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ODREDIVANJE OLOVA U KRVI I MOKRACI
VIZUELNIM DOKAZIVANJEM DONJE GRANICE
OSETLJIVOSTI NA HROMATOGRAMU

A. VELjaNoOvsEI i PavrLiNa Srasova
Higijensko-epidemiolodki odred, Skoplje
(Primljeno 5. I 1977)

Prikazana je jednostavna metoda za odredivanje olova u krvi
i mokraéi hromatografijom na tankom sloju (HTS) bez primene
posebne aparature.

Mineralizovani ostatak od 0,5 ml krvi, odnosno 5 ml mokrace,
rastvori se u 6N hlorovodi¢noj kiselini i nanosi u progresivno
rastuéim koli¢inama na tanki sloj mikrokristalne celuloze. Olo-
vo od ostalih metala razdvaja se razvijanjem hromatograma u
razvijadu: metanol, izopropanol, voda 6M HCI, koncentrirane
HNO:s, hidrogen peroksid 3 + 2 + 4 + 05 + 05 + 1). Po-
sle otkrivanja mrlja sa 4-(2-piridilazo)rezorcinolom (PAR), olovo
se odreduje dokazivanjem donje granice osetljivosti (DGO) kao
poslednja jedva vidljiva mrlja na hromatogramu, u zavisnosti od
broja mikrolitara (x1) u kojima je ona dokazana.

Za odredivanje olova u krvi i mokradéi postoji relativno velik broj me-
toda (ditizonske-spektrofotometrijske, polarografske, atomsko-apsorpci-
ono-spektrofotometrijske i dr.), koje se mogu primeniti u laboratorija-
ma opremljenim odgovarajuéom aparaturom.

Hromatografijom na tankom sloju (HTS) dokazuju se (1) i odreduju
(2) metali pretezno iz Cistih rastvora. Odredivanje metala HTS moZe se
vriiti sa dve vrste metoda (3): ekstrakcijom razdvojenih metala iz sloja
i odredivanjem nekom drugom metodom i direktnim odredivanjem na
hromatogramu — uporedivanjem mrlja sa standardima metala, mere-
njem povrsina mrlja, denzitometrijski itd.

Za odredivanje olova (katjon) u krvi i mokradi ne primenjuje se HTS
iz slededih razloga: Maksimalno dozvoljena koncentracija (MDK) olova
u krvi iznosi 60 xg u 100 ml, a 80 ug u 1000 ml mokrade. Ako se razori
1 ml krvi ili 10 ml mokrade, a ostatak rastvori u 1 ml 6M HCI, sadrzaj
olova iznosi 0,6 ug, odnosno 0,8 ug. Ovo su koliCine koje se mogu di-
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rektno odrediti na hromatogramu. Medutim, bilo bi potrebno da se cela
koli¢ina nanese na jednu tadku, $to je prakti¢no neizvodljivo, jer se radi
o kiselom vodenom rastvoru. Ukoliko se i nanese cela koli¢ina na jednu
tacku, onda je neizvodljivo razdvajanje metala. Nanoenjem oko 25 ul,
odnosno oko 40 puta manje koli¢ine od MDK (0,015 18 10,02 4g), moguce
je razdvajanje olova od ostalih metala. Medutim, to su koli¢ine koje se
navedenim metodama ne mogu odrediti. Treba napomenuti da su ove
koli¢ine jo$ manje kada je sadrZaj olova ispod MDK. Moguce je odre-
divanje olova u krvi metodom HTS na taj nain $to bi se posle minera-
lizacije izvrila ekstrakcija olova nekom kompleksirajuéom materijom
(4), a zatim se odredi kompleks ili olovo posle razaranja kompleksa.

Cilj rada je razrada jednostavne metode za odredivanje olova u krvi
i mokraéi bez primene posebne aparature.

Za redenje ovog zadatka posli smo od pretpostavke da je moguce od-
redivanje olova u krvi i mokraéi HTS vizuelnim dokazivanjem utvrdene
donje granice osetljivosti (DGO) na hromatogramu.

MATERIJAL I METODE

Osnovni rastvor olova sa sadr?ajem 1 pg/ml pripremljen je rastvara-
njem olovnog nitrata. Od osnovnog pripremani su radni rastvori sa po-
trebnim sadrZajem olova. :

Pribor za HTS, postupak pripremanja hromatografskih ploda i tehni-
ka hromatografisanja opisani su ranije (1).

