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Prefata

Prezenta teza de doctorat include investigatiile efectuate asupra unor oligoelemente
metalice decelate in muschi si organe destinate consumului alimentar, iar la acestea se aduugd
studiul efectelor induse de zinc si mangan asupra unui model experimental animal. Astfel,
obiectivele cercetdrilor intreprinse pentru elaborarea tezei au fost directionate pe doud sectiuni.
Prima sectiune a avut in vedere probleme de nutritie — vizdnd micronutrientii de naturd minerald,
precum §i unele elemente cu potential toxicogen. In acest sens s-a urmdrit distributia unor
biometale si metale cu potential toxicogen din mugchi si organe la bovine si suine. Secunda
sectiune a urmdrit probleme de biochimie — interesdnd instituirea unui model experimental
animal asupra cdruia s-au efectuat studii privind statusul homeostaziei biochimice a unor
metaboliti sanguini. precum §i concentratia unor biometale si metale cu potential toxicogen din
rinichi dupd administrarea a doud oligoelemente (mangan §i zinc) in exces.

Elaborarea tezei de doctorat s-a facut sub conducerea stiintificd a d-lui Prof. Dr. Zeno
Gdrban, in cadrul Facultdtii de Chimie Industriald si Ingineria Mediului de la Universitatea
., Politehnica” Timigoara.

In perioada de pregdtire a tezei am contribuit la elaborarea a 15 lucrdri stiintifice
publicate in diverse periodice. iar unele prezentate la congrese internationale — din tard §i
straindtate — publicate in volumele acestora.

In acest sens, exprim multumiri D-lui Prof- Dr. Zeno Gdrban pentru inalta competenta cu
care a coordonat cercetdrile extrem de laborioase intreprinse in vederea elabordrii referatelor §i
sustinerii examenelor pe parcursul perioadei de pregdtire a doctoratului. De asemenea,
multumesc pentru increderea acordatd, sustinerea morala §i pentru rdabdarea cu care domnul
profesor a condus cercetdrile, participdnd personal la unele etape experimentale care au dus la
finalizarea acestei tezei de doctorat.

In periada investigatiilor specifice primei sectiuni a tezei am fost §i sprijinitd. pentru
efectuarea diverselor analize fizico-chimice (bazate pe spectroscopia de absorbtie atomicad). cu
deosebitd competentd si incredere de D-nul Prof. Dr. Ing. Mihail Dumitru — Directorul
Institutului de Cercetdri Pedologice si Agrochimice din cadrul Academiei de Stiinte Agricole si
Silvice Bucuregti, cdruia ii exprim inaltd consideratie §i profunda gratitudine.

De asemenea, adresez sincere multumiri D-lui Prof Dr. Ing. Nicolae Vaszilcsin —
Prodecan la Facultatea de Chimie Industriald si Ingineria Mediului, Universitatea ,, Politehnica”
din Timigoara, care m-a sprijinit §i indrumat in pregdtirea unor etape analitice din cadrul
realizdriiinvestigatiilor asupra modelului experimental din teza de doctorat.

Efectuarea determindrilor analitice de laborator necesare secundei sectiuni s-a facut cu
sprijinul si prin bundvointa D-lui Prof. Dr. Constantin Dogaru de la Facultatea de Stomatologie
— Sef al Laboratorului Clinic de la Spitalul Clinic Municipal Timisoara si D-lui Biolog Drd.
Victor Precob, cdrora le exprim sincere multumiri si profundd consideratie.

D-rei Asistent universitar Drd. Corina Pascu de la Facultatea de Medicind Veterinard din
cadrul Universitdtii de Stiinte Agricole si Medicind Veterinara a Banatului Timisoara, doresc sa-i
multumesc pentru deosebita colaborare in vederea obtinerii de animale pentru realizarea
experimentului.

Adresez multumiri pe aceastd cale si D-nei Drd Ing. Mihaela Pup — doctorand la
Facultatea de Chimie Industriald si Ingineria Mediului de la Universitatea ,, Politehnica” din
Timisoara, care m-a sprijinit in diverse etape analitice.

Tuturor colegilor de’la disciplind §i doctoranzilor din specialitate, care in diverse etape
experimentale efectuate pe animale §i in unele faze ale analizelor fizico-chimice si-au adus
contributia si m-au sprijinit, le mulfumesc pentru ajutor si intelegerea acordatd.

In fine, dar nu in ultimul rand multumesc familiei mele — care cu infelegere, incredere i
rdbdare m-au inconjurat in tofi acesti ani, m-au ajutat sa ajung la finalul acestui drum, adeseori
anevoios, dar care md implinegste sufleteste si imi dd increderea de a merge mai departe.
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Introducere

In ceea ce priveste organismul uman, mineralele considerate a face parte din grupa
oligoelementelor sunt necesare in dieta in concentratii relativ mici. inci din anul 1986 — in cadrul
primei manifestéri a Societatii Internationale de Cercetare a Oligoelementelor din organismul uman
(International Society of Trace Element Research in Humans — [STEPH), un numar din ce mai mare
de elemente a fost prezent ca avand rol foarte important in nutritia umana si animala pe langa
elementele deja cunoscute in acest sens. In general, aceste descoperiri au fost rezultatul unor studii in
care anumite deficiente de oligoelemente au fost urmadrite in conditii de stress nutritional, metabolic,
hormonal sau psihologic — atét pe organismul uman, cat si pe organismul unor animale de laborator.

Aviand in vedere aceste aspecte care subliniazd importanta studiilor din domeniul abordat si
continua cercetare cu dorinta de a descoperit noi functii biologice, efectele cauzate de carenta sau
excesul In organism, precum si aplicarea unor metode optime de analiza biochimica. impreuna cu D-
nul Prof. Dr. Garban Zeno am ales titlul: ,,Oligoelemente metalice de interes biologic si toxicologic
in muschi si organe la animale, cu un model experimental al translocarii™.

Obiectivele acestei teze de doctorat au fost determinarea unor biometale si metale cu potential
toxicogen din muschi i organe la animale, precum si stabilirea unor interrelatii metabolice intre
mangan si zinc in cazul administrarii in doze care depasesc necesarul zilnic recomandat, prin
aplicarea unor tehnici de biochimie analiticd optime.

Teza de doctorat cuprinde patru capitole distincte in care au fost abordate doud sectiuni:
prima avand profil de documentare generald, si secunda parte cuprinde aspecte de cercetare in
domeniul nutritiei umane si a biochimiei aplicative. Partea de cercetare a fost prezentatd in doua
sectiuni: prima — din domeniu nutritiei urmareste determinarea cuantumului unor biometale si metale
cu potential toxicogen din probe prelevate de la bovine si suine. Secunda parte experimentala
prezintd efectele consecutive translocarii unor oligoelemente la animale de laborator. Datele astfel
expuse sunt urmate de concluzii si biobliografie.

Capitolul 1, avand titlul ,,Distributia metalelor in natura si in sistemele biologice™ abordeaza
probleme legate de distributia unor metale in mediu, prezentidndu-se in subcapitole separate
distributia acestora in sol, apa si aer. De asemenea, intr-un alt subcapitol sunt expuse date referitoare
la distribntia metalelor in produse alimentare, cu detalierea acestora in functie de origine, respectiv
produse alimentare de origine vegetald, produse alimentare de origine animala, dar si in alte produse
alimentare.

Aspectele relatate anterior sunt urmate de prezentarea unor date legate de actiunea
compusilor minerali asupra diversilor metaboliti. Astfel, sunt expuse date referitoare la diversi
metaboliti glucidici, lipidici, protidici si compusi ai metabolismului hidro-electrolitic in relatie cu
unele minerale.

O atentie deosebita se acorda si prezentarii mecanismelor de actiune, precum si a rolului unor
bioelemente metalice pentru organismul uman. Efectele biochimice ale unor metale cu potential
toxicogen asupra organismului uman sunt detaliate intr-un alt subcapitol.

Capitolul 2, intitulat ,,Metode analitice si bioanalitice in investigarea metalelor” prezinta date
referitoare la unele caracteristici structurale ale metalelor in relatie cu activitatea biologica. De
asemenea, sunt expuse citeva dintre metodele de investigare ale metalelor din produse biologice,
precum si a unor parametrii biochimici sanguini.
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Aceste date sunt urmate de aspecte privind modul de prelucrare statistici a rezultatelor
obtinute in urma determinarilor analitice. In cadrul acestui subcapitol sunt prezentati termeni utilizati
in modul de calcul al rezultatelor, criteriile de eliminare a unor date eronate obtinute in urma
inestigatiilor analitice, precum si detalierea evaluarii statistice a rezultatelor.

Un alt subcapitol abordeaza caracteristici experimentale si unele aplicatii privind
spectroscopia de absorbtia atomica. In cadrul acestor date se prezinti unele baze teoretice si aplicatii
analitice, precum si cateva interferente care au importanta in obtinerea datelor analitice prin metoda
spectrofotometrica.

Capitolul 3, denumit Investigarea oligoelementelor metalice prezente in tesuturi la animale
destinate obtinerii de produse alimentare” abordeazi o prima parte de cercetare proprie in domeniul
nutritiei umane. Astfel se prezintd un subcapitol care cuprinde date privind importanta investigarii
micronutrientilor metalici pentru organismul uman — referindu-se la aspecte din fiziologie si
fiziopatologie.

In cadrul tezei s-a urmirit. quantificarea unor biometale si metale cu potential toxicogen
din probe de muschi prelevati de la bovine si organe prelevate de la bovine si suine. Aceasta parte
este detaliatd in sensul prezentarii modului si conditiile de prelevare a probelor analitice, precum si
pregdtirea probelor in vederea determinarilor cantitative. Se expun apoi aspecte legate de
determinarile analitice, vizand tipul de aparate utilizate, precizia acestora, precum si metoda de lucru
aleasa cu eventualele particularizari pentru studiul propriu.

Capitolul se incheie cu un studiu al metalelor prezente in muschi si organe, decelate prin
spectroscopia de absorbtie atomicd. De asemenea, incearca eventuale explicatii referitoare la
concentratiile de metale determinate, facandu-se referire si la diverse date din literature de
specialitate nationala si internationala.

Capitolul 4, cu titlul “Cercetari asupra translocarii unor oligoelemente metalice la animale de
laborator”’este partea secunda a cercetarii proprii i vizeaza aspecte de biochimie analitica. Acest
studiu a presupus realizarea unui model experimental si astfel se prezinta alegerea speciei pe care se
face ulterior studiul — sobolai linia Wistar, conditiile de pregatire a animalelor de laborator si criteriile
de instituire a experimentelor si specificul metodologiei experimentale aplicate.

Date referitoare la cercetarile experimentale si alegerea oligoelementelor care urmeaza a fi
cercetate din punct de vedere al translocarii, precum si procedura administrarii compusilor metalici
studiati sunt detaliat si explicit expuse in lucrare. Se face mai apoi prezentarea concentratiei solutiilor
administrate §i a motivarii alegerii acestei variante experimentale. De asemenea, se expune modul de
prelevare a probelor analitice, conditiile si aparatura utilizata pentru investigatiile analitice, precum si
aspectele legate de calculul statistic al rezultatelor obtinute.

Teza cuprinde, de asemenea, date privind investigarea unor metaboliti sanguini in relatie cu
administrarea de compusi metalici, cand se urmaresc efectele induse de mangan si zinc asupra unor
metaboliti sanguini, precum si asupra unor biometale si metale cu potential toxicogen din tesut renal
prelevat de la animalele de experienta. Datele sunt completate de aspecte analitice citate din literatura
de specialitate.

Un ultim subcapitol trateazd aspecte legate de efectul oligoelementelor administrate
experimental asupra biodisponibilitatii. Astfel, se prezinta efecte sinergice si antagonice posibile ale
mineralelor cu unele biominefale sau metale cu potential toxicogen, precum si cu alti metaboliti.

In final se expun concluziile studiului intreprins cu detalierea rezultatelor analitice obtinute,
urmate de bibliografia cuprinzénd citarile utilizate in cadrul tezei.
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1. DISTRIBUTIA METALELOR IN NATURA SI IN
SISTEMELE BIOLOGICE

1.1. Consideratii generale

Urmaitorii compusi minerali sunt prezenti in organismul plantelor, animalelor si
omului in cantitati foarte mici. Determinarea, cu exactitate a concentratiei acestora prin
metodele analitice clasice a ridicat numeroase impedimente cercetdtorilor care nu
dispuneau la vremea aceea de aparaturd performanti. Astfel de compusi minerali au fost
descrisi ca fiind prezenti “in urme” , de unde s-a si incetatenit expresia §i denumirea de
elemente “in urme” (in Ib. engleza — “trace elements”; in Ib. germana — “‘spurenelemente™;
in Ib. franceza — “oligoelemente™).

Termenul de “elemente in urme” sau cea mai utilizatd expresie este cea in engleza
— “trace elements”. este mai des utilizat in ciuda dezvoltarii tehnicilor analitice de laborator
foarte moderne. Dintre aceste tehnici amintim spectrometria de absorbtie atomica (Atomic
Absorbtion Spectroscopy — lb. englezid) si analiza de activare cu neutroni (Neutron
Activation Analysis — lb. englezd) care au abilitatea de a méasura toate oligoelementele in
cele mai mici probe biologice cu o mare precizie si acuratete (Johnson si Sauberlich, 1982;
Wolf, 1982).

Un oligoelement este considerat esential atat pentru organismul uman cét si pentru
organismul animal daca indeplineste urmatoarele criterii:

- este prezent in toate tesuturile sanatoase;

- concentratia sa de la un organism la altul, pentru aceeasi specie, este relativ constanta

(prin homeostazia biochimica);

- pentru fiecare specie studiati, cantitatea de element este mentinutd intre anumite

limite dacé existd integritatea morfologica si functionala a tesuturilor;

- dacd efectele asupra cresterii, starii de sanatate si fertilitatii raman la parametrii

optimi;

- carenta sau absenta oligoelementului produce anomalii fiziologice si/sau morfologice

comparative si la fetus (efecte teratogene);
Ancluderea oligoelementului deficient in dietd previne sau trateaza anormalitatile
prezente in cazul absentei sau carentei.

Unele oligoelemente sunt cunoscute si indeplinesc toate criteriile prezentate
anterior. Dintre aceste minerale foarte bine cunoscute amintim: fierul, zincul, manganul,
seleniul, cromul, cuprul, cobaltul, nichelul, molibdenul si iodul. Majoritatea acestor
minerale sunt catalizatori ai multor sisteme enzimatice si de aceea rolul acestora rezidi in
proprietatea de a fi cofactor enzimatic la a fi substante cu grad inalt de specificitate — cazul
metaloenzimelor (Underwood, 1977).

Modul de actiune si rolul fiecarui mineral ar putea fi clasificat in trei mari categorii
(Venchikov, 1974 ) astfel:

- cu actiune biologica necesard mentinerii unei bune stiri de sanatate;

- cu actiune farmacologica atunci cand se utilizeaza suplimente alimentare in tratarea

unor anumite deficiente minerale;

- cu actiune toxicologica, cazul in care aportul de mineral depaseste necesarul

biochimic pentru organismul respectiv.
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Conform cercetdrilor din domeniu biochimiei, biologiei, fiziologiei si nutrifiei
organismul uman necesita. in principal, prezenta obligatorie a 18 vitamine, 21 aminoacizi
si 3 acizi grasi esentiali si 6 elemente majore: calciu, magneziu, sodiu, potasiu, clor si
fosfor. Numarul exact al elementelor esentiale necesare pentru organismul uman este
incert. dar cercetidrile din acest domeniu sunt multiple §i prin acestea se incearcd si
stabileasca esentialitatea acestora. Pdna nu demult un element a fost considerat “esential”
doar daci organismul nu putea sa se dezvolte sau sa-si continue ciclul de viatd in absenta
acestuia si, de asemenea, nu ar putea fi inlocuit de un alt element care sa aiba actiune si rol
similar (Bowen, 1966). Insa studiile efectuate pe animale de experienta au demonstrat ca in
parte unele elemente pot fi inlocuite de altele, si aceasta teorie invalideaza definitia
anterioara cu privire la esentialitatea unui element.

in urma cu aproximativ o suta de ani, s-a crezut ca organismul uman are in
compozitia sa doar 14 elemente: oxigen, hidrogen, carbon, azot, fosfor, sulf, calciu,
magneziu, sodiu, potasiu, clor, fluor, siliciu si fier. La acea vreme se credea ca organismul
uman trebuie sa aiba un aport zilnic de aceste elemente, in caz contrar “‘cu sigurantd se va
produce o alterare a stirii de sanatate”.

Oxigenul gazos se stia cd intervine in procesul de respiratie si a fost recunoscut ca
fiind indispensabil. De asemenea, oxigenul in combinatie cu hidrogenul se gaseste in apa si
in multi alti compusi in care intrd si carbonul, azotul si sulful — elemente care sunt
componente celulare pentru proteine si alti compusi organici. Fosforul, sub forma de
fosfat, a fost considerat ca fiind “sursa fizica a vitalititii” si cel mai important element.
Alte elemente esentiale cum sunt, sodiul, potasiul, magneziul si clorul au fost gasite in
fluidele organismului uman si au fost considerate importante. La acea vreme insi rolul
biochimic al acestor substante nu au fost pe deplin elucidat.

Calciul a fost vazut pentru prima daté ca fiind componentul principal al scheletului,
alaturi de fluor, deoarece la nivel osos au fost determinate urme din acesta. Siliciul, in mod
similar, a fost considerat a fi important in concentratii foarte mici (urme) pentru dinti,
unghii si par. Fierul a fost cunoscut ca fiind necesar in formarea unor componente sanguine
incd din secolul XVII, dar a fost clasificat ca fiind esential doar in prima jumitate a
secolului XX. De asemenea, referitor la iod s-a demonstrat ca are functii fiziologice
importante inca din 1850, dar a fost recunoscut ca fiind esential doar in ultimile decenii a
secolului XX. Esentialitatea celorlalte elemente a fost demonstratd experimental in anii
urmatori. Astfel, in anul 1950 s-a demonstrat esentialitatea cuprului, manganului, zincului
s1 cobaltului. In anul 1953 a fost demonstrati esentialitatea molibdenului, iar in anul 1957
esentialitatea seleniului. Ulterior siliciu a fost scos de pe lista elementelor esentiale si
fluorul a fost de asemenea reluat ca subiect al cercetarilor cu privire la esentialitatea
acestuia pentru organismul uman. in anul 1975 cromul, vanadiul si nichelul au fost
recunoscuti ca fiind esentiale pentru organismul uman, iar fluorul si siliciu au fost
reintroduse pe lista elementelor esentiale (Schrauzer, 1984).

Cativa ani mai tarziu si borul a fost addugat la lista elementelor esentiale pentru
organismul uman (Lovatt si Dugger, 1984). Astfel numarul total al elementelor esentiale
pentru organismul uman a fost stabilit ca fiind 15, dar se preconizeazid ca in urma
cercetarilor din domeniu acest numar va creste in viitor.

Incd de la mijlocul secolului XX unii cercetitori au afirmat ca toate elemente care
apar in naturd, cu exceptia gazelor rare §i a unor elemente puternic radioactive ar putea
avea importanta biologica (Arnon, 1950).

Definitia initiald a esentialititii unui element, care recunostea existenta a doud
categorii de elemente — esentiale si neesentiale — a fost abandonati si de citre Schweigart,
de la Friedrich-Wilhelm University din Berlin. Acesta, in 1962, a introdus o noua
clasificare care cuprinde patru categorii de elemente (Schweigart, 1962):
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elemente principale (constituente);

elemente integrative (esentiale);

elemente facultative (partial esentiale sau benefice);
elemente indiferente (sau negative).

Pornind de la acest sistem de clasificare a elementelor, numeroase substante
chimice, care initial au fost ignorate de catre cercetatori, sunt acum studiate din punctul de
vedere al rolului in organismul uman §i nu numai.

De asemenea. Manfred Anke (University Friedrich-Schiller — Jena, Germania)
pentru a arita multitudinea de elemente cu rol in nutritie, a propus o dietd compusa doar
din amidon de cartof, zahar, cazeina, uree si ulei de floarea soarelui. La aceasta dieta a
determinat cantitatea de vitamine A, E, Dj;. si sarurile a 56 de elemente — care de fapt
reflectd abundanta acestora in natura (Anke et al., 1990). La finea experimentului, caprele
hranite doar cu aceasti dieta propusa, pentru perioade lungi de timp s-au dezvoltat normal
si s-au reprodus in conditii foarte bune. Acest fapt demonstreazd cd a existat un aport
echilibrat de principii nutritive esentiale. S-a propus ulterior studierea consecintelor
aparute prin indepartarea unei substante chimice din dieta propusd, deoarece la un moment
dat este posibild aparitia unor efecte de-a lungul mai multor generatii. De exemplu,
indepartarea aluminiului, bromului, vanadiului §i nichelului determina reducerea
perspectivei de viata la copii (Anke et al., 1982; Anke et al,. 1990; Arnhold et al., 1993;
Anke et al., 1996).

Laptele matern uman contine in mod obisnuit 60 de oligoelemente, inclusiv
cantititi semnificative de aluminiu, brom, precum si vanadiu si nichel. Prezenta acestor
substante a fost initial considerata ca fiind suspicioasd, dar apoi s-a sugerat cd dacé acestea
sunt prezente in mod natural in laptele matern uman, atunci inseamna céd sunt de fapt
elemente necesare pentru organismul uman. De asemenea, determindrile analitice a
elementelor au evidentiat faptul ca un numar de 81 elemente sunt regasite in organism din
cele 92 de elemente naturale existente. Nu toate aceste 81 de elemente sunt esentiale sau
benefice pentru organismul animal sau uman.

Unele metale si compusii metalici ai acestora se gasesc in materia vie aproape in
toate sistemele, fiind reprezentate in proportii diferite in arealul habitual (sol, ap4, aer), in
produse alimentare de origine animala, produse alimentare de origine vegetald si alte
produse alimentare, precum si in organismul uman.

B =

1.2. Distributia naturald a metalelor — privire sinoptica

In natura se gasesc diversi compusi minerali in cantitati si rapoarte diferite, atat in
mediul inconjurator, cét si in alimente sau organismele vii. Concentratia acestora difera in
functie de mai multe criterii, dintre care se pot aminti: compozitia chimica a solului, a
aerului, a apei; conditiile climaterice din zona respectiva; distanta pana la cel mai apropiat
combinat chimic, petrochimic, crescatorii de animale, abatoare; tipul si cantitatea
ingrasdmintelor folosite pe diferite terenuri agricole; distanta pana la cea mai apropiata
sosea si traficul de pe soseaua respectiva, etc.

Plantele, animalele si mai apoi omul reprezintd lantul trofic al procesului de
translocare, cu rol esential in alimentatie, avand repercursiuni biomedicale si/sau
economice. Distributia metalelor si a compusilor metalici este un domeniu de varf,
interesand atat biologia vegetala si animala, cat si biologia medicala, mergand chiar pana la
unele aspecte toxicologice.

Necesarul de substante minerale asigurd cresterea si dezvoltarea plantelor si a
animalelor. Omul prin consumul alimentelor de origine vegetala si animald poate si-si
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asigure o stare de sanatate optima. Conditiile in care se realizeaza acest aspect sunt diferite
si ca atare. eforturile depuse pentru studiul acestora sunt pe masura.

1.2.1. Distributia unor metale in mediu

Prezenta compusilor metalici in arealul habitual, in spetd in regnul vegetal si animal
este tributard compozitiei chimice a solului, a apei, a aerului sau poate fi urmarea unei
poluiri — i.e.: concentrarea acestora in mediu peste limitele maxim admise.

1.2.1.1. Distributia in sol

Din punct de vedere chimic se poate afirma ca solul are compozitia chimica foarte
diversid si contine totalitatea substantelor chimice cunoscute. Cantitatea in care aceste
substante sunt raspandite in sol, poate varia foarte mult de la o zona geografica la alta.

Solul se gaseste in interdependenta reciproca cu atmosfera, hidrosfera si biosfera.
Acest fapt explica de ce cea mai mare parte a compusilor chimici trec din sol in aer si / sau
apa, apoi in plante, animale $i mai apoi in organismul omului (parcurgerea lantului trofic).
O consecinta a acestui fapt este modificarea concentratiei substantelor din sol si apoi din
plante. Analog, animalele se hrinesc cu apa si plante — care prin cuantumul de elemente
modificd la randul lor concentratia de elemente din organismul animal. Omul este
consumator de apa si produse alimentare de origine vegetald si animala. Deci, carenta sau
excesul de elemente din apa, plante si/sau animale (si indirect din sol) determind implicit
modificarea concentratiei din organismul uman.

Cercetatorii, in ultimul timp, si-au indreptat atentia spre studiul aspectelor legate de
compozitia chimica a solului §i aparitia diverselor boli intre care exista corelatii diverse.

Nu trebuie pierdut din vedere aspectul legat de concentratia unor elemente din sol
sl starea de sandtate a populatiei din zona respectiva. Astfel, s-a demonstrat experimental
cd zonele unde exista carente de anumite substante in sol, numarul bolnavilor cu afectiuni
diverse a crescut tocmai datorita carentei de compusi chimici (aceleesi care sunt carentati
si in sol). Un astfel de exemplu este aparitia gusei endemice ca urmare a unui dezechilibru
intre aport si necesarul organismului, afectiune inregistrati in zone cu sol sirac in iod.
Calciul intervine in acest sens, prin micsorarea absorbtiei iodului, iar fluorul prin cresterea
eliminarii iodului.

_ Organizatia Mondiala a Sanatitii considera ca poluarea solului este consecinta unor
obiceruri neigienice sau practici necorespunzitoare. De fapt, poluarea solului este cauza
indepartarii si depozitirii neigienice a reziduurilor lichide si solide rezultate din activitatea
omului, a dejectiilor animale si cadavrelor acestora, a deseurilor industriale sau a utilizarii
necorespunzatoare in practica agricold a unor substante chimice (fungicide, insecticide,
raticide etc.).

De asemenea se discutd si problema prezentei metalelor cu potential toxic de la
nivelul solului. Astfel, se incearca diverse metode de determinare a concentratiei acestor
elemente care sunt poluante ale solului si care, prin acumulare in organism, duc la
probleme grave de sanétate (Drabek O. et al., 2002; Nowak si Kowalska, 2002).

Capacitatea solului de a raspunde nevoilor de crestere si dezvoltare a plantelor
poate fi modificatd de tratamente agricole, intre care fertilizarea solurilor joaca un rol
deosebit de important. Fertilizarea solurilor cu diverse substante modificd proprietitile
fizico-chimice ale solului, si de asemenea schimba echilibrul ionic. Impactul asupra solului
respectiv are doud caracteristici importante, si anume: modificarea proprietatilor de sorbtie
si schimbarea acidititii solului respectiv. Saturaia solului cu complecsi ionici sufera
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modificari importante si se produce o schimbarea a ratei de utilizare a azotului si potasiului
la nivelul solului tocmai datorita substantelor de fertilizare utilizate (Koper si Piotrowska,
2002: Murawska si Spychaj-Fabisiak, 2002). in urma diferitelor tratamente de fertilizare a
solurilor se produce neutralizarea sau cresterea aciditatii precum si sorbtia sau desorbfia
cationilor de baza.

1.2.1.2. Distributia in apa

Apa reprezintd componentul chimic cel mai bine reprezentat in organismele vii,
cuantumul acesteia variind intre 40-94% in functie de regn, specie, sex, varsta etc. Apa
fiind constituent al materiei vii este un solvent al principalilor bioconstituenti din mediul
intern.

Calitatea apei potabile si a apei in general (apa utilizatd pentru irigatii, apa de
salubrizare si igienizare utilizata in industria alimentara etc.) influenteaza starea de sanatate
a populatiei.

Apa potabila provine din doua surse principale:

- apa potabila de retea — din surse naturale, tratatd chimic i apoi distribuita in retea;
- apa potabila de adancime (puturi forate la diverse adancimi).

Constituentii cei mai nedoriti din apa potabila sunt, fara dubii, aceia care au impact
direct asupra sinatatii publice si pentru care s-au instituit asa numitele “valori maxime de
referinta”. Rezolvarea problemei legate de calitatea apei se afld in atentia organizatiilor
specializate in acest sens. Astfel, in urma diverselor analize de laborator s-au stabilit limite
maxim admise atit pentru substantele care sunt prezente in mod obisnuit in apd cat si
pentru substantele considerate contaminanti ai apei potabile.

Concentratia unor substante organice sau anorganice din apa, care poate afecta
negativ consumatorii, depinde de factori geologici, ambientali, precum §i considerente
sociale, economice si culturale. Aviand in vedere aceste circumstante este nepotrivitd
stabilirea unor “valori maxime de referintd” pentru diverse substante care afecteazi
proprietatea de acceptabilitate a apei de catre consumatori, dar care nu are relevanta directa
in raport cu sdnatatea populatiei.

Aspectele legate de dozele acceptabile pentru substantele anorganice din apa sunt
variate, dar se impune precizarea faptului ca aceste valori nu sunt valabile in toate cazurile.
Astfel, pot aparea probleme la concentratii mai mici sau mult mai mari, depinzidnd de
circumstante locale si de caracteristicile fiecarui individ.

Sub acest aspect se stie cd in functia cordului calciul §i magneziul au deosebita
imporanti. Astfel, magneziul este implicat in automatismul cardiac, iar carenta de calciu
conduce la aritmii si la modificari ale electrocardiogramei.

Referitor la calitatea apei potabile, s-au initiat diverse studii epidemiologice in SUA
urmdrindu-se relatia dintre apa de baut si bolile cardiovasculare. Interesanti a fost relatia
dintre mortalitatea datorata bolilor cardiovasculare si calitatea apei de baut in peste 100 de
orase. Rezultatele obtinute au fost statistic semnificative, aritind ca in orasele in care apa
avea carente in sdruri minerale de calciu §1 magneziu, mortalitatea prin boli
cardiovasculare era mult crescutd. S-a stabilit astfel o corelatie inversa intre duritatea apei
— concentratia in saruri de calciu i magneziu — si bolile cardiovasculare (fig. 1-1).

Organizatia Mondiala a Sanititii (World Health Organization — WHO, prin Bulletin
of the WHO, 1991, Vol. 69, no. 5) a initiat un studiu international in diferite zone ale lumii,
pornind de la calitatea apei potabile. Acest studiu urmarea distributia substantelor minerale in
apa potabild si in organismul persoanelor sinitoase si bolnave sau decedate datoritd unor
boli cardiovasculare. Concluziile acestui studiu au aratat ca alaturi de calciu si magneziu, pot
fi implicate in etiopatogenia acestor boli si alte substante minerale.
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Cercetari privind actiunea metalelor asupra aparatului cardiovascular au fost
efectuate. experimental, si asupra altor metale. Astfel cadmiul s-a dovedit a induce
tensiune arteriala la animale de laborator, influentind metabolismul colesterolului cu
depunerea acestuia pe vasele sanguine si favorizarea instalarii aterosclerozei. Mecanismul
de actiune se pare ca este de naturd enzimatica. De asemenea, strans legatd de actiunea
cadmiului, este si efectul zincului, dar in sens invers, adicd scade tensiunea arteriala la

animale de laborator.
Pe grupe de varsta

327 <4 72
321) 52411 37
31 2544 28

283 3 45-60 2 | 206

3400 33 3 >60 3 ] 2270
< 10° Durnitate Virsta > 150 Durnitate
inani

\AA \AAd

VWA
AAARAA.
\Ad

AAARMAA

Pe grupc de boala
474[ T [277
39 H 43
88 Im 37
13 A 72
134] ACV [ 108
220 AC 122
< 100 Duntate Grup de > 150 Duntate
agc (iuni

H - Hipertensiune; Im - Infarct miocardic; A - Ateroscleroza
ACYV - Accidente cardiovasculare; AC - Alte cardiopatii; T - Total

Fig. 1-1. Relatia dintre duritatea apei si bolile cardiovasculare
(Manescu et al., 1994)

La noi in tara, calitatea apei potabile de retea si apei de adancime este urmarita in
raport cu datele publicate in Monitorul Oficial prin Legea 458 / 2002 pentru apa de retea si
STAS 1342/ 31 pentru apa de adancime (provenitd din foraje) — tabel 1-1.

Substantele indezirabile prezente in apa sunt substante care nu au efecte nocive, dar
care prin prezenta lor modificd caracterele organoleptice astfel incat influenteaza
potabilitatea apei.

Cea mai mare parte a elementelor indizerabile au origine naturald in ap4, iar limita
acestora de recunoastere este caracterizatd de doud nivele de concentratie:

- “concentratia admisa — definiti ca fiind concentratia pana la care apa nu produce nici
un inconvenient;

- concentratia admisa exceptional — cazul in care nu poate fi modificatéd calitatea apei
prin tratare (cazul apei de foraj).

Apele reziduale deversate necontrolat au importanta sanitara deosebit, fiind bogate
in substante chimice diverse si germeni patogeni. Astfel calitatea apei se poate discuta sub
doud aspecte si anume: raspandirea si diseminarea in mediu a germenilor patogeni si
aspectul toxicologic — determinat de continutul in substante chimice cu potential toxic
(Nash, 1993). Acest fapt este prezentat si in publicatiile unor organizatii internationale
(World Human Organization, 2000).

Contaminantii chimici ai apei potabile sunt prezenti alaturi de alte substante si
compusi anorganici si organici. Valorile de referinta au fost calculate separat pentru fiecare
substanta, fara a se insista asupra posibilelor interactii a fiecirei substante cu alti compusi
prezenti in apd. Totusi, limitele mari prezentate pentru fiecare substantd cu posibil rol
contaminant are in vedere eventuala interactie cu alfi compusi.
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Tabel 1-1. Limitele maxime admise pentru apa potabila tratata de retea normate in
Romania (M.O. Legea 458 / 2002 pentru apa de retea s1 STAS 1342 / 91
pentru apa de adancime provenita din foraje)

Comp “yt anorgamics p rezenti Limitele maxime de referintd
in apa potabild

Aluminiu 0.2 mg / dm’
Arsen 0,01 mg /dm’
Cadmiu 0.005 mg / dm’
Calciu -
Crom 0,05 mg/ dm’
Cupru 0.1 mg/dm’
Duritatea totala a apei Minim 5
Fier 0,2mg/ dm’
Magneziu -
Mangan 0,05 mg / dm’
Mercur 0,001 mg/dm’
Nichel 0,02 mg / dm’
Plumb 0,01 mg/dm’
Seleniu 0,01 mg /dm’
Sodiu ) 200 mg / dm’
Uraniu -
Zinc 5 mg/dm’

* Nota: unde apare “ — “ nu este normat de lege.

Cu privire la conditiile sanitare ale apei potabile din diverse regiuni ale globului au
fost initiate numeroase proiecte care si-au propus sd depisteze unele probleme existente in
zone geografice diferite unde sursele de apa potabile sunt limitate. Astfel, spre exemplu
“Water, Sanitation and Hygiene Monitoring Project” (WaSHMP, No. 2, 17 Sept 2003),
initiat in iunie 2002, studiaza criza de apa din 643 comunitati din totalul de 708 definite de
catre Statisticile din Palestina (Palestinian Central Bureau of Statistics — PCBS). Proiectul
urmdreste inifiarea unei strategii manageriale prin care si gaseascd noi surse de apa
potabila si s asigure parametrti de calitate optima.

Cu privire la contaminarea apei se poate discuta si despre existenta unui aspect
economic. Aceasta rezida in distrugerea partiald a florei si faunei acvatice, indeosebi a
pestifor care sunt foarte sensibili la oxigen sau la prezenta altor poluanti in apa. In
majoritatea tarilor poludrile acvatice sunt, din pacate, relativ frecvente si pagubele
inregistrate sunt importante.

Un alt aspect legat de calitatea apei are importantd ecologica. Apele reziduale cu
continut ridicat de substante organice usor oxidabile, determinid un consum accelerat de
oxigen. Astfel procesele biochimice aerobe nu mai pot avea loc si ca atare dezvoltarea
normald a organismelor acvatice este grav perturbatad. Mecanismele de autopurificare sunt
aproape stopate de poluarea persistenta in timp.

In ultimii ani s-au efectuat diverse experimente pe animale de laborator care
urmdresc punerea in evidentd a potentialului cancerigen al unor substante poluante. O
astfel de institutie internationald este Agentia Internationald de Cercetare a Cancerului
(International Agency for Research on Cancer — IARC). Intre substantele studiate s-au
inclus compusi organici — spre exemplu hidrocarburi policiclice aromatice, derivati
organo-clorurati, etc. §i compusi anorganici — spre expemplu: azotati, azotiti, metale grele:
Cd, Hg, Sn, Pb, etc.
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in general metalele cu actiune nociva. numite cu termen generic metale cu
potential toxicogen. sunt studiate in biochimie si patobiochimie, in nutritie si
toxicologie. Astfel, se au in vedere efectele teratogene, mutagene $i cancerigene.

Din aceste considerente se urmareste si cuantumul acestor metale — alaturi de
alte elemente metalice si metaloizi — din apa potabila. in toate tarile exista norme care
reglementeaza calitatea apei potabile. in acest sens se vor prezenta citeva date cu
privire la unele substante anorganice prezente uneori in apa si limitele maxime de
referinta utilizate in analiza calitativa a apei potabile (tabel 1-2).

Tabel 1-2. Limitele maxime de referintd pentru unele substante regésite in apa
potabila valabile pentru tarile din vestul Europei (dupa Guidelines for
drinking-water quality, WHO 1993)

C ompusi. Limitele maxime Observatii
anorganici de referinta )

Aluminiu 0,200mg /L 5% din aportul total este din apa potabila.

Argint Nespecificat Aportul zilnic pentru un adult este estimat la 7ug.
Aportul provizoriu zilnic maxim tolerat de

Arsen 0,010 mg/L organismul uman este de 2 png/Kg greutate
corporala.
Aportul zilnic oral de cadmiu se apreciaza a fi 10—

Cadmiu 0,003 mg /L 35ug, iar fumatul este o sursa importanta de
cadmiu.

Crom 0,050 mg /1 Convcentragla totald de crom din apa deobicei nu
depaseste 2pg/l.

Cupru 2,000 mg /L Aprotul din alimente este de 1-3 mg/zi.

Fier Nespecificat In apa p(')tziblla 2 mg /1 fier nu reprezinta un pericol
pentru sanatate.

Mangan 0,500 mg /L Aportul zilnic din alimente pentru adulti este de
2 -9 mg.
Aportul provizoriu zilnic maxim tolerat de

Mercur 0,001 mg/L organismul uman este de 3,3 pg/Kg greutate
corporala.

Molibden 0,070 mg /L Se recomanda un aport de 0,1 - 0,3 mg /L.

.- Media zilnica a aport de nichel este de 0,1-0,3mg

Nichel 0,020 mg /L nichel, dar poate ajunge la 0,9 mg/I.

Plumb 0,010 mg /L COpl%'Sl tinerii absorb de 4-5 ori mai mult Pb decét
adultii.

: Nespecificat Concentratia de sodiu a apei potabile este mai mica

Sodiu n
decét 20mg/1.

Zinc Nespecificat Apa potabila contine zilnic sub 3 mg/zi zinc.

In Marea Britanie existd specificari cu privire la nivelul maxim de mangan

pentru apa potabila, apa mineralad §i apa imbuteliata fiind de 50 pg / L, iar aportul
maxim de mangan din alimente nu este stabilit (The Natural Water, Spring Water and
Botteled Drinking Water Regulations, 1999 and The Private Water Supplies
Regulations 1991).

Apa minerald potabild contribuie semnificativ la aportul de mangan pentru
organismul uman (Guidelines for drinking-water — WHO, 1993 si 1996). De asemenea,
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exista situatii in care zincul din apa potabild are efecte nedorite $i anume atunci cand
concentratia de zinc din apa este intre 675 ppm si 2280 ppm (Stokinger, 1981b).

Apa ramdne insa un nutrient absolut necesar, fara de care organismele vii nu ar
putea exista. dar totodati si o cale posibild contaminare a alimentelor si implicit de actiune
poluanta directa asupra organismelor vii.

1.2.1.3. Distributia in aer

Aerul. din punct de vedere teoretic. este un amestec de oxigen §1 azot cu un
raport de 1 : 4. In realitate. aerul este un amestec de gaze format din azot (78,09%),
oxigen (20,95%). argon (0.93%), bioxid de carbon (0,03%) si alte gaze cum ar fi:
xenon, neon, kripton, radiu, ozon, vapori de apa in procent de 0,03-0,04%. La acestea
se adauga pulberi. polen. bacterii, fungi s.a., toate in cantitati vanabile (procentele
prezentate diferd in functie de autor).

In general pulberile sau suspensiile din aer se afla dispersate sub forma de
particule solide sau lichide. Actiunea particulelor in suspensie asupra organismului
uman §i agresivitatea acestora depinde de trei particularitati caracteristice (Manescu et
al.. 1996):

- concentratia acestora in atmosfera — principalul element caracteristic;

- dimensiunile particulelor in suspensie — determina nivelul pana la care acestea
patrund in aparatul respirator (pulmon);

- natura chimica a substantelor din care sunt alcituite suspensiile — determindnd
tipul de efect nociv.

Daca se face o clasificare a diversilor poluanti prezenti in natura trebuie amintit
faptul ca exista trei clase distincte de poluanti:

- poluanti fizici;

- poluanti chimici;

- poluanti biologici.

Cu privire la relatia dintre nutrienti si contaminantii chimici se poate accepta o
clasificare a contaminarii chimice in contaminare deliberatd si contaminare ilicitd
(Garban, 2000). Astfel, in grupa contaminantilor chimici utilizati deliberat in produsele
alimentare (cunoscuti si ca aditivi alimentari) se inscriu diversi coloranti, conservanti,
antioxidanti, edulcoranti si alti aditivi. Aceste substante sunt reprezentate si de compusi
care pot contine diverse elemente metalice (exemplu: clorofila, sdrurile acidului acetic,
acidului propionic, acidului ascorbic; azotati si azotiti de sodiu si potasiu; etc.).

: Din punct de vedere al actiunii nocive asupra organismului uman, elementele
metalice se pot clasifica astfel:

- cu actiune toxicd specifica — datoratd pulberilor care patrund in organism si
provoacd o intoxicatie cu mecanism fizico-patologic, cu tablou clinic §i aspect
anatomo-patologic caracteristic, indiferent de calea de patrundere (in special
plumbul, cadmiu §i mercurul sau compusii acestuia, dar si alte elemente
metalice);

- cu actiune cancerigend — ca urmare a inhalédrii unor pulberi anorganice (spre
exemplu: compusi cu arsen, crom, nichel; azbest — care provoaca azbestoze sau
pneumoconioze etc.);

- cu actiune iritanta — care poate fi produsa de orice suspensie din aer si care poate
produce fenomene de inflamatie aseptica la nivelul aparatului respirator sau poate
sa suprasolicite mecanismele de “clearance” pulmonar. Intensitatea fenomenelor
iritative depinde de natura si concentratia pulberilor.
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Poluantii toxici prezenti in aer au efecte negative asupra diferitelor organe si
sisteme ale organismului uman. Astfel de compusi deriva in general din procese industriale
si de la mijloacele de transport. Dintre acestia o deosebita atenfie o prezintd plumbul,
cadmiul si mercurul. deoarece substantele metalice mentionate se cumuleaza atat in mediu,
céat si in organismul uman.

1.2.2. Distributia metalelor in diverse produse alimentare

Exploatarea intensivd, necorespunzitoare a resurselor naturale poate duce la
scaderea cantititii disponibile de elemente. Reducerea in cantitdti importante a continutului
de elemente al alimentelor poate aparea si prin prelucrarea culinard sau prin procesarea
industriala a produselor alimentare de origine vegetala si animala.

Distributia naturala a unor oligobioelemente in produsele alimentare prezintd o
mare variabilitate fiind dependenta de:

- zona in care s-au cultivat plantele sau zona in care au crescut animalele de la care
provine alimentul respectiv;
- solul din care se face preluarea unor ape care ulterior devin surse de apa potabild sau
cu care se fac irigatii si se hranesc animalele;
- tehnologia de procesare a alimentului, precum si materiile auxiliare utilizate;
- locul si conditiile de depozitare a alimentelor; umiditatea, temperatura §i prezenta
unor substante chimice sau a unor radiatii;
- modul de procesare al produsului alimentar respectiv (concentrat, deshidratat,
natural, in solutie etc.), dar si alte aspecte care nu au fost amintite aici.
in mod sigur alimentatia influenteaza cuantumul elementelor din organsim. Astfel
se apreciaza faptul cd in domeniul nutritional, dar si medical, se observa utilizarea
anumitor suplimente alimentare care au rolul de a diminua, in general carenta unor
substante din organism.

1.2.2.1. Distributia in produse alimentare de origine vegetala

Substantele chimice au o distributie larga in regnul vegetal, respectiv in diverse
produse de origine vegetald. Astfel, se pot avea in vedere cerealele, legumele, fructele si algele.

In dieta distributia elementelor se poate discuta atit din punct de vedere al
bioelementelor, céat si din punct de vedere al elementelor cu potential toxicogen.

* Trebuie precizat faptul ci aportul de elemente nu influenteaza numai cantitatea
electrolitilor din organism, dar intervine si asupra concentratiei de metaboliti proteici,
lipidici si glucidici. Acest fapt este explicat de salifierea unor compusi din aceste clase in
cursul proceselor metabolice.

De asemenea, cuantumul de substante din dietd este influentat de distributia
naturald a acestora in materiile prime, de pierderile din cursul prepararii sau procesarii
alimentelor, precum si de fortifierea alimentelor cu diverse vitamine si / sau elemente cu
caracter cationic sau anionic.

Dintre produsele alimentare de origine vegetald bogate in oligoelemente amintim
mai multe grupe de alimente, cum ar fi: cerealele, legumele, fructele, si dupa unii autori si
algele marine si cele de apa dulce (Serban si Rosoiu, 1992).

In general, cerealele au continut semnificativ de elemente chimice indeosebi in
embrion §i in straturile de invelis — care din pacate se elimina prin decorticarea cerealelor.
In procesul de mécinare a graului rezulta faina alba, faina semi, faina neagra si taréte. in
ultimul timp unii producatori fabrica paine imbunitititi cu cereale sau chiar cu tarate care
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are calitati nutritionale deosebite. Acest fapt se explica tocmai datorita invelisului exterior
al cerealelor in care se gisesc majoritatea substantelor nutritive de naturd minerala: fosfor,
potasiu, calciu, magneziu. dar i o serie de vitamine cu rol deosebit de important in nutritie.
Tabelul 1-3 prezintd cuantumul unor metale in diverse produse cerealiere (Mogos. 1997).

