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HURTIG MINERALISERING AV URINPRGVER TIL BLYBESTEMMELSER.

PRELIMINER MEDDELELSE
K.Wilfert

Ved den sidkalte "Screen-test" etter J. Cholac-Silson (1,2,3,)
felles tilstedevarende bly sammen med kalsium som fosfat (Ko~
preoipitation). Man tilsetter (den sure) urinpreven en kjent
mengde sur kalsiumfosfatopplesning, preven gjores ammoniakalsk.
Det utfelte fosfat avsentrifugeres, vaskes med tyrt ammoniakk-
vann, sentrifugeres igjen og presipitatet loses i et par dréyer
saltsyre. Denne saltsure opplashing tilsettes en "buffer"-
voppiasning som inneholder amoniumeitreat, ammoniakk, cyankalium
og ditizon. Blandingen utrystes med kloroform og man bestemmer
ekstinks jonsverdien med filter S$51 = 510 mm ( s.k. mixed color
metode), hvor blyditizonat har maksimal ekstinksjon samtidig
med at selve ditizoh-ekatinksjonen er lav. '

Metoden har ofte blitt benyttet til rutineanalyser. 2 laboranter
kan i fellesskap utfere opptil 60 analyser pr.arbeidsdag.
Metoden har en rekke alvorlige feil som det ikke har lykkes &
eliminere til tross for det omfattende arbeide virt analytiske
laboratorium har nedlagt gjennom mange &r.

Utfellingen 1 form av ko-presipitasjon med kalsiumfosfat, er

i og for seg ikke helt ubetenkelig, spesielt med henblikk pa
den senere utvasking og dekanteringen som kan medfore substans-
tap. Forsek med vann tilsatt kjente mengder blyselter viser
dog at ko-presipitasjonsmetoden vanligvis gir fullt tilfreds~
stillende resultater. Dette kan ikke sies & vere tilfelle
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ved analysering av urinorever tilsatt kjente mengder blysalter.
Resultatene vil kunne variere fra nocnlunde tilfredsstillende

tilvnermest'ubrukelige, tten at det har lykkes & finne &rsaken.

-Det md ogsd nevnes at disse uregelmessigheter synes & std i for-
bindelse med angjeldende uriners sammensetning, idet fersk
'blatte uriner fra forskjellige personer kan gi sterkt varierende
verdier. ' ‘

Ko-presipiteringen forutsetter prinsipielt at hele blyet fore-
ligger i ionogen form i urin. Dette er ikke tilfelle hos
personer som har blitt eksponert for bly i starre utstrekning

( se: Wassermanns publikasjon fra Romania ). Man kan heller

ikke utelukke at ogsid "normalpmfsoncr" kan utskille bly i
"chelatert form". Man kan endog tenke seg at all metall-
utskillelse kan skje i form av metallkomplekser med brganiske
emner av hittil ukjent struktur og med skiftende bindingsfast-
het mellom angjeldende metall og "transportoren'.

Eldre uriner glr ofte "slimete utfellingerﬁ, og det kan ikke

utelukkes at disse "slim-stoffer" (som ikke kan fjernes kvanti-
tativt_vedtammoniakkvask) pdvirker ditizonet, f.eks. ved & ede-~
legge det under danunelsen av fargeté-kloroform-lzselige stoffer.

Den originale buffer-cpplesningen ( etter Cholac-Silson), er
lite stabil,&g.aelv vedroppbovarizg % lrjoleskap,kan man fa
uforklarlige spontandestruksjoner av ditizonet som ikke kan

elimineres ved tilsetting av reduserende stoffer.

Omkring &rskifte ble laboratoriet plutselig konfrontert med et
meget forbausende fenomen - som vi tidligere aldri har konstatert:
Under den sedvanlige "metodekontroll med ferske uriner!,var det
ikke mulig 4 gjenfinne de tilsatte mengder bly, kvantitativt.
Det ble tilsynelatende bundet ("chelatort" ?) en Vviss -

mengde av det tilsatte bly av stoffer i urinen p& en slik mite
at dette bly ikke kunne ekstraheres igjen med ditizon.