Utvrdivanje DGO: Pripremljen je radni rastvor sa sadrZzajem 0,2
ng/ul. Ovaj rastvor manosi se na 16 tadaka na hromatografsku plo¢u u
rastuéim koli¢inama od 0,5 pl do 8 uliod5,2 pl do 82 4l Na 16. tacki
nanosi se oko 0,2 ug olova. Posle razvijanja hromatograma i otkrivanja
mrlja, vizuelno se dokazuje DGO kao poslednja jedva vidljiva mrlja.

Obrada uzoraka krvi i mokrade: 0,5 ml krvi ili 5 ml mokracde minera-
lizuju se dodavanjem nekoliko puta po 2—3 ml konc. HNO, a ostaci se
rastvore u 0,75 ml, odnosno 1 ml 6M HCI. Mineralizovani uzorak krvi
ekstrahuje se sa oko 5 ml etra muékanjem oko pola min. Kada se slo-
jevi odvoje, etar se baci, a kisela vodena faza se prenese u mikro$pric
za nanoSenje ma hromatografske plode.

Nano3enje rastvora na hromatografske plode vri se u kolid¢inama na-
vedenim u tablici 1. Prvo se nanose koli¢ine navedene pod I, radi pri-
bliznog odredivanja sadraja olova, odnosno odredivanja koli¢ine ras-
tvora u mikrolitrima u kojoj je dokazana DGO. Ovim se istovremeno
vrdi izbor koli¢ina rastvora koje treba naneti na hromatografsku plodu
(II—VI) za odredivanje olova. Na 16. tadki nanosi se standard olova oko

0,2 18-

Hromatogram se razvija u otvorenoj S-»komori« u razvijatu: meta-
nol, izopropanol, voda, 6M HCI, konc. H,, hidrogen peroksid (3 ml
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Tablica 1.
Volumen rastvora (ul) koji treba nanositi na hromatografske plode

za odredivanje olova u krvi i mokradi
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+2ml + 4ml + 05 ml + 0,5 ml + 1 ml). Razvijanje hromatograma
vrii se u trajanju oko 30 min (front 6—7 cm).

Otkrivanje mrlja: Posle razvijanja, hromatogram se su$i vruéim vaz-
duhom (fen) ili 5 min u sus$nici na 105 ¢C. Kada se ploda ohladi, hroma-
togram se isprska 0,1 ¢/-tnim rastvorom piridil-azoresoreinola (PAR) u
80 9/o-tnom etanolu i stavi u komoru zasiéenu amonijaénim parama. Po-
sle nekoliko minuta hromatogram se izvadi iz komore i odmah vizuelno
dokazuje DGO kao poslednja jedva vidljiva mrlja.

U istim uzorcima krvi vr§eno je i polarografsko odredivanje olova (5).

Preratunavanje sadrZaja olova:
a) Koncentracija olova u krvi:

[Pb] mpgo/ng v,/ml
= . - 100
1g/100 ml Vpgo/ul Vy,/ml
b) Koncentracija olova u mokradi:

[Pb] Mpgo/Ng v,/ml
—_—— . 1000
yg/IOOO ml VD(;()/‘uI Vy/ml

mpgo — donja granica osetljivosti, izraZzena kao masa
VDGo — volumen u kojemu je nadena mpgo

Va — volumen mineralizovanog ostatka

Vi — volumen uzorka krvi ili mokrade

REZULTATI I DISKUSIJA

Utvrdivanje DGO olova: 1zvrieno je po 20 odredivanja olova vizuelnim
dokazivanjem DGO na hromatogramu, posle nanoSenja standardnog ras-
tvora sa sadrzajem olova 0,2 ng/ul na 16 tataka na hromatografskoj plo-
¢i u progresivno rastuéim koli¢inama od 0,5 ul do 8 uliod 5.2 ul do
8,2 ul. Dobijeni rezultati prikazani su u tablici 2.

Iz prikazanih rezultata vidi se da je DGO olova dokazana jedan put
u 3,5 ul, 11 puta u 6 ul, 7 puta u 6,5 41i jedan put u 7 11 (od 11. do 14.
tacke). Aritmeti¢ka sredina (%), tj. DGO iznosi 1,24 ng sa greSkom (2 KV)
1109/,.

