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Razvijena je jednostavna i osetljiva metoda za odredivanje aluminijuma u
serumu elektrotermalnom atomskom apsorpcionom spektrofotometrijom. U
literaturi postoje kontradiktorni podaci o analititkim uslovima zbog ega je u
ovom radu izvrSeno njihovo ispitivanje. Metoda se sastoji u jednostavnom
razblaZzivanju uzorka sa 0,05% Triton X-100 i atomizaciji uzorka na zidu
piroliticki presvulene kivete. Osetljivost metode je oko 1 pg/L, a preciznost
<11%. Za kalibraciju se preporu¢uje metoda dodatka standarda, ali je
takode moguce koristiti bazdarnu krivu konstruisanu dodacima aluminijuma
u serum sa niskom koncentracijom ovog elementa.

Kljuéne reci: atomski apsorpcioni spektrofotometar, elektrotermalni atomizer,
hemodijaliza, serodijagnostika, toksi¢nost aluminija, toksikologija.

Sve do sredine sedamdesetih godina o toksi¢nosti aluminijuma nije se mnogo pisalo
niti su se vrsila istraZivanja na tom polju, mada je jo§ 1921. godine (1) opisan sluéaj
trovanja aluminijom sa svim karakteristi¢cnim simptomima. Tek saznanjem da je
aluminijum verovatni uzro¢nik encefalopatije i osteomalacije kod pacijenata sa
hroni¢nim oste¢enjem bubrega koji su duZe vremena na hemodijalizi (2), preduzeta su
vrlo intenzivna istrazivanja i doslo se do mnogo potpunijeg shvatanja toksi¢nog dejstva
ovog elementa. Uzrok trovanja moze biti povecan sadrzaj aluminijuma u dijalizatorskoj
tetnosti kao posledica kontaminacije vode ili hemikalija, kada koncentracionim
gradijentom dolazi do njegovog prolaska kroz dijalizatorsku membranu u cirkulaciju.
Aluminijum se u plazmi veZe za proteine i kao takav postaje nedifuzibilan, $to je uzrok
njegovog nagomilavanja u organizmu. Drugi izvor intoksikacije je upotreba lekova na
bazi aluminijum hidroksida koji se koriste oralno u cilju spre¢avanja resorpcije fosfata iz
digestivnog trakta kod pacijenata na dijalizi. lako je resorpcija Al iz digestivnog trakta
mala, usled osteenja bubrega izlucivanje je znaajno smanjeno, §to opet dovodi do
nagomilavanja ovog elementa. Alzheimerova bolest se takode dovodi u vezu sa
toksi¢nim dejstvom aluminijuma (3). Povecana koli¢ina aluminijuma u serumu srece se
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u svim slucajevima intoksikacije ovim elementom. IzraZenost simptoma trovanja u
direktnoj je zavisnosti od njegove koncentracije u serumu. Iz tog proizlazi da
odredivanje aluminijuma u serumu ima veliki dijagnosticki znacaj u prevenciji trovanja.

Elektrotermalna atomska apsorpciona spektrofotometrija (ETAAS) jeste metoda
izbora za odredivanje aluminijuma u serumu s obzirom na izuzetno male kolidine
analita u bioloSkom materijalu i velike probleme u vezi sa kontaminacijom (4, 5).
Induktivno spregnuta argonska plazma navodi se u literaturi kao druga prihvatljiva
metoda (6). Kako su u literaturi podaci o analitickim uslovima prili¢no kontradiktorni,
cilj ovog rada je bio ispitivanje svih relevantnih analitickih parametara i iznalaZenje
najpogodnijih za odredivanje aluminijuma u serumu.

