser Spalteinstellung wird die benachbarte
Cu-Linie bei 327,4 mu mit einer nur halb so guten Oscillatoren-
stirke nicht erfaBt. Das ist wesentlich, um die Nachweisgrenzen
dadurch nicht zu verschlechtern (2, 8).

Wit haben verschiedene turbulente Direktzerstiuberflammen auf
Eignung fiir die hier vorliegende Aufgabe erprobt. Flammen mit
Sauerstoff wie O,—H, oder O,—C,H, geben deutlich geringere
Cu-Absotptionen, offenbar bedingt durch dic groBere Steigge-
schwindigkeit der Flammengase (geringere Aufenthaltsdauer der
Cu-Atome im MeBstrahl), infolge der hoheren Verbrennungs- und

Ausstromungsgeschwindigkeit der Gase und bedingt durch die

hohete thermische Expansion der Gase (stirkere Verdiinnung
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der Cu-haltigen Gase) bei der Verbrennung. Am giinstigsten erwies
sich in unserem Falle die Verwendung von H,-PreBluft. All diese
Gemische sind mit dem gleichen Direktzerstiuber von Zeiss im
Prinzip anwendbar.

Direkte Messung an Seren

Trotz der empfindlichen Meflanordnungen kann man
sich eine Verdiinnung des Serums vor der Analyse (wie
bei Na-, K-, Ca- und Mg-Analysen) bei Cu-Analysen
nicht leisten. Die Nachweisgrenze fiir wilrige Cu-
Lésungen liegt in unserem Falle, allerdings gemessen
an einer Hilger-Apparatur (Hilger Uvispek H 700 mit
Flammenzusatz fiir atomare Absorption) bei 0,004 mg
Cu/100 m/, die Nachweisgrenze fiir Cu in wiBrigen
Eichseren (d. h. Modellseren mit mittlerem Na-, K-,
Ca-, Mg- und Cu-Gehalt) liegen bei 0,03 mg Cu/100 m/.
DaB die Nachweisgrenzen im letztgenannten Fall be-
deutend schlechter liegen, hat folgende Griinde: Beim
Zerstiuben von konzentrierten (d. h. unverdiinnten)
Eichseren der genannten Zusammensetzung bilden
sich an der Zerstiuberspitze Salzkristalle, die die Zer-
stiubung ungleichmiBig gestalten und ein ungleich-
miBiges Schiefbrennen der Flamme bei Direktzer-
stiuberverbrennern und damit eine groere Schwankung
der MeBwertanzeige bedingen. Beim Zerstiuben der
natiirlichen Seren verschlechtern sich diese Verhiltnisse
abermals, weil auBer den Salzen noch Eiweifl u. 4.
darin enthalten ist, das zu Krustenbildung an der
Zerstiuber- bzw. Brennerspitze neigt. — Die Begleit-
elemente Na, K usw. verschlechtern aber bei
direkter Verwendung des Serums nicht nur die Nach-
weisgrenzen, sondern es ergeben sich auch grdfere
Stéreinfliisse von variablen Na-Konzentrationen auf die
Cu-Konzentration, vermutlich durch Einfliisse des
Elementes Na auf das Flammenvolumen, auf den
Absorptionsweg, auf die OH-Konzentration u. 4. Es
empfiehlt sich also, aus den natiirlichen und auch aus
den Eichseren die Hauptmasse der Salze und Eiweille
zu entfernen oder das Cu quantitativ zu extrahieren.
Wir haben uns fiir den letztgenannten Weg entschlossen
da sich das Cu durch organische Komplexbildner wie
Oxychinolin, Dithizon, Na-Diaethyldithiocarbaminat
u. 4. leicht extrahieren liBt. Bei dieser von uns ange-
strebten Extraktion spielt es keine Rolle, wenn auch
andere Spurenelemente in groBenordnungsmiBig
gleicher Konzentration wie z. B. Zink, Cobalt oder
Eisen mitextrahiert werden, da die Atomabsorptions-
methode Stérungen durch diese Elemente ausschlieBt.
Es muB nur verlangt werden, dafl durch diese Extrak-
tion alles Cu oder ein immer gleichbleibender Prozent-
satz des vorhandenen Cu extrahiert wird. Das ist aber
nach dem, was man iiber Extraktionsverfahren bei
Spurenanalysen bisher feststellen konate (9—14) der
Fall. Extraktionsverfahren liegen in dieser Hinsicht
grundsitzlich besser als z. B. Fillungsreaktionen. — In
unserem Falle ist also Ziel der Extraktion, die Nach-
weisgrenze fiir die folgende Atomabsorption zu ver-
bessern und die Stdrungen von Ldsungspartnern
verhiltnismiBig hoher Konzentration zu beseitigen.
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Extraktionsverfahren

