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(57) Sammendrag ' Fremgangsmate for bestemmelse

av ureainnhold i en preove, spesielt i
melk, ved hjelp av urease, base og en
indikator. I det minste utfores om-
setningen med basen i et lukket rom
ﬁvor et indikatorsystem plasseres
slik at det ikke kommer i kontakt med
de ¢vrige reagenser. Det beskrives
ogsd en prgveanordning for bestem-
melse av urea ved anvendélse av frem-
gangsmaten.
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Oppfinnelsen angadr en fremgangsmadte og en pr¢veanord-
ning for bestemmelse av urea i en progve ved hjelp av urease,
base og en indikator. Fremgangsmaten egner seg spesielt godt
for hurtig bestemmelse av ureainnholdet i melk. _

Hos drgvtyggere, som kuer, pavirkes stoffskiftet i
vesentlig grad av vommens og de fremste magenes funksjoner.
Hvor bra fdéret blir utnyttet pavirkes av vommikrobenes tilgang
pd energi og eggehvitestoffer. Dersom tilgangen pa energi og
eggehvitestoffer ikke er balansert, blir utnyttelsen av fO0r-
proteinene darligere. Dette kommer til syne blant annet ved en
¢okning i blodets ureanivad etter foringen.

Ifplge flere undersgkelser er det konstatert at
mengden urea i melk feplger variasjonene i blodets ureainnhold
(f.eks{ Oltner & Wiktorsson 1983, Livestock Prod.Sci. 10:457,
Refsdal 1983, Acta Vet.Scand. 24:518). Variasjoner i urea-
mengden i blodet, og ogsa i melken, kom for en stor del av
forandringer i foéringen (f.eks. Refsdal og Oltner &
Wiktorsson, ovenfor). P& grunn av dette har man ved'oppf¢lg—
ing av féringen anvendt melkens ureainnhold som en indikator
pa riktig foéring. Som ureaomrade for normgivende féring er det
fastsatt 20-30 mg urea pr. 100 ml melk (Setdla et al. 1987,
Karjatalous 10:52 og 11:54).

Urea kan bestemmes ved en fremgangsmate hvorved det
spaltes til ammoniumkarbonat ved hjelp av urease og hvor
ammoniumionene omsettes med fenol og hypokloritt for & oppna
en blad forbindelse som kan bestemmes spektrofotometrisk
(Fawcett & Scott 1960, J. Clin. Path. 13:156). Fremgangsmaten
er ogsd tillempet for melk (f.eks. Rajamdki & Rauramaa 1984,
Finnish Chemical Letters 2:47-48).

Vil man ha ste¢rst mulig nytte av bestemmelsen b¢r den
utfgres hos kuene i fjgset som en sakalt "pa stedet"-hurtig-
test. Ovennevnte fremgangsmate egner seg ikke for dette,
ettersom den be¢r utfeores i et laboratorium.

Urea kan ogsd bestemmes ved at en pre¢ve som inne-
holder urea omsettes med urease, og den forandring i pH som
hydrolyseproduktet far observeres ved hjelp av en passende
indikator. Fremgangsmaten anvendes for bestemmelse av urea-

innholdet i f.eks. blod, plasma og urin (GB-patentskrift nr.
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922 665). Indikatorpinner for melk basert pa& dette omtales i
publikasjonen Tierartzl. Prax. 1985, 13:559.

Indikatorpinnene har generelt den ulempe at de bare
tillater analyse av en svart liten pr¢vemengde, hvorved det
oppnddde resultat ofte blir updlitelig. Resultatet varierer pa
grunn av den lille pr¢vemengden. Resultatet pavirkes ogsa av
utfprelsen ved pipettering av pr¢ve pd pinnen, eller ved dyp-
ping av pinnen i lgsningen som skal unders¢kes. Dette problem
forverres ndr indikatorpinnen dyppes i melk fordi melken i seg
selv vil ¢delegge en ngyaktig tolkning av fargeforandringen pa
pinnen. For & eliminere melkens ¢gdeleggende innvirkning har
man utviklet pinner hvor en reaksjonssone som kommer i kontakt
med melken er plassert inntil en indikatorsone (FI patent-
spknad nr. 891920). Reaksjonssonen inneholder urease, base,
glukose og tensid. Pinnen holdes i et r¢r, som er lukket bare
i den ene ende, inntil ammoniakk frigj¢res fra reaksjonssonen
og diffunderer inn i indikatorsonen, hvilket tar lang tid.
Pinnene avleses fortrinnsvis fgrst etter to timer.

