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U svrhu izbora najprikladnije metode za odredivanje eritrocit-
nog protoporfirina (EP), vrlo vaznog biokemijskog pokazatelja u
ocjeni povedane apsorpcije olova, ispitan je odnos izmedu spek-
trofluorometrijske metode Chisolm-Brown i spektrofotometrijske
metode Cripps-Peters za odredivanje EP, kao i odnos izmedu obje
metode s direktnim odredivanjem cink-protoporfirina (ZPP) na
hematofluorometru. S pomocu koeficijenta korelacije utvrdena
je znafajna povezanost izmedu sve tri ispitane metode. S pomodu
pravca regresije utvrdena je veca osjetljivost spektrofluorome-
trijske metode Chisolm-Brown od spektrofotometrijske metode
Cripps-Peters za odredxvanje EP. Metoda direktnog odredivanja
ZPP na hematofluorometru je takoder osjetljivija od spektrofoto-
metrijske metode Cripps-Peters. Dokazano je da je spektroflu-
orometrijska metoda Chisolm-Brown specifi¢na, to¢na, osjetlji-
va i ponovljiva. Pored toga je relativno brza i lako 1zved1va ne
zahtijeva veliku koli¢inu bioloSkog uzorka i komplicirane tehnic-
ke uredaje. Zbog tih osobina preporucuje se kao metoda izbora za
odredivanje EP u odraslih i djece za ispitivanje povecane apsorp-
cije olova, sideropeni¢ne anemije te u nekim genetskim bolestima
poremecene sinteze porfirina.

Eritrocitni protoporfirin (EP) je vrlo koristan biokemijski pokazatelj u
ocjeni povecane apsorpcije olova bududi da je koncentracija EP u peri-
fernoj krvi odraz endogenog uéinka olova na glavni krvotvorni organ ko-
§tanu srz (1). Pod stabilnim uvjetima ekspozicije koncentracija EP odra-
7ava bolje od drugih raspolozivih pokazatelja olovo koje se moZe kelirati
(2). Kod profesionalne ekspozicije olovu (3, 4), a narocito kod lagano po-
vecane koncentracije olova u krvi (5) dokazana je vaznost primjene tog
testa. Na razini probira (»screening«) analiza EP se uz koncentraciju olo-
va u krvi smatra najboljim pokazateljem povecane apsorpcije olova u
djece (6—9).

Odredivanje EP nakon izdvajanja iz biolo§kog materijala postupkom
visestruke ekstrakcije organskim spojevima i razrijedenom solnom Kkise-
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linom provodi se fluorometrijskim ili spektrofotometrijskim metodama
(7, 8, 10-14). Od prve kvantitativne analize 1928. godine (11), pa do jed-
ne od zadnjih objavljenih mikrometoda u 1975. godini (8), izvrSen je niz
modifikacija s obzirom na to¢nost metode, vrijeme izrade i koli¢inu uzor-
ka za analizu. Spektrofluorometrijske mikrometode (7, 8, 15) su narocito
dobre metode buduéi da su vrlo osjetljive, precizne i repoducibilne, a
zahtijevaju vrlo malenu koli¢inu uzorka i relativno su brze. Medu njima
narodito treba ista¢i metodu Chisolm-Brown (8), koja se po svojim
osobinama moZe preporuciti kao metoda izbora.

Ubrzo nakon §to je ustanovljeno da se kod povecdane apsorpcije olova
i sideropeniéne anemije eritrocitni protoporfirin ne nalazi slobodan, ve¢
vezan u obliku kelata s cinkom (16), objavljena je metoda za odredivanje
Zn-protoporfirina (ZPP) s pomocu fluorometra (»hematofluorometar«)
(17). Bududi da je u toj metodi postupak pojednostavljen do te mjere da
s¢ ZPP moze odredivati direktno bez prethodne ekstrakcije i bez mjere-
nia koli¢ine krvi, a konacni rezultat dobiti za manje od pet minuta, pri-
mjena odredivanja ZPP na razini probira postala je rutinskom analizom
u ocjeni povecane apsorpcije olova (17—20).

Svrha ovog rada je usporedba spektrofluorometrijske (8) i spektrofoto-
metrijske (14) metode za odredivanje EP, te spektrofluorometrijskog (8)
i spektrofotometrijskog (14) odredivanja EP s direktnim odredivanjem
ZPP na hematofluorometru (17). Takva analiza uz primjenu odgovaraju-
¢ih standarda omogudéava objektivnu evaluaciju pojedinih metoda i upu-
¢uje na metodu izbora.

