IBRAHIM RUZDIC

O UTVRDIVANJU POJAVE OPASNE APSORPCIJE NEKIH
INDUSTRIJSKIH OTROVA!

Opisani su testovi spomoc¢u kojih se moze utvrditi pojava
opasne apsorpcije industrijskih otrova: olova, benzola i zive.
Olovo. Vrlo pouzdan test, da se to¢no prati, da 1li su i koliko su
radnici izvrgnuti Stetnom djelovanju olova — je odredivanje
koli¢ine u urin izlucenog olova. Kako je takav nacin dugotrajan
i skup, to je uza nj opisan i porfirinski test. Svako povecanje
apsorpcije olova dovodi do povectanog izluCivanja koproporfirina
u urin, pa je stoga pojava porfirinurije siguran znak za pojavu
opasne apsorpcije olova. Dokazivanjem koproporfirina na nacin,
koji je autor prije opisao, mogu se utvrditi veé i one prve male
promjene u koli¢ini urinom izlu¢enog porfirina, do kojih dolazi
povecanjem apsorpcije olova. Porfirinski je test sam po sebi i
jeftin i jednostavan, a i toliko pouzdan, da se lije¢nik u procje-
njivanju ugrozenosti od olova moze sa sigurno$éu osloniti na
njega. — Benzol Odnos izmedu anorganskih i esterskih sulfata
izlucenih u urin je ustaljen. Svako povecanje apsorpcije benzola
odrazuje se u povecanom izlud¢ivanju esterskih sulfata, odnosno
u remecenju ustaljenog odnosa izmedu anorganskih i esterskih
sulfata izlu¢enih u urin, pa je prema tome svaki porast esterskih
sulfata mjedno i siguran znak za peojavu povetane apsorpcije
benzola. Prema tome odredivanje cdnosa izmedu anorganskih i
esterskih sulfata izlucenih u urin na nacin, koji je u radu opisan,
moze posluziti kao pouzdani test za prosudivanje stupnja ugro-
zenosti radnika izvrgnutih djelovanju benzola, — Ziva. Konaéno
je prikazan novi mikrokataliti¢ki na¢in dokazivanja Zive u urinu,
koji moze posluziti kao pouzdan test za utvrdivanje pojave opasne
apsorpcije zive.

Razvojem' suvremene tehnike porasla je u pojedinim industri-
jamd i primjena industrijskih otrova, t. j. supstancija, koje po svojim
kemijskim svojstvima mogu da ugroze, odnosno naruSe zdravlje
radnika uposlenih u takvim industrijama. :

Industrijski otrovi dolaze¢i neprestano u dodir s ljudskim orga-
nizmom — bilo da se zadrze na samoj povrsini tijela ili da prodru
u optok krvi — mogu izazvati takve patoloske promjene, koje
ostavljaju trajne i mepopravljive poremec¢aje radnikova zdravlja.

Stoga je lijeéniku, kome je povjereno, da otuva zdravlje radnika
u takvim industrijama, prva, a ujedno i najvaznija duznost sprijeéiti,
da u op¢e ne dode do oboljenja radnika, t. j. da radnika u pravi éas
ukloni iz ugrozene okolice, Da bi to mogao s uspjehom posti¢i, po-
trebna su mu takva pomagala, koja mu omoguéuju, da u svako
vrijeme otkrije prve znakove pojave povetane apsorpcije, drugim
rije¢ima opasnosti otrovanja.

1 Prema predavanju odrZzanom na Sastanku sanitarnih kemi¢ara u Opatiji
mjeseca svibnja 1950.
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U tom teskom poslu, da otuva zdravlje radnika, lijeéniku su bez
sumnje korisno pomagalo razni testovi, jer mu omoguéuju, da sa
sigurnoséu prati, da li je i u kolikoj je mjeri radnik ugrozen na svom
radnom mjestu. Ti mu testovi omoguéuju, da radnika ukloni iz ugro-
Zene okolice jo§ prije nego li i zapodne oboljenje. Samo se po sebi
razumije, da je takav test to vredniji, §to se lijetnik na nj moze s
viSe pouzdanja osloniti u brocjenjivanju pojave opasne apsorpcije i
Sto je taj test u izvodenju jednostavniji i jeftiniji,

Vodeni zZeljom, da ti testovi budu $to pouzdaniji; jeftiniji i jedno-
stavniji u izvodenju, tako da bi ih moglo vrsiti i tehni¢ko osoblje, u
naSem smo Institutu izradili testove za utvrdivanje pojave opasne
apsorpcije olova, benzola i Zive, koji udovoljavaju postavijenom cilju.
Predmet ove radnje bit ée dakle prikaz znacajnosti i izvodenja tih
testova.

I. TESTOVI ZA UTVRDIVANJE POJAVE OPASNE APSORPCIJE OLOVA

1. Koli¢ina urinom izludenog olova, kao test za utvrdivanje
opasne apsorpcije olova. s

Izrazito otrovna svojstva olova, kao i njegova Siroka primjena
ne samo u industriji, nego i u svakida$njem zivotu, izlu¢ili su olovo
iz ostalih industrijskih otrova i dali mu posebno mjesto u izudavanju
profesionalnih oboljenja.

Primjena olova toliko je u toku godina porasla, da je danas tegko
i zamisliti ovjeka, koji ne bi s njime — bilo u svome poslu, ili u
svom privatnom zivotu — dolazio u dodir.

Ali, na sre¢u, sama &injenica, da netko svaki dan dolazi-u dodir
s olovom, ne zna¢i odmah, da je neizbjezno izvrgnut i njegovu
Stetnom djelovanju. Da olovo moze $tetno djelovati, mora ono prije
svega dospjeti u optok krvi, i to u dovoljnoj koli¢ini; drugim rije¢ima:
njega mora biti u tolikoj kolidini i ono mora biti raspodijelieno u
takvom obliku, u kakvom ga organizam moze dovoljno apsorbirati.
Tek u takvim slu¢ajevima mozemo govoriti o mogucénosti poveéane
apsorpcije, $to zna¢i o moguénosti nastupa otrovanja.

Premda olovo mije bicgeni element, ipak se one redovno nalazi
U organizmu skoro svakog ¢&ovjeka, pa i onog, koji u svom svaki-
da$njem Zivotu uopée ne dolazi s njime u dodir, odnosno dolazi tek
toliko, koliko to zavisi od potreba civiliziranog drustva. Te koli¢ine
olova, koje mormalno cirkuliraju u krvi, neznatne su i ne remete
normalni tok ¢ovjetjeg metabolizma, pa ih stoga i oznactltijemo kao
tako reé¢i »normalne« sastavine krvi, odnosno tijela i tjelesnih
ekskreta.

Cinjenica, da se u 100 ml krvi moze normalno naéi i do 60 mi-
krograma olova, odnosno, da ¢ovjek moze redovno izluditi u 24 sata
u urin i do 100 mikrograma, a u stolicu do 600 mikrograma olova,
jasno svjedo¢i, da ljudski organizam redovno prima odredene koli¢ine
toga metala.
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Izvori, odakle ljudski organizam prima olovo, mnogobrojni su i
raznovrsni, kao §to su raznovrsni i putevi, koje olovo pronalazi, da
prodre u sam organizam.

Da li ée olovo, koje je dospjelo u organizam, uopée izazvati
otrovanje ili ne ¢ée, ne zavisi od koli¢ine apsorbiranog, nego od koli-
¢ine u krv dospjelog olova i od vremenskog razdoblja, koje je
proteklo, otkako je to povetano prodiranje pocelo. :

Apsorbirano se olovo nmaime pretezno izlutuje u urin i u feces,
a da organizam pri svom prolaZzenju kroza nj ni najmanje ne oSte-
éuje. Tek manji dio apsorbiranog olova prijede u krv, pa jedino o
toj koligini cvisi, da 1i e olovo cirkulirati kao tako reci »normalna«
sastavina krvi, ili ée prekinuti normalni tok metabolizma, dajuéi
pritom sliku akutnog, odnosno kronitnog otrovanja olovom.

Zahvaljujuéi napretku zastitne tehmike, kao i nastojanju indu-
strijskih  higijeni¢ara, danas je medu radnicima zaposlenim u
‘industrijama olova. skoro mnestalo akutnih otrovanja olovom, pa
uglavnom pretezu kroni¢na otrovanja.

