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OLOVO U KOSI

Danica Preié-Maji¢ i Japranka Poncracié¢

Institut za medicinska istragivanja i medicinu rada JAZU, Zagreb
(Primljeno 22. XII 1975)

Prikazani su metodologki problemi u odredivanju olova u kosi.
Istaknuta je vafnost pravilnog uzimanja uzorka kose prema du-
%ini vlasi, kao i nadina pretpripreme uzorka. Iznesene su pre-
ma literaturnim podacima normalne vrijednosti koncentracije olo-
va u kosi i vrijednosti pri poved¢anoj apsorpciji i otrovanju olo-
vom u odraslih i djece. U zaklju¢ku se predlaze uvodenje stan-
dardne metode za odredivanje koncentracije olova u kosi, koja
¢e omoguditi usporedbu rezultata raznih proucavanja i tako
postati vrijedan pokazatelj u odredivanju apsorpcije olova.

Kosa je organ za ekskreciju nekih metala. Flesch (1) smatra kosu
vaznim organom u detoksikaciji metala, kao $to su arsen, selen, kad-
mij, talij i olovo. Arsen i olovo su metali, koji se osobito lako veZu sa
sulfhidrilnim skupinama folikularnih proteina i njihove koncentracije
Cesto premas$uju koncentracije u drugim organima i tjelesnim tekudina-
ma (2-4). Normalna koncentracija olova u kosi (do 30 wg/g) mnogo je
vida od koncentracije olova u krvi (do 50 #g/100 ml), koja se prema
suvremenim shvadanjima smatra gornjom granicom normale u odras-
lih (5). Pored toga kosa je lako dostupan organ i uzima se bezbolno.
Zato se u profesionalnim, epidemiolo$kim i drugim ispitivanjima pri
ekspoziciji olovu kosa nastoji upotrijebiti kao bioloski supstrat, ¢ime
bi koncentracija olova u kosi postala jo§ jedan pokazatelj viSe u odre-
divanju apsorpcije olova (6-14).

Usprkos spomenutim prednostima, kosa ipak nije jednostavan mate-
rijal za kemijsku analizu. U prvom redu koncentracija olova nije rav-
nomjerno rasporedena uzduZ jedne ili viSe vlasi. Renshaw, Pounds i
Pearson (15, 16) ispitali su olovo u segmentima kose i utvrdili da se
koncentracija olova povecava od korijena prema vrhu. Dio kose u ne-
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posrednoj blizini glave s aktivnim rastom (anagena faza) sadrava ma-
nje olova od kose koja se nalazi u stanju mirovanja (telogena faza).
Kao objasnjenje autori navode moguénost difuzije olova iz okoline u
strukturu kose, pa je koncentracija olova u telogenoj fazi visa jer je
to ukupna koli¢ina endogenog i egzogenog olova. Fenomen razli¢ite dis-
tribucije olova u kosi potvrdili su i drugi autori (6, 14), koji takoder
smatraju da je olovo kose u meposrednoj blizini glave endogeno, a ono
na veéoj udaljenosti od glave preteino egzogeno. Ova pretpostavka, iako
u osnovi prihvatijiva, nije i objektivno potvrdena. Problem je anali-
ti¢ki razdvojiti endogeno i egzogeno olovo u kosi. Olovo koje ulazi iz-
vana u stabljiku kose vrlo je ¢vrsto vezano s keratinom (17) 1 ne moze
se ukloniti normalnim nadinom pranja, a niti pomocu kemijskih age-
nasa. Pored razli¢ite distribucije olova u kosi, brzina rasta kose za sve
dijelove glave nije jednaka. Kosa najbrze raste na prednjem dijelu gla-
ve, sporije na zatiljku i sljepooticama, a najsporije na tjemenu (18).
Zato nasumce izabrani uzorci kose, najceSce skupljeni za vrijeme $i%a-
nja, ne daju pravu informaciju o olovu, To je mozda i razlog da se re-
zultati viSe autora ponekad ne mogu medusobno usporedivati. U pra-
vilu se moraju analizirati iz jednog uzorka kose barem dva segmenta,
jedan iz anagene, a drugi iz telogene faze (14).

Jednako je vazno odabrati majbolji nadin pranja uzorka kose prije
analize. Ima, naime, autora koji pretpostavljaju (19) da je koncentra-
cija olova u telogenoj fazi veéa samo zato $to uzorak nije propisno op-
ran prije analize na olovo. Kosa moze biti one&iscena praSinom anor-
ganskog i organskog porijekla. Uz to su, kao normalni sastojci izludi-
vanja Zlijezda lojnica, prisutne i masne tvari (loj) koje su potrebne za
elasticitet i sjaj kose. U vanjsko oneliScenje kose ubrajaju se i razni
kozmeti¢ki preparati, kao $to su lakovi, losioni, kreme, deodoransi i sl.

