
Stalovi} B. and \or|evi} S. Med Data Rev 2013;5(1): 053-057

UVOD
Posle gasovitih otrova metali su na drugom

mestu kao najzna~ajniji uzro~nici profesionalnih
bolesti. Razlikuju se od drugih toksi~nih supstanci
po tome {to ih ~ovek niti ih je stvorio niti ih mo`e
uni{titi. Samo 17 elemenata, od ukupnog broja ele-
menata periodnog sistema su nemetali, 7 su metaloi-
di koji ~ine prelazni oblik izme|u metala i nemeta-
la a oko 80 elemenata pripada grupi metala.(1)

Od svih metala, te{ki metali su metali ~ija je
gustina >5 g/cm3. Nema jedinstvene definicije
te{kih metala, neki autori kao cut-off vrednost uzi-
maju i gustinu > 4 g/cm3.(2) Slika 1. Metali, nemetali i metaloidi
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Apstrakt
Toksi~nost metala je veoma zna~ajna sa aspekta profesionalne toksikologije jer su za met-
alne otrove prvenstveno vezana profesionalna, hroni~na trovanja do kojih dolazi usled
izlo`enosti metalnim parama ili ~esticama metala u toku razli~itih industrijskih procesa.
Klju~nu ulogu u proceni ekspozicije metalnim otrovima ima toksikolo{ka laboratorija ~iji
osnovni zadatak jeste kvalitativna i kvantitativna analiza te{kih metala u biolo{kom mater-
ijalu pomo}u odgovaraju}e analiti~ke tehnike. Naj~e{}e se kao uzorak koriste krv i urin.
Odre|ivanje te{kih metala u biolo{kom materijalu zahteva ve{tinu i iskustvo analiti~ara a
pre svega dobru opremljenost laboratorije. Naj~e{}e primenjivana metoda za odre|ivanje
te{kih metala u biolo{kom materijalu je atomska apsorpciona spektrometrija. Me|utim,
opti~ka emisiona spektrometrija sa induktivno kuplovanom plazmom (ICP/OES), kao
savremenija metoda, zbog brojnih prednosti u odnosu na atomsku apsorpcionu, dobija sve
ve}i zna~aj. 
Cilj ovog rada je da prika`e pripremu uzoraka mikrotalasnom digestijom i opti~ku emisionu
spektroskopiju sa induktivno kuplovanom plazmom (ICP/OES) kao metodu za identifikaci-
ju i odre|ivanje koncentracije te{kih metala u biolo{kom materijalu. 
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Prema biolo{koj funkciji koju imaju u organizmu dele se

na:
1. Esencijalne metale (Cu, Zn, Fe, Mn, Cr), neophodne

za `ivot, ~iji potpuni nedostatak ili smanjeno uno{enje mo`e
dovesti do ozbiljnih poreme}aja u funkcionisanju organizma
pa ~ak i smrti. Imaju vrlo va`ne uloge u organizmu: struktur-
na su komponenta enzima i deluju kao enzimski aktivatori.
Prisutni su u veoma niskim koncentracijama u organizmu
zbog ~ega se nazivaju elementima u tragu ili u ultratragu.
Samo u tim, niskim koncentracijama, ispoljavaju biolo{ke
funkcije a ako su prisutni u ve}im koncentracijama mogu
delovati toksi~no.

2. Neesencijalne metale (Pb, Al, Cd, Hg, As), nisu bio-
geni tj. nemaju nikakve biolo{ke funkcije u organizmu, ve}
deluju isklju~ivo toksi~no.(3)

[iroka rasprostranjenost te{kih metala u `ivotnoj i radnoj
sredini predstavlja ozbiljan zdravstveni i ekolo{ki problem
jer su toksi~ni, nisu biorazgradivi, imaju dugo poluvreme
`ivota u zemlji{tu i akumuliraju se u `ivi sistem kroz aktivni
lanac ishrane.(4)

Te{ki  metali se prirodno nalaze u zemlji{tu. U zemlji{te
dospevaju tro{enjem mati~ne stene iz koje su nastali ili
mogu dospeti antropogeno, kao posledica ljudske aktivnosti
(prvenstveno industrije, sagorevanjem fosilnih goriva, pri-
menom agrohemikalija, atmosferskom depozicijom), {to za
posledicu mo`e imati trajnu kontaminaciju zemlji{ta i pod-
zemnih i povr{inskih voda. U vodi mogu graditi te{ko ras-
tvorne karbonate, sulfate i sulfite koji se talo`e na dnu vo-
denih povr{ina gde dolazi do njihove akumulacije. Biljke
preuzimaju te{ke metale iz voda, zemlji{ta, ve{ta~kih |ubri-
va, pesticida. Kori{}enjem biljaka za ishranu `ivotinje unose
te{ke metale u svoj organizam i time zapo~inju biolo{ki pro-
cesi: bioakumulacija u biljkama i `ivotinjama i ugra|ivanje
u lanac ishrane.(5)