Kroniéna otrovanja — istina — nisu tako dramati¢na kao akutna,
ali su to opasnija po zdravlje radnika, jer su neizrazita, pa ih je
tedko na vrijeme dijagnosticirati. Dijagnostika je naime kroni¢nih
otrovanja olovom sama po sebi vrlo sloZena, pa je po svojoj slozenosti
u mnogotemu slitna mozaiku, u kom je svaki kamicak minuciozno
obraden i postavljen na mjesto, koje je za nj ve¢ unaprijed odredeno.
I kao $to nedostatak, odnosno neizradenost svakog ma i najmanjeg
kamena onemoguéuje postizavanje cjelovitosti mozaika, isto tako i
nedostatak svih, za neko oboljenje potrebnih, pretraga onemogucuje
postavljanje ispravne dijagnoze. Upravo u tom teSkom poslu posta-
vljanja ispravne dijagnoze moZe kemifar najviSe pomo¢i lijecéniku.
Da takve pretrage mogu, naime, lijeéniku korisno posluziti, moraju
biti izvréene s mnogo iskustva i s mnogo minucioznosti. Cini mi se,
da nikad mije previde istaknuta potreba preeiznosti u radu analiticara,
kad se radi o odredivanju olova u biolo§kom materijalu, jer ta
odredivanja uvijek prati itava plejada mogucnosti pogresaka.

Vaznost tako minuciozno izvrSenih pretraga narocito je istaknuta
¢injenicom, $to slika bolesti ostaje ista, bez obzira na to, je li do
disfunkecije doslo djelovanjem olova ili kojih drugih faktora. Tako
¢e na pr. u istoj mjeri oSte¢eni parenhim jetre davati istu klinicku
sliku bolesti bez obzira na to, je 1i oSteéenje izazvano djelovanjem
olova, alkohola ili je posljedica preboljelog tifusa, odnosno koje druge
zarazne bolesti. StoviSe, i sve one reakcije, koje vr§imo kod oboljenja
jetre, a koje ukazuju na neki poremecaj sastava serumskih proteina,
kao Sto su na pr. Takata-Ara, Grossova, kadmijeva reakcija, timol-
mute?, alkalna fosfataza i t. d. bit ¢e u oba slucaja jednako pozitivne.
Takve reakcije ukazuju samo na stupanj oStetenja parenhima jetre,
ali nikako i na etiologiju tog o$teéenja. Sami tocni podaci o stanju
metabolita u oboljelom organizmu ne mogu uputiti klinitara na
etiologiju oboljenja, miti mu potpuno pomoéi kod postavljanja
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ispravne dijagnoze, nego on prije svega mora imati i totne podatke
0 kolitini sadrzanog olova u krvi i likvoru, odnosno u urinu i fecesu.

Pomo¢ kemiéara ma podru¢ju higijene rada me treba u svom
poslu samo klini¢ar nego — mozda jos i vise — lijeénik, kojemu je
povjereno, da ofuva zdravlje radnika u industriji. Lijeénik u indu-
striji ne smije naime dopustiti, da radnik na svom poslu oboli, nego
ga Cak mora na vrijeme ukloniti iz ugroZene okolice. A da bi to
mogao postici, potrebna su mu takva pomagala, koja ¢e mu omoguéiti,
da u svaki Cas procijeni, koliko je radnik ugroZen na svom radnom
mjestu, da otkrije prve znakove, koji ga upozoravaju na .poveéanu
apsorpciju olova, drugim rije¢ima na opasnost otrovanja.

Najpouzdanije pomagalo, koje mu za to stoji na raspolaganju,
jesu tocni podaci o koli¢ini u urin izludenog olova u 24 sata,

Po miSljenju mnogih autora (2) to¢ni su podaci o koli¢ini urinom
izlu¢enog olova vrlo pouzdano orude pri procjeni, da 1i su i koliko
su radnici uw svom poslu izvrgnuti Stetnom djelovanju olova. Po-
uzdanost takvog nacina nadziranja poveéane apsorpcije marodito je
‘porasla izradom to¢nih propisa, kako treba sabirati urin, kako treba
sabrane uzorke analizirati i dobivene rezultate interpretirati.

Istina, mi moZemo i na drugi nac¢in nadzirati, da li su radnici
ugrozeni na svom radnom mjestu, i to odredivanjem koli¢ine olova
u zraku svake pojedine prostorije, odnosno svakog radnog mjesta.
‘Bilo'da na jedan ili na drugi nadin odredimo koli¢inu olova, dobit
¢emo pravu sliku o tome, koliko su radnici u svom poslu izvrgnuti
djelovanju olova (3). U mnogobrojnim istrazivanjima utvrdeno je, da
‘koncentracija olova u zraku ide paralelno s koncentracijom izluéenog
-olova u urinu. Kao i svaka metoda, tako i te metode imaju i svoje
prednosti i svoje nedostatke. No sama priroda tih nedostataka mnije
takva, da bi u¢inila bilo koju od ovih metoda manje pouzdanom ili
¢ak neupotrebljivom. Ipak ima slucajeva, da se u urinu pojedinih
radnika nade viSe olova, nego $to bi se moglo o¢ekivati s obzirom
na utvrdene koli¢ine olovg w zraku prostorije, u kojoj taj radnik radi.
Uzrok tom neslaganju lezi u nedovoljnoj paznji radnika pri obradi
olovnog materijala. Nije naime rijedak sluéaj, da «dode do povecane
apsorpcije, pa i do otrovanja olovom i u onim tvornicama, u kojima
ne postoji opasnost, da nastane povecana apsorpcija s obzirom na
sva ona zaStitna sredstva, koja osiguravaju zdravlje radnika. Da u .
takvim slucajevima dolazi do povetane apsorpcije, pa i do poveéanog
izlu¢ivanja olova u urin, uzrok je taj, Sto neki radnici ne vole slijediti
date im upute, kako se pri radu treba sluziti zastitnim sredstvima i
kako treba odrzavati litnu higijenu, kao i njihov ¢udan obitaj, da u
ustima drZze sitne predmete, zagadene olovom. Kako vidimo, na taj
nadin i radnici, premda su uposleni u dobro zastiéenim industrijama,
mogu biti izvrgnuti povecéanoj apsorpciji olova, a to se povetanje ne
moze otkriti mjerenjem koli¢ine olova u zraku radnih prostorija. U
takvim slucajevima radnici su dzvrgnuti — istina — samo blagom,
ali ‘zato dugotrajnom djelovanju olova. A upravo pod takvim je
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uvjetima djelovanje olova najopasnije po zdravlje radnika. Njihovo
se zdravlje moZe na taj nadin tako postepeno naruSavati, da oni to
ni ne osjete, sve dok bolest nije jako uznapredovala.

Stoga mnogi autori smatraju (4), da su to¢ni analiticki podaci o
nadenim koli¢inama olova u pravilno uzetim uzorcima urina naj--
pouzdanije mjerilo, da li je i koliko je svaki pojedini radnik ugroZen
u svojem svakidasnjem poslu. Takav nacin nadziranja, koliko su
radnici ugroZeni, ne upozorava nas samo ha povecanu apsorpciju,
nego nam takoder registrira i sve promjene, koje su nastale u.
apsorpciji zbog nepredvidenih faktora, kao $to su ma pr.: povremeni
propusti u mjerama opreza ili nedostaci primjerene li¢ne higijene.
Nikad nije potrebno, da radnici gutaju olovo ili njegove spojeve, a.
oni to ipak ¢ine iz nekih ¢udnih navika pri puSenju, jelu ili radu.
Njihova zastitna oprema moze biti dobra i potpuno ispravna, ali zbog
njene loSe primjene ipak moze do¢i do maprijed opisanih pojava.

Sve su to razlozi, Zbog kojih mnogi autori (5) isticu, da se na te
&injenice nikada ne smije zaboraviti, i preporuc¢uju uz odredivanje-
koli¢ine olova u zraku radnih prostorija jo$ i paralelno odredivanje
 koli¢ine olova izlutenog u urin. Oni priznaju, da je taj natin mjerenja

'teZzak i da oduzima mnogo vremena, mozda se ¢ak ¢ini i preskup za
primjenu uw mnogim industrijama, ali su ‘takve pretrage veoma
korisne za osiguranje radnika u industriji i kod profesija, u kojima
je promjenljivo, odnosno, gdje se telko dade nadzirati, koliko su
radnici izvngnuti $tetnem djelovanju olova. Koliko se ne bi mogla
izvr§iti paralelna mjerenja, zagovaraju odredivanje olova u urinu.