MATERIJAL I METODE

Ispitivanja su izvrSena na venskoj krvi 20 ispitanika bez poznate eks-
pozicije olovu i 27 ispitanika razli¢ito eksponiranih olovu. Medu njima
je bilo 37 ispitanika muskog, a 10 ispitanika Zenskog spola. Za analizu EP
spektrofluorometrijskom metodom krv je skupljena u epruvete (B—D
vacutainer R »Becton, Dickinson and Co«), koje su u 2 ml sadrzavale 0,04
mi 0,17 M KsEDTA. Za analizu EP spektrometrijskom metodom i za ana-
lizu ZPP krv je sakupljena u obi¢ne epruvete, koje su u 5 ml sadrZavale
0,1 ml heparina. Uzorci krvi su bili zastiéeni od svjetla i do analize pohra-
njeni na +40 C. Koncentracija ZPP je odredena u istom danu kada je krv
izvadena, a koncentracija EP s obje metode unutar tri dana.

a) Spektrofluorometrijsko odredivanje EP

U spektrofluorometrijskom odredivanju EP iskoristava se svojstvo
porfirina da u kiselom mediju fluoresciraju s maksimumom izmedu 590—
—700 nm kada su pobudeni ultraljubicastim svjetlom u podrudju Sore-
tove vrpee (350—360 nm). Protoporfirini se iz krvi ekstrahiraju smjesom
etilacetata i octene kiseline, te ponovno ekstrahiraju s razrjedenom sol-
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nom kiselinom. U solno kiselom ekstraktu protoporfirina izmjeri se in-
tenzitet fluorescencije pod optimalnim uvjetima ekscitacije.

Prema metodi Chisolm-Brown (8) pazljivo se pipetira 40 ul krvi i pre-
nese na dno epruvete u koju se odmah dodaju 2 ml smjese etilacetata i
octene kiseline (3:1). Sadrzaj epruvete se dobro promucdka i epruveta cen-
trifugira 2 min na 2000 g. Ekstrahirani EP se prenese u posebnu epru-
vetu, ostatak ispere s 2 ml etilacetata i pomije$a s prvim supernatantom.
Zatim se dodaju 2 ml 3N solne kiseline, dobro promudka i centrifugira
1 min na 2 000 g. Sloj organskog otapala na povrsini se odvoji s pomoéu
vodene sisaljke i u bistrom ostatku izmjeri fluorescencija. Za spektro-
fluorometar tvrtke Perkin-Elmer, model 204 A, utvrdena je maksimalna
fluorescencija kod 605 nm uz ekscitaciju svjetlom valne duljine 410 nm.
Konacni rezultati analize EP u eritrocitima uz poznati hematokrit (Hct),
koji je odreden standardnim postupkom prema Wintrobeu, izraZeni su
u umol L—1.

Kao standard primijenjen je cink-protoporfirin (»Porphyrin Products«)
(ZPP) ¢iji je sadrzaj u jednoj epruveti deklariran od proizvodaca kao 10
#g protoporfirina. Prisutni cink-protoporfirin se otopi u 0,1 ml posebnog
otapala pod nazivom »Proto-solv« (»Porphyrin Products«), te uz dodatak
10 ml 3M solne kiseline pretvori u slobodni protoporfirin, &ija se kon-
centracija odredi spektrofotometrijski i izracuna iz dobivene apsorban-
cije i milimolarnog apsorpcijskog koeficijenta za protoporfirin (E,y =
241 mmol —'L cm—!) (21). Iz te mati¢ne otopine pripremljena je serija
standardnih uzoraka protoporfirina koncentracije 5—100 ng ml—! koji su
obradeni na isti nacin kao i krv, a iz dobivenih rezultata je izracunat re-
gresijski pravac. Bududi da je protoporfirin u otopini solne kiseline ne-
stabilan i moZe se upotrijebiti samo isti dan kada je i pripremljen, za
»dnevno« bazdarenje instrumenata je upotrijebljen standard kopropor-
firina T od 5 mg (»Sigma«), koji je mnogo stabilniji i manje osjetljiv na
svjetlo od protoporfirina.

b) Spektrofotometrijsko odredivanje EP

U spektrofotometrijskom odredivanju EP mjeri se intenzitet maksi-
rauma apsorpcije u uzem podrucju Soretove vrpce (395—415 nm) slobod-
nog protoporfirina u solno kiselom ekstraktu, nakon prethodne ekstrak-
cije protoporfirina iz krvi smjesom etilacetata i solne kiseline.