NanoS$enjem standardnog rastvora od 5,2 wul do 82 41, DGO dokazana
je 2 putau 58 yl, 10 putau 6 ul, 7 putau 6,2 4l i jedan put u 6,4 ul (od
29. do 32. tacke). Standardna devijacija (0,03) i gre3ka (4,65%) znatno
su manje u odnosu na vrednosti dobijene kod dokazivanja DGO posle
nanoSenja rastvora od 0,5 xl do 8 4l, iz &ega proizlazi da je utvrdena
DGO (1,214 ng) tatnije odredena.

Odredivanje olova u krvi: Posle utvrdivanja DGO, odredivano je olovo
u krvi i mokradi radnika zaposlenih na mestima $tetnim po zdravlje
Krv je uzimana iz vene, i to 5 ml za polarografsko, a 0,5 ml za odredi-
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Tablica 2.

Rezultati utvrdivanja donje granice osetljivosti olova na hromatogramu

Dokazana DGO

tatka na hro- z/ng t 28D t 2KV
matogramu mpgo/ng

11. 1X11

12. 11X 12 1,24 0,068 10,97

13. 7X13

14. 1X14

29. 2X 1,16

30. 10 X 1,20

31. 7 X 1,24 1214 0,028 4,65

32. 1X1,.28

Tablica 3.

Rezultati odredivanja olova u krvi dokazivanjem utvrdene DGO
na hromatogramu

[Pb]

ok Pb
Razvijanje X +2SD 2 KV &
2g/100 ml POLAR.
10. 2 X 30,35
I 9. 8 X 33,11 34,49 427 12,39 332
8. 10 X 36,42
Razradeno sa 6M HCl 1:1
57, 2 X 31,40
56. 7 X 31,94
Vi 55, 6 X 32,35 32,35 1,18 3,64 =
54. 5 X 33,10
4. 1 X 60,70
I 3. 17 X 72,84 74,05 13,69 18,49 70,72
2; 2 X 91,05
Razredeno sa 6M HC1 1 : 1
33, 1 X 65,04
32, 3 X 67,44
A% 31; 12 X 70,04 69,96 4,12 573 ®
30. 4 X 72,84
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vanje olova dokazivanjem utvrdene DGO na hromatogramu. Da bi se
ispitala pouzdanost i tatnost metode, izvrieno je po 40 odredivanja olo-
va u dva uzorka krvi: sa sadrZajem olova ispod i iznad MDK. Rezultati
odredivanja olova prikazani su u tablici 3.

Iz prikazanih rezultata vidi se da je u krvi sa sadrZajem olova 33,2 ,g
u 100 ml (polarografski), vizuelnim dokazivanjem DGO odredivana koli-
¢ina olova od 30,4 ng do 36,4 #g€ u 100 ml krvi, kada se na hromatogra-
mu nanose koli¢ine navedene u tablici 1. pod I. Buduéi da je greska iz-
nad 10/ (12,4%/0), dobijeni rezultati su polukvantitativni. Kada se ne ras-
polaZe sa dovoljno vremena, ovi rezultati, iako polukvantitativni, mogu
biti prihvatljivi, zato $to se radi o sadrZaju olova znatno ispod MDK. Iz
iznetog proizlazi da se dobijaju dovoljno tadni rezultati i kod I razvija-
nja hromatograma, odnosno kada se dokazuje DGO od 8. do 10. tacke,
te nije potrebno jo§ jedno razvijanje hromatograma.

Za tanije odredivanje sadraja olova neophodno je da se ispitivani
rastvor razredi sa 6M HCl u odnosu 1:1. U zavisnosti od broja mikro-
litara u kojima je dokazana DGO kod I razvijanja, odaberu se koli¢ine
rastvora koje treba nanositi na hromatogram za drugo razvijanje (od
IT do VI). Od razredenog uzorka na hromatogram se nanose koli¢ine
navedene u tablici 1. pod VI. Posle mnoZenja rezultata sa dva, odrediva-
ne koli¢ine olova kreéu se od 31,4 ug do 33,1 ygu 100 ml krvi. Kod po-
larografskog odredivanja olova u 5 ml krvi polarografski talas iznosi
19 mm (1,66 ug), tj. 33,2 ug u 100 ml krvi. Ukoliko se pogre§i za 1 mm
(18 ili 20 mm), odredena koli¢ina bi iznosila 31,2 pg ili 37,2 ug olova u
100 ml, odnosno razlika iznosi 6 ug. Kod odredivanja olova vizuelnim
dokazivanjem DGO razlika izmedu 54, i 57. tatke iznosi svega 1,7 ug u
100 ml krvi. Iz iznetog proizlazi da je mogucnost za gre$ku manja kod
odredivanja olova vizuelnim dokazivanjem DGO, kada se na hromato-
gram nanose takve koli¢ine da se DGO dokazuje oko 55. tagke, pri demu
je devijacija rezultata mala a gre$ka iznosi svega 3,6%,.