Tabel 1-3. Concentratia unor bioelemente cu caracter cationic in cereale (mg/100g)

Specificare produs Na K Mg Fe Zn
Paine alba din griu 360-500 120 30 0,7 0,74
Faina de griu 1 350 60 2.0 -
Orez 4 200 30 1,3 -

Dintre substantele prezente in cereale amintim: fosforul, potasiul, calciul,
magneziul etc. Un rol nutritiv deosebit are fosforul, acesta fiind bine reprezentat mai ales
sub forma acidului fitic si a sarurilor sale — fitatii. Sub actiunea enzimei specifice (i.e.:
fitaza), fitatii sunt hidrolizati, eliberandu-se in final acidul fitic. Acidul fitic la rAndul sau
poate forma saruri insolubile cu unele elemente minerale (e.g.: calciu $i magneziu), care
reduc utilizarea digestiva a acestor elemente, eliminandu-se prin fecale i astfel neputind fi
asimilate de citre organism.

Importanta acestor factori antimineralizanti prezenti in mod natural in unele
produse alimentare reiese si din tabelul 1-4 care prezinta cuantumul fierului si fitatului din
unele cereale, precum si citeva date legate de biodisponibilitatea fierului (MOST — The
USAID Micronutrient Program — Improving Iron Status through Diet, 1997).

Tabel 1-4. Continutul de fier, fitat si biodisponibilitatea fierului in diverse cereale
(greutate uscata)

. Fitat/Fe | Biodisponi- | Biodisponi- .
Specificare | et Fe Ratic | biliatea Fe | biliatea Fe | ¢
(mg/100g) | (mg/100g) molars* (%) (mg/100g) (Kcal/100g)

Porumb integral] 800 3 25 3,7 0,1 362
Porumb 72 1 6 5 0,05 364
negerminat

Gréu integral 800 3,3 23 5 0,16 339
Faina alba (grau)l 280 1,2 20 20 0,24 364
Orez integral 500 1,6 26 360
Orez decorticat 255 0,8 27 3 0,02 363
Sorg integral 618 4 13 3 0,12 332
Sorg decorticat 439 4 9 332
Mei integral 870 8 9 361
Mei decorticat 609 8 6 361

* Fitat (g) / 660 = Fe (mg) / 56

Continutul de minerale din produsele alimentare este influentat si de prezenta altor
substante. Dintre acestea un rol foarte important il au substantele antinutritive care
fitic, acidul citric, acidul oxalic.

De asemenea, foarte important in ceea ce priveste continutul in subtante minerale
este modul de prelucrare al cerealelor. Acestea in majoritatea cazurilor sunt supuse
diverselor operatii de macinare si de sortare pe dimensiuni. Dintre cerealele cele mai
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utilizate in scopul obtinerii de fainuri cu aplicatii in industria alimentard amintim gréaul.
Acesta se macind in faina, iar gradul de extractie, respectiv de mécinare §i sortare (prin
trecere peste diverse site) este hotdrdtor pentru compozitia chimica. in continuare se va
prezenta compozitia in unele elemente a graului aflat sub diverse forme (boabe, fainad de
grau, germeni de grau, tarate de grau) — Tabel 1-5.

Tabel 1-5. Influenta méacinirii graului asupra continutului de minerale (Miller, 1996).

Specificare Boabe de | Fiaina albad | Germeni Tarate Pierderi la
substante grau de grau de grau de grau macinare
minerale (mg/100 g) | (mg/100 g) | (mg/100 g) | (mg/100 g) (%)

Fier 4.3 1,1 6,7 4,7-7,8 76
Zinc 3.5 0.8 10,1 5,4-13.0 78
Mangan 4.6 0,7 13,7 6,4-11,9 86
Cupru 0,5 0,2 0,7 0,7-1,7 68
Seleniu 0,06 0,05 0,11 0,05-0,08 16

Din datele prezentate in tabelul 1-5 se observa ca graul pierde foarte multe substante
minerale prin méacinare (exemplu: continutul de fier in bobul de grau este 4,3 mg / 100 g grau
fata de 1,1 mg / 100 g in faina alba de grau; continutul de zinc este 3,5 mg / 100 g grau fata
de 0,8 mg / 100 g in fiina alba de grau, etc.). De asemenea, se observa concentrafia mare de
substante minerale din germenii de grau, comparativ cu boabele de grau si cu faina de grau.
Taritele comparativ cu boabele de cereale si cu faina au valoare nutritionale deosebitd prin
continutul ridicat de substante minerale, dar si prin continutul de fibre alimentare cu rol
deosebit in procesul de digestie (favorizeaza peristaltismul intestinal).

Legumele sunt alimente de origine vegetalad cu o larga utilizare alimentara, oferind
un aport important de substante minerale. Tabelul 1-6 prezintd cuantumul unor
oligoelemente metalice in anumite legume utilizate in prepararea anumitor diete (Mincu,
1993; Mogos, 1997; Neamtu, 1997).

Tabel 1-6. Concentratia unor bioelemente cu caracter cationic in legume (mg/100g

parte edibila)
Specificare produs Na K Mg Fe Zn
Ardei gras verde - 186 - 0,6 -
Cartofi maturi 20 510 27 1,0 0,27
Castraveti 15 170 9 0,3 0,28
Ceapa uscata 25 106 8 1,0 -
Conopida 10 420 17 1,0 0,24
Fasole verde 40 275 35 1,0 -
Maziare boabe - 340 40 2,0 0,71
Morcovi 100 220 15 1,0 0,20
Rosii 25 310 20 0,6 0,11
Salata verde 2 320 40 2,0 -

Astfel, se poate observa faptul ca anumite oligoelemente sunt predominante: calciul
se gaseste in cantitdti mai insemnate in legumele cu frunze si pastaioase, bulbi si radicini
(ex. varza, conopida, ceapa, patrunjel, fasolea verde, etc.); potasiul se gaseste in general, in
proportie mai mare decét sodiul in legume; fierul se giseste mai ales in legumele verzi
(spanac, patrunjel, urzici).
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Se poate face precizarea ca legumele sunt surse importante de cationi in “regimurile
alcalinizate”. Dezavantajul in acest caz este reprezentat de faptul cad legumele contin
cantitati importante de acid oxalic, acid fitic si alte substante antimineralizante, care inhiba
absorbtia calciului si predispune la formarea de oxalati sau fitati, iar in final determina
scaderea calcemiei.

in acest sens se prezinta cuantumul fierului si fitatului din unele leguminoase,
precum si cateva date legate de biodisponibilitatea fierului — tabel 1-7 (MOST — The
USAID Micronutrient Program — Improving Iron Status through Diet, 1997).

Tabel 1-7. Continutul de fier, fitat si biodisponibilitatea fierului in diverse
leguminoase (greutate uscata)

. Fitat/Fe | Biodisponi- | Biodisponi- .
Specificare Fitat Fe Ratie biliatea Fe | biliatea Fe Energie
(mg/100g) | (mg/100g) molari* (%) (mg / 100g) (Kcal/100g)
Soia 2322 2,8 70 1,7 0,05 403
Fasole neagra 617 2.9 18 0,8 0,02 127
Linte 358 3.3 9 1,2 0.04 116

* Fitat (g) / 660 + Fe (mg) / 56

In fructe se gasesc, de asemenea, importante cantititi de saruri minerale, in special
saruri de potasiu (Segal, 2002). Calciul si fosforul se gasesc in cantitdti mici, dar intr-un
raport optim pentru asimilarea de catre organismul uman. Fierul este prezent sub forma de
compusi usor asimilabili, ceea ce favorizeaza absorbtia sa in organism, insa procesul este
potentat in prezenta acidului ascorbic si al bioflavonelor.

Tabelul 1-8 prezinta concentratia principalelor elemente metalice din fructe, altele
decat fructele oleaginoase. (Mincu, 1993; Mogos, 1993; Neamtu, 1997).

Tabel 1-8. Concentratia unor bioelemente cu caracter cationic in fructe (mg / 100 g

parte edibila)

Specificare produs Na K Mg Fe Zn
Banane 4 380 42 0,4 0.16
Caise 3 320 12 0,4 0,11
Capsuni 2 - 13 0,8 0,13
Cirege 3 280 15 1,8 -
Lamai 3 170 13 0,6 0,06
Mere 3 120 S 0,4 0,04
Pere 2 130 10 0,2 0,12
Piersici 3 260 8 0,4 0,14
Prune 3 300 10 0,5 0,21
Zmeura 3 220 10 1,2 -
Struguri 2 300 14 0,5 0,05
Visine 3 290 20 0,8 0,10

Dintre elementele minerale care se gasesc in cuantum ridicat in fructe amintim:
potasiu, calciu, mangan, fosfor si fier. Se mentioneaza faptul ca in fructe concentratia de
sodiu este foarte scizuti. Astfel, fructele pot fi recomandate cu prioritate pentru dieta in
regimurile hiposodate. Prin cunatumul ridicat de api si potasiu acestea au actiune diuretica.
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in general. se poate aminti faptul ca alturi de bioelemente, fructele au un continut
mai ridicat in substante tanante (afinele, gutuile) sau in pectine (merele) care ajuta bolnavii
cu diaree (limitdnd miscarile peristaltice intestinale).

Exista unele fructe bogate in “‘substante de balast”, terminologie care face referire
la fibrele alimentare (bogate in celuloza, hemiceluloza, lignina etc.), care au efect invers —
efect laxativ. fiind recomandate in anumite forme de constipatie.

in tabelul 1-9 se prezinti cuantumul unor elemente metalice (sodiu, potasiu,
magneziu, fier si zinc) al catorva fructe oleaginoase (compilare dupa Mincu, 1993; Mogos,
1993; Neamtu, 1997).

Tabel 1-9. Concentratia unor bioelemente cu caracter cationic in fructe oleaginoase

(mg/100g parte edibila)

Specificare produs Na K Mg Fe Zn
Arahide 4 680 180 2.3 -
Alune fira coaja 4 - - - -
Nuci 4 450 134 2,1 -

in general, fructele furnizeaza un aport caloric redus, de aceea sunt recomandate in
cure de slabire. O dieta care si concentreze aceste principii nutritive din fructe se poate
face cu sucurile de fructe si legume cu rol deosebit de benefic in nutritie. Astfel, in
continuare tabelul 1-10 prezinta continutul in principalele elemente metalice a unor sucuri
de fructe (RDA — “Human Nutrition", Microsoft Encyclopedia 1993-1997).

Tabel 1-10. Concentratia unor elemente cu caracter cationic in unele sucuri de

fructe (mg / 200 mL)

Specificare K Ca Fe Mg Zn Na
Suc de citrice 273,7 21,0 2.8 15,7 0,1 7.4
Suc de mere 295.1 17,4 0,9 1.4 0,1 7.4
Suc de morcovi 689,1 56,6 1,1 33,0 0,4 68.4
Suc de rosii 534.6 21,9 1,4 26,7 0,3 8772
Suc de struguri 330,0 22,5 0,6 25,0 0,1 7.5

Cercetarile efectuate in ultimul timp aratd ca sursa principald de proteine,
vitamine §i sdruri minerale a viitorului este data de algele marine si cele de apa dulce.
Animalele si plantele care triiesc in mediul acvatic isi selecteaza singure elementele
minerale necesare din punct de vedere nutritiv. Insa alaturi de bioelemente, aceste
organisme pot si cumuleze cantitdti impresionante de metale cu potential toxicogen
provenite din deseuri deversate in apa (spre exemplu: plumb, mercur, etc.). Oceanul,
marile i lacurile contin aproximativ 3,5 % compusi anorganici dizolvati in apa acestora.

In cadrul unor studii efectuate de catre diversi cercetatori, s-a demonstrat faptul ca
algele au un continut bogat in substante minerale (tabel 1-11).

Tabel 1-11. Concentratia unor metalice in alge marine (Afzal Rizvi M.; Shameel M.,

2001)
Specificare Na K Ca Cd Co Cr
element (mg/g) (mg/g) (mg/g) (ng/e) (1g/g) (1g/g)
Concentratia 13,12 11,65 42 .42 0,39 1,10 1,27
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Analiza biochimica a plantelor ne arata ca algele sunt singurele organisme care pot
furniza “hrand organica” din substante anorganice. Mineralele pe care algele le absorb din
apa In cantititi mari, sunt prezente in stare coloidala organica, usor utilizabila si direct
transmisibile corpului uman.

Datoritd faptului ca algele sunt organisme care absorb substantele prezente in apa
marilor si oceanelor, un mediu contaminant determina implicit contaminarea acestora. in
general flora si fauna marina, iar mai departe prin ingerarea acestora ca hrand — ajung in
organismul uman unde pot duce la grave intoxicatii imediate sau prin cumulare. in ultimile
decenii apa marilor si oceanelor a devenit nu de putine ori locuri de deversare a deseurilor,
tocmai din acest motiv se impune testarea riguroasa a produselor alimentare provenite din
mediul acvatic (Serban si Rosoiu, 1992).

1.2.2.2. Distributia in produse alimentare de origine animald

Cu referire la elementele metalice si nemetalice. au fost efectuate cercetar
experimentale pentru a elucida actiunea acestora asupra metabolismelor in organismele
omului si animalelor. in acest sens in literatura de specialitate exista numeroase studii in
domeniul biochimiei, natritiei si toxicologiei, cu aplicatii in medicina umana, medicina
vaterinara si zootehniei.

Aproape toti compusii minerali necesari in furajare se regasesc in produse de origine
animala: lapte si produse lactate, carne si derivate, oud, mierea de albine.

Laptele si produsele lactate se incadreaza in grupa produselor alimentare cu valoare
biologica ridicata. Datorita, indeosebi proteinelor si bioelementelor, laptele corespunde
cerintelor copilului si adolescentului, favorizand cresterea, dezvoltarea, osificarea, dentitia
si toate celelalte procese fiziologice.

Din punct de vedere al compozitiei, laptele are cantitati relativ reduse de elemente
metalice comparativ cu alte principii nutritive, dar prezintd importantd nutritionald prin
faptul ca se gasesc sub o forma usor asimilabila. Tabelul 1-12 prezintd cuantumul unor

minerale in lapte si paroduse lactate ("RDA —“Human Nutrition", Microsoft Encyclopedia
1993-1997).

Tabel 1-12. Concentratia unor biominerale cu caracter cationic in lapte si produse
lactate (mg / 100 g produs)
’

Specificare produs Na K Mg Fe Zn
laurt * 50 160 12 - -
Lapte integral vaca 50 160 12 0,05 0,38
Smantana 50 110 7 0,20 -
Telemea oaie 2000 150 30 0,60 -
Telemea vaca 2000 150 25 0,40 0,37
Unt 50 14 1 0,20 0,05

Dintre bioelementele prezente in lapte si produse lactate amintim calciul si fosforul —
aflate in cantitdti aseméanatoare si in organismul uman. Sarurile minerale din lapte se gasesc
sub forma de fosfati (de calciu, potasiu, magneziu), citrati (de sodiu, potasiu, magneziu,
calciu) §i cloruri (de sodiu, potasiu, calciu).

In tabelul 1-13 sunt prezentate date referitoare la unele produse lactate. Datele au
fost compilate din articole de specialitate publicate de "RDA -~ Human Nutrition",

Microsoft Encyclopedia 1993-1997.
£54. 456
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Tabel 1-13. Concentratia unor biominerale din produse lactate (mg / 200 mL).

Specificare K Ca Fe Mg Zn Na
Cacao cu lapte 469.6 2815 0,8 51.1 1,2 155.,8
Cappucino 204,1 124.5 0.2 18,3 0.4 50,7
Ciocolata calda 479.7 2983 0.8 55,5 1,2 122,7
Lapte 1% grasime 382.4 301,4 0,1 33,9 1,0 123,7
Lapte integral 369,7 291,3 0,1 32,8 0,9 119.6

Desi in lapte cuantumul substantelor minerale este scazut in comparatie cu alte
componente, acestea au o valoare deosebitd deoarece se afla sub forme usor asimilabile.
Cantitatea minerale este in medie de 9-9,5g% variind de la o specie la alta. s1 de asemenea,
depinde de perioada de lactatie, de hrana animalului etc. Datele analitice privind cuantumul
de substante minerale din laptele de vacd demonstreaza ca acest aliment este furnizorul
principal de calciu si magneziu.

Cuantumul de saruri minerale din laptele de vaca variaza si datoritd prelucrarii
tehnologice (e.g.: prin deshidratare). Astfel, laptele integral de vaca si laptele degresat de
vacd au aceeasi concentratie de saruri minerale, dar aportul caloric este diferit (datorita
cuantumului de lipide). In cazul laptelui de vaca integral energia furnizati este
63,3 Kcal/100g, pentru laptele degresat este de 39,5 Kcal/100g, iar pentru laptele praf
integral este de 489 Kcal/100g. Cuantumul substantelor minerale din laptele de vaca
integral, lapte de vaca degresat si lapte de vaca praf este prezentat in tabelul 1-14.

Tabel 1-14. Date analitice privind cuantumul de biominerale a laptelui de vaca
(Guthrie, 1975)

Componente Lapte integral Lapte degresat Lapte praf
Substante minerale (%) 0,75 0,75 7,00
Biometale mg/100g

Calciu 128,00 123,00 929,00
Sodiu 47,00 53,00 371,00
Potasiu 155,00 150,00 1150,00
Fier ! 0,25 0,20 0,70
Zinc 0,35 0,40 4,50
Magneziu 0,003 0,40 -
Cobalt 0,023 0,023 -

Carnea si produsele derivate reprezinta altd categorie de produse alimentare de

origine animala importantd pentru aportul de minerale. Astfel, carnea si produsele derivate
din carmne prezintd un continut de biominerale care variaza intre 0,8 si 1,8%, fiind bine
reprezentate de fosfor, calciu, fier. Tabelul 1-15 prezintd cunatumul unor elemente

metalice prezente in anumite produse de carne (Mincu, 1993).

Trebuie amintit faptul cé produsele din carne se impun in alimentatie prin continutul si
calitatea proteinelor, lipidelor, dar si prin aportul de vitamine si substante minerale.

Cele mai importante componente ale carnii sub raport calitativ sunt reprezentate de
tesutul muscular, tesutul adipos, tesutul conjunctiv, tesutul osos si tesutul cartilaginos.
Raportul cantitativ intre aceste componente poate sa varieze in limite foarte largi, in functie
de specie, rasd, stare de ingrasare.
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Tabel 1-15. Concentratia unor biominerale din produse de camne si peste (mg/100g produs)

Specificare produs Na K Mg Fe Zn
Carne de vita 70 350 25 3.50 6,73
Carne de porc 70 330 25 2,50 -
Carne de oaie 70 350 24 2,70 -
Carne de gaina 80 350 28 2,00 -
Ficat vita 70 298 22 12,1 -
Rinichi vita 70 238 - 8.00 -
Cord vita ¢ 85 380 40 - -
Salam de Sibiu 1750 - - - -
Salam de vara 1750 - - - -
Pateu de ficat 1500 - - 10,00 -

Peste
Crap 80 300 25 1,50 -
Morun 130 260 - - -

Dintre substantele minerale, in came, predomina potasiul, fosforul si fierul. in
cantitdti mici se gasesc sodiul si calciul. Carnea contine si serie de microelemente cum sunt
zincul, cobaltul, cuprul etc.

Carnea de vita este cea mai importantd sursd de fier usor asimilabil, 100g came
cruda de vita continand 2,2 — 3,7 mg fier; carnea de porc cruda 1,0 — 1,4 mg fier, iar carnea
de pui cruda contine 0,4 — 0,7 mg fier (Segal, 2002).

Coeficientul de absorbtie digestiva al fierului din carnea de bovine in comparatie cu
fierul din produsele vegqtale este de 34 de ori mai mare. Intr-o alimentatie obtinuta pe baza
de porumb si orez, in care coeficientul de absorbtie al fierului este foarte redus, se
recomanda sa se introduci si carne de vitel (1 / 4 din ratie). In acest caz important este
faptul ca se adauga fier foarte usor asimilabil si se dubleazad coeficientul de asimilare al
fierului din ratia astfel constituita.

In cazul unor probleme legate de hipertensiunea arteriald concomitent cu reducerea
aportului de sodiu se va reduce si consumul de lipide, in special lipide saturate — care la
randul lor au actiune aterogend si indirect hipertensiva. Substantele minerale de natura
cationicd pot reactiona cu lipidele formand s&ruri. Compusii lipidici care de fapt sunt
implicati in aceasta reactie sunt acizii grasi, care participa la reactia de saponificare —
proprietate recunoscuti §i caracteristica lipidelor (indicele de saponificare al lipidelor).

- in tabelul 1-16 sunt prezentate citeva produse de origine animala, recomandate
pentru asigurarea unei nutritii echilibrate, evidentiindu-se compozitia in unele biometale.

Tabel 1-16. Continutul unor biometale in produse de carne si organe (Steinmassl, 1994)

Element UM Carne de vita Ficat de Carne de porc Ficat de
. ? - 2, - -

metalic (macra) vita (macra) pore
Na 50,0 116,0 76,0 77,0
K 364,0 292,0 252,0 350,0
Ca me / 100 5,0 7,0 5,0 10,0
Mg &7 1% 20,0 17,0 17,0 21,0
Fe 2,4 7,1 2,2 22,1
Zn 4,1 5,1 2,2 5,9
Cu /100 71,0 3600,0 58,0 5480,0
Mn HE 7 VT8 20,0 250,0 72,0 360.0
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Carnea si produsele din carne au un continut de saruri minerale care variaza intre
0.8 % si 1.8 %. intre care se remarca cuantumul ridicat de fier — mai ales in unele organe
cum sunt splina si ficatul (Mincu, 1993). Bioelementele din carne sunt reprezentate mai
ales de fosfor in concentratii de 131 — 213 mg / 100 g si de calciu in concentratii de
5 - 12mg / 100g produs macra).

Exista stari patologice in care se impune un regim hiposodat (concentratia de clorura de
sodiu din dieta sa fie foarte mica). In aceasta categorie de pacienti se include bolnavii care
suferd de hipertensiune arteriala. afectiuni renale etc.

Oul reprezinta un alt produs de origine animala. care reprezinta un aliment deosebit,
datorita compozitiei chimice a acestuia. In coaja oului se regasesc cca. 95 % substante minerale
(carbonati de calciu si magneziu, fosfati etc.). 3.3 % substante organice $i 1.6 % apa.

Continutul in unele bioelemente al oului de gaina integral este de cca. 31 mg
calciu / 100 g ou. 116 mg fosfor / 100 g ou. 76 mg potasiu / 100 g, 66 mg sodiu/ 100 g ou,
74 mg magneziu / 100 g ou. 74 mg clor / 100 g ou. 27 mg sulf / 100 g ou si 2.3 mg fier /
100 g ou (Mincu. 1993). Din datele prezentate se observa ca oul integral este o buna sursa
de fier pentru organismul uman. Necesarul de fier pentru un barbat adult este de 6.5-13.0
mg/zi. pentru o femeie intre 6,0-9,0 mg/zi. pentru adolescenti 10,0-20,0 mg/zi, iar pentru
copii 4,0-10.0 mg / zi. Astfel, putem afirma cd un ou asigurd aproximativ un sfert din
necesarul de fier pentru un copil mic. fiind astfel deosebit de important pentru prevenirea
anemiei feriprive (care apare in carenta de fier).

Cercetarile din domeniu au aratat ca distributia substantelor minerale din galbenus
si albug, precum si din coaja oului de gaina difera foarte mult (Davis si Reeves, 2002).
Aceste deferente sunt redate in tabelul 1-17 care prezinta continutul in uni cationi §i anioni
din oul de gaina.

Tabel 1-17. Concentratia unor bioelemente in oul de géina (mg / 60 g ou integral).

| Specificare | Na* | Mg"” P S Cr K' | Ca®™ | Fe’* | Total
+ Galbenus 13 24 110 3 23 21 27 2 223
Albus 53 3 6 64 51 55 4 urme | 236 |
Coajd de ou - + 20 20 urme - - 2210 | urme | 2250

Unele dintre substantele minerale (magneziul, fosforul, calciul si fierul) din oul de
géind sunt mai concentrate in gilbenus decat in albus. Astfel, aproximativ 50% din sulf se
gaseste in livetind, fosforul in fosfolipide, fierul in galbenus, iar calciul este mult mai
concentrat in galbenus fatd de albug (Vizzardi $1 Maffeis, 1996).

Substantele minerale prezente in ou difera si in functie de specie. Astfel, in tabelul
1-18 se vor prezenta cateva date cu privire la compozitia oului integral la mai multe specii de
pasari (gaina, curca, ratd si gasca).

Tabel 1-18. Caracteristicile compozitiei oului integral la mai multe specii de pasari
(Mincu, 1980).

Specificare Ou de gidind | Oudecurcd | OQuderati | Qude gisca
Masa medie a oului (g) 51,6 71,6 66,6 177
Api (%) 73,6 73,7 69,7 70,6
Substanti uscati (%) 26,4 26,3 30,3 29.4
Substante organice (%) 25,6 25,5 29,3 28,2
Substante minerale (%) 0,8 0,8 0,9 1,0
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Dintre cele patru tipuri de oua. oul de gasca este cel mai bogat in saruri minerale —
1.0%. Oul de giina si oul de curca au aceeasi cantitate (exprimata procentual) de substante
minerale — 0.8%. iar oul de rata este usor mai bogat in substante minerale (0,9%) fata de oul
de gaina si cel de curca.

Mierea de albine— este o alta importanta sursa de substante minerale. In miere s-au
decelat fier, cupru. mangan, calciu, potasiu. sodiu, fosfor. magneziu. siliciu, clor s.a.
Elementele prezente provin mai ales din solul pe care cresc plantele, dupé care trec in
nectarul din care se recolteaza apoi polenul de catre albine. Astfel, se poate prezenta
compozitia mierii de albine in unele minerale: calciu 51,0 mg / Kg; cobalt 1,0 mg / Kg;
cupru 1,8 mg / Kg; fier 6,6 mg / Kg; magneziu 33,0 mg / Kg; mangan 1,0 mg / Kg; potasiu
296,0 mg / Kg; zinc 2,7 mg / Kg (Y&lmaz s1 Yavuz, 1999).

Daca solul si plantele frecventate de albine sunt contaminate cu diverse substante
minerale nocive, acestea se vor regasi in produsul final — miere de albine. Totusi sunt
recunoscute proprietétile terapeutice ale mierii de albine in parte si datoritd compusilor
minerali prezenti si de aceea acest aliment se foloseste cu precadere la persoanele bolnave
si copii.

1.2.2.3. Distributia in alte produse alimentare

Alte surse de minerale, respectiv macro-, oligo- si microelemente sunt bauturile
nealcoolice, apele minerale, ceaiurile, sucurile de fructe si legume, siropurile etc. In unele
cazuri se produc bauturi fortifiate cu vitamine $i minerale.

Apele minerale sunt importante pentru aportul de cloruri, bicarbonati, sodiu, calciu.
magneziu, fier s.a. Sigur cd o mare importantd o are sursa sau izvorul de unde s-a facut
imbutelierea si modul de imbuteliere a apei minerale.

Ceaiul, cafeaua si cacaoa sunt importante pentru aportul de minerale, iar ceaiul este
bine cunoscut ca fiind o sursd importanta de fluor.

Otetul de mere prin modul de obtinere este o buna sursa de minerale. Acest otet este
preferat pentru faptul ca este produs prin fermentarea merelor, si nu prin adaos de acid acetic.

Problemele de nutritie in spetad carentele in micronutrienti din grupa compusilor
minerali apar din cauze variate, intre care alimentatia bazatd pe alimente rafinate sau
unilaterala fiind una dintre aceste cauze. Din aceste motive se recomanda fortifierea unor
produse cu fier, calciu, fluor si iod. Adaugarea de sdruri minerale in produsele alimentare
este mai dificila decat fortifierea cu proteine si vitamine, deoarece aceastd operatie
afecteaza calitdtile senzoriale ale produselor alimentare.

- Fortifierea cu calciu a produselor nu ridica probleme deosebite, insa imbogatirea cu
fier este dificila deoarece poate innegri alimentele. Ca surse de fier se recomanda saruri
usor asimilabile, care nu afecteaza proprietatile alimentului “vector” asa cum sunt sulfatul
feros, fierul redus etc. Pe ldnga acesti compusi mentionati mai sus in industria alimentard
se mai utilizeazd fosfatul feros, fumaratul acid de fier, ascorbatul de fier, lactatul si
gluconatul de fier (Segal, 2002).

1.2.3. Distributia metalelor in organismul uman

Indiferent de variatiile aportului de nutrienti reprezentati prin compusi minerali
pentru organismul uman, prin dietd se urmareste solutionarea cat mai rapida si durabild a
carentelor sau exceselor existente. De asemenea, prin homeostazie se realizeaza mentinerea
in limite normale a concentratiei serice a bioelementelor din organism.
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Biomineralele, in general, sunt prezente in organism in proportie de 4 — 5% din
greutatea corpului, acestea sunt indispensabile pentru mentinerea unei stdri optime de
sanatate. Rolul fiziologic al diverselor macro-, oligo- si microelemente este definitoriu
pentru toate interactiile biochimice §i procesele fiziologice.

Cuantumul biometalelor din organismul uman difera calitativ si cantitativ (Weisell.
1992). Astfel, analitic s-au decelat:
= macroelemente metalice, prezente in proportie de cca 99 % (sodiu, potasiu, magneziu,

calciu);
= microelemente metalice, prezente in proportie de sub 0,01 %. Acestea se clasifica la
randul lor in trei categorii:
- esentiale (fier, cobalt, nichel, cupru, zinc, crom, mangan etc.);
- posibil esentiale (aluminiu, vanadiu, litiu etc.);
- neesentiale — tolerabile in anumite limite (mercur. plumb, cadmiu. aur, argint).

Procesele dependente de biometalele esentiale sunt deosebit de variate si complexe, fiind
dificila caracterizarea termenului de “esentiale”” (Underwood. 1977). Necesarul de bioelemente
variaza, fiind de ordinul gramelor (g), microgramelor (ug), nanogramelor (ng), partilor pe milion
(ppm sau mg / Kg sau pg / g), la ordinul pértilor pe miliard (ppb sau pg / Kg).

Elementele prezénte in organismul uman in concentratii egale sau mai mici de
1 mg / kg tesut uscat, sunt considerate “elemente in urme .

Sarurile minerale ca micronutrienti ai organismului uman se pot prezenta sub forma
unor combinatii stabile. Forma chimica a acestora este diferita in functie de rolul biologic
al acestora (Mc Neely, 1986).

Cuantumul biometalelor in organismul uman variaza in limite largi dupa cum se
prezinta si in tabelul 1-19.

Tabel 1-19. Valorile medii, minime $i maxime ale unor biometale prezente in
organismul uman (Altman si Dittmer, 1968)

Element mineral Valori medii Valori minime — maxime
(mg/Kg corp) (mg/Kg corp)

Sodiu 60,00 25,00 - 94,00

Potasiu 54,00 16,00 — 56,00

Calciu 4 3,30 0,60 — 8,30

Magneziu 1,35 0,42 -2,40

Fier 0,007 —

Zinc 0,0052 0,0016 — 0,0064

Cupru 0,0005 0,0003 — 0,0007

Mangan 0,0001 0,0014

Pe langa aceste biometale, in organismul uman pot fi prezente si metale cu potential
toxicogen care pot include efecte teratogene, mutagene sau oncogene. Dintre acestea
amintim plumbul (Cocco et al., 1997), mercurul si cadmiul (Vainio, 1997), strontiul (Anke,
1996) s.a.

Conform datelor prezentate de Mogos (1997) in cele ce urmeaza se prezinta citeva
date referitoare la cuantumul seric normal a unor metale (tabel 1-20).

Dupa prezentarea acestor caracteristici se poate observa faptul ca se impune

necesitatea unui aport optim de minerale prin ratia alimentara. Astfel, o alimentatie variata
’
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si mixta — cu alimente de origine vegetald si animala — poate asigura mentinerea unui
echilibru intre necesarul nutritional si aportul alimentar.

Tabel 1-20. Concetratia serica a unor metale pentru organismul uman.

Elementul mineral UM Valori normale
Calciu mmol / L 2,25-2,65
Crom nmol / L 94,00 — 183,00
Cobalt nmol / L 7.30 — 8,30
Cupru umol / L 10,00 - 20,00
Fier - barbati pmol /L 14,00 - 31.00
- femei umol / L 11,00 - 30,00
Magneziu mmol / L 0.70 - 1.00
Mangan (sange integral) nmol / L 100,00 — 200,00
Potasiu mmol / L 3,50 5,00
Sodiu mmol /L 135,00 — 145,00
Zinc pumol / L 10,00 — 18,00

2 . 4 .« e . . .o . - . -

In organismul uman activitatea biologica este coordonata si influentata de mai multi
factori. Dintre acestia compusii biominerali se afla in proportie de 3-5% si sunt reprezentati
predilact de electroliti de tipul AC, care pot disocia in anioni (A") si cationi (C").

AC L{========"> A- + C+

Evident in organism existd si compusi in care metalele se afla chelatizate, e.g.:
hemul, citocromii, unele metaloporfirine neporfirinice, etc.

Compusit minerali se afld in organismul uman atat in stare ionica, cat si in stare
neionici, avand roluri variate:

- structural: spre exemplu saruri de calciu in compozitia oaselor, dintilor; fierul ionic
in hemoglobind; cobaltul ionic in structura vitaminei B)3;

- catalitic: spre exemplu zincul in activitatea a peste 70 de enzime, avand rol structural
sau de efector biochimic (activator / inhibitor);
- fizico-chimic: electrolitii aldturi de alti compusi concura la echilibrul acido-bazic,
echilibrul osmotic si la procesele electrochimice din membranele biologice, etc.
Distributia elementelor metalice prezente in organismele vii difera sensibil de la o
specie la alta. O prezentare mai concludenta in acest sens se face in tabelul 1-21 care se
refera la rata distributiei unor elemente chimice in scoarta terestra si in organismul uman.

O privire generala asupra bioelementelor prezente in organismul uman releva faptul
cd primele patru elemente nemetalice (H, O, C, N) reprezintd 99,4 % din total.

Biometalele prezente in organismul uman reprezintd cca 0,41% din totalul
elementelor chimice, fatad de 24,96% cat este cuantumul elementelor metalice prezente in
scoarta terestra. Astfel, se poate observa importanta majorad a corelarii alimentatiei cu
mediul habitual si starea de sanatate a grupelor de populatie (Rannert si Chan, 1981).

in organismul uman sl nu numai, se gésesc in special cationi reprezentati de sodiu,
potasiu, calciu, magneziu etc.; si anionii cloruri, fosfat, carbonat, sulfat, azotat etc. Acesti
ioni reactioneaza cu diversi compusi, formadmd sadruri deosebit de utile in functionarea
optimi a tuturor proceselor care au loc in organismul uman (Rhoades si Pflanzer, 1992).

?

23

BUPT



Tabel 1-21. Distributia unor elemente

(Garban, 1999)

chimice in litosfera si in organismul uman

Scoarta terestra Organismul uman
Element chimic Rata d(lj/:')'lbutlel Element chimic Rata d(l:/t;'butlel

O 47,00 H 63.00
Si 28,00 O 25,00
Al 9,00 C 9,50
Fe 4,50 N 1,40
Ca 3,50 Ca 0,31
Na 2,50 P 0,22
K 2,50 Cl 0,08
Mg 2,50 K 0,06
Ti 0,46 S 0.05
H 0,22 Na 0,03
C 0,19 Mg 0,01

Dintre principalele clase de compusi (macronutrienti) care intereaseaza nutritia
amintim glucidele, lipidéle, protidele. Acestea pot reactiona cu sarurile minerale formand
compusi macromoleculari. Reactiile cu formarea acestor compusi pot sa se desfasoare in
organism si pot sid fie obtinute pe cale chimica sub formd de produse fortifiante sau
suplimente alimentare. Astfel, dintre glucidele din organism care au in compozitie
substante minerale amintim: gluconatul de calciu si gluconatul magneziu — produse care se
utilizeaza si in nutritia parenterald. Dintre reactiile lipidelor din organism cu sarurile
minerale amintim salifierea acizilor grasi cu obtinerea de sapunuri. In ceea ce priveste
protidele in relatie cu sarurile minerale amintim aminoacizii chelatati cu diverse substante
minerale si diverse metaloproteine.

1.3. Actiunea compusilor minerali asupra
diversilor metaboliti

- Compusii minegali prezenti in organismul uman sau animal influenteaza
cuantamul sau biodisponibilitatea unor metaboliti. Astfel, se poate discuta efectul produs
de prezenta unui compus mineral asupra diversilor metaboliti glucidici, metaboliti
lipidici, metaboliti protidici, asupra cuantumului de apd, precum si asupra unor
electroliti.

Forma chimica si concentratia in care se gaseste un bioelement metalic sau un
metal cu potential toxicogen in organismul uman sunt doua caracteristici importante in
ceea ce priveste starea de sanatate a individului respectiv. Un alt aspect care trebuie avut
in vedere este prezenta altor compusi, cu care substanta minerala poate intra in reactie.
Ca urmare a acestor interactii dintre compusii minerali care acced prin alimente si
metabolitii din organism se poate produce sciderea sau cresterea concentratiei diversilor
metaboliti.

In acest sens se prezintd in continuare cateva aspecte legate de influenta unor
substante minerale asupra unor metaboliti glucidici, lipidici, protidici, asupra echilibrului
hidric si a altor electroliti (efecte sinergice sau antagonice).

4
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1.3.1. Actiunea compusilor minerali asupra metabolitilor glucidici

Prin compilarea datelor din literatura de specialitate se vor prezenta succint aspecte
referitoare la actiunea unor metale asupra glucidelor si a unor metaboliti glucidici. Pentru a
face o prezentare generala se descriu aspecte diverse legate de anumite metale sau grupe de
metale asupra unor metaboliti glucidici. Dintre acesti metaboliti glucidici, care intereseaza in
mod deosebit studiile si cercetarea biochimicd se amintesc: glucoza, acidul lactic si acidul
piruvic.

Calciul este un ‘bioelement cu importantd deosebitd pentru starea fiziologica a
organismului uman §i animal. La nivelul organismului asimilarea rapida a calciului este
facilitata de lactozd. Consumul produselor cu continut ridicat de celulozi determind blocarea
unei parti din calciu la nivel intestinal i1 astfel o parte din calciu devine inabsorbabil. in
conditiile in care dietoterapia devine insuficientd, sau in cazul unei depletii severe de calciu, se
recurge la terapia medicamentoasd — care presupune administrarea orald, intravenoasd sau
intramusculara de calciu gluconic (aceasta se poate include nutritiei parenterale).

in cazul dietoterapiei pentru deficienta de cupru, ratia alimentara se bazeaza pe
asigurarea unor produse bogate in cupru. Astfel. se preferd produsele alimentare de ongine
animala — deoarece prezenta L-aminoacizilor favorizeaza absorbtia cuprului; pe cand produsele
de origine vegetala — prin prezenta celulozei si a unor cantitati mari de acid ascorbic. scade
absorbtia cuprului. Eficienta terapeuticd in cazul unei depletii de cupru se analizeazd prin
efectuarea testului de toleranta la glucoza si activitatea lisil-oxidazei (daca apar valori scazute
la aceste teste, nu s-a corectat carenta de cupru si tratamentul trebuie continuat).

Un alt mineral, mai putin reprezentat in organismul uman si animal este cromul. Acesta
are rolul de a fi cofactor gl unor enzime implicate in metabolismul glucidic, lipidic sau protidic
si potenteazd activitatea insulinicd. Totusi excesul de crom determind inhibarea activitatii
insulinice. Controlul paraclinic pentru stabilirea cuantumului de crom se face prin determinarea
cromului seric, testul de toleranta la glucoza si lipidograma. In cazul deficitului de crom scade
toleranta la glucoza, se produce scaderea ponderald, apar neuropatii. Analizele clinice de
laborator aratd, instalarea hiperinsulinemiei, galactozurie, hiperglicemie a jeun, hipercoleste-
rolemie si hipertrigiceridemie.

In cazul fierului, perturbarea metabolismului general, duce la modifican in
functionarea anumitor aparate si organe. Astfel, acumularea excesiva a fierului in organism
produce, in timp, afectarea activititii pancreasului — cu instalarea diabetului zaharat.
Asigurarea unei alimentatii strict vegetariene limiteaza absorbtia fierului datorita continutului
ridicatin celuloza si fitati. De asemenea, excluderea din dietd a produselor de origine animald
creste riscul instalarii carentei de fier. Totusi, cercetarile au demonstrat ca alimentele cu
deoarece celuloza si hemiceluloza pot forma compusi chelatici cu fierul. Un alt aspect legat de
cuantumul fierului in organism si alimentatia este absorbtia deficitara a fosfatului feric atunci
cand zahdrul imbogatit este adaugat la produsele cerealiere, fata de folosirea acestuia in
prepararea gemului. In cazul in care terapia prin asigurarea unei anumite diete nu este eficienta,
se recurge la produse farmaceutice. Administrarea orald sau parenterald se poate realiza cu
diverse substante dintre care amintim: glutamatul feros (cu 21-22%Fe); gluconatul feros
(12%kFe); lactatul feros (19% Fe).

S1 in cazul fosforului se aminteste faptul ca acest bioelement are diverse functii:
intervine in metabolismul glucidic, lipidic §i protidic, favorizand acumularea si eliberarea de
energie; intervine in absorbtia §i transportul substantelor nutritive, etc. Daca este necesard
aplicarea unei restrictii fosforice, regimul alimentar va asigura un aport energetic suficient
pentru a limita catabolismul endogen si a impiedica cresterea fosfatemiei. Glucidele sunt una
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din sursele importante de energie si deoarece depozitarea glucozei se face sub forma de
glicogen se “utilizeaza™ o parte din fosforul ambiant, crescand astfel fosfatemia. Scaderea
aportului exogen de fosfor este relativ rar intalnita in practica medicala (e.g.: o dietd bazata
exclusiv pe glucoza). Trebuie precizat faptul ca intre absorbtia calciului si fosforului existd o
stransd legaturda. Diabetul fosfaturic este determinat, in parte, de unele afectiuni renale ce
insotesc eliminari mari de fosfor prin urina.

Magneziul este un bioelement cu rol de activator al multor enzime implicate in
metabolismul protidic. glucidic si lipidic. Exista cazuri de patologie biochimica, in care daca in
cazul unor probleme respiratorii se continud administrarea magneziului, se instaleaza starea de
coma hipotermica insotitd de hiperglicemie si hipocalcemie. Din punct de vedere al dietei
administrarea unui regim alimentar alcalinizant. sau a unor alimente bogate in celuloza.
hemiceluloza sau pectine determina sciderea absorbtiei magneziului. In cazul excesului de
magneziu dieta va avea o ratie alimentara bogata in glucide. care suplinesc deficitul energetic
s1 favorizeaza trecerea magneziului seric in spatiul intracelular. De asemenea, in cazul in care
existd o carentd de magneziu, se va evita consumul exagerat de glucide, deorece odata introdus
in organism magneziul va patrunde in celule prin efectul permisiv al insulinei. Consumarea
alimentelor ce furnizezai exces de fosfor (care creste pierderea urinara de magneziu si scade
absorbtia intestinald) si exces de calciu (care blocheaza prin competitie absorbtia magneziului)
si exces de fibre vegetale (celuloza, hemiceluloza) scad biodisponibilitatea magneziului.

In cazul unui exces de sodiu, pe langd alte modificari majore legate de cresterea
osmolarititii sau a hemoglobinei, apare si o usoara crestere a glicemiei — fapt care depinde de
gradul de hidratare al organismului. In general, sodiul este un mineral bine reprezentat in marea
majoritate a alimentelor. O dietd cu un aport redus de sodiu poate determina si carenta in alte
principii nutritive. Regimul hiposodat se impune si in cazul insuficientei cardiace si aceasta
impune aportul de alimente sirace in celuloza si cu o concentratie limitata de grasimi. Un alt
exemplu, ar fi boala Addison — caracterizatd de insufientd mineralocorticosteroida. care scade
posibilitatea retentiei renale a sodiului. Insuficienta glucocorticosteroidd determina o retentie
hidrica importanta.

In cazul potasiului se descriu diverse situatii in care este implicat, spre exemplu
procesul de biotransformare a glucozei in glicogen — in care sinteza hepatica sau de glicogen
necesita incorporarea a 3,6 mEg / 10 g glicogen format. Exista situatii in care unele produse
farmaceutice sunt foarte indicate pentru anumite afectiuni, dar datorita faptului ca pacientul
sufera si de alte boli nu este recomandata folosirea acelor produse. Un astfel de exemplu este
cazul bolnavilor cu insuficientd renala cronicd si diabetici, la care trebuie evitate unele
diuretice datorita frecventei ridicate a hipoaldosterodismului selectiv.

- In general, se urmareste reducerea aportului de alimente bogate in potasiu si ridicarea
aportului de produse bogate in glucide (alaturi de alte recomandari legate de dietd). In
conditiile unei functionari renale normale, la pacientii care prezinta glicozurie crescuta (sau la
cei tratati cu manitol, cu cantititi mari de solutii saline izo- sau hipertone), se produce o
crestere a fluxului urinar si o marire consecutivd a kaliurezei. De asemenea, in cazul
cetoacidozei diabetice, poate sa apara o carentd de potasiu prin antrenarea corpilor cetonici din
urind si prin interventia diurezei osmotice secundara glicozuriei.

Sub actiunea insulinei se realizeaza trecerea potasiului plasmatic in celule, fapt posibil
prin patrunderea potasiului interstitial in celule odata cu influxul de glucoza (la diabeticii aflati
in cetoacidozd, insulina administrata adecvat creste pH-ul sanguin si implicit creste
posibilitatea patrunderii pptasiului in celule) — Mogos, 1997.