Man har nd funnet en fremgangsmate for bestemmelse av
urea som er mer padlitelig enn pinner som dyppes ned i melk og
som ér hurtigere enn pinner med en indikatorsone plassert inn-
til den nedsenkbare reaksjonssone og som under reaksjonstiden
holdes i et r¢r som er lukket i den ene ende.

Med oppfinnelsen tilveiebringes sdledes en fremgangsmate
for bestemmelse av ufeainnhold i en prgve, spesielt i melk, ved
hjelp av urease, base og en indikator. Fremgangsmdten er kjenne-
tegnet ved at i det minste omsetningen med basen utfgres i et
lukket rom hvor et indikatorsystem er plassert slik at det ikke
kommer i kontakt med de ¢vrige reagenser.

Med oppfinnelsen tilveiebringes ogsd en prg¢veanordning for
bestemmelse av urea ved hjelp av urease, base og en indikator,
kjennetegnet ved at den omfatter et lukket rom hvor i det minste

omsetningen med basen finner sted og hvor et indikatorsystem er

plassert slik at det ikke kommer i kontakt med de ¢gvrige rea-
genser.

Ved fremgangsmaten omsettes prgven med urease og base,
og i det minste utfgres omsetningen med basen i et lukket rom

hvor indikatorsystemet er plassert slik at det ikke bergrer de
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gvrige reagenser. Prgven kan fe¢rst omsettes med urease og sa
forst deretter med base, hvorved i det minste den siste
omsetning utfpres i det nevnte lukkede rom. Dersom proven der-
imot omsettes samtidig med urease og base, utfgpres hele omset-
ningen i et lukket rom. Pr¢veanordningen omfatter et lukket
rom hvor i det minste omsetningen med basen utf¢res og hvor
indikatorsystemet er plassert slik at det ikke kommer i kon-
takt med de ¢vrige reagenser.

Reaksjonsreagensene omfatter urease og base. Ureasen
spalter pr¢gven som skal undersgkes til ammoniumsalter, og

basen frigj¢r ammoniakk fra saltene. Ammoniakk absorberes i

indikatorsystemet og frembringer en fargeforandring i pH-
indikatoren i l¢pet av en gitt tid.

Indikatorsystemet omfatter en eller flere pH-
indikatorer. Vanligvis l¢ses indikatoren i en passende buffer.
Man kan ogsa anvende flere slike buffer/indikatorblandinger
som forandrer farge ved ulike pH-verdier. Bestemmelse av
melkens ureainnhold utfe¢res fortrinnsvis i form av en sakalt
dobbelttest. Fortrinnsvis er den aktuelle dobbelttestens
buffer/indikatorblandinger slik at ureainnhold < 20 mg/100 ml
ikke frembringer noen fargeforandring i noen av buffer/-
indikatorblandingene, men ved et innhold av 20-30 mg/100 ml
reagerer den ene buffer/indikatorblanding, og ndr urea finnes
i en mengde pa& over 30 mg/100 ml reagerer begge buffer/-
indikatorblandingene.

Fortrinnsvis inneholder hver buffer/indikatorblanding
fosfatbuffer, men av forskjellig konsentrasjon. Fortrinnsvis
inneholder fosfatbufferene natriumsalt av fenolre¢dt og
natriumsalt av bromtymolblatt, f.eks. med vektforhold 1:1. Den
ene fosfatbuffer er fortrinnsvis en 0,00025M og den andre en
0,00230M natriumdihydrogenfosfatbuffer.

Indikatorsystemet kan vere i fast eller flytende
form. Et indikatorsystem i flytende form kan skilles fra de
¢vrige reagenser med en folie som slipper gjennom gass. Folien
kan'f.eks. vere teflonr¢grtape eller teflonfilterfolie med en
porestoprrelse pa 0,5 um. Indikatorsystemet kan fortrinnsvis
bringes over i fast form ved hjelp av alginat og/eller ved at

det absorberes i et i filtrerpapir som far terke.
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Indikatorsystemet plasseres fortrinnsvis i lokket pa
et lukket kar. Lokket kan vare todelt slik at to ulike
buffer/indikatorblandinger kan plasseres i dette. Urease,
prove og base plasseres pad bunnen av karet og lokket lukkes
5 tett til. Etter en gitt tid avleses indikatorsystemets farge.
Fremgangsmaten ifgplge oppfinnelsen egner seg spesielt godt for
bestemmelse av ureainnholdet i melk, men ogsa andre prover,
slik som urinpre¢ver, kan vare aktuelle.