Prema Rimingtonovoj metodi (13), koju su modificirali Cripps i Peters
(14), uzorku krvi od 2 do 10 ml o¢ita se volumen i odredi hematokrit. Eri-
trociti se odvoje od plazme i obraduju sa 50 ml smjese etilacetata i oc-
tene kiseline (4:1) i ostave stajati preko nodi na 4° C. Sljedeéi dan smjesa
se filtrira i filtrat obradi zasiéenom otopinom natrijeva acetata. Slijedi
niz ekstrakcija s 3M solnom kiselinom dok zadnji ekstrakt vise ne poka-
zuje crvenu fluorescenciju pod Zivinom lampom. Kiseli ekstrakt se neu-
tralizira krutim natrijevim acetatom i ekstrahira najprije s eterom, a
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zatim sa 1,5M solnom kiselinom. Zabiljezi se ukupni volumen ekstrahi-
ranog protoporfirina i apsorbancija izmjeri na 380 nm, 430 nm i na mak-
simumu apsorpcije. Koncentracija EP u eritrocitima izracuna se prema
korekcijskoj formuli (24), a izrazava u vmol L1,

¢) Odredivanje ZPP na hematofluorometru

Kod odredivanja ZPP na hematofluorometru iskoriStava se svojstvo
ZPP-globina da fluorescira za razliku od normalnog hemoglobina, koji ne
fluorescira, pa se na posebno konstruiranom instrumentu s iluminacijom
na »prednjoj povrsini« (»front surface« illumination) moze direktno mje-
riti fluorescencija ZPP u punoj krvi bez prethodne ekstrakcije.

Za analizu ZPP upotrijebljen je Aviv-hematofluorometar model ZPP-
-metar kalibriran u mmol ZPP po molu hemoglobina (mmol mol—) i pri-
mijenjena metoda Fischbeina i sur. (17). Kap krvi se stavi na posebno
pokrovno staklo, uzorak oksigenira mijeSanjem krvi oko 1 min dok se
na ekranu instrumenta ne pojavi ista vrijednost koncentracije ZPP za
tri uzastopna mjerenja. Koncentracija ZPP se ocita direktno na ekranu,
a instrument bazdari s poznatim koncentracijama ZPP, koje su komerci-
jalno pripremljene na posebnim pokrovnim staklima.

REZULTATI I DISKUSIJA

Sve tri opisane metode odredivanja EP i ZPP analiti¢ki su provjerene.
Toé&nost spektrofluorometrijskog odredivanja EP u eritrocitima prema
metodi Chisolim-Brown (8) provjerena je s pomodcu dodavanja poznatih

Tablica 1.

Provjera to¢nosti spekirofluorometrijske metode Chisolm-Brown (8)
za odredivanje EP u eritrocitima dodavanjem poznatih koncentracija EP u kiv

EP umol L—!

Rl dodan analizom dobiven s USRS
1 — 1,11 - —
2 223 3,34 100,0
3 445 5,34 96,0
4 8,90 9,12 91,0
5 13,35 14,33 99,2
6 20,03 19,14 90,5

koncentracija EP u istu krv, u rasponu od 2,23 do 20,03 #mol L—t (»re-
covery« test). Svi uzorci su bili analizirani tokom cijelog postupka. Re-

zultati prikazani na tablici 1. pokazuju da je metoda dovoljno to¢na za
istrazivacka i rutinska ispitivanja.
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Preciznost metode je odredena s 11 analiza istog uzorka na tri razli¢ita
nivoa koncentracije EP. Izrazena u obliku relativne standardne devija-
cije (CV) preciznost metode je bila 5,00/ (2 = 1,65 yumol L—1); 55 (x =
4,98 umol L—1) i 3,19/p (x = 12,10 zmol L—1).