Mengden av det "tapte" bly, varierte noe fra urin til urin

( b&de mann- og kvinneurin) og 1& p& omlag 0,5 Y = 1 Y bly
absolutt. ( Dette betyr at det f.eks. ble gjernfunnet 1 Y av 2 Y,
2 Yav 3 Y, 3Yavhy Pb 0.8.,v. ). Vi har selvsagt_kontrollert
samtlige reagenser og alt utstyr, og vi fant regelmessig alt

bly igjen s&snart vi gjennomferte kontrollen med 40 ml. vann
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tilsatt skiftende mengder bly istedenfor med 40 ml av angjeldende
uriner.

' Ved disse undersakelser ble det alltid nedvendigvis gjennomfart.
'parallell-serier, hvor urinene ikke var blitt tilsatt bly ( som

blysaltopplesninger) for & bastemme den s.k. blindverdi.

. Det ble pdvist omlag 30 Y Pb/1 urin, en verdi som i mange Ar

er blitt funnet hos ikke eksponerte personer bdde ved bruk av
"Screen-test" og ved totalmineralisering med svovelsyre-salt-
syre. Det md da betegnes som eiendommelig at man ved kopresi-
pitasjon kunne pavise disse 30 Y Pb/1, mens bly som ble tilsatt
samme urinen, delvis undro seg den senere bestemmelse.

Dette forhold taler imot tanken om en "chelatering" - idet en
chelaterende substans ogsi burde ha bundet nevnte "Zgenuine" 30 Y
Pb/1 urin,

Vi ansd det for ulennsomt & ofre kostbar tid pé& den videre
oppklaring av def nye usikkerhetsmoment hos en metode som ofte
har gitt anlednihg til ubehag, ergelse og tidstap,~ og som bare
hadde blitt tolerert fordi den innen visse grenser kunne nyttes
til orienterende rutinekontroll,og da med forbehold, Sykehus-
pasienters urin. ble alltid oppsluttet. Dette hadde vist seg
& vere en ganske tidkrevende prosess som syntes & utelukke
"mineralisering" som rutinemetode.

Med utgangspunkt i var Selen-bestemmelse respektive oppslutning
av urin etter Eberius-Wiilfert (196#), ble det satt igang 4
undersgkelser vedr. anvendbarheten av denne metode for bly-
bestemmelser. Ved Se-analysene mid man ta hensyn til Se-flyktig-
het ved temp. over + 200° C. Dette er ikke nedvendig for blylets
vedkommende. Det ble dessuten fastslidtt at molybdation 1
alkalisk milJa, er uten innflytelse pd ditizon under utrysting
med kloroform.

Resultatet av vére forsoksserier er folgende:

Vod hjelp av en blanding av stoh°HN03'HC1‘h Ammoniummolybdat,
kan urinprever Vét-foraskeg i Kjeldahlkolber av passende
storrelse innpn ca., 12 miﬂ? Denne oppslutningstid varierer noe
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med angjeldende urin's eventuelle tendens til & skumme i be—
gynnelsen,

Eremgenggmdte; oy 300 mod

Hele den innkomne urinprove overferes i en 250 ml}KJeldahlkolbe
(Pyrex, England), tilsettes noe iseddik p.a. og oppvarmes inntil
~preven er klar. Den varme urin helles tilbake til flasken som
korkes og.fystes godt for & lose eventuelle utfellinger langs
flaskeveggen. 20 ml urin overforoes med pipette til en 199_Ei_.3
‘Kjeldahlkolbe (Pyrex). Det tilsettes kokesten (knuste kvarst-
biter), 4 ml av blandingen H 250, -HNO, (&) samt-é,—} ml av
blanding HClOu - ammonmolybdat (B). Kolben oppvarmes forsiktig
inntil innholdet har sluttet & skumme. Kolbene stdr direkte pad
| triangler av lere ("Ton-Dreiecke") slik at flammen sldr rett mot