Ali da bi takav naéin nadziranja higijenskih prilika u pojedinim
industrijama olova bio odista odraz pravog stanja ugrozenosti radnika,
mora odredivanje koli¢ine olova u wurinu vrsiti analiticar, koji ¢e
znati da svlada sve prepreke, da mimoide — da tako kazem —
»stupice«, koje redovno prate takva odredivanja. U protivnom sluc¢aju
ta odredivanja ne samo da ne daju lije¢niku pravu sliku ugroZenosti

- povijerenth mu radnika, nego ga ¢ak mogu zavesti na stvaranje krivih
zakljudaka.

Glavna teSkoca takvog odredivanja lezi nesumnjivo u preveliko]j
razlici izmedu opseZznog materijala, koji se analizira, i neznatne
koli¢ine supstancije, koja se odreduje. Uzato jo$ i prisutnost ¢itavog
niza raznih supstancija u istrazivanom materijalu otezava izdva-
janje olova. .

Ovdje bih Zelio iznijeti nasa iskustva o svladavanju prepreka, na
koje se neizbjezno nailazi, kad se radi o analizi bioloSkog materijala.

U posljednje je vrijeme (6), istina, objavljen <itav niz novih
metoda za odredivanje olova u bioloskom materijalu, ali se jos uvijek
i u majnovijoj literaturi susre¢emo s radovima, koji se bave tim pro-
blemom. Ta ¢Cinjenica jasno svjedo¢i, da joS wuvijek problem
odredivanja olova u bioloSkom materijalu nije potpuno rijeSen. Uzrok
tome, ¢ini se, lezi u tome, $to Se u veéini ovih radova iSlo za tim,
kako da se pronade $to laksi i brzi, ali ne i Sto to¢niji, na¢in odredi-—

/

460



vanja olova u bioloSkom materijalu, spomoéu kojega bi bile
odstranjene sve teSkoce, koje prate takva odredivanja.

Uz prije istaknute teskote i prisutnost ¢itavog niza raznih
supstancija u koli¢inama, koje po nekoliko puta nadmasuju koli¢inu
traZzenog olova, i prisutnost nekih metala, koji se.u malim koli¢inama
Tedovno nalaze u bioloSkom materijalu, znatno oteZava ne samo
Tnjegovo izdvajanje, nego i odredivanje. Sve su to teskoce, koje jo¥
nisu definitivno uklonjene, nego i'danas predstavljaju izvore moguéih
‘pogresaka, odnosno pobuda analiti¢aru, da se u svojim radovima
ponovo vrati na rjeSavanje toga problema,

Nema sumnje, da su takvi radovi odstranili veéinu spomenutih
teSkota i pojednostavnili, ‘odnosno skratili dugotrajne operacije
pojedinih stadija analize, ali ipak nisu konatno rije$ili problem
odredivanja olova u biolo§kom materijalu.

Ostvarenju tih nastojanja mnogo su pridonijeli pronalazak di-
tizona i razvitak spektrografije i polarografije. Primjenom tih
‘tekovina suvremene tehnike analitiarima je dana moguénost ne
samo da pojednostavne dotada$nji sloZeni rad oko odredivanja olova,
‘nego i da olovo odrede, pa ma u kako malenim koli¢inama ono bilo
sadrZzano u bioloskom materijalu.

Tesko je re¢i, koji od ta tri nat¢ina: spektrografski, polarografski
li kolorimetrijski zasluzuje prednost, to viSe, $to sama ¢injenica, da
Jje neki analiticki problem rijeSen pomoéu instrumenta velike
osjetljivosti, kao $to je na pr. spektrograf ili polarograf, ne pruza
nikakvo jamstvo, da su i podaci dobiveni na taj nadin potpuno
‘pouzdani. U takvim sluajevima jedino jamstvo, da ‘su postignuti
Tezultati tocni, lezi uglavnom u spremmnosti analiti¢ara. On mora
analizirani materijal tako obraditi, da tom obradom isklju¢i svaku
mogucu pogresku. Te su moguénosti to veée, $to je instrument
osjetljiviji. Zato i rad analiti®ara mora biti isto tako precizan i
-osjetljiv, kao $to je precizan i osjetljiv rad samog instrumenta.

Ne ulaze¢i u detzljna procjenjivanja tih metoda, ¢ini se, da je
ipak paznju analitiCara najvise privukla kolorimetrijska metoda
odredivanja olova u bioloSkom materijalu pomoéu ditizona. Ona se
vjerojatno najviSe upotrebljavala i stoga, $to je jednostavma i ne
iziskuje primjenu skupocjenih i sloZenih instrumenata, a postignuti
Tezultati niSta ne zaostaju iza onih, koji su dobiveni upotrebom
spektrografa, odnosno polarografa. Iz navedenih razloga i mi se u
maSem Institutu za' odredivanje olova u biolo§kom materijalu
uglavnom sluzimo ditizonskom metodom.

Kao svaka, tako i ditizonska metoda img i svoje sranjive« strane,
koje u stvari predstavljaju izvore moguéih pogrefaka. Jedna od
najosjetljivijih strana ditizona je ta, $to su ditizonati, koje ditizon
isto tako lako i kvantitativno kao s olovom pravi i s drugim teskim
metalima, vrlo osjetljivi prema oksidacionim sredstvima, koncen-
traciji vodikovih iona i svjetlosti. Stoga uvijek, kad se olovo odreduje
ditizonom, treba obratiti najveéu paznju na sve te okolnosti, Upravo
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u paravﬂznom rjeSenju tih okolnosti i lezi bit to¢nog odredivanja olova
pomocéu ditizona u bioloSkom materijalu.

Kako se mogu te sve teskoce naJpouzdam]e svladati, odnosno
mimoiéi, o tom smo raspravljali na maSem proslom savgetovatn;]u
Rezultate tih iskustava veé smo objavili (7) (8), a sada ih samo: ponovo
iznosimo ovdje saZeto u obliku propisa za odredivanje olova u urinu.

A) Odredivanje olova u urinu pomocéu ditizona. (8)

a) Princip metode: Urin mineraliziramo spomoéu jake duSi¢ne
kiseline i vodikova superoksida. Mineralizirani ostatak otopimo u
vodi i s amonijakom alkaliziramo prema timolftaleinu. Time, Sto prije
dodamo otopinu kalijeva matrijeva tartarata, sprije¢imo stvaranje
hidroksida onih elemenata, koje amonijak obara. Dodatkom otopine
kalijeva cijanida prevedemo teSke metale u njihove kompleksne:
cijanide, a oksidacione supstancije reduciramo dodatkom hidroksi—
lamin-hidroklorida i kratkim zakuhavanjem.

Kad se otopina ohladi, izmuc¢kamo je s malim suviSkom ditizona
otopljena u uglji¢nom tetrakloridu, suvisak ditizona iz otopine od-
stranimo spomoéu 0,5% otopine kalijeva rcijanida, -a crveno obojeni
- kompleks olovnog ditizonata fotometriramo.

b) Reagenicije:

dusicéna kiselina konec. p. a. 1,4

vodikov superoksid 30% p. a.

amonijak 25% p. a.

redestilirana voda

- kalijev cijanid p. a. (0,5 g na 100 ml red. vode)
kalijev cijanid p. a. (5 g na 100 ml. red. 'vode) -
kalijev matrijev tartarat p. a. (5 g na 100 ml red. vode)
hidroksilamin hidroklorid p. a.

timolftalein (0,2 g na 100 ml apsolutnog alkohoda)
difeniltiokarbazon (6 mg na 100 ml uglji¢nog tetraklorida)
ugljiéni tetraklorid

¢y Pribomr:

ognjiste s mikro-plamenicima

vodena kupelj

Kjeldahlove tikvice od 100 ml

trbusasta pipeta od 50 ml

odmjerna pipeta od 10 ml

odmjerne pipete od 5 ml

odmjerne pipete od 2 ml

odmjerne pipete od 1 ml

graduirana cilindera od 10 ml

pehara s izljevom od 50 ml

lijevka za odjeljivanje od 50 ml

lijevak za filtriranje, promjera 4 cm

DN GO NI DD GO = R
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filter-papir

lakmus-papir

2 Siroke epruvete

d) Uzimanje uzorka: Urin sabiremo u stakleno posude
24 sata. Posude moraju biti oprane na prije opisani nadin. Urin se
konzervira toluolom, Ako se stajanjem stvori talog, treba ga otopiti
dodatkom kiseline. Da bismo izbjegli oneti$¢enje urina olovom,
moZemo za analizu uzeti i onu koli¢inu urina, koju pacijent jedno-
kratno izlué¢i. U tom sludaju uzima se u radun i specifiéna teZina
urina. Urin se ne smije sabirati u tvorni¢kim prostorijama, ni od
radnika, dok su u svojim radnim odijelima.