Reagenzien

Na-Diaethyldithiocarbaminat (Merck Nr. 6689) als Komplex-
bildner. Davon wird eine 0,1proz. Losung in aqua bidest herge-
stellt. Man gibt zweckmiBigerweise einige Tropfen Ammoniak-
Losung hinzu, da sich diese Losung in alkalischem Milieu (in
dunkler Flasche) besser hilt.

2 7 HC] zum Herauslsen des Cu aus dem EiweiSkomplex (Homo-
genisierung bzw. Denaturierung).

20proz. Trichloressigsiure als EnteiweiBungsmittel.
Chloroform (Metrck Nr. 2445) als Extraktionsmittel.

Als Aufbewahrungsgefifle sind Polyaethylenflaschen am besten
geeignet.

Durchfiihrung

In ein 20 m/ Zentrifugenglas!) pipettiert man 1m/
Serum?) und 1 m/ der 2z HCI®) und liBt mindestens
15 Min. stehen?). Dann gibt man 1m/ der 20proz.
Trichloressigsdure hinzu®) und liBt wieder mindestens
15 Min. stehen®). AnschlieBend zentrifugieren (5—
10 Min.) bei einer Beschleunigung von 3500—5500 g.
Uberstehende Fliissigkeit in ein 20 m/ Reagenzglas mit
Schliff?) iiberfithren (Abkippen geniigt) und 1 m/ der
obengenannten Na-diaethyldithiocarbaminatlésung zu-
pipettieren und anschlieBend 1 m/ Chloroform?®) zu-
geben. 2 Min. 'schiitteln®) und anschlieBend sofort
wiflrige Phase entfernen®). Der Cu-haltige Chloro-
formextrakt kann direkt gemessen werden. Falls die
Messung nicht unmittelbar folgt, Reagenzglas gut ver-
schlieBen, um FEindunstungen zu vermeiden. — Zu
den einzelnen Schritten der Vorschrift seien im fol-
genden verschiedene Begriindungen und mégliche
Abwandlungen mit ihren Vor- und Nachteilen ange-
geben. Die folgenden Ziffern beziehen sich auf die
Ziffern im obenstehenden Text.

1y Alle Geritschaften miissen griindlich mit Chromschwefelsiure’

gereinigt, mit Wasser und dann mit aqua dest. nachgespiilt und
staubfrei getrocknet werden. Man sollte sich bemiihen, den
Arbeitsgang so zu fithren, daBl das zu untersuchende Material mit
moéglichst wenig Glasgeritschaften in Betithrung kommt. (Ver-
schmutzungsgefahr, Spurenelementbestimmung.)

2) Wegen moglicher Entmischungserscheinungen (15) in linger
stechenden Seren empfiehlt es sich, die beniitzte Menge sofort
nach dem Zentrifugieren abzupipettieren. Ein lingeres Stehen des
fertig abgemessenen Serums vor dem Extraktionsarbeitsgang
(s. unten) hat keine wesentlichen Nachteile. Allerdings bené&tigt
man fiir die Trennung von Chloroformschicht und wiBriger Phase
mehr Zeit, wenn das Serum ilter ist.