kolben. Ved tendens til skurming vil slukking av flammen momen-
~tant stanse enhver overkoking. Siden kjores med full flamme,
efter at vannet har kokt bort, begynner Oksydasjonén av urinen
som meget snart er "klar brent" (helt fargles). Salpetersyren
og perkiorsyren ryker av, siden folger svovelsyren. Det kokes
inntil det renner svovelsyfe»- "Schlieren" pd innsiden av kolben.,
Denne og kolbehalsen skal vare fri for svovelsyretdken som bare
stdr over kolbé&pningen. Flammen slukkes, etter avkjoslingen
tilsettes 5 ml 30 % "Perhydrol" (Merck) og kolben opphetes:
innholdet bruser sterkt (store gaésblarer), massen blir gul
(permolybdat), deretter igjen farglos, samtidig utvikles en
storre mengde smi-~blmret skum, kokingen fortsettes inntil kolben
0g kolbehalsen er klar og det renner "Schlieren" pd veggen.
Avkjoles. Tilsetting av H,0, har blitt brukt for 4 destruere
all "nitrose" ( fra nitrolsyl-svovelsyren) som ellers med vann
vil danne HN02 respekt;ve NHuN02 y som senere kan bli adsorbert
til fosfatutfelling og derved folger med til ditizonekstrak-
sjonen. Ennvidere vil man gjennom permolybdat f4 en slutt-
oksydasjon for eventuelt ikke destruert org. materiale.

I tilfelle av at det wved senere forssk skulls lykkes & utrysté
bly dirakte uten forutgdende utfelling m.d fosfat, er det
seivlegelig nodvendig 84 f4& fjernet =il HNO,, hvis sterke
oksydasjonseffekt odelegger ditiz~ i eyeblikkelig.

;
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Kolbeinnholdet overferes med ca. 30 ml H,0 (ionebyttervann) til
sentrifugeglasset, tilsettes 2 ml feldningsvaske og 10 ml NH
kons. Reres ut med glasstav (Pyrex), sentrifugeres hardt

(3000 o/m) i 10 min., dekanteres. Bunnfeldingen loses med 0,8

3,

:fmml.ZOj%‘H01 (20 %HC1 kan oppvarmes uten tap av HCl: Med varme
syre pdskyndes opplesningen ytterligere ), tilsettes 40 ml. HZO'

overfares‘til'raresylinder og 30 ml "buffer". Denne "Buffer"
bestdr bare av ammoniumsitrat + KCN. Fra byrette tilsettes

12 ml ditizonopplesning, vibreres i 4 min med Vibromischer.
Skilles i skilletrakt. Kloroformlaget tappes av gjennom en
liten dott renset'bbmull. De forste drdper kastes. Hvis
bomullsdotten skifter farge, fra gront til radakﬁig, md dotten
skiftes oyeblikkelig og en ny settes inn ( forurensning av vatt-

"dotten med bly eller sink ! ). Avleses i 20 mm kyvette i Elko

II med filter S 51, d.vcs..ﬁed 510 am.

1 Y Pb viser i 20 mm kyvette, ved bruk av 12 ml ditizonopplesning
en ekstinksjon av 0,050 ( dette svarer ved 10 mm kyVétte
og 10 m} ditizonopplesning til en ekstinksjon av: 0,030 ).

Vi har med denne metode gdehnomfort flere hundre analyser ( som
dobbeltanalyser). Disse viser innbyrdes en ekstinksjonsspredning
p& maksimalt + 0,010, hvilket svarer til:t 10 Y Pb/1 urin.

 Symedningen ligger i alminneiighet betydelig lavere. Ved

spredning > ¥ 0,010 gjentas analysen.

Ved 4 bestemme bly som er tilsatt urinprever i skiftende mengde
finnes samme ekstinksjon, for 1 Y Pb/absolutt/ som ndr samme
serie gjennomfeores med 20 ml vann,uten oppslutming, nemlig
0,050,

Metoden tillater 20 analyser pr.dag, 2 1aborahter som arbeider
i fellesskap; Metoden har i de senere mdneder blitt brukt for
vdre rutinekontroller. Vi anser ikke det metodiske arbeide for
avsluttet. M&let er & finne frem til en metodé uten kopresipi-
tasjon, altsi med direkte ekstrakasdon.. av biyet ved hjelp av i
ditizon/k;oroform i ammonikalsk-sitrat-cyanid miljo.