Posebno je ispitan mogudi utjecaj upotrebe razliitog antikoagulansa
(KsEDTA, heparin) na koncentraciju EP. Izmedu krvi s KsEDTA i krvi s
heparinom, ali pod uvjetom da se analiza izvr$i u istom danu kada je
krv i izvadena, prema koeficijentu korelacije (r = 0,994; N = 13) nema
znacajne razlike. Medutim, za krv koja se ne moZe obraditi u istom da-
nu, $to je ¢esta pojava u prakti¢nom radu, treba primijeniti KsEDTA, bu-
duci da se kod primjene heparina stajanjem u krvi stvaraju ugrusci.

Moguci utjecaj interferencije bilirubina kod spektrofluorometrijskog
odredivanja EP metodom Chilsolm-Brown (8) ispitan je in vitro u krvi
zdravog Covjeka (Hct: 0,45 L—1; Bil: 11,46 umol L—; EP: 1,32 L—1) s do-
davanjem poznatih koncentracija liofiliziranog standarda bilirubina
(»Boehringer«) poc¢etne koncentracije 538,8 wmol L—t. Analiti¢ki uvjeti
eksperimenta i dobiveni rezultati koncentracije EP skupa s paralelno od-
redenom koncentracijom ZPP prikazani su na tablici 2. Kao $to je vidlji-

Tablica 2.

Koncéritracija EP i ZPP nakon dodavanja razli¢itih koncentracija bilirubina
u krv covjeka in vitro

B st s

Serum Bilirubin (#mol L—) 7PP
e %rﬁku dodan ukupni WmOElPL“) (mmol mol 1)

1 1,11 0,00 11,46 1,32 0,13
2 1,06 0,05 35,23 1,30 0,18
3 1,01 0,10 59,00 1,36 0,23
4 0,91 0,20 106,36 1,30 0,39
5 0,71 0,40 201,44 1,34 0,61
6 0,41 0,70 343,88 1,34 0,84

vo iz dobivenih rezultata, prisutnost bilirubina ne interferira s odrediva-
njem EP opisanom metodom, ali znacajno interferira s odredivanjem
ZPP na hematofluorometru, kao $to je ve¢ u literaturi i objavljeno (22,
23). To je jos jedan razlog vise da metoda Chisolm-Brown (8) bude me-
toda izbora za odredivanje EP.

Provjera metode je izvr$ena i s pomodu interlaboratorijske kontrole
odredivanja koncentracije EP, koju organizira Centar za kontrolu bolesti
(Center for Disease Control) u Atlanti (SAD). U do sada ukupno primlje-
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na 24 uzorka krvi, izmedu srednjih prihvacéenih vrijednosti iz 160 labora-
torija u SAD i vrijednosti dobivenih radom dvojice autora ovog rada, do-
bivena je izvrsna podudarnost (r = 0,989).

Provjera toénosti spektrofotometrijske metode Cripps-Peters (14) ana-
lizirana je dodavanjem poznatih koncentracija standarda (Protophyrin
IX-dimethyl ester »Sigmac«) u istu krv (tablica 3). U rasponu koncentra-
cija EP od 0,31 do 12,24 umol L~ bilo je mogude dokazati 76,8 do 100,0%
dodatnog protoporfirina.

Tablica 3.

Provjera toénosti spektrofotometrijske metode Cripps-Peters (14)
za odredivanje EP u eritrocitima dodavanjem poznatih koncentracija EP u krv

Uzorak T g /g »recovery«
dodan  analizom dobiven
1 — 0,45 —_
2 0,31 0,76 100,0
3 0,61 0,94 88,7
4 1,22 1,40 83,8
5 3,06 2,98 849
G 6,12 5,73 87,2
7 12,24 9,75 76,8

Ovom metodom su gubici tokom analize vedi od onih pomocu spektroflu-
orometrijske metode (tablica 1), narocito na viS§im vrijednostima, vjero-
jatno zbog visestruke ekstrakcije.

Preciznost metode provjerena je paralelnom analizom osam uzoraka
iste krvi. Za dobivenu srednju vrijednost od 3,69 #mol L~ relativna stan-
dardna devijacija (CV) je iznosila 4%,.

Preciznost direktnog odredivanja ZPP na hematofluorometru (17) odre-
dena je s 10 analiza istog uzorka na tri razli¢ita nivoa koncentracije
ZPP. Izrazena u obliku relativne standardne devijacije (CV) preciznost
metode je bila 5,0% (2 = 0,41 mmol mol—1); 19/ (X = 0,92 mmol mol—1
i 19 (2 = 1,91 mmol mol—1).