MATERIJAL I METODE

Materijal

Uzorci za analizu uzimani su od zdravih ljudi koji nisu bili eksponirani aluminijumu
i pacijenata sa hemodijalize. Za ispitivanje preciznosti sjedinjen je veéi broj seruma sa
malom koli¢inom aluminijuma. Na isti nalin je napravljen srednji uzorak sa
povecanom kolifinom aluminijuma. Za venepunkciju su upotrebljene Celi¢ne igle i
prvih 1—2 ml krvi je odbacivano. Krv je sakupljana u staklene epruvete za
centrifugiranje i centrifugirana. Automatskom pipetom serumi su odvojeni u plasti¢ne
epruvete koje su potom zatvarane parafilmom i do momenta analiziranja ¢uvane u
zamrzivacu na —20 °C.

Pranje laboratorijskog posuda

Laboratorijsko posude i sav pribor koji dolazi u kontakt sa uzorkom potapa se preko
noci u 3M nitratnu kiselinu i sutradan dobro ispere u demineralizovanoj vodi specifiéne
elektricne otpornosti 18 MQ-cm. Sudovi se sue u susioniku, a nakon hladenja na
sobnoj temperaturi pakuju u polictilenske kese kako bi se sprecila kontaminacija
pra§inom. Stakleno laboratorijsko posude treba izbegavati i kad god je moguéde
upotrebiti plasti¢no. Pre upotrebe sudove uvek treba proveriti na &istocu.

Aparatura

Sva odredivanja vrSena su na atomskom apsorpcionom spektrofotometru
Perkin-Elmer model 5000 i elektrotermalnom atomizeru HGA 500. Uzorci su
unoseni u grafitnu kivetu pomoéu uredaja za automatsko unosenje uzoraka AS 40, a
signal registrovan na pisacu Model 56 i racunaru DS 3600 koji je bio vezan sa ploterom
Hewlett Packard 7225A. Osnovni instrumentalni parametri su: izvor svetla — Suplja
katoda, struja lampe 25 mA, talasna duZina 309,3 nm (alternativna talasna duzina 396,2
nm), spektralna $irina izlaznog proreza 0,7 nm, i registrovanje visine pika. Parametri na
atomizeru prikazani su u tabeli 1. Protok argona kroz grafitnu kivetu u svim koracima je
300 ml/min osim u momentu atomizacije kada iznosi 20 ml/min. Zapremina
razblaZenog uzorka koja se unosi u grafitnu kivetu je 20 pl.

56



Radafevid, P. Odredivanje aluminijuma u serumu elektrotermalnom atomskom apsorpeionom spektrofotometrijom
Arh hig rada toksikol, vol. 42 (1991) br. 1, str. 55—64

Tabela 1.

Osnovni parametri elektrotermalnog atomizera HGA 500

Temgeratura Vreme zagrevanja Drzanje na
o

) (s) temperaturi (s)
Susenje 1 100 15 10
Susenje 2 120 5 5
Spaljivanje 1 700 15 10
Spaljivanje 2 1600 10 10
Atomizacija 2500 0 i
Ispiranje 2700 1 4
Hladenje 30 1 9

Reagensi

Kao osnovni analiticki standardni rastvor upotrebljen je Merckov originalni rastvor
napravljen od AICl;, koncentracije 1 g Al/L. Rastvor za razblazivanje predstavlja 0,05%
Triton X-100 (Sigma) u demineralizovanoj vodi. Radni analiticki standardni rastvori
koncentracije 12,5 pg/L i 25 pg/L u 0,05% Triton X-100 upotrebljeni su u metodi
dodatka standarda za dodatke +25 pg/L i +50 pg/L kada je serum razblaZivan sa
dvostrukom zapreminom ovih rastvora.

Priprema uzoraka

Priprema uzoraka se sastoji u jednostavnom razblazivanju seruma u sledecem
odnosu: 0,2 ml seruma + 0,4 ml rastvora za razblazivanje.