Za analizu treba oko 110 ml urina.

e) Postupak: U Kjeldahlovu tikvicu od 100 ml otpipetiraj
50 ml urina i tome dodaj 5 ml koncentrirane dusi¢ne kiseline i dotle
zagrijavaj, dok sadrzaj tikvice ne dobije sirupastu konsistenciju.
Nakon toga tikvicu ohladi i oprezno u nju dodaj 5 ml koncentrirane
duSitne kiseline te ponovo zagrijavaj do sirupaste konsistencije.
Kad se sadrzaj ohladi, dodaj u tikvicu 5 ml vodikova peroksida i na
blagoj vatri tako dugo zagrijavaj, dok isparivanjem ostane u tikvici
tek malo tekuéine. Ako se organske supstancije potpuno ne razore,
ponovi obradu vodikovim peroksidom. Kad je na taj natin urin
potpuno mineraliziran, otopi mineralizirani ostatak u 4 ml vode,
zakuhaj na plamenu i kvantitativno prenesi u pehar od 50 ml.

U tako priredenu otopinu mineraliziranog urina otpipetiraj 2 ml
5% otopine kalijeva natrijeva tartarata, 0,25 ml timolftaleina i
koncentriranog amonijaka, dok se boja ne promijeni. Neutraliziranoj

- otopini dodaj 5 ml 5% otopine kalijeva cijanida, 0,2 mg hidroksilamin
hidroklorida i kratko zakuhaj. Kad se otopina u peharu ohladi na
temperaturu scbe, kvantitativno je prenesi u lijevak za odjeljivanje
i dobro izmuckaj (3 do 5 minuta) s 5 ml otopine ditizona. Sloj
uglji¢nog tetraklorida ispusti u drugi lijevak za odjeljivanje, a u
prvi ponovo dedaj 3 ml otopine ditizona, na isti nadin izmuékaj i
sjedini s prvom koli¢inom. U lijevak za odjeljivanje, u kom se nalazi
sav upotrebljeni uglji¢ni tetraklorid, dodaj 10 ml 0,5% otopine
kalijeva cijanida i muékanjem odstrani iz uglji¢tnog tetraklorida
neutroSeni ditizon, Tako opranu crvenu otopinu olovnog ditizonata
ispusti u graduirani cilindar, dopuni ¢&istim uglji¢nim tetrakloridom
do 10 ml, profiltriraj i fotometriraj. :

Ako je za analizu upotrebljena samo ona koli¢ina urina, koju -
radnik ujedamput izlu¢i, tada treba nadenu koli¢inu pomnoZiti s
faktorom 24/T, gdje je T =1000 (sp. t. —1.).

Normalno Covjek u litri urina izlu¢i 40—90 mg olova.

Prije smo spomenuli, da su toéni podaci o koli¢ini izlutenog
olova u urin pouzdano orude za nadziranje, koliko je radnik izvrgnut
djelovanju olova. Medutim, glavna tefkoéa takvog nadziranja nije
toliko u samom odredivanju u urinu sadrZanog olova, koliko u nadinu
sabiranja urina. Urin za odredivanje olova treba maime sabirati 24
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sata, pa se kod takvog sabiranja moZe sam urin toliko onegistiti
egzogenim olovom, da nadene koli¢ine olova u urinu ne daju ni
priblizno toénu sliku, koliko je radnik izvrgnut njegovu djelovanju.
Da se izbjegnu sve moguc¢nosti takvih oneti$¢enja, urin se ne smije
sabirati prije, nego $to se radnici operu, presvuku svoja radna
odijela i napuste radne prostorije. Urin se mora sabirati u potpuno
tiste posude.

Kolike te$koée prate takav nalin sabiranja urina, mislim, da
ne treba naroéito isticati. Ali da ni takav nacin sabiranja urina ne
osigurava potpunu »sterilnost« od egzogenog olova, najbolje svjedoce
zahtjevi nekih autora, da se uvijek analiziraju dva usporedna uzorka
urina. Ako se nadene koli¢ine olova medu sobom ne slazu u oba
uzorka urina, uvijek je prema njihovim navodima pouzdanija niza
vrijednost, jer je moguénost gubitka olova kod analiziranja mmnogo
manja, nego mogucénost zagadenja egzogenim olovom. S tim se sta-
jalistem kemidar, istina, ne moze sloziti, ali ga navodimo kao primjer,
kako je teSko sabirati nezagadene uzorke urina.

Da bi ipak radili sa §to je moguce manjom pogreSskom, u po-
sljednje vrijeme mnogi autori preporucuju, (9) da se za analizu ne
uzima urin sabiran 24 sata, nego samo ona koli¢ina wurina, koju
radnik ujedamput izlu¢i. Na taj se na¢in mogu izbje¢i sva ona
oneéiséenja, do kojih dolazi kod sabiranja urina u 24 sata. Paralelno
izvr$ena odredivanja takvih uzoraka urina i uzoraka sabiranih 24
sata opravdavaju natin za odredivanje ujedamput izluCene koli¢ine
olova u urin.

U maSem Institutu takoder upotrebljavamo takav macin odredi-
vanja olova u urinu. To radimo na taj na¢in, da urin radnicima
oduzmemo u samom.laboratoriju, i to rano ujutro, tako da uglavnom
radimo s osamsatnom koli¢inom urina. Sama analititka obrada urina
ista je kao i kad se radi s uzorc¢ima urina sabiranima 24 sata. Jedina
je razlika u tome, §to se u ovom slu¢aju mora uzeti u racun i speci-
fitna tezina urina. U onim urinima, kojima je specifi¢na tezina mala,
ne moZe se na taj natin to¢no odrediti koli¢ina sadrZanog olova.
Specifiéna se teZina uzima u ratun na taj nacin, $to se nadena koli¢ina
olova pomnozi s faktorom 24/T. Vrijednost za T izratunavamo prema
formuli 1000 (sp. t.—1.).

Na osnovu dosad stedenih iskustava moZemo preporucditi takav
na¢in odredivanja olova u urinu kao vrlo pouzdan test, spomocu
kojeg se moze totno pratiti, da 1i su i koliko su radnici izvrgnuti
Stetnom djelovanju olova.

2. Koli¢ina urinom izlu¢enog porfirina kao test za utvrdivanje
opasnog otrovanja olovom.

Takav je nmadin odredivanja olova u urinu, istina, vrlo pouzdan,
ali ujedno i dosta skup test. Njegovo izvodenje ne samo da je dugo-
trajno, nego zahtijeva i kvalificirano osoblje, pa‘se stoga moze teSko
primijeniti u redovnom nadzoru, koliko su ugrozeni radnici u poje-
dinim industrijama olova. /
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U posljednje je vrijeme ulozeno mnogo truda, da se nade test,
koji bi bio toliko jednostavan i jeftin, da ga moze izvesti ne samo
lije¢nik, nego i njegovo tehnitko osoblje u-samoj tvornici, ‘'odnosno
ambulanti, a ujedno da je i toliko pouzdan, da se lijetnik u prosu-
divanju olovne ugrozenosti moZe na mj sigurno osloniti. - ‘

Neki su autori (10) (11) u svojim novijim radovima izrekli nadu,
da bi se takav test mogao vjerojatno pronaéi, kad bi se -toénije
pratilo izlud¢ivanje koproporfirina u urin. Utvrdeno je naime, da
svako povecanje apsorpcije olova dovodi do poveéanog izludivanja
koproporfirina u urin. Do tog poveéanog izluéivanja koproporfirina
dolazi stoga, Sto olovo prekida normalni tok metabolizma hemoglo-
bina. Posljedica takvog poremecaja je pojava porfirinurije. ;

Kako i u kojoj fazi olovo prekida normalni tok metabolizm
hemoglobina, pitanje je, u kojem jo§ nije postignuta puna suglasnost,
ali da je pojava porfirinurije posljedica takvog patoloskog metabo-
lizma porfirina, ¢injenica je, u kojoj se svi slazu (12). Prema tome,
svaka pojava porfirinurije ujedno je i znak poveéane apsorpcije u
organizmu.

