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Apstrakt

Toksi¢nost metala je veoma znacajna sa aspekta profesionalne toksikologije jer su za met-
alne otrove prvenstveno vezana profesionalna, hroni¢na trovanja do kojih dolazi usled
izlozenosti metalnim parama ili ¢esticama metala u toku razli¢itih industrijskih procesa.
osnovni zadatak jeste kvalitativna i kvantitativna analiza teSkih metala u bioloskom mater-
ijalu pomodu odgovarajuce analiticke tehnike. Najcescée se kao uzorak koriste krv i urin.
Odredivanje teskih metala u bioloSkom materijalu zahteva vestinu i iskustvo analiticara a
pre svega dobru opremljenost laboratorije. NajceS¢ée primenjivana metoda za odredivanje
teskih metala u bioloskom materijalu je atomska apsorpciona spektrometrija. Medutim,
opticka emisiona spektrometrija sa induktivho kuplovanom plazmom (ICP/OES), kao
savremenija metoda, zbog brojnih prednosti u odnosu na atomsku apsorpcionu, dobija sve
vedi znacaj.

Cilj ovog rada je da prikaze pripremu uzoraka mikrotalasnom digestijom i opti¢ku emisionu
spektroskopiju sa induktivno kuplovanom plazmom (ICP/OES) kao metodu za identifikaci-
ju i odredivanje koncentracije teskih metala u bioloskom materijalu.

UvoD

Posle gasovitih otrova metali su na drugom
mestu kao najznacajniji uzro€nici profesionalnih
bolesti. Razlikuju se od drugih toksi¢nih supstanci
po tome Sto ih Govek niti ih je stvorio niti ih moze METALI
unistiti. Samo 17 elemenata, od ukupnog broja ele-
menata periodnog sistema su nemetali, 7 su metaloi-
di koji Cine prelazni oblik izmedu metala i nemeta-
la a oko 80 elemenata pripada grupi metala.(1)

Od svih metala, teski metali su metali ¢ija je
gustina >5 g/cm3. Nema jedinstvene definicije

- NEMETALI METALOIDI
-V-H“"-k

teSkih metala, neki autori kao cut-off vrednost uzi-

maju i gustinu > 4 g/cm3.(2)
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Slika 1. Metali, nemetali i metaloidi
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Prema bioloskoj funkciji koju imaju u organizmu dele se
na:

1. Esencijalne metale (Cu, Zn, Fe, Mn, Cr), neophodne
za zivot, ¢iji potpuni nedostatak ili smanjeno unosSenje moze
dovesti do ozbiljnih poremedaja u funkcionisanju organizma
pa ¢ak i smrti. Imaju vrlo vazne uloge u organizmu: struktur-
na su komponenta enzima i deluju kao enzimski aktivatori.
Prisutni su u veoma niskim koncentracijama u organizmu
zbog Cega se nazivaju elementima u tragu ili u ultratragu.
Samo u tim, niskim koncentracijama, ispoljavaju bioloske
funkcije a ako su prisutni u veéim koncentracijama mogu
delovati toksi¢no.

2. Neesencijalne metale (Pb, Al, Cd, Hg, As), nisu bio-
geni tj. nemaju nikakve bioloske funkcije u organizmu, veé
deluju isklju¢ivo toksi¢no.(3)

Siroka rasprostranjenost teskih metala u Zivotnoj i radnoj
sredini predstavlja ozbiljan zdravstveni i ekoloski problem
jer su toksicni, nisu biorazgradivi, imaju dugo poluvreme
zivota u zemljistu i akumuliraju se u zivi sistem kroz aktivni
lanac ishrane.(®)

Teski metali se prirodno nalaze u zemljistu. U zemljiSte
dospevaju troSenjem 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 moze imati trajnu kontaminaciju zemljiSta i pod-
zemnih 1 povrsinskih voda. U vodi mogu graditi tesko ras-
tvorne karbonate, sulfate i sulfite koji se taloze na dnu vo-
denih povrsina gde dolazi do njihove akumulacije. Biljke
preuzimaju teske metale iz voda, zemljista, vestackih dubri-
va, pesticida. Koris¢enjem biljaka za ishranu zivotinje unose
teske metale u svoj organizam i time zapocinju bioloski pro-
cesi: bioakumulacija u biljkama i Zivotinjama i ugradivanje
u lanac ishrane.(5)

Toksikokinetika

Za metalne otrove su prvenstveno vezana profesionalna,
hroni¢na trovanja do kojih dolazi usled izlozenosti parama
ili Cesticama metala u toku razli¢itih industrijskih procesa,
pa su glavni putevi unosa metalnih otrova u organizam res-
piratorni trakt i koza kod profesionalno eksponiranih osoba
i respiratorni i digestivni trakt za opstu populaciju.