REZULTATI I DISKUSIJA

Priprema uzoraka za analizu

Razblazivanjem seruma znadajno se smanjuje mogucnost kontaminacije uzorka jer su
postupci pripreme vrlo jednostavni. Upotrebljava se minimalna koli¢ina laboratorijskih
sudova, a u uzorak se unose vrlo male koli¢ine hemikalija visokog stepena Cistoce.
Pored ovog postoje i drugaCiji prilazi gde se kao vrsta pripreme koristi taloZenje
proteina pomocu kiselina (7), razaranje organskog materijala oksidacionim sredstvima
(8) ili razgradnja tkivnih proteina tetrametil amonijum hidroksidom (9). Ipak, najveci
broj autora se slaze da su razblaZivanja seruma rastvorima: 0,14% MgNO; u 0,2%
Triton X-100 (10), smeSom 0,01 M HNO; u 0,1% Triton X-100 (11, 12), dvostruko
destilovanom vodom (13), smesom (NH,),SO,, EDTA i Triton X-100 (14, 15),
najpogodniji nacini pripreme uzoraka za analizu aluminijuma.

Kao sredstvo za razblaZivanje ispitali smo 0,05 M HNO, i rastvor povrsinski aktivne
materije Triton X-100. Primena razblaZene kiseline nije pogodna jer uslovljava
delomiéno taloZenje proteina, koje se uo¢ava opalescencijom seruma. Aluminijum je
vezan na serumske proteine pa se na ovaj nacin gubi iz uzorka $to utiCe na preciznost i
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tatnost merenja. Serum razblazen 0,1% rastvorom povrsinski aktivne supstance nakon
unosenja u kivetu spontano izlazi iz nje kroz otvor za injiciranje. Ovo se mozZe objasniti
velikim smanjenjem povrSinskog napona uzorka i dejstvom kapilarnih sila.
Smanjenjem koncentracije Tritona X-100 na 0,05% izlaZenje uzorka iz kivete se ne
primecuje. [zbor rastvora za razblazivanje vazan je i zbog uslova suSenja te¢nog uzorka
¢ime uvek zapocinje analiza. Upotrebom razblazene kiseline ili demineralizovane vode
kao sredstva za razblazivanje, uzorak unutar kivete ostaje u obliku kapljice usled velikog
povrsinskog napona. U ovom slucaju temperatura i brzina zagrevanja u toku sudenja
moraju se vrlo pazljivo odabrati i kontrolisati da ne bi doslo do prskanja uzorka zbog
pregrevanja. Upotrebom povrsinski aktivne supstance za razblazivanje postiZe se fino i
ravnomerno oblaganje unutra$njosti kivete uzorkom. Vreme suSenja se skratuje a
prskanje ne primecuje. Smetnje od strane drugih sastojaka iz uzorka i nivo nespecificne
apsorpcije uslovljavaju stepen razblaZenja. Za odredivanje aluminijuma u serumu
razblaZivanje se krete u rasponu od 1+4 (11) do 1+1 (16), a neki autori su vrsili
odredivanja iz nerazblaZenog seruma (17, 18). Ispitivanjem smetnji od strane drugih
sastojaka uzorka i intenziteta nespecifi¢ne apsorpcije ustanovili smo da se razblaZenjem
u odnosu 1+ 2 sa 0,05% Triton X-100 postizu najbolji rezultati.