Prema podacima iz literature primijenjeni postupci za pranje uzoraka
kose radi analize olova mogu se podijeliti u viSe kategorija: pranje vru-
¢om deioniziranom vodom (6, 7), pranje u vruéem eteru (15, 16) ili tetra-
klorugljiku (20), pranje u detergentu (12) uz dodatno pranje 1%-tnom
HNO, (10), ili uz dodatno pranje alkoholom, odnosno acetonom (19,
20-23), pranje u detergentu uz dodatno pranje otapalom i uz jo$ jedno
pranje etilendiamintetraoctenem kiselinom (EDTA) (8, 9, 19). Mislje-
nja o najboljem sredstvu i nadinu razilaze se, kao $to se razilaze i mis-
ljenja o toksikologkoj varnosti egzogenog olova. Pojedini autori (19) za-
nemaruju olovo uneseno u kosu izvana i zato preporucuju pranje kose
uz kuhanje sa zasidenom otopinom EDTA, kako bi se uklonilo sve eg-
zogeno olovo. Drugi istrazivadi (13, 14) smatraju da je endogeno i egzo-
geno olovo u kosi podjednako vazno pri ocjeni utjecaja olova iz oko-
line. Neki od njih posebno upozoravaju da kuhanje sa zasiéenom otopi-
nom EDTA (24), pa i s manjim koncentracijama EDTA (21) mozZe imati
i nepoZeljan efekt jer se osim egzogenog moie isprati i endogeno olovo
u kosi. Zato se ¢ini opravdanim da svaki analitidar primijeni onaj po-
stupak pranja koji ¢e najbolje zadovoljiti osnovnu namjenu istraziva-
nja. S obzirom na raznovrsno onecidcenje kose, postupak pranja s ne-
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koliko specifi¢nih vrsta otopina umjerene koncentracije $to ga primje-
njuju Hammer i suradnici (9)* ¢ini se majprikladnijim za epidemio-
loska ispitivanja. Pri profesionalnoj ekspoziciji olovu, kada su izgledi
za vanjsku kontaminaciju zna¢ajno vedi, 2 analizom olova u kosi Zeli
se utvrditi samo endogena apsorpcija, velika je vjerojatnost da de viSe
pranja 19/o-tnim HNO,, a nakon uklanjanja masnoce vruéim detergen-
tom (10), dati najbolje rezultate. Kosa se ne smije dugo drzati u kiselini,
jer bi se moglo ekstrahirati i endogeno olovo. Hinners, Terril, Kent i Coluc-
ci (25) dokazali su da se iz kose koja je bila dugo uronjena (21 sat) u
19/o-tnu otopinu HNO; ekstrahira 89 F 20/ prisutnog olova. Pranje vru-
¢om & koncentriranom otopinom EDTA u velikoj koli¢ini (2 1 vrude za-
si¢ene otopine EDTA za samo 0,2—0,5 g kose) koje su upravo za €gzo-
geno olovo preporucili Ann Clarke i Wilson (19), ne moZe se sa sigur-
no$éu preporuditi, jer njihov podatak o gubitku teZine uzorka za 25%
nakon pranja ozbiljno navodi na sumnju da se osim egzogenog uklanja
i endogeno olovo. Kao dobra metoda pranja bez EDTA moZe se prepo-
ruditi postupak koji su upotrijebili Sorenson, Melby, Nord i Petering
(21) %

Koncentracija olova u opranom uzorku kose moze se odrediti diti-
zonskom metodom ili metodom atomske apsorpcijske spektrofotomet-
rije (AAS). U metodi AAS moguce je primjeniti tzv. plamenu i bespla-
menu tehniku. U ditizonskoj i plamenoj tehnici AAS uzorak se pret-
hodno mora mineralizirati suhim ili mokrim postupkom. Pri suhoj mi-
neralizaciji (19, 20) uzorak se spaljuje na suho nekoliko sati, pa i neko-
liko dana na temperaturi nizoj od 450°C. Temperature vie od 5000C
mogu biti znacajan uzrok gubitka olova, kao §to je to dokazano anali-
zom biologkih i drugih uzoraka (26, 27). Pri mokroj mineralizaciji uzo-
rak se obiéno digestira dusi¢nom kiselinom (8, 9, 21). Vrlo cCesto se uz
dusi¢énu dodaje perklorna kiselina (6, 7, 12) a ponekad se digestija pro-
vodi u smjesi dusi¢ne, perklorne i sumporne kiseline (23). Mineralizi-
rani se uzorak moZe otopiti u deioniziranoj vodi (6-9, 12), u razrijede-
noj solnoj (20) ili razrijedenoj dugicnoj (19, 21, 22) kiselini. Ukoliko se
primjenjuje ditizonska metoda (10), uzorak se neutralizira i dalje ob-