Din punct de vedere al nutritiei, in corelarea unei diete care sa asigure un aport optim si
adecvat starii de sanatate trebuie sa se aiba in vedere cuantumul de potasiu si concentratia in
glucide a alimentului respectiv. Legumele contin cantitati apreciabile de potasiu, se vor
recomanda consumarea legumelor mai putin bogate in celuloza deoarece, in caz contrar, se vor
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accentua stirile de diaree si ca atare se vor inregistra si pierderi majore de potasiu. Pentru
legumele bogate in amidon se va avea in vedere §i natura acestuia, deoarece poate ajuta la
intretinerea pierederilor de potasiu. Un astfel de exemplu este cazul amidonului din cartofi si
din porumb care odatd gjuns in intestinul gros fermenteaza si elibereaza acizi si astfel se
accelereaza tranzitul intestinal, pierderile de potasiu fiind accelerate. Desi laptele este un
aliment bogat in potasiu, pentru persoanele cu intoleranta la lactoza, acesta trebuie exclus din
alimentatie, deoarece in caz contrar acesta cauzeaza inifierea starii diuretice si ca atare
accentuarea pierderilor de potasiu. in cazul unor perturbari cantitative ale potasiului si a
interventiilor clinice, atunci cdnd este necesard o perfuzie se recomanda utilizarea serului
fiziologic si nu a glucozei 5%, deoarece odata cu patrunderea acesteia in spatiul intracelular se
realizeaza si influxul de potasiu.

In cazul zincului in starile carentiale se recurge tot la modalitati dietetice, care daca nu
dau rezultate sau daca depletia este mare se utilizeaza produse farmaceutice. Daca se recurge la
administrarea parenterala de saruri de zinc, atunci se administreaza diverse preparate cum sunt:
gluconat de zinc. sulfat de zinc, acetat de zinc sau oxid de zinc.

Biomineralele neprezentate detailat in acest capitol. se pare — din datele bibliografice —
ca nu influenteazd semnificativ metabolismul glucidic si ca atare nu au fost amintite (seleniu.
mangan, cobalt. molibden). Dintre mineralele ce au potential toxicogen amintim aluminiul.
cadmiul, plumbul, mercurul, nichelul. Acestea nu vor fi prezentate deoarece nu se incadreaza
in tema acestei teze de doctorat. Totusi, doar cu titlu informativ, numeroase cercetari
experimentale demonstreazi efectele negative pe care le au aceste metale asupra deversilor
metaboliti din organismul uman si animal (Gurjar, 1996; Kliment, 1996; Chan et al., 1997,
Ostapczuk et al., 1997; Schilderman et al., 1997; Yucesoy et al., 1997; Ivanoviene et al., 2002;
Attri et al., 2003).

1.3.2. Actiunea compugilor minerali asupra metabolitilor lipidici

Metabolitii de natura lipidica sunt influentati de actiunea metalelor. Modificarile, in
sensul perturbarii activitétii unor functii din organism, sunt dependente de o serie de factorn
cum ar fi: natura si cantitatea metalului respectiv; prezenta altor metale; starea fiziologica,
mediul ambient, etc. in continuare se descriu cateva aspecte referitoare la relatia metal —
metabolism lipidic.

Se vor prezenta aspecte privind actiunea diferitelor bioelemente.

Calciul — in cazul unei diete bogate in lipide saturate scade biodisponi-bilitatea
absorbiei calcice. Daca dieta are caracter de durati se renunti la cresterea aportului grasimilor.
in bolile hepatice regimul alimentar va cuprinde alimente bogate in proteine, lipide la limita
inferioard a normalului (limitarea aportului de grasimi creste biodisponibilitatea calciului
absorbabil), dar si glucide in cantitate normala.

Alaturi de macrobioelemente cu rol major in buna desfiagurare a functiilor in
organismul uman, se amintesc si cateva minerale care sunt prezente in organism in cantitati
foarte mici (de ordinul microgramelor - pug / 70 Kg / zi). Astfel cobaltul, se remarca prin faptul
ca este constituent al vitaminei Bj,. In cazul unui exces de cobalt in organismul uman se
produce o crestere a valorii lipidelor totale si a colesterolemiei.

De asemenea, cuprul se poate prezenta faptul ci untul poluat cu 1 pg / g cupry,
rancezeste repede §i va avea gust de peste datoritd formarii trimetilaminei. Branzeturile pot
suferi o transformare asemanatoare laptelui. Produsele derivate din lapte si laptele isi modifica
gustul datorita hidrolizei si peroxidarii a grasimilor (Manescu et al., 1982).

Fields s1 Lewis (1997) au testat ipoteza care presupune ci, la sobolani, deficienta de
cupru poate fi o consecintd hiperlipidemicd doar cind dieta consumata contine nutrienti care
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influenteaza cuantumul lipidelor serice. Concluziile acestor cercetatori aratd ca dieta bogata in
grasimi. la sobolani, nu determina cresterea cantitatii de lipide sanguine pentru o alimentatie
deficientd in cupru. In cazul unei diete bogate in grasimi si in fructozi — care determina
cresterea trigliceridelor sanguine si a fructozei. cu o deficientd de cupru — se remarca o crestere
semnificativa a clesterolului sanguin.

Experimental s-a aratat ca in mecanismul de oxidare al lipoproteinelor, sub actiunea
cuprului un rol important au hidroxiperoxizii lipidici in acest proces de oxidare (Patel et
al.. 1999).

Cercetari efectuaje asupra sucului de mere au evidentiat faptul ca acesta inhiba
oxidarea lipoproteinelor cu densitate scazuta (LDL) in organismul uman, reactie catalizata de
cupru (Pearson et al., 1999).

Cromul — este cofactor al unor enzime implicate in metabolismul protidic, glucidic si
lipidic. In cazul excesului sau carentei de crom se face un control paraclinic urmarindu-se si
lipidograma. In cazul unui aport redus de crom si existenta unei carente de crom se remarca
existenta unei hipercolesterolemii si hipertrigliceridemii.

Fosforul indeplineste diverse functii in organismul uman §i anume intervine in
metabolismul glucidic, lipidic si protidic, facilitdnd eliberarea de energie. Este constituent al
glucofosfolipidelor.

In cazul iodului, se precizeaza faptul ca in situatia unui exces se constati unele aspecte
cum ar fi: aparitia semnelor de hipotiroidie. Din punct de vedere clinic, apare o crestere a
cuantumului de iod, scaderea iodocaptirii (glanda tiroida nu mai are capacitatea de a mat retine
iod, este saturata), cresterea colesterolemiei si scaderea hemoglobinei sanguine.

In organismul uman, alaturi de alte minerale este prezent si kaliul (potasiul). Acesta are
rol, in organismul uman, de activator al unor enzime ce participa la metabolismul lipidic. in
cazul carentei de potasiu apar diferite manifestari clinice dintre care amintim lipotimie,
transpiratii reci, paloare, hipotensiune ortostatica etc. Tratamentul dietetic consta in intocmirea
unei ratii alimentare echilibrate. In cazul unei depletii de potasiu, se va limita aportul de
substante grase (bogate in lipide) deoarece prin efectul colecistokinetic §i peristaltogen al
sarurilor biliare care participa la digestia lipidelor, creste tranzitul intestinal si implicit
pierderile de potasiu.

In cazul unor studii experimentale s-au determinat anumiti parametrii fiziologici.
Astfel, Kawasaki et al., 1998 a incercat reducerea hipertensiunii arteriale prin reducerea
aportului de sodiu §i cresterea aportului de potasiu si magneziu. Rezultatele experimentului au
ardtat ci natriemia si cloremia au scazut semnificativ, in timp ce potasiul seric $1 HDL-
colesterolul au crescut dupd 5 sdptaméni de experimentare. Autorii au concluzionat faptul ca in
Japonia, in prezent, existd un exces de sodiu si un aport insuficient de potasiu §i magneziu in
dieta, iar acest aspect ar putea fi inlaturat prin folosirea unor condimente de asezonare —
preparate cu anumite saruri minerale.

De asemenea, magneziul este un metal cu diverse roluri biologice deosebit de
importante pentru organismul uman. Dintre acestea amintim: activarea unor enzime implicate
in metabolismul protidic! lipidic §i glucidic; stimularea activitdtii unor hormoni; potentarea
metabolismul energetic al cordului; impiedicarea acumularii de calciu i sodiu pe peretii
vasculari si scaderea colesterolemiei — ceea ce previne sau impiedica procesul de agravare a
aterosclerozei. Deficitul de magneziu determina perturbarea sistemului vascular prin cresterea
depunerilor de calciu, sodiu si colesterol in peretele arterial si prin spasmul musculaturii netede
din tuninca medie. Pentru a “trata” carenta de magneziu se recomanda si folosirea unor diete
deficitare in lipide, care nu permit consumarea limitata a produselor cerealiere lipidogene chiar
daca prezinta continut ridicat in magneziu.

Manganul intervine in transferul de energie. Carenta de mangan determini scaderea
fosfolipidelor serice, trigliceridelor si a manganului seric. Manganul este prezent in toate
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tesuturile organismului, avand concentratii mai ridicate de obicei in ficat, rinichi, pancreas
(Tipton si Cook. 1963).

Un alt mineral important din punct de vedere fiziologic este molibdenul, care intervine
in metabolismul lipidelor si a acizilor nucleici. Mentinerea unui aport echilibrat duce la buna
desfasurare a proceselor metabolice si la o stare de sanatate adecvatd, daca sunt asigurate §i
celelalte aspecte.

In cazul sodiului se precizeaza, cu titlu informativ, ca pentru situatiile in care se impune
o restrictie stricta de sodiu pot interveni probleme acute in ceea ce priveste calitatea ratiel
alimentare. Problema legata de principiile nutritive se refera in primul rand la aportul de
principii nutritive de catre produse de origine animala si vegetala care de obicei sunt bogate in
sodiu dar si in alte principii nutritive. In cazul hipertensiunii arteriale — se stie ca se recomanda
un aport redus de sodiu.

Se mai poate aminti faptul ca, in general, bioelementele metalice participa la diverse
reactii ce au loc in orgal}ism. Dintre acestea amintim posibilitatea de a reactiona cu acizii —
deci formarea de saruri cu acizii grasi; formarea de metaloproteine prin reactti de coordinare a
unor substante minerale metalice.

1.3.3. Actiunea compusilor minerali asupra metabolitilor protidici

Alaturi de metabolitii glucidici si lipidici — metabolitii protidici participd la
caracterizarea fiziologicd a organismelor uman si animal. Pentru a prezenta actiunea
metalelor asupra metabolitilor protidici se prezintd pe scurt cateva date generale din
literatura de specialitate.

Calciul — in cazul prezentei in exces se impune efectuarea unor analize clinice de
laborator care sa urmareascd: eventualele modificari radiologice, modificari
electroradiografice, instalarea hipercalcemiei, hipofosfatemiei, cresterea fosfatazei alcaline,
cresterea concentratiei de magneziu si de hidroxiprolind in urinad. Dietoterapia in aceste
situatii se coreleaza cu afectiunile prezente. Inlocuirea laptelui (datorita intolerantei la
lactoza) in alimentatie, folosit ca sursa proteica se poate realiza printr-un aport adecvat de
carne si derivate. Se mentioneaza faptul ca pestele este o sursd mai bogata in calciu decat
carnea se reduce consumul in hipercalcemie. Celelalte surse de proteine de origine animala
au caracter acidifiant, favorizand instalarea litogenezei calcice — datorita cresterii pH-ului
urinar. in bolile hepatice regimul alimentar va cuprinde produse care contin proteine cu
valoare biologica mare (e.g.: lisina si arginina au rol hepatotrof §i determina cresterea
absorbtiei calciului intestinal).

Cobaltul participd la buna functionare a eritrocitelor si creste sinteza
gamaglobulinelor, iar cromul are rol de cofactor al unor enzime, avand influenta si asupra
metabolismului proteic.

Cuprul este prezent in majoritatea tesuturilor din organismul uman. in sdnge sunt
prezente complexe cuproproteice si anume ceruluplasmina — care asigurd transferul
cuprului de la tesuturile extrahepatice catre ficat si excretia biliara, si eritrocupreina —
provenitd din méaduva osoasa in timpul formarii normoblastilor. Carenta de cupru
determind o diminuare a procesului de incorporare a cuprului de catre ceruloplasmina si
astfel, eliminarea oligoelementului din tesuturi este limitata. Acest proces se presupune ci
este cauza instaldrii bolif Wilson. Sursele de proteine animale bogate in histidina si leucina
cresc absorbtia cuprului chiar daca acesta se afld in concentratii reduse in organism. De
asemenea, prin efectul hemolitic, methemoglobinizant si tiolopriv (inactivant al
tioenzimelor) acesta poate cauza moartea. De asemenea, intoxicatia cronicid cu peste
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500 pg / g cupru determina o imbogatire de 20 de ori mai mare a ficatului cu metal,
deprimarea cresterii. hemocromatoza consecutiva hemolizei. necroza hepatica etc.

Fierul este un element metalic esential. prezent in majoritetea celulelor. Nu se poate
aminti de rolul fierului ¥n organism, fara a prezenta hemoglobina — fierul fiind prezent in
procent de 0.34 % in molecula acestuia. in hemoglobina (cromoproteina) se gaseste
aproximativ 3 g fier, ceea ce reprezintd aproximativ 65 % din cantitatea totala de fier din
organism. Forma de depozit a fierului (25-30 %) este feritina si homosiderina, iar in
mioglobina se gasesc aproximativ 350 mg de fier. Aproape toatd cantitatea de fier este
legata de transferina si este preluata de maduva osoasd, unde eritrocitele folosesc
transferina in scopul completarii continutului lor in hemoglobina. In mod cert, in cazul
unor carente sau excese de fier, se recurge la examene de laborator care urmaresc
concentratia medie a hemoglobinei sanguine si volumul eritrocitelor. In cazul unor excese
de fier (hemosideroze) se recurge la o dietoterapie. care presupune reducerea severa a
proteinelor de origine animala si implicit aportul fierului. iar in cazul unor anemii (carente
ferice) se recomanda consumul de alimente bogate in proteine animale.

Fosforul, in organismul uman dar si animal, indeplineste numeroase functii i
anume intervine in metabolismul glucidic, lipidic si protidic. favorizand eliberarea de
energie (o legéturé energetica din cadrul adenozinfosfat elibereaza 8000 Kcal); intervine in
absorbtia si transportul substantelor nutritive etc. In cazul excesului de fosfor si a
insuficentei renale cronice se impune restrictia proteica pentru a diminua ureogeneza §i
aportul de fosfor (deoarece alimentele bogate in proteine contin cantitdti insemnate de
fosfor).

in cazul excesului de iod examenul clinic de laborator indica, pe linga cresterea
concentratiei de iod, si scdderea iodocaptarii, dar si a hemoglobinei si leucocitelor
sanguine. De asemenea, sub actiunea tiocianatiilor si polifenolilor este influentatd
capacitatea de fixare a iodului la gruparea hidroxilica, si astfel apare o competitie cu
tirosina — care determind diminuarea sintezei hormonilor tiroidieni. lodul prezinta
importantd deosebita intrdnd in compozitia acestora: triiodotironina si tetraiodotironina.
care la randul lor stimuleaza transformarea carotenilor in vitamina A.

Potasiul in organism intervine §i in sinteza unor hormoni cum sunt: insulina,
glucagonul, hormonul de crestere si catecolaminele. Hipoaldosteronismul selectiv sau cel
caracteristic bolii Addison duce la reducerea schimbului electrolitic dintre sodiu $1 potasiu
la nivel renal. Depletia sodica intervine in instalarea deficitului de potasiu prin activarea
pompei sodiw/potasiu.

Magneziul este implicat in actiunea enzimelor asupra metabolismului protidic.
Carenfa de magneziu favorizeaza aparitia reactiilor alergice prin accentuarea fragilitatii
membranei mastocitare cu eliberarea unor cantitdfi insemnate de histaminid. Asemeni
depletiei de calciu, si in cazul magneziului se recomanda un aport exogen alimentar de
produse bogate in proteine cu valoare biologicd mare — care cresc absorbtia si utilizarea
optima a magneziului.

Manganul intervine in formarea adenozin-monofosfatului ciclic (AMPc), important
in metabolismul protidic.

in cazul carentei de sodiu, pentru examenul clinic de laborator se evidentiaza
prezenta hiponatriemiei, reducerea osmolaritatii plasmatice, cresterea azotemiei, cresterea
hematocritului si hemoglobinei etc. Dacd se impune o restrictie de sodiu pot apare si
probleme privind selectia principiilor nutritive, legate in special de aportul de proteine
animale, a legumelor proaspete si a diverselor bauturi. Ouile furnizeaza cca 8mg de sodiu
per gram de proteind — considerabil mai mult decat aportul sodic al carnii. De asemenea,
brdnza de vaci proaspdtd contine aproximativ aceeasi cantitate de sodiu per gram de
proteind. Dacd se doreste cresterea aportului de proteind si reducerea concomitentd a
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aportului sodic. se recomanda eliminarea oualor. inlocuirea laptelui integral $i a branzei de
vaci cu lapte desodat (preparatd prin precipitarea proteinelor cu ajutorul otetului).
Totodatd, se recomanda limitarea consumului de carne la cel mult 200 g per zi. In cazul
unui exces de sodiu apare si o hiperfunctionare a glandei suprarenale si cresterea secretiel
de aldosteron.

Potasiul este corelat cu sodiul. Astfel in explorarile clinice de laborator in carenta
sodicd se recomanda determinarea ionogramei sanguine §i urinare, a proteinemiel.
creatininei, ureei sanguine etc. Potasiul este implicat si in procese de biosinteza a
proteinelor — pentru fiecare gram de azot ce intrd in structura proteinelor celulare se retin
aproape 3 mEq de potasiu.

Cu privire la seleniu in cazul carentei acestuia scade activitatea
glutationperoxidazei din eritrocite, iar in exces scade activitatea dehidrogenazei succinice,
ureazei, colinoxidazei si a prolinoxidazei. De asemenea, carenta de seleniu determina
scaderea concentratiei enzimelor serice, in general (Kulinski, 1991).

Prezenta unor compusi ai sulfului, rezultati prin formarea de hidrogen sulfurat
(H2S), pe seama tioaminoacizilor, determind innegrirea alimentului — proces ce are loc
consecutiv cu formarea sulfurii de cupru. Printr-un proces complex, la care participa
proteinele, taninurile, tiolul, compusii simpli, lumina i scaderea pH-ului se poate forma
cisteind din cistind, fapt care determina cresterea vitezei de absorbtie a cuprului de cétre
proteina detanturata si in acest fel apar modificari organoleptice caracterizate prin tulburéri
sau precipitdri mai semnificative (Manescu et al., 1982).

Zincul este prezent in organismul uman in cantitate destul de mare (1,8g) si se
gaseste in organe, muschi, piele si hematii. Este activator al unor enzime cu rol in
metabolism. In carenta de zinc prin dietoterapie se observa si o ameliorare a
insulinosecretiei si a anabolismului proteic.

De asemenea, colectivul condus de Zorbas a studiat relatia dintre apa si excretia de
electroliti la sobolani in timpul absentei prelungite a activitatii motorii si o hiperhidratare
cronicd. Concluzia cercetatorilor a constat in faptul ca un aport zilnic de lichide st o
suplimentare minerala este beneficd pentru a creste nivelul hidratérii in organism i pentru
a scadea excretia electrolitilor prin lichidele biologice si pentru pierderea in greutate in
cazul unei restrictii prelungite de activitate motorie (Zorbas et al., 1998).

1.3.4. Actiunea compusilor minerali asupra metabolismului
hidro- electrolitic

Echilibrul hidro-electrolitc este influentat de diversi factori dintre care amintim
actiunea unor biometale sau metale cu potantial toxicogen. Datorita faptului ca exista asa
numitele interrelatii intre ionii metalici, actiunea metalelor asupra electrolitilor prezenti in
organism determina desgori perturbarea stérii fiziologice generale. in anumite cazuri, s-a
demonstrat cd un exces de anumiti electroliti, printr-un aport de compusi metalici poate
redresa cuantumului electrolitilor in exces. De asemenea, studii experimentale au
demonstrat cd suplimentarea dietei cu minerale poate rezolva problema unei carente
(depletii) de anumiti electroliti. In acest sens se prezinta unele date bibliografice din
literatura de specialitate.

Calciul intervine in utilizarea fierului din alimentatie si in procesul de absorbtie a
vitaminei Bj;. Hipervitaminoza D este una din cauzele instalarii unui exces de calciu in
organism. Excesul de calciu determina cresterea concentratiei de magneziu si in osteoza
fibrochistica apar demineralizari difuze in zone osteolitice, dar si hipercalcemie si
hiperfosfatemie. Dieta recomandata trebuie sa fie bogata in fosfor si celuloza — deoarece
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aceasta capteaza o parte din calciul intestinal §i astfel devine inapt pentru absorbtie. in
cazul unei carente de calciu se recomanda un regim alimentar in care aportul de calciu /
tosfor este optim pentru absorbtia calciului. De asemenea, se recomandd consumarea
alimentelor bogate in vitamina A, vitamina C. vitamina F. in fier, mangan si magneziu.

Studiul condus de Petrov a urmarit variatiile biologice ale electrolitilor reprezentati
de microelemente esentiale in singe la fetusi si mamele acestora. Rezultatele
experimentale au prezentat variatii biologice ale concentratiei serice a calciulut total. a
magneziului. a fierului. a zincului §i a cuprului. Concluziile au constat in faptul ca
homeostazia calciului. magneziului. fierului §i zincului la fetusi este dependentad si de
factori materni (Perkov et al., 1998).

in cazul expunerii unor muncitori la diverse produse chimice (de 2 — 3 ori pe
sdptamana sau timp de 3 — 5 ani) se constatd un nivel scazut al ATP-ului. al potasiului. al
magneziului. calciului, precum si o scadere a ATP-azei dependentd de magneziu si calciu
si un nivel crescut al ADP, AMP, sodiu, fosfor. dar si o activitate crescutd a APT-azei
dependente de potasiu si sodiu i a glucozo-6-fosfatdehidrogenazei (Shakirov et al.. 1998).

McNulty si Taylor (1999) au studiat efectul ionilor metalici cu potential toxicogen
asupra ionului de calciu in hepatocite. Astfel s-a constatat ca nichelul ionic produce o
crestere a calciului ionic, ca rezultat al mobilizérii calciului ionic depozitat intracelular.
Efectul ionilor de nichel a fost atenuat prin cresterea magneziului ionic printr-un aport de
clorurd de mangan. de cobalt, de cadmiu sau prin scaderea pH-ului extracelular de la 7.3 la
6.0. De asemenea, clorura de cupru, de zinc si de lantan, a scazut actiunea ionului de nichel
si a crescut mobilitatea ionilor de calciu. Concluziile experimentului au aratat ca ionii de
nichel, zinc, cupru si lantan determind o crestere a calciului ionic in celulele hepatice prin
stimularea activitatii hormonale — sensibila la concentratia calciului ionic. Acest aspect
poate explica faptul ca ionul de calciu pare a fi important in activitatea celulelor hepatice.
in procesul de reglare a concentratiei plasmatice a ionilor metalelor cu potential toxicogen
si poate media raspunsul ionilor de zinc — eliberati in circulatia portala alaturi de insulina.

La animale de experientd s-a demonstrat cd administrarea zilnicd intravenoasad a
calciului poate preveni insuficienta renald acutd. Concluzia experimentului aratd cd o
suplimentare cu calciu ajutd la diminuarea riscului de insuficienta renald acuta asociata cu
antibiotice aminoglicozidice (Brashier, 1998).

Un aport scazut de clor ionic influenteaza activitatea de cotransport a ionilor de
potasiu (Guizouarn si Motais, 1999).

In cazul excesului de cupru, pentru a scaddea concentratia de cupru in organism se
impune o dietd bogata in celuloza, fitati, vitamina C, dar si elemente minerale cum sunt:
zinc, fier, fosfor, calciu, sulfati, mangan, molibden — deoarece acestea intrd in competitie
cu cuprul alimentar sau produc chelatarea acestuia si astfel impiedica absorbtia cuprului.

Patel si Darley-Usmar (1999) descriu mecanismul prin care cuprul intiazi oxidarea
lipidelor cu densitate scazuta (LDL) si importanta hidroperoxizilor lipidici in acest proces.
Mecanismul reactiei se descrie ca fiind oxidare in vivo a LDL, dependentd de metale si de
alti factori cu rol antioxidant.

Reducerea sau carenta ionilor de cupru produce aparitia unui pic in banda de
absorbtie spectrald la lungimea de unda 600-590 nm datorita detasarii imidazolului de
cupru, daca cuprul este in stare oxidatd (Venerini et al., 1999).

Radicalii liberi influenteaza activitatea diferitilor mutanti, facilitind eliberarea
ionilor de cupru din anumite macromolecule. Ionii de cupru astfel eliberati pot influenta
producerea radicalilor hidroxilici si astfel are un rol important in procesul de denaturare
oxidativd a macromoleculelor (Eum si Kang, 1999).
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Datoritd unui efect electrochimic, prezenta cuprului, mai ales in conservele
vegetale, determind accelerarea coroziunii §i mareste contaminarea acestora cu fier si
staniu provenit din ambalaj (Manescu et al.. 1982).

Pentru excesul in magneziu se recomanda un aport alimentar bogat in fosfor, calciu
(deoarece calciul in exces inhiba absorbtia magneziului). cresterea aportului proteic $i de
zinc. Deficienta magneziului determina cresterea depunerilor de calciu si sodiu pe peretele
arterial si ca atare se recomanda o dietd bogata in vitamina B¢ si vitamina E, dar i
magneziu.

Accentuarea carentei de magneziu (hipomagneziemie) si potasiu (hipokaliemie) pot
fi datorate si consumului de alcool (Denison, 1994).

Suplimentarea ratiei alimentare cu magneziu, in cazul in care exista o carenta este
eficientd daca se asociaza si cu restrictie a activitatii musculare (Zorbas et al.. 1998).

Corectia depletiei de magneziu egaleaza elimindarile de potasiu, ceea ce inseamna ca
deficienta de magneziu este asociatd cu kaliureza. De asemenea, depletia de magneziu
influenteaza concentratia calciului plasmatic.

Studiile initiate de Rondanelli au studiat functiile cognitive $i activitatea
electrolitica la varstnici, precum si relatia dintre sodiul sanguin si concentratia clorului
(Rondanelli et al., 1998). Atele experimente au demonstrat o corelare in ,.Mini-Mental
State Examination™ (metoda de investigare a statusului cognitiv si nutritional folosita de
autori) si concentratia sodiului si clorului sanguin, precum si absenta unei relatii intre
celelalte date nutritionale.

Un alt studiu intreprins de colectivul condus de Sosa pe cai a aratat cd adminitrarea
de ,,concentrate cu bioelectroliti” influenteaza cuantumul electrolitilor sanguini. Produsele
administrate au constat in suplimentarea cu ioni de sodiu, potasiu si clor. Cercetatorii au
concluzionat faptul ca administrarea de suplimente de electroliti (sub forma de pasta)
prezinta avantaje prin realizarea unui echilibru hidroelectrolitic si a echilibrului acido-bazic
(Sosa et al., 1998).

Sodiul intervine in echilibrul hidroelectrolitic si indeosebi in repartitia apei in
spatiul intra- si extracelular. Excesul de sodiu se asociaza cu cresterea volumului de lichid
extracelular; dar existd si cazuri in care se creeazi o retentie mai mare de apa datorita
eliminarii in cantitdti mari de sodiu. De asemenea, pot apare hemoragii intracraniene dupa
cresterea rapida a osmolaritatii, sau instalarea semnelor de hiperhidratare celulara. Deseori
o restrictie a sodiului prin aport alimentar este suficientd pentru indepartarea sodiului in
exces din organism. Boala Addison — insuficientd mineralocorticoida — scade posibilitatea
retentiei renale a sodiutui, iar insuficienta glucocorticoida determind o retentie hidrica
importanta.

Fosforul alaturi de calciu i magneziu indeplineste in organism diverse roluri dintre
care amintim: asigura structura dintilor si a oaselor, intervine in echilibrul acido-bazic al
organismului, etc. Hipoparatiroidismul duce la scaderea clearance-ului fosforului si
implicit la hipofosfaturie si hiperfosfatemie secunara. De asemenea, excesul de fosfor
determinad depunerea sarurilor de fosfat de calciu in tesuturile moi. Dietoterapia impune
limitarea aportului de fosfor, administrarea de produsi cu rol de chelatare la nivel intestinal
(compusi cu aluminiu, fier) si reducerea aportului de vitamina C, deoarece aceasta creste
absorbtia intestinala a fosforului. in cazul unei carente de fosfor dieta trebuie sa asigure
cantitati suficiente de vitamine A, vitamine D, vitamine F si de minerale: calciu, iod si
mangan, deoarece acestea ajuta la compensarea mai rapida a carentei de fier. In cazul
fierului, cresterea consumului de fosfor determina scdderea absorbtiei fierului datorita
formarii unor complexe insolubile de fosfat feric.

Sarurile de staniu divalent sunt mai toxice decét cele de staniu tetravalent, datorita
abilitafii de a lega grupérfile tiolice.
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Rezultatele experimentale ale colectivului lui Wang demonstreaza ca ionii de zinc
si cupru pot schimba selectiv factorul de crestere mediat nervos (“nerve grouth factor”)
rezistent la un stress oxidativ si prezintd importantd pentru functiile neuronilor atat in
conditii fiziogice normale. cat si in conditii patologice (Wang et al.. 1999).

Studii diverse au demonstrat cd8 la animale varsta are o influentd asupra
concentratiei multor nutrienti sanguini. de asemenea starea fiziologica generald si in
special in cazul fetusilor (Smith et al., 1998).

Intoxicatia cronica indusa de excesul de zinc prezinta manifestari clinice corelate cu
deficienta de fier si cupr{l.

Datele expuse mai sus releva diverse aspecte privitoare la actiunea compusilor
minerali asupra metabolismului hidro-electrolitic si implicatiile biochimice si fiziologice.

1.4. Bioelemente metalice §i metale cu potential toxicogen

Prezenta compusilor biominerali in organismul uman este esentiala pentru o stare de
sandtate optima. Cuantumul acestora in organismul uman variaza de la cantitati de ordinul
gramelor la concentratii de ordinul microgramelor (considerate de unii autori .urme”).
Consideratii de ordin structural privind compusii minerali faciliteazd cunoasterea a
aspectelor nutritionale si biomedicale, vizind posibile mecanisme ale interactiilor biochimice
cu repercursiuni de natura patobiochimica si farmacologica.

Substantele minerale — in literatura de specialitate — se clasifica diferit. Toate
clasificarile au in vedere rolul acestor substante minerale pentru organismul uman si
implicatiile survenite in &azul carentei sau excesului. In acest sens in continuare se prezinta
mai multe clasificin din literatura de specialitate (Underwood, 1977; Ghergariu, 1980;
Weisell, 1992; Anke et al., 1993a; Garban 1999; Ghizdavu, 2000).

O prima clasficare are in vedere rolul biologic si de concentratia bioelementelor
minerale (sau elementelor biogene) in sistemele vii.

a) Macrobioelemente numite si elemente macrobiogene — din care fac parte
bioelementele cuaternare: carbonul, oxigenul, hidrogenul si azotul, dar si un
bioelement cu caracter cationic — calciul si unul cu caracter anionic - fosforul;

b) Oligobioelemente sau elemente oligobiogene — care cuprind bioelementele prezente in
cantitafi mai reduse in organismul uman (0,05-0,75%) reprezentate de substante cu
caracter cationic (metalic): potasiul, sodiul, magneziul; si dintre elementele cu caracter
anionic (nemetalic): sulful si clorul;

c) Microbioelemente cunoscute si sub denumirea de elemente microbiogene — in cantitati
mai reduse in organismul uman Acestea la randul lor se clasifica in doud subgrupe, si
anume:

- microbioelemente invariabile sau indisoensabile: fier, cupru, zinc, cobalt,
molibden — dintre cele cu caracter cationic si fluorul si iodul — dintre elementele
anionice;

- microbioelemente variabile (care nu sunt indispensabile pentru organismul
uman), reprezentate de: nichel — ca si metal si seleniu, siliciu si bor — nemetale.

O alta clasificare are in vedere aspectele legate de chimia bioanorganica si cuprinde
patru clase de compusi minerali astfel:

a) Elemente esentiale majore: elementele esentiale majore — care ocupa cca. 99,9% din
compozifia sistemelor vii si sunt impartite la rAndul lor in doua grupe:

- de tip nemetalic care stau la baza edificiului molecular al materiei vii (7

elemente): H, C, O, N, P, S, Cl;

- metale alcaline si alcalino-pamantoase: Na, K, Ca, Mg.
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b) Elemente esentiale in urme (denumite si microelemente, oligoelemente, oligominerale),
care ocupa 0.1% din compozitia sistemelor vii. Acestea sunt esenfiale pentru
desfasurarea functiilor vitale, dar sunt prezente in concentratii foarte mici in sistemele
biologice (de ordinul ppm sau ppb). Aceste elemente sunt clasificate in doua grupe:

- tranzitionale: Fe, Cu, Mn, Zn, Co, Mo, Cr, V. Ni;
- netranzitionale: Se, I, F, B, Si.

¢) Elemente posibil esentiale in urme: din care fac parte Br, As, Sn, W.

d) Elemente neesentiale si tolerabile numai intre anumite limite: Sb, Hg, Pb, Au, Ag. Bi.

Comitetul de experti FAO/WHO/IAEA au avut o intalnire la Geneva in 1990 pe
probleme legate tocmai de clasificarea oligoelementelor. iar Raportul acelei intalniri a fost
scris de Weisell si publicat de catre W.H.O. doi ani mai tarziu. in anul 1992 (Weisell, 1992).

Clasificarea acreditata de catre FAO/WHO/IAEA prevede impartirea substantelor
minerale in doar doud grupe. astfel:

a) Macrominerale — necesare in organism in concentratii relativ mari: sodiu, potasiu, clor,
calciu, fosfor, magneziu;

b) Microminerale (trace minerals) — necesare organismului in doze mici: seleniu, fier,
zinc, cupru. mangan, molibden, crom, arsen, germaniu, litiu. rubidiu, staniu.

in Raportul publicat de citre WHO s-a definit ca esential, elementul din organism
pentru care reducerea aportului sub o anumita limita determina modificarea in sens negativ
a unei functii importante a organismului sau elementul care este parte integrantd a unei
structuri organice cu o functie vitala in organism. Dovedirea esentialititii unui element la o
specie de animale nu presupune esentialitatea la o alta specie.

Interesanta este precizarea ci difinitiille §i conceptele nu sunt identice intre
organizatii. Extensia de la neesential sau posibil esential la esential s-a facut pe parcursul
anilor in urma multor experimente de laborator efectuate pe animale de experineta.

Trebuie amintit faptul ca existd anumite substante considerate ca lipsite de rol benefic
pentru organismul uman, Acestea sunt recunoscute ca substante sau elemente cu potential
toxicogen si sunt considerate a fi poluanti de naturd anorganica. Efectele produse de prezenta
elementelor cu potential toxicogen pentru organismul uman sunt multiple si au implicatii
toxicologice. Efectele sunt conditionate de o serie de factori cum ar fi: concentratia in
organism; prezenta altor substante minerale; biodisponibilitatea acestora; perioada de
expunere; intensitatea expunerii la toxicul respectiv, etc.

1.4.1. Rolul si mecanismele de actiune ale unor bioelemente metalice
In continuare se vor prezenta date succinte despre bioelementele metalice urmarind
rolul biochimic si mecanismele de actiune fiziologice.

1.4.1.1. Macroelemente metalice prezente in organismul uman

Calciul. Se afla in cantitate medie de 950 g (3,45 %) in organismul unui adult, fiind
repartizat in tesuturi, uinori si secretii glandulare. Cea mai mare cantitate se gaseste
repartizatd in oase sub forma insolubild. Fixarea calciului in oase sub forma de apatite
hidroxilice §i carbonice este un proces biologic activ, care are loc sub actiunea unor
enzime. Sarurile complexe au ca atom central coordinativ ionul de calciu. Cantitati
inseminate se afla sub forma de Ca3(P0,),. Pe acest compus se pot fixa si desorbi anioni de
tip hidroxil, carbonat, fosfat acid, carboxil, substanta minerala a oaselor avand rolul unui
schimbator de ioni.
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in umorile organismului. calciul este prezent in proporjii de cca. 10 mg % sau
5 mEq / L in sange. lichid interstitial si doar in cantitati reduse in spatiul intracelular. La
acest nivel calciul se gaseste sub trei forme importante: calciu ionic; calciu solubil (e.g.:
citratul de calciu) si calciu insolubil.

Calciul se fixeaza de proteine la gruparile carboxilice in functie de pH-ul sangelui.
Cand pH-ul tinde spre valoarea alcalina (7,35 spre 7,40) proteinele devin mai
electronegative, sarcinile negative cresc si ionul divalent de calciu se fixeaza de proteine sub
forma de calciu proteic insolubil si neionizabil.

In starile de acidoza, care se realizeaza in organism cind procesele catabolice se
intensifica, proteinele devin mai alcaline, ionul de calciu este eliberat, iar concentratia lui
creste in sangele circulant. In starile de alcaloza (cand mediul are pH alcalin) concentratia
calciului in sange scade. lonul de calciu modereaza excitabilitatea neuromusculara prin
intermediul membranelor celulare. Astfel, cresterea cuantumului ionilor de calciu duce la
scaderea excitabilitatii, pe cdnd in starile de alcaloza are loc cresterea excitabilitati
neuromusculare.

Ionul de calciu dm spatiul extracelular contribuie nu numai la reglarea excitabulitatii,
dar si la cuplarea cu procesele specifice contractiilor si activitdtii secretoare celulare,
accelerand desfasurarea manifestarilor vitale in directia impusa acestora de structurile
proteice. Calciul intervine in activarea sau inhibarea diferitelor enzime. In lapte intervine in
formarea cazeinatului de calciu.

Similar cu hidroxiapatita de la nivelul scheletului, exista hidroxiapatitd in emailul si
dentina dintilor, care insa contribuie prea putin la biodisponibilitatea calciului $i homeostazia
calcemiel la nivel sanguin.

Pe langa faptul ca acest metal este un constituent structural major pentru organismul
uman, calciul intervine in procesul de eliberare a energiei din ATP necesara pentru contractia
musculard. De asemenea, calciul este important in procesul de coagulare a sangelui. Astfel.
calciul ionizat stimuleaza eliberarea de tromboplastinei, converteste protrombina in trombina
care ajutd la conversia fibrinogenului in fibrind (implicata direct in coagularea sangelui).
Calciul mediaza functiile de transport ale celulelor si sinteza, secretia, dar si efectele
metabolice ale hormonilor si ale unor enzime. Intervine in procesul de reglare a ritmului
cardiac, ajuti la mentinerea tonusului muscular si are rol in receptivitatea muschiului la
stimulii nervosi. !

Necesarul de calciu pentru organismul uman este de aproximativ 800 mg / zi, dar
creste cu 500 mg / zi in cazul femeilor insarcinate sau lauze.

in cazul in care apare un exces de calciu in organism acesta poate duce la
hipercalcemie. De asemenea, excesul de calciu sanguin este insotit de o deprivare a calciului
in oase — situatie in care se ajunge la calcifierea cartilagiilor, exostoze etc.

Absorbtia calciului se face predilect in duoden. Bolul alimentar ajuns in stomac, sub
actiunea secretiei gastrice, formeaza chimul gastric, care devine alcalin la nivelul intestinului
subtire absorbtia calciului inceteaza. Calciul poate fi absorbit si la nivelul intestinului subtire
prin transport celular activ si prin difuzie simpld. De asemenea, absorbtia calciului metalic
poate fi limitata la sub 10 % si este influentatd de prezenta altor substante din intestin. Un alt
factor hotarator in absorbtia calciului este forma chimica in care se gaseste acesta (ion metalic
sau in diverse combinatii) — Ishitani et al., 1999. In organismul uman, calciul este absorbit sub
forma solubila in apa si sub forma de compusi organici proveniti din sisteme coloidale.

Carenta de calciu poate fi datoratd unui aport insuficient de vitamind D, prezentei
unei hipoclorhidrii (secrgtie gastrica redusd). Varsta, unele probleme ereditare, modul de
viatd si obiceiurile alimentare sunt factori care cresc riscul unei carente de calciu. De
asemenea exista factori care depind de organism si care ar ar putea duce la hipocalcemie
sunt: stressul cronic emotional, sedentarismul, intoleranta la lactoza etc.
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Obiceiurile alimentare si dieta sunt factori esentiali care pot duce la deficiente de
calciu. Astfel, in mod concret am putea aminti: consumarea de alimente bogate in lipide.
aport insuficient de proteine dar consum ridicat de fitai, oxalati sau alte substantc
antimineralizante, precum si excesul de cafeind din cafea, ceai, sau diverse bauturi (Coca
Cola, Pepsi Cola etc.), excesul de sodiu, fosfor sau fibre alimentare, dar §1 fumatul.

De asemenea, consumul unor produse medicamentoase, cum ar fi utilizarea pe
termen lung a corticosteroizilor pot determina scaderea cuantumului din organism. Starea de
sanatate este un factor esential in aparitia hipocalcemiei i din acest motiv unele afectiuni pot
favoriza procesul de spoliere a organismului de calciu. Afectiunile renale, diabetul, utilizarea
unor uleiuri minerale (ca si laxative), ingestia de carbonat de litiu (forma de litiu solubil in
apa), folosirea unor diuretice pe termen lung pot facilita producerea hipoglicemiei.

Parathormonul secretat de glanda paratiroida si calcitonina secretata de glanda tiroida
mentin homeostazia calciului seric. Parathormonul poate interveni si la nivelul rinichiului
prin retinerea unei cantitati mai mari de claciu decat este necesar si in final se pot forma
calculi renali. Cand valoarea calciului sanguin incepe sa creasca datoritd unei activitati
crescute a paratiroidei, intervine calcitonina si reduce biodisponibilitatea calciului de la
nivelul scheletului.

Calciul scade tensiunea la pacientii cu hipertensiune spontana (care nu este cauzatd
de boli renale) datorita faptului ca relaxeaza vasele sanguine si poate, de asemenea. sa
diminueze sindromul premenstrual.

Simptomele unei deficiente prelungite de calciu includ insomnie, palpitatii ale
cordului si spasme musculare. Un aport scazut de calciu pentru o lunga perioada de timp
(carentd cronicd de calciu) poate duce la fracturi ale oaselor (si datoritd densitatii osoase
scdzute — cazul osteoporozei) si hipertensiune. De asemenea, in cazurile de carenta severa de
calciu simptomele pot fi diverse: convulsii, dementa, osteomalacie, rahitism, precum si boli
ale dintilor.

Eliminarea calciului se face in proportie de peste 75 % prin fecale, iar prin urina i
transpiratie cca. 2 %. In cazul unei activititi musculare mai intense, cantitatea de calciul
eliminata prin transpiratie se poate dubla sau chiar tripla (cazul unor atleti cAnd se poate
elimina prin transpiratie pana la 15 mg Ca per zi). De asemenea, excretia in exces a calciului
prin urina (cazul osteoporozei, excesului de fosfor etc.) poate duce la formarea calculilor
renali sau a unor depozite osoase de calciu (“bone-like’) de tip .,exostoza”.

Magneziul. Intra in compozitia organismului adult intr-o cantitate de 35 g (0,10 %).
Se giaseste in oase in cantitati mari §i anume 2/3 din cantitatea totala, precum si in lichidele
extracelulare 4 % sau 1,5 mEq / L. in lichidele intracelulare magneziul are valori cuprinse
intre 13,33 % si 80 %, fiind un ion caracteristic intracelular. Dintre tesuturile care contin
cantitati importante de magneziu amintim ficatul si muschii, fiind al doilea ca distributie in
celule dupa potasiu.

Necesarul de magneziu este estimat la 350mg Mg per zi pentru barbatt si 280-300 mg
Mg per zi pentru femei, iar pentru femei insircinate sau care care alapteaza necesarul este de
450 mg Mg per zi. O dietd care este hipocaloricd conduce implicit la carentd de magneziu.
Factorii care determina depresia magneziului in tesuturi si lichide biologice sunt: consumul
unor cantitdfi ridicate de fibre alimentare, ingestia unor alimente bogate in fosfati (e.g.:
bauturile racoritoare), consumul exagerat de alcool, stressul, unele medicamente diuretice s.a.

Magneziul este implicat in majoritatea proceselor metabolice de baza alaturi de ATP,
care este furnizorul principal de energie pentru celulele din organism. Participa la procesele
de biosinteza a proteinelor, precum si a acizilor nucleici DNA si RNA si este cofactor al unor
sisteme enzimatice. Magneziul este necesar pentru contractia muschilor i
neuroexcitabilitatea. Alaturi de ATP formeaza complexul ATP-Mg si activeaza peste doua

sute de enzime. De asemenea, magneziul intervine ca protector in unele boli cardiovasculare,
!
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mentine un status morfofunctional normal al cordului si previne aritmiile cardiace. Ajuta la
reducerea tensiunii arteriale, scade colesterolul si lipoproteinele cu densitate scazuta (LDL)
si creste lipoproteinele cu densitate ridicata (HDL). De asemenea un aport optim de
magneziu reduce toxicitatea plumbului si previne formarea calculilor renali (McCarty si
Kumar. 1999).

Consumul unor suplimente alimentare foarte bogate in calciu poate conduce la o
competitie intre calciu i magneziu. Carenta de magneziu poate apare datorita malabsorbtiei,
malnutritiei, alcoolismului i datorita unei nutritii exclusiv parenterale care nu contine suficient
magneziu. Deficienta de’ magneziu este des intdlnita in special la adolescenti, diabetici, la
persoanele care tin regim alimentar, la femeile insarcinate si care alapteaza, batrani cu obiceiuri
alimentare necorespunzitoare din punct de vedere nutritional. persoane suferinde de
osteoporoza, precum $i persoanele care au probleme renale sau sufera de diaree severa.

Excesul de magneziu conduce la inhibarea calcificarii osoase. Calciul si magneziul
au roluri antagonice in ceea ce priveste contractia normala a muschiului, calciul avand rol de
stimulare a contractiei, iar magneziul de relaxare musculara. De asemenea, calciu in exces
poate induce deficientd de magneziu. Pe de altd parte, excesul de magneziu conduce la
carente de alte minerale si chiar la intoxicare cu magneziu. in general intoxicatiile cu
magneziu apar in cazul unor afectiuni renale.