- Dette har hittil stott pid visse vanskeligheter som fortrinnsvis

synes &4 ligge i problemet & holde den rette Ph-verdi i den
vandige fase. Nu er Ph i "den vandige fase" som bestdr av den




sure fosfatfelning ( 0,8 ml) + H,0 (40 m1) + "buffer" (30m1)
konstant 10,80 -10,85. Dette er lett & fa& til, takket vare
det forhold at 40 ml buffer + 30 ml H,0 gir en Ph-verdi pd

v 10,95 - 11,00. Denne verdi pavirkes meget lite av den sure
w .fosfatopplasning_og forskyvningen ti1 10,8 - 10,85 er konstant.

Helt annerledes er forholdet i de ferdige sterkt svovelsyre-
holdige oppslutnlnger hvis Ph-verdier vil variere med den til-
. stedeverende svovelsyre med de tilsatte ammoniakkmengder samt
“de dannede mengder ammonsulfat. En 100%-ekstraksjon av bly-
ditizonat, kan bare pdregnes i et begrenset Ph-omrdde / 9,5 -
ll'/ (h)@} og er dessuten ogsé avhengig av konsentrasjonen ay

sitrationer 0.1

.v>I tilfelle av at det lykkes a ovérvinne disse vanskeligheter,
vil antall analyser som kan gjennomfares under ellers like
forhold, antagelig kunne fordobles. Det er sentrifugeringen o0g
opplesningen av det utfelte fosfat, som for oyeblikket utelukker

en enda hurtigere gjennomforing av disse analyser.

Avsluttende skal jeg fa& lov til & pdpeke at Yrkeshygienisk
Institutt akter & tilsette alle sine preveflasker en bestemt
mengde Komplexon (Di-Na-salt av Etylendiamintetraeddiksyre )*\
for & hindre dannelsen av fosfatutfellinger under transporten.
Disse utfelllnger representerer analytisk et alvorlig problem

og v&re orienterende undersokelser har vist at en slik "Xom-
plexon"-tilsetting hindrer fosfatutfelling totalt i mange uker,
selv ved oppbevaring i varme Iom. Utfellingen av ureater kan
ikke forhindres av Komplexon, men uriner med Komplexon-tll-
setting og ureat-bunnfellinger blir helt klare ved ‘kortvarig
oppvarmlng. T1lsett1ng av Komplexon krever totalmineralisering.
Det har ikke lykkes oss & pavise bly i "komplexon" / 5 g substans
til analysen / - alminnelige proveflasker pad 250 ml vil bare
inneholde 0,5 g Komplexon. Selvsagt vil man ikke kunne bestemme
spes.vekt 1 uriner med slik Komplexon-tllsettlng. De fleste
uriner som kommer inn til vart laboratorium, er fulle av fosfat-

felllngex og rikelige ureatfellinger, delvis ogsd bakterielt

/)l//(5W fv\%of/ﬁa& \lwe /&Dla ’/cu*/)u//&/
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dekomponert, slimete og ammoniakkluktende. Bestemmelsen av spes.
vekt i1 slike uriner savner berettigelse og er unodig tidsspill.
Bestemmelsen av spes.vekt kan bare forsvares hos helt ferske

- uriner.

KJEMIKALIER.

H,0 - destillert og behandlet i ionebytter.
NHB,kons. d: 0,88-0,90, fremstilt i laboratoriet fra NH3~gass
, ' ved innledning i ionebyttervann,kjelt med isvann.
HC1l - 20% fremstilt fra HC1 -37% (1.19) Merck (317) ved destil-
1asdon i Pyrex-apparatur.
HClOu -'60 % d = 1,54 Merck ( 518) ,
3, kons. d= 1,40 fremstilt fra kons. HNosp.a. Merck (456)

ved destillasjon i Pyrex-~apparatur.