U uzorku krvi sa sadrzajem 70,72 g olova u 100 ml (polarografski),
odredivana koli¢ina olova kod I razvijanja hromatograma kreée se od 60,7
©g do 91,5 ug u 100 ml krvi u zavisnosti od dokazane DGO na 2. ili 4.
tacki. Devijacija rezultata (13,7) i greska (18,5) jesu velike te je i od-
redivanje polukvantitativno. Buduéi da se radi o koli¢inama olova iz-
nad MDK, neophodno je da se izvrsi drugo razvijanje hromatograma
posle razredivanja ispitivanog rastvora. I u ovom sluéaju izvr$eno je raz-
redivanje sa 6M HCl u odnosu 1:1, da bi se utvrdila gredka kod nano-
Senja manjih koli¢ina rastvora sa vedéim sadrZzajem olova. Kod drugog
razvijanja hromatrograma nanose se koliine rastvora navedene u ta-
blici 1. pod III. Posle mnoZenja rezultata sa dva, odredivana koli¢ina olo-
va krede se od 65,04 xg do 72,84 u 100 ml krvi. U odnosu na razvijanje
hromatograma sa nanesenim koli¢inama navedenim u tablici 1. pod VI,
devijacija rezultata i gre$ka znatno su vece. S obzirom na to da je gres-

ka 5,79, odredivanje olova dokazivanjem utvrdene DGO oko 30. tatke
je kvantitativno.
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Iz iznetog se moZe zakljuciti da se razredivanjem ispitivanih rastvora,
odnosno manosenjem vecih koli¢ina rastvora na hromatogram, kod od-
redivanja olova vizuelnim dokazivanjem utvrdene DGO na hromatogra-
mu, dobijaju tacniji rezultati.

Bududi da se radi o rastvoru olova u 6M HCIl, nanosenje vecih koli-
¢ina na hromatogram zahteva i vi§e vremena, §to ne bi bio slucaj kada
se radi sa organskim rastvaradima. Ovaj nedostatak otklonjen je nano-
Senjem rastvora mikro$pricem (ul podeljen na 5 delova), tako da nano-
Senjern na sve tacke po 5 4l, a zatim po 0,2 xl u progresivno rastucim
koli¢inama, kada se DGO dokazZe na 10. tacki (5 w+ 10 X 0,2 ul), pra-
kti¢no to je 35. tacka.

Da bi se vizuelno DGO na hromatogramu dokazivala bez smetnji, ne-
ophodno je da se olovo razdvoji od ostalih metala iz normalnog sadr-
Zaja u krvi i mokradi. Ispitan je veliki broj razvijaca sa ciljem da se
pronade takav koji bi sve metale, osim olova, ostavljao na startu ili no-
sio sa frontom. Od raznih kombinacija rastvarada i kiselina razvijac
sastavljen od sledeé¢ih komponenata: metanol, izopropanol, voda, 6M
HCl, konc. HNOs, hidrogen peroksid (3+2+4440,5+0,5+41), sve metale
iz normalnih sadrzaja krvi i mokrade nosi bliZze frontu razvijala a olovo
u sredini hromatograma.

Kada se na hromatogram mnanose mineralizovani uzorci krvi bez pret-
hodne ekstrakcije sa etrom i sa ovim razvijatem, gvoZde stvara repove
koji ometaju vizuelno dokazivanje DGO olova na hromatogramu. Zato
je neophodno da se gvozde, bar delimi¢no, ukloni iz mineralizovanog os-
tatka krvi.

Nisu uspeli poku$aji da se pronade razvijaé kojim bi se samo olovo
diglo sa starta, a ostali metali iz normalnog sadrZaja zadrZali na startnim
taCkama.

Hromatogram u otvorenoj S-»komori« razvija se u trajanju od oko 30
min, za koje se vreme front razvijaca podigne na 6—7 cm. Za ovo vreme
drugi metali dovoljno se razdvoje od olova i mogude je nesmetano doka-
zivanje DGO na hromatogramu. Razvijanje hromatograma do 10 i vise
cm bilo bi gubljenje vremena, jer se na posljednjoj, 16. tacki nanosi
standard olova.