Medusobne usporedbe spektrofluorometrijske (8) i spektrofotometrij-
ske (14) metode za odredivanje EP skupa s odredivanjem ZPP na hema-
tofluorometru (17) izvrSene su s pomocu pravca regresije i analize kore-
lacije; na slikama su oznacene 95%-tne granice pouzdanosti (25).

Odnos izmedu koncentracije EP u eritrocitima odredene spektrofluoro-
metrijskom (8) i spektrofotometrijskom (14) metodom prikazan je nasl. 1.
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Sl. 1. Linearni odnos izmedu koncentracije EP odredene spektrofluorometrij-
skom (8) i spektrofotometrijskom metodom (14)

Dobivena je visoko znadajna korelacija (r = 0,974, P < 0,001). Pravac re-
gresije ima mali, ali znacajan negativni odsje¢ak na ordinati, $to upucu-
je na vedu osjetljivost spektroflucrometrijske od spektrofotometrijske
metode. Znadajna odstupanja od regresijskog pravca za Cetiri ispitanika
u korist vi$ih vrijednosti EP odredenih spektrofluorometrijskom meto-
dom to takoder potvrduju. Normalne vrijednosti EP odredene spektro-
fluorometrijskim metodama (7, 8, 15) su najmanje dva puta viSe od onih
dobivenih sepktrofotometrijskim metodama (11, 12, 14). U ovom radu za
20 zdravih ispitanika (15 mugkaraca i 5 Zena), bez poznate ekspozicije
olovu, vrijednosti EP odredene spektrofluorometrijskom metodom Chi
solm-Brown (8) bile su 1,19 + 0,176 umol L—t, a metodom Crippsa i Pe-
tersa (14) 0,56 + 0,113 wmol L—1. Veca osjetljivost spektrofluorometrijske
od spektrofotometrijske metode vrlo je vazan razlog za davanje prednosti
spektrofluorometrijskoj metodi.

Odnos izmedu koncentracije EP u eritrocitima odredene spektroflu-
orometrijskom metodom Chisolm-Brown (8) i koncentracije ZPP izmje-
rene na hematofluorometru (17) prikazuje slika 2.
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Sl. 2. Linearni odnos izmedu koncentracije EP u eritrocitima spektrofluoro-
metrijskom metodom (8) i koncentracije ZPP izmjerene na hematofluoro-
metru (17)

Dobivena korelacija je visoko znacajna (r = 0,975, P << 0,001), a pravac
regresije prolazi ishodistem. Uocava se vrlo dobra podudarnost do vri-
jednosti EP 6,2 umol L—1. Medutim, kod vi$ih vrijednosti rasap rezultata
u odnosu na regresijski pravac znacajno je vedi, vjerojatno zbog interfe-
rencije drugih supstancija koje povecdavaju oclitanje ZPP (23). Dobivena
vrijednast korelacije (r = 0,975) je u saglasnosti s rezultatima drugih
autora (17, 23, 26, 27).
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Sl. 3. Linearni odnos izmedu koncentracije EP u eritrocitima odredene spek-
trofluorometrijskom metodom (14) i koncentracije ZPP izmjerene na hemato-
fluorometru (17)

Odnos izmedu koncentracije EP u eritrocitima odredene spektrofoto-
metrijskom metodom Cripps-Peters. (14) i koncentracije ZPP izmjerene
na hematofluorometru (17) prikazuje slika 3. Korelacija je takoder vi-
soko znadajna (r = 0,964, P < 0,001), a koeficijent korelacije malo nizi
od koeficijenta dobivenog za spektrofluorometrijsko odredivanje LP i
mjerenje ZPP na hematofluorometru. Odsjetak na ordinati je znacajan,

235




Skender, Lj., Prpi¢-Maji¢, D., Kara¢i¢, V.: Odnos izmedu metoda za odredivanje eritrocitnog
protoporfirina (EP) i cink-protoporfirina (ZPP%27Ar2%3 hig. rada toksikol. Vol. 33 (1982) Br. 3,
str. —238.

$to ukazuje da je odredivanje ZPP na hematofluorometru osjetljivije
od odredivanja EP spektrofotometrijskom metodom.