Toksikokinetika
Za metalne otrove su prvenstveno vezana profesionalna,

hroni~na trovanja do kojih dolazi usled izlo`enosti parama
ili ~esticama metala u toku razli~itih industrijskih procesa,
pa su glavni putevi unosa metalnih otrova u organizam res-
piratorni trakt i ko`a kod profesionalno eksponiranih osoba
i respiratorni i digestivni trakt za op{tu populaciju.

Za resorpciju te{kih metala iz vazduha najzna~ajniji je
unos preko respiratornog trakta gde se te{ki metali inha-
lacijom unose u obliku aerosola ili pare u plu}a odakle se
apsobuju u cirkulaciju i vezuju za proteine plazme, koji ih
distribuiraju do ciljnih organa gde ispoljavaju toksi~ne efek-
te. Resorpcija preko ko`e odvija se prolaskom kroz epider-
mis, folikul korena dlake ili kanale lojnih `lezda. 

Uglavnom se te{ki metali deponuju u ciljnom organu. Za
neke metale je karakteristi~no da se kumuluju u organizmu
(kadmijum u bubrezima ima biolo{ki polu`ivot 10-30 godi-
na a olovo u kostima 10 godina).

Najve}i procenat resorbovanih metala izlu~uje se urinom
u nepromenjenom obliku. Metali su metaboli~ki inertne sup-
stance, u organizmu ne podle`u transformaciji osim metaloi-
da (As, Sb i Se), pa se u urinu mogu na}i njihova organska i
neorganska jedinjenja.(6)

Toksikodinamika 
Toksi~nost metala je prvenstveno rezultat njihove inter-

akcije sa proteinima, lipidima, nukleinskim kiselinima, ve-
zuju se za slobodnu amino, hidroksilnu, karboksilnu, tiolnu
funkcionalnu grupu i time blokiraju funkcije biolo{ki aktiv-
nih jedinjenja. Svi metali deluju na jonske kanale. Neki met-
ali pospe{uju nastanak slobodnih radikala i time izazivaju
oksidativni stres. Kao protoplazmatski otrovi deluju na stru-
kture unutar }elija, vezuju se za sulfhidrilne grupe intracelu-
larnih proteina i inaktiviraju njihovu funkciju. Neki metali
ispoljavaju genotoksi~no a neki kancerogeno dejstvo, dok
pojedini mogu izazvati i reakcije preosetljivosti.(7)

Procena ekspozicije
Klju~nu ulogu u proceni ekspozicije metalnim otrovima

ima toksikolo{ka laboratorija koja kroz proces biomoni-
toringa vr{i laboratorijsku procenu statusa elemenata u orga-
nizmu. 

Najpouzdanija slika o statusu elementa u organizmu
dobija se istovremenim odre|ivanjem:

● koncentracije elementa u bilo{kom materijalu
● aktivnosti metaloenzima
● funkcionalno-morfolo{kog indeksa. 
Kao biolo{ki materijal za analizu te{kih metala naj~e{}e

se koriste krv (puna krv, serum ili plazma) i urin (24h ili jed-
nokratni uzorak).

Metali su u organizmu prisutni u jako niskim koncen-
tracijama pa posebnu pa`nju treba obratiti prilikom uzorko-
vanja i tretmana uzorka, jer brojni preanaliti~ki faktori mogu
ugroziti pouzdanost laboratorijskog rezultata. Mogu}a je
kontaminacija iz spolja{nje sredine jer su mnogi elementi u
tragu prisutni u laboratorijskoj okolini u ng ili ~ak ìg koli-
~inama. Pri analizi, nephodno je koristiti opremu od plastike
ili borosilikatnog stakla i reagense visokog stepena ~isto}e:
supra i ultrapur ~iste reagense.(8)

Priprema uzorka
Kako su metali u organizmu vezani za organske mole-

kule prvenstveno za ligande molekula proteina i to najve}im
delom za albumin, u takvom obliku ih je nemogu}e dokaza-
ti. Potrebno ih je prevesti u jonsko stanje, {to se posti`e min-
eralizacijom ili razaranjem. Savremeni postupak razaranja
jeste razaranje pomo}u mikrotalasne pe}nice.(9)