Izbor pogodnib instrumentalnibh parametara

Poznata je ¢injenica da se u cilju smanjenja smetnji od strane drugih konstituenasa iz
uzorka i povecanja osetljivosti odredivanja vr§i modifikacija unutra$nje povrSine
grafitne kivete. Standardna modifikacija predstavlja tzv. piroliticko presvlacenje
povriine kivete koje se postize sagorevanjem grafita na samoj povrSimi u struji
argon/metan, ¢ime se smanjuje propustljivost i difuzija uzorka kroa zid kivete. Najveci
broj autora navodi ovu vrstu kivete kao najpogodniju za odredivanje aluminijuma u
bioloskom materijalu (10, 16). Neki autori predlazu i hemijsku modifikaciju povriine
grafitne kivete molibdenom (19), torijumom (20), a efikasni su takode cirkonijum i
tantal. Upotreba standardne kivete se takode preporucuje u nekim radovima (11). Radi
odabiranja najpogodnije vrste kivete izvrieno je jednostavno odredivanje aluminijuma u
vodenom standardnom rastvoru i u serumu priblizno iste koncentracije na standardnoj
i piroliti¢ki presvucenoj grafitnoj kiveti uz atomizaciju na zidu. Rezultati tog ispitivanja
prikazani su na slici 1. Iz slike se jasno vidi da je osetljivost odredivanja aluminijuma u
vodenom rastvoru veca uz upotrebu piroliticke kivete. To je jo$ vise izrazeno kada se
odredivanje vrsi u serumu. Nespecifiéna apsorpcija snimljena u momentu atomizacije
seruma pri upotrebi grafitne piroliticke kivete se ne primecuje, dok je na obi¢noj kiveti
apsorpcioni pik jasno vidljiv. Uocljivo je takode da je na pirolitickoj kiveti brzina
izlaZenja apsorpcionog pika aluminijuma iz seruma ve¢a u poredenju sa vodenim
rastvorima. Ovo ukazuje na postojanje izvesnih uticaja od strane sredine koji se mogu
pogodnim nalinom kalibracije instrumenata prevazi¢i. Pored povecane osetljivosti
odredivanja piroliticki presvucena grafitna kiveta ima dva puta duZi vek u poredenju sa
ebi¢nom kivetom.

Izbor temperature sulenja uzorka i brzine zagrevanja, kada se kao sredstvo za
razblazivanje koristi rastvor Triton X-100, nije toliko kritiCan. Izbor temperature
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standardnog vodenog rastvora, 2 — apsorpcioni signal Al iz razblazenog uzorka seruma, 3 —
signal nespecifi¢ne apsorpcije od razblaZenog uzorka seruma. Apsorcioni signali na obe kivete su
medusobno pomereni za apsorbancu 0,05.

Slika 1. Pogodnost upotrebe obiéne i piroliticki oblozene grafitne kivete

spaljivanja je mnogo vainiji. Na slici 2. prikazana je zavisnost apsorpcionog signala
aluminijuma i nespecifi¢ne apsorpcije od temperature, kada se u obiénu i piroliti¢ku
kivetu injicira 20 pl razblazenog seruma. Maksimalna temperatura spaljivanja na
pirolitickoj kiveti iznosi 1600 “C. Nakon spaljivanja seruma na ovoj temperaturi u
momentu atomizacije nespecifiéna apsorpcija se ne uocava. Na ovaj nadin moguée je uz
upotrebu piroliticki presvucene kivete odredivati aluminijum u serumu bez korektora
nespecifi¢ne apsorpcije. To je dokazano analiziranjem vide uzoraka sa korektorom
nespecifi¢ne apsorpcije i bez njega. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 2.

Prihvatili smo da atomizaciona temperatura bude 2500 °C jer se njenim povecanjem
preko navedene vrednosti ne dobija mnogo na osetljivosti, a Zivotni vek kivete se
znacajno smanjuje. Zapremina razblaZenog uzorka koja se injicira u kivetu i iznosi 20 ul
optimalna je s obzirom na smetnje i osetljivost metode. Osetljivost koja se pod
navedenim uslovima moZe posti¢i iznosi oko 1 pg/L, §to omogucuje odredivanje
aluminijuma u serumu zdravih ljudi. Pod istim uslovima nije uofeno taloZenje
ugljenika na zidovima kivete tokom ¢itavog njenog radnog veka (150 — 200 atomizacija).
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B — apsorpcioni signal Al na piroliti¢koj kiveti, A — signal nespecifine apsorpcije na
pirolititkoj kiveti, O — apsorpcioni signal Al na obiénoj kiveti, @ — signal nespecifitne
apsorpcije na obiénoj kiveti.