Istina, svaki ¢ovjek u 24 sata redovno urinom izlu¢i 14—99
mikrograma porfirina, i to oko 80% koproporfirina izomerije I i oko
20% koproporfirina izomerije III, ali je u slutaju otrovanja olovom
kolitina izluéenog koproporfirina mnogo veéa, tako da mo¥e doseéi
koli¢inu do 8000 mikrograma na dan.

Obje te izomerije, i koproporfirin I i koproporfirin III, topljive
su u smjesi etera i octene kiseline, a u ultraljubi¢astom svijetlu
fluoresciraju crveno. I jedno i drugo svojstvo koproporfiring zapravo
su osobine, koje nam omoguéuju, da dokaZemo mjihovo prisustvo u
urinu. Veéina autora radi toga preporuéuje, da se porfirin iz octeno-
kiselog urina ekstrahira eterom, iz etera da se preuzme u solnu
kiselinu, i da se fluorescencija solno kisele otopine porfirina promatra
u ultraljubicastom svijetlu, Manji broj autora promatra direktno
fluorescenciju eternog sloja. Pojava crvene fluorescencije znaéi, da
u istraZivanom urinu ima porfirina.

Bilo da na jedan ili na drugi macin ekstrahiramo porfirin iz
urina, njegovu crvenu fluorescenciju prati jo§ jedna druga — plava,
odnosno plavozelena fluorescencija, koja potjete od supstancija, koje
su zajedno s porfirinom ekstrahirane u eter, odnosno u solnu kiselinu.
Ta je plava fluorescencija to izrazitija, to je koncentracija porfirina
manja. Ako se radi s malim koli¢inama urina zdravih 1judi, odnosno
onih, koji w svom zvanju ne dolaze u dodir s olovom, plava fluo- .
rescencija potpuno prekriva crvenu, kao da urin uopce ne sadrzava
porfirina. Ako solna kiselina, odnosno eterni ekstrakt fluorescira
crveno, znak je, da urin sadrzava porfirina; a ako fluorescira plavo,
znak je, da u urinu nema porfirina.

Polaze¢i od te ¢injenice, objavljeno je u posljednje vrijeme ne-
koliko semikvantitativnih metoda za odredivanje porfirina u
urinu (10) (11).
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Glavni je nedostatak ovih metoda u tome, Sto pri takvoj obradi
ne prelazi u eter, odnosno u solnu Kkiselinu samo porfirin, nego i
druge supstancije, koje takoder fluoresciraju u ultraljubi¢astom
svijetlu, pa stoga crvenu porfirinsku fluorescenciju redovno prati
jo§ i jedna druga — plava, odnosno plavozelena fluorescencija. Pa-
ralelna pojava i plave fluorescencije uz crvenu prefesto onemogucuje
totno prosudivanje, o kakvoj se fluorescenciji radi, pa prema tome
i to, da li ima ili nema u urinu porfirina. To se dogada maro¢ito onda,
ako se Zele utvrditi veé¢ i one prve male promjene u koli¢ini urinom
izlutenog porfirina, do kojih dolazi povetanjem apsorpcije olova.
Unato¢ svim tim teSko¢ama, kao i ¢injenici, da porfirinuriju ne
izaziva samo olovo, nego i ¢itav niz drugih kemikalija, ipak spome-
nuti autori smatraju takav naéin odredivanja porfirina u urinu kao
pouzdan test za prosudivanje poveéane apsorpcije olova. Stovise, oni
u izradi toénog porfirinskog testa vide laboratorijsko orude, kojim ce
lije¢nik moéi utvrditi veé prvi pocetak povecane apsorpcije. I to
mnogo pouzdanije, nego bilo kojim drugim, ve¢ poznatim testom.
Premda se porfirin veé mnogo godina isklju¢ivo na taj nacin
izdvajao iz urina, ipak to nije bio ispravan put. U naSim smo istra-
Zivanjima utvrdili, da ioni klora redovno gase fluorescenciju porfi-
rina (13); Utvrdili smo, da je fluorescencija porfirina otopljenog u
10% sumpornoj Kkiselini oko 50 puta jafa, nego ta ista kolicina
porfirina, koja se otopi u 10% solnoj kiselini. Tu praviinost nismo
mogli utvrditi i kod odredivanja porfirina u urinu. Istina, i porfirin
ekstrahiran iz istog urina u 10% sumpornu i 10% solnu kiselinu
uvijek je jage fluorescirao, ako je bio otopljen u sumpornoj, a ne u
solnoj kiselini. Medutim, taj porast ne samo «da nije iznosio 50%,
nego je kadikad bio samo neznatno povisen. Tako mala razlika u
intenzitetu fluorescencije naro&ito se zamijetila onda, kada smo
porfirin ekstrahirali iz odleZanih urina. Tako je, kad smo ekstrahirali
porfirin iz svjezih urina, razlika u intenzitetu fluorescencije izmedu
solno-kiselog i sumporno-kiselog ekstrakta dosezala i do 40%, a kad
smo porfirin ekstrahirali iz tih istih urina nakon 24 sata, najvece su
razlike u intenzitetu fluorescencije jedva dosezale do 15%. Te
razlike bile su to manje, $to je i koli¢ina porfirina bila manja.
Zapravo je jedina pravilnost (14), koju smo redovno, u svim tim
mjerenjima zamjeéivali, bila razlika u boji fluorescencije, kad smo
porfirin dobiven iz istog urina otopili u solnoj i u sumpornoj kiselini.
Kadgod smo promatrali fluorescenciju porfirina otopljenog u solnoj
kiselini, uvijek je crvenu fluorescenciju porfirina pratila jos i jedna
druga, plava, odnosno plavitastozelena fluorescencija. Ta plava
fluorescencija bila je to intenzivnija, §to je koli¢ina porfirina u urinu
bila manja, i njena je prisutnost desto onemogucavala, da se sigurno
prosudi, o kakvoj se fluorescenciji upravo radi. Intenzitet plave
fluorescencije bio je ja¢i i onda, ako je porfirin ekstrahiran iz odle-
¥anih urina. A kad smo promatrali fluorescenciju porfirina otopljenog
u sumpornoj kiselini, ervenu fluorescenciju nije pratila ni koja druga
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fluorescencija, nego je sumporno kisela otopina porfirina u ultra-
ljubi¢astom svijetlu fluorescirala jage ili slabije izrazito crveno, veé
prema koli¢ini sadr?anog porfirina, Kad u istraZivanom urinu nije
bilo porfirina, sumporno kiseli ekstrakt nije pokazivao nikakvu
fluorescenciju.

Ta nala pokusom utvrdena opaZanja mogu se, kako mi mislimo,
ovako protumagiti: urin sadrzava jos i neke druge supstancije, koje
prelaze u eter zajedno s porfirinom i u ultraljubiastom svijetlu
fluoresciraju plavo. Te su supstancije topljive u solnoj, a nisu
topljive, ili su tek vrlo slabo topljive u sumpornoj kiselini, Stoga
porfirin ekstrahiran iz urina i otopljen u sumpornoj kiselini fluo-
rescira jasno crvene bez primjese plave fluorescencije. Cinjenica,
$to nismo masli isti onaj porast, kad smo radili s otopinamga porfirina
ekstrahiranog iz urina, koji smo nasli i onda, kad smo radili s po-
znatim otopinama ¢&istog porfirina, takoder je u skladu s nasim
naprijed navedenim tumadenjem. Izmjereni intenzitet fluorescencije,
kad se radi o solno kiselim otopinama, ne potjede naime samo od
porfirina, nego i od drugih supstancija sadrfanih u urinu. Koje su to
supstancije, predmet je nasih daljih istraZivanja.