* Postupak pranja kose za analizu olova prema Hammeru i sur. (9): Uzorak
kose (oko 1 g) namo¢i se u 200 ml detergenta (1,3 g/l natrijeva laurilsulfata u
destiliranoj He0) i ostavi u etilnom alkoholu (95%) 3—5 minuta. Nakon de-
kantacije alkohola, kosa se ponovino ispere tri puta destiliranom vodom, pre-
lije s 200 ml EDTA-otopine (0,26 g/l EDTA u redestiliranoj vodi, dotjerano na
pH=3 uz dodatak octene kiseline) i zagrije do vrenja. Nakon dekantacije vru-
¢e otopine EDTA, kosa se dobro i potpuno ispere redestiliranom H:O, osusi
i odvaze na analitickoj vazi.

#* Postupak pranja za analizu olova prema Sorensonu i sur. (21): Uzorak
kose (cko 0,5 g) uroni se u eter 10 min, a zatim u aceton 10 min (25°C) uz po-
vremeno mije$anje staklenim $tapicem. Zatim se kosa prenese u 50%-tnu oto-
pinu natrijeva laurilsulfata i na temperaturi od 35°C dobro mudka 20 min.
Otopina detergenta se dekantira i kosa dobro ispere redestiliranom vodom

dok se ne ukloni sav detergent. Na kraju se kosa ispere acetonom i eterom,
osudi izmedu filtrir-papira i odvaze na analitickoj vazi.
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raduje standardnim postupcima (28) za maskiranje interferirajué¢ih me-
tala. Ako se pak upotrijebi plamena tehnika AAS, tada se otopljeni uzo-
rak moZe izravno aspirirati u instrument (6-9, 12, 20, 23) ili se olovo u
svrhu koncentriranja prethodno kelira amonijevim pirolidin-ditiokarba-
matom, pa dobiveni kelat ekstrahira s metildzobutilketonom i u tako
koncentriranom obliku aspirira u instrument (19). Kod besplamene teh-
nike AAS pretpriprema uzorka nije potrebna i kosa se direktno analizira
uz optimalnu temperaturu mineralizacije i atomizacije (15,16).

Izbor metode — ditizonska ili plamena i besplamena tehnika AAS —
prvenstveno ovisi o tehni¢koj opremljenosti laboratorija, U principu
obje metode mogu biti vrlo dobre, ali isto tako i lo$e ako analiti¢ar ne
poznaje osjetljivost analize metala u tragovima. U ditizonskoj metodi
interferiraju metali bizmut, kositar, talij i Zeljezo (26,28,29), dok u teh-
nici AAS takve interferencije uopcCe ne dolaze u obzir jer se valne duine
apsorpcije dovoljno razlikuju. Odredivanje olova tehnikom AAS Zna-
¢ajno je brze od ditizonske metode, broj manipulacija i primijenjenih
kemikalija je manji, pa se moge ocekivati da ée vanjsko onediséenje
uzorka biti manje u metodama AAS nego u ditizonskoj metodi. Osobito
brza i prakti¢na bez dodatnih kemikalija jest besplamena tehnika AAS.
Medutim, u radu s takvom tehnikom va¥no je da instrument bude op-
skrbljen deuterijskim korektorom za nespecifiénu apsorpciju (»Deuteni-
um background corrector«), te da se za svaki instrument odrede opti-
malne temperature mineralizacije i atomizacije.