Slika 2. Zavisnost jadine apsorpcionog signala Al iz razblagenog seruma od temperalure
spaljivanga

Tabela 2.

Poredenge rezultata odredivanja koncentracije aluminijuma u serumu dobifenih sa upotrebom i bez
upotrebe korektora nespecificne apsorpeife

Koncentracija Al u serumu (pug/L)
Sa upotrebom korektora  Bez upotrebe korektora

6,1 ' 7%
24,5 245
28,5 30,2
29,5 26,8
36,0 38.4
38,6 26,0
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Slika 3. Prikaz nelinearnosti kod odredivanjae Al u serumu zdrave osobe (A) { pacijenta na
bemodijalizi (B) metodom dodatka standarda

Talasna duzina rezonantne linije aluminijuma je 309,35 nm. Problem koji nastaje
upotrebom rezonantne linije je nelinearnost i naroCito je izraZena na vrednostima
apsorbance vecim od 0,400. Na slici 3 prikazan je slucaj odredivanja aluminijuma u
serumu zdravog ¢oveka i pacijenta sa dijalize, gde se jasno uocava problem
nelinearnosti. Alternativa za razblazivanje je upotreba druge talasne duzine 396,2 nm
koja je za oko 25% manje osetljiva od rezonantne i gde linearnost lezi u mnogo Sirem
rasponu koncentracija.

Kalibracija instrumenta

Nacin kalibracije predstavlja sporno pitanje kada se radi o odredivanju aluminijuma u
serumu (21, 22). Postoje tri moguéa nacina: a) koncentracije se mogu izraCunavati iz
bazdarne krive konstruisane pomoc¢u vodenih standardnih rastvora aluminijuma, b) iz
bazdarne krive konstruisane od standardnih rastvora aluminijuma dodatih u serum
zdravih ljudi i ¢) metodom dodatka standarda. Metoda dodatka standarda predstavlja
svakako najpouzdaniji nadin rada gde svaki uzorak za sebe predstavlja sredinu u kojoj se
pravi bazdarna kriva. Nedostatak ove metode je 5to jedan uzorak zahteva devet
atomizacija, ¢ime se znacajno produzuje vreme odredivanja. Neslaganje medu autorima
u stru¢noj literaturi vrlo je uoéljivo u ovom domenu, a greske koje se prave
neadekvatnom obradom signala mogu biti ogromne. Mada neki autori (11, 23) navode
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da su nagibi kalibracionih krivih pripremljenih od vodenih standardnih rastvora i
standardnih rastvora u serumu sli¢ni ili isti, ve¢ina autora smatra suprotno (13, 16, 17,
19). Gitelman (19) ¢ak navodi da nagibi krivih konstruisanih u serumu razli¢itih
pacijenata imaju razliCite vrednosti, Sto ukazuje na neophodnost upotrebe metode
dodatka standarda u svaki uzorak. U cilju dono$enja vlastitog stava o ovom problemu
izvrieno je analiziranje aluminijuma u 40 uzoraka zdravih ljudi i pacijenata na dijalizi, i
to: preko bazdarne krive napravljene pomocu vodenih standardnih rastvora, upotrebom
bazdarne krive napravlijene dodacima aluminijuma u serum sa malim sadrzajem
istog elementa 1 metodom dodatka standarda. Za bazdarnu krivu u serumu dobijena je
jednacina y=4,228x+ 0,004, a za bazdarnu krivu u vodenim standardnim rastvorima
y=2,78x—0,003. Koeficijenti pravca ove dve krive se oligledno znacajno razlikuju.
Rezultati dobijeni odredivanjem aluminijuma u uzorcima uporedeni su regresionom
analizom i prikazani na slici 4. Na x-osu naneseni su rezultati dobijeni metodom
dodatka standarda koji sluze kao osnova za uporedivanje. Na y-osu naneseni su u
jednom slu¢aju rezultati dobijeni pomoéu baZdarne krive konstruisane analizom
vodenih standardnih rastvora i parovi rezultata prikazani su kruZiéima. U drugom
sluCaju na y-osu su naneseni rezultati dobijeni pomocu bazdarne krive u serumu, a
parovi vrednosti prikazani su kvadrati¢ima. Obe krive pokazuju znadajnu korelaciju,