Za resorpciju teskih metala iz vazduha najznacajniji je
unos preko respiratornog trakta gde se teski metali inha-
lacijom unose u obliku aerosola ili pare u pluéa odakle se
apsobuju u cirkulaciju i vezuju za proteine plazme, koji ih
distribuiraju do ciljnih organa gde ispoljavaju toksi¢ne efek-
te. Resorpcija preko koze odvija se prolaskom kroz epider-
mis, folikul korena dlake ili kanale lojnih Zlezda.

Uglavnom se teski metali deponuju u ciljnom organu. Za
neke metale je karakteristicno da se kumuluju u organizmu
(kadmijum u bubrezima ima bioloski poluzivot 10-30 godi-
na a olovo u kostima 10 godina).

Najvedi procenat resorbovanih metala izlucuje se urinom
u nepromenjenom obliku. Metali su metabolicki inertne sup-
stance, u organizmu ne podlezu transformaciji osim metaloi-
da (As, Sb i Se), pa se u urinu mogu naci njihova organska i
neorganska jedinjenja.(6)
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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 bioloski aktiv-
nih jedinjenja. Svi metali deluju na jonske kanale. Neki met-
ali pospesuju nastanak slobodnih radikala i time izazivaju
oksidativni stres. Kao protoplazmatski otrovi deluju na stru-
kture unutar celija, 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

Kljuénu ulogu u proceni ekspozicije metalnim otrovima
ima toksikoloSka laboratorija koja kroz proces biomoni-
toringa vrsi laboratorijsku procenu statusa elemenata u orga-
nizmu.

Najpouzdanija slika o statusu elementa u organizmu
dobija se istovremenim odredivanjem:

® koncentracije elementa u biloskom materijalu

® aktivnosti metaloenzima

® funkcionalno-morfoloskog indeksa.

Kao bioloski materijal za analizu teskih metala najcesce
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 paznju treba obratiti prilikom uzorko-
vanja i tretmana uzorka, jer brojni preanaliticki faktori mogu
ugroziti pouzdanost laboratorijskog rezultata. Moguca je
kontaminacija iz spoljasnje sredine jer su mnogi elementi u
tragu prisutni u laboratorijskoj okolini u ng ili ¢ak ig koli-
¢inama. Pri analizi, nephodno je koristiti opremu od plastike
ili borosilikatnog stakla i reagense visokog stepena Cistoce:
supra i ultrapur &iste reagense.(®)

Priprema uzorka

Kako su metali u organizmu vezani za organske mole-
kule prvenstveno za ligande molekula proteina i to najveéim
delom za albumin, u takvom obliku ih je nemoguée dokaza-
ti. Potrebno ih je prevesti u jonsko stanje, Sto se postize min-
eralizacijom ili razaranjem. Savremeni postupak razaranja
jeste razaranje pomocu mikrotalasne pecnice.(®)

Mikrotalasna mokra digestija u zatvorenom sistemu
koristi mikrotalasnu energiju za zagrevanje rastvaraca, koji
u kontaktu sa uzorkom prevodi uzorak u rastvor. Mokra
digestija, za razliku od suvog spaljivanja na visokim temper-
aturama, koristi hemijske reagense odnosno oksidujuce i
neoksidujuée kiseline. Izbor kiseline zavisi od prirode
matriksa uzorka. Najcesce se kao oksidacioni agens koristi
azotna kiselina. Metali se pomocu nje prevode i nitrate koji
se lako ra-zaraju.(10)

Uzorci koji sadrze visok procenat organskog materijala
(bioloski materijal, hrana, botani¢ki materijal) proizvode
obilne koli¢ine gasovitih proizvoda i zahtevaju vise temper-
ature razaranja da bi se razorile u potpunosti.