Oppfinnelsen belyses ved hjelp av fglgende eksempler.

10
Eksempel 1

Buffer/indikatorblanding I, som inneholder 25 mg
natriumsalt av fenolredt, 25 mg natriumsalt av bromtymolblatt
og 3 g alginat pr. 100 ml 0,00025M natriumdihydrogenfosfat,

15 trekkes opp i et filtrerpapir. Buffer/indikatorblanding II,
som er lik I med unntak av at natriumdihydrogenfosfatets kon-
sentrasjon er 0,00230M, trekkes opp i et annet filtrerpapir.
Papirene te¢rkes ved 90 °C i 60 min og plasseres deretter i et
todelt lokk pa et 10 ml kar med tettsluttende lokk, slik at

20 Papirene atskilles av en mellomvegg i lokket. Urease (ca. 60-
250 U) i fast eller flytende form plasseres pa bunnen av karet.
I karet tilsettes 1 ml melk og etter 2,5 min. tilsettes 0,5-1 ml
0,1M NaOH, hvoretter lokket legges pa. Etter 2,5 min. avleses
i lokket pd testkaret de fargene som er dannet av buffer/-

25 indikatorblandingene I og II. Resultatene sammenlignes med et
fargekart og tolkes i henhold til f¢lgende:

Fargekombinasjonen i lokket pa Prgpvens ureainnhold
provekaret mg/100 ml
30 -
gul/gul < 20
oransje-r¢pd/gul 20-30
oransje-r¢d/oransje-rod > 30
Eksempel 2

35
Ureainnholdet i 118 melkepr¢gver ble bestemt etter

fremgangsmdten ifgplge eksempel 1 og ved en spektrofotometrisk
referanseutforelse (Fawcett & Scott 1960, J. Clin. Path.
13:156). Resultatene vises i tabell 1.
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Tabell 1

Fordeling (stk.) av melkeprgver i
ulike klasser for ureainnhold

302387

Urea mg/100 ml < 20 20-30 >30
< 20 17 3 -
20-30 2 34 3
> 30 - 8 51
Referanseutfeprelse 19 45 54 118
totalt/stk.

Med fremgangsmaten ifglge oppfinnelsen ble 86,4 % av

provene klassifisert i rett klasse sammenlignet med referanse-

utfeprelsen. I tabell 2 vises en tilsvarende pr¢vefordeling

hvor det er tatt hensyn til det indre avvik (% 5 %) i

referanseutfprelsen. Derigjennom ble andelen rett klassifi-

serte prover 94,1 %.

Fordeling (stk.)

Tabell 2

av melkepro¢ver i

ulike klasser for ureainnhold

Urea mg/100 ml < 20 20-30 >30
< 20 18 1 -
20-30 1 40 1
> 30 - 4 53
Referanseutfeprelse 19 45 54 118
totalt/stk.
Eksempel 3

Ureainnholdet i 64 melkeprg¢gver ble bestemt ved hjelp

av testpinner av type Azostix® (Rierdrzl. Prax.

1985,
beregnet for gardsbruk, ovennevnte referanseutferelse,

13:559)

samt

fremgangsmaten ifplge oppfinnelsen. Resultatene vises tabel-

lene 3 og 4.
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Tabell 3

av melkeprgver i
ulike klasser for ureainnhold
ved hjelp av indikatorpinner

302387

[ T e——
Urea mg/100 ml < 20 20-30 >30
< 20 7 - -
20-30 6 21 5
> 30 - 1 24
Referanseutfprelse 13, 22 28 64
totalt/stk.

Ved hjelp av indikatorpinnene ble 82,8
(53/64) plassert i riktig klasse.

Tabell 4

=)

% av provene

Fordeling (stk.) av melkeprgver i ulike klasser

for ureainnhold med fremgangsmaten

ifplge oppfinnelsen

Urea mg/100 ml < 20 20-30 >30
< 20 13 2 -
20-30 - 17 2
> 30 - 3 27
Referanseutfeorelse 13 22 29 64
totalt/stk.