I- Y=1, 318X+4 (r=0, 564) 0
80, @ T

I1I- ¥=0@, 338x+1 (=03, §768) :

6@,

K.Js/'-_
A 4B

2@, @ 1

12,0

2, B 12,8 20,08 40, o 62, o

(.,lg/L Al

O — parovi rezultata dobijenih metodom dodatka standarda i pomoéu bafdarne krive u
vodenim standardnim rastvorima, [0 — parovi rezultata dobijenih metodom dodatka standarda

i pomocu bazdarne krive u serumu.

Slika 4. Regresiona analiza rezultata odredivanja Al u serumu dobijenib razlicitim nadinima
kalibracife instrumenta
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medutim razlikuju se mnogo u koeficijentima pravca. U slulaju parova rezultata
dobijenih metodom dodatka standarda i baZdarne krive od vodenih standardnih
rastvora konstruisana je prava sa koeficijentom pravca 1,318 $to ukazuje na loge slaganje
ove dve metode. Kada se uporeduju rezultati dobijeni metodom dodatka standarda i
pomocu bazdarne krive u serumu koeficijent pravca je 0,939. Iz ove analize mo¥e se
zakljuCiti da za vrlo tatna merenja moramo upotrebiti metodu dodatka standarda.
Izraunavanje rezultata iz bazdarne krive napravljene pomocu rastvora aluminijuma
dodatih u serum mofZe se koristiti za rutinska odredivanja kada se radi o velikom broju
uzoraka. Odredivanje u paralelkama u ovom slufaju je neophodno. Ba¥darna kriva
konstruisana pomocu vodenih standardnih rastvora ni u kom sludaju se ne sme
upotrebiti za kalibraciju. Preciznost odredivanja ispitana je na dve koncentracije: 5,8 i
26,8 pg/L za metodu dodatka standarda i iznosi 11,2 1 8,8% za n=12.

ZAKLJUCAK

Za odredivanje aluminijuma u serumu uzorak se razblaZuje u odnosu 1+ 2 sa 0,05%
rastvorom Triton X-100 u cilju pojednostavljenja pripreme, a time i smanjenja nivoa
kontaminacije. Nakon spaljivanja uzorka (na zidu kivete i na temperaturi od 1600 °C) u
trenutku atomizacije se ne registruje nespecifi¢na apsorpcija. Ovo omoguéuje rad bez
korektora nespecifi¢ne apsorpcije. Za tana merenja treba koristiti metodu dodatka
standarda, dok se za grublji rutinski rad moZe koristiti bazdarna kriva konstruisana
pomocu standardnih rastvora dodatih u serum sa niskom koncentracijom aluminijuma.
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Summary

DETERMINATION OF ALUMINIUM IN SERUM BY ELECTROTHERMAL ATOMIC
ABSORPTION SPECTROPHOTOMETRY

A simple and sensitive method for the determination of aluminium in human serum by
electrothermal atomic absorption spectrophotometry has been developed. In view of
contradictory data in literature all relevant analytical conditions have been tested. The method
involves simple dilution with a 0.05% solution of Triton X-100 and atomization on the wall of a
pyrolytically coated graphite tube. The sensitivity of the method is about 1 pg/L and precision
<11%. The method of standard addition is recommended for calibration, but the use of a
calibration curve based on serum with a low content of aluminium is also possible.

Military Medical Academy, Belgrade, Yugoskivia

Key terms: atomic absorption spectrophotometer, electrothermal atomizer, haemodialysis,
serodiagnosis, aluminium toxicity, toxicology.
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