Normalna koncentracija olova u prirodnoj kosi ovisi o Zivotnoj dobi
i spolu. Iako mi$ljenja istraZivaca nisu jedinstvena, vise njih je doka-
zalo da koncentracija olova u kosi opada sa Zivotnom dobi i da Zenska
kosa sadrZi vide olova od muske kose. Kraut i Weber (30) objavili su
prvi razlike u koncentraciji olova u kosi muskaraca i Zena. Njihove
srednje vrijednosti bile su 14,7 1g/g za odrasle mugkarce i 19,2 ug/g za
odrasle Zene; ta je razlika prema Klevayevoj statistickoj ocjeni (13) sta-
tisti¢ki vrlo znaéajna (P <<0,001). Petering, Yeager i Witherup (22) do-
kazali su da olovo u kosi muskaraca postepeno opada od prosjetne vri-
jednosti od 25 ug/g u dobi od 2 godine do 10 ug/g u dobi od 85 godina.
Istodobno Zene su imale najvisu koncentraciju olova u kosi u dobi od
35 godina od prosjetno 40 #g/g, a sa starenjem ta se vrijednost naglo
smanjuje, pa kod 85 godina koncentracija olova u kosi iznosi samo
2ug/g. Klevay (13) utvrdio je za stanovnike Paname ove srednje vrijed-
nosti: 24,5 ug/g za muskarce i 34,6 ug/g za Zene. Koncentracija olova u
kosi smanjivala se sa Zivotnom dobi samo u muSkaraca. U Schroedero-
vim i Nasonovim ispitivanjima (20) razlika u koncentraciji olova u kosi
prema spolu nije dokazana. Oni su ispitivali kosu na vi$e metala u tra-
govima pa u njihovim prosje¢nim vrijednostima za olovo u kosi nije
bilo statisticki znatajne razlike (muskarci 178 ug/g i Zene 19,0 ug/g).
Isti su autori utvrdili da i boja kose moZe utjecati na koncentraciju
olova. Sijeda kosa Zena, bez obzira na Zivotnu dob, ima znafajno manje
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olova (P << 0,001) od kose prirodne boje; u muskaraca takve razlike ne-
ma. Smeda i plava kosa mu$karaca imaju vise olova od crne kose, a za
yensku kosu u navedenom radu nema podataka.

I kosa tek rodene djece sadrzava olovo. Baumslag, Yeager, Levin i
Petering (23) utvrdili su da kosa novorodendadi u ameri¢kom gradu
Cincinnatiju u prosjeku sadriava 13,9 uo/g (Xao)- Ta je vrijednost bila
za oko polovicu manja od prosjecne vrijednosti olova u majki (Xg =
31,5 ug/g). Relativno visoka vrijednost olova u kosi novorodendadi upu-
¢uje na prijenos olova iz krvi majke u fetus preko placente. Izmedu
koncentracije olova u kosi majke i njezina djeteta nije utvrdena korela-
cija i prema misljenju autora za prijenos olova iz majke u fetus odgo-
vorni su drugi metali u tragovima, a narogito bakar. Kosa crne djece
sadryavala je vise olova nego kosa bijele djece.

Kopito i Schwachman (14) jesu strani autori, koji su u prikazu kon-
centracije olova u kosi u nekoliko razliCitih geografskih skupina obja-
vili i vrijednosti za mali broj ispitanika (N = 10) nase urbane sredine;
srednja vrijednost za muSkarce iznosi 6 ug/g, 2 za Zene 1 pg/g. S obzi-
rom na malen broj ispitanika te se vrijednosti ne mogu uzeti kao stvar-
ne prosjeéne koncentracije olova u kosi za na3e stanovnike.

Pri profesionalnoj ekspoziciji olovu, koncentracije olova u kosi mogu
biti vrlo visoke. U radnika jedne japanske tvornice akumulatora
(N — 112) srednja koncentracija olova u kosi iznosila je 217 ug/g (31).
U ispitivanjima $to su ih proveli El-Dakhakhny i El-Sadnik (10) na rad-
nicima (N= 67) razli¢ito izloZenim anorganskom olovu u Cetiri tvornice
u Aleksandriji, koncentracija olova u kosi (prosjek 36 ug/g, raspon
4—81 ug/g) bila je u dobroj korelaciji sa stupnjem olova koja je bila
potvrdena biokemijskim i medicinskim nalazima. Prema rezultatima ds-
tih autora, koncentracija olova u kosi iznad 30 ug/g siguran je znak po-
veéane ekspozicije olovu.