Kad se radi o ekstrakeciji porfirina iz urina, nije prednost sum-
porne kiseline samo u tom, 3to-ona ne gasi fluorescenciju porfirina
i Sto u nju ne prelaze iz urina supstancije, koje u ultraljubi¢astom
svijetlu fluoresciraju plavo, nego i u tom, $to se u njoj mnogo slabije
otapaju zZucne boje, nego ako se radi solnom kiselinom. Ta ¢injenica

' vazna je stoga, jer i Zutne boje gase fluorescenciju porfirina.

Obogaceni tim iskustvima izradili smo novu semikvantitativnu

metodu za odredivanje porfirina u urinu, kojoj opis ovdje iznosimo:

B) Dokazivanje koproporfirina w urinu. (15)

a) Princip metode: Iz octeno kiselog urina porfirin se
ekstrahira eterom, eterni sloj se opere vodom i izmuéka sa 10%
sumpornom Kkiselinom.

b) Reagencije:

ledeni ocat ’

10% sumporna kiselina

eter

¢) Pribor:
graduirani cilindar od 10 ml
graduirani cilindar od 20 mil
odmjerna pipeta od 1 ml
odmjerna pipeta od 2 ml
odmjerna pipeta od 5 ml
lijevak za odjeljivanje od 50 ml
epruveta
Zivina lampa s filterom UG, (Schott)

[ g S S S Y
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.d) Uzimanje uzorka: Za analizu treba sabrati urin izlu¢en

u 24 sata.

e) Postupak: U lijevak za odjeljivanje odmjeri 10 ml istra-
zivanog urina, 0,2 ml ledenog octa, 20 ml etera i sve dobro promuckaj.
Kad se urin potpuno odijeli od eternog sloja, ispusti ga, a eterni
sloj tri puta operi uzevsi svaki puta po 2 ml destilirane vode. :

Tako opranom eternom sloju dodaj 5 ml 10% sumporne kiseline
i ponovo dobro promuékaj. Kad se sumporna Kiselina odvoji, ispusti
je u epruvetu i gledaj u ultraljubi¢astom svijetlu. Ako nemamo UG,
filtera, mozemo ga donekle nadomjestiti zasi¢enom amonijakalnom
otopinom bakrenog sulfata. Crvena fluorescencija sumporne. kiseline
dokaz je povecanog izluc¢ivanja porfirina u urin, :

Na taj smo nacin istraZili ¢itav niz urina zdravih ljudi, odnosno
ljudi, koji po svojoj sluzbi ne dolaze u dodir s olovom. Sumporno
kiseli ekstrakt tih urina u ultraljubiastom svijetlu nije pokazivao
nikakvu fluorescenciju. A sumporno kiseli ekstrakt, dobiven iz urina
radnika izvrgnutih poveéanoj apsorpciji olova, u ultraljubiastom
svijetlu jasno je crveno fluorescirao. Ta &injenica opravdava naSe
migljenje, da se takav naéin dokazivanja porfirina u urinu moZe
preporuditi kao prikladan test za procjenu, koliko su ugrozeni radnici
u industriji olovom.

0d kolike je vrijednosti takav test i da li on potpuno odgovara
onim zahtjevima, koji se od takvog testa traze, teSko je reci, jer smo
na taj nadéin istraZili urin samo od 52 radnika, koji su bili izvrgnuti
djelovanju olova. Alj veé i na osnovu dosadasnjih iskustava moZemo
zakljugiti, da je na taj nadin dokazani porfirin u urinu za lijenika
pouzdan znak za uzbunu. A to je ¢injenica, koja opravdava mnas
prijedlog, da se taj na¢in dokazivanja porfirina u urinu usvoji kao
test u rutinskom pregledu radnika izvrgnutih djelovanju olova.

L]

II. TEST ZA UTVRDIVANJE POJAVE OPASNE APSORPCIJE BENZOLA

Na isti nagin, kao §to moZemo odredivanjem izlu¢ene koli€ine
porfirina u urin pratiti pove¢anje apsorpcije olova, moZemo pratiti
i povetanje apsorpcije benzola odredivanjem u urin izluene koli¢ine
anorganskih i esterskih sulfata. A evo kako:

Prete?ni dio organskog sumpora, koji se malazi u jetri, oksidira
se u anorganske sulfate. Ti se sulfati zajedno s anorganskim sulfa-
tima, koji su iz intestinalnog trakta dospjeli u gptok krvi, djelomi¢no
izlude u urin u obliku anorganskih sulfata. A drugi se dio anorganskih
sulfata najprije spoji u jetri s fenolom i drugim njegovim derivatima,
pa tek onda izlu¢i u urin kao esterski sulfat. Svako povetanje
fenolskih supstancija u organizmu dovodi do veéeg izlutivanja
esterskih sulfata‘u urin. To poveéanje esterskih sulfata ide uvijek na
radun anorganskih sulfata tako, da je odnos izmedu anorganskih i
esterskih sulfata u takvim sludajevima znatno poremecen.
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Pod normalnim uvjetima prehrane izlu¢i svakj ¢ovjek u 24 sata
redovno u urin 1,5 do 3 g sveukupnih sulfata. Od toga su 85—95%
anorganski, a 5—15% esterski sulfati; drugim rijeéima, svaki ¢ovjek
normalno izlu¢i u urin u 24 sata 1,4 do 2,75 ¢ anorganskih i 0,1—0,25
g organskih sulfata — izraZzenih kao SOs (16). :

Porast fenolskih supstancija u organizmu mogu izazvati razni
faktori, pa tako i poveéana apsorpcija benzola. Benzol sé naime u
organizmu djelomitno oksidira u fenol, odnosno njegove derivate
hidrokinon i brenzkatehin. Ti se oksidacioni produkti' benzela u
jetri spoje sa sumpornom, odnosno glukuronskom kiselinom i tako
spojeni izluce u urin. ‘ :

Na taj se nadin svako poveéanje apsorpcije benzola manifestira
povetanim izlugivanjem esterskih sulfata, odnosno remecenjem .
ustaljenog odnosa izmedu anorganskih i esterskih sulfata izluCenih
u urin. ;

Taj porast esterskih, odnosno opadanje anorganskih .sulfata
pocinje zajedno s potetkom povetane apsorpcije benzola i ide vrlo
brzo, tako da u akutnim slu¢ajevima otrovanja benzolom procenat
anorganskih sulfata moze pasti i na 10, da se ve¢ nakon dva dana
posto radnici nisu vise izvrgnuti benzolu, opet popravi na neko 75%.

Veé i iz toga kratkog prikaza metabolizma sulfata jasno se vidi,
koliko je i klini¢ki, a i preventivno vazno to¢no odredivanje odnosa
u urinu sadrZanih esterskih i anorganskih sulfata.

U nastojanju, da pronademo najprikladniji na¢in totnog odre-
divanja toga odnosa izmedu anorganskih i esterski vezanih sulfata u
urinu, proradili smo ¢itav niz dosad objavljenih metoda.

U danas$njim na$im izlaganjima ne éemo ulaziti u pojedinacpi
kriti¢ki prikaz navedenih metoda, kao ni u uzroke, koji su nas naveli,
da se primimo izrade novog naé¢ina odredivanja anorganskih i esterski
vezanih sulfata u urinu. Ovdje samo ukratke’iznosimo novu metodu
za. odredivanje sulfata, koju smo izradili u nasem institutu. )

A) Odredivanje sulfata u urinu. (17)

a) Princip metode: Sumporna se kiselina izlucuje u urin
u obliku anorganskih i esterskih sulfata. Najprije odredimo koli¢inu
cjelokupnih, a zatim koli¢inu anorganskih sulfata. Razlika izmedu
cjelokupnih i anorganskih sulfata daje kolitinu esterskih sulfata.