Digestija uzoraka bogatih:

® ugljenim hidratima vrsi na 140 °C
® protenima na 150 °C
® mastima na T>170 °C.
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Ovakvi uzorci povecavaju pritisak unutar kivete jer
dolazi do oslobadanja CO, zbog cega je neophodna stroga

kontrola pritiska pomocu temperaturnog senzora.(11)
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Slika 2. Razaranje krvi prema Milestone application note
HPR-CL-03

Na slici 2. je prikazana metoda razaranja krvi iz koje za-
pazamo 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 postize za 10 min a potom je odrzava narednih 15 min.
Celokupan proces razaranja traje 25 min. Proces se prati sve
vreme dok traje digestija pomocu softvera instaliranog na
kontrolnom terminalu koji je direktno povezan sa uredajem.

ICP-OES

ICP-OES je opticka emisiona spektrometrija sa induk-
tivno kuplovanom plazmom. Zasniva na merenju intenziteta
emitovane svetlosti. Zahteva veoma male koli¢ine uzorka i
moguce je detektovati veoma niske koncentracije elemena-
ta:

® u parts per million (ppm) = mg/L = ug/ml

® u parts per billion (ppb) = ug/L = ng/ml.

Princip:

Atomi iz uzorka primaju energiju plazme i prelaze u
pobudeno stanje. Povratkom u osnovno stanje emituju elek-
tromagnetno zracenje taéno odredene talasne duzine, karak-
teristi¢ne za dati element. Intenzitet emitovane svetlosti je
proporcionalan broju pobudenih atoma odnosno koncen-
traciji elementa.

POBUBENO STANJE

<

OSNOVNO (NEFOBUDENO) STANJE

Slika 3. Emisija zracenja
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Tecni uzorak se pomocu peristalticke pumpe upumpava
u nebulajzer koji rastvor pretvara u aerosol, Cestice dijame-
tra od 1-10 im. Sprej komora uklanja velike kapi, a male
kapi, koje ¢ine svega 1-5% od ukupnog rastvora, bivaju
nosene strujom nebulajzer gasa u ICP Torch odnosno plaz-
ma plamenik.

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

©® kroz unutrasnju cev struju nebulajzer gas, struja arg-
ona (Ar) koja ima laminarni protok i koja injektuje uzorak u
plazmu

® kroz srednju cev struji pomocni gas, struja Ar koja ima
tangencijalni protok i sluzi za hladenje te cevi

® kroz spoljasnju cev struji gas za hladenje, tangencijal-
na struja Ar koja hladi zidove kvarcne cevi, stabilizuje i cen-
trira plazmu.

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

plazma
—_—T
el X
: . RF kalem
Gas za hladenje
Pomocni gas
Nebulajzer
gas
Slika 4. Plazma plamenik
Sta je plazma?
Plazma je Cetvrto agregatno stanje, stanje visoko jonizo-
vanog gasa.

Argonska plazma je elektroprovodljiv, visokojonizovan
gas koji sadrzi veliku koli¢inu jona i elektrona argona.
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Slika 5. Plazma - Cetvrto agregatno stanje
Zasto bas 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 moze da ekscitira vecinu ele-
menata periodnog sistema.

Plazma se ukljucuje kratkotrajnim ukljuc¢ivanjem Tesli-
nog praznjenja a zatim dok prolazi kroz polje oko induk-
cionog kalema koje proizvodi RF generator. Uloga polja
jeste da jonizuje gas i da odrzava plazmu stabilnom.

Atomi i elektroni iz uzorka u sudaru sa jonima i elektron-
ima plazme primaju energiju i prelaze u pobudeno stanje.
Vradanjem 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 slozeni spektri koji se potom analizira-
ju pomodu spektrometra. (13)

Spektrometar: Echelle polihromator

Spektrometar je opti¢ki sistem visoke rezolucije koji
pomocu disperzionog elementa (difrakcione resetke i kvarc-
ne prizme) propusta svetlosni zrak na nekoliko talasnih
duzina istovremeno. Kako se sastoji od velikog broja izlaz-
nih razreza ovaj sistem ima veliku moé rezolucije, $to je
posebna prednost u odnosu na atomsku apsorpcionu gde se
koriste izvori zracenja specificni za dati element i gde se
Sirina razreza monohromatora podesava tako da propusti
samo jednu, rezonantnu talasnu duzinu. Takode, 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 jaCina srazmerna
intenzitetu emitovane svetlosti odnosno koncentraciji ele-
menta u uzorku. (14)

Kvantitativna analiza

Kvantitativna analiza se vr$i pomocu metode kalibra-
cione krive gde se nepoznata koncentracija elementa izra-
cunava poredenjem intenziteta emisije ispitivanog uzorka sa
standardima. Izbor radne talasne duzine zavisi od prirode
matriksa uzorka i mogucih interferencija na izabranim talas-
nim duzinama.