Kod otrovanja olovom u djece, koncentracija olova u kosi pokazala
se vrlo korisnom analizom. U 17 djece s kroni¢nim otrovanjem olovom,
koncentracija olova u kosi (raspon 107-975 ug/g) bila je statisticki izra-
zito znadajno vi$a (P <<0,001) od kontrolne grupe djece iz istog pod-
rudja (X = 24 ug/g) i dobro se slagala s duzinom ekspozicije i drugim
klini¢kim i laboratorijskim nalazima (6). Povisena koncentracija olova
u kosi djece ponekad je bila i prvi pokazatelj otrovanja olovom (7), a
analiza olova u kosi primijenjena je i u »screening« studijama optere-
éenja tijela olovom (11). Baltrop, Strehlof, Thorton i Webb (32) nasli
su u grupi djece koja su Zzivjela na podru¢ju kontaminiranom olovom
(zona napustenih rudnika olova s povisenom koncentracijom olova u
zemlji) znacajnu razliku olova u kosi, ve¢ prema tome da li su djeca
imala naviku uzimanja raznih predmeta u usta (X = 21 ug/g) ili je nisu
imala (X = 16 wg/g). Hammer i sur. (9) mijerili su koncentraciju olova
u kosi djecaka starih oko 10 godina u pet ameri¢kih gradova na pet ra-
zina ekspozicije i utvrdili da koncentracija olova u kosi vrlo dobro od-
razava ekspoziciju olova iz okoline. Pozitivna i znadajna korelacija iz-
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medu njihovih rezultata koncentracije olova u kosi i koncentracije olo-
va u krvi (r = 0,46) daje naslutiti da olovo u kosi uz egzogenu ekspozi-
ciju stvarno odra¥ava i endogenu ekspoziciju.

Zanimljivo je da je usprkos opéem povedéanju koncentracije olova u
atmosferi »normalna« koncentracija olova u kosi u SAD u 1971. godini
bila znadajno niza (odrasli: 6,55 ¥ 1,17 ug/g; djeca: 16,23 F 0,97 ug/g)
nego u razdoblju od 1871. do 1923. godine (odrasli: 93,36 F 16,3 unele;
djeca: 164,24 ¥ 20,7 ug/g) (12). Autori spomenutog ispitivanja tu raz-
liku objasnjavaju nekada$njom vecom ingestijom olova zbog upotrebe
posuda glaziranog olovnom gledi.

Pojedini autori poridu toksikolos$ku i dijagnosti¢ku vrijednost kon-
centracije olova u kosi. Sciroeder i T ipton (33) prvi su izrazili sumnju
da olovo u kosi moZe odrediti stupanj optereéenja tijela olovom. Barry
i Mossmann (34) koji su proucavali koncentraciju olova u raznim tki-
vima umrlih ljudi (N = 73) zakljucili su da kosa i pored relativno viso-
ke koncentracije olova (X = 20 ug/g) nije dobar pokazatelj apsorpcije
olova zbog velikih individualnih razlika, Ova ispitivanja Barry je pro-
veo i na veéem broju lefeva (N = 129) i ponovni je zakljuak da kon-
centracija olova u kosi nije dobar pokazatelj apsorpcije olova (35). Da
bi potkrijepio tu tvrdnju, Barry je u istom radu posebno ispitao 32 rad-
nika eksponirana anorganskom olovu uz dodatnu malu ekspoziciju i
organskom olovu. Koncentracija olova u kosi, opranoj detergentom tri
puta prije analize, bila je nerazmjerno visoka u odnosu na koncentra-
ciju olova u krvi i urinu. Uz to nije utvrdena korelacija izmedu koncen-
tracije olova u kosi i duljine ekspozicije olovy, te s koncentracijama
olova u krvi i urinu. Ti su rezultati sasvim razliditi od rezultata ElDa-
kahaknhnyja i El-Sadnika (10), a obja3njenje moida treba traziti u razli-
¢itoj pretpripremi uzorka,

U zakljuéku ovog prikaza mo¥e se re¢i da je koncentracija olova u
kosi funkcija vige varijabli, te da za pravilnu ocjenu rezultata, naro-
Cito u poredbenim proucavanjima, o svim navedenim ¢iniocima treba
voditi ratuna. Uz to se namede potreba standardizacije analiti¢kog po-
stupka. Samo uz standardnu metodu moguce je usporedivati rezultate
raznih prou¢avanja i objektivno ocijeniti toksikologku i epidemiolosku
znaCajnost odredivanja koncentracije olova u kosi pri povecanoj ap-
sorpciji olova.
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Summary

LEAD IN HAIR

Methodological problems in the determination of lead in hair are presented.
The importance of correct sampling of hair according to its length and of the
way of preparation of samples is emphasized. Normal values of lead concen-
trations in hair as found in literature as well as the values of increased lead
absorption and lead poisoning in adults and children are reported. In con-
clusion the authors suggest the introduction of a standard method for the
determination of lead concentrations in hair which will enable a comparison

Institute for Medical Research and Received for publication
Occupational Health, Zagreb December 22, 1975