Mikrotalasna mokra digestija u zatvorenom sistemu
koristi mikrotalasnu energiju za zagrevanje rastvara~a, koji
u kontaktu sa uzorkom prevodi uzorak u rastvor. Mokra
digestija, za razliku od suvog spaljivanja na visokim temper-
aturama, koristi hemijske reagense odnosno oksiduju}e i
neoksiduju}e kiseline. Izbor kiseline zavisi od prirode
matriksa uzorka. Naj~e{}e se kao oksidacioni agens koristi
azotna kiselina. Metali se pomo}u nje prevode i nitrate koji
se lako ra-zaraju.(10)

Uzorci koji sadr`e visok procenat organskog materijala
(biolo{ki materijal, hrana, botani~ki materijal) proizvode
obilne koli~ine gasovitih proizvoda i zahtevaju vi{e temper-
ature razaranja da bi se razorile u potpunosti. 

Digestija uzoraka bogatih:
● ugljenim hidratima vr{i na 140 °C
● protenima na 150 °C
● mastima na T >170 °C.
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Ovakvi uzorci pove}avaju pritisak unutar kivete jer

dolazi do osloba|anja CO2 zbog ~ega je neophodna stroga
kontrola pritiska pomo}u temperaturnog senzora.(11)

Slika 2. Razaranje krvi prema Milestone application note 
HPR-CL-03

Na slici 2. je prikazana metoda razaranja krvi iz koje za-
pa`amo da je mala koli~ina uzorka potrebna za analizu
(< 1,5ml). Reagens za digestiju je koncentrovana azotna
kiselina i vodonik peroksid koji ima ulogu da oslobodi uzo-
rak od azotovih oksida. Sistem temperaturu razaranja od 180
°C posti`e za 10 min a potom je odr`ava narednih 15 min.
Celokupan proces razaranja traje 25 min. Proces se prati sve
vreme dok traje digestija pomo}u softvera instaliranog na
kontrolnom terminalu koji je direktno povezan sa ure|ajem.

ICP-OES
ICP-OES je opti~ka emisiona spektrometrija sa induk-

tivno kuplovanom plazmom. Zasniva na merenju intenziteta
emitovane svetlosti. Zahteva veoma male koli~ine uzorka i
mogu}e je detektovati veoma niske koncentracije elemena-
ta: 

● u parts per million (ppm) = mg/L = µg/ml 
● u parts per billion (ppb) = µg/L = ng/ml.
Princip: 
Atomi iz uzorka primaju energiju plazme i prelaze u

pobu|eno stanje. Povratkom u osnovno stanje emituju elek-
tromagnetno zra~enje ta~no odre|ene talasne du`ine, karak-
teristi~ne za dati element. Intenzitet emitovane svetlosti je
proporcionalan broju pobu|enih atoma odnosno koncen-
traciji elementa.

Slika 3. Emisija zra~enja

Te~ni uzorak se pomo}u peristalti~ke pumpe upumpava
u nebulajzer koji rastvor pretvara u aerosol, ~estice dijame-
tra od 1-10 ìm. Sprej komora uklanja velike kapi, a male
kapi, koje ~ine svega 1-5% od ukupnog rastvora, bivaju
no{ene strujom nebulajzer gasa u ICP Torch odnosno plaz-
ma plamenik.

Plazma plamenik se sastoji od tri koncentri~ne kvarcne
cevi:

● kroz unutra{nju cev struju nebulajzer gas, struja arg-
ona (Ar) koja ima laminarni protok i koja injektuje uzorak u
plazmu

● kroz srednju cev struji pomo}ni gas, struja Ar koja ima
tangencijalni protok i slu`i za hla|enje te cevi

● kroz spolja{nju cev struji gas za hla|enje, tangencijal-
na struja Ar koja hladi zidove kvarcne cevi, stabilizuje i cen-
trira plazmu.

Na vrhu cevi nalazi se vodom hla|eni indukcijski kalem
koji napaja radiofrekventni generator.(12)

Slika 4. Plazma plamenik
[ta je plazma?
Plazma je ~etvrto agregatno stanje, stanje visoko jonizo-

vanog gasa. 
Argonska plazma je elektroprovodljiv, visokojonizovan

gas koji sadr`i veliku koli~inu jona i elektrona argona.

Slika 5. Plazma - ~etvrto agregatno stanje
Za{to ba{ Ar ?Ar je prirodni, plemeniti, hemijski inertan gas koji ne

reaguje sa jonima iz uzorka, ima visoku energiju jonizacije,
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emituje jednostavne spektre i mo`e da ekscitira ve}inu ele-
menata periodnog sistema.