Sulfate iz urina istaloZzimo odredenom koli¢inom 0,1 n otopine
barijeva klorida. Istalozeni barijev sulfat odijelimo spomocu centri-
fuge, a centrifugat, koji odgovara 1 ml urina, prenesemo u drugu
epruvetu, 'SuviSak barija istalozimo dodatkom kalijeva kromata,
talog otopimo u razrijedenoj solnoj kiselini i boju, koja se razvije
dodatkom difenilkarbazida, fotometriramo. Filter S 53, debljina sloja
p=—0,b crm: :

¥
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b) Reagencije:
0,4% otopina amonijeva acetata
40% otopina kalijeva kromata
0,1 n otopina barijeva klorida
10% otopina solne kiseline
20% otopina octene kiseline
0,2% alkoholna otopina fenolreda (fenolsulfonoftal)

amonijak koncentrirani

0,02% ‘otopina difenilkarbazida (uzmi 0,100 g sym-difenilkarba-
zida, stavi u pehar od litre i dodaj 500 ml redestilirane vode. Pokrij
stakalcem od ure i kuhaj, dok se potpuno ne otopi. Ako je potrebno,
moZeS, dok se kuha mijeSati staklenizn &tapiéem. Ohladi, dopuni
vodom do 500 ml i pohrani u tamnoj boci. Moze se ¢uvati dva mje-
seca na sobnoj temperaturi.

¢) Pribor:
tikvice sa $irokim grlom od 100 ml
odmjerne tikvice od 50 ml
odmjerne tikvice od 100 ml
graduirani cilindar od 50 ml
epruveta za cetrifugu od 15 ml
pipete odmjerne od 10 mil
pipeta odmjernih od 5 mil
pipeta odmjernih od 1 ml
lijevka o 6 cm |
stakalce od sata
filter-papira
centrifuga elektri¢na
staklena Stapiéa
pehar s izljevom od 100 ml
odmjerna tikvica od 500 ml

d) Uzimanje uzorka: Za analizu treba sabrati urin
izluéen u 24 sata.

e) Postupak: 1. Za anorganske sulfate: U tikvicu sa Sirokim
griom od 100 ml odmjeri 10 ml filtriranog urina, 10 ml 10% otopine
solne kiseline, 30 ml destilirane vode, i sve dobro izmijesaj. U epru-
vetu za centrifugu otpipetiraj 5 ml te smjese, dodaj 4 ml destilirane
vode, izmijeSaj i dodaj kap po kap 1 ml 0,1 n otopine barijeva klorida.
Za dodavanja barijeva klorida ne treba sadrZaj epruvete mijesati.
Smjesa neka stoji 2 sata, a nakon toga je centrifugiraj brzinom od
neko 3000 okretaja. Od centrifugata otpipetiraj 5 ml, dodaj 2 kapi
otopine fenolreda i mijeSaju¢i dodaj kap po kap koncentriranog
amonijaka, dok se ne pojavi ruzitasta boja, a onda 20% otopine

o R R N OO 0= NN N

470



octene kiseline, dok se nastala boja ne izgubi. Sada dodaj 1 ml 40%
otopine amonijeva acetata, 1 ml 40% otopine kalijeva kromata i
ostavi neka stoji 2 sata. Nakon toga centrifugiraj i talog operi triput
uzevsi svaki puta po 5 ml 0,4% otopine amonijeva acetata. Kad je
talog opran, ukloni okretanjem na filter-papir i posljednje tragove
tekucine, pa talog otopi u 10% otopini solne kiseline i kvantitativno
prenesi u odmjernu tikvicu od 100 ml te do znaka dopuni 10%
solnom kiselinom. Od te otopine prenesi 10 ml u drugu odmjernu
tikvicu od 100°ml i dodaj 10 ml 0,02% otopine difenilkarbazida, i
ostavi da stoji 10 minuta. Nakon 10 minuta dopuni tikvicu vodom
do znaka i fotometriraj. Filter S 53 debljina sloja p=0,5 cm.

Iz otitanog ekstinkcionog koeficijenta nade se spomocu krivulje,
koja se ve¢ prije odredila spomoéu poznatih koncentracija natrijeva
sulfata, koli¢ina sulfata sadrzanih u 1 ml urina, Preratunavanjem na
uobicajeni nadin izraduna se iz izluéene koli¢ine urina odnos izmedu
anorganskih i organski vezanih ‘sulfata.

Cjelokupni sulfati: U tikvicu sa $irokim grlom odmjeri
10 ml filtriranog urina i dodaj 10 ml 10% solne kiseline pa kuhaj
na laganoj vatri oko 30 minuta. Da za kuhanja sprije¢is prevelik
gubitak vode, pokrij tikvicu stakaleem od ure ilj prikladnim lijev-
kom. Nakon kuhanja sadrzaj tikvice ohladi, pa ga kvantitativno
prenesi u drugu tikvieu od 50 ml i dopuni vodom do znaka. Od tog
razrjedenja uzmi 5 ml i dalje obraduj kao i anorganske sulfate,

Kako se iz naprijed spomenutog opisa vidi, na taj dosad ne-
uobiCajeni nadin mi ni ne odredujemo direktno koli¢inu u urinu
sadrzanih sulfata, nego zapravo koli¢inu barija, koji je preostao iza
taloZenja sulfata s poznatom koli¢inom barijeva klorida. Suvidak
barija, koji je preostao iza taloZenja sulfata, istaloZen je u obliku
barijeva kromata. Koli¢ina barija odredena je spomoc¢u difenilkar-
bazida, koji s kromatima daje intenzivno crvenu boju.

Izratunavanje koli¢ine sulfata iz tako nadene kolitine barija bio
bi dosta dug ratun. Medutim, sva ta preratunavanja izbjegli smo
izradom krivulje poznatih koncentracija natrijeva sulfata. Spomoéu
te krivulje moze se odmah iz otitanog ekstinkcionog koeficijenta
saznati koli¢ina sulfata sadrzanih u 1 ml istraZivanog urina. Iz tako
dobivene koli¢ine lako se, na uobilajeni nadin, izra¢una, koliko je
sulfata izluéeno u 24 sata. (17)

Da bismo provjerili pouzdanost takvog mnacina odredivanja
sulfata, izvr$ili smo é&itav niz usporednih mjerenja, dodavanjem i
bez dodavanja, poznatih koli¢ina natrijeva sulfata u urin. Podaci
dobiveni takvim nadinom odredivanja sulfata vrlo se dobro slazu.

U originalnoj radnji opravdavaju opsirno prikazani rezultati
takvih mjerenja na$ prijedlog, da se takav nagin odredivanja odnosa
- izmedu anorganskih i esterski vezanih sulfata u urinu upotrebi kao
test kod utvrdivanja poveéane apsorpcije benzola u organizmu.
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III. TEST ZA UTVRDIVANJE POJAVE OPASNE APSORPCILJE ZIVE

Ni dijagnostika oboljenja izazvanih, djelovanjem Yive ne trazi
od lije¢nika niSta manje. Slika oboljenja izazvanih djelovanjem Zive
pretesto je naime tako nespecifitna i neodredena, da u njoj nema
nista, §to bi moglo uputiti lijetnika, da je disfunkciju izazvala upravo
prisutnost ve¢ih ili manjih koli¢ina Yive u ornganizmu. Tako se na pr.
slika Bazedovljeve bolesti ni u &em ne razlikuje od pocetne slike
oboljenja izazvanog kroni¢nim merkurijalizmom.

Kao $to smo, govoreéi o oboljenjima izazvanim djelovanjem
olova, veé istakli, da su lije¢niku najvaZniji to¢ni podaci o koli¢ini
olova sadrzanog u organizmu, tako su mu isto i podaci o koli¢inj Zive
u organizmu majsigurnije pomagalo u dijagnostici otrovanja Zzivom.
' Takvi podaci nisu samo od koristi klini¢aru, nego su i higijeni-
garu pouzdani test o pojavi povetane apsorpcije zive.

Bez sumnje je povoljna u tom teSkom poslu, da se otuva zdravlje
radnika izvrgnutih djelovanju Zive, ¢injenica, da je vec i kvalitativni
dokaz prisutnosti Zive u urinu siguran znak, da je ugrozen radnik, -
koji radi Zivom.

Istina, svaki Covjek redovmo prima u organizam i odredene
koli¢ine Zive, pa ih prema tome redovno i izluéuje u svojim ekskre-
tima. (18) No te su koli¢ine, koje €ovjek normalno izludi w urin i feces
u 24 sata minimalne i kreéu se od 5—10 mikrograma. Tako male
kolitine %ive ne moZemo na uobidajeni nadin dokazati, pa je stoga
veé i samo kvalitativno dokazivanje prisutnosti Zive u urinu pouzdan
znak poveéane apsorpcije Zive u organizam, odnosno sigurno po-
magalo u dijagnostici kronitnih otrovanja Zivom.