Absorbtia magneziului se face in intestinul subtire. Raportul absorbtiei magneziului
variaza intre 24 si 85 %. Absorbtie mai mare este intdlnitd in cazul cu magneziului din
sisteme coloidale. Cuantumul de vitamind D nu are nici un efect asupra absorbtiei
magneziului. Insa, prezenta lipidelor, fitatilor si a calciului reduce eficienta absrobtiei de
magneziu. In timpul unor activititi sportive, cantitatea de magneziu eliminata prin
transpiratie este considerabila.

Carenta de magneziu poate duce la astm, anorexie, migrene menstruale. deficiente de
crestere, modificari de EKG, probleme neuromusculare, tetanie (convulsii), tremuraturi,
vertij, calcificarea unor artere mici, calcificarea maligna a unor tesuturi, precum st carente de
calciu si potasiu (Altura si Burton, 1994; Dreosti, 1995).

Cu privire la toxicitatea magneziului, se poate afirma cd daca rinichii au un status
morfofunctional optim nu existi toxicitate la aport mai mare de 6,0 mg magneziu per zi.

Eliminarea excesului de magneiu se face predilect pe cale renald, dar existd si o
eliminarea a acestuia prin fecale (mai ales in cazul sarurilor formate cu unele substante
antinutritive acide cum sunt acidul fitic, citric etc.) si prin transpiratie.

Sodiul. Se gaseste in organismul unui om adult in cantitate de 155 g si provine din
saruri solubile de sodium, in special NaCI. Omul adult ingereaza cca 8-12 g NaCl / 24 ore.

Rolul sodiului in organismul uman rezida in reglarea presiunii osmotice, reglarea
echilibrului acido-bazic, cresterea excitabilitatii neuromusculare, influentarea secretiilor
salivara, gastricad si intestinald, intensificarea peristaltismului intestinal, cresterea resorbtiei
renale a apei si chiar activator al unor enzime.

Ionul de sodiu este un ion caracteristic umorilor organismului, fiind repartizat in spatiul
extracelular in proportie de cca 142 mEq / L (0,3-0,35 g %), iar intracelular 10 mEq / L
(0,04-0,1 g %), ceea ce reprezinta 5-10 % din totalul de sodiu din organismul uman. Diferenta
de concentratie de o parte si de alta a membranei celulare contribuie la mentinerea potentialului
electric membranar, intre interiorul si exteriorul celulei.

Sodiul extracelular este neutralizat de ionul de clor doar in cantitate de 103 mEq/L,
restul sodiului fitnd neutralizat de ionul de carbonat acid. Bicarbonatul de sodiu are predilect
distributie extracelulara, conferind o reactie alcalind a mediului si contribuind astfel la
mentinerea pH-ului usor alcalin al singelui si lichidelor interstifiale. Rezervele de sodiu
depozitate in substanta osoasa sunt mici, reprezentand 1/3 din sodiul total.
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Necesarul de sodiu per z1 se estimeaza la cca 2.4 — 3,6 g din alimente, la care se
adaugi 1.5 — 2,4 g per zi sare de bucétarie folosita la prepararea unor diete.

Absorbtia sodiului provenit din alimentatie se face la nivelul intestinului subtire si a
intestinului gros, iar la nivelul stomacului absorbtia este mult mai redusd. Procesul de
absorbtie al sodiului in organismul uman poate fi influentat de prezenta altor biominerale sau
metale cu potential toxicogen.

Eliminarea sodiului se face predilect pe cale renala, dar si prin piele si fecale. Se
elimina sub forma de clorura de sodiu. Eliminarea sodiului prin urina reprezintd cca 7 g/zi la
omul adult sanatos. Prin transpiratie se elimind cca 2-3 g/L, dar este influentatd in mare
masura de activitatea fizica depusd (creste cantitatea de sodiu eliminatd proportional cu
intensitatea efortului depus) si de temperaturile mediului ambiant.

Potasiul. Se afla jn organismul omului adult in cantitate de 180g, ceea ce reprezinta
0,55 %. Este un element caracteristic structurilor intracelulare, cuantumul acestuia fiind de
140 mEq / L (90 % din cantitatea totald), iar extracelular 4 mEq / L (10 %). Apreciind
cantitatea de potasiu din umorile si celulele organismului, se constata ca intracelular exista
300 mg % potasiu, iar extracelular 20 mg %. Potasiul in interiorul celulelor se gaseste sub
forma unor combinatii de proteinat de potasiu. Jonul de K" contribuie alituri de Na" la
realizarea unei diferente de potential electric membranar dintre interiorul si exteriorul celulei.

Dintre numeroasele roluri ale potasiului in organismul uman amintim: asigurarea
osmolaritatii mediului intracelular; cresterea excitabilitatii neuromusculare (avand efecte
antagonice cu calciul); mentinerea automatismului cardiac; intervine in digestia alimentelor
si a unor procese metabolice; influenteaza activitatea unor enzime etc.

In toate starile, in care ultrastructura si functia celulelor organismului este
compromisa, are loc procesul de transmineralizare. Prin acest proces se tinde spre egalizarea
diferentei electrocinetice, prin repartizarea ionilor metalici de o parte si de alta a
membranelor celulare (scade cuantumul potasiului §i magneziului, respectiv creste sodiul
intracelular). Astfel apar modificari functionale profunde.

Necesarul pentru amentinerea unei stari optime de sdnatate este de 2 — 4 g potasiu / zi.
Absorbtia potasiului se face predilect la nivelul intestinului subtire, dar cu o vitezd mai mica
decat in cazul sodiului. Tranzitul potasiului in organe se realizeaza mai rapid comparativ cu
sodiul.

Hiperpotasemia poate sa apara fie datorita unor stari patologice, fie administrérii unor
saruri de potasiu in exces. Aceastd stare produce perturbarea echilibrului osmotic §i efecte
toxice In special pentru persoanele cu probleme renale, diabet sau cardiaci (Jefferson, 1992).

Eliminarea potasiului se face in cantitatea mai mare prin urini, reprezentdnd cca
85 — 95 % din totalul potasiului excretat. Prin fecale se elimind potasiu in proportie de
5 — 15 %, iar prin transpiratie cuantumul este mult mai scézut, fiind de 2 — 3 %.

1.4.1.2. Oligo- §i microelemente metalice prezente in organismul uman

in organismul uman oligoelementele metalice reprezinti cca 0,01% din totalul
bioelementelor si au un rol important in manifestarile functionale ale organismului. Acestea
intervin in procesele metabolice cu rol in morfogeneza. Totalul de oligoelemente si
microelemente nu depdsgéste cuantumul de 150g in organismul unui adult, si nu depaseste
0,25% din greutatea corpului. Desi se gésesc in cantitate atat de mica, acestea au rol biocatalitic
important, ca §i constituenti ai gruparilor active ale unor enzime, ale proteinelor transportoare
de oxygen sau ca si efectori (activatori / inhibitori) enzimatici.

Daca avem in vedere clasificarea oligoelementelor propusd de catre Anke si
Groppel acestea sunt esentiale pentru mentinerea unei stari optime de sanatate. Din punct
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de vedere al functiilor in cadrul organismul uman casificarea cuprinde doud grupe (Anke si
Groppel. 1987) si anume:
- oligoelemente clasice: fier, cupru, mangan, zinc, cobalt, molibden, crom, seleniu, iod, fluor;
- oligoelemente recent recunoscute ca necesare pentru orgenismul uman (new trace elements):
vanadiu. nichel, litiu i plumb, arsen, cadmiu, staniu, siliciu.

Simptomele deficientei acestor “oligoelemente noi” apar doar in cazul nutritiei
exclusiv parenterale sau in cazul unor deficiente genetice (e.g.: molibden si mangan).
Conform datelor din literatura de specialitate oligoelementele noi sunt destul de larg
raspandite in alimente, astfel ca nu apar deficiente ale acestora in cazul unet nutritii optime.
In acest context se citeaza nichelul (Anke et al., 1993a, 1993b; Klos et al., 2000). litiul
(Anke et all., 1981 Kosla et al., 1995), cadmiul (Cumbrowski si Klemm, 1981; Isermann.
1992; Grosicki si Domanska, 1999), plumbul (Griin et al., 1982; Strikauska et al.. 1995) si
vanadiul (Anke et al.., 1984; Anke et al., 1998), aceste observatii nefiind o totald
recunoastere a literaturii din domeniu. Oligoelementele sunt caracterizate de un aport variat si
o activitate biologica specifica fiecarui element in parte.

Fierul. A fost evidentiat la toate speciile de plante si animale. In organismul omului si
animalelor exista enzyme’oxido-reducatoare formate din metaloproteide si cromoprotide.

Fierul se gaseste in cantitate de 5 g In organismul unui adult, mare parte fiind continuta in
sange sub forma de hemoglobind (65 % fier in hemoglobind, 4 % in miogbobina, 0,2 % in
enzimele hemice, 0,12 % legat de transferind, cca 25% - 30% depozitat sub forma de feritina si
hemosiderind). Hemoglobina are rol de transportor al oxigenului de la plamani la tesuturi, pe calea
circulatiei sanguine. Feritina este forma de stocare a fierului din ficat, splina si maduva osoasa.

O alta parte a fierulul se gaseste in toate tesuturile si in structura fermentilor cu
structura de hem (citocromi, citocromoxidaza).

Fierul patrunde sub forma sarurilor solubile de fier din mediul inconjurator in plante,
unde are loc fixarea fierului pe anumite structuri proteice. Sarurile solubile din mediu si fierul
de provenienta vegetala si animala patrunde in organism odata cu alimentele. Tranzitul acestui
bioelement se realizeazd in mai multe etape specifice translocérii din sol, apa la planta, apoi la
animal, iar dupd aceea la om. Acest tranzit poate sa aiba loc si direct din apa la om; sau direct
din plantd la om (produse alimentare de origine vegetald). Procesul prin care au loc aceste
transformari “proces de translocare” si este important in cercetarile referitoare la poluare si
contaminare. ,

Functia oxiferitica a fierului se exercita in relatie cu proteinele. De la patrunderea
sa in organism, fierul nu circula liber, ci exclusiv in combinatii proteice. Forma de rezerva
a acestui mineral se afla in ficat, splind, maduva osoasa, unde se giseste in cantitate de
aproape 1,2 g. Fierul liber este toxic, iar “blocarea fierului” cu ionul cianic produce deces
in scurt timp de la ingestie.

Necesaul de fier este diferit in functie de varsta si sex, precum si de starea fiziologica a
organismului. Astfel, la barbat necesarul de fier este de 6,5 — 13,0 mg / zi, la femei 6,0 — 9,0
mg / zi (crescand in perioada ciclului menstrual), la adolescenti 10,0 — 20,0 mg / zi, la copii
4,0 — 10,0 mg / zi, iar la nou-nascut 5,0 — 15,0 mg / zi.

Doar 10% din fierul din hem este biodisponibil pentru absorbtie, in timp ce doar 1%
din fierul continut produsele alimentare de origine vegetala proaspete poate fi absorbit datorita
prezentei fitatilor (Nielsen, 1993). Abrosbtia se face in primul rAnd in duoden unde pH-ul
mediu este inca acid. Astfel, se poate afirma ca acidul clorhidric din stomac este necesar pentru
o absorbtie optima a fierului. Acidul ascorbic creste absorbtia fierului, iar fitatii si alti acizi cu
rol antimineralizant scad absorbtia fierului.

Prezenta fierului in exces poate conduce la ciroza hepatica, fibrozi pancreatica, diabet
si boli cardiorespiratorii, §i uneori creste necesarul de seleniu, cupru si zinc (Pollitt, 1993).
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Surplusul de fier din organism este recirculat in mod eficient. Doar cantitati mici de fier
(aproximativ 1 mg Fe / zi pentru un adult) se excreta prin urina sau fecale.

Un aport ridicat de fier (peste 18 mg / zi) nu este recomandat deoarece poate duce la
hemocromatozi. Acest lucru insa se intdmpla rar si doar in cazul unui aport suplimentar de fier
pentru perioade lungi de timp. Efectele unui aport excesiv de fier influenteaza sistemul
imunitar. Datorita actiunif radicalilor liberi, a caror formare este favorizata de prezenta fierului,
creste riscul producerii cancerului. Radicalii liberi pot “ataca” lipoproteinele cu densitate
scazuta (LDL) care se vor depune pe peretii arterelor ducand la ateroscleroza.

Cuprul. Este un oligoelement reprezentat in organismul uman in proportie de
100 — 150 mg, in combinatii proteice. In sange cuantumul cuprului este de 0,09 mg / 100ml.
Cuprul intrd in structura ceruloplasminei din sénge. o a-2-globulina cu functie de oxidaza
si a diverselor metaloproteine, cum este metalotioneina (Bremner, 1987a si 1987b),
hemocupreina §i cerebrocupreina (Gérban, 2001). Are rol catalitic in formarea
hemoglobinei si citocromoxidazei. Prezenta cuprului este mentionata si la nivelul unor
organe cum sunt ficatul, rinichii, intestin $i pancreas.

La populatia care are un aport de alimente provenite de pe un sol sdrac de cupru. pot
apare anemil grave. Carenta ceruloplasminei sanguine cu rol in transportarea cuprului
determind o Imbolndvire grava, interesdnd ficatul si sistemul nervos (degenerescenta
hepatolenticulara). Necesitétile zilnice ale unui adult sunt de cca 2mg. Cuprul are o putere
catalitica mare, influentand astfel activ oxidarile celulare si favorizand transformarea conversa
a placilor ateromatoase irvplacile fibroase (Couzy et al., 1993).

in cazul unui aport excesiv de cupru, in organism se modifica cuantumul cuprului seric
st tisular. Daca este vorba de o intoxicatie cu cupru apar modificarile hepatice caracteristice in
boala Wilson. Aldturi de aceste perturbari in excesul de cupru se mentioneaza si alte
manifestéri de genul, astenie, anemie hemolitica, tulburari gastrointestinale.

Absorbtia cuprului se face predilect in intestinul subtire si este influentatd de
fenomenele competitive dintre cupru si alte bioelemente esentiale.

Cu privire la excretia cuprului se mentioneaza faptul ca aceasta apare in general in
cazul unui exces si se realizeaza, in principal, la nivelul rinichiului.

Manganul. Se géseste In concentratii mari in ficatul mamiferelor si a omului, activeaza
arginaza hepatica — cu rol in ureopoezi; colinesteraza; dipeptidaza intestinala si unele enzime cu
rol in glicolizd (Underwood, 1977, Sloot et al., 1994; Garban, 1999; Vincu, et al., 2001).
Manganul exercitd un efect protector asupra tiaminei §i participa la catalizarea combinatiei
serina-glucozamina.

Absorbtia de mangan se realizeaza in intestinul subtire si este relativ mici, fiind
dependentd de forma chimica a manganului. Absorbtia este mai intensd la animalele nou
nascute decét la cele tinere. De asemenea, s-a dovedit experimental ca absorbtia variabila de
mangan ajutd la mentinerea echilibrului homeostazic in organism. Fierul si manganul sunt
antagonisti si rivalizeaza la locul de legare. Astfel absorbtia unuia poate interfera cu absorbtia
celuilalt, acest lucru putind avea efecte adverse fapt constatat pe animalele de laborator.

Continutul de mangan in organismul uman adult (70 kg) variaza intre 12-20 mg.
Ficatul uman contine cca 6-8 mg / Kg mangan, raportat la substantd uscati. Acesta se
acumuleaza semnificativ cu vérsta in plamani, unde concentratia sa medie este de 0,22 mg / Kg.
Manganul se acumuleaza in creier. De asemenea, concentratii mai mici de mangan se gisesc in
laptele matern uman.

Manganul este excretat in mod special prin bila, dar este posibila si excretia directa in
intestinul subtire in intestinul gros. O alti cale de eliminare a manganului este si calea renala
dar 1n cantitati mult mai mici.
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in anul 1991, Committee on the Medical Aspects of Food Policy (abreviat COMA) a
notat ci existd o oarecare toxicitate scazuta pentru mangan chiar la aporturi considerate fara
probleme de sub 1.4 mg / zi pentru adulti si 16 pg / Kg corp / zi pentru copii.

Exista si surse de mangan exogene nealimentare cum ar fi diverse preparate
tarmaceutice de tipul suplimentelor alimentare cu vitamine $i minerale. Astfel pentru mangan
spre exemplu suplimente alimentare care au in compozitie $i mangan si care aduc un aport de
0.25 - 5.0 Mn per zi (OTC. 2001).

Departamentul pentru Alimente si Nutritie din SUA (US Food and Nutrition Board) a
stabilit un aport maxim de mangan de 11 mg / zi bazindu-se pe observatiile referitoare la
efecte adverse la aportul de mangan din dieta (Institute of Medicine, 2001).

Se apreciaza ca aportul de mangan in urma consumului de produse alimentare si
suplimente alimentare este diferit pe grupe de varstad — fapt mentionat in ,.,Food and nutrient
intakes of British infants” (1986) si in ,.1994 Total Diet Study: Metals and other elements.
Food Surveillance Information” (1997).

Din studiile efectuat de “Expert Group on Vitamins and Minerals”, in 2002, se
evidentiaza faptul ca aportul mediu de mangan a fost mai mare la barbati decat la femei, a
crescut progresiv cu Vvarsta §i a scdzut cu varsta pentru persoanele cu varsta de peste 65 ani.
Grupul de persoane cu varsta de peste 65 ani cu 6 % barbati si 11 % femei din aceeasi
comunitate si 8 % barbati si 12 % femei institutionalizate au avut un aport sub cel minim
recomandat pentru adulti, adica sub 1,4 mg Mn/ zi.

Zincul. Este un element esential pentru organismul uman si animal. Doza zilnica
recomandata de catre Washington National Reseach Council — NRC este de 15 mg pentru
barbati adulti, 12 mg pentru femei adulte, 15 mg pentru femei insarcinate, 19 mg pentru
femei care aldpteaza in primele 6 luni i 16 mg pentru femeile care alapteaza copii de 6 —
12 luni. De asemenea, sra stabilit cd doza recomandata pentru zinc este de 10 mg pentru
copii de peste 1 an si 5 mg pentru copii de la 0 la 12 luni (dupa NRC, 1989).

Zincul este prezent in toate tesuturile, dar concentratii mai mari se afld in prostata
(Bertholf, 1988), iar concentratii mai reduse s-au decelat si in rinichi, ficat, cord si pancreas
(Stokinger, 1981a).

Absorbtia intestinala a zincului este variabila, fiind de 20 — 80%. Aceasta depinde de
caracteristicile chimice ale compusului, de cantitatea de zinc din organism, dar si1 de
concentratia de zinc din nutrientii din dietd. Astfel, concentratii ridicate de fitati, calciu sau
fosfor reduc absorbtia zincului, iar proteinele cresc absorbtia zincului (Agency for Toxic
Substances and Disease Registry, 1989). La indivizii cu concentratii normale de zinc in
organism absorbtia gastrointestinala este de 20 — 30%. in ceea ce priveste absorbtia zincului la
nivel pulmonar aceasta este limitata si complicata prin absorbtia potentiald gastrointestinala
urmatd de clearance-ul mucociliar i de ingestia cantitativa a acestuia.

Dupa absorbtia in organism, zincul se leagad de diverse complexe proteice, dintre care
cel mai important este metalotioneina, care actioneaza ca un transportator al zincului (Opresko,
1992). Zincul nu este metabolizat ca atare, dar este un component esential al unor
metaloenzime cum ar fi anhidraza carbonicé — care are rolul de a regla schimbul de dioxid de
carbon (Stokinger, 1981b).

Alte sistem enzimatice in care zincul joaca un rol esential sunt RNA-polimeraza,
superoxid dismutaza, carboxipeptidaza, izocitric dehidrogenaza, alcool dehidrogenaza si
ceruloplasmina (Opresko, 1992).

Mecanismele homeostatice de la nivelul organismului animal sau uman controleaza
absorbtia §i excretia zincului. Metalotioneina (legata de zinc) din celulele mucosale tapeteazi
tractul gastrointestinal §i regleaza astfel concentratia zincului in organism (Agency for Toxic
Substances and Disease Registry, 1989). In conditiile fiziologice in care exista un exces de zinc
in organism, complexul metalotioneina — zinc este eliminat. Bilantul concentratiei de zinc din
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organism indica faptul ca cea mai mare cantitate de zinc este excretata prin fecale, cantitdti mai
mici prin urind, transpiratie (Schroeder et al.. 1967). Literatura de specialitate din domeniu
aratd ca in zonele cu temperaturi foarte ridicate o cantitate insemnata din zincul din organism
se pierde si prin transpiratie (Prasad et al.. 1963).

Se estimeaza ca necesarul de zinc este de 12 mg / zi la femei s1 15 mg / zi la barbati, iar
in cazul femeilor insarcinate necesarul creste la 15 mg / zi.

La om toxicitatea acuta prin ingestia zincului provoaca greturi, stare de voma, crampe
abdominale si in unele cazuri sangerari la nivelul stomacului (Moore, 1978). Ingestia de
clorura de zinc afecteaza cavitatea bucala si gatul, faringele, esofagul (Chobanian, 1981).
Fosfatul de zinc, elibereaza pentaoxid de fosfor (P,Os) gazos in conditiile aciditatii din stomac,
poate conduce la tulburéri ale cardiace, pulmonare. renale, (Mack, 1989).

Expunerea cronicd la zinc duce la anemie hipocromica microcitica asociatd cu
hipoceruloplasminemie, hipocupremie si la unii indivizi neutropenie (Prasad et al., 1978).
Dozele de referinta pentru expunerea cronica la zinc sunt cele date de cétre United States
Environmental Protection Agency (U.S. EPA), iar doza de referinta (RfD) atat pentru
expunerile cronice cat si pentru cele subcronice este de 0,2 mg / Kg corp / zi, doza care se
bazeaza pe date experimentale clinice care demonstreaza cé zincul induce deficiente de cupru
si anemie la pacientii care ingera zilnic sulfat de zinc pentru tratamentul anemiei drepenocitare
(sickle cell anemia) — U.S. EPA, 1992. Pentru ingestia orala cronica de fosfat de zinc doza de
referintd (RfD) este 0,0003 mg / Kg corp / zi (U.S. EPA, 1991), iar RfD pentru expunerea
subcronica este de 0,003 mg / Kg corp/ zi (U.S. EPA, 1992).

Molibdenul. Este constituent al xantinoxidazei si xantindehidrogenazei (enzime
flavinice), care intervine in metabolismul acizilor nucleici. De asemenea, molibdenul este
constituentul si al altor enzime cum sunt: aldehidoxidaza, sulfitoxidaza si chir nitratreductaza
(importanta pentru declangarea producerii de radicali liberi bogati in oxigen).

Concentratia acestuia in organismul uman si in tesuturi este variabila, fiind reprezentat
astfel: in ficat 3,2 ug/g; rinichi 1,6 pg/g; splina 0,20 pg/g; plamani 0.15 pg/g; creier 0,14 ng/g;
mugchi 0,14 pg/g. Cuantumul molibdenumului in singele uman variaza in functie de zona
geograficd, dar cea mai mare parte se gaseste in globulele rosii (hematii) si anume 70%.

Necesarul de molibden pentru organismul uman este estimat la mai putin de 100 pg / zi
provenind din alimente (valoare estimata la greutatea uscatd). Acest cuantum depinde de
varstd, sex, precum si caracteristicile mediului inconjurator, e.g.: concentratia altor
bioelemente metalice si a metalelor cu potential toxicogen din sol, apa, aer (Anke si
Groppel, 1987). Un rol deosebit de important in cuantumul de nichel ingerat este dat de
obiceiurile alimentare. Astfel, o dietd mixta furnizeaza cantitati de nickel mai mari decat o
dietd vegetariana (Holzinger et al., 1998).

Aportul insuficient de molibden se manifesta clinic ca o carenta de sulfitoxidaza si
include iritabilitate, care in final conduce la tahicardie, slibirea vederii pe timp de noapte,
boala Crohn etc.

Metabolismul molibdenului este influentat de prezenta wolframului si cuprului care au
efecte antagonice cu molibdenul.

Absorbtia molibdenului se face la nivelul intestinului subtire, iar excretia acestuia are
loc predilect pe cale renala.

Cobaltul. S-a decelat sub forma combinatiei complexe cian-cobalamini (vitamina By;),
care prezinti cca 4 % din’ cobaltul total i se giseste depozitat in ficat, circuldnd in sdnge fixat
pe 0 a—2-globulina, cu rol transportor. Cobalamina intra in structura unor enzime, care include
in metabolism radicali contindnd un singur atom de carbon. Participa astfel la metilarea colinei
sl timinei, avand rol in sinteza acidulul deoxiribonucleic.
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Continutul total al omului adult de 70 kg este de 1.1 mg cobalt, avand urmatoarea
distnibutie in organele omului: ficat 1,18 mg / Kg substanta uscata; in splina 0,09 mg / Kg; in
rinichi 0.23 mg / Kg: in itima 0.10 mg / Kg $1 0,06 mg / Kg in pancreas.

Cobaltul este implicat in bolile cardiovasculare. Influenta sa a fost dovedita si in cazul
producerii de cardiopatii la marii bautori de bere. Cobalt (sub forma de sare) in concentratie de
3 mg per 450 g bere se foloseste la stabilizarea spumei de bere si astfel la “marii consumatorii
fideli™ apar cardiopatii (Manescu et al.. 1996).

Deficitul de cobalt (g1 implicit al vitaminei By,) are grave repercursiuni asupra cresteril
si maturarii elementelor celulare sanguine, dar in primul rand al eritrocitelor (anemie
melaloblastici, denumita si anemie pernicinoasa). Un efect particular al carentei de vitamina
B\; este demineralizarea cordoanelor medulare.

Necesarul de cobalt se estimeaza prin prisma cuantumului de vitamina By, fiind de
cca. 3 mg vitamina By, / zi.

Cu privire la absorbtia cobaltului in organismul uman, aceasta se realizeaza la nivelul
intestinului subtire (duoden) si este influentata de pH-ul gastric. Carenta de fier determina o
absorbtie crescuta de cobalt.

Eliminarea excesului de cobalt se face in special pe cale renala.

Cromul. Este prezent ca si constituent normal in organism, intervenind in metabolismul
glucidic si lipidic. Cantitati mici de crom sunt ingerate zilnic odata cu apa si alimentele.
Distributia acestuia in organism determinad o acumulare mai mare in creier, fanere, piele si
grasime. n cord concentratia cromului este relativ mica.

S-a demonstrat experimental de diversi autori ca sobolanii cu carentd de crom prezinta
o scadere a tolerantei la glucoza, o crestere incetinitd, o reducere a duratei de viatd §i o
colesterolemie ridicatd (Turcanu, 1978).

In organismul uman concentratia cromului scade cu vérsta in toate tesuturile. Acest
fapt este asociat cu reducerea progresiva cu varsta a tolerantei la glucoza, care se pare a avea
rol etiologic in diabetogenezi. S-a observat cd bolnavii diabetici prezintd o scddere a
concentratiei de crom la nivel hepatic.

Variatiile concentratiilor de crom in diversele surse au dependentd geograficad si se
refera predominant la concentratiile de crom in apa potabila.

Cromul accelereaza catabolismul colesterolului si deci reduce nivelul acestuia. Din
aceasta cauza carenta de crom din alimentatie (i.e.: zaharul rafinat) poate conduce, in timp, la
aparitia aterosclerozei.

Carenta de crédm conduce la scdderea glucozei serice, hiperinsulinemie,
hipercolesterolemie, cresterea concentratiei trigliceridelor serice, hiperiritabilitate, depresii,
tulburdri maniaco-depresive, dificultati de invitare, boala “Bi-polar”, boli cardiovasculare,
infertilitate (Nielsen, 1993; Lipko et al., 2002).

La om cromemia este de 10 pg %, iar cromuria este de 10 pg / L urina. In conditiile
expunerii profesionale la concentratii mai mari de crom sau derivati ai acestuia, calea
principala de patrundere in organism este respiratorie. Insa cantitati mai mici de crom pot
traversa §i tegumentul intact, sau pot fi absorbite si prin tractul digestiv.

Absorbtia cromului este in general redusd, fiind mai mare in diverse afectiuni:
anaclorhidrie, anemie pernicioasa etc.

Transportul sanguin al cromului se face pe hematii in care se presupune ca formeaza un
complex cu hemoglobina. Dupi incorporarea cromului de catre hematii, acesta se depoziteaza
preferential in pulmon si ficat (unde poate persista pdna la 8 ani), precum si in alte organe
(Turcanu, 1978).

In organism cromul hexavalent se reduce la crom trivalent, in mod preferential in
mediu acid, ceea ce este considerat echivalent cu un proces de inactivare (cromul bi- si
trivalent au toxicitate redﬂsé).

44

BUPT



Eliminarea cromului se face lent pe cale renald si prin tubul digestiv (fecale). Se
presupune ci si pielea este o cale de eliminare a excesului de crom.

Compusii hexavalenti ai cromului sunt iritan{i §i caustici pentru piele si mucoase $i
precipita proteinele tisulare. Proteinele denaturate datoritd cromului se presupune ca devin
antigenice sau o alta ipoteza este ca unii compusi ai cromului s-ar cupla cu proteinele cutanate
jucand rol de haptena, mecanism care ar explica efectul de alergizare indus de crom.

O expunere prelungitd la concentratii mari de crom duce chiar la aparifia unor
simptome carcinogene.

Nichelul. Este destul de larg raspandit in nauturd. Astfel, distributia cantitativa a
nichelului este variata. in apa de spurafatd estimandu-se un cuantum de cca 0,01 mg / Kg, in
apa marilor cca 0,0054 mg / Kg, in sol aproximativ 40 mg / Kg (cu concentratii mai man in
solurile din apropierea soselelor cu serpentine). in plantele marine cca 3 mg / Kg. in plante in
jur de 3 mg/Kg, in animale marine 0.4-25 mg / Kg si in animale cca 0.8 mg / Kg.

Functiile nichelului in organismul uman sunt de cofactor al unor metaloenzime si
facilitarea absorbtiei de fier, magneziu si zinc. Carenta de vitamina B, conduce la cresterea
aportului de nichel atit la animale cat st la om. Nichelul intervine in metabolismul
aminoacizilor si al acizilor grasi. Studii de specialitate au demonstrat ca deficienta de nichel la
sobolani conduce la: anemie, depresia reactiilor de oxidoreducere la nivelul ficatului, depresia
absorbtiei zincului, scaderea colosterolului plasmatic. mortalitatea crescutd la nou nascuti,
caderea parului si deshidratarea excesiva a parului, dermatite.

Se estimeaza ca necesarul de nichel este de cca 25-35 pg / zi (Anke et al., 1995). Din
totatul aportului de nichel metalic mai putin de 10% este absorbit (Nielsen, 1993).

Datoritd faptului cd nichelul este folosit pe scara largd in industrie acesta este
considerat a fi un poluant major al mediului inconjurator. Din acest motiv studiile referitoare la
esentialitatea nichelelului pentru organismele vii sunt relativ mai recente.

Toxicitatea nichelului se manifesta initial prin alergii si mai apoi prin actiunea asupra
pulmonului, in special atunci cand se vorbeste de patrunderea in organism pe cale respiratorie.

Absorbtia nichelului in organismul uman se face similar cu restul microelementelor la
nivelul intestinului subtire.

Eliminarea excesului de nichel se produce in cea mai mare parte prin fecale (peste
85%) si in cantitdti mai mici prin urin §i transpiratie.

Vanadiul. Se regéseste in naturd in concentratii de cca 0,001 mg / Kg in apa de
suprafata, in apa de mare 0,002 mg / Kg, in sol 100 mg / Kg (vanadiul este absorbit din
solurile alcaline in special de humus), in plantele marine 2 mg / Kg, in plante 1,6 mg / Kg,
in animalele acvatice 0,14 — 2,00 mg / Kg si animalele 0,15 mg / Kg. Absorbtia
“vanadiului metallic” (sub forma de sulfat de vanadiu) se face la nivelul intestinului subtire
st doar in procent de 0,1 pani la 1,0 % din totalul vanadiului din organism. Absorbtia
vanadiului chelatat are foc in proportie de 40 %, iar vanadiul din sistemele coloidale se
absoarbe in intestin in proportie ridicatd — pana la 98 % (Nielsen, 1993).

Vanadiul stimuleaza oxidarea glucozei si sinteza glicogenului in ficat si in musgchi, inhiba
gluconeogeneza din ficat (formarea glucozei din compusi neglucidici) si inhiba absorbtia
glucozei din intestin (Dehghani et al., 1997; Tsunajima et al., 1997; Yuan et al., 1997a; Yuan et
al., 1997b; Verma et al., 1998). Vanadiul are rolul de a intensifica efectul insulinei asupra sintezei
DNA. In ciuda unui cuantum redus de insulind in singe, concentratia glucozei din singele
sobolanilor diabetici la care s-a administrat vanadiu a fost aceeasi ca si la sobolanii din lotul de
control care nu erau diabetici. Astfel, se poate afirma ca vanadiul actioneazi analog cu insulina
(“insulin-like”) prin alterarea functiilor celulelor membranare in transportul ionilor. Din acest
motiv vanadiul are un efect benefic pentru persoanele cu probleme de tolerantd la glucoza:
hipoglicemie, hiperglicemie §i hiperinsulinemie (Shamherger, 1996).
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La animale si la oameni s-a demonstrat experimental ca vanadiul inhiba sinteza
colesterolului, proces care rezida in sciderea nivelului plasmatic de colesterol g1 reducerea
colesterolului aortic. De asemenea, vanadiul initiazd o crestere a fortel contractile a
muschiului cardiac, cunoscuta sub denumirea de “efect inotropic™.

Vanadiul are proprietati anticarcinogenice. Astfel, la inducerea unor tumori mamare la
soareci a fost stopatd cresterea tumorilor prin administrarea a 25 pg vanadiu / g dieta.
Suplimentarea dietei cu vanadiu a redus incidenta tumorilor, a redus media numarului de
tumori per animal fara sa inhibe cresterea sau starea de sanatate a animalelor (Nielsen, 1993).

Cu privire la enzime. vanadiul are rolul de a regla schimbul de ioni Na'/K' in
complexul enzimatic ATP-aza, adenilat ciclaza s1 protein kinaza. Mecanismele biochimice.
nsa, nu sunt elucidate.

Carenta de vanadiu determina intarzieri de crestere si tulburari gastro-intestinale (Anke
et al, 1984).

Nu exista date referitoare la necesarul de vanadiu pentru organismul uman. Astfel,
cuantumul de vanadiu prezent in dieta obisnuita pare sa satisfacd necesarul de vanadiu. Media
zilnica — in consum alimentar — de vanadiu in SUA este de aproximativ 20 pg (Nielson, 1993).
Cu privire la stabilirea necesarului de vanadiu, deficienta de vanadiu nu a fost identificata la
persoanele care au avut un aport de vanadiu din dietd mai mic de 30 pg zilnic si mici sub 15 pg
vanadiu zilnic. Pornind de la aceste date experimentale se sugereaza faptul ca un aport de 10
ug vanadiu satisface necesarul zilnic.

Ingestia unor doze de vanadiu care depasesc cu mult necesarul nutritional este asociata
cu manifestari maniaco-depresive, iar doze foarte mari de vanadiu sunt toxice pentru organism
(Drebickas si Zabulyte, 1997).

Litiul. Se gaseste in concentratii de 0,0011 mg / Kg in apa de suprafatd, 0,18 mg / Kg
in apa marilor, 30 mg / Kg in sol, 5 mg / Kg in plantele marine, 0.1 mg / Kg in plante, 1 mg / Kg
in animalele marine si 0,02 mg / Kg in animale (Nielsen, 1993).

Studiile realizate pe animale de experientd au aratat ca deficienta de litiu duce la
infertilitate, intarzierea cresterii, scurteazd speranta de viatd si in general la probleme de
comportament (Pickett, 1983; Pickett si O’Dell, 1992). La oameni carenta duce la depresii.
manifestiri maniaco-depresive, boala “Bi-polar” si hiperaciditate.

Nu s-au gasit date referitoare la necesarul cert de litiu pentru organsimul uman, dar
s-au facut diverse studii legate de esentialitatea §i toxicitatea acestuia (Anke et al., 1997a;
Schifer, 1997). Astfel, nu au fost gasite inca enzime sau proteine litiu-dependente si nici
hormoni litiu-dependenti, dar se pare ci litiul intervine in replicarea DNA.

Aportul de 250-500 pg litiu / zi la adulti necesita monitorizarea cunatumul de litiu,
deoarece limitele maxime admise pentru ingestia de litiu nu sunt clar stabilite. Functia de baza
a litiului §i modul de actiune in organism nu sunt cunoscute, in ciuda multiplelor experimente
care s-au facut in acest domeniu. Concentratiile de litiu din unele tesuturi, chiar $i in urma unei
deficiente prelungite, nu s-au modificat fatid de control, exceptie facAnd glandele endocrine si
unele regiuni din creier. Se pare cé litiul protejeaja organismul cu privire la aparitia boala
Altzeimer.

Efectele toxice induse de un aport excesiv de litiu se manifestd prin hipertensiune,
tremor, vertij si proteinurie.

Trebuie subliniatd importanta bioelementelor metalice ca si constituenti ai materiei vii
sau ca i efectori biochimici in procesele metabolice fara de care nici o fiintd vie nu ar putea
supravietui in conditii optime. Perturbanea homeostaziei unuia dintre bioelementele metalice
de baza datoritd translocérii sau a unor procese patobiochimice poate duce la dezechilibrarea
balantei dintre necesarul si aportul de elemente cu implicatii fiziopatologice (Garban, 1999).
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1.4.2. Efectele biochimice ale unor metale cu potential toxicogen

Aluminiul. Este elementul chimic prezent in minerale, fiind prezent in cantitati
relativ crescute dupa oxigen si siliciu. Acest element se gaseste in mediu sub diverse forme
chimice.

De asemenea, ionul aluminiu (AI’") este un agent insuficient cunoscut, care contribuie
la instalarea in organismul uman a unor boli (e.g. osteomalacia, anemia, dementa etc.).

Studii si cercetidn diverse demonstreazi ca acest element metalic perturba procesele de
crestere si dezvoltare ale plantelor. Asa cum s-a precizat mai sus, aluminiul este un element
preponderent in scoarta terestrda si astfel poate fi absorbit in radacina plantelor si apoi in
restul celulelor. Daca urmarim procesul translocérii in succesiunea sol-planti-animal-om, se
poate observa ca acest element accede in organism prin alimente de origine vegetald
(considerata cale directd) si prin alimentele de origine animala (considerata cale indirecta).

Plantele acumuleaza ionul AI** din solurile cu pH acid. Cu ionul AP* se formeaza
chelati, care detoxifica astfel organismul si prevenind formarea un cuantum crescut de aluminiu.

in organismul uman sinitos cuantumul de AP" in serul sanguin este mai mic de
0,4 umol. Dupi o ingestie acuta de compusi care elibereaza Al’* chiar la adultii sanatosi se
poate acumula aluminiu ionic in oase. De asemenea, Al’” cauzeazi sau ajuta la aparitia unor
boli (exemplu boala Alzheimer).

Un studiu recent arata ca la pacientit supusi hemodializei o concentratie a serului de
peste 1,5 umol AP" creste riscul mortalitatii i aproximativ 40% din pacienti prezinta
cuantumuri mai mari de 1,5 pmol A" in ser (Nicolini et al, 1991).

Prezenta aluminiului in mediul inconjurator este reprezentata de combinatii chimice
diverse. Astfel, in apa marilor si oceanelor se gaseste sub Iug AVl, in precipitatii — cu
predilectie in ploile acide; in apa lacurilor, cidnd la pH mai mic de 6 apar concentratii de
cativa pmol AI** (Nicolini et al., 1991; Diaconu et al. 1996).

In scoarta terestra aluminiul se prezinta doar in combinatii cu alti compusi minerali:
silicati (feldspat, granit, bazalt), hidroxizi (bauxite), oxizi (impuri — smirghel, puri — compusi
colorati, rubin, safir). Cu ionii fosfat se formeaza saruri insolubile, acesta fiind si motivul
pentru care se utilizeaza fosfatii in scopul fertilizirii solurilor cu continut ridicat de aluminiu.

In frunzele de ceai ajunse la maturitate s-au gasit concentratii de 3% AI*", iar in
frunzele abia formate doar 0,01% AI’*". Infuziile de ceai contin aproximativ de 50 de ori mai
mult AP* decét infuzia de cafea. Combinarea ceaiului cu lapte “blocheaza™ AI’* sub forma
de fosfat insolubil, pe cand adaugarea de lamaie in ceai determina formarea unui complex de
tip citrat cu AI**.

Cand aluminiul patrunde in organismele vii raspunsul toxic apare chiar si la
concentratiile mici ale acestui element. Totusi, biodisponibilitatea aluminiului este controlata
prin concentratia siliciului. Echilibrul dintre cele doua elemente in mediul inconjurator este
important si, in particular, nu poate fi neglijat in ceea ce priveste problema bolilor
epidemiologice in care este implicat aluminiul (Sabbioni et al, 1993).

Efectul aditiei de fier sau aluminiu arata faptul ca aluminiul concuri cu usuringi fierul
la legarea de enzime. Legatura chimica a aluminiului este inhibata in totalitate cind este
prezent hidroxidul de siliciu — Si(OH)j.

Un mecanism important care trebuie avut in vedere, rezida in faptul ca aluminiul intra
in competifie cu magneziul blocand legaturile chimice. Este cunoscut faptul ci aluminiul
influenteaza activitatea kinazelor, polimerazelor, a unor proteine si a altor sisteme ce necesiti
magneziu. Acest lucru se poate explica prin faptul ca legaturile chimice cu aluminiu sunt mai
puternice decét cele cu magneziu (e.g. legarea aluminiului la ATP este de 10’ ori mai
puternicd decat a magneziului). Astfel cantitati de ordinul nmol-ilor de aluminiu poate
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concura cu cantitatii de umol magneziu. Rata schimbului de liganzi este deseori importanta
in manipularile biochimice in care magneziul si calciul sunt metale cu rol de co-factori
esentiali. Odata ce aluminiul se leaga, rata schimbului de ligand este de 10* ori mai mica
decat cu magneziul si de 107 ori mai mica decat cu calciu.

in mod normal se ingera cca 2-3 mg Al din sursele de hrana care au ca aditivi compusi
ce contin aluminiu. Astfel, aluminiul este utilizat ca si filant al unor cascavaluri, este
constituent major al prafului de copt si este folosit in tratarea fructelor tip grapefruit conservate
in cutii metalice pentru obtinerea unei pectine de calitate (Pulley et al, 1944). In plus, aluminiul
este addugat in mod curent in apa in cazul tratérii apei potabile (municipale) pentru a facilita
eliminarea turbiditétii prezente in apa. Aceasta faza poate lasa reziduri de pana la 5 mg / L apa.
Cantitati mici de aluminiu sunt absorbite in mod normal din tractul gastrointestinal (5-10 pg / zi)
si sunt eliminate in principal prin rinichi. De asemenea, aluminiul inhalat in plamani este
eliminat in mare parte prin expiratie, insd cantitati mici sunt retinute si stocate in tesuturile
pulmonare. Acest lucru este sustinut de faptul ca uneori concentratia aluminiului pulmonar este
mult mai mare decat in alte tesuturi, crescand cu varsta, deci nu existia nici o corelare intre
concentratia aluminiului in pulmon si in alte tesuturi.

in cazul unui aport de aluminiu mai mare decat doza recomandata apar concentratii
crescute de aluminiu la nivel de ficat, creier, femur si in sdnge (Ondreicka et al., 1966).

Aluminiul poate ajunge in organismul uman si prin alimentele ingerate. Cuantumul
acestuia depinde de concentratia initiala (e.g.: matenile prime), dar si de modul de pregatire
culinara. Astfel, studiile efectuate in acest sens arata ca organismul uman sau animal ingereaza
cca 20-40mg Al/zi din alimente, iar concentratia in aluminiu a produselor alimentare poate
creste atunci cind pregétirea culinara se face in vase de aluminiu (Delves, 1990).

Absorbtia aluminiului este explicatid prin combinatia care pare a avea cea mai mare
influentd in cadrul acestui proces si anume administrarea unui compus solubil ce contine
aluminiu in asociatie cu deschiderea unei jonctiuni mici intre celulele intestinale mici. (ex.
administrarea de citrat de aluminiu).

Datoritd formarii fosfatului de aluminiu insolubil (AlIPQOj) in tractul gastrointestinal
doar o cantitate mica din aluminiul administrat oral (sub forma de sare) este absorbit (dupa
WHO Technical Report Series No. 617, 1977).

Studii recente aratd ca la indivizii sinitosi care folosesc in mod frecvent citrat de
calciu (printr-un aport suplimentar de calciu) s-a intensificat procesul de absorbtie a
aluminiului din sursele unei diete normale.

Alti factori cum sunt: vitamina D; hormonul paratiroidian si cuantumul de fier din
organism, au fost caracterizati ca fiind indici ce influenteaza absorbtia aluminiului.

Activitatea chimica a aluminiului ionic este relativ simpla:

- are o viteza de reactie de 107 ori mai mare decat Cr’";
- este mult mai sulubil decat Fe*";
- se oxideazi in sistemele biologice.

Aluminiul metalic este prea reactiv pentru a fi gasit liber in natura si este scos cu greu
din minereuri. Acesta este motivul pentru care aluminiul ionic nu participa la reactii de
oxido-reducere in sistemele biologice.

Dupa cum s-a afirmat mai sus, aluminiul se elimina in mare parte prin rinichi, iar prin
bila foarte putin (aproximativ 1%).