Plazma se uklju~uje kratkotrajnim uklju~ivanjem Tesli-
nog pra`njenja a zatim dok prolazi kroz polje oko induk-
cionog kalema koje proizvodi RF generator. Uloga polja
jeste da jonizuje gas i da odr`ava plazmu stabilnom.

Atomi i elektroni iz uzorka u sudaru sa jonima i elektron-
ima plazme primaju energiju i prelaze u pobu|eno stanje.
Vra}anjem u osnovno stanje emituju energiju u obliku
karakteristi~nog linijskog spektra. Temperatura plazme vari-
ra od 5-8000 K pa se zbog visokih temperatura u ICP izvo-
rima dobijaju veoma slo`eni spektri koji se potom analizira-
ju pomo}u spektrometra. (13)

Spektrometar: Echelle polihromator
Spektrometar je opti~ki sistem visoke rezolucije koji

pomo}u disperzionog elementa (difrakcione re{etke i kvarc-
ne prizme) propu{ta svetlosni zrak na nekoliko talasnih
du`ina istovremeno. Kako se sastoji od velikog broja izlaz-
nih razreza ovaj sistem ima veliku mo} rezolucije, {to je
posebna prednost u odnosu na atomsku apsorpcionu gde se
koriste izvori zra~enja specifi~ni za dati element i gde se
{irina razreza monohromatora pode{ava tako da propusti
samo jednu, rezonantnu talasnu du`inu. Tako|e, echelle
sablon je zasnovan na dvodimenzionalnoj separaciji emito-
vane svetlosti: u UV i VIS delu spektra. 

CID (Charge Injection Devise) Detektor
Registruje stvorenu fotostruju ~ija je ja~ina srazmerna

intenzitetu emitovane svetlosti odnosno koncentraciji ele-
menta u uzorku. (14)

Kvantitativna analiza
Kvantitativna analiza se vr{i pomo}u metode kalibra-

cione krive gde se nepoznata koncentracija elementa izra-
~unava pore|enjem intenziteta emisije ispitivanog uzorka sa
standardima. Izbor radne talasne duzine zavisi od prirode
matriksa uzorka i mogu}ih interferencija na izabranim talas-
nim du`inama. 

Zbog minimiziranja uticaja matriksa i ve}e ostetljivosti
metode kada je re~ o uzorcima koji sadr`e jako niske kon-
centracije elemenata koje su ispod limita kvantifikacije

metode kalibracione krive neophodno je kreirati metodu
dodatog standarda. Pomo}u ove metode nepoznata koncen-
tracija elementa se izra~unava na osnovu nagiba prave koja
koreli{e merene intenzitete sa koncentracijama dodatim u
uzorke.

ZAKLJU^AK
Zbog svoje velike osetljivosti i mogu}nosti odre|ivanja

tragova metala u razli~itim uzorcima ova metoda je na{la
{iroku primenu u svim granama toksikologije:

● u profesionalnoj toksikologiji za ranu dijagnostiku
profesionalnih bolesti

● u klini~koj toksikologiji za dijagnozu bolesti i pra}enje
efekata terapije  

● u sudskoj toksikologiji gde naro~ito treba biti oprezan
jer pozitivni nalaz u le{nom materijalu nije siguran dokaz
trovanja po{to su brojni metali normalni sastojak biljnog,
`ivotinjskog sveta, pa ~ak i ~ove~ijeg organizma

● u ekotoksikologiji odnosno toksikologiji `ivotne sre-
dine gde se te{ki metali odre|uju u vodama, rekama, pija}oj
vodi, vazduhu, nafti...

● u toksikologiji `ivotnih namirnica u namirnicama,
vo}u, povr}u, vitaminama i predmetima za op{tu upotrebu.

Slika 6. Disperzija  i detekcija zra~enja

Abstract
Toxicity of metals is very important in terms of professional toxicology. The heavy metals
poisons are primarily related to chronic poisoning that occurs with exposure to fumes or
particles of metals through the various industrial processes in the workplace. The toxicol-
ogy laboratory play an important role in the assessment of exposure to metals whose main
task is biological monitoring to metals and qualitative and quantitative analysis of heavy
metals in biological material using appropriate analytical techniques. Blood and urine are
the most used samples for the determination of heavy metals.
Detemination of heavy metals in biological samples requires skills and experience of ana-
lysts and primarily good equipment laboratories. Atomic apsorption spectrometry is one of
the most used method for determination of of a metal concentration in biological samples.
However, inductively coupled plasma/optical emission spectrometry (ICP/OES) like a
more effective method becomes more important.
The paper describes samples preparation with microwave digestion and inductively cou-
pled plasma/optical emission spectrometry like an analytical technique for determination
of heavy metals in biological samples. 
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