Ako se usporede regresijski pravci iz sl. 2. i 3, tada se najbolje moze
uociti koliko je metoda Chisolm-Brown (8) osjetljivija od metode Cripps-
-Peters (14). Takvi su se rezultati mogli i ofekivati bududi da je iskori-
stenje (»recovery«) EP spektrofluorometrijskom metodom puno bolje od
spektrofotometrijske metode (tablice 1 i 3).

Metoda odredivanja ZPP na hematofiuorometru potpuno zadovoljava
zahtjeve metode na razini probira. Ona je ¢ak, kao §to je u ovom radu
dokazano, osjetljivija od kvantitativne spektrofotometrijske metode
Cripps-Peters (14). Medutim, interferencija bilirubina (22, 23), a i karbo-
ksihemoglobina (23, 28) moze u vecoj i manjoj mjeri utjecati na rezultat,
$to uvjetuje obaveznu usporedbu rezultata s jednom od kvantitativnih
metoda za EP.

Prema rezultatima ovog rada, spektrofluorometrijska metoda Chisolm-
-Brown (8) je metoda izbora. Ona ima sve karakteristike koje se o¢ekuju
od metoda za analizu bioloskog uzorka, jer je specifi¢na, to¢na, osjetljiva
i ponovljiva, relativno brza i lako izvediva, a ne zahtijeva komplicirane
tehni¢ke uredaje. Potrebna koli¢ina uzorka je malena (samo 40 «l), $to
ie posebna prednost kod analize EP u djece. Sve te, u ovom radu ana-
liticki provjerene osobine su baza za preporuke da se ta metoda u nas
uvrsti u metedu izbora za odredivanje EP u odraslih i djece. Osim u di-
jagnostici povecane apsorpcije olova, ona se moze korisno primijeniti
za utvrdivanje povecane koncentracije EP kod sideropeni¢ne anemije i
u nekim genetskim bolestima poremeéene sinteze porfirina.

ZAKLJUCAK

Na osnovi odredivanja odnosa izmedu spektrofluorometrijske metode
Chisolm-Brown (8) i spektrofotometrijske metode Cripps-Peters (14) za
analizu EP, te odredivanja odnosa obih metoda s direktnim ocitavanjem
ZPP na hematofluorometru ispitivanjem specifi¢nosti, to¢nosti i ponov-
ljivosti svake metode posebno, moZe se zakljuciti da je metoda Chisolm-
-Brown metoda izbora. Ta metoda ima sve osobine da bude preporudena
kao metoda izbora za odredivanje EP u odraslih i djece kod poveéane
apsorpcije olova, sideropeni¢ne anemije, i u nekim genetskim bolestima
poremecene sinteze porfirina. Spektrofotometrijska metoda Cripps-Peters
koja je manje osjetljiva i metoda odredivanja ZPP s pomocu hematoflu-
orometra, koja je nedovoljne specifi¢na u prisutnosti veéih koncentra-
cija bilirubina i karboksihemoglobina, mogu se takoder upotrebljavati,
ali uz obaveznu provjeru s preporucenom spektrofluorometrijskom me-
todom.
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Summary

THE RELATIONSHIP BETWEEN THE METHODS FOR THE
DETERMINATION OF ERYTHROCYTE PROTOPORPHYRINS (EP)
AND ZINC PROTOPORPHYRINS (ZPP)

In order to find the most convenient method for erythrocyte protopor-
phyrin (EP) determination, a very important biochemical parameter in the
evaluation of increased lead absorption, the relationship between the Chisolm-
-Brown spectrofluorometric method and the Cripps-Peters spectrophotome-
tric method for EP determination, as well as the relationship between the two
methods and direct zinc-protoporphyrin (ZPP) determination by means of a
haematofluorometer were examined. A very significant connection between
all the three examined methods was established by means of the correlation
coefficient. From the regression line the sensitivity of the Chisolm-Brown
spectrofluorometric method was found to be higher than of the Cripps-Pe-
ters method for EP. The method of direct ZPP determination also proved
10 be more sensitive than the Cripps-Peters spectrophotometric method. The
Chisolm-Brown spectrofluorometric method was shown to be specific, accu-
rate, sensitive and reproducible. In addition, it is relatively quick and easy
to apply, does not need a large quantity of biological samples and complicated
technical instruments. Because of these characteristics it is recommended as
a method of choice for EP determination in adults and children for exami-
nation of increased lead absorption, sideropenic anaemia and in some genetic
diseases of disturbed porphyrin synthesis.
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