Otkrivanje mrlja na hromatogramu vr$eno je i sa kalijum tiokarbo-
natom, medutim, on je nepogodan za odredivanje olova u krvi i mokra-
¢i iz slededih razloga: posle otkrivanja mrlja ovim reagensom, vizuel-
nim dokazivanjem DGO na hromatogramu iznosi 12,05 ng. Ukoliko se
utvrdenim postupkom u ispitivanom uzorku DGO dokaZe u 10 yl, naj-
manje bismo mogli da odredimo oko 180 ug olova u 100 ml krvi, $to je
oko 3 puta veca koli¢ina od MDK. Ispitivanjem vedeg broja reagenasa
za otkrivanje mrlja, najpogodniji se pokazao 0,1%¢-tni rastvor PAR u
800/otnom etanolu. Ovim reagensom utvrdena DGO olova je oko 10 puta
manja od utvrdene DGO posle otkrivanja mrlja kalijum tiokarbonatom
(1,214 ng : 12,5 ng). Otkrivanjem mrlja PAR-om olovo se moZe odrediti
u koli¢inama od oko 10 ug u 100 ml krvi, odnosno 1000 ml mokrade.
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ZAKLJUCCI

Razradenim postupcima za prethodnu obradu uzoraka krvi i mokrace,
nanosenje rastvora na hromatografske ploce, otkrivanje mrlja i dokazi-
vanje DGO na hromatogramu zaklju¢eno je:

1. Razvijaé: metanol, izopropanol, voda, 6M HCI, konc. HNO,, hidro-
gen peroksid (3 + 2+ 4 + 0,5 + 0,5 + 1), razdvaja olovo od ostalih me-
tala iz normalnog sadrZaja krvi i mokrace i omogucava vizuelno doka-
zivanje DGO na hromatogramu. :

2. Otkrivanjem mrlja na hromatogramu PAR-om utvrdena DGO olova
kao poslednja jedva vidljiva mrlja na hromatogramu iznosi 1,214 ng,
¢ime je omogudeno odredivanje olova u krvi i mokradi u koli¢inama oko
6 puta manjim od MDK.

3. Razredivanjem ispitivanih rastvora i nano$enjem vecih koli¢ina na
hromatogram, odnosno dokazivanjem utvrdene DGO u veéem broju mi-
krolitara, smanjuje se gre$ka metode i kod dokazivanja DGO oko 55.
tatke ona iznosi 3,6%.

4. Razradena metoda za odredivanje olova u krvi i mokraédi vizuelnim
dokazivanjem utvrdene DGO na hromatogramu zahteva mali broj hemi-
kalija i pribor koji se moZe napraviti od priru¢nih sredstava, a nije po-
trebna posebna aparatura.

5. Metoda je jednostavna i pogodna za rad u slabije opremljenim la-
boratorijama i u terenskim uslovima rada. '

6. Za odredivanje olova u krvi i mokraéi ovom metodom potrebno je
3—4 cCasa.

7. Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zakljuciti da je hipoteza po-
stavljena u ovom radu dokazana.

Literatura

. Veljanovski, A.: Vojnosanit. pregl., 33 (1976) 234.

. Veljanovski, A.: Vojnosanit. pregl.,, 34 (1977) 25.

. Fopiano, R., Brown, B. B.: J. Pharm. Sci., 54 (1965) 206.

. Biala, D.: Bromatol. chem. Toksikol., 7 (1974) 63.

s {;z())ganovié, D., Stojadinovié¢, Lj., Spasojevié, B.: Vojnosanit. pregl., 24 (1967)

Ui N -

Summary

DETERMINATION OF LEAD IN BLOOD AND URINE BY
VISUAL IDENTIFICATION OF THE LOWER SENSITIVITY
LIMIT ON A CHROMATOGRAM

A simple method for the determination of lead in blood and urine by thin
layer chromatography (TLC) without use of a special equipment is described.
A mineralized residue of 0.5 ml blood or 5 ml urine is dissolved in 6N hy-
drochloric acid and mounted in progressively increasing quantities to a thin
layer of microcrystal cellulose. Lead is separated from other metals by devel-
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opment of chromatograms in a solvent system: methanol — isopropanol —
water — 6M HCl — conc. HNOs — hydrogen peroxide (3 — 2 — 4 — 0.5 —
— 0.5 — 1). After the spots are detected with 4-(2-pyridylazo) resorcinol (PAR)
lead is determined by means of the lower sensitivity limited as the last hardly
visible spot on the chromatogram.
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