Un studiu pe animale de experienta a urmarit comportarea sobolanilor la o dieta de
2835 mg / kg aluminiu (sub forma de sulfat) timp de 8 zile. La finea experimentului s-a
observat o crestere a ingestiei de aluminiu care a condus implicit la sciderea aportului de
hrana (de la 20 la 15 g/ sobolan / zi) si la o reducere a greutatii corporale. Aluminiul in acest
caz a fost excretat in cantititi mai mari prin fecale (aproximativ 70%), iar retentia
aluminiului in organism a crescut cu 20 % fati de control (Ondreicka et al., 1966).
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Toxicitatea aluminiului s-a demonstrat si prin studii experimentale efectuate pe
animale de laborator. In urma cercetarilor efectuate pe animale de laborator, dupa stabilirea
unor aspecte legate de mecanismul toxicogen, cercetarile au fost extine si in sfera medicala.
Astfel, investigatiile efectuate asupra unor pacienti supusi dializei au vizat continutul
calitativ si cantitativ al lichidului de perfuzie din punct de vedere al continutului in aluminiu.
Rezultatele obtinute au aratat ca lichidul de perfuzie continea aluminiu in concentratii mai mart
de 0.5 umol / L. Concentratia plasmatica poate creste peste limitele normale (sub 1 pmol / L)
la aproximativ 5 pmol / L. in aceste cazuri s-a observat ca aluminiul s-a acumulat si concentrat
in diferite tesuturi ale unor organe (i.e. rinichi, ficat, oase, creier si cord), favorizand instalarea
unor stiri patologice. Astfel s-au semnalat encefalopatia de dializd in care exista
demineralizarea colagenului preosos insotitd de dureri osoase si fracturi spontane si anemia
microcitard care nu raspunde la terapia cu fier. Aluminiul se localizeaza si in cord si se
presupune ca acesta este un factor ce contribuie la hipertrofia cardiaca observata adesea la
pacientii supusi hemodializei (Nicolini et al., 1991).

intrebarea majora care se desprinde din constatarile existente este legata de
mecanismul toxicitatii celulare care se manifesta odata cu patrunderea aluminiului in celula.

Aluminiul poate fi toxic pentru sistemul nervos, osos, hematologic la om, putand
afecta si functia renald. S-a demonstrat prin experiente de laborator, ca aluminiul provoaca
neurotoxicitate la anumite specii de animale: pisici, iepuri. Patogeneza bolii Alzheimer este
un aspect care sugereaza §i sustine teoria ca aluminiul ar fi implicat in procese biomedicale
(Haiduc, 1997).

Toxicitatea aluminiului asupra sistemului osos este caracterizatd de osteomalacie,
dureri osoase, fracturi patologice (spontane), lipsa unui raspuns pozitiv in terapia cu orice
forma de vitaminaD.

Toxicitatea hematopoeticd se poate explica prin toxicitatea sistemului hematologic.
S-au semnalat cazuri de anemie hipocroma si microcitara in situatia unui aport normal de fier
si s-a demonstrat experimental cd aluminiul poate provoca anemie la soareci si sobolani.
Anemia raspunde rapid la chelatarea aluminiului cu deferoxamina.

Datele din literatura de specialitate aratd ca toxicitatea diferitilor ioni metalici asupra
unor plante de culturd determind obtinerea unei recolte mult mai mici. Aluminiul, ca ion
metalic cu potential toxicogen este absorbit in radacinile plantelor producand schimbari
morfologice (Rannet si Chan, 1981; Goodwin si Mercer, 1983).

Grupele de populatie ce prezinta riscul unei posibile intoxicidri cu aluminiu sunt
pacientii cu boli renale, dar si indivizii cu functii renale bune, dar cérora li s-a administrat
parenteral compusi pe bazé de aluminiu pe o perioada de timp mai indelungata.

in mod curent, o sursa potentiala de intoxicare cu aluminiu poate fi administrarea
orald a unor compusi cu aluminiu in cazul unor indivizi cu probleme renale cronice pentru
reducerea absorbtiei fosfatilor din tractul intestinal pentru a preveni hiperfosfatemia. Astfel,
se utilizeaza carbonat si acetat de calciu ca i inlocuitor ai compusilor cu aluminiu.

In oricare din cazuri, pentru a preveni intoxicarea cu aluminiu a pacientilor cu
probleme renale se impune controlarea periodica a concentratiei aluminiului din plasma si
ser, iar dacd aluminiul plasmatic excede 40-50 pug / L dozarea compusilor cu aluminiului
trebuie modificata.

Cadmiul. Desi pare a fi un oligoelement neesential, practic absent la nastere, el se
acumuleaz 1n tesuturi cu varsta, datoriti turnover-ului sau deosebit de lung (aproximativ 50
de ani). Organismul unui individ, neexpus unei contaminari profesionale, contine 20 — 30 mg
Cd, dintre care 50 — 75 % in rinichi si ficat. La muncitorii expusi oxidului de cadmiu pulbere,
valorile in urind variaza intre 0,04 — 0,42 mg cadmiu / L, cu o localizare initiali in plamani,
urmatd de o redistribuire in intreg organismul si o acumulare in concentratii de 10 — 100 ori
peste normal, in rinichi si ficat.
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Deoarece organismul nu dispune de mecanisme homeostatice de reglare a concentratiel
tisulare a cadmiului la aportuni diferite, nivelul sau total este dependent direct de aport.

Continutul ficatului, rinichilor si parului in cadmiu poate constitui un indicator
important in profilaxia tulburarilor care ar putea fi provocate de acest element. Caile de
contaminare ale organismului uman sunt strans legate de absorbtia prin alimente, apa si
mediu inconjurétor.

Absorbtia cadmiului are loc pe cale digestiva si respiratorie. Din cantitatea de cadmiu
ingeratd numai o parte. 5 — 10 % este absorbitd in duoden, ileon si jejun, aceasta depinzénd
de doza. varsta. factori dietetici (aportul de proteine. calciu, vitamina D si alte oligoelemente
— in special zincul).

in functie de starea fizica a substantei. concentratia cadmiului absorbit prin inhalare
este mult mai ridicata si variaza intre 10 — 40 %, iar dupa 30 minute de la inhalare cadmiul
apare in ficat §i rinichi. ‘

Cadmiul care accede pe cale digestiva se acumuleaza, in special in rinichi si ficat si
are o perioada biologica de acumulare foarte lunga, care variaza intre 18 — 23 anu.

In organism, cadmiul este legat mai ales de metalotioneina, proteini existentd in
cantitdti mari in ficatul animalelor expuse la cadmiu si in proteine analoage din mucoasa
gastrointestinala si cortexul renal, cu rol important in transportul si stocarea selectiva a
cadmiului.

Eliminarea cadmiului are loc preponderent prin fecale si este dependenta de
cantitatea ingerata pe cale orala sau administrata parenteral. In exces de aport, cadmiul se
poate elimina si pe cale renald. Eliminarea prin lapte a cadmiului este extrem de redusa si
nedetectabila si de asemenea, transferul cadmiului placentar este redus.

Toxicitatea cadmiului s-a studiat predilect in intoxicatii acute. Astfel, intoxicatia
acutd cu cadmiu, ca urmare a inhalarii lui consecutive timp de 5 — 7 zile in medi
contaminate, se manifesta prin iritatie bronhica, tuse, cu o mortalitate de aproximativ 15 %.
Intoxicatiile acute, ca urmare a ingerérii digestive, sunt mult mai rare.

In intoxicatiile subacute si cronice apare pigmentarea galbena a smaltului dentar,
astenie, tulburari digestiv’e, leziuni renale si osoase.

Elimnarea renald a B-2-microglobulina poate fi corelata cu expunerea la cadmiu §i
utilizatd in scop de diagnostic.

Utilizarea ca hrana a orezului crescut in orezdrii irigate de apa unui rau poluat cu cadmiu,
provenit de la o uzina de zinc, a provocat in Japonia boala numita “Itai-itai”, caracterizata printr-
o proteinurie, o fragilitate mare a oaselor si o eliminare renala crescuta a cadmiului.

Unele efecte toxice ale cadmiului pot fi diminuate de seleniu, zinc, cobalt, calciu si
de substante care contin grupdri tiolice. De asemenea, metabolismul cadmiului este mult
afectat de administrarea de zinc, cupru, calciu si alte metale, cadmiul influentdnd la randul
sau metabolismul zincului, cuprului si fierului (Grecu et al., 1982).

Expunerea la concentratii mai mari de 30-50 pg cadmiu per zi in cazul persoanelor
adulte a fost corelata cu un risc crescut de fracturi ale oaselor, aparitia cancerului, disfunctii ale
rinichiului si chiar hipertensiune. De asemenea, s-a observat si o ratd a mortalitatii cresute in
cazul unor intoxicatii cu cadmiu datorita instalarii insuficientei renale (Satarug et al., 2003).

Mercurul. Este un metal greu, singurul metal lichid la temperatura camerei, care
emite vapori si la 0°C. Ifi natura se gaseste in stare elementard (mercur lichid sub forma de
geoda in mine), dar mai ales sub forma de sulfurd (HgS) denumit si cinabru — din care se
extrage mercur prin incélzire la temperaturi de 500-600°C. In sol si in apa se giseste in
concentratii mici de 0,005-0,25 mg / Kg.

In agriculturad i industrie se utilizeaza pe scara largd mercurul sub forma metalica,
anorganica §i organica. Astfel, pentru industria chimica se foloseste mercur metalic in vederea
confectiondrii unor aparate de laborator. Compusii anorganici ai mercurului se folosesc in
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industria colorantilor. iar compusii organici ai mercurului sunt utilizati in industria chimica ca
si catalizatori ai unor reactii chimice si ca substante pesticide (fungicide, ierbicide etc.).

Utilizarea mercurului si a compusilor sdi anorganici §i organici in agricultura pentru
dezinfectarea semintelor si combaterea multor boli ale tuberculilor si a bulbilor a condus la
contaminarea crescinda a mediului inconjurator. Desi continutul mercurului in atmosfera
este sub 1 mg / Kg, cel mai mare pericol in poluarea atmosferica cu mercur sunt emanatiile
vulcanice si arderea cantitatilor mari de carbuni.

Tindnd seama de continutul mercurului in apa marilor si oceanelor. evaluat la
0.15pug/l. principalul risc ecologic declansat de mercur i compusii sdi il reprezinta
deversarea apelor industriale. Mercurul din sol si apa, este convertit de microorganisme in
metilmercur, care se acumuleaza in biosfera. Astfel, microorganismele anaerobe pot
transforma metilul anorganic in metilmercur CH;Hg', apoi in dimetilmercur (CH;),Hg mai
volatil, care trece in atmosfera. Metilmercurul ramane in hidrosfera. de unde intra in lantul
alimentar, fiind absorbit de diversi consumatori ai sistemului ecologic. Prin moartea plantelor
si animalelor. metilmercurul este reincorporat sedimentelor si astfel ciclul sau in natura se
reia (Garban et al., 1998).

Studiile de specialitate au demonstrat cd mercurul sub forma de clorura de
metilmercur produce tumori ale rinichiului la soarecii de sex masculin. Analog s-au facut
studii experimentale si pe sobolani, cand s-a aratat ca la ingestia de compusi ai mercurului
apar anumite aspecte de carcionogenitate (Boffetta et al., 1993).

De asemenea cercetatorii au urmarit si posibilele efecte neurotoxice ale mercurului
metalic si al compusilor mercurului (Duhr et al., 1993; Foo et al., 1993).

Mercurul sub forma de vapori este usor absorbit In plaméni, unde raméne péna la
sapte ore, inainte de a fi oxidat de cdtre oxigen si trece, sub forma ionicd in sénge; se
localizeaza, in cea mai mare parte, in rinichi, ficat i splina.

Concentratia medie in tesuturi uscate este de 0,5-2,5 mg / Kg, cu valori mai ridicate
in: piele, unghiii, par, ficat, plaméni si mai ales in rinichi, unde concentratia medie este de
2,75 mg / Kg. in hematii concentratia Hg este dubla comparativ cu plasma, iar in urina
umana este foarte variabila: concentratia critica peste care Hg devine suspect ca toxic este de
ordinul 0,1 - 0,2 ug /L.

Smaltul (emailul) spre fata exterioara a dintilor contine in medie 2,8 mg / Kg mercur, iar
cel interior 2,3 mg / Kg. La persoanele cu expunere necunoscutd, dar anormala la mercur, varful
parului contine 5,5 mg / Kg, unghiile de la maini 7,3 mg / Kg si de la picioare 2,4 mg / Kg
mercur; aceste cantitafi fiind mult crescute la indivizii cu expunere accidentala sau industriala.
Concentratia de mercur de 230 — 280 ori mai mare in par, comparativ cu sangele, poate fi
utilizati la determinarea gradului de expunere la mercur(Turcanu, 1978).

Boala Minamata este de fapt un hidrargism neprofesional cauzat de intoxicatia
alimentara cu mercur provenit din deseurile industriale deversate in apele curgatoare §i mare,
care prin lantul trofic determind acumulari de mercur in produsele marine (e.g.: pesti) si
acestea consumate de om duc la intoxicatii.

Absorbtia mercurului este dependenta de calea de preluare si forma chimica. Inhalat
sub forma de vapori este absorbit aproape integral, in timp ce absorbtia prin piele si pe cale
digestiva sunt mult mai reduse.

Transferul in sdnge al mercurului absorbit este dependent de curba sa de expunere si
de forma sa chimica. Inhalat sub forma ionic3, in sdnge, este oxidat rapid si fixat pe radicalii
tiol (-SH) ai proteinelor plasmatice; cantititi mici neoxidate strabat bariera hematoencefalica,
producand grave tulburari nervoase.

La om mercurul se acumuleazi in rinichi, care contin in medie 2,75 mg / Kg, fata de
0,05 - 0,3 mg / Kg in majoritatea tesuturilor, inclusiv in pulmon si ficat. Cantitati reduse de
mercur se acumuleaza si in glandele salivare, mucoasa digestiva si in placenta.
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Mercurul metalic si derivatii acestuia sunt oxidati in sange si in tesuturi cand se
formeaza saruri mercurice. Acestea formeaza mai apoi compusi solubili cu proteinele si
substante alcaline din sange, precum si cu lichidul tisular (Turcanu, 1978).

Sarurile alchil-mercurice si aril-mercurice circuld in concentratii de aproximativ 90 %
in eritrocite de unde — datorita liposolubilitatii — se acumuleaza nemodificati in creter (15 %),
in par (de unde pot fi determinati) si pot strabate placenta — concentrandu-se in sangele fatului
cu aporximativ 20 % mai mult decét in sdngele mamesi.

Eliminarea mercurului are loc cu precadere pe cale renald (pana la 10% din totalul
mercurului care traverseazai rinichiul) §i numai in cantitati mici pe care hepatica, dar se
elimina si prin intestin, glande salivare, sudoripale, iar la femei si prin glanda mamara.

Toxicitatea ridicatd a compusilor mercurului §i actiunea lor disimulata constituie o
amenintare extrem de serioasd pentru fauna terestrd si acvatica. precum §i un pericol
permanent pentru om.

Faptul ca mercurul are o actiune toxica majora se explica prin caracterul liposolubil.
Ionul mercuros (Hg") se oxideazi in ion mercuric (Hg2+), formandu-se sarurile mercurice
reactive biologic cu radicalii tiol, din care rezultd mercaptide mercurice.

La om, metilmercurul este secretat in intestin sub forma complexului metilmercur-
cistind, usor raspandit prin sdnge in organism. Mercurul, legat de proteine in membrana
celulard, poate influenta distributia ionilor si potentialul electric, influentand negativ trecerea
substantelor nutritive prin membrane. In acelasi timp se pot produce perturbatii in functia
mitocondriilor si lizozomilor, dar si anomalii ale cromozomilor; poate leza maduva oaselor,
fibrele nervoase, ficatul si rinichiul.

Toxicitatea metil- si dimetilmercurului este mult micsoratd de céitre compusi ai
seleniului, care reactioneaza direct cu dimetilmercurul si cu vitamina B, metilata, pentru a
forma dimetilseleniura, volatila, cu toxicitate net inferioard, care se elimind pe cale
pulmonara. Intoxicatiile acute cu mercur sunt accidentale, ele producand iritarea sau chiar
distrugerea tesuturilor. Intoxicatiile cronice, intalnite la persoanele expuse timp indelungat la
vapori de mercur, sunt insotite de inflamatii ale gingiilor, tremuraturi, un dezechilibru
neuropsthic, ale céror simptome duc pana la schimbarea personalitatii indivizilor.

Consumul alimentelor infestate cu mercur (in special al pestilor), constituie
principala sursa de contaminare a omului cu mercur.

Conform recomandarilor Comitetului mixt de experti in aditivi alimentari ai FAO /
WHO (citate de Anke et al., 1993a), dozele sdaptamanale tolerabile temporar sunt de 0,3 mg
mercur total de persoana, dintre care mai putin de 0,2 mg sub forma de metilmercur.

Plumbul. Principalele surse de rdspandire in mediul inconjuritor s-au deplasat in
zilele noastre de la obtinerea si aplicatiile lui diverse, la gazele de esapament a motoarelor
care folosesc carburanti cu cifra octanicad ridicatd. Poluarea produsa creste cu numarul
autovehiculelor utilizate, distanta de la soselele cu trafic intens, directia vantului, precipitatii,
altitudine, anotimpuri — avind un maxim iarna. O concentratie de 0,002 mg / m’, pe o
perioada de trei luni, prezinta un risc public.

Tinadnd seama de poluarea crescandd a mediului cu plumb, este dificil de stabilit
nivelurile considerate ca normale in tesuturi. in conditii normale de mediu, concentratia
plumbului in sdnge la om este cuprinsi intre 0,015-0,040 mg / 100 mL, cu o valoare medie de
0,025 mg / 100 mL. Concentratiile de 0,05-0,08 mg / 100 mL sunt considerate toxice, la
bovine 0,18+0,10 pg / mL, iar la porci 0,7+0,3 mg / Kg. Distributia plumbului in tesuturi
depinde de cantitate, forma chimica si de calea de administrare. Administrat pe cale orala este
retinut in principal in rinichi, in ficat si in mai mica masura in alte tesuturi. Plumbul este stocat
sub forma de fosfat in cea mai mare parte in schelet: 77,4 % in intoxicatie acutd, 90 % in cea
subacuta si 98 % in intoxicatie cronicd, concentratia plumbului in oase fiind de 10-15 mg / Kg
os degresat. La om concentratiile tisulare ale plumbului, in mg / 100 g tetraetil de plumb
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(TP). sunt de ordinul: 0,67 — 3.59 in oase; 0,04 — 0,28 in ficat; 0,02 — 0,16 in rinichi;
0.01 — 0.7 in splina: 0,04 in cord si 0,01 — 0.09 in creier (Turcanu, 1978).

Distributia si retentia plumbului in tesuturi este influentata de ionii de calciu, fier,
fosfati. ioduri. carbonat acid de sodiu, vitamina D. Carenta de fier favorizeaza retentia
plumbului in tesuturi, iar un raport suplimentar de fier reduce riscul intoxicatiet cu plumb.

Absorbtia plumbului este lenta si are loc pe cale gastro-intestinala (ca urmare a unei
igiene deficitare) si respirator (ca urmare a inhaldrii pulberilor fine, a aerosolilor sau a
compusilor volatili). Absorbtia subcutanata sau intramusculard, este rar intalnita si1 prezinta
interes numai in cazurile alicelor de plumb sau a gloantelor ajunse in tesut. Absorbtia
digestiva a plumbului ingerat este de 5 — 15 % la om, 10 % la bovine, cca. 1 % la ovine.
Absorbtia, in general, este superioara la organismele tinere, $1 poate creste la persoanele cu
regim deficitar in calciu sau cu carenta grava.

Gradul de absorbtie este influentat de solubilitatea sarurilor si compozitia hranei. un
continut ridicat in glucide, proteine, calciu, fier, fosfati si seleniu, inhiba absorbtia. Carenta
de vitamind D reduce absorbtia plumbului, iar cea de calciu o stimuleazid. Absorbtia
plumbului pe cale respiratorie este dependentéd de dimensiunea particulelor.

Circulatia plumbului in organism are loc sub forma coloidala de trifosfat bazic de
plumb, legat de eritrocite. Depozitarea plumbului se face preponderent in oase sub forma
netoxicd, metabolismul siau fiind asemaniator cu al calciului. Depozitarea plumbului in
trabeculele osoase, urmata de o eliminare lenta reprezintd un mecanism de inactivare prin
sechestrarea sa intr-un compartiment biologic cu sensibilitate scazutd fatd de actiunea lui
toxica. In cazul unei acidoze sau alcaloze plumbul este mobilizat rapid.

Eliminarea plumbului se face prin bila. fecale si pe cale renald. Secundar plumbul se
mai elimina si prin fanere (unghii, par) sau prin laptele matern. Astfel, prin absorbtie.
plumbul ajunge in singg si apoi in oase, in tesuturi moi, inclusiv in ficat, de unde este
excretat prin bild in intestinul subtire si apoi eliminat prin facale.

Bilantul normal al plumbului rezulta din aportul pe cale respiratorie si digestivda a
unei medii de 0,33 mg plumb / 24 ore (cu variatii de 0,05 — 2 mg), cantitate care este in
totalitate eliminatd in 24 ore. Corespunzator bilantului normal al plumbului existd o
plumbemie normala de 10-40 pg % si o plumburie normala de 10-80 pg / L. Cresterea
aportului peste aceste valori si peste capacitatea de eliminare a organismului duce la un
bilant pozitiv al plumbului cu acumulare in organism.

Toxicitatea plumbului trebuie privita prin prisma faptului ca din datele cunoscute
pand acum se pare ca plumbul nu ar prezenta nici o functie esentiala pentru plante, animale si
microorganisme.

Toxicitatea cronica a plumbului, cunoscutd sub denumirea de saturnism este
caracterizatd prin anemie, tulburdri neurologice, cresterea de peste 5 ori a continutului de
plumb in sange. Plumbul inhiba prin blocaj gruparile tiolice ale unor sisteme enzimatice, in
special, acelea care produc sinteza hemoglobinei (inhibitia hemoglobinosintetazei) si
provoacd anemie hipocromd. Un alt efect toxic important al acestui element, este faptul ca
inactiveaza enzimele ca urmare a deplasarii biometalelor componente ale metaloenzimelor
sau enzimelor activate de citre metale, datorita afinitatii lui mari fata de liganzi cu grupari
aminice, carboxilice, inclusiv ale aminoacizilor.

Excesul de plumb actioneaza direct asupra membranei eritrocitare urmata de
fragilitatea hematiilor si hemoliza intravasculara precoce; actioneaza asupra cromozomilor si
altereazd materialul genetic (determinind la femei tinere sterilitate, avorturi, mortalitate
fetala sau cu malformatii congenitale); are actiune nefro-toxica directa, lezind chiar
mitocondriile din celulele tubilor renali si actiune neurotoxica — actionind asupra sistemului
nervos central si periferic si nu in ultimul rand actioneaza nociv asupra sistemului vascular.
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Legatura plumbului cu constituentii subcelulari specifici. ai metalotioneinei 1 RNA
hepatic la expunerea la plumb si concentratiile plumbului tisular in organismul uman, intr-un
mediu in continua industrializare §i contaminare, nu este pe deplin elucidata.

Remanenta arseniatului de plumb (pesticid stabil si insolubil) folosit in agricultura,
determina ca mustul obtinut din strugurii tratati cu acest pesticid, poate sa contina 10-
20ppm plumb, dar vinul pierde aceste metale din solutie prin legarea cu proteinele i
insolubilizarea ulterioara. Se apreciaza ca vinul are rareori continut de plumb mai mare de
Ippm. Plumbul are proprietatea de a se lega cu resturile de tiol, ortofosfat si carbonil,
continute in liganzi ai macromoleculelor si in membranele biologice. De aceea se
considerd ca o crestere a continutului proteic al ratiei de vitamine C si PP, de minerale:
calciu. fier sau fosfati scade toxicitatea acestui metal.
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2. ME TObE ANALITICE SI BIOANALITICE IN
INVESTIGAREA METALELOR

2.1. Principii metodologice generale

Rolul bioelementelor in organismul uman a dus la necesitatea unei mai bune
cunoasteri in ccea ce priveste caracteristicile chimice si fizico-chimice pentru a putea
explica implicatiile acestora 1in nutritie. biochimie. patobiochimie, fiziologie.
fiziopatologie. etc. Trebuie de asemenea. sa se aiba in vedere si cuantumul de elemente cu
potential toxicogen din mediu ambiant si din alimente deoarece efectele intoxicarii
organismului cu acesti compusi sunt tot mai mult studiate si intereseazd tot mai mult
fiziopatologia si toxicologia.

Cunoasterea mai aprofundata a tuturor aspectelor chimice, precum si metodele de
determinare calitativa si cantitativd a acestor elemente luate in studiu vin in sprijinul
cercetatorilor din acest domeniu de larg interes.

Cerintele tehnologiei moderne impun ca substantele chimice din alimentele
procesate sa fie supuse unor teste mai complexe care sd stabileascd compozitia cat mai
exactd a acestora, precum proprietatile caracteristice. In acest sens se incearca sa se
determine structura substantelor, modul de legare a grupérilor din moleculd, eventual chiar
si orientarea lor in spatiu sau uniformitatea repartizarii diferitilor componenti in proba. De
asemenea, se urmareste variatia acestora in timp si efectele asupra mediului inconjurator si
asupra organismelor vii.

Cuvantul grecesc analysis (avaAvoio) are semnificatia — la modul general — de
“rezolvarea oricdrei probleme in sensul cel mai larg al cuvantului”. Odatad cu evolutia
stiintelor termenul a fost folosit pentru a indica 0 metoda de cercetare, conform careia
studiul unui obiect se realizeazd prin descompunere in parti, urmatd de investigarea
sistematicd a fiecarui component in parte. Termenul exprima succint §i sugestiv
preocupdrile pentru caracterizarea multilaterala a substantelor ceea ce intradevar constituie
obiectul chimiei analiticg.

Compozitia unei substante se poate stabili sub aspect calitativ si/sau cantitativ. Din
punct de vedere calitativ, se urmareste identificarea naturii indivizilor chimici, atomii,
lonii, moleculele componente — si presupune obiectul chimiei analitice calitative. Din
punct de vedere cantitativ, se determina cantitatea relativd a componentilor identificati — si
presupune cunostiinte de chimie analitica cantitativa.

In cursul unei analize sistematice a unei substante necunoscute, analiza calitativa
precede in mod logic analiza cantitativa.

Utilizarea conceptului de “metode analitice si bioanalitice™ este acceptat in chimie
cu scopul de a demarca in special domeniul de aplicabilitate. In acest sens se pot
exemplifica aplicabilitatea in chimia anorganica, chimia organica, tehnologie, respectiv in
biochimie, chimia alimentara, chimia clinica, chimia farmaceutica si in general in relatie cu
materlaAv1e.

In acest capitol urmeaza a fi prezentate caracteristicile structurale — la modul
general — In relatie cu activitatea biologica.
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2.2. Caracteristici structurale ale metalelor
in relatie cu activitatea biologica

Bioelementele metalice sunt caracterizate ca avand o structura electronica. cu
particularitati asupra stratului de valenta, dar si o serie de alte proprietati, fiind clasificata
in metale de tip s, p. d, f.

Din punct de vedere al structurii, metalele de tip s si p reprezintd sistemele cele mai
simple. Majoritatea speciilor ionice pe care aceste elemente le formeazi (M”, M**, M*) se
caracterizeaza, din punct de vedere al structurii electronice, printr-un invelis exterior de tip
gaz rar si anume de doi electroni pentru elementele din perioada a doua, si cei 8 electroni
pentru celelalte metale alcaline, alcalino-pamantoase. Pentru elementele situate in grupele
Il A. IV A si V A, perioadele IV-VI, speciile ionice corespunzitoare stari de oxidare
maxime se caracterizeaza printr-o configuratie de 18 electroni pe stratul exterior.

Sub denumirea de metale tranzitonale de tip 4 sunt cuprinse elemente cu caracter
metalic. care din punct de vedere al structurii etectronice se caracterizeaza prin prezenta in
atomii lor a nivelului 4 partial ocupat (Brezeanu et al, 1990).

Elementele zinc, cadmiu, mercur, fluor sunt cuprinse in categoria metalelor
tranzitionale. n stare atomica aceste elemente se caracterizeaza prin existenta orbitalilor d
si s complet ocupati [(n-1 )s2 (n-1 )p6(n-1 )dl o(n)s"], iar in combinatiile lor raman cu 18
electroni pe ultimul invelis electronic [(n-/ )s2 (n-1 )p6(n- nd' 2.

Metalele tranzitionale de tip f sunt grupate in doua serii, fiecare contindnd doua
tipuri de elemente. Prima serie cuprinde elemente cunoscute sub denumirea de lantanoide,
situate in perioada a sasea si caracterizate din punct de vedere al structurii electronice prin
faptul ca nivelul 4f este in curs de completare (tranzitionale 4f). Cea de-a doua serie
cuprinde elemente sub denumirea de actinoide, situate in perioada a saptea si caracterizate
prin faptul ca nivelul 5feste in curs de completare (tranzitonale 5f).
sd se facd o cercetare complexa si sd se analizeze cu atentie rezultatele.

in acest sens, se prezintd citeva informatii privind interactiunea DNA cu ionii
metalici divalenti.

Progresele realizate in domeniul biologiei moleculare au adus un suport teoretic si
practic in intelegerea relatiei structurd chimica-activitate biologica din cadrul
macromoleculei de DNA, contribuind la explicarea unor aspecte referitoare la procesele
normale, fiziologice si patologice.

In acest context investigirile referitoare la interactiunea dintre DNA si ionii
metalici, se impune ca si domeniu de varf al chimiei bioanorganice, datoritd numeroaselor
implicatii biologice si medicale. Asupra acestui subiect se va reveni in Cap. 4.

2.3. Principalele metode de investigare a metalelor
din produse biologice

Electrolitii, aldturi de alti metaboliti (glucidici, lipidici, protidici) prezintd un rol
deosebit de important in functionarea optima a diverselor procese care au loc in organism,
dar si de a mentine integritatea morfofunctionald a organismului. Metabolismul “mineral”
este reprezentat de elemente metalice sau nemetalice prezente in general sub formi ionica
(cationi si anioni). Organismul uman este bine reprezentat de macroelemente cca. 80% din
confinutul anorganic in organism (calciu, magneziu, sodiu, potasiu, fosfor, clor, sulf, etc.),
dar §i oligo- si microelemente (fier, cupru, iod, mangan, cobalt, zinc, molibden). Pe langa
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aceste minerale prezentate mai sus mai sunt prezenti si aluminiul, cromul, cadmiul, mercurul,
plumbul — care sunt considerate elemente cu potential toxicogen si ca atare sunt studiate din
punct de vedere al actiunii toxice asupra organismului.

Comparand metabolitii glucidici, lipidici si protidici cu elementele minerale putem
afirma ca acestea din urma nu pot fi sintetizate sau degradate in organism. Ca atare, in
conditii fiziologice normale, acestea se afld in anumite concentratii in mediul intern — chiar
daca aportul exogen mineral variazi deseori apreciabil. De asemenea, functia de excretie a
organismului joacd un rol deosebit in procesul de mentinere constantd a concentratiei
electrolitilor in mediul intern. In domeniul nutritional si al medicinei, dar si in alte domenii
conexe acestora, cunoasterea valorilor normale sanguine ale principalilor electroliti sunt
indispensabile, deoarece orice stare patologica a organismului este insotitd de modificari ale
cuantumulu electrolitic si a interrelatiilor electrolitilor cu metabolismul general.

Bioelectrolitii sunt caracterizati de o activitate dinamica, definitd prin miscarea
intre mediul interstitial si cel celular. Este insd deosebit de importanta exprimarea acestora
in unititi fizico-chimice. Concentrafia acestora se exprima, in general, in mol /L sauin Eq/ L.
De asemenea, in studiul osmolaritatii se utilizeaza exprimarea in mOsM / L. In conditii
fiziologice normale, presiunea osmotica a sangelui variaza in limite destul de mici, fiind de
300-310mOsM/L.

Exprimarea electrolitilor sanguini se face procentual, iar valorile normale (in
organismul uman) pentru citeva bioelemente sub forma ionica sunt: concentratia sanguina a
potasiutui ionic (K") 20mg %, iar in plasma este 195mg %, (masa atomica este 39);
concentratia sanguina a calciulut ionic (Ca™) este 10mg % 1ar in plasma este de 100mg%,
(masa atomica este 40); concentratia plasmatica a sodiulu ionic (Na+) este 3250 mg%, (masa
atomica este 23); concentratia plasmatica a magneziului (Mg2 ") este 36 mg%, (masa atomici
24); concentratia clorului ionic (CI") este 3620 mg%, (masa atomica 35,5); concentratia ionilor
de bicarbonat (HCOj3) este 27 mEg/l; concentratia ionilor de fosfat acid (POsH;") este 31
mg%,, iar concentratia ionilor sulfat (SO4>) este 16 mg%s,. Prezentarea concentratiei anionilor
si cationilor poartd denumirea de ionograma.

Determinarea cantitativa a unor cationi se poate face prin metode chimice — predilect
volumetrice $i prin metode fizico-chimice — metode optice (flamfotometria, spectrofotometria,
s.a.). Metoda de lucru aleasd are in vedere mai multe aspecte cum ar fi: precizia metodei,
aparatura §i reactivii necesari, durata analizei si nu in ultim rand natura probei analitice pentru
care se face analiza respectiva (Liteanu, 1973; Kekedy, 1982; Colectia de Standarde pentru
Industria camii, 1985; Colectie de Standarde de Ramura — Conserve si Semiconserve de Peste,
1991; Helrich, 1990; Dogaru si Dragos, 1998; Dogaru et al., 2002).

Determinarea sodiului

Metoda flamfotometrica. Se bazeazi pe urmatorul principiu: solutia de analizat se
pulverizeazi in mod automat cu ajutorul unui pulverizator si se introduce sub forma de
acrosoli in flacdra unui arzitor special (Brenner). Apa din solutia salina dupa ce ajunge in
flacdrd se evapord, iar substanta solvatul trece in faza gazoasa, iar apoi moleculele pot
disocia la randul lor in atomi sau ioni. In flacara flamfotometrului se produce o excitare si
astfel apar asa numitele spectre de emisie, care dupa ce trec prin filtre optice de selectie, sunt
focalizate pe o celuld fotoelectrica. Astfel ia nastere un “fotocurent” a cérui valoare se poate
masura cu un galvanometru, iar intensitatea fotocurentului format este direct proportionala
cu concentratia ionilor de sodiu (Na") din lichidul biologic analizat (ser sanguin, lichid
cefalo-rghidian, urind).

In cazul analizelor de alimente (carne si derivate) se utilizeazi frecvent determinarea
continutului de cloruré de sodiu $i mai putin determinarea sodiului.
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Determinarea potasiului

Metoda flamfotometrica. Este cunoscuta si sub denumirea de fotometrie cu flacara.
Se poate face utilizdnd ca si lichide biologice serul sanguin, lichid cefalorahidian sau urina.
Principiul metodei este identic cu cel in cazul sodiului, liniile spectrale vor fi caracteristice
ionului de potasiu (K. iar concentratia ionului va fi direct proportionald cu intensitatea
curentului format.

Determinarea calciului

a) Metoda volumetricd Clark-Collip. Se bazeaza pe reactia calciului cu oxalatul de
amoniu are proprietatea’de a precipita sub forma de oxalat de calciu. Precipitatul astfel
format se dizolva in acid sulfuric, iar dupa centrifugare supernatantul (care contine acid
oxalic) se trateaza cu acid sulfuric in prezentd de permanganat de potasiu pana la aparitia
culorii roz-pal. In paralel se lucreaza si o proba martor. Metoda se utilizeaza i pentru
determinari din serul sanguin. Reactiile care au loc sunt:

COONH; COO
CaCl, + | —— 2NH,Cl+ | Ca
COONH, co0/
oxalat de oxalat de
amoniu calcu
COO\ COOH
Ca + HzSO4 —_—> CaSO4 +
C00” COOH
oxala? de acid oxalic
calkcu
COOH
+ 2 KMD()4 +3 HzSO4 — > 2 MI’ISO4 + KzSO4 + 8 Hzo +10 COz
COOH
acid oxalic

Valoarea determinata prin aceasta metoda se exprima in mg Ca/100ml ser.

b)-Metoda complexometrica cu EDTA. Se preteaza pentru determindrile efectuate pe
ser sanguin. Astfel se determind diversi parametrii biochimici, e.g.: calcemia. Principiul
metodei se bazeazd pe faptul cd ionul de calciu seric reactioneazi cu acidul
etilendiaminotetraacetic (EDTA) sau Complexon III si formeaza un complex. Excesul de
EDTA folosit in reactie este titrat cu solutie de clorurad de calciu in mediul alcalin. Culoarea
amestecului vireaza de la galben-brun la culoarea galbena cu fluorescentd verde — vizibila la
lumind naturald dar pronuntati la lumina ultravioletd. Dozarea calciului prin metoda
complexometrica din ser; sau urina (avand ca si indicator murexidul) se bazeaza pe reactia
dintre ionii de calciu prezenti in lichidul biologic studiat si etilendiaminotetraacetatul disodic
care in prezenta murexidului (purpurat de amoniu) ca si indicator formeazi o coloratie
violetd. Sarea disodicd a EDTA (solutie roz) fixeaza ionii de calciu care sunt apoi complexati
de EDTA.

c) Metoda complexometrica cu reativul Patton-Reeder. Se utilizeazid pentru probe
biologice de ser sau urind. Principiul metodei se bazeaza tot pe reactia dintre calciu si EDTA
si formarea unui complexon. In prezenta acidului 2-hidroxi-4-sulfo-1-naftilazo-3-naftolic ca
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si indicator, ionii de calcju formeaza in mediul alcalin o coloratie roz, iar absenta 1onilor de
calciu este data de apari;i'a culori albastru-verde.

d) Metoda colorimetrica cu reactivul Arsenazo III. Calciul reactioneaza cu reactivul
Arsenazo III in mediul acid si formeaza un complex de culoare albastru intens. Concentratia
de calciu este proportionald cu intensitatea culorii obtinute, care apoi este colorimetratd la A
= 650nm (interval A = 640-660nm), se citeste extinctia si prin calcul se determind cuantumul
de calciu din ser sau plasma tratata cu heparina.

Aceastd metoda a fost modificata astfel incat citirile la colorimetru sa se facd la A =
600nm (pentru aparate automate, dar fard filtru pentru A = 650nm). Principiul metodei este
identic, iar temperatura la care se pot face determinarile pentru prima metoda (A = 650nm)
este de +25°C si pentru cea de-a doua metoda (A = 600nm) temperatura la care se pot face
citirile de extinctie este de +25°C sau +37°C.

e) Metoda colorimetrica cu complexonul o-crezolftaleina. Este o metoda care permite
determinarea cuantumului de calciu din lichide biologice (ser sau plasma tratata cu heparina)
fara a necesita o etapa de deproteinizare a probei. Este, de asemenea, o analiza colorimetrica,
care are la bazad formarea unui complex violet intre calciu si complexonul o-crezolftaleina, in
mediul alcalin. Lungimea de unda pentru citirile extinctiei este A = 578nm (cu un interval de
A =550-590nm), la temperatura de +25°C.

Determinarea magneziului

a) Metoda colorimetricd. Principiul metodei are la bazd reactia dintre ionii de
magneziu §i galben titan, un complex de culoare rosie. Pentru stabilirea culorii §1 pentru
colorimetrare se adaugéd alcool polivinilic sau guma arabicd (solutii macromoleculare).
Pentru solutia obtinutd se masoard extinctia (la A = 560nm si folosind filtru Ss7) prin
determindri spectrofotometrice. Se foloseste pentru determinari de magneziu din ser sanguin
si urina.

b) Metoda Xylidylblue. Este o metoda ce presupune formarea unui complex ce poate
fi apoi analizat fotometric. Magneziul prezent in serul sanguin (sau alte lichide biologice)
formeaza un complex rosu cu o solutie alcoolica de Xylidylblue, care este de culoare albastra
doar la pH = 9-10 si dupa adaugarea unei solutii tampon. Intensitatea culorii obtinute este
proportionala cu concentratia solutiei de magneziu si se determina fotometric la A = 546nm
sau 520nm si la temperatura de +25°C.

Determinarea fierului

a) Metoda colorimetrica cu o-fenantrolina. A fost propusd de Comitetul International
de Standardizare in Hematologie (Munchen, 1970) si presupune o etapa primara de
deproteinizare a serului pentru desfacerea legaturilor dintre fier si proteine. In final se
formeazd un complex colorat intre ionii de fier si o-fenantrolina sau bathofenantrolina.
Pentru solutia obtinutd se masoara extinctia la A = 535nm pentru cazul in care se foloseste o-
fenantrolina i A = 510nm pentru cazul in care se foloseste bathofenantrolina.

b) Metoda colorimetrica cu 2,2’-dipiridil. Este utilizata pentru determinari din carne
si derivate. Fe’* se reduce cu acid ascorbic la Fe?* care formeaza cu 2,2’-dipiridil un complex
rogsu-roz. Intensitatea culorii complexului format se masoard colorimetric. Sensibilitatea
metodei este de 1 pg/ Kg Fe (STAS 10542 /3 - 77).

¢) Metoda colorimetrica cu bathofenantrolina. Se lucreaza la pH acid prin care fierul
este eliberat din serul sanguin (din complexul format cu transferina) prin actiunea unor
surfactanti, dupi care este redus la Fe?. Acesta (ionul feros) reactioneaza cu
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bathofenantrolina si formeazi un complex colorat care este apoi determinat fotometric la A =
346nm sau 335nm. la temperatura de +25°C.

d) Metoda colorimetrica cu Ferrozine. Fierul din ser este eliberat din transferina de
diversi surfactanti §i este trecut intr-un mediu acid. Dupa ce a fost eliberat. fierul este redus la
Fe™ si acesta reactioneaza cu Ferrozina formand un complex de culoare rosie care este apoi
determinat fotometric. Lungimea de unda la care se lucreaza este de A = 578nm sau 560nm.
la o temperatura de 37°C.

Determinarea capacititii de legare a fierului total prin precipitare cu carbonat de
magneziu se bazeaza pe faptul ci se adauga un exces de fier (ion feric) pentru a satura
transferina. Fierul ramas necomplexat de transferina este absorbit de carbonatul de calciu
(CaCOs) care se adauga Ionii de fier legati in supernatant au fost denumifi cu un termen
generic “capacitatea de legare a fierului total™ (TIBC — Total Iron Binding Capacity) si
valoarea se determind prin calcul. Prin aceastd metoda se poate calcula capacitatea de legare
a fierului total (TIBC). capacitatea de legare a fierului “nesaturat™ (UIBC — Unsaturated Iron
Binding Capacity) si sideremia sau transferina.

e) Metoda spectrofotometrici dupd mineralizare cu acizi tari (HCl sau HNO;).
Presupune cantirirea probei la balanti analitica. calcinarea acesteia in creuzet la temperatun
ndicate (dupa un program de temperatura bine stabilit) imp de cca 16 ore. Se reia apoi
cenusa obtinuta cu aciz tari. dupa care se evaporé la sec pe baia de nisip. Se calcineazi apoi
proba reluata cu acid inca aproximativ 2 ore dupa care se face mineralizarea probei. Solutia
astfel obtinutd este analizati spectrofotometric la 2 = 372.0nm, cind se determina
concentratia de fier din proba analizatd.

Determinarea cuprului

a) Metoda spectrofotometriei de absorbtie atomici cu acid azotic. Se preteaza pentru
probe de ficat, rinichi, singe, etc. Acestea trebuie eliberate de matricea organica §i de
culoare. fn acest sens proba este supusi calcinirii la temperaturi ridicate, dupa care se face
mineralizarea acesteia cu acizi. Dar, cuprul, ca si fierul, zincul, calciul, magneziul, sodiul,
potasiul, nichelul pot fi analizate in matrici biologice prin calcinarea probei pentru
indepértarea matricei organice, dizolvarea cenusei in acid azotic §i apoi aspirarea probei in
spectrofotometrul de absorbtie atomica Perkin-Elmer 303 sau echivalent al acestuia. Cuprul
se determina prin metoda spectroscopiei de absorbtie atomica; concomitent se pot determina
arsenul, fierul. plumbul, thaliul, zincul etc., folosind standarde adecvate §i metoda curbei
etalon.

b) Metoda fotocolorimetrici cu 2,2°-dichinolil. Se utilizeazi in industria alimentara
la dozarea cuprului din’produse piscicole (STAS 1807 / 2 — 83) sau came §i derivate
(STAS 103542 / 2 — 76). Aceasta metodi presupune reducerea cuprului bivalent (Cu®") cu
hidroxilamini la cupru monovalent (Cu®). Astfel, cuprul monovalent format formeazi cu
2.2-dichinolil, in mediu tampon, dichinolatul de cupru de culoare rosie-violacee care se
extrage cu alcool izoamilic. Intensitatea culorii compusului format se misoard la
fotocolorimetru.

c) Metoda colorimetrica cu dietilditiocarbamat de sodiu. Se bazeazi pe reactia dintre
axpruhvalaﬁ(Cufjsnd@ldxﬁowbamaﬂﬂdesodmgestcaphmtaadozandecupmdm
peste si conserve de peste (STAS 1807 / 2 — 83) si came si derivate (STAS 10542 /2 — 76). Se
formeazi carbamatul de cupru de culoare galben-bruni care se extrage cu tetraclorura de
carbon. Intensitatea culori solutiei obfinute se misoara colorimetric si astfel se calculeazi
concentratia cuprului din solutie.

d) Metoda volumetrici cu ferocianurda de potasiu din forme pulverulente si
acrosolizate de cupru. Acestea sunt retinute din aer in solutii absorbante sau pe dispozitive
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filante. Cuprul si derivatii sai din tesuturi si substraturi cu continut organic necesita in
prealabil eliberarea prin mineralizare. solubilizare si filtrare. Sensibilitatea este de
10ug/ml.

Determinarea manganului

a) Metoda colorimetrica cu azotat de argint. Constd in faptul ca Mn®" si Mn* in
mediu acid si in prezenta AgNO; (catalizator) se oxideaza la Mn’" de culoare violeta cu
persulfat de potasiu si se determina colorimetric.