3) An Stelle der 2 # HCl sind auch andere Homogenisierungsmittel
méglich, um das Cu aus dem Eiweikomplex herauszuldsen, z. B.:
a) 67 HCl. Vorteil: Etwas mebr Sicherheit bei der Herauslésung
des Cu. Nachteil: Zerstiuber und andere optisch-elektronischen
Bauteile werden stirker angegriffen. Man muf3 wegen der Selbst-

zersetzung des Cu-Komplexes dann noch schneller die wiBrige.

Phase iiber dem Cu-haltigen Chloroform abpipettieren als das
ohnehin schon empfehlenswert ist (s. u.).

b) 5 m/ Formamid. Vorteil: Man arbeitet nicht im sauren Milieu.
Die unter a) genannten Nachteile entfallen, jedoch hat man hier
folgende Nachteile: Die Homogenisierung ist nach unseren Et-
fahrungen nicht so vollstindig wie bei 2 # HCI, was man an den
vergleichsweise geringeren Cu-Atomabsorptionen bemerkt.

c) Ammoniaklésung, p. a. konz. Vorteil: Wie eben unter b) et-
wihnt. Nachteil: Der Umgang mit hochkonz. NH, OH-Lésung
ist unangenehm. Im iibrigen ist es schwer, ein im alkalischen Milieu

arbeitendes EiweiBfillungsmittel anzugeben. Ohne ein solches
Fillungsmittel kommt es aber beim anschlieBenden Ausschiitteln
mit Chloroform oder hnlichen organischen Extraktionsmitteln
leicht zur Bildung eines formbestindigen Gels, aus dem man selbst
bei schirfstem Zentrifugieren kaum Fliissigkeit fiir die flammen-
photometrische Analyse gewinnen kann.

d) 109%-Pyrrolidon in aqua dest., Dimethylformamid konz.,
20proz. wiBr. KCI-Losung, 20 proz. U-Losung, konz. NaOH und
10proz. bzw. 30proz. NH,OH-Lésung l6sen das Cu nur unvoll-
stindig aus dem EiweiBkomplex heraus; im iibrigen gleicher
Nachteil wie bei c.

%) Kiirzere Wartezeiten als 15 Min. verringern den Cu-Gehalt im
Extrakt.

5) An Stelle von 20proz. Trichloressigsiure sind auch andere
EiweiBfillungsmittel mehr oder weniger gut brauchbar: 6 m/
20proz. Sulfosalicylsdure ist brauchbar. Uranylacetat verhindert bei
einigen Arbeitstechniken das Ausbilden einer klaren Trennschicht
zwischen wiBr. und organischer Phase, und die Extraktions-
ergebnisse sind miBig.

6) Kiirzere Wartezeiten verringern den Cu-Gehalt im Serum-
extrakt.

7) Die Reagenzgliser sollen so beschaffen sein, daB man den
folgenden Arbeitsgang einschlieBlich Schiitteln ohne nochmaliges
Umschiitten in ein anderes GefiB erledigen kann. An Stelle der
tiblichen Schliffstopfen aus Glas haben sich Stopfen aus ,,Teflon‘
bewihtt, da man sie ohne Fetten (Vetschmutzungsgefaht) nach
dem Schiitteln leicht aus dem Schliff herausbekommt. — Bei
einigen Versuchsvarianten haben wir uns bemiiht, den gesamten
vorherigen und folgenden Arbeitsgang so zu fithren, da3 man mit
einem einzigen Glas (Zentrifugenglas mit Schliff + Stopfen s. o.)
auskommt. Ein solches Vorgehen ist nach unseten Erfahrungen
jedoch weniger empfehlenswert, da es dann leicht zur Gelbildung
beim Schiitteln durch das dann immer noch vorhandene Eiweill
kommt.