Zbog minimiziranja uticaja matriksa i vece ostetljivosti
metode kada je re¢ o uzorcima koji sadrze jako niske kon-
centracije elemenata koje su ispod limita kvantifikacije
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Slika 6. Disperzija i detekcija zracenja
metode kalibracione krive neophodno je kreirati metodu
dodatog standarda. Pomocu ove metode nepoznata koncen-
tracija elementa se izraunava na osnovu nagiba prave koja
korelise merene intenzitete sa koncentracijama dodatim u
uzorke.

ZAKLJUCAK

Zbog svoje velike osetljivosti i mogucnosti odredivanja
tragova metala u razli¢itim uzorcima ova metoda je nasla
Siroku primenu u svim granama toksikologije:

® u profesionalnoj toksikologiji za ranu dijagnostiku
profesionalnih bolesti

® u klinickoj toksikologiji za dijagnozu bolesti i pracenje
efekata terapije

® u sudskoj toksikologiji gde narodito treba biti oprezan
jer pozitivni nalaz u leSnom materijalu nije siguran dokaz
trovanja posto su brojni metali normalni sastojak biljnog,
zivotinjskog sveta, pa ¢ak i Covecijeg organizma
dine gde se teski metali odreduju u vodama, rekama, pijacoj
vodi, vazduhu, nafti...

vocu, povrcu, vitaminama i predmetima za opstu upotrebu.

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.

Aktuelne teme/ Current topics



Medicinska revija MO Medical review

LITERATURA

1. Hogan M. Heavy metal. The
Encyclopedia of Earth, 2010. E. Monosson &
C. Cleveland. Washington, D.C

2. Duffus JH, "Heavy metals” - a meaning-
less term? (IUPAC Technical Report), Pure and
Applied Chemistry, 2002; 74: 793-807

3. Majkié¢ N, Medicinska biohemija, 2006,
Beograd

4. Scragg AH, Environmental
Biotechnology, 2006, Oxford University, Press,
UK, 2nd edition

5. Jovanovic¢ J, Doktorska disertacija:
Pracenje efekata hroni¢ne intoksikacije teskim
metalima (Cd, Pb, Cu) i protektivne uloge
suplemenata S-donor liganada preko aktivnosti

Stalovi¢ B. and Pordevic¢ S. Med Data Rev 2013;5(1): 053-057

endonukleaza i sekundarnog produkta lipidne
peroksidacije, 2012, Prirodno-matematicki
fakultet, Univerzitet u Nisu

6. Vidakovic¢ A, Profesionalne bolesti izaz-
vane hemijskim agensima, Medicina rada II,
1997:647-739

7. Bulat Z, Mehanizmi toksi¢nosti otrova,
Toksikologija sa analitikom, 2010/11, Beograd

8. Robert MP, Technical considerations for
sampling and sample preparation of biomedical
samples for trace element analysis, J. Res. Natl.
Bur. Stand., 1986;91(2): 51-57

9. Matovié V, Toksikologija metala, 2010,
Skripta Farmaceutskog fakulteta

10. Kerkez B, Novi trendovi u pripremi
uzoraka za analizu neorganskih parametara,
2011, Water Workshop

057

11. Cornelis B. Heinzow B, Herber RFM,
Christensen M, Paulsen M, Sabbion E,
Templeton M, Thomassen Y, Vahter M,
Vesterberg O, Sample collection guidelines for
trace elements in blood and urine, (Technical
Report), 1995, Pure & Appl. Chem., 67: 1575-
1608

12. Manning TJ, Grow WR, Inductively
Coupled Plasma- Atomic Emission
Spectrometry, 1997, Journals Spinger-Verglas
New York,

13. Montaser A, Golightly DW, Inductively
Coupled Plasmas in Analytical Atomic
Spectrometry; 1988, VCH Publishers: New
York,

14. Ingel JD, Crouch SR, Spectrochemical
Analysis; Prentice Hall: New Jersey, 1988

B Rad je primljen 06.02.2013. Prihvacen 12.02.2013.