Manganul din ' compusii organici necesita eliberarea prin mineralizare
sulfnitricd/perclorica. Dioxidul de plumb si acidul azotic concentrat adiugat solutiei care
contine mangan, la fierbere, vireazd in violet. Reactia este pozitivd in absenta Cl, care
reduce MnOy. Ionul de clor se indeparteaza in prealabil cu AgNO;. Apa de brom in mediul
puternic alcalin (hipobromit de sodiu) si 2-3 picaturi de CuSOj solutie 10% folosit drept
catalizator. Reactia este pozitiva daca solutia devine violeta.

b) Metoda spectrofotometrica cu acid azotic. Presupune céantdrirea probei care
contine mangan la balanta analiticd si calcinarea acesteia in creuzet la temperaturi ridicate
(dupa un program de temperaturd bine stabilit) timp de cca 16 ore. Se reia apoi cenusa
obtinutd cu acizi tari (HNO3), dupd care se evapora la sec pe baia de nisip. Se calcineaza apo1
proba reluatd cu acid inca aproximativ 2 ore dupa care se face mineralizarea probei. Solutia
astfel obtinutd este analizatd spectrofotometric la A= 279,5 nm, cidnd se determind
concentratia de mangan din proba analizata.

Determinarea zincului
’

a) Metoda spectrofotometriei de absorbtie atomicd acid clorhidric. Principiul
metodei rezida in faptul cd zincul este eliberat din matricea organica (tesuturi umane sau
animale) prin mineralizare exodativd. Proba decolorata si filtratd este analizatd prin
spectroscopie de absorbtie atomicd, utilizind metoda curbei etalon. Solutia standard stoc —
se realizeaza dizolvand Zn metalic (1g) in cca 10 ml solutie acid clorhidric 6 N si apoi
diludnd cu apa distilata la 1000 ml (Iml=1mg Zn). Solutia standard de lucru — se obtine
diluand cu apa distilata (1:1000= solutia standard de stoc (Iml=1pg Zn). Parametrii de lucru
pentru determinarea AAS: A=213,8nm, flacdra de acetileni-aer, interval de concentratie (Zn)
0,5-5 pg/ml.

b) Metoda colorimetrica cu ditizond in mediu de citrat de amoniu. Se preteaza
determinarilor cantitative de zinc din conserve alimentare. Principiul metodei se bazeaza
pe reactia zincului bivalent (Zn®") cu ditizona in toluen cu formarea ditizonatului de zinc.
Reactia are loc in mediu de citrat de amoniu, la pH 9, iar produsul de reactie — ditizonatul
de zinc este un complex de culoare rosie-roz care se extrage in toluen. Elementele de
interferentd se complexeazd cu dietilditiocarbamat de sodiu. Intensitatea culorii
ditizonatului de zinc se ‘méasoard colorimetric dupi care se calculeaza cuantumul de zinc
din produsul alimentar luat in studiu (STAS 8830 — 89).

c) Metoda colorimetrica cu ditizond in mediu de acetat-acid acetic. Se preteaza
determindrilor cantitative de zinc din peste si derivate sau carne si derivate. Principiul
metodei se bazeaza pe reactia zincului bivalent (Zn>*) cu ditizona in tetraclorura de carbon,
in mediu de acetat-acid acetic, la pH = 5,5 ~ 5,8 un complex rosu — ditizonatul de zinc.
Acesta se extrage in tetraclorurd de carbon. Elementele interferente se blocheazi cu
tiosulfat de sodiu. Intensitatea culorii ditizonatului de zinc se misoard colorimetric.
Sensibilitatea metodei este de 1 pg / Kg Zn (STAS 8830 — 89).
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d) Metoda cu ferocianura de potasiu. Se preteaza determinarilor din pulberi
aerosolizate sunt retinute in solutii absorbante sau pe dispozitive filtrante. Compusii din
produsele organice (tesuturi) necesita eliberarea prin mineralizare. Astfel, solutia de analizat
se trateaza cu ferocianura de potasiu 10%. Reactia este pozitiva la aparitia unui precipitat alb
de ferocianura de Zn, solubil in alcalii.

e) Metoda cu reactiv Montequi A. Este utilizatd pentru determinari din pulber
aerosolizate care sunt retinute in solutii absorbante sau pe dispozitive filtrante. Diversii
compusii din produsele organice (tesuturi) necesitd eliberarea preliminara prin mineralizare.
Astfel. solutia de analizat se trateaza Reactiv Montequi A (5g CuSOj; se dizolva in 100 ml
apa si se adauga 0.2 ml H,SO, concentrat) 1 picatura si, dupd agitare. Reactiv Montequi B
(82 HgCl, si 9g sulfocianura de amoniu in 100 ml apad) 2ml. Reactia este pozitiva cand apare
un precipitat de tetrasulfo-cianatomercuriat de Cu si Zn violet.

f) Metoda cu 8-hidroxiquinolina. Utilizata pentru determinéri din pulben aerosolizate
retinute in solutii absorbante sau pe dispozitive filtrante. Initial, compusii din produsele
organice (tesuturi) necesita eliberarea prin mineralizare. Astfel, solutia de analizat se trateaza
8-Hidroxiquinolina (solutie 1,5% 1n acid acetic). Reactia pozitiva este datd de un precipitat
galben-verzui de oxinat de Zn.

Determinarea plumbului

Metoda colorimetrica cu ditizond. Se foloseste determinari din produsele piscicole
(STAS 5955-86) si carne si derivate (STAS 5955-78). Determinarea cantitativa a plumbului se
bazeaza pe reactia dintre plumb si ditizona in mediu amoniacal, la pH = 10 — 11 cu formare de
ditizonatul de plumb de culoare rosie, solubil in cloroform. Elementele inteferente se blocheaza
cu cianurd de potasiu. Acest compus dupé extragere si purificare se dozeaza colorimetric la
lungimea de unda de 520 nm. Sensibilitatea metodei este de 0,1 mg / Kg Pb.

Determinarea arsenului

Metoda spectrofotometrica cu molibdat. Se aplica in industria alimentard §i anume
la dozarea arsenului dinspeste si conserve de peste sau carne si derivate (STAS 7118- 79)
Metoda presupune reducerea arsenului din compusii de arsen cu clorurd stanoasa la As>
Apoi in prezenta hidrogenului in stare ndscanda trece in hidrogen arseniat (AsHj3), care se
capteazd intr-o solutie de iod prin oxidare la As>". Prin reactia acestuia cu molibdatul de
amoniu si prin reducerea cu sulfat de hidrazind se formeaza albastru de molibden.
Intensitatea culori obtinute se mésoara spectrofotometric si apoi se determind cuantumul de
arsen din-proba.

Determinarea staniului

a) Metoda spectrofotometricad cu violet de pirocatechina. Presupune dupa extractia
staniului in toluen extragerea staniului tetravalent (Sn*") din proba mineralizata cu toluen
sub forma de tetraiodura de staniu. Aceastd metoda se preteazi determindrilor canttative de
staniu din conserve alimentare (peste si carne). Extractia se realizeaza in mediu de acid
sulfuric 9n si iodurd de potasiu, dupa care se face aducerea in solutie apoasi cu acid
sulfuric 2n. Staniul tetravalent formeaza cu violetul de pirocatechina si geltina, la pH 2,3 —
2,5 un compus de culoare albastra. Intensitatea culorii compusului albastru se masoara
spectrofotometric sau fotocolorimetric si astfel se determind cuantumul de staniu din
produsul alimentar luat in studio (STAS 7119-86).

b) Metoda fotocolorimetrica directd cu violet de pirocatechina. Se realizeaza prin
dozarea staniului din produse alimentare conservate de peste si carne. Staniul tetravalent
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(Sn*") din proba mineralizata formeazi cu violetul de pirocatechina. in prezenta gelatinei si
la pH 2.3 — 2.5 un compus colorat. Intensttatea culorii compusului colorat se masoara
fotocolorimetric la 620 nm si apoi se calculeaza cuantumului staniului din proba de analizat
(STAS 7119-86).

¢) Metoda fotocolorimetrica cu quercitind. Sn** din mineralizatul probei de analizat
formeaza cu quercitina, in mediu acid, un compus galben, dupda blocarea elementelor
interferente cu tiouree. Intensitatea culorii compusului se masoara colorimetric. Sensibilitatea
metodei este de 20 mg Sn / Kg produs (STAS 7119-77).

in general. metoda cea mai des utilizata de determinare cantitativa a diverselor
metale din probe de carne (tesut muscular) si organe este spectrofotometria de absorbtie
atomicd. Modul de lucru consta in calcinarea probei la temperatura ridicata, dupa care se face
mineralizarea probei. Cenusa rezultatd de la calcinare se umecteazad cu acid (azotic sau
clorhidric) si se calcineaza din nou pana la culoarea alba (fara prezenta unor puncte negre).
Cenusa alba astfel obtinuta se spald cantitativ de pe creuzete cu solutie acida si se trece in
balon cotat, dupa care se aduce la semn cu apa distilata si deionizata. Se face apoi pregétirea
solutiei etalon pentru trasarea graficului de referinta (etalon) si apoi se face citirea probelor
cu lampi si la lungimi de unda caracteristice fiecarui element metalic la spectrofotometrul de
absorbtie atomica (AAS).

2.4. Metode specifice de investigare a unor
parametrii biochimici sanguini

Dozarea metabolitilor chimici sanguini cunoscutd sub denumirea generica de
»parametrii biochimici sanguini” prezintd importantd deosebitd pentru interpretarea si
eveluarea modificarilor care definesc statutul de homeostazie biochimica. Administrarea
unor minerale (sub forma de cloruri — In cazul prezentei lucrdri) prin gavaj determina
preturbarea unor procese metabolice, iar eveluarea acestor modificari este posibila si prin
determinari de metaboliti sanguini.

in acest sens se ‘descriu unele metode analitice de dozare a catorva metaboliti de
natura glucidica, lipidica, protidica si a unor electroliti din ser sanguin cu analizorul automat
»Dimension”, produs de firma ,Dupont”, care functioneazd pe principiul unui
spectrofotometru UV / VIS. In cele ce urmeaza se comenteaza sumar unele metode
selective folosite in scopul determinarii de parametrii biochimici cu ajutorul aparatului
mentionat anterior.

Determinarea fierului din ser sanguin

Metoda spectrofotometricd cu cromoforul Ferene. Analiza cantitativa a fierului in
chimia clinica se preteaza determinarilor in vitro din ser sanguin. Aceastd metoda este o
adaptare a procedurii propuse de Smith et al. (1984), care foseste un cromofor de tip
Ferene. Fe”', formeazi un complex albastru cu 3-(2-piridil)-5,6-bis-2-(5-furil acid
sulfonic)-1,2,4-triazina, care este o sare disodica numita Ferene. Mai apoi, s-a demonstrat
cd existd o sensibilitate crescutd a compusului Ferene in metoda de determinare a fierului
sanguin (Higgins, 1981). Metoda de determinarea cantitativd a fierului este o metoda
directd care utilizeazd un surfactant pentru a preveni precipitarea proteinelor. Se utilizeaza
o probd martor de ser pentru a corecta diferentele de turbiditate, iar potentialul de
interferenta al cuprului este minimizat de adaugarea tioureei.
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Principiu metodei se bazeaza pe eliberarea fierului leagat de transferina (proteina
serica) in prezenta unui agent reducator. respectiv acidului ascorbic, in conditii acide (pH
4.5). Produsul de reactie rezultat, Fe®'. formeaza in final compusul numit Ferene.

Fe’" —transferini Fe’* + transferini

»
»

2 Fe*" + acid ascorbic + 2 Fe?* + acid dehidroascorbic + 2 H'

Fe*" + 3 Ferene > Fe’"-Ferene (absoarbe la 600 nm)

Absorbanta complexului format este proportionald cu concentratia complexului transferin
-fier din serul sanguin si se masoara la 600 nm sau 700 nm printr-o tehnica bicromatica.

Determinarea calciului din ser sanguin

Dozarea spectrofotometricd cu 8-quinolinol si glicind. Se preteazd pentru
determinarea calciului din ser sanguin, plasma si urind. Metoda modifica reactia dintre calciu
si complexonul o-crezolftaleina raportatd prima datd de catre Anderegg at al., (1954). Mai
tarziu, Stern si Lewis (1957) au adaptat aceasta reactie la o tehnica colorimetrica de dozare a
calciului. In cadrul acestor deretminari apar interferente diverse. Interferentele magneziului
au fost reduse prin utilizarea unui compus de tipul 8-quinolinol fara sa apard precipitarea
proteinelor serice (Connerty si Briggs, 1966). Metoda utilizatd in analiza cantitativd a
calciului foloseste alaturi de 8-quinolinol pentru reducerea interferentelor megneziului, un
sistem tampon de glicina care sa controleze pH mediului de reactie.

Principiul metodei se bazeazid pe reactia dintre calciu si complexonul o-
crezolftaleina cu formarea unui complex de culoare purpurie.

Ca®" + o-crezolftaleina » (Ca-o-crezolftaleina complex
pH 97 (absoarbe la 577 nm)

Cantitatea de complex format astfel este proportionald cu concentratia calciului §i
se masoara folosind o tehnica bicromata endpoint la 577nm, 540 nm.

Mg”" + 8-quinolipol » gounolinat de magneziu
(nu absoarbe la 577 nm)

Ionii de magneziu, care de asemenea formeazd un complex colorat cu o-
crezolftaleina, sunt indepartati din reactie prin complexare cu §-quinolinol.

- Determinarea fosfatazei alcaline din ser sanguin

Metoda spectrofotometricd cu p-nitrofenolfosfat si 2-amino-2-metil-1-propanol din
serul sanguin. Permite analiza in vitro a activitatii fosfatazei alcaline din ser sanguin si plasma.
Aceasta se bazeazd pe procedura propusi de catre Bowers si McComb (1966), revizuitad mai
apoi si este utilizatd pentru determinarea tuturor izoenzimelor ALP din serul uman.

Principiu metodei consta in reactia de transfosforilare a p-nitrofenilfosfatului la p-
nitrofenol, catalizatd de fosfataza alcalind §i in prezenta unui sistem tampon de
transfosforilare de tipul 2-amino-2-metil-1-propanol. Aceasta reactie este intensificata prin
utilizarea ionilor de magneziu si zinc.

p-nitrofenolfosfat + 2-amino-2-metil-1-propanol

osfataza alcalind | pH 10,35 5i Mg/ Zn
p g

p-nitrofenol + 2-amino-2-metil-1-propanol + PO,
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7
Modificarea absorbantet la 405 nm datorita formarti p-nitrofenolului se masoara
tolosind o tehnica bicromatica la 405 nm sau 510 nm.

Determinarea alanil-amino-transferazei din ser sanguin

Determinarea spectrofotometrica cu L-alanina si a-cetoglutarat din serul sanguin.
Este o metoda a chimiei clinice de determinare in vitro si permite analiza activitatii alanil-
amino-transferazei din ser sanguin si plasma. Aceasta metoda este o adaptare a procedurii
propusd de Bergmeyer (1978) si se bazeaza pe principiul descris de catre Wroblewski si
LaDue (1956). dar contine piridoxal-5-fosfat ca activator si sistemul tampon a fost inlocuit
cu un tampon fosfat, tris(hidroximetil)aminometan.

Principiu metodei constd in transaminarea L-alaninei si o-cetoglutaratului cu
formare de L-glutamat si piruvat, reactii fiind catalizata de alanil-amino-transferaza (ALT).
Piruvatul astfel format este redus la lactat in prezenta lactat-dehidrogenazei cu oxidarea
concomitenta a reducerii nicotinamid-adenindinucleotidului (NADH).

f ALT
L-alanind + a-KG » L-glutamat + piruvat
piridoxal-5-fosfat, Tris, pH 7,4

lactat-dehidrogenaza

piruvat + NADH(H") » lactat + NAD"

Modificarea absorbantei este direct proportionald cu activitatea ALT g1 este
masurata folosind o tehnica bicromata la 340 nm sau 700 nm.

Determinarea aspartat-amino-transferazei din ser sanguin

Metoda spectrofotometricd cu coenzima piridoxal-5-fosfat din ser sanguin. Este o
metoda de determinare in vitro care permite determinari din ser sanguin si plasma. Aceasta
este o adaptare a procedurii propusd de Federatia Internationalda a Chimiei Clinice
(International Federation of Clinical Chemistry — IFCC) prin Saris, 1978. Aceasta tehnica
foloseste coenzima piridoxal-5-fosfatul pentru activarea apoenzimei si a lactat-
dehidrogenazei pentru a elimina piruvatul care produce interferente.

Principiu metodei presupune transaminarea L-aspartatului la a-cetoglutarat, cu
formare de L-glutamat si oxalacetat, avind catalizator aspartat-amino-transferaza (AST).
Oxalacetatul format este redus apoi la malat de céatre malat-dehidrogenaza cu oxidarea
concomitenti a nicotinamid-adenindinucleotiului redus (NADH).

AST

L-aspartat + a-cetoglutarat » L-glutamat + oxalacetat
pH 7.8

malat-dehidrogenaza

oxalacetat + NADH » malat + NAD

Modificarea absorbantei este direct proportionala cu timpul scurs pana la conversia
NADH la NAD catalizatd de AST si se masoara direct folosind o tehnica bicromata la 340
nm sau 700 nm.

, Determinarea amilazei din ser sanguin

Determinarea spectrofotometrica cu 2-cloro-4-nitrofenil-a-D-maltotriozidei. Este o
metodd de determinare care permite analiza activitatii amilazei din ser sanguin, plasma si
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urinia. Metoda utilizeaza:un substrat cromogenic, 2-cloro-4-nitrofenol legat de maltotrioza
(Dichtt, 1984). Reactia directd a a-amilazei cu substartul formeaza 2-cloro-4-nitrofenol
care este apoi determinat spectrofotometric. Determinarile de amilaza s-au folosit initial
pentru diagnosticarea si tratamentul pancreatitelor.

Principiul metodei se bazeaza pe cataliza reactiei de hidroliza 2-cloro-4-nitrofenil-
o-D-maltotriozidei cu formarea de 2-cloro-4-nitrofenol, 2-cloro-4-nitrofenil-a-D-
maltozida. maltotrioza si glucoza sub actiunea a-amilazel.

amilaza
2-cloro4-nitrofenil-ai-D-maltotriozidet — 2-cloro-4-nitrofenol + 2-cloro-4-nitrofenil-a-D-maltozida
+ maltotrioza + glucoza

Dupa incubarea la 37°C timp de 70 secunde se masoarda absorbanta substantei 2-
cloro-4-nitrofenol la 405nm sau 577nm.

Determinarea creatininei din ser sanguin

Metoda spectrofdtometrica cu picrat. Permite analiza cantitativa a bilirubinei totale
din ser sanguin, plasma i urind. Metoda implicd o modificare facuta la reactia Jaffe
propusa de catre Larsen (1972). Determinarea creatininei astfel, presupune o interferenta
mult mai mica cu non-creatinina §i compusii Jaffe-pozitivi. Creatinina este in general
considerata a fi substanta endogena analizata cantitativ pentru evaluarea functiei rinichiului
(Tietz, 1994).

Principiu metodei se bazeaza pe reactia dintre picrat si creatinina cu formarea unui
cromofor rosu in prezenta unei baze tari (cum ar fi NaOH).

NaOH

_—

creatinina + picrat cromofor rosu (absoarbe la 510 nm)

Rata de crestere a absorbantei la 510 nm se datoreaza formarii acestui cromofor
care este direct proportional cu concentratia creatininei din proba. Acesta se masoara
folosind o tecnica bicromatica la 510 nm sau 600 nm. Bilirubina este oxidata de catre
ferocianura de potasiu pentru a preveni reactiile de interferenta.

g o . . . .
Determinarea azotului ureic din ser sanguin

Metoda spectrofotometricd prin hidrolizd. Se aplicd pentru efectuarea de
determindri din ser sanguin, plasma si urind. Urea este sintetizatd in organism la nivelul
ficatului din amoniac care apare in organism in urma proceselor de deaminare a
aminoacizilor. Acest proces de biosinteza a ureei este principala cale de excretie a azotului
aflat in exces in organism. Determindrile analitice de uree sunt utilizate in scop de
diagnostic al bolilor matabolice §i mai frecvent a bolilor renale. Dozarea ureei este de cele
mai multe ori asociatd cu determinarea creatininei din ser sanguin.

Principiul metodei consta in hidrolizarea ureei in prezenta apei si a ureazei in urma
careia se formeazi amoniac si dioxid de carbon. In alta reactie amoniacul reactioneaza cu
a-oxoglutarat $1 NADH in prezenta glutamat-dehidrogenazei si produsii de reactie obtinuti
sunt glutamat si NAD" (Talke and Schubert, 1965).

ureaza

uree + HHO —————» 2 NH; + CO,

?
glutamat-dehidrogenaza

2 a-oxoglutarat + 2 NH;" + 2 NADH — 2 L-glutamat + 2 NAD" + 2 H,0
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Modificarea absorbantei la 340 nm are loc datorita disparitiet NADH-ului care este
direct proportionala cu ‘concentratia azotulwm ureic din proba de analiza §i se masoara
folosind o tehnica cunoscuta in literatura de specialitate ca “biochromatic rate technique™
la 340nm s1 383 nm.

Determinarea acidului uric din ser sanguin

Metoda spectrofotometrica cu formarea de alantoina. Permite determinari din ser
sanguin. plasma §i urind. Aceastd metodd este adaptatd dupd metoda uricazei propusa
initial de catre Bulger si Johns (1941). dar modificata apoi de catre Kalckan (1947).

Principiul metodei consta in trecerea acidului uric. care absoarbe la A = 293nm. in
alantoina. care nu absoarbe la 293nm. Reactia decurge astfel:

uricaza
aciduric - 2H-O + O ——— alantoina + H-O- + CO»
(absoarbe la 293nm) (nu absoarbe la 293nm)

Modificarea absorbantei la 293nm datoritd disparitiei acidului uric este direct
proportionala cu concenfratia acidului uric din proba.

Determinarea colesterolului din ser sanguin

Metoda spectrofotometricd prin hidroliza. Este utilizati ca metoda in vitro care
permite analiza cantitativa a colesterolului total din ser sanguin §i plasma. Principiul metodei
se bazeaza pe descrierile facute de Stadtman (1957) care au fost ulterior au fost modificate.

Principiul metodei se bazeazia pe hidroliza esterilor colesterolului cu formarea
colesterolului liber care este apoi oxidat, reactie catalizata de colesterol-esteraza. Procesul
de oxidare a colesterolului este catalizat de cétre colesterol-oxidaza cu formare de colest-4-
ene-3-one si peroxid. In prezenta peroxidazei izolate din hrean. peroxidul astfel format este
utilizat pentru oxidarea N.N-dietilanilinei-HCI / 4-aminoantipiridine (DEA-HCI] /AAP) cu
producerea unui cromofor care este absorbit la 540 nm.

colesterol-esteraza

esteri ai colesterolului » colesterol + acizi grasi
cblesterol-oxidaza
colesterol +~ O, » colest-4-ene-3-one + H,0,
peroxidaza

2 H,0,+ DEA-HCI/AAP—  4H,0 + DEA-HCI / AAP forma oxidata

Absorbanta datoratd oxidarii DEA-HCl / AAP este direct proportionald cu
concentratia colesterolului total §i se masoara la 540nm, 452nm sau 700nm.
concentratia acidului uric din proba.

Determinarea trigliceridelor din ser sanguin

Metoda spectrofotometrica culipaza. Se utilizeaza pentru determiniri de trigliceride
din ser sanguin §1 plasma. Metoda este enzimatica si se refera la fluctuatiile de concentratii
relative ale mono-, di- si trigliceridelor, dar si a glicerolului liber care apar in probele de
ser sanguin (Hagen si Hagen, 1962; Rautela et al., 1974).

Principiul metodei se bazeaza pe preincubarea probei cu lipaza care converteste
trigliceridele in glicerol, liber §i acizi grasi. Glicerolul eliberat se determind enzimatic
folosind glicerol-dehidrogenaza (GDH) si NAD.
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lipaza
trigliceridle 5 glicerol + acizi grasi

glicerol + NAD" — dihidroxiacetona + NADH + H"
GDH

Modificarea absorbantei la 340nm se datoreste formarii de NADH este direct proportionala
cu cantitatea totala de glicerol si precursorii acestuia din proba.

Determinarea glucozei din ser sanguin

Metoda spectrofotometrica cu adenozi-5’-trifosfat. Aceasta permite analiza din ser
sanguin, plasma, urind si fluidul cerebrospinal. Metoda este adaptata la metoda de
determinare a hexokinaza-glucozo-6-fosfat dehidrogenaza (Kunst et al., 1983), fiind mai
specifica decat alte metode generale de reducere enzimatica.

Principiu metodei are la baza reactia de fosforilare a glucozei de catre adenozin-5’-
trifosfat la glucozo-6-fosfat sub actiunea cataliticad a hexokinazei. Glucozo-6-fosfatul este
oxidat apoi la 6-fosfo-gluconolactond de catre glucozo-6-fosfat dehidrogenaza cu
reducerea simultana si a hicotinamid-adenin dinucleotid fosfatului (NADP).

hexokinaza
glucoza + ATP —* glucozo-6-fosfat + ADP

glucozo-6-fosfat dehidrogenaza
glucozo-6-fosfat + NADP -» 6-fosfogluconolactona + NADPH

Astfel, un mol de NADP este redus la un mol de NADPH pentru fiecare mol de
glucoza prezentad. Absorbanta este determinatad datorita prezentei NADPH (deci unei
anumite concentratii de glucoza) folosind o tehnica endpoint bicromata la 340 — 383 nm.

Determinarea bilirubinei totale din ser sanguin

Metoda spectrofotometricd cu acid sulfanilic diazotizat. Este utilizatd la analiza
cantitativa a bilirubinei totale din ser sanguin §i plasma. Aceasta este o adaptare a metodeti
Doumas utilizata ca referinta. Utilizarea unui amestec de cafeina / benzoat la solubilizarea
proteinelor legate prin conjugare de bilirubina a fost prima data raportata de catre Enriques
s1 Silvo (1926) — care modifica defapt metoda propusa de cétre Jendrassik si Grof (1938).

Principiul metodei presupune formarea acidului sulfanilic diazotizat prin
combinarea azotitului de sodiu si a acidului sulfanilic la un pH acid. Bilirubina
(neconjugatd) din proba este solubilizata prin diluare intr-un amestec de cafeina / benzoat /
acetat / EDTA. Dupa aditia la acidul sulfanilic, bilirubina solubilizata (inclusiv bilirubina
conjugatd — mono- si diglucoronidele), precum si forma delta (biliprotein-bilirubina legata
covalent de albumina) sunt convertite la diazo-bilirubina.

bilirubina solubilizata

+ » cromofor rosu (absoarbe la 540 nm)
acidul sulfanilic diazotizat

Acest compus diazo-bilirubina — este un cromofor de culoare rosie care reprezinta
bilirubina totald §i care absoarbe la 540 nm, masuridndu-se folosind o tehnica endpoint
bicromata.
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2.5. Calculul rezultatelor

Rezultatele obtinute in urma unor masuratori sau chiar valorile masuratorilor
trebuie si fie redate astfel incat sa se obtina date certe de inalta acuratete si precizie. in
acest sens se impune definirea unor termeni utilizati in calcularea rezultatelor analitice,
metode de eliminare a unor date incerte (sau aberante), precum si modul de evaluare
statistica a rezultatelor.

2.5.1. Definirea unor termeni utilizati in calcularea rezultatelor

FExactitatea — este un criteriu de masura a abaterii valorii masurate de la valoarea
adevarata. Acest lucru presupune cunoasterea valorii exacte sau adevdrate — ceea ce nu este
intotdeauna posibil deoarece implica posedarea unui etalon studiat pentru comparatie.

Precizia — este de asemenea un criteriu de masurare. dar este utilizat pentru
reproductibilitatea masuratorii. Astfel, dacd exista diferente mari intre masuratorile
repetate atunci precizia este micd. Deci o precizie apreciatd bund nu insamna si ca
masuratoarea este exact® deoarece este posibil sa se faca mereu aceeasi greseala.

Incertitudinea — este o expresie a extinderii unei erori intr-o masuratoare §1 se
determina statistic sau prin propagarea erorilor estimate. O “valoare adevaratd” a unei
marimi masurate experimental nu este cunoscutd niciodata. Astfel, valoarea raportata care
este adeseori media mai multor masuratori, este considerata “‘cea mai buna valoare”. Deci
daca se reporteaza aceastd valoare “cea mai buna”, este foarte util sa se estimeze erorile
exprimate ca incertitudine prin semnul + si astfel se dau limitele in care se presupune ca se
afla valoarea adevirata.

Cifrele semnificative — reprezinta numarul de cifre necesar pentru a exprima o
masuritoare conforma cu precizia cu care este facutd. Daca cifrei respective i se atribuie un
anumit grad de sigurantd, aceasta este o cifrd seminificativa. Cifra “zero” poate fi o cifra
semnificativa sau poate fi folositd pentru a localiza virgula zecimala. Dar in general. datele
sunt astfel prezentate incat numai ultima cifra este nesigura.

O eroare este prin definitie diferenta dintre valoarea mdsuratd §i valoarea
adevdratd sau incertitudinea estimatd in executarea experientei, exprimata in termeni de
madrimi statistice. Diferenta dintre doud valori masurate nu este definita prin eroare ci prin
discrepanta. !

Erorile intampldtoare — sunt intdlnite cand o masuritoare este repetatd gi valorile
rezultate nu corespund in mod exact. Aceste erori sunt experimentale sau accidentale si
include erori de judecata si erori rezultate din conditii experimentale sau din aplicarea unui
procedeu impropriu pentru masurare.

Erorile sistematice — sunt erorile care apar in cazul in care toate valorile individuale
au o eroare de aceeasi marime si sunt datorate procedeului aplicat sau sunt rezultatul unor
erori de calibrare a instrumentului, al erorilor personale cauzate de obiceiuri, al conditiilor
experimentale care se pot schimba si datorita imperfectiunilor tehnice.

Erorile nepremise — sunt erorile care pot fi evitate si sunt rezultatul unor citiri
gresite la diverse aparate (e.g.: balanta analiticd), unor calcule incorecte sau a unor conditii
experimentale necorespunzitoare.

Media sau media aritmeticd — este valoarea numericad obtinutad prin impartirea
sumei valorilor unei serii de masuratori identice, la numarul rezultatelor individuale din
serie.
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. m=zM"' (1)

unde: M — masuratoarea individuala;
n — numarul total de masuratori.

Mediana — este valoarea fata de care toate celelalte valori sunt distribuite in mod
egal. Astfel, jumatate din valori sunt mai mari, iar cealaltd jumatate din valori sunt mai
mici decat valoarea mediana.

Abaterea medie — este media abaterilor de la media aritmetica, fara a se tine seama
de semn. Aceasta se calculeaza cu relatia:

(;l — Z|M" _ml (2)
n

unde: d - abaterea medie;
|M )= m‘ r valoarea absoluta a abaterii numarului M, fata de media aritmetica.

Abaterea standard (notata cu s sau intr-o forma statistica mai precisa notata cu g) —
este obtinuta prin calcul pornindu-se de la abaterea aritmetica cu ajutorul relatiei:

s{LZ(Mn —m)z}; 3)

n-1

sau

o —

S Y T

n

unde: ssio - sunt abateri standard,
n — numdr de masuratori,
M, — valoarea masurata sau determinata.

In -calcularea rezultatelor diverselor determinari analitice in care avem un anume
numdar de masuratori (mai mare de trei) se impune si verificarea acestora din punct de
vedere al certitudinii. Astfel, se incearca stabilirea unor criterii dupa care sa se poatd afirma
care dintre rezultatele masuratorilor efectuate raméane pentru calculul statistic ulterior.
Variabilitatea rezultatelor poate sa fie foarte mare si diferentele dintre mésuratori
semnificative. In acest caz, pentru a limita oarecum unele valori eronate (sau aberante) se
impune gasirea unor metode analitice de calcul pentru a obtine in final date de acuratete.

2.5.2. Eliminarea datelor eronate

Se presupune ca cu cat numarul de masuratori sau determinari pentru o proba data
este mai mare cu atét creste certitudinea ca media acestor numere corespunde rezultatului
adevarat. Deci, conform’ acestei teorii este de preferat si avem cit mai multe determinari
sau masuratori pentru a obtine un rezultat mai apropiat de cel adevarat.
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Pentru a putea stabili care dintre masuratorile efectuate trebbuie sa fie acceptate si
care dintre masuratori vor trebui respinse trebuie sa se {ina seama de gradul de exactitate
cerut de analiza respectiva. Astfel se au in vedere urmatorii termeni implicati in acest fapt:

Abaterea medie sau deviatia medie. Se calculeaza abatereca medie a unei serii de
determiniri si datele se vor testa astfel: dacd o masuratoare deviaza de la medie mai mult

decat 4d. aceasta poate fi exclusd din media originala, fapt valabil pentru o serie de
masuratori sau determinari mai mare de trei.

Abaterea standard sau deviatia standard. Daca se fac mai multe determinari pentru
o singura proba, se va veadea cad rezultatele se vor apropia de o curba de distributie
normala, in care frecventa de raspandire a masuratorilor este in functie de valoarea
masuratorii. Astfel, conform curbei de distributie, 0 masuratoare se inscrie in domeniul
+/ o fatd de medie cu o probabilitate de 68,26%, in domeniul +20 cu o probabilitate de
95.46%. iar in domeniul £3¢ cu o probabilitate de 99.7%. In mod curent atunci cand se
utilizeaza abaterea standard drept criteriu pentru respingerea unei masurétori, se foloseste
3o . Daca valoarea unel masuratori oarecare se afla in afara acestui domeniu + 30, aceasta
poate fi respinsa.

Testul Q sau criteriul coeficientului de rejectie . Acest test se preteaza la respingerea
unei masuratori sau determindri cdnd numarul total de determinéri este de 3 pana la 10
masurétori §i poate fi aplicat la orice nivel de certitudine, dar in mod curent se foloseste
certitudinea de 90%. Acest lucru se explica prin faptul ca daca in urma aplicarii testului se
indica respingerea unei masuratori, aceasta poate fi eliminata cu o certitudine de 90%.

Datele respinse sunt date incerte (rezultate aberante) care nu se incadreazd in
valorile testului Q pentru un anumit numar de masuratori. Astfel, pentru un numar de trei
masurdtori valoarea testului Q pentru eliminarea datelor incerte cu o certitudine de 90%
(Qgo%) este 0,941. De asemenea, pentru cinci masuratori valoarea Qggo, este de 0,642, iar
pentru 10 masuratori Qgge, este de 0,412 (Julean si Rotarescu, 1997).

Pentru a putea aplica acest test valorile masurate se aseaza in ordine crescatoare. Se
calculeaza apoi domeniul (M, — M) si rapoartele Q pentru valorile superioare si inferioare:

?

M,-M,
=2 7 5
¢ M,-M, ©)
si
; M,-M_
o =_"n “"nl 6
: 0= ©

unde: (Q,— rapoarte necesare pentru aplicarea testului Q
M, — masuratorile efectuate,
n — numadrul de mdsurdtori efectuate.

Deoarece valorile care pot fi eliminate sunt M; sau M, testul Q se va aplica doar
pentru aceste doud valori. Rapoartele Q; si Q2 se obtin prin impartirea valorilor vecine din
domeniu, la diferenta dintre M, si M.

Distributia t. Daca pentru o anumita proba s-au facut suficiente masuratori sau
determindri se va obtine o anumitd distributie. Dar, deoarece pentru majoritatea
determinarilor, nu este posibild executarea unui numir mare de masuritori, rezultatul
provine din media calculata, care poate fi diferitd de media distributiei. Astfel, distributia ¢
prevede limitele in care o medie va corespunde cu media distributiei.
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in consecinta. pentru a evalua limitele de certitudine se determina deviatia standard
(DS) a masuratorilor si se obtine o valoare a lui ¢ din tabele, la un nivel dat de certitudine
sau probabilitate. Valoarea tabelata a lui 1 este redata pentru nivele de certitudine de 80%,
90%. 95% si 99%. Aceste nivele de certitudine sau probabilitate sunt redate pentru mai
multe masuratori (determinari analitice). In acest sens se exemplifica cazul in care avem un
numar de trei masuratori, valoarea lui ¢ la un nivel de certitudine 80% este 1,89: pentru un
nivel de certitudine de 90% valoarea lui ¢ este 2,92, iar pentru 99% certitudine valoarea ¢
este 9.92%. Un alt exemplu ar fi cazul in care avem 10 masuratori analitice si valoarea ¢
pentru 80% certitudine ar fi 1.38: pentru 90% certitudine valoarea r ar fi 1.83; iar pentru
99% certitudine valoarea ¢ ar fi 3,25.

Limitele pentru un anumit nivel de certitudine sunt apoi calculate cu urmatoarea relatie:

media + LS @)

\F

unde: ¢ — se obtine din tabel,
s — deviatia standard;
n — numdr de determindri sau masurétori efectuate pentru o proba data.
!

Astfel, in concluzie, pentru eliminarea rezultatelor incerte finale trebuie avuta in
vedere posibilitatea erorilor sistematice §i nepermise. Toate datele care incud erori
nepermise trebuie din start eliminate. Datele rdmase (in numadr mai mare de 3) pot fi
evaluate prin teste de deviatie medie sau deviatie standard si/sau prin testul Q. in cazurile
in care existd putine date determinate este preferabil s se ajunga la incertitudini prin
evaluarea erorilor procedeului in cadrul masuratorilor — tehnica ce poartd denumirea de
propagarea erorilor.

2.5.3. Evaluarea statistica a rezultatelor

Datele analitice obtinute au fost supuse calculelor statistice, determinandu-se in

fiecare caz media ( X) si deviatia standard (DS). Determinarea mediei X s-a ficut
conform relatiei:

xo2* (8)
n

unde: x — valori experimentale individuale;
n — numdrul de probe;
Pentru a se determina deviatia standard (DS):

D> x-Xx)
=
n—1
Pe baza datelor analitice obtinute in cadrul acestei lucriri, s-a stabilit media ( X) si
deviatia standandard (DS) pentru fiecare serie de probe.

De asemenea, probabilitatea (notatd “p”), s-a calculat cu ajutorul programului

Microsoft Excel. .
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2.6. Spectroscopia de absorbtie atomica — caracteristici
experimentale si aplicatii

2.6.1. Privire generala

Spectrofotometria de absorbtie atomica constituie o aplicatie a chimiei analitice.
Desi metoda este privitd ca o realizare relativ recenta, fenomenele care stau la baza ei au
fost observate de multa vreme.

Absorbtia atomica a fost semnalata inca din 1802 prin liniile intunecate (liniile D)
din spectrul soarelui. Aceste linii au fost atribuite de Kirchhoff si Bunsen absorbtiei
radiatiilor din spectrul continuu, generat de suprafata soarelui, de catre atomii liberi
existenti in coroana solara.

Kirchhoff a demonstrat ci liniile D ocupa in spectru acelasi loc ca si liniile emise
de sodiu; si ca o flacara care contine atomi de sodiu va absorbi liniile galbene generate de o
sursd mai intensa.

Pana in 1955 absorbtia atomicd nu a cunoscut nici o aplicatie analitica. Dupa
aceasta data numarul lucrarilor relevand aspecte teoretice si practice ale absorbtiei atomice
a crescut rapid. Au fost construite si se afla in uz mii de aparate de absorbtie atomica. in
cele mai diferite laboratoare (alimentare, medicale, agricole si metalurgice).

Spectroscopia de absorbtie atomicéd este o metoda de determinare a concentratiel
intr-un element dintr-o proba, masurdnd absorbtia unei radiatii electromagnetice de o
anumita lungime de unda (frecventa), la trecerea printr-un mediu care contine, sub forma
de vapori, uniform distribuiti, atomi liberi ai probei.

Modul de interactiune al atomilor liberi cu diferite forme de energie, permite definirea
celor trel metode de bazi ale spectrometriei atomice: emisia, absorbtia si fluorescenta.

Aceastd interactiune poate fi ilustrata prin relatiile:

Sa consideram yn atom liber M care, printr-un mecanism oarecare primeste o
cantitate de energie E suficientd pentru a trece intr-o stare excitata, M*. Atomul revine din
starea excitatd la o stare cu energie mai scazutd M’, punind in libertate cantitatea de
energie E In cazul fenomenului de absorbtie atomica E reprezinta o radiatie termica, iar
E’ o energie de alta natura (electromagnetica, luminoasa).

In principiu, metoda spectrometrica de absorbtie atomica poate fi mai usor inteleasd
urmarind figura schematica 2-1.

] ]
unde: SR - sursi de radiatii
F - cuva cu atomi in stare gazoasa (flacara)

SPM - spectrometru
- intensitatea fluxului radiant
- intensitatea fluxului radiant transmis
!

Fig. 2-1. Schema spectrometriei de absorbtie atomica
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Proba se pulverizeaza intr-o flacara, unde in urma evaporarii substantei $i apoi a
disocierii termice a moleculelor, se produc atomi liberi. Flacara devine astfel un spatiu
delimitat. in care sunt continuti atomi liberi. sau facdnd o analogie cu spectrofotometria
solutiilor. o cuva cu atomi liberi.

Atomii in stare fundamentala pot absorbi radiatii specifice emise de catre o sursa
spectrald. Gradul de diminuare a puterii radiante a fluxului luminos dupa trecerea prin
flacara, masurat tot de spectrometru, ne da indicatii cantitative asupra speciei M. Aceasta
este metoda absorbtiei atomice.

Energia absorbita sau emisa in procesul sus amintit, nu poate avea nici o valoare, ci
doar aceea care corespunde unei diferente dintre doua nivele de energie bine definite. O
populatie de atomi poate ocupa mai multe asemenea nivele. cel mai scazut dintre acestea
fiind denumit “nivel fundamental”, i1ar celelalte “nivele excitate”.

Vor fi emise sau absorbite numai acele radiatii electromagnetice a caror frecventa
satisface relatia:

hv = AE =E,-E, (10)

unde: h — constanta lui Planck (6,624 — 1077 erg-s)
E4 — nivelul initial
E, — nivelul final
A - diferenta dintre doua nivele energetice

O anumita frecv,engé emisd sau absorbitd de o populatie de atomi, ca urmare a
tranzitiei dintre doud nivele energetice, este denumita linie spectrala. Liniile emise sau
absorbite de atomi formeaza un spectru atomic care este caracteristic fiecdrui tip de atomi.
Dispunerea nivelelor de energie ale atomilor difera de la atom la atom, ceea ce face ca si
liniile emise in urma tranzitiilor sd fie diferite. Mai mult, probabilitatea ca doud linii
spectrale sa coincida este extrem de mica.

in spectroscopia de absorbtie, dintre tranzitiile spectrale posibile se utilizeaza cel
mai frecvent acelea care corespund liniilor de rezonanta. Aceste linii apar in urma tranzitiei
de pe nivelul fundamental la unul din nivelele excitate apropiate.

De interes in absorbtia atomica este numai absorbtia fotonilor, respectiv trecerea de
la nivelul fundamental la cel excitat. Liniile aparute prin alte mecanisme decat cel de
rezonantd, au o intensitate redusa si deocamdata ele nu prezinta prea mult interes din punct
de vedere analitic.

,2.6.2. Emisia §i absorbtia atomicad

Sub aspect istoric primele cercetari si primele observatii spectrale dateaza inca din
secolul XVIII cand Newton — cu ajutorul unei prisme — a reusit sa descompuna lumina alba
in componentele colorate ale acesteia. Ulterior, in secolul urmator au avut loc descoperiri
ale liniilor intunecate din spectrul soarelui si s-a incercat explicarea originii acestor linii
precum i stabilirea legaturii dintre natura radiatiilor emise si suportul material al acestora,
lar mai apoi s-au realizat primele incercéri de determinari cantitative.

Spre sférsitul secolului XIX era cunoscut faptul ca atomii liberi au un spectru de
emisie, constdnd din linii, moleculele un spectru de benzi, compus din linii foarte
apropiate, iar corpurile solide si gazele dense un spectru continuu. De asemenea, era
cunoscuta proprietatea atomilor de a absorbi radiatii cu aceleasi lungimi de unda pe care le
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puteau emite. frecventele de emisie §i absorbtie fiind specifice fiecarei specii atomice,
intensitatea fenomenului fiind dependenta de concentratie.

in perioada 1930*— 1940 metodele utilizate in spectroscopia atomica au fost bazate
pe excitarea in arc sau scanteie. in 1928 s-a realizat primul arzator cu camera de
amestecare pentru flacara de acetilena — aer, cuplat cu un sistem pneumatic de nebulizare a
solutiilor, care mai apoi a fost unul din componentele esentiale ale flamfotometriei de
emisie, dar si ale primelor metode de absorbtie atomica. In 1953 a fost facuta prima bresa
in dominatia metodelor de emisie ca principala modalitate de analizd in spectroscopia
atomica, prin paternarea de citre Allan Walsh a procedeului de analiza prin absorbtie
atomica.

Dupi anii '60 metoda de analiza prin absorbtie atomica s-a dezvoltat foarte mult si
datorita faptului ca s-a introdus si utilizarea flacarilor pe baza de acetilena — peroxid de
azot ca si inlocuirea facarii ca mijloc de atomizare. cu evaporarea electrotermica in cuptor
de grafit.

Emisia si absorbtia radiatiilor electromagnetice este datoratd trecerii atomilor
dintr-o stare energetica stationara la o alta stare energetica stationara. Tranzitiile energetice
sunt insotite de absorbtia sau emisia de energie, iar radiatia electromagnetica este absorbita
daca Eq> E, sau este emisa daca Eq < E,,.

Cum starile stationare energetice (numite si nivele de energie) depind exclusiv de
natura atomilor, emisia si absorbtia se realizeaza la aceleasi fercvente. Legea data de relatia
(10) reprezinti conservarea energiei pentru procese microscopice legate de radiatie.

Caracteristica proceselor spectrochimice poate fi reprezentata de tranzitiile intre un
nivel energetic fundamental (de bazd) cu energia E, si un nivel energetic superior Ep.
Tranzitiile emisie-absorbtie sunt reprezentate in fig. 2-2.

A

E Es
!

Emisie Absorbtie

<._-_____..

Fig. 2-2. Tranzitii spectrale (emisia — absorbtia)

Totalitatea radiatiilor electromagnetice emise sau absorbite de o substanta,
constituie spectrul radiatiei electromagnetice. Pentru spectrele atomilor este caracteristica
discontinutatea lor, adica aparitia unui numair finit de radiatii cu frecvente diferite,
constante, asa numitul “spectru discret” sau “spectru de linii”.

Toate modelele spectrometrice de absorbtie atomicd Perkin-Elmer sunt capabile de
a masura atat absorbtia atomicd, cat i emisia atomicd. Trebuie facuta precizarea ca
determindrile efectuate in absorbtie atomicd sunt mult mai precise comparativ cu
determindrile efectuate in emisie atomica.