8) An Stelle von Chloroform sind auch andete organische Losungs-
mittel verwendbar. Wir haben einige Versuche mit Amylalkohol
und einige Versuche mit n-Heptan durchgefithrt und haben fest-
gestellt, daB unter unseren Versuchsbedingungen die Cu-Extraktion
nicht so vollstindig ist wie bei Anwendung der polaren Fliissigkeit
Chloroform. Deshalb blieben wir bei Chloroform. Es hat allerdings
den Nachteil, daB bei der Zerstiubung in eine turbulente Hg-
PreBluftflamme eine Geruchsbelistigung auftritt. Man muf3 daher,
iibrigens auch aus anderen Griinden (6) iiber der Flamme einen
AbZug anbringen. Bei Amylalkohol tritt praktisch keine Geruchs-
belistigung bei der Zerstiubung in die PreBluft-H,-Flamme ein,
allerdings ist die erzielte Cu-Extinktion weniger gut als die bei
Verwendung von Cloroform. Der pH-Wert der willrigen Phase
spielt nach unseren vergleichenden Ergebnissen, abgesehen von
der unten besprochenen Selbstzersetzung, bei der Extraktion keine
Rolle (siehe 12, 16).

9) Nach unseren Erfahrungen kann das Ausschiitteln nicht griind-
lich genug sein. Unsere Schiittelmaschine schiittelt vertikal in
Richtung der Lingsachse der Gliser mit einem Hub von 33 mm
und einer Frequenz von 750/Min. Bei Anwendung kleinerer Fre-
quenzen bzw. Hiibe sind entsprechend lingere Schiittelzeiten
etforderlich. Diese sind allerdings ohne vorherige Neutralisierung
(s. Punkt 10) bedenklich, da die Zersetzung des Cu-Komplexes
und die Riickdiffusion der Dissoziationsprodukte schon beim
Schiitteln einsetzt. (Falls man einen anderen Arbeitsgang anwendet,
z. B. einen solchen, bei dem das EiweiB nicht durch Fillung ent-
fernt wird, ist die Einhaltung einer optimalen Schiittelzeit sehr
wichtig. Schiittelt man zu wenig, bekommt man zwar viel Chloro-
formextrakt, aber mit geringem Cu-Gehalt, schiittelt man zu viel,
bekommt man praktisch keine abpipettierbare Flissigkeit durch
die Bildung eines formbestindigen Gels, auch dann nicht, wenn
man scharf (bei etwa 3500—5500 g) zentrifugiert.) Der pH-Wert
ist in gewissen Grenzen (11, 16) fiir die Extraktion an sich ohne
Bedeutung.

10) Arbeitet man im sauren Milieu, ist es erforderlich, die wafr.
Phase schnell von der Cu-haltigen Chloroformschicht zu trennen,
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und zwar um so schneller, je saurer die wiBr. Phase ist. Es findet
nimlich eine Zersetzung der Cu-Komplexe mit Riickdiffusion der
Spaltprodukte in die wiBr. Phasec, unter anderem bedingt durch die
Einwitkung von Licht, statt. Diesen Nachteil kann man aus-
schalten, wenn man vor der Carbaminatzugabe mit Hilfe von
konzentrierter, Ammoniaklésung p. a. neutralisiert. Wir ent-
schieden uns fiir die schnelle Arbeitsweise ohne Neutralisieten, da
jedes Zugeben von Chemikalien das Einschleppen von Cu-
Spuren begiinstigt.