Med fremgangsmaten ifplge oppfinnelsen ble 89,1 %

provene (57/64) plassert i riktig klasse.

Eksempel 4

av

I et 4 ml kar ble det tilsatt 0,5 ml av den i
eksempel 1 nevnte buffer/indikatorblanding I i flytende form,

dvs.

folie med en poreste¢rrelse pa 0,5 pm.

kar ble det tilsatt 0,2 ml melk og ca.

15 U urease.

uten alginat. Karets munning ble dekket med en teflon-

I et annet tilsvarende

Etter 2,5

min. ble det tilfgrt 200/ul 0,1M NaOH. Karet med buffer/

indikatorblandingen og karet med prgven og de gvrige rea-

genser ble forenet ved at munningene ble stilt mot hverandre og
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karene tapet sammen slik at det ble oppnddd et helt lukket rom
hvor en gassgjennomtrengelig folie skilte buffer/indikator-
blandingen fra de ¢vrige reagenser. De sdledes forenede kar
fikk std i kontakt i ett min, hvoretter indikatorblandingens
farge ble avlest. En parallell bestemmelse ble utf¢rt med den
i eksempel 1 nevnte buffer/indikatorblanding II i flytende
form. Resultatet ble tolket pd samme mate som i eksempel 1.
Ureainnholdet for 24 melkepr¢ver ble bestemt. 87,5 % av
provene ble plassert i riktig klasse. Resultatene er vist i
tabell 5. |

Tabell 5

Fordeling (stk.) av melkepr¢ver i
ulike klasser for ureainnhold

Urea mg/100 ml < 20 20-30 > 30
< 20 6 - -
20-30 1 8 1
> 30 - 1 7
Referanseutfeorelse 7 9 8 24
totalt/stk.
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Patentkrayw

1. Fremgangsmate for bestemmelse av ureainnhold i

en prove, spesielt i melk, ved hjelp av urease, base og en
indikator, ‘

karakterisert ved at i det minste omsetnin-
gen med basen utfegres i et lukket rom hvor et indikatorsystem
er plassert slik at det ikke kommer i kontakt med de ¢vrige

reagenser.

2. Fremgangsmate ifgplge krav 1,
karakteriser t ved at i det minste omsetnin-
gen med basen utfgres i lukket kar hvor indikatorsystemet er

plassert i karets lokk.

3. Fremgéngsméte ifgplge krav 1,
karakterisert v ed at bestemmelsen utferes
som en dobbelttest ved at det anvendes et indikatorsystem som
omfatter to buffer/indikatorblandinger som forandrer farge ved

ulike pH-verdier.

4. Fremgangsmate ifgplge krav 3,
karakterisert ved at den ene buffer/-
indikatorblanding forandrer farge nar ureainnholdet er minst
20 mg/100 ml og den andre buffer/indikatorblanding forandrer

farge nar ureainnholdet overstiger 30 mg/100 ml.

5. Fremgangsmate ifplge krav 4,
karakterisert v ed at buffer/indikatorbland-
ingene inneholder to fosfatbuffere av forskjellig konsentra-

sjon.

6. Fremgangsmate ifgplge Krav 5,
karakterisert ved at fosfatbufferene inne-
holder natriumsalt av fenolrgdt og natriumsalt av bromtymol-
blatt i vektforholdet 1:1.
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7. Prgveanordning for bestemmelse av urea ved hjelp av
urease, base og en indikator,

karakterisert ved at den omfatter et lukket
rom hvor i det minste omsetningen med basen finner sted og
hvor et indikatorsystem er plassert slik at det ikke kommer i

kontakt med de ¢vrige reagenser.

8. Prgpveanordning if¢lge krav 7,
karakterisert ved at indikatorsystemet er i

fast form.

9. Prgpveanordning ifgplge krav 7,
karakterisert ved at den omfatter et gjen-
lukkbart kammer med indikatorsystemet plassert i lokket og de

gvrige reagenser pa bunnen.

10. Prgveanordning ife¢lge krav 7,
karakterisert ved at den omfatter de
reagenser ifplge krav 3-6 som er ng¢dvendige for & utfeore en
dobbelttest.
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