Fenomenul de absorbtie atomica

In absorbtia atomica se produce absorbtia unei radiatii electromagnetice la trecerea
printr-un mediu cu vapori de atomi liberi ai probei. Drept mediu ce contine atomi liberi ai
probei este utilizatd, de obicei in absorbtia atomica, o flacdra produsa prin arderea unui
carburant gazos in amestec cu un alt carburant gazos, in care se pulverizeaza o solutie ce
contine dizolvatd proba de analizat. Temperatura acestei flaciri, deci amediului considerat,
este de aproximativ 2500°C, domeniul de temperatura in care are loc o absorbtie foarte
intensd. Acest fapt va conferi metodei de absorbtie atomica o inalta sensibilitate, in special
pentru elementele care nu se excita in flacéra §i deci nu pot fi determinate flamfotometric.
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Absorbtia radiatiei de catre atomii probei depinde si de alti factori, in afard de
temperaturé si de natura probei.

Fenomenul de emisie atomica

Fenomenul de emisie a radiatiei electromagnetice este legat de variatia momentului
electric sau magnetic al tranzitiei energetice. variatie corespunzatoare. din punct de vedere
clasic. variatiel momentului electric sau magnetic al sistemului.

Din punct de vedere clasic, emisia radiatiei de catre un atom poate fi1 considerata
corespondenta emisiei electromagnetice a unei sarcini in vibratie. Deci, daca consideram o
sarcind + e ce efectueaza oscilatii armonice liniare cu o anumita amplitudine *“ a’ ™ s1 cu o
frecventa “ v * in jurul unei pozitii de echilibru putem calcula energia ce caracterizeaza
spectrul respectiv. Masurdnd apoi absorbtia integratd (absorbtia pentru radiatia de
rezonanta) putem de asemenea, determina concentratia in elementul de analizat.

Exista cateva diferente de baza intre emisia atimica si absorbtia atomica. Astfel,
folosind emisia atomica, flacdra are dublu rol: converteste aerosolii probei in vapori de
atomi §1 apoi datoritd temperaturii atomii trec intr-o stare excitatd. Cand acesti atomi revin
la starea de baza (energia de bazd) acestia emit o radiatie luminoasa care este detectata de
aparat. Intensitatea radiatiei luminoase emise este proportionald cu concentratia
elementului din solutie pentru care se face determinarea (Analytical Methods for Atomic
Absrbtion Spectrometry, 1994) .

Metodele de spectrometrie sunt considerate la ora actualda cele mai raspandite
metode de analiza moleculara si elementala. In cadrul acestor metode spectrochimice, una
dintre cele mai reprezentative metode de determinare elementala calitativa si cantitativa
este spectrometria atomica.

2.6.3. Caracteristici metodologice

Atomizarea in spectroscopia de absorbtie atomicd

Spectroscopia de absorbtie atomica (AAS) face parte din metodele optice UV-VIS
si se bazeaza pe masurarea puterii radiante absorbite de catre o populatie de atomi liberi.
Intrucéat la temperatura obignuitd numai mercurul metalic poate furniza vapori de atomi
liberi, probele trebuie atomizate prin incélzire. Mijloacele de evaporare si atomizare, care
s-au impus in AAS, sunt flacdra §i evaporarea electrotermica. in cazul utilizarii flacarii,
avem spectrometrie de absorbtie atomicda in flaciara (FAAS), iar in cazul evaporarii
eletrotermice, avem spectometrie de absorbtie atomica cu evaporare electrotermica (ETV-
AAS). Dintre evaporatoarele electrotermice, se remarcd cuptorul de grafit, tehnica fiind
simbolizata (GF-AAS).

Intensitatea unei raze de lumind ce pleacd din sursa primara de radiatie (a), este
atenuatd prin absorbtie (b) la trecerea prin mediul ce contine atomii liberi ai probei. Se
selecteazd cu ajutorul unui monocromator (c), din radiatia trecutd prin mediul absorbant
(b), o anumita frecventa, corespunzitoare frecventei absorbite de atomi elementului de
analizat; cu un detector foarte sensibil (d) se masoara apoi intensitatea acestei radiatii.
Curentul electric (¢) se amplifica si se masoara (reprezentat in fig. 2-3)

Proba lichida este introdusa in flacara, sub forma de aerosol, obtinut cu ajutorul
unui nebulizator. Datoritd temperaturii flacarii, solventul se evapord si proba este
descompusa pani la faza de atomi. De asemenea, in functie de temperatura flacarii, atomii
pot sa raméana pe nivelul energetic fundamental sau s3 sufere un proces de excitare, caz in
care trec pe unul sau mai multe nivele energetice excitate.
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Fig.2-3. Schema bloc a montajului de realizare a absorbtiei atomica.

Spre deosebire de emisie. care opereazid cu atomil in stare excitatd, absorbfia
atomica opereaza cu atomi in stare fundamentala. in cazul utilizarii unei flacari ca sursa de
atomizare, caracterizati printr-o temperaturd mult mai mica decat o plasma. majoritatea
atomilor riman in starea fundamentala. ceea ce conferd o sensibilitate deosebitd absorbtiei
atomice. Aceasta se explica prin faptul ca daca in emisia atomica flacara are rol atdt de
excitare, cat si de atomizare. in absorbtie rolul principal este atomizarea probei.

Sursa de radiatie. de obicei o lampa cu catod cavitar (HCL), emite o linie spectrald
ingusta. caracteristicid elementului de analizat. Fasciculul luminos emis. modulat mecanic
sau electronic. strabate flacara, care contine vaporii atomici ai analitului. Atomii. aflati pe
nivelul energetic fundamental. absorb o parte din radiatia sursei. ceea ce determina o
scadere a puterii radiante transmise prin flacara. Prin analogie cu spectrofotometria de
absorbtie moleculara, flacard poate fi consideratd o “cuvd de atomi” dinamica, unde se
formeaza continuu atomi liberi. Semnalul luminos transmis prin flacara este transformat de
un fotodetector, intr-un semanl electric, care este apoi amplificat. Dupa demodulare.
semnalul este inregistrat sau transformat intr-o marime digitala, care este afisata.

O alta deosebire esentiala intre emisia s1 absorbtia atomica este modul de selectare
a liniei analitice. Daca in emisie monocromatorul are rolul atat de izolare a benzii spectrale
de trecere, cat si de seléctare a liniei analitice, in cazul absorbiei, are rolul de izolare a
benzii spectrale si de pozitionare pe maximul liniei analitice, emisd de lampa cu catod
cavitar. Lampa cu catod cavitar este selectatd, in functie de elementul analizat. Aceasta 1i
confera absorbtiei atomice pe ldnga sensibilitate si o selectivitate maritd. De obicei. din
spectrul de emisie a lampii se selecteaza linia de rezonantd. De asemenea, monocromatorul
rezolvd unele interferente spectrale, care pot si apard intre linia de rezonantd si fondul
spectral emis de flacara.

Sensibilitatea absorbtiei atomice depinde de doi factori: gradul de atomizare a probei,
respectiv absorbtia radiatiilor provenite de la lampa cu catod cavitar, de citre atomii aflati in
starea fundamentala.Sensibilitatea este direct proportionald cu gradul de atomizare al
analitului.Pentru a mari gradul de atomizare al probei. mai ales in cazul elementelor greu de
analizat. se utilizeazd metode speciale de introducere a probei in atomizor. una dintre acestea
fiind tehniea hidrurilor. De asemenea, sensibilitatea este mai mare in situatia in care linia de
absorbtie este mai larga decat linia de emisie. Aceasta conditie este indeplinita de o lampa cu
catod cavitar, care emite linii atomice foarte inguste.

Atomizarea in ﬂt;cdrd

Combinatiile dintre un oxidant i un combustibil sunt utilizate aproape exclusiv
pentru absorbtia atomicd, iar cle mai des utilizate amestecuri sunt aer-acetilena sau protoxid
de azot-acetilena.

In spectrometria de absorbtie atomicd se folosesc diverse amestecuri pentru
atomizarea in falcard astfel: propan — aer, acetilend — aer, acetilend — protoxid de azot
(Cordos si Manoliu, 1983; Lajunen, 1992 — citat de Cordos si Frentiu, 1998).

Flacira propan — aer a fost printre primele utilizate in AAS. la determinarea
elementelor care formeaza usor atomi (metale alcaline, cadmiu, cupru, plumb, argint si zinc).
Temperatura flacarii este relativ joasa si stabilitatea mecanica nu este dintre cele mai bune.
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reproductibilititi in ceea ce priveste caracteristicile mecanice si termice. Flacara
preamestecata are un fond optic suficient de scazut pentru absorbtie atomica §i este relativ
silentioasa. Temperatura este suficient de mare pentru a determina in bune conditii cca 35 de
elemente frecvent analizate.

Flacara acetilena — protoxid de azot a fost introdusa abia in anul 1965 in practica
analiticd si are proprietati analitice conferite de temperatura ridicata, velocitatea de ardere
mica i 0 zona interconala cu caracter reducéator. Caracterul reducétor al zonei interconale se
datoreaza prezentei in concentratie mare a radicalilor =C=, -CN, =CH. in aceasta zona se pot
determina elemente care au tendinta de a forma oxizi refractari (Macarovici, 1979).

Atomii substantei de cercetat sunt excitati prin energia unei surse de radiatii avand o
frecventa egala cu frecventa liniei de rezonanta a atomilor respectivi. Aceasta frecventa este
absorbita si, ca urmare, intensitatea radiatiei care strabate flacara este micsorata. Intensitatea
radiatiei absorbitd este proportionald cu numarul atomilor prezenti in flacaré si cu grosimea
stratului absorbant, fiind independenta de temperatura flacarii si de energia de excitatie a
atomilor.

Cantitatea de energie luminoasa absorbita din raza emisa de lampa cu catod scobit
(cavitar) este proportionala cu concentratia atomilor de element din proba.

Atomizarea electrotermicd sau in cuptor de grafit

Spre deosebire de absorbtia atomica in flacdrd, atomizarea electrotermicd (ETV)
utilizeaza cuptorul de grafit, filamentele descoperite sau cuptoarele creuzet verticale. In timp
ce in flacara proba este introdusd continuu, in cazul atomizarii electrotermice, proba de
ordinul microlitrilor este introdusé discontinuu in atomizor, unde este supusa unui program
termic de prelucrare. Sensibilitatea maritd pentru ETV se datoreste abilitatii de a atomiza
intreaga probad intr-un timp scurt si de aretine un timp relativ lung (peste o secundd) o
cantitate mare de atomi in fata fasciculului optic. Daca se utilizeaza cuptorul de grafit, proba
poate fi depusa direct pe peretele tubului sau pe o platforma. Mecanismul de formare a
atomilor liben depinde de mai mulfi factori, cum ar fi: natura com pusilor prezenti in cuptor
la temperatura de atomizare, materialul din care este confectionat tubul cuptorulut sau
platforma, atmosfera din interiorul cuptorului, viteza de incalzire si temperatura de operare a
cuptorului sau a platformei. Pentru o absorbantd maxima, viteza de formare a atomilor
trebuie sa fie cel putin egala cu viteza cu care atomii parasesc atomizorul.

- &) (@), o
) 14 dt intr dt ie§

Din zona de absorbtie, atomii sunt indepértati prin procese de difuzie, expansiune §i
convectie a gazelor, respectiv prin recombinare. Alura semnalului de absorbtie este
determinata de raportul dintre atomii furnizati si atomii indepartati din calea fasciculului
optic. Pentru atingerea performantelor analitice maxime, procesele care au loc in etapa de
atomizare trebuie bine cunoscute. Comportarea analitului in cuptor este determinata de
proprietatile chimice si fizice ale acestuia. Matricea analitului joaca, de asemenea, un rol
important. Astfel, pentru determinarea unui element, cunoscind matricea acestuia, se pot
alege conditiile cele mai potrivite pentru determinarea elementului respectiv.

Temperatura in cuptorul de grafit poate ajunge pand la 3000°C. Pentru analiza
fiecdrui element, trebuie intocmit un program de temperaturi pentru cuptor. In general,
programul include patru etape: uscare, calcinare, atomizare si curitire. Programul termic
depinde nu numai de natura elementului si a matricii, ci si de tehnica de atomizare utilizata,
in tub sau pe platforma.
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2.6.4. Aplicatii analitice

Descompunearea probei injectatd in cuptorul de grafit se realizeaza dupa un program
de temperatura care include urmatoarele etape: uscarea, preatomizarea si atomizarea.

Uscarea probei injectate in tubul de grafit presupune de fapt evaporarea solventului.
Aceasta operatie se realizeaza sub control, in asa fel incat evaporarea solventului sa aiba loc
lent. Daci solventul este indepartat printr-o incélzire rapida, proba formeaza o spuma sau nu
este imprastiatd in incinta cuptorului. in acest caz, o parte din particulele probei parasesc
tubul fiind purtate de curentul de gaz. S-a stabilit empiric, cd timpul in secunde este de pana
la de 2 ori volumul in microlitri de proba, folosit in determinare. Astfel, pentru atomizarea in
tub a unui volum de 20 pL solutie apoasa, sunt necesare 30-40 sec. in cazul solventilor
neapogi, temperatura $i timpul necesar uscdrii vor avea alte valori datoritd temperaturilor de
fierbere si tensiunilor superficiale diferite. Solventii organici au tensiuni superficiale scazute
si, din aceastd cauza, umezesc foarte usor grafitul si dupa incdlzirea tubului (cuvetei),
solventul are tendinta de imprastiere. Temperatura de uscare poate fi mentinutd constanta
(uscare izotermad) sau poate avea o rampa de temperatura pe un interval dat. Alegerea uneia
dintre aceste doua variante depinde, in mare masura de tipul matricii probei.

Preatomizarea are scopul de a volatiliza componentele matricilor organice si
anorganice in mod selectiv din proba, lasdnd elementul analizat intr-o matrice mult mai putin
complexa. Pe parcursul acestei etape temperatura creste foarte mult pentru a face posibila
evaporarea componentelor matricii, dar sub pragul de temperaturd la care se volatilizeaza
elementul analizat. La cuptoarele cu incélzire longitudinala se precedeaza frecvent la racirea
cuptorului inainte de etapa de atomizare (Beaty si Kerber, 1993).

Atomizarea este etapa in care are loc producerea atomilor liberi de analiti, prin
incilzirea rapida a probei la 2000 — 3000°C. Atomizarea in cuptorul de grafit depinde de natura
probei si de comportamentul termic al analitului. Atomizarea poate fi rezultatul a doud
mecanisme: descompunerea termicd sau discocierea compusilor, pe de o parte, respectiv
reducerea oxidului metalic pe suprafatafierbinte de grafit, pe de alta parte. Diferenta dintre cele
doua mecanisme este data de participarea activd a materialului cuvei (carbonul) in disocierea
moleculelor probei. De asemenea, atomizarea metalelor poate avea loc prin desorbtie sau
volatilizare, caz in care se evapora cristalele formate in etapa de uscare — calcinare. In figura
2-4 se prezintd un spectrofotometru de absorbtie atomica in flacéra, iar fig. 2-5 prezintd un
aparat SAA cu cuptor de grafit de tipul “Analyst 100” produs de firma Perkin Elmer.
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Fig. 2-4. Spectrofotometru de absorbtie atomica in falcara dé tipul “Analyst 100”.
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concordanta cu efectul lumii striine. Linia de rezonanta si cea neabsorbita interferatd, pot
fi separate de un monocromator de inalta rezolutie. Un alt car de interferenta este acela in
care exista suprapunere spectrala in sursa de atomi. in acest caz interferentul are linia de
absorbtie suficient de apropiata de linia de rezonanta a analitului pentru a absorbi o parte
din intensitatea acesteia. Rezultatul in acest caz este eronat in sens pozitiv (deoarece
concentratia determinatd a analitului apare mai mare decat cea reald). Suprapunerea
spectrala este eliminata prin separarea elementului interferent din proba. sau daca este
posibil prin utilizarea unei alte lungimi de unda de lucru.

Se poate spune mai concis ca interferentele spectrale apar cand exista absorbtie
continua sau de banda st apare imprastierea radiatiei, aceasta manifestdndu-se atunci cand
o banda de absorbtie a unei molecule, existenta in flacara, este situata in jurul lungimii de
unda de rezonanta a analitului.

Interferentele spectrale se manifestd predominant in spectrometria de emisie
atomica, unde, pe langa elementul de analizat, emit si alte specii din proba si chiar flacdra
insasi. Pentru spectroscopia de absorbtie atomica interferentele spectrale sunt relativ putin
si nu prezinta o problema deosebita.

Interferentele fizice — rezida in modificarea caracteristilor fizice ale solutiilor care
urmeaza a fi masurate (vascozitate, tensiune superficiald, presiune de vapori, temperatura).
Astfel, modificarea unor proprietati ale solutiilor are efect asupra vitezei de aspirare, a
nebulizani, transportului de aerosol, evaporarii solventului, vaporizdrii analitului si
imprastierii luminii.

Uzual, in tehnica spectroscopiei de absorbtie atomica se utilizeaza solutii diluate in
scopul apropierii proprietitilor fizice ale acestora cu cele ale solventului pur. Daca solutiile
de proba contin cantitdti mari de acid, saruri sau compusi organici atunci proprietdtile
fizice se modifica. Astfel, se stie cad solutiile cu concentratii ridicate au o véascozitate
ridicatd, ceea ce duce la modificarea vitezei de aspirare si nebulizare, 1ar cu cat
vascozitatea este mai mare cu atat mai mic este semnalul de absorbtie.

Evitarea acestor interferente se poate face prin utilizarea aceluiasi solvent pentru
probe si standard, dar si prin realizarea unor concentratii egale de acid si saruri
(concentratia sarurilor se recomanda sa fie sub 0,5%) in toate solutiile de masurat.

Interferentele chimice — sunt determinate in principal de atomizarea incompletd a
elementului de analizat sau de reactia atomilor in stare de vapori cu alti atomi sau radicali
prezenti in flacdra de gaz. Astfel, scade semnalul de absorbtie deoarece compusul care se
formeaza are caracteristici termochimice diferite fatd de cele ale analitului, fiind de cele
mai multe ori mai refractar. Accentuarea interferentelor se face proportional cu cresterea
diferentei dintre temperaturile de disociere ale compusului original si ale celui nou format.

Producerea efectului depresiv este urmarea formarii compusilor stabili, e.g.:
scdderea absorbantei pentru metalele alcalino-paméntoase in prezenta fosfatului,
aluminatului, silicatului si a altor oxoanioni; depresia semnalului pentru calciu in prezenta
proteinelor.

Se cunoaste faptul cd pentru metalele alcalino-pamantoase scade semnalul de
absorbtie in prezenta ionilor fosfat (PO4”") care sunt dificil de vaporizat. Un alt exemplu de
interferente datorate cationilor este acela intre aluminiu si metalele alcalino-pamantoase.
Astfel, determinarea Mg din probele analitice este dificild in prezenta unor cantitati mari de
Al deoarece se formeaza oxidul mixt de MgAl,O, stabil termic. Pentru eludarea
interferentei Al asupra determinarilor de Ca si Mg se procedeazi la adaugarea de Sr in
proba si solutiile standard.
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De asemenea sensul de absorbtie creste usor in cazul HCI, se diminueaza brusc
proportional cu cresterea concentratiei de H,SOy si scade mai lent in cazul HNO; (datorita
faptului ca azotatii i sulfatii se descompun in flacara direct in oxizi. iar clorurile formeaza
mai intdi atomi liberi $i mai apoi acestia sunt oxidati).

Atenuarea interferentelor chimice se poate face prin indepéartarea anionului
interferent sau prin addugarea unui exces de anion interferent in proba si solutiile standard,
prin utilizarea flacarilor fierbinti, adaosul de saruri ale metalelor grele; prin reducerea
particulelor sau scurtarea timpului petrecut de analit in flacara. in faza solida interferentele
cresc proportional cu sciaderea temperaturii flacarii.

Interferente de ionizare — se refera la faptul ca atomii analitului sunt partial 1onizati
in flacarile fierbinti, ceea ce duce la scaderea semnalului de absorbtie. fiind impaortant
pentru metalele alcalino-pamantoase si alcaline. Acest efect poate fi redus sau eliminat prin
adaugarea in proba si standardele de calibrare a unui element in exces care ionizeaza mai
usor decat analitul. Acestea este motivul pentru care la determinarea concentratiel
metalelor alcaline prin spectrometrie se lucreaza adesea in flacari cu temperaturi joase.

2.6.5.2. Interferente in atomizarea in cuptorul de grafit

In acest caz apar erori de masurare datorate absorbtiei de fond si emisiei provenite
de la cuptorul de grafit, dar si datoritd interferentelor fizice si chimice (datorate probeit).

Interferentele fizice — sunt legate de vascozitatea si tensiunea superficiala a solutiel
in proba. Tensiunea superficiald afecteazd raspunsul analitic si dispersia solutiei in
interiorul cuptorului. Astfel, in perioada de atomizare numarul total de atomi ai
elementului in tub este acelasi, eficientele de atomizare sunt diferite (datoritd dispersiilor
diferite) determind distributii atomice variabile. Din aceste motive este importanta
stabilirea volumului de proba injectatd cuptor si injectarea de volume egale de proba si
solutii de calibrare.

Interferentele chimice sau efectele de matrice — pot modifica semnalul de absorbtie
al analitului datorita reactivilor utilizati si matricei probei si a efectelor pe care le produce
formarea de compusi stabili sau volatili.

Spre exemplu, in determinarea aluminiului, in etapa de calcinare, CO, H; 1 Cl;
produc interferente. Oxidul de aluminiu este stabil pana la temperatura de 1800°K, dar in
prezenta CO si H; la 1500°K au loc pierderi din acest element. Starea grafitului este uneori
importanta in determinarea aluminiului, intrucét apa ramasa in tub nu formeaza o suprafata
in timpul atomizarii, ceea ce inseamnd cd pentru obtinerea unor rezultate bune, aceste
elemente trebuie excluse. Cantitatea de CO care se formeaza pe parcursul programului de
temperaturd la atomizarea electrotermala depinde de calitatea tubului de grafit, respectiv
tub acoperit sau neacoperit cu grafit (Frech et al, 1986).

In cazul formirii compusilor stabili semnalul corespunzator unui element este
diminuat datoritd unei viteze mai mici de formare a numarului de atomi liberi (efect de
temperaturd) sau datoritd numarului total de atomi liberi. Deoarece efectul este acelasi
pentru proba si standarde exactitatea determinarilor nu este afectata, dar este influentata
negativ limita de detectie, fapt ce poate fi impiedicat prin utilizarea argonului ca si gaz de
purjare a cuptorului in loc de azot.

In cazul formarii compusilor volatili elementul de analizat se poate pierde in etapa
de calcinare a probei, fapt ce poate fi evitat prin modificarea matricii. Astfel, foarte
importanta este interpretarea curbelor de calcinare — atomizare care indicd temperatura
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maxima la care poate fi calcinatd o anumitd proba. Datorita faptului ca halogenurile
metalice sunt mai volatile decat oxizi metali corespunzatori se prefera utilizarea oxiacizilor
in tehnicile de preparare a probelor.

Marirea sensibilitatii, limitei de detectie. scaderea interferentelor matriceale se
realizeazd cu mult mai bine folosind pentru atomizare electrotermala tubul de grafit cu
platforma L’vov inserata (Frech et al., 1982).

Modificarea matricii este o procedurd care are ca scop reducerea sau eliminarea
interferentelor de volatilizare, care se poate face prin addugarea unui reactiv in proba si
standardele de calibrare. Scopul acestei operatii este cresterea volatilitatii interferentului
(matricii) sau formarea unui compus mai volatil. Astfel se poate face separarea
interferentului s1 analitului in etapa de calcinare. Din clasa modificatorilor care actioneaza
direct asupra matricii amintim NH4H>PO, sau Mg(NOs),, iar din clasa modificatorilor care
actioneaza asupra analitului amintim metalele (e.g.: amestecuri de Pb, Zn, As, Pd, sau Pd
cu Mg etc.). Se pot utiliza si modificatori de matrice organici (e.g.: acid ascorbic, lactic,
citric, EDTA, etc.) facilitind astfel reducerea analitului la metal si coborarea temperaturii
de atomizare. In cazul utilizarii modificatorilor gazosi amintim H, si O. pentru
determinarea Sn, Pb, Tl. formand oxizi volatili.

Efecte de emisie a tubului de grafit — apar atunci cind acesta este incalzit la
temperaturi de peste 1000°C si distributia spectrald a emisiei va fi o banda spectrald — care
pentru temperaturi mai mari ale tubului are o intensitate apreciabild in domeniul vizibil.
Astfel, emisia poate afecta semnalul detectorului, modificind linia de baza atat in sens

pozitiv cat si in sens negativ, generand erori mai ales in masurarea ariei peak-ului.
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3. INVESTIGAREA OLIGOELEMENTELOR METALICE
PREZENTE IN TESUTURI LA ANIMALE DESTINATE
OBTINERII DE PRODUSE ALIMENTARE

!

3.1. Privire sinoptica

Substantele minerale constituie componente importante ale organismului, avand
rol de bioconstituenti (structural) si rol de efectori biochimici enzimatici (activatori 1 /
sau inhibitori). Compusii cationici §i anionici intervin in mentinerea in limite normale a
homeostazieie si a statusului morfo-fiziologic al organismulul uman.

Unele din aceste substante minerale se gasesc in cantitati mai mari acestea fiind
numite macroelemente, iar altele in cantititi mat mici incluzand oligoelementele si
microelementele. Cuantumul oligoelementelor din organismul uman nu depaseste
valoarea de 0,01% raportat la greutatea substantei uscate. Prezenta unora din aceste
elemente este obligatorie pentru buna desfasurare a tuturor proceselor biochimice si
mentinerea starii de sanitate a organismului, motiv pentru care sunt numite elemente
esentiale (Gontea, 1971; Ghergariu, 1980). Din aceasta categorie facand parte fierul,
iodul, zincul, seleniul, manganul, cuprul, molibdenul, cobaltul si cromul. O alta
categorie de elemente prezente in organismul uman sunt acelea care au rol posibil
esential si sunt reprezentate de fluor, nichel, siliciu, vanadiu si staniu.

In organismul uman sunt prezente si elemente cu potential toxicogen care acced
ca o consecintd a contaminarii mediului (alimente, apa, aer). Aceste elemente sunt
reprezentate de mercur, cadmiu, plumb, bismut etc.

3.2. Importanta investigatiei micronutrientilor metalici
pentru organismul uman

Substantele minerale intervind in interactiile biochimice specifice
metabolismelor materiale (predilect metabolismul hidro-electrolitic, dar si in
metabolismul glucidic, lipidic si protidic), precum si in metabolsimul energetic.
Acestea participd la modularea activitdtii enzimelor, hormonilor si vitaminelor,
indeplinind totodatd un rol structural. Prin aportul acestor substantele minerale
organismul uman se poate adapta la conditiile de mediu care sunt intr-o continui
schimbare. De asemenea, prezenta unei stari de sadndtate optime impune un aport
adecvat de bioelemente si multe dintre reactiile de raspuns la solicitdrile de mediu
ambiant depind de existenta unor concentratii minime de elemente minerale (Gontea,
1971; Mincu, 1974).

Daca aportul de substante minerale, in general, si oligoelemente in particular,
este deficitar sau in exces, echilibrul biologic al corpului uman este afectat si se pot
instala diverse afectiuni. Spre exemplu, un aport deficitar in fier genereaza anemie,
dupa cum expunerile in exces ale acestuia in anumite tesuturi si organe genereaza
“diabetul bronzat” (Mogos, 1997).

Existd numeroase situatii in care se produc deficiente sau excese minerale. Un
factor important in acest proces este reprezentat de folosirea nerationald a
insecticidelor, fungicidelor si ingrasamintelor chimice. Astfel, se pot creea dezechilibre
minerale fie prin formarea de combinatii ce nu permit absorbtia, fie prin formarea unor
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produsi chimici cu oligomineralele continute in alimente, asa numifi compusi
antagonici. care fac mineralele neasimilabile. Consumul excesiv de fibre alimentare
contribuie la diminuarea absorbtiei substantelor minerale din produsele alimentare.

Reduceri importante ale continutului mineral al alimentelor pot apare i prin
prelucrarea industriala a produselor alimentare cu bune proprietati nutritive. Scaderea
cantitatii de bioelemente poate rezulta si prin exploatarea intensiva, nejudicioasa a
resurselor pe care le oferd natura. Exista zone pe globul pamantesc unde solul este
deficitar in fier si cobalt si unde populatia este supusa riscului unei anemii carentiale.

Trebuie mentionat faptul ca de cele mai multe ori deficientele minerale nu se
limiteaza doar la un singur bioelement. existidnd carente multiple. Fenomenul este cu
atdt mai amplu, cu cat carenta antreneaza factorii raspunzatori de potentarea
biodisponibilitatii sau a actiunii altor elemente minerale. Pentru o mai buna intelegere
se dd urmatorul exemplu: carenta de zinc este responsabila de diminuarea capacitatii de
absorbtie intestinala a altor oligoelemente, iar cea de cupru scade utilizarea fierulul in
procesul de sinteza a hemoglobinei.

Aportul excesiv de oligoelemente poate fi intdlnit in diverse situatii, cum ar fi
excesul in sol, imbogitirea ingrasamintelor chimice cu oligoelemente cu rol de
biostimulatori. Dintre acestea mentionam imbogatirea peste valori normale cu minerale
a ingrasamintelor chimice, proces ce permite cresterea peste un anumit nivel a aportului
de molibden, care in concentratii normale este utilizat in prevenirea cariei dentare, dar
in exces poate duce la perturbarea metabolismului nucleoproteinelor si a aparitiei gutei.
De aceea este necesard utilizarea produsilor de fertilizare a solului cu o concentratie
adecvata de minerale.

¢+ 3.2.1. Implicatii in fiziologie

Problema compusilor biominerali existenti in organismul uman prezintd un
interes deosebit pentru fiziologie. In acest sens se mentioneaza implicarea acestora in
sistemul circulator, in procesele de digestie si absorbtie a diversilor nutrienti sau
contaminanti, dar §i in procesele de excretie a compusilor aflati in exces in organism.
Procesul de digestie, absorbtie i metabolizare a compusilor minerali cu caracter
cationic §i anionic prezintd particularitati dependente atdt de structura chimica
caracteristicd, cat si de activitatea biologica (Mincu, 1993; Todorescu, 1982; Mogos,
1997).

Echilibrul acido-bazic al organismului uman este reglat prin procese complexe
homeostazice. Mentinerea unui astfel de echilibru este posibila prin existenta
sistemelor tampon, care functioneaza ca “mecanisme fizico-chimice de aparare”, alaturi
de eliminarea CO; la nivel pulmonar si eliminarea de minerale pe cale renali. Sistemele
tampon asigura realizarea homeostaziei biochimice a mediului intern in care pH-ul este
mentinut in limite relativ restranse: 7,35 — 7,45, iar rezerva alcalind oscileaza in limite
de 53 — 75 volume CO,# 100 ml sidnge (Gérban, 1999).

Evaluarea echilibrului acido-bazic presupune modificarea pH-ului sanguin. in
acest caz, dacd perturbarile din organism determina depresia pH-ului apare starea de
acidoza, iar in cazul in care pH-ul creste apare starea de alcaloza.

In laboratoarele de biochimie se determina presiunea osmotica sanguini (e.g.:
osmolaritatea plasmei sanguine), cind se poate evalua statusul fiziologic al unor functii
din organism. Un astfel de exemplu ar fi functia renald cu rol de excretie a unor
minerale avand ca scop final realizarea homeostaziei hidro-electrolitice.
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Poate pentru a motiva importanta biomineralelor din organismul uman este
necesard prezentarea succinta a catorva dintre rolurile acestor compusi: contribuie la
procese de morfogeneza. intervin ca efectori (activatori / inhibitori) enzimatici, mentin
in limite fiziologice presiunea osmoticd si oncotica (presiune coloid-osmoticd) a
mediilor lichidiene. participa la formarea sistemelor tampon si sistemelor bielectrice de
la nivel de membrana celulara, sunt constituenti ai unor efectori biochimic, etc.

in ceea ce priveste studiul compozitiei chimice elementare a materiei vii. aceasta
se efectueaza cu metode cunoscute ale chimiei analitice. Totusi analiza chimica
elementara a materiei vii ofera putine date pentru explicarea manifestarilor caracteristice
vietii. Astfel, toate elementele chimice care intra in compozitia materiei vii au o serie de
proprietati comune. Acestea se gasesc din abundenta la suprafata pamantului, mai ales
dizolvate in apa. ceea ce influenteaza includerea lor in structurile vii.

* 3.2.2. Implicatii in fiziopatologie

Aportul de bioelemente din mediul inconjurdtor variaza mult atat din punct de
vedere al speciilor chimice, cét si din punct de vedere al cuantumului acestora. Aceste
bioelemente provin din mediul (alimente, apa, aer, sol) in care se afld individul
respectiv. Existd numeroase cazuri in care aportul de bioelemente nu este bine corelat
cu necesarul organismului (Guthrie, 1975; Mincu, 1980; Mogos, 1993; Miu si
Drégotoiu, 2000).

Mecanismele homeostatice asigura controlul nivelelor compatibile fiziologic
pentru diversi bioelectroliti. In cazul persistentei unui dezechilibru intre micronutrienti
existd posibilitatea dereglarii functiilor organismului, ca urmare a ingerarii continue a
unor diete neechilibrat stabilite sau a expunerii excesive in medii deficiente sau
supraincarcate in ceea ce priveste concentratia unuia sau mai multor elemente.

In unele cazuri, in procesul de absorbtie se produc o serie de interactiuni intre
diferite elemente chimice si cel mai adesea implicd competitia pentru centrii activi ai
sistemelor de transport transmembranar. Astfel, se explica faptul ca absorbtia fierului
in exces scade mult, dépendent de cresterea concentratiei in calciu, cupru, mangan si
zinc. Similar, aporturi crescute de zinc scad absorbtia cuprului si cromului, dupd cum
acestea in exces afecteaza negativ utilizarea zincului (Williams, 2003).

De importantd majora sunt si implicatiile de naturd toxicologica datorate
modificérii proportiei calitative in bioelemente. Tocmai pentru a defini mai bine aceste
notiuni este utilizat termenul de “nivel de securitate” pentru elementele cu potential
toxicogen crescut, dependent de gradul in care sunt prezentate elementele care pot
afecta absorbtia sau retentia lor. Astfel, toxicitatea cadmiului este atenuata de prezenta
unui anumit cuantum de zinc sau seleniu §i in mai mica masura de prezenta manganului
s1 a cuprului (Popa si Stanescu, 1981).

De asemenea, s-a costatat experimental faptul ca argintul, cadmiul, cuprul si
mercurul confera protectie fata de efectele toxice ale seleniului, dar aceasta se
realizeaza prin mecanisme diferite. S-a semnalat faptul ca selenoza poate fi prevenita
dacd se mentine un raport de 1:1 intre seleniu $i mercur sau intre seleniu si cupru. Dar
totusi, seleniul la rdndul siu poate proteja organismul fata de efectele nocive ale unor
elemente, in special ale mercurului. In acest sens, in urma unor cercetiri efectuate in
Anglia in 1975, s-a observat ca acumularea concomitentd a mercurului si seleniului in
tesuturile si organele minierilor din minele de mercur, sub raport de 1:1, a fost fara
efecte nocive asupra indivizilor, multi dintre ei flind pensionati de varstd si nu ca
urmare a expunerii la nivele toxice de mercur timp indelungat (Grecu et al., 1982).
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Dupa cum s-a aratat mai sus, modificarea concentratiei unui microelement poate
constitui cauza unei imbolnaviri. Datorita faptului ca cuantumul unui element in
diferite organe este o rezultantad a interactiunii mai multor factori, se recomanda a se
cerceta organismul in' care microelementul si-l1 exercita cu predilectie actiunea
fiziologica sau fiziopatologica, sau sa se tina seama de valorile mai multor elemente si
de raportul acestora.

Corelarea datelor privind continutul surselor de apa in “metale in urme” si
cancerul, au confirmat ca, in cazul plumbului se observa o mortalitate ridicatad prin
cancer renal, gastric. intestinal, ovarian, leucemie. De asemenea, in cazul beriliulul se
observa existenta unei mortalitdti crescute datorita cancerului osos, uterin §i mamar,
dar si frecventa scazuti a cancerului in cazul seleniului, care este ridicatd in cazul
cadmiului. Concentratia seleniului in diferite tumori permite utilizarea sa in
diagnosticul tumorilor cerebrale si osoase, iar %Ga permite detectarea limfoanelor
maligne.

Pentru a elimina plumbul din organism aflat in concentratii ce depasesc valorile
normale sanguine (plumbemie), se administreaza sare monocalcica disodica a acidului
etilendiaminotetraacetic (Ca-EDTA-Na;). care formeaza cu plumbul si alte metale
alcaline si alcalino-pamantoase, chelati si se elimind in scurt timp pe cale renala.
Astfel, chelatul de plumb este retinut sub forma neionizabila si i1 pierde proprietitile
sale toxice.

Si in intoxicatiile cu crom se recurge la tratament cu unguent (la nivelul pielii s1
a mucoaselor — septului nazal) pe bazd de Ca-EDTA-Na; in concentratii de 5-10% care
reduce prin chelatare cromul hexavalent in trivalent, il inactiveazd §i micsoreaza astfel
efectul nociv si sensibilizant.

Analog, si pentru tratamentul hidrargirismului acut (intoxicatiei cu mercur)
datorat unui aport de mercur anorganic se recurge la chelatarea mercurului, dar in
forma cronica acest tratament este inoperant datoritd manifestarilor neuropsihice
(leziunile cerebeloase si cerebrale sunt ireversibile) — Turcanu, 1978.

Deoarece bolile cardiovasculare constituie principala cauzd a mortalitatii in
tarile industrial-avansate, echilibrul oligoelementelor din organism si mediu, modificat
in mod adecvat prin alimentatie, ar putea constitui un factor important in reducerea
incidentei acestora. Asupra acestei probleme s-au desfasurat numeroase cercetari,
efectuate sub egida WHO (World Human Organization) si au vizat relatia dintre aportul
de oligoelemente si necesarul acestora.

Tulburarile patobiochimice de interes clinic intalnite la om s$i animale de
laborator se datoresc deficitulul sau excesului unor elemente, ceea ce duce la existenta
unel insuficiente cunoasteri a rolului si interactiunilor multiple si complexe ale acestora
in alimentatie, respectiv starea de sdnatate sau boald. Relatia individ — mediul
inconjurator si echilibrele stabilite intre microelementele din organism si mediu,
constituie parametrii importanti in evaluarea starii de sanatate sau de boala a unei
populatii.

Produsele de tipul xenobioticelor sunt importante pentru cercetdrile fundamentale
si aplicative. In acest context se considerd ca xenobiotica vizeazd produsele striine de
organismul uman. In literatura de specialitate se precizeaza ca <<xenobioticele sunt
chimicale sau microorganisme, sau chiar paraziti straini de sistemul biologic>>. Impactul
dintre organismul uman si xenobioticele de natura chimica intereseaza si regnul animal si
vegetal. Din punct de vedere biomedical, se studiaza xenobioticele de interes alimentar,
intre care se includ si aditivii alimentari §i substantele poluante pentru alimente (e.g.:
metale cu potential toxicogen). Alaturi de acestea se afld si xenobioticele de interes
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farmaceutic utilizate in terapie si in diagnostic. Xenobioticele contin diversi compusi din
clasa biomineralelor.

Importanta investigatiilor analitice si bioanalitice asupra micronutrientilor
metalici din produse alimentare si din organism este relevata de datele fiziologice si
fiziopatologice (Daranyi et al.. 1996: Vincu et al., 1998). Cercetarile efectuate asupa
metalelor prezente in muschi si organe de la animale domestice — prezentate in acest
capitol — au urmarit relevarea cuantumului unor bioelemente metalice i a unor metale
cu potential toxicogen. ,

3.3. Investigarea unor micronutrienti metalici
din tesuturi animale

3.3.1. Prelevarea probelor

Investigatiile care s-au efectuat in vederea determinarii continutului de
bioelemente metalice si metale cu potential toxicogen s-au bazat pe aplicatiile
spectroscopiei de absorbtie atomicd — metoda de acuratete care a impus §i o prelevare
riguroasd a probelor analitice. Etapa de prelevare a probelor s-a desfasurat in cadrul
sectiel “Frigorifer” a S.C. “TIMCAR GRUP” S.A. Timisoara - probe de organe de la
suine si S.C. “AGIL” S.R.L. Timisoara — probe de tesut muscular si organe de la
bovine.

Prelevarea probeélor s-a efectuat de la carcasele si subprodusele rezultate in urma
sacrificarii animalelor (bovine si suine). Aceste probe s-au prelevat din camera de
refrigerare, la o temperatura de 0-4°C.

S-a urmarit selectiv regiuni musculare identice pentru probele de carne: e.g.:
regiunea lombard (muschiul longissimus dorsi), regiunea scapulara (muschiul
deltoideus) si regiunea femulard (muschiul biceps femoris) pentru bovine. De
asemenea, s-au recoltat si probe de organe (ficat, rinichi, cord si limba) pentru probele
vizénd subprodusele de abata;.

Dupa recoltare, probele au fost depuse in eprubete prevazute cu dop, care au fost
numerotate pentru a avea o evidenta riguroasa a acestora. Pana in momentul in care s-a
inceput pregatirea analitica a probelor, acestea au fost pastrate in frigider la temperaturi
de congelare (intre -18 si -20°C).

In “timpul lucrarilor de prelevare a probelor s-a folosit echipament
corespunzdtor, respectiv halat alb, boneta s1 manusi chirurgicale. De asemenea.
recoltarea probelor s-a facut prin utilizarea de ustensile corespunzatoare din punct de
vedere igienico-sanitar,,bisturiu si pense sterilizate. Detasarea anumitor parti anatomice
de la carcasa prin transare s-a realizat in cooperare cu medici veterinari, specialisti in
domeniul tehnologiei carnii. Toate masurile igienico-sanitare s-au luat in vederea
evitdrii contamindrii primare a probelor, precum a produselor depozitate. Pastrarea
probelor nu s-a realizat in ustensile de laborator sau industriale confectionate din metal,
tocmai pentru a nu exista posibilitatea modificarii continutului in elemente metalice a
probelor de analizat, cu riscul unor erori experimentale.

Preleverea probelor s-a facut astfel, deoarece reprezinta etapa primara,
premergatoare determindrii analitice unor elemente metalice din produsele alimentare
de origine animald, céreia trebuie si i se acorde o atentie deosebitd pentru a asigura
acuratetea rezultatelor.
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3.3.2. Pregatirea probelor analitice

Pregatirea analiticd a probelor este operatia care face de fapt legdtura intre etapa
de prelevare a probelor si determinarea concentratiei elementelor metalice.

Probele s-au pregatit in conditit optime, conform metodelor descrise in
capitolele referitoare la metodologia analitica, pentru a permite apoi determinarea prin
spectroscopia de absorbtie atomica a cuantumului in anumite elemente metalice.

Prima operatie de pregatire a probelor consta in decongelarea acestora pana la
temperatura de aproximativ 10 — 15°C. Dupa aceasta operatie preliminara, se
procedeaza la céntarirea probelor la balanta analitica. In acest scop. s-a folosit o balanta
analitica tip “SARTORIUS 2462 — care are o precizie analitica de 0,0001g. Din proba
analitica s-a cntdrit o cantitate de 2,50g.

Fiecare proba a fost transferatd cantitativ intr-un creuzet. Creuzetele au fost
spalate, uscate si racite in exicatoare inainte de utilizare. Proba din creuzet se supune
unei operatii de incinerare pentru distrugerea materiei organice. Se poate parcurge $i 0
etapa de preincinerare (precalcinare) care este premergatoare operatiei de incinerare.
Aceasta se poate realiza pe resou electric sau bec de gaz, pe o sitda de azbest si sub nisa,
deoarece se degaja gaze de combustie. Operatia de precalcinare se poate face si in
calcinator, cidnd proba de analizat se introduce in cuptorul de calcinare rece,
procedandu-se treptat la o incilzire a cuptorului la temperatura de 100 — 150°C, pana
nu se mai degajd gaze de combustie. Dezavantajul acestui procedeu este faptul ca
degajarea de gaze de combustie se face in laborator, cuptorul nefiind asezat sub nisa de
evacuare a gazelor.

Dupa distrugerea materiei organice se poate ridica temperatura cuptorului direct
la 450+25°C sau treptat — prima data la 300°C timp de 2-3 ore si apoi la 450+25°C. In
investigatiile din cadrul acestei lucrari s-a mentinut proba la temperatura de 450+25°C,
temperaturd consideratj “temperatura de calcinare” timp de 30-48 de ore, pand cédnd
cenusa a fost de culoare alb-cenusie, fara puncte negre sau de altd culoare. Dupa o
prealabila racire, eventualele urme organice, rezistente la temperatura de calcinare, se
oxideaza prin tratare cu cateva picaturi de HNO; concentrat, urmata apoi de uscare pe
baie de nisip si apoi recalcinare la 450+25°C timp de 1-2 ore.

in absenta unor rezidii organice proba racita s-a tratat cu cateva picaturi de apa
bidistilata, astfel ca aceasta sd fie complet umectata si apoi cu 1 ml HCI 6n. Reziduul
s-a transformat astfel in cloruri, iar excesul de acid s-a indepartat prin evaporare pe
baie de apd sau baie de nisip moderat incalzita. Operatia de umectare cu apa, tratare cu
HCIl 6n si evaporare la sec s-a mai repetat o data.

Clorurile si acidul fosforic din reziduu se extrag cu volume repetate de cate 5 ml
HCl 0,5n folosindu-se o baghetd de sticla pentru triturare in creuzet si trecerea
cantitativd a solutiei clorhidrice intr-un balon cotat de 50 ml (prin pilnie uscata, fara
filtru). Se spala creuzetul si palnia cu HCI 0,5 n pana cand lichidul din balonul cotat
ajunge aproape la semn. Dupa ricirea solutiei la temperatura camerei, balonul se
completeaza la semn cu HCI 0,5n si se omogenizeaza. Se filtreaza apoi intr-un flacon
din material plastic, perfect uscat prin hartie de filtru de porozitate medie neumectata
(cu diametru de 5,5 cm).