Eichlésungen

Fir die Eichung liBt man 1m/ aqua bidest, in einer
Quarzapparatur nachdestilliert, an Stelle von Serum als
Blindprobe durch den ganzen Extraktionsgang hin-
durchlaufen und stellt damit den 100%-Punkt (Ex-
tinktion E = 0) am Instrument ein. Man eliminiert auf
diese Weise einen moglichen Rest-Cu-Gehalt der be-
niitzten Chemikalien. Hat man es ausnahmsweise mit
Chemikalien mit hohem Cu-Gehalt zu tun, so empfiehlt
sich eine vorherige Reinigung durch Ausschiitteln mit
Chloroform nach vorheriger Zugabe von Na-Diaethyl-
dithiocarbaminat und, falls notwendig, mit anschlieBen-
der Entfernung des iberschiissigen Carbaminates.
Ebenso liBt man 1,0 m/ Eichloésung (Modellserum)
folgender Zusammensetzung: 3300 mg Na//, 150 mg
K//, 100 mg Ca//, 20 mg Mg//, 1 mg Cu// durch den
Extraktionsarbeitsgang hindurchlaufen. Das eben ge-
nannte Modellserum kann man sich wie folgt herstellen:
Der Inhalt einer Merck-Titrisolampulle Nr. 9976 wird in
einen 1/-MeBkolben iiberfiihrt. Diese Ampulle enthilt
alle oben genannten Elemente in richtiger Menge aufler
dem Cu. Dieses kann man wie folgt zugeben: Vor dem
Auffillen auf 1/ pipettiert man 10,0 m/ einer Cu-
Stammlosung mit 1 g Cu// in den gleichen MeBkolben
(Stammlésung: 268,3 mg CuCl, - 2H,O ad 1000 m/
H,0). Der Cu-haltige Chloroformextrakt dieses Modell-
serums dient zur Eichung (s. unten), d. h. zur Eli-
minierung etwaiger Empfindlichkeitsvariationen der
Apparatur, z. B. Ausschaltung der jeweiligen Zer-
stiuber- und Hohlkathoden- (Bandbreiten-) Eigen-
schaften.

Messung

Nachdem die Apparatur justiert ist, 1iBt man sie vor
Beginn einer MefBreihe etwa 1 bis 1 Std. ,,einbrennen®,
d. h. die Elektronik und die Hohlkathodenlampe sind
dabei in Betrieb, die Flamme noch nicht. Kurz vor
Beginn der eigentlichen MeBreihe entziindet man auch
die Flamme. Bei abgedunkeltem Strahlungsempfinger
wird der O-Punkt, beim Zerstiuben der Blindlésung
der 100%-Punkt einreguliert. Dann kann man in det
Reihenfolge E,, E,, E, Eq,, E . . . die Extinktionen
der Eichlosungsextrakte Ee bzw. der einzelnen Serum-
extrakte E, , E; , E, ... ermitteln. Die Extinktion des
Cu-Serum-Extraktes lag bei uns bei E =0,2. Ein
Absinken dieses Wertes bei lingeren Versuchsreihen
deutet auf Zerstiuberverstopfungen hin. Die Lage des
100%-Punktes muB3 beim Zerstiuben von Blindlosung
von Zeit zu Zeit nachkontrolliert und, falls erforderlich,
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nachgestellt werden. Die Extinktionen kann man auch
dem gleichzeitig mitgeschriebenen Registrierstreifen ent-
nehmen. Das ist besonders dann empfehlenswert, wenn
man Schwankungen der MeBwertanzeige auf gra-
phischem Wege sicherer herausmitteln will.

Auswertung

Wir bilden interpolierte Eichextinktionen E. z. B.
durch Mittelung der der Ablesung E, benachbarten
beiden E.-Ablesungen. Die gesuchte Cu-Konzentration
des Serums cs in mg Cu// ergibt sich dann wie folgt:

Eg
Cg = —"Ce.

E.

Die Berechtigung dieses einfachen Rechenganges ergibt
sich aus der Linearitit der Eichkurve. Bis zu Konzen-
trationen, die weit oberhalb des physiologischen
Schwankungsbereiches liegen, ist die Eichkurve streng
geradlinig. '

Reproduzierbarkeit

Wir haben eine groBere Menge Mischserum in 14
Einzelproben aufgeteilt und nach Extraktion einzeln
gemessen. Berechnen wir fiir die auf diese Weise ge-
wonnenen einzelnen Cu-Analysenergebnisse die mittlere
Streuung, so erhalten wir fiir die Standardabweichung
o = + 3,3%. Hieraus liBt sich eine giinstigere Nach-
weisgrenze ableiten als vorn angegeben wurde. Die
Griinde fiir diese Unterschiede sind: a) Verschiedene
Gerite: Hilger bzw. hier Zeiss. — b) Verschiedene
Losungsmittel: Wasser bzw. hier Chloroform. —
c) Verschiedene Auswertung: Ablesung bzw. hier
Registrierung. '

Genauigkeit

Wir haben die Methode durch eine Zumischtechnik
gepriift: Es werden 30 m/ Mischserum in 5 einzelne
Proben von 6 m/ aufgeteilt. Diese Proben nennen wir
S, Sy, ... Sz Die Probe S; liuft unverindert mit. Zu
den Proben S, ... Sy geben wir steigende Mengen Cu
hinzu, und zwar so, da3 die Konzentration um 0,5, 1,0,
1,5, und 2,0 mg Cu// gegeniiber der urspriinglichen
Konzentration hdher liegt und lassen dann wieder
alle Proben durch den angegebenen Extraktionsarbeits-
gang hindurchgehen, dazu entsprechende Konzen-
trationen Eichldsungen und Blindlosungen (letztere
ohne Cu-Zugabe). Durch Vergleich der gefundenen
Konzentrationen mit den erwarteten Konzentrationen
(ermittelte Ausgangskonzentration - tatsichliche Zu-
gabe) liBt sich ermitteln, wie weit man das zugegebene
Cu ,,wiederfindet. Die Abweichungen fiir alle Ver-
suche mit entsprechenden Vorzeichen zusammenge-
faBt ergab die mittlere Abweichung von —0,6%; die
maximal vorkommende Abweichung betrug —4,8%.
Das ist nicht mehr als man auf Grund des obigen er-
warten darf, denn man mufl bedenken, daB die Repro-
duzierbarkeitsfehler von 3,3% und die Pipettierfehler
bei solchen Zumischversuchen doppelt eingehen. Wir
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kénnen aus diesem Ergebnis schlieBen, daf unsere
Ergebnisse frei von systematischen Fehlern sind.

Cuim EiweiBniederschlag

Die vorangehenden Untersuchungen lassen die Frage
offen, wieviel Cu sich durch Fillung mit dem Eiweil3
der Analyse entzieht. Der Ausgang des obigen Zumisch-
versuches kann nicht unbedingt als Gegenargument
gegen etwaige Verluste dieser Art in das Feld gefiihrt
werden; denn zupipettierte wiBrige Cu-Salzlosungen
kénnen sich anders verhalten als das Kupfer, das
vorher am Eiweikomplex gebunden war. — Zur
Klirung dieser Frage haben wir die folgenden Ver-
suche durchgefihrt und gleichzeitig den wahrschein-
lichen Fall mit untersucht, daBl es sich bei etwa vor-
handenen Verlusten nicht um eine echte Fillung des Cu
handelt, sondern um Cu, das bei der EiweiBfillung mit-
gerissen wurde (Adsorption bzw. Einschliisse):

20 m/ Mischserum werden durch den Extraktionsgang gefiihrt
und ebenfalls 20 m/ aqua bidest als Blindprobe. Diesmal wird der
erhaltene EiweiBbodensatz #ich# verwotfen, sondetn einmal mit
HNO; p. a. feucht und ein anderes Mal trocken im Muffelofen
verascht. Nach dem Abrauchen iiberschiissiger Siure und nach
dem Abkiihlen witd die Extraktion wie oben beschrieben fiir das
ethaltene Veraschungsprodukt weitergefiihrt und im Extrakt die
Cu-Konzentration mit der Absorptions-Flammenphotometrie be-
stimmt. Wir erhalten als Mittelwert aus 2 Bestimmungen einen
Restgehalt von 0,01 mg Cuf/. Wir kénnen also diese Verluste
vernachldssigen.

Cuinder wiBrigen Phase

Wir haben schlieBlich untersucht, ob sich Cu der Ana-
lyse dadurch entzieht, daB die Extraktion des organischen
Cu-Komplexes mit dem Chloroform nicht geniigend
vollstindig ist. Solche Verluste miiiten dadurch nach-

weisbar sein, dal nach der Extraktion noch merkliche-

Mengen Cu in der wiBr. Phase angetroffen werden.
Wir haben diesbeziigliche Untersuchungen' durchge-
fihrt und stellten fest, daB kein Cu in der wiBrigen
Phase mit der Absorptions-Flammenphotomettie nach-
weisbar war. Die angewandte Extraktion ist also ge-
niigend vollstindig.

Diskussion

Die vorgeschlagene Methode unterscheidet sich hin-
sichtlich der Vorbereitung des Serums (Cu-Extraktion)
fiir die eigentliche Analyse kaum von anderen Be-
stimmungsmethoden mit Hilfe spektrochemischer Ab-
sorptionsanalysen in Flussigkeiten. Der Zeitbedarf ist
hierfiir praktisch der gleiche. — Die Dutchfithrung
einer Atomabsorption in der Flamme (Absorptions-
Flammenphotometrie) bietet jedoch gegeniiber den
bisher fast ausschlieBlich angewandten spektralphoto-
metrischen Absorptionsuntersuchungen an Ldsungen
in Kiivetten (Molekularabsorption) folgende Vorteile:

Die gemessene Atomabsorption bei der Cu-Resonanzlinie 324,8 mu
ist nur fiir das Element Cu charakteristisch. Storungen dutch andere
dhnlich konzentrierte Elemente sind aus folgenden Griinden
undenkbar: Die Aniwendung von Tarngemischen o. 3. zur Unter-
driickung von stérenden Molekiilabsorptionen von anderen dutch
den Extraktionsgang mit hinduréhgekommenen Elementen sind
nicht erforderlich. Anderungen der Wertigkeit durch Oxydations-
bzw. Reduktionsvorginge kornen auf das Analysenergebnis
keinen EinfluB nehmen, da es bei der Atomabsorptionsmethode
keine Rolle spielt, in welcher Form das Cu in die Flamme ge-
bracht wird. Bei der Durchfiihrung von (Molekiil-) Absorptions-
untersuchungen kénnen dadurch aber schwerwiegende Fehler ent-
stehen. Auch ist bei Atomabsorptionsmessungen keine Messung
bei 2 oder mehr verschiedénen Wellenlingen des Spektrums mit
entsprechenden Korrekturrechnungen zur Unterdriickung von
nicht spezifischen Molekiilabsorptionen oder von (Molekular-)
Absotptionen der Stdrelementkomplexe mit flach verlaufenden
(Molekular) Absorptionsbandenn etforderlich. Das bedingt
groBere MeBsicherheit und geringeren Zeitbedarf fiir den letzten
Schritt des vorgeschlagenen Arbeitsganges (Atomabsotption im
Vergleich zur Molekiilabsotption).

Als Nachteil ist zu nennen: Man bendtigt einen Atom-
absorptionszusatz zu einem iblichen Spektralphoto-
meter, der noch nicht hiufig angetroffen wird.

Die genannte Methode ist ohne Anderung z. B. bei
Liquor und mit geringfiigigen Abweichungen auch bei
anderen Korperfliissigkeiten anwendbar.

Herrn Professor Dtr. W. Gras, Pharmakologisches Institut und
Herrn Dr. W. Rick, Medizinische Klinik GieBen, danken wir fiir
anregende Diskussionen und Kotrekturhinweise. Frau J. SperLz
danken wir fiir die unermiidliche Mithilfe bei der Durchfiithrung
unserer Versuche.
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