H SOu ‘kOII;SQ 95“97 % poac dz‘ 1-84- "Merck" (731) ‘

H,0, = "Perhydrol" Merck (72C9))

Sitronsyre p.a. Merck (24L4) - C6H807 H,0

Ammoniummolybdat = (NHQ)M0702u~ 4“20 Merck (1182)/"Heptamolybdat"/
KCN Merck (4967) \ ’
Kloroform p.a. Merck (2445)

Ditizon Merck (3092)
' CaCOB, Merck (2066)

di - Ammonium-hydrogenphosphat, Merck (1207)~ (NH)2 HPO,,



REAGENSOPPLOSNINGER.

"Fellingsvaeske": 12,5 g Caco, Merck (2066) leses i omlag 34 ml
HC1 kons. Merck 10 g diammoniumfosfat p.a. (NHu)2 HPO, loses

i ionebytter- vann og settes porsjo svis til den saltsure

| kalsiumholdige opplesning. Fylles opp med vann til 500 ml.

I tilfelle av at det kommer til en varig utfelling tilsettes ot
par dr&per kons, saltsyre. Tilsett et par driper metylrodt som
indikator. :

"Buffer"

250 g sitronsyre Merck - tilsettes 175 ml ionebyttarvann

Under omrering tilsettes kons. NHB-opplesning inntil indikatoren -
skifter farve. Bruk fenolredt som indikator. Avkjel veaske,
tilsett 12,5 g KON Merck (4967) som leses under omroring.

.’Fyll opp t11 625 ml med ionebyttervann. Befris for bly i skille-
trakt ved 4 ryste med en ditizon - CHClB—opplesnlng ( 30 mg
ditizon /1£0H013>). Tapp av ditizonlaget. Ryst 1 & 2 ganger

med kloroform, tapp av kloroformen og filtrer den vandige opp-
lasning gjennom en bomullsdott ned i en 2 liter flaske.

Tilsettes 2 x 625 ml kons. NH3° Oppbevares koldt. Best er det

4 ha bufferten stdende ved - 189C til -20°C utenfor arbeids-
tiden. I arbeidstiden settes flasken i kjeleskapet. De til
analysen nedvendige 30 ml dispenseres fra en "kipp-automat",

som er plasert i en "kjole-bag" fylt med de sedvénlige kjele~
poser i en slik bag. "Kippautomaten" resp. buffertvaesken holder
da omlag +8°C under hele arbeidstiden. Uten slik nedkjeling

vil det kunne komme til betydelige ammoniakktap fra vesken i
ﬂkippautomaten", som medferer Ph-forskyvninger. Disse vil pé-
virke blyekstraksjonen og ditizonekstraksjdnen i uheldig retning.

Ditizonopplesning: 48 mg ditizon Merck (3092) (pakninger A

5 g ) leses i 1 liter CHCl3 Merck (2445). Oppbevares i kjole-
skap. Opplesningen holder seg uforandret i omlag 4 degn.

Ved fremstillingen av denne ditizonopplesning ber mengden av-
passes etter det aktuelle bohov, slik at man slipper & fi rest-

beholdninger som er flere dager gamle.




‘Litteratur:

Syreblanding 4: 200 ml kons. H,80, Merck 95-98 %
150 ml HNO3 d= 1.40,destillert.
Syreblanding B: 20 g Ammoniummolybdat, Merck
250 ml ionebyttervann
34D 396 ml HCl, - 60%, Merck.

‘g;asgvarer: Samtlige glassvarer er enten Pyrex (of England)

eller "Duran 50" (Schott & Genossen). De md renses i en

blanding av like deler vann og kons, salpetersyre.

- Ved bruk av Kjeldahlkolben P& 250 ml - 350 ml til oppslutning,

anbefales a korte av "halsen" med omlag 50 %. Oppslutningstiden
avkortes vesentlig hos slike "korthalsede" kolber ( p& 250 ~

300 ml), men vil dog vare lengre enn ved bruk av 100 ml -
Kjeldahlskolber.

Som kokesten nyftes kvartsbiter ( feks. fia knuste kvartsskiler
o.l.) som renses i salpetersyre, éttervaskes med ionebyttervann
og torkes. Star s& med ditizonopplesning i 48 timer, skylles
etter med CHC].3 og oppbevares i ren polyetylenflaske
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