Baloanele cotate cu solutia obtinuta se inchid etans. Daca dozarea prin metoda
SAA nu se face imediat, este necesar ca aceste probe si se pastreze la frigider, iar
inainte de dozare sd fie tinute citeva ore la temperatura camerei si agitate din nou
pentru omogenizare.
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Pentru fiecare serie de determinari se face i 0 proba martor (sau proba oarba). lipsita
de cenusa provenita de l& incinerare, la care se urmareste acelasi caracter analitic de pregatire
a probei si succesiune de operatii ca si in cazul probelor de analizat. Aceasta este utilizata la
trasarea curbei etalon folosita pentru determinarile cantitative efective.

3.3.3. Determinari cantitative

Pentru determinarea cantitativd a unor elemente metalice prevdazute in
protocolul experimental s-a utilizat un spectrofotometru de absorbtie atomica, model
“PYE UNICAM SP. 1900”, cu lampi — avand catod special corespunzator elementelor
care s-au dozat.

in investigatiile efectuate s-a urmarit determinarea cantitativa a unor metale
prezente in organism s$i cunoscute pentru faptul ca intrd in constitutia unor
metaloproteine de naturd enzimatica, a unor bioconstituenti tisulari sau caracterizate
prin rolul de efectori biochimici in procesele ana- si/sau catabolice. Astfel de elemente
metalice, cunoscute si sub numele de bioelemente, urmarite in dozarile noastre au fost
zinc (Zn), cupru (Cu), cobalt (Co) st mangan (Mn).

De asemenea, s-au urmadrit decelarea unor metale cu potential toxicogen
prezente in carne §i organe, ajunse in organism prin procese de translocare, probabil
datorita poludrii nutreturilor, a apei si/sau a mediului in care au crescut animalele.
Prezenta acestor elemente in carne si organe poate f1 insd atribuitd si unor procese
tehnologice din industria alimentard, in cursul cdrora este posibild contaminarea (e.g.:
vase de transport, rastele de stivuire, carlige etc.). Din grupa unor astfel de elemente
considerate “metale cu potential toxicogen” s-au urmarit: plumbul (Pb), cadmiul (Cd),
cromul (Cr) si nichelul (Ni). Cuantumul acestor metale s-a stabilit, de asemenea,
analitic, prin metoda SAA.

in cazul dozarilor prin metoda SAA, citirea valorilor se face urmand o anumita
tehnicad de lucru care trebuie respectatd. Astfel, se deschide aparatul cu cca 30 de
minute inainte de lucru, iar functionalitatea lampilor catodice se verifica cu
aproximativ 15 minute inaintea inceperii masuratorilor. Se regleazad pe rand fiecare
parametru operational pentru a defini punctul de “0” pe scala aparatului. Apoi se
cupleazd compresorul de aer, se deschide robinetul buteliei de acetilena si se aprinde
flacara, aspirdnd din tubul capilar apa bidistilatd si demineralizata. Se regleaza, de
asemenea, pozitia (indltimea) arzotorului pentru a stabili punctul de “0” in raport cu
apa bidistifata i demineralizata. In constinuare se procedeazi la aspirarea succesiva a
solutiel standard, masurand absorbtia pentru fiecare element in parte. Curba etalon se
traseazd pentru fiecare serie de determinari si pentru fiecare etalon.

in vederea trasarii curbei etalon se folosesc o serie de 6 baloane cotate de 50 ml
cu concentratii diferite ale elementului respectiv. Se reprezinta apoi grafic absorbtia in
functie de concentratie.

Concentratia (C) a elementului chimic cercetat, exprimat in mg/Kg sau pg/g
produs (reprezentand ppm), se calculeazi cu ajutorul formulei:

C =M (ng/g)
m

unde: a— valoarea cititd pe curba etalon (in pg);
V — volurhul total al solutiei supuse determinarii (50 mL);
m — masa probei luaté in lucru (in g), in cazul de fata 2,50g.
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Dupa determinarea cantitativi a elementelor metalice mentionate mai sus,
rezultatele se pot prezenta sub forma tabelara.

Datele obtinute se preteazd interpretarii in raport cu sursa de recoltare,
importanta pentru nutritie, aspectele contaminarii, utilitatea biomedicala, posibilul risc
in cazul depistarii unor concentratii crescute peste limitele admise.

3.3.4. Studiul metalelor prezente in muschi si organe

Investigatiile analitice prin metoda spectroscopiei de absorbtie atomicad s-au
efectuat asupra unor probe de muschi si organe prelevate de la doua specii de animale
diferite: suine (porc) si bovine (vita). In acest context. pentru bovine, au existat repere
musculare identice: regiunea lombara (muschiul longissimus dorsi), regiunea scapulara
(muschiul deltoideus) si regiunea femurald (muschiul biceps femoris). De asemenea,
s-au prelevat si analizat cantitativ probe de organe: ficat, rinichi, cord §i limba pentru
bovine, iar pentru suinerdoar rinichi si limba.

Prelevarea de probe s-a realizat de la bovine si suine, investigdndu-se doud
grupe de metale, prima dintre acestea considerate ca biometale (Zn, Cu, Co, Mn), iar
secunda grupa considerate metale cu potential toxicogen (Pb, Ni, Cr, Cd).

Pentru organismul uman este important de stiut cuantumul acestor elemente
metalice in produsele alimentare. Trebuie mentionat faptul ca toate substantele
minerale, chiar si cele esentiale pentru procesele biochimice, pot deveni poluante daca
apar in doze crescute, modificand biodisponibilitatea organismului si relatia doza-efect.
in cazul in care concentratia biometalelor este scazuta pot apare boli carentiale.

Seria de analize efectute pentru decelarea biometalelor din muschi prelevati de
la bovine este prezentata in tabelul 3.1.

Tabel 3.1. Concentratia biometalelor, dozate prin SAA, din muschi prelevati de la

bovine (ug/ g)
Nr Biometale investigate
Specificare rol;e _Zn _Cu _Co _Mn
P X % DS X £ DS X + DS X + DS

m. longisstmus dorsi| 15 17,03 +4,39 0,39+0,14 0,28+0,12 0,09+0,04

m. deltoideus 15 28,96+5,03 0,44+0,09 0,30+0,11 0,08+0,03

m. biceps femoris 15 | 22,54+7,21 0,57+0,24 0,42+0,10 0,11+0,06

Datele analitice obtinute au fost transpuse si sub forma histografica pentru a se
putea observa cu usurintd cuantumul comparativ de biometal, respectiv metal cu
potential toxicogen, din partile anatomice prelevate si supuse apoi prelucrarii analitice.
Astfel, figura 3.1. prezintd histograma cu unele biometale in muschi, din probe
prelevate de la bovine adulte.

Reprezentarea histograficd a fost realizata separat pentru zinc si separat pentru
cupru, cobalt §1 mangan pentru ca ordinul de marime al concentratiilor (pentru zinc zeci
de pg/g, iar pentru cupru, cobalt si mangan subunitati de pg/g) nu permitea
reprezentarea sub forma unei singure histograme.
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Concentratia zincului in muschi
de bovine (ng/g)

@ m.long.dorsi
)
~ 77 Mm.deltoideus

O m.biceps femoris

Zn

Fig. 3.1. Distributia zincului in muschi din diferite zone anatomice la bovine

Conform celor prezentate in histograma din figura 3.1. se poate observa ca
zincul in cazul bovinelor este mai bine reprezentat in muschiul deltoideus din regiunea
scapulard, urmat de muschiul biceps femoris din regiunea femurala i mai apoi de
muschiul longissimus dorsi din regiunea lombara.

Concentratia unor biometale in muschi
de bovine (. g/g)

0,57

067

0,41 M mlong.dorsi

0,11 | W m.deltoideus
0,2

Ombiceps femoris

Fig. 3.2. Distributia unor biometale in diferite zone anatomice (muschi) la bovine

Histograma din figura 3.2. prezintd distributia cuprului, cobaltului si
manganului in muschi de bovine din trei zone anatomice diferite. Astfel se observa ca
dintre cele trei biometale, cuprul este cel mai bine reprezentat, urmat de cobalt si mai
apoi manganul. De asemenea, se poate afirma cid in aproape toate cele trei cazuri
(exceptie face manganul) muschiul biceps femoris este cel mai concentrat in cupru si
cobalt, urmat de muschiul deltoideus si mai apoi mugchiul longissimus dorsi.
Manganul, in cazul de fatd — muschi prelevati de la bovine — este, de asemenea, cel mai
bine reprezantat in muschiul biceps femoris, urmat de muschiul longissimus dorsi si
apoi de muschiul deltoideus.

Un studiu recent a ardtat ca zincul, aldturi de calciu, influenteaza fragezimea
mugschiului (cotlet) de vita la un anumit interval de timp dupa sacrificare prin modificarea
activitatii unor enzime. Astfel, probe de cotlet de vitd, de la animale sacrificate cu 72 de
ore inainte, au fost injectate cu solutii de CaCl, de concentratii diferite (0,0 sau 0,05 sau
0,1 sau 0,2 sau 0,4 M) aldturi de o solutie de ZnCl, 0,5 M sau doar cu solutii de
concentratii diferite de CaCl, si au fost depozitate timp de 15 zile. in urma acestui

92

BUPT



tratament s-a observat ca injectarea de ZnCl, a inhibat profund fragezimea, chiar si
atunci cand muschiul a fost injectat si cu CaCl,. In absenta ZnCl,, dar la injectarea cu
solutii de 0.4 M si 0.4 M CaCl, muschiul a fost cu 32.1 respectiv cu 18,9% mai fraged
decat muschiul netratat cu nici una din cele doud saruri. Micrografiile electronice de
transmisie (transmission electron micrographs) au aratat ca injectarea muschiului cu
CaCl, alaturi de ZnCl,,au produs mai frecvente rupturi si a determinat o imprastiere
laterala miofibrilara. Acest fapt sugereaza ca a fost perturbatd activitatea enzimatica la
nivel miofibrilar st cd degradarea enzimaticd determinata de calciu pare sa fie
mecanismul principal al tenderizarii (Lawrence et al., 2002).

Un factor important al concentratiei unor minerale din muschi si organe la
animale domestice este varsta. Astfel, in functie de varsta animalului existd modificari
importante cu privire la cuantumul de biominerale din sange, dar si la nivel de muschi
sau organe. Acest fapt este cel mai bine observat in cazul fetusilor (Smith et al., 1998).

in ultimile decenii s-au recurs la diverse metode de preparare a produselor
alimentare in vederea obtinerii unor calitati organoleptice si fizico-chimice de exceptie,
dar si cu scop de a permite depozitarea acestor produse pe perioade de timp mai
indelungate cu costuri relative scazute. Astfel s-au obtinut produse de abataj provenite
de la bovine si suine sub forméa de pudra sau pasta care permite o reconstituire rapida
cu pastrarea calitatii produselor initiale (muschi sau organe). Determinarile cantitative
de biometale si metale cu potential toxicogen la muschi de bovina sub forma de pudra
pot oferi date despre continutul unor micronutrienti sau contaminanti.

in continuare se redau unele dintre biometalele analizate din pudra de muschi de
bovind (Cod de catalog N 8414) astfel: zinc — 142 mg / Kg; cupru — 2,84 mg / Kg;
mangan — 0,37 mg / Kg si cobalt — 0,007 mg / Kg (Food and Agriculture — Meat,
Catalogue of Certificate Reference Materials 2000-2001).

Determinarile cantitative de biometale din probe de tip pudra de ficat (Cod de
catalog C 8551) prelevate de la bovine au prezentat urmatoarele concentratii: zinc —
172 mg / Kg; cupru — 17,2 mg / Kg; mangan — 8,32 mg / kg si cobalt 0,100 mg / Kg
(Food and Agriculture — Meat, Catalogue of Certificate Reference Materials 2000-
2001).

Studii referitoare la continutul in unele biominerale a unor produse alimentare
de origine animald (muschi) s-au realizat -si de catre United States Department of
Agriculture (USDA). Astfel, continutul din cotlet de vita a fost pentru calciu
12 mg / 100 g; fosfor 196 mg / 100 g; fier 3,2 mg / 100 g. Determinari similare din
pulpd de vitd au prezentat calciu 11 mg / 100 g; fosfor 195 mg / 100 g; fier
2,9 mg / 100 g (Nutrition — Documenta Geigy, 1973; Handbook of the Nutritional
Contents of Food — United States Department of Agriculture, 1977).

Calitatea subproduselor de carne se afla atat in atentia producatorilor de carne, cét
s1 in atentia managerilor din fermele zootehnice. Din aceste motive se intreprind diverse
experimente care si ducd la obtinerea unor produse animaliere de calitate superioara. in
Danemarca s-a realizat un studiu pe suine la care s-a administrat cupru ca supliment in
furaje in doze de 125 ppm cupru sub forma de CuSQ, + 5 H,0, urmarindu-se obtinerea de
bacon de calitate. Astfel, suplimentarea furajelor cu cupru la un grup de suine cu greutate
cuprinsa intre 20 si 90 Kg a condus la sporirea in greutate a animalelor cu 5%, iar la
grupul de suine cu greutate de 50 — 90 Kg nu s-a observat nici o sporire in greutate. De
asemenea, s-a observat cd animalele la care s-a facut suplimentarea cu cupru au prezentat

un strat de grasime mai mic la nivel de bacon, imbunitatind astfel calitatea carnii
(Madsen si Hansen, 1981).
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Tabelul 3.2. prezinta cuantumul unor biometale (zinc, cupru, cobalt si mangan)
in organe (cord. ficat. rinichi si limba) prelevate de la bovine adulte.

Tabel 3.2. Concentratia biometalelor, dozate prin SAA, din organe prelevate de la

bovine (pug/ g)
N Biometale investigate
Specificare rorl;e _Zn _Cu _Co _Mn
P X DS X + DS X + DS X DS

Cord 19 11.36+4.83 1,37+0.22 0.25+0.09 0.18+0.07
Ficat 22 22,72+7.14 14,28+5,06 0,28+0,12 1,28+0.,42
Rinichi 22 14,04+3.12 2,46+0,93 0.21+0,08 0,55+0.20
Limba 15 3.42+0.93 0,09+0.01 0,03+0,01 urme

Cordul, ficatul si rinichii sunt organele vitale ale oricdrui organism, iar
functionarea acestora si starea de sanatate sunt preocuparea tuturor. Dintre biometalele
analizate zincul este elementul cel mai bine reprezantat, urmat de cupru si mai apoi
cobaltul st manganul. Histograma din figura 3.3. prezinta variatia concentratiei zincului
si cuprului mentionate in tabelul de mai sus.

Concentratia zincului si cuprului in organe

oo de bovina (ug/g)
307
20 W Cord
B Ficat
10 [J Rinichi
0 OLmba

Fig. 3.3. Cuantumul zincului si cuprului in diferite organe de bovine

Se observa detasat ca ficatul este sediul in care sarurile minerale sunt cel mai
bine reprezentate, acest organ este sediul metabolismului lipidelor si are rolul de
detoxifiere a organismului. De asemenea, in ficat se giasesc o serie de enzime, cum ar fi
ceruloplasmina, citocromoxidaza, liziloxidaza, monoaminooxidaza, superoxid-
dismutaza, ascorbicoxidaza, tirozinaza enzime cu functii vitale in organism.

Astfel, concentratia zincului este cea mai mare in ficat (22,72 pg/g), urmati de o
concentrafie mult mai micé in rinichi (14,04 pg/g) si cord (11,36 pg/g), pentru ca in
limbad concentratia zincului sa fie de aproximativ 7 ori mai mici decét in ficat (3,42
ng/g). In cazul cuprului ficatul confine cel mai mare cuantum, iar diferenta dintre
concentratia de cupru din ficat (14,28 pg/g) si rinichi (2,46 pg/g) este de aproximativ 7
ori mai mare. Cuprul in cord (1,37 pg/g) este reprezentat in concentratie apropiatia cu
cea din rinichi, iar in limba concentratia de cupru este foarte mica (0,09 pg/g).
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Un studiu realizat auspra calitatilor nutritive ale produselor animaliere de cétre
Departamentul de Agricultura a Statelor Unite a demonstrat ca exista diferente
semnificative de cuantum al unor biominerale in functic de specie dar si de varsta
(United States Department of Agriculture, 2003). Astfel, din datele referitoare la
cunatumul de zinc. cupru si mangan din organe de animale domestice (mg / 100 g parte
edibila cruda) se poate evidentia: concentratia zincului in rinichi este de 11 la vitel si 6
la vitd: cuantumul de cupru din rinichi este de 0,494 la vitel si 0,469 la vita;
concentratia de mangan din rinichi este de 0,080 la vitel si 0,102 la vita. Datorita
faptului ca rinichiul este organul la nivelul cdruia se excreta efectiv surplusul de
minerale si alte substante aflate in exces se explici buna reprezentare a zincului,
cupurlui si manganului in astfel de concentratii. Ficatul este sediul multiplelor procese
metabolice, este organul responsabil si de detoxifierea organismului si poate din acest
motiv se explicd o concentrare a mai multor biominerale la acest nivel comparativ cu
alte organe vitale (e.g.: cordul). Cuantumul de zinc, cupru si mangan din ficat prelevat
de la animale domestice (mg / 100 g parte edibild cruda) este: pentru zinc — 4,03 la vitel
si 3,92 la vita; pentru cupru — 5,83 la vitel si 3,339 la vitd; iar pentru mangan — 0,077 la
vitel s1 0,264 la vita.

De asemenea, concentratia unor biominerale din cord este, de asemenea, diferita
de ficat si rinichi. Astfel, concentratia unor biominerale din cord prelevat de la bovine
(mg / 100 g parte edibild cruda) este de 1,47 zinc la vitel, 2,38 zinc la vita; 0,340 cupru
la vitel si 0,361 cupru la vita; iar cuantumul manganului din cord este de 0,036 la vitel
si 0,041 la vitd (United States Department of Agriculture, 2003).

Un alt studiu privind cuantumul de biominerale din organe prelevate de la
bovine a aratat ca in cord concentratia a fost: 5 mg / 100 g calciu; 195 mg / 100 g
fosfor; 4,0 mg / 100 g fier; 86 mg / 100 g sodium si 193 mg / 100 g potasiu. Probele de
ficat de bovind au prezentat variatii de concentratiia astfel: 8 mg / 100 g calciu;
352 mg / 100 g fosfor; 6,5 mg / 100 g fier; 136 mg / 100 g sodium s1 281 mg / 100 g
potasiu. De asemenea, determinérile cantitative de biominerale din limba de bovina au
relevant: 8 mg / 100 g calciu; 182 mg / 100 g fosfor; 2,1 mg / 100 g fier; 73 mg /100 g
sodium si 197 mg / 100 g potasiu. Dozérile de biominerale din probe de rinichi de
bovina au prezentat diferente dupd cum urmeaza: 11 mg / 100 g calciu; 219 mg / 100 g
fosfor; 7,4 mg / 100 g fier; 176 mg / 100 g sodium si 225 mg / 100 g potasiu (Nutrition
— Documenta Geigy, 1973; Handbook of the Nutritional Contents of Food — United
States Department of Agriculture, 1977).

in histograma 3.4 se prezintd concentratia cobaltului $i manganului in cord,
ficat, rinichi si limbi din probe prelevate de la bovine.

Concentratia cobalt i mangan in organe
de bovine (ug/g)

1.5, 1,28 :
1 ' 1 B Cord
; B Ficat
0,5/ L
[0 Rinichi
0 ] Limba

Fig. 3.4. Cuantumul cobaltului si manganului in organe de bovine
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Din prezentarea histografica din figura 3.4. se observa ca in ficat, cord si rinichi
cobaltul este prezent in cantitati relativ egale. iar limba este aproape lipsitda de acest
biometal. concentratia de cobalt fiind foarte mica. Fata de cazul celorlalte biometale
prezente in organe prelevate de la bovine adulte, cobaltul este prezent in concentratii
foarte apropiate in ficat (0,28 pg/g) si cord (0,25 pg/g), iar rinichiul are un cuantum
putin mai redus (0,21 pg/g). Se cunoaste faptul céd in ficat se produce o detoxifiere a
organismului si acest organ este sediul unor procese metabolice. Cordul este organul in
care organismul depoziteaza cobaltul si astfel se si explica faptul ca in ficat s1 cord
concentratia de cobalt este foarte apropiatid. Cobaltul in limba insumeazda — in cazul
determinarilor din aceasta lucrare — doar 0.03 pg/g).

Manganul este bine reprezentat in ficat (1,28 pg/g), urmat de o concentratie mai
mica in rinichi (0,55 pg/g) si foarte mica in cord (0,18 pg/g), pentru ca in limba
concentratia de mangan sa fie foarte mica — nedecelabila in solutia de analizat.

Pentru a se putea observa relatia dintre concentratia unor metale in diverse organe
se are in vedere si varsta. Astfel. un studiu realizat in Norvegia a urmadrit concentratia de
zinc din pancreas si ficat la bovine cu véarsta sub 3 ani si peste 3 ani, in cazul unor diete cu
concentratii adecvate de zinc. Cuantumul de zinc la bovinele sub 3 ani a fost 28 pg / g tesut
umed in pancreas si 36 g/ g tesut umed in ficat. Animalele mai invéarsta (peste 3 ani) au
avut concentratii de zinc.usor mat crescute comparativ cu cele mai tinere, respectiv 31 pg/
g in pancreas si 37 pg/ g in ficat (tesut umed) — Norheim si Bjorland, 1981.

in Suedia s-au facut determinari analitice cu privire la cuantumul de vanadiu din
ficat de bovine. Astfel, concentratia medie a vanadiului din ficat a fost de 0,005 mg /
Kg ficat (greutate umeda). In unele zone din Suedia s-au facut fertilizari cu compusi ai
vanadiului, iar bovinele crescute in acele zone au prezentat o concentratie medie de
vanadiu de 0,008 mg / Kg ficat (greutate umeda). Unele probe de ficat de bovina din
aceste zone fertilizate cu vanadiu au avut concentratii de 0,019 mg vanadiu / Kg ficat —
greutate umedad — care a fost ulterior stabilita ca “Highest Swedish Reference Value”
(Frank si Galgan, 1995).

Tabelul urmaétor (tabel 3.3.) prezinta cuantumul unor metale considerate ca
avand potentia toxicogen — plumb, nichel, crom si cadmiu — din probe de muschi
prelevate de la bovine.

Tabel 3.3. Concentratia unor metale cu potential toxicogen, dozate prin SAA, din
muschi prelevati de la bovine (pg/ g)
!

N Metale cu potential toxicogen investigate
Specificare obe| _Pb Ni _Cr ~Cd
P X + DS X+DS | X+DS | X=+DS
m. longissimus dorsi 9 0,64+0,35 0,47+0,25 | 0,05+0,03 urme
m. deltoideus 9 0,98+0,71 0,79+0,58 | 0,01+0,01 urme
m. biceps femoris 10 0,81+0,52 0,49+0,21 | 0,13+0,10 urme

Datele prezentate in tabelul anterior sunt reprezentate histografic si in figura 3.5.
unde sunt redate valorile plumbului si nichelului analizate prin spectroscopia de absorbtie

atomica.
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Concentratia plumbului si niche lului in
muschi de bovine (.1 g/g)

Emlong.dorsi
B mdeltoideus

Ombiceps femoris

Pb Ni

Fig. 3.5. Distributia plumbului si nichelului in mugchi proveniti din
diverse zone anatomice de la bovine

Cuantumul metalelor cu potential toxicogen in mediu si alimente sunt reglementate
st in Romania, iar prezenta acestora in produsele alimentare este controlatd cu strictete,
existdind limite maxime admise pentru fiecare categorie de produs. Astfel, conform
histogramei prezentate mai sus se observd ca plumbul este prezent in toate probele de
muschi prelevate de la bovine, iar cea mai mare concenratie de plumb se afla in
muschiul deltoideus (0,98 pg/g), urmata de muschiul biceps femoris (0,81 pg/g) st cel
mai putin in muschiul longissimus dorsi (0,64 pg/g).

Nichelul este mai putin concentrat in muschii analizati prelevati de la bovine,
lar variatia este aceeasi ca si in cazul plumbului. Astfel, cea mai mare concentratie de
nichel fiind in muschiul deltoideus (0,79 pg/g), urmatd de muschiul biceps femoris
(0,49 ug/g) si cu aproape aceeasi concentratie muschiul longissimus dorsi (0,47 pg/g).

In figura 3-6 se prezinti cuantumul cromului si al cadmiului in diversi muschi
de bovine, probe care au fost analizate prin spectroscopia de absorbtie atomica.

Concentratia cromului §i cadmiului in
muschi de bovini (. g/g)

0,15,
0,1 B mlong.dorsi
0,05 B m.deltoideus
O m.biceps femoris
0

Cr Cd

Fig. 3.6. Distributia cromului si cadmiului in muschi preveniti din
diverse zone anatomice de la bovine

in ceea ce priveste distributia cromului din muschii de bovina analizati se poate
spune cd acesta este foarte putin reprezentat, fiind prezent in concentratie de 0,13 pg/g
in mugchiul biceps femoris, urmat de 0,05 pg/g in muschiul longissimus dorsi si
0,01 pg/g in muschiul deltoideus.
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Cadmiul. conform atelor obtinute in urma analizelor prin spectroscopie de
absorbtie atomica, in toate probele de muschi prelevate de la bovine adulte nu s-a putut
determina, fiind absent sau in cantitate care nu a putut sa fie decelata in solutia de
analizat.

in tabelul 3.4., prezentat in cele ce urmeaza, este redata distributia unor metale
cu potential toxicogen in cord, ficat, rinichi si limba, probe recoltate de la bovine.

Tabel 3.4. Concentratia metalelor cu potential toxicogen, dozate prin SAA, din
organe prelevate de la bovine (ug / g)

N Metale cu potential toxicogen investigate
Specificare rorl;e _Pb _ Ni _Cr _Cd
P X DS X = DS X DS X £ DS
Cord 19 0,32+0,06 0,31+0,08 0,01+0,01 urme
Ficat 22 0,81+0.13 0,50+0,17 0,03+0,01 urme
Rinichi 22 1,94+0,51 0,39+0.08 0,04+0,02 0.17+0,07
Limba 12 0,21+0,05 0.02+0,01 0,02+0,01 urme

Cu privire la prezenta unor metale cu potential toxicogen din pudrda de muschi
de bovina (Cod de catalog N 8414), cuantumul acestora este: plumb — 0,38 mg / Kg;
nichel — 0,05 mg / Kg; crom — 0.071 mg / Kg si cadmiu — 0,013 mg / Kg (Food and
Agriculture — Meat, Catalogue of Certificate Reference Materials 2000-2001).

Pentru a se putea observa mai usor variatia acestor metale in figura 3.7 se
prezintd histograma cu distributia plumbului si a nichelului in cateva organe de
recoltate de la bovine adulte.

Concentratia plumbului §i nichelului in
organe de bovine (. g/g)

W Cord
M Ficat
O Rinichi
0O Limba

Fig. 3.7. Variatia cuantumului plumbului si nichelului in organe
prelevate de la bovine

Dintre organele supuse analizelor cantitative, se observa ca plumbul se gaseste
in cantitdfile cele mai mari in rinichi (1,94 pg/g), urmat de ficat (0,81 pg/g), limba
(0,32 ng/g) si cord (0,21 upg/g). Cu privire la cuantumul nichelului din organele
analizate se observa ci ficatul are cele mai mari depozite (0,50 pg/g), urmat de rinichi
(0,39 ug/g) si cord (0,31 pg/g) si in cantitdti foarte mici in limba (0,02 pg/g). O
explicatie a acestui fapt poate fi legata de rolul ficatului — care este organul cu rol de
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detoxifiere a organismului, iar rinichiul fiind o cale de eliminare a substantelor toxice
din organism (prin urind), deci concentratia mai mare de metale in aceste organe este
motivata.

In figura care urmeaza (fig. 3-8) se prezinti histograma cu cuantumul cromului
si cadmiului din cateva organe prelevate de la bovine si analizate prin SAA.

Concentratia cromului si cadmiului in
organe de bovine (pg/g)

0.2
0,15 B Cord
0.1 B Ficat
0,05 ORinichi
0 OLimba

Fig. 3.8. Variatia cromului $i cadmiului in unele organe de bovine

Cromul si cadmiul sunt regasite in cantitdfi foarte mici in organele analizate,
cromul fiind mai concentrat in rinichi (0,04 pg/g ) si ficat de bovine (0,03 pg/g) si doar
de 0,02 pg/g in limba si 0,01 pg/g in cord. Cu privire la concenratia cadmiului din
organe se poate spune ci acesta are o concentratie de 0,17 pg/g in rinichii de bovine
analizati si in cord, ficat si limba nu este prezent sau concentratia este foarte mica si
astfel nu a putut sa fie decelaté in conditiile experimentale alese.

Dintre metalele cu potential toxicogen determinate din probe de tip pudra de
ficat (Cod de catalog C 8551) recoltate de la bovine se mentioneazi: plumb —
0,54 mg/Kg; crom — 0,20 mg / Kg si cadmiu — 0,067 mg / Kg. Concentratia nichelului
nu a fost redatd deoarece datele analitice obtinute nu au fost certificate (Food and
Agriculture — Meat, Catalogue of Certificate Reference Materials 2000-2001).

Pe anumite zone din Suedia s-au facut fertiliziri cu compusi ai vanadiului.
Bovinele crescute in acele zone au prezentat o concentratie medie de vanadiu de
0,008mg/Kg ficat (in greutate umeda). Cele mai mari concentratii de vanadiu in ficat de
bovina in zonele fertilizate cu vanadiu au fost de 0,019 mg vanadiu / Kg ficat — greutate
umeda, aceasta fiind numita ulterior “The Highest Swedish Reference Value” (Frank si
Galgan, 1995).

Asigurarea unei diete corespunzitoare si chiar suplimentarea dietei cu minerale
st vitamine la animale domestice ar efecte directe asupra calitatii produselor de abataj.
Astfel, eliminarea din dieta suinelor a vitaminelor si a sirurilor minerale pe o perioada
de 6 — 12 sdptamani a condos la depresia cuantumului de vitamina E din muschiul
longissimus dorsi cu 75 — 77%. De asemenea, s-a observat o scadere a concentratiei de
zinc in musgchiul longissimus dorsi la suinele care au avut in dietd suplimente
alimentare de vitamine si minerale, comparative cu suinele la care nu s-au administrat
suplimente alimentare (Edmonds si Arentson, 2001).

Concentratia unor biometale din probe de pudra de muschi de suine (Cod de
catalog C 8552) variazi astfel: zinc- 94,2 mg / Kg; cupru — 3,88 mg / Kg; mangan —
0,48 mg / Kg; iar cobalt — 0,03 mg / Kg (Food and Agriculture — Meat, Catalogue of
Certificate Reference Materials 2000-2001).

Cuantumul unor metalele cu potential toxicogen analizate din pudra de
muschi de suine (Cod de catalog C 8552) variaza astfel: plumb — 0,20 mg / Kg; crom —

99

BUPT



0.39 mg / Kg. In cazul de fata determinarile cantitative de nichel si cadmiu nu au fost
certificate si din acest motiv nu au fost publicate (Food and Agriculture — Meat.
Catalogue of Certificate Reference Materials 2000-2001).

In Cehoslovacia s-au facut studii privind continutul de cadmiu in diverse tesuturi
prelevate de la bovine dupa o prealabild administrare de suplimente alimentare cu cadmiu.
Astfel. o dieta obisnuita pentru bovine contine in medie cca. 0.07 — 0,08 mg / Kg cadmiu,
iar suplimentarea cu cadmiu s-a facut prin administrarea a 100 g / zi de furaje cu continut
de 0.20 — 0.67 mg / Kg cadmiu. Analiza cantitativa a confinutului de cadmiu din tesuturi a
demonstrat ca suplimentarea nutritionald cu cadmiu nu modificad semnificativ cuntumul de
cadmiu din rinichi, ficat, splina, oase, muschi comparativ cu probele recoltate de la bovine
care nu au avut furaje suplimentate cu cadmiu. Concentratia de cadmiu determinata din
probe prelevate de la bovine care au avut furaje suplimentate cu cadmiu a fost: 0,40 mg /
Kg in rinichi. 0,12 mg / Kg in ficat, 0,010 mg / Kg in splina, 0,004 mg / Kg in muschi si
0,021 mg / Kg in oase (Simek et al., 2000).

Studii de specialitate realizate de cercetatori din sudul Germaniei au demonstrat ca
existd diferente cu privire la continutul in metale cu potential toxicogen la probele de
muschi si organe prelevate de la suinele domestice comparativ cu cele salbatice. Datele
analitice au dovedit cd la suinele silbatice cuantumul de cadmiu a fost mai mare
comparativ cu suinele domestice, in cazul tuturor tesuturile investigate. In general,
concentratia cadmiului din probele de muschi prelevate de la suine domestice si salbatice a
fost aproape in toate cazurile foarte mic (20 pg / Kg tesut umed) si nu s-a depasit limita
maxima admisa pentru cadmiu in nici una din probele analizate (Hecht, 1987).

in Germania s-au facut determinari cantitative de plumb si cadmiu din probe de
rinichi recoltate de la bovine. Astfel, s-a constatat ca la bovine probele de rinichi care
prezentau concentratii dé plumb care depaseau cu mult limitele maxim admise au prezentat
si concentratii ridicate de cadmiu (Steindl, et al., 1987).

Cercetérile experimentale incearca si realizeze diverse corelatii intre poluarea
dintr-o anumitd zonda geografica si continutul in unele metale la specii de animale diferite.
Astfel, un studiu realizat in USA a urmairit cuantumul de crom din ficat, rinichi si sange
prelevat de la bovine care au pisunat intr-o zona in care existau deseuri sub forma de
uleiuri deversate necontrolat. Concentratia de crom in ficat a fost de 1,83 ppm, in rinichi
2,97 ppm si in sange 0,022 ppm. in studiul respectiv s-au inregistrat mai multe pierderi de
animale, astfel ca 1 din 10 bovine au fost gasite moarte in zona contaminati cu uleiuri. La
aceste animale s-a facut necropsia si s-a determinat concentratia de crom din rinichi,
aceasta fiind 15,8 ppm. Rezultatele acestui studiu demonstreaza inca o data ca poluarea si
caracteristicile mediului ambiant influenteaza direct calitatea vietii atat pentru om, cét si
pentru plante si animale (Kerr si Edwards, 1981).

Poluarea unor zone geografice duce implicit la contaminarea solului, apei,
plantelor si a animalelor, dar §i a populatiei din mediu respectiv. Astfel, s-au facut studii
experimentale referitoare la dozarea unor biometale si metale cu potential toxicogen din
muschi, oase, ficat si rinichi de bovine. Animalele de la care s-au prelevat probe de
muschi, oase si organe au fost crescute intr-o zond poluatd cu deseuri municipale
(Marrakech City — Morocco). Rezultatele analitice au demonstrat ci probele au fost
contaminate cu metale cu potential toxicogen, in special cu cadmiu. Cuantumul ridicat de
cadmiu se pare cd a contribuit la reducerea concentratiei de zinc si cupru din organe,
respectiv din ficat si rinichi. Concentratia madie din rinichi a fost de 89 pg zinc / g tesut,
33 pg cupru / g tesut si 10,3 pg cadmiu / g tesut; iar din ficat a fost de 126 pg zinc / g
tesut, 112 pug cupru/ g tesut si 5,1 pg cadmiu / g tesut (Sedki et al., 2003).

Pentru acest studiu s-a avut in vedere si determinarea concentratiei unor
bioelemente metalice §i unor metale cu potential toxicogen din doua organe prelevate
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de la suine (porcine). Astfel. dintre biometale s-a determinat cuantumul zincului,
cuprului. cobaltului i manganului, iar dintre metale cu potential toxicogen s-a
determinat concentratia plumbului, nichelului, cromului si cadmiului.

in tabelul 3.5. sunt prezentate concentratiile biometalelor prezente in rinichi i
limba, organe prelevate de la suine.

Tabel 3.5. Concentratia biometalelor, dozate prin SAA, din organe prelevate de la

suine (ug/g)
N Biometale investigate
Specificare rort.)e _Zn _Cu _Co _Mn
P X £ DS X £ DS X £ DS X £ DS
Rinichi 24 3,54+1,23 0,41+0,08 0,03+0,01 0,09+0.03
Limba 14 3,18+0,51 0,11+0,02 0,02+0,01 urme

Figura 3.9. prezinta histogramele cu distributia zincului, cuprului, cobaltului si
manganului in rinichi si limba de porc, probe analizate prin spectroscopia de absorbtie
atomica.

Concentratia zincului in organe

_ desuine (ug/g)
3,54

IithHi
OLimba

Fig. 3.9. Variatia concentratiei zincului in unele organe de suine

Prezentarea histografica din figura 3.9. arata o distributie de 3,54 pg/g zinc in
rinichi de porc fata de 14,04 ug/g in rinichi de vita si 3,18 pg/g in limba de porc fata de
3,42 pg/g in limba de vitd. Se observa foarte usor cé in rinichii recoltati de la bovine
concentratia de zinc este mult mai mare decét in acelasi organ prelevat de la porc.

Departamentul de Agriculturd a Statelor Unite (United States Department of
Agriculture — USDA) a realizat un studiu privind aspectele nutritive ale produselor de
origine animala mentiondnd ca exista diferente semnificative in ceea ce priveste
cuantumul unor biominerale in functie de specie dar si de varstad. Rinichiul prezinta
importanta fiziologicd — prin functia de excretie pe care o are si nutritionald — prin
aportul de nutrienti. Din datele referitoare la cunatumul de zinc, cupru si mangan din
rinichi de animale domestice (mg / 100 g parte edibila crudi) se poate evidentia:
concentratia zincului este de 9 la porc si 13 la miel; cuantumul de cupru din rinichi este
de 0,622 la porc si 0,446 la miel; concentratia de mangan din rinichi este de 0,123 la
porc si 0,118 la miel. Ficatul este sediul diverselor proceselor de biosintezd si
biodegradare, avand totodata si rol de detoxifiere a organismului. Cuantumul de zinc,
cupru si mangan din ficat prelevat de la animale domestice (mg / 100 g parte edibila
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cruda) este: pentru zinc — 5.76 la porc si 4,66 la miel; pentru cupru — 0,677 la porc si
6.979 la miel; iar pentru mangan —0,344 la porc si 0,184 la miel. Cordul contine relativ
mai putine substante minerale comparativ cu ficatul si rinichiul. Astfel, concentratia
unor biominerale din cord prelevat de la suine si ovine (mg / 100 g parte edibila cruda)
este de 2.8 zinc la porc si 1,87 zinc la miel; 0,408 cupru la porc si 0,397 cupru la miel;
iar cuantumul manganului din cord este de 0,063 la porc si 0,046 la miel (United States
Department of Agriculture, 2003).

In figura 3.10 se prezinta cuantumul cuprului, cobaltului si manganului in
rinichi si limba de porc analizate prin SAA.

Concentratia unor biometale in
__. organe de suine (i g/g)

Fig. 3.10. Concentratia unor biometale in organe prelevate de la suine

Dintre cele trei biominerale analizate se observa ca cea mai mare concentratie o are
cuprul. Astfel, concentratia cuprului din rinichi prelevati de la suine (0,41 pg/g) este mult
mai mare decat in limba prelevata de la suine (0,11 pg/g). Concentratia din rinichii de porc
este mult mai mica comparativ cu concentratia cuprului din rinichii de vita (0,41 pg/g fata
de 2,46 pg/g in ninichi de vitd). Variatia concentratiei din limba de porc §i vitd este foarte
putin variabila (0,11 pg/g in lima de porc si 0,09 ug/g in limba de vita).

Cobaltul este mai putin reprezentat in probele de rinichi prelevate de la suine
(0,03 ug/g) comparativ cu cele prelevate de la bovine (0,21 pg/g). in ceea ce priveste
concentratia cobaltului din probele de limba provenite de la suine (0,02 pg/g) aceasta
este usor mai micd comparativ cu cea din probele de limba prelevata de bovine
(0,03 ng/g).

Manganul nu este prezent in probele de limba prelevate de la suine §i bovine sau
a avut concentratii extrem mici care nu au putut fi decelate in conditiile experimentale
din studiul de fatd. Concentratia manganului din rinichii prelevati de la suine
(0,09 pg/g) este aproximativ 6 ori mai mica decat in rinichii prelevati de la bovine
(0,55 pg/g).

Diverse studii privind calitatea alimentelor au urmarit distributia cantitativa a
unor biominerale din produse alimentare de origine animald si anume din cotlet de
porc. Astfel, determindrile cantitative au aratat ca in probe reprezentind cotlet de porc
variatia concentratia unor biominerale este: 8 mg / 100 g calciu; 161 mg / 100 g fosfor
si 2,2 mg / 100 g fier (Nutrition — Documenta Geigy, 1973; Handbook of the
Nutritional Contents of Food — United States Department of Agriculture, 1977).

Determindrile analitice referitoare la concentratia de cupru din probe de ficat
prelevate de la suine domestice au dovedit cd aceasta a fost mult mai mare comparativ cu
cuantumul cuprului din ficat de suine salbatice. Concentratia de cupru din rinichi a fost mai
mare la suinele silbatice decét la cele domestice (Hecht, 1987).
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Pentru determindrile de unele biometale prezente in ficat si rinichi de suine s-au
avut in vedere concentratia zincului, cuprului, manganului si cobaltului. Varnatia
cuantumului biometalelor studiate pentru ficat (sub forma de pastd — Cod de catalog B
7112) st rinichi (sub forma de pudra — Cod de catalog B 186) se prezinta astfel: zinc -
43.0 mg / Kg in ficat, respectiv 128 mg / Kg in rinichi; cupru — 117 mg / Kg, respectiv
31,9 mg / Kg; mangan — 3,04 mg / Kg, respectiv 8,5 mg / Kg; iar cobalt — 0,061 mg /
Kg in ficat (Food and Agriculture — Meat, Catalogue of Certificate Reference Materials
2000-2001).

Un studiu realizat pe tineret suin cu varsti cuprinsa intre 3 zile §i 6 sdptimani a constat
in administrarea de furaje pe baza de porumb si soia suplimentate cu 5000 ppm Zn sub forma
de ZnO, iar la urmitoarele doud diete s-a administrat lapte suplimentat cu 0,5 ppm Cu,
respectiv 10 ppm Cu. Suinele la care nu s-au administrat suplimente cu cupru au prezentat
carentd de cupru, manifestatd prin reducerea greutitii corporale, scaderea hemoglobinei si a
cuprului seric, ceruloplasmina sericd a fost nedetectabild, reducerea activititii citocrom-C-
oxidazei la nivel de cord si ficat, precum si scidderea cuantumului de cupru §i zinc in diferite
organe dupa 14-35 zile de la inceperea experimentului (Hill et al., 1982).

in continuare tabelul 3.6. prezinta distributia plumbului, nichelului, cromului si
cadmiului in probe de organe prelevate de la suine.

Tabel 3.6. Concentratia metalelor cu potential toxicogen, dozate prin SAA, din
organe prelevate de la suine (ug/ g)

N Metale cu potential toxicogen investigate
Specificare rort;e _Pb _Ni _Cr _Cd
P X + DS X DS X DS X DS
Rinichi 24 0,48+0,09 0,03+0,01 0,10+0,03 urme
Limba 14 0,18+0,02 0,02+0,01 0,06+0,02 urme

Datele prezentate in tabelul de mai sus sunt reprezentate si sub forma unor
histograme. Concentratia de plumb, nichel si crom este relativ mica, fiind subunitara, in
toate organele studiate, iar concentratia cadmiului nu a putut fi decelatd analitic. Aceste
fapt poate fi explicat fie printr-un cuantum foarte redus — in urme — fie prin absenta
acestuia. Astfel figura 3.11. aratd cuantumul plumbului in cele doud organe de porc
analizate.

Concentratia plumbului in organe
de suine (u g/g)

B Rinichi
B Limb3

Fig. 3.11. Cuantumul plumbului in unele probe de muschi de porc
determinate prin SAA
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Conform datelor prezentate se observa ca rinichiul contine cantita{i mai mari de
plumb decét limba de porc. Acest fapt este explicabil deoarece rinichiul este organul care
prin urind elimina o serie de substante cu potential toxicogen pentru organism.

Figura care urmeaza (fig. 3.12) prezinta variatia unor metale cu potential toxicogen,
de asemenea in rinichi §i limba prelevate de la suine si determinate prin SAA.

Datele prezentate in figurd demonstreaza cd dintre metalele cu potential
toxicogen nichelul si cromul s-au concentrat mai mult in probele de rinichi prelevate de
la suine. In ceea ce priveste cadmiul, acesta nu a fost prezent in probele analizate sau a
fost prezent in cantitati extrem de mici (nedecelabile in solutia de analizat in conditiile
experimentale date).

Concentratia de nichel, crom si cadmiu in
organe de suine (ug/g)
0 La :

0.1

0,051 € B Rinichi

B Lmba

Fig. 3.12. Distributia nichelului, cromului $i cadmiului
in rinichi s1 limba prelevate de la suine

in probele de ficat si rinichi prelevate de la suine s-au decelat si unele metale cu
potential toxicogen, dintre care amintim plumb, nichel, crom si cadmiu. Variatia
concentratiei metalelor cu potential toxicogen in probele de ficat (sub forma de pasta -
Cod de catalog B 7112) si rinichi (sub forma de pudra — Cod de catalog B 186) de suine
este redata astfel: plumb — 0,1 mg / Kg in ficat, respectiv 0,306 mg / Kg in rinichi;
nichel — 0,420 mg / Kg in rinichi, crom — intre 0,058 si 0,142 mg / Kg in rinichi si
cadmiu — 0,25 mg / Kg in ficat, respective 2,710 mg / Kg in rinichi (Food and
Agriculture — Meat, Catalogue of Certificate Reference Materials 2000-2001).

Cercetari realizate in Germania au demonstrat ca si continutul de cadmiu din
organele suinelor ingrasate in exces depinde de varstd si este mai ridicat in ficat, si in
special in rinichi. Determinarile analitice din probele de ficat prelevate de la suinele
domestice au depasit rareori limitele maxime admise pentru cadmiