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Ispitana je vrijednost semikvantitativnog fenol testa u odnosu na
kvantitativne analize. Istra¥ivanja su provedena na grupi od 50 radnika
cksponiranih parama benzena jedne zagrebalke tvornice lijekova. Kon-
trolna grupa bilo je 20 radnika iste tvornice

Reakcija testa se temelji na stvaranju plave boje izmedu prisutnog
fenola i 2,6-diklorkinon-4-klorimida (Gibbsov reagens) u luZnatom me-
diju (pH 10,15). Intenzitet boje je linearno proporcionalan koncentra-
ciji fenola u urinu, odnosno koncentraciji benzena u zraku. Rezultati
su pokazali da semikvantitativno odredivanje daje vrlo dobar uvid u
grupnu i individualnu ekspoziciju parama benzena. Zbog jednostavnosti
i brzine izvodenja, ta metoda ima praktiénu prednost pred drugima.

Benzen se vrlo mnogo upotrebljava u kemijskoj industriji kao polazna
sirovina za razne sinteze. Kao otapalo takoder ima §iroku primjenu, ali
zbog svoje toksi¢nosti ¢esto je zamijenjen s manje opasnim aromatskim
i alifatskim derivatima. Medutim, benzen se vrlo ¢esto nalazi »maski-
ran« u drugim otapalima, narotito u svojim homolozima. Tako na pri-
mjer toluen, koji najle$¢e zamjenjuje benzen, moZe sadrZavati i viSe
od 11° benzena (1) .

Odredivanje benzena u smjesi s drugim aromatskim ugljikovodicima,
osobito toluena i ksilena iziskuje specijalne kemijske metode, a k tome
dolazi jo§ i1 poteSkoa uzimanja reprezentativnog uzorka zraka iz radne
atmosfere zbog velikih fluktuacija koncentracija. To je potaknulo toksi-
kologe da odreduju metabolitske produkte benzena u bioloskom materi-
jalu. Metabolitski produkti benzena su fenol, katehol, kinon, hidroksiki-
non, trans-trans mukuronska kiselina 1 L-fenil merkapturna kiselina (2).
Fenolni produkti se izlu¢uju kao konjugirani sulfati ili glukuronidi, a
izlu¢ivanje fenola je zavreno tokom prva 24 sata (1).
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Jo§ 1936. god. Yant i sur. (3) predlazu odredivanje sulfata u urinu
kao mjeru ekspozicije parama benzena, medutim 7eisinger i Fisherova-
Bergerova, 1955. (4) pokazali su da je odredivanje fenola osjetljiviji test
ekspozicije benzenu, nego odredivanje sulfata. Oni su primjenili Gibb-
sovu metodu (5) s 2,6-diklorkinon-4-klorimidom na bioloski materijal.
Walkley i sur., 1961. god. (6) su pokazali da postoji linearna ovisnost
izmedu koncentracije benzena u zraku i izlud¢ivanja fenola u urinu. Oni
predlazu destilaciju fenola s vodenom parom iz sumporno kiselog urina
i kolorimetrijsko odredivanje koncentracije s p-nitroanilinom kao
indikatorom. Medutim, ta metoda, kao i neke druge (7) i pored tolnosti
oko 1 ug fenola/lit. destilata, nisu dovoljno prikladne za tvornitke uvjete.
Zbog toga smo odludili ispitati semikvantitativni Rainsford-Daviesov
test (1) 1 odrediti njegovu prakti¢nu vrijednost.

MATERIJAL I METODE

Semikvantitativni Rainsford-Daviesov test (1) je ispitan na urinima
50 radnika jedne zagrebalke tvornice lijekova, koji su bili eksponirani
veéim ili manjim koncentracijama benzena. Zbog brzog izluivanja fe-
nola svakom radniku je skupljen urin prije i poslije posla. Osim ekspo-
nirane grupe u ispitivanje je bila ukljucena i kontrolna grupa od 20 rad-
nika iste tvornice, koji nisu bili u poznatoj ekspoziciji benzenu. Kod njih
je analiziran urin samo po zavr$etku posla. U svakom uzorku urina kon-
centracija fenola je odredena semikvantitativnim testom (1) i pored toga
kvantitativnom metodom Walkleya i sur. (6). S obzirom da su neki ispi-
tanici bili kontrolirani dva i viSe puta, ukupno je analizirano 115 uzoraka
urina eksponirane grupe i 20 uzoraka kontrolne grupe.

Semikvantitativni test Rainsforda i Daviesa temelji se na reakciji iz-
medu fenola i 2,6-diklorkinon-4-klorimida, tzv. Gibbsovog reagensa,
koji daju u luznatom mediju plavo obojeni indofenol. Za taj test po-
trebne su ove reagencije:

Gibbsov reagens: 0,05% otopina 2,6-diklorkinon-4-klorimida u apso-
lutnom etilnom alkoholu

Boratni pufer pH 10,15, koji se dobije tako da se pomijesa 75,4 ml
otopine natrijevog karbonata (2,65 g anhidri¢nog Na,CO, u 500 ml vode)
sa 24,6 ml otopine natrijevog tetraborata (Na,B,0, -10H,) (9,55 g u 500
ml vode)

60% perklorna kiselina
Etilni eter.

Test se izradi po ovom postupku: 1 ml urina i 0,4 ml 60% perklorne
kiseline se otpipetira u epruvetu, dobro se zalepi i stavi u do toga lasa
kipucu vodenu kupelj: izvor topline se ukloni i epruveta se ostavi stajati
10 min., da bi se fenolni kenjugati hidrolizirali. Zatim se naglo ohladi
pod vodenim mlazom na sobnu temperaturu. Ekstrakcija se izvodi s po-
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mocu 4 ml etera, koji se dobro promucka sa sadrZajem u epruveti 1 ostavi
da se slojevi odijele..U udubinu (jamicu) porculanske ploc¢ice otpipetira
se redom: 0,2 ml boratnog pufera, 0,1 ml eternog sloja uzorka, 0,05 ml
Gibbsovog reagensa. Unutar tri minute razvije se plava boja, ¢iji inten-
zitet ovisi o koncentraciji fenola. Pozitivna reakcija je uvijek odredeno
plava. Standardna mati¢na otopina fenola priredena je otapanjem 0,1 g
kristalnog fenola u 100 ml svjeZeg urina, koji je dao negativnu reakciju
na fenol.

REZULTATI

Ispitivanjem testa na poznatim koncentracijama fenola u urinu, utvr-
dene su oznake intenziteta boje za pojedine koncentracije. Znakom =
obiljeYen je intenzitet plave boje kod koncentracije 50 mg fenola/l,
znak + kod 100 mg fenola/l, znak + * kod 150 mg fenola/l, znak + +
kod 200 mg fenola/l, znak + + + kod 250 mg fenola/l i znak ++ +
kod 300 mg fenola/l urina. Koncentracije ispod 25 mg fenola/l urina
cbiéno nisu dale odredenu plavu boju i mi smo ih biljezili kao negativne.

Slika 1 prikazuje razliku u intenzitetu boje jednog niza poznatih kon-
centracija fenola u urinu (sl. 1).
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(Kvantitativna metoda po Walkleyu i sur.). Fenol mg/l urina

Sl. 2. Rezultati Rainsford-Daviesovog testa prema koncentraciji fenola odredenog po
Woalkleyu i sur. u urinu prije i poslije posla kod radnika eksponiranih benzenu. Znak £
odgovara intenzitetu boje standardne otopine od 50 mg fenola/l urina, znak +,

' 100 mgll itd.
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Rezultati semikvantitativnog testa uporedno s kvantitativnom anali-
zom za sve ispitane uzorke eksponirane grupe prikazani su grafi¢ki na
sl. 2. Vidljivo je da izmedu intenziteta boje semikvantitativnog testa i
kvantitativnog odredivanja koncentracije fenola postoji dobra korela-
cija. Koncentracije fenola koje su poviSene kvantitativno u pravilu su
povidene i semikvantitativno (sl. 2).

Povezanost izmedu ove dvije analize utvrdena je statisticki 72 testom
1 koeficijentom korelacije C. Dobiveni rezultati za 32 = 90,518 i za
C = 0,67 pokazuju da je semikvantitativni test u vrlo dobroj korelaciji
s kvantitativnom analizom. Kod kontrolne grupe kvantitativno je utvr-
dena koncentracija fenola u rasponu od 14 do 100 mg/l (M = 53 + 28),

a semikvantitativni test nije prelazio intenzitet boje koji odgovara
znaku +.

Kod eksponirane grupe kvantitativno je utvrdena koncentracija fenola
u rasponu od 3 do 92 mg/l (M = 37 % 21) prije posla, odnosno u raspo-
nu od 13 do 456 mg/l (M = 113 £ 109) poslije posla, a semikvantita-
tivno (£) Sto odgovara standardu 25 mg fenola/l, do + + + (=) to
odgovara standardu 825 mg fenola/l urina.

DISKUSIJA I ZAKLJUCGAK

Semikvantitativni test po Rainsford-Daviesu je vrlo prikladna rutin-
ska metoda za odredivanje fenola u urinu kod ekspozicije parama ben-

zena. Test je pouzdan i prema kvantitativnoj analizi je vrlo dobar indi-
kator ekspozicije benzenu.

Vrijedno je naglasiti vlastito zapaZanje da je za pravilno odvijanje
reakcije izmedu fenola i Gibbsovog reagensa va’no paziti na &stoéu
apsolutnog etilnog alkohola. Alkohol mora biti bez vode i ne smije sadr-
zavati druge primjese. Otopina Gibbsovog reagensa mora biti svijetlo
Zuta, a ¢im potamni ne moZe se viSe upotrebljavati. Pored toga, prema
naSem iskustvu, olitanje treba vriiti tri minute nakon dodatka Gibbsovog
reagensa. Radi lakSeg raspoznavanja razlike boja treba uz svaku analizu
raditi test s poznatim koncentracijama fenola u urinu. Test je vrlo jed-
nostavan, lako ga izvodi i priutena osoba. Taj natin detekcije poveéane
ekspozicije benzenu je vrlo pogodan za tvornitke ambulante. Osim uvida
u individualnu ekspoziciju semikvantitativni test omoguéava vrlo dobar
uvid u grupnu ekspoziciju parama benzena. Naime, ekspozicija od osam
satl pri 25 ppm benzena u zraku rezultira u izlud¢ivanju 200 mg fenola/l
urina, ratunato na spec. tezini 1,024 odnosno 150 mg fenola/l urina ako
se ratuna na specifi¢nu tezinu 1,016 (1). Prema MDK (JUS, Z. B. O.,
0,01, VII 1964. g.) od 15 ppm benzena odgovara 120 mg fenola/l urina,
a ta je koncentracija oznalena znakom -+ i jasno se moze razlikovati od
negativne reakcije.
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~N O Gt o N

Summary

PRACTICAL VALUE OF THE SEMI-QUANTITATIVE
RAINSFORD-DAVIES TEST FOR THE DETERMINATION
OF PHENOL IN THE URINE OF WORKERS EXPOSED
TO BENZENE VAPOUR

The value of the semi-quantitative phenol test in relation to quantitative analysis
was analysed in a group of 50 workers of a Zagreb pharmaceutical works exposed to
benzene vapour. The control group consisted of 20 workers of the same factory. The
reaction of the test is based on the production of a blue colour by phenol and 2,6-di-
chloroquinone-4-chloroimide (the Gibbs reagent) in an alkaline medium (pH 10.15).
The colour intensity is in a linear proportion to the concentration of phenol in the
urine and of benzene in the air, respectively. The results have shown that the semi-
- quantitative determination of phenol in relation to the quantitative one gives a very
good insight into the colective and individual exposure to benzene vapour. The pro-
cedure is simple and quick, and for this reason of more practical value than other

methods.
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SL. 1. Obojena reakcija Rainsford-Daviesovog testa standardnih otopina
fenola w urinu

Neg.; =+, 800 mg/ly +4E; 250 mg/l; -+, 200 mg/l;
4%, 150 mg/l; +, 100 mg/l; = 50 mg/l; neg.