Ta ¢injenica vierojatno je i bila pobuda mnogim autorima (19);
da pokuSaju izraditi prikladan nacin za dokazivanje, cdnosno odre-
divanje Zive u urinu. Broj dosad objavljenih metoda za dokazivanje
Yive u urinu znatan je, pa su neke od tih metoda i vrlo pouzdane.
Medutim, sve su te metode tako sloZene i dugotrajne, da ih je tesko
primijeniti i u rutinskom poslu pregleda radnika izvrgnutih djelo-
vanju Zzive.

U %elji, da nademo natin, kojim bismo mogli brzo i sigurno
provijeriti, da 1i su radnici u svom poslu izvrgnuti $tetnom djelovanju
ive ili nisu, izradili smo novu metodu kvalitativnog dokazivanja
¥ive u urinu (20), koja je u stvari reakecija na merkuriione. Kod te
reakcije, kojoj opis ovdje donosimo, merkuriioni kataliticki ubrzavaju
raspadanje ferocijanidaniona. :

A) Mikrokataliticki dokaz Zive u urinu. (20)
a) Princip metode: Ova je metoda u stvari kvalitativno
dokazivanje minimalnih koli¢ina zive katalitickim ubrzanjem raspa-
danja ferocijanidaniona u prisutnosti merkuriiona.

472



Mikrokataliti¢ki dokaz Zive osniva se kod te reakcije na ¢inje-
nici, da se vrlo razrijedene, slabo kisele vodene otopine kalijeva
ferocijanida u prisutnosti kisika (zraka) raspadaju. Kod tog se
kemijskog procesa polovina ferocijanidaniona, koji sudjeluju kod
reakecije, raspada na cijanidanione i na ferokatione, koji sekundarno
pod utjecajem Kkisika iz zraka prelaze u feriione. Ti feriioni s nera-
spadnutom polovinom ferocijanida i s kalijevim ionima stvaraju
kalijev berlinat, kalijevu sol natkompleksnog jednovaljanog feri-
fero-aniona. Prije je taj kalijev feri-ferocijanid bio poznat pod
imenom »topljivo berlinsko modrilo«.

Raspadanje slabo kiselih, razrijedenih vodenih otopina kalijeva
ferocijanida pospje$uje se merkuriionima, koji djeluju kao katalizatqr
u homogenoj vodenoj fazi.

b) Reagencije:

0,42% otopina kalijeva ferocijanida (42 mg fino smrvljenog
kalijeva ferocijanida otopi u 100 ml redestilirane vode)

. 0,05 n otopina dusicne kiseline (0,3 ml HNOs konc. p. a. stavi
u tikvicu od 100 ml i dopuni do znaka redestiliranom vodom). Re-
agencije treba pripremati uvijek svjeze.

e Pt
‘odmjerne tikvice od 100 ml
odmjerna pipeta od 5 ml
odmjernih pipeta od 1 ml /
epruvete 3
termometar do 100° C
vodena kupelj :

d) Uzimanje uzorka: Za analizu treba oko 2 ml urina.
Preporucuje se, da se uzorak urina za analizu uzme iz koli¢ine urina
sabrane u 24 sata.

[ - T

e) Postupak: Uzmi dvije potpuno ciste epruvete i u jednu
otpipetiraj 1 ml filtriranog urina, za koji sumnja$ da sadrzava Zive,
a u drugu — kontrolnu epruvetu — otpipetiraj 1 ml filtriranog urina,
za koji pouzdano zna$, da ne sadrzava zive. U obje epruvete dodaj
3 ml redestilirane vode i dobro izmijeSaj. Iz svake epruvete prenesi
po 1 ml razrijedenog urina u druge dvije epruvete, pa u svaku tu
epruvetu dodaj po 1 ml 0,05 normalne dusi¢ne kiseline i 1 ml kalijeva
ferocijanida. Epruvete ostavi u vodenoj kupelji od 65°C to¢no
20 minuta.

Ako u 20 minuta sadrzaj epruvete, u kojoj se nalazi istrazivani
urin, poplavi, a sadrzaj kontrolne epruvete ne promijeni boju, znak
je, da u urinu ima Zive. Poplavi li i sadrzaj kontrolne epruvete, znak
je, da ili reagencija ili epruvete nisu bile dosta ciste, pa pokus
moramo ponoviti novim otopinama i ponovo opranim epruvetama.
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Mikrokataliticki dokaz Zive osniva se kod te reakecije na ¢injenici,
da se vrlo razrijedene slabo kisele vodene otopine kalijeva feroci-
janida u prisutnosti kisika (zraka) raspadaju prema jednadzbi:

8 K, [Fe (CN),] +28 KCl+ O,=
28 KCl+ 24 HCN + 4 K [Fe[Fe (CN),] + 2H,0

Kod. tog se kemijskog procesa polovina ferocijanidaniona, koji
sudjeluju kod reakcije, raspada na cijanidanione i na ferokatione,

" koji sekundarno prelaze u feriione pod utjecajem kisika iz zraka. Ti
feriioni s neraspadnutom polovinom ferocijanida i s kalijevim ionima
stvaraju kalijev berlinat, kalijevu sol natkompleksnog jednovaljanog
feri-fero-aniona. Prije je taj kalijev feri-fero-cijanid bio poznat pod
imenom »topljivo berlinsko modrilo«. Prisutnost merkuriiona po-
spjesuje to raspadanje kalijeva ferocijanida u razrijedenim slabo
kiselim vodenim otopinama. Merkuriioni u tako homogenoj vodenoj
fazi djeluju kao katalizator.

Kako se iz priloZenog opisa vidi, takvo je dokazivanje Zzive
jednostavno i brzo. Pouzdanost takvog dokazivanja Zive provjerili
smo u nizu odredivanja, pa ga stoga i moZemo preporuciti kao
pouzdan test za utvrdivanje povetane apsorpcije Zive.

U navedenim primjerima jasno je istaknuta uloga biokemicara
u nastojanju oko ot¢uvanja zdravlja radnika izvrgnutih neposrednom
ili posrednom djelovanju industrijskih otrova. Uvjereni smo, da se
jedino predanom ‘suradnjom kemicara i lijeénika moZze iskovati si-
gurno orude, kojim ¢e se h]ecmk .mo¢i sigurno sluZiti u prevenciji
profesionalnih oboljenja.

Iz Instituta za higijenu rada
Zagreb
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SUMMARY

DETERMINING THE PRESENCE OF DANGEROUS ABSORPTION
OF SOME INDUSTRIAL POISONS

Tests are described permitting to determine the presence of dangerous
absorption of such industrial poisons as lead, benzene and mercury. Lead.
A very reliable test for observing whether and to what extent workmen are
‘exposed to the dangerous influence of lead is the amount of lead secreted in
urine. In view of the fact that this method is both expensive and slow in
yielding results, the author describes also the porphyrin test. Every increase
of lead absorption causes increased secretion of coproporphyrin in urine,
therefore porphyrinuria may be depended upon as a reliable sign of dangerous
:absorption of lead. Tracing coproporphyrin in the way earlier described by
the author permits detecting even those first small changes in the amount of
porphyrin secreted in urine caused by an increased absorption of lead. The
porphyrin test is cheap, simple and reliable to such an extent that the doctor
can depend upon it in assessing lead poisoning hazards, — Benzene. There
«exists an established relation between anorganic.and esteric sulphates secreted
in urine. Every increase in benzene absorption reflects itself in an increased
:secretion of esteric sulphates thus disturbing the established relation between
anorganic and esteric sulphates secreted in urine. Therefore every increase in
sesteric sulphates is a sure sign of an increased absorption of benzene, and the
measurement of the relation between anorganic and esteric sulphates secreted
in urine, as desecribed in the article, may be regarded as a reliable tect for
;assessing the degree of the benzene poisoning hazard. — Mercury. At the
-end the author describes the new microcatalytic method of tracing mercury
in urine which may be used as a sure test for detecting dangerous mercury
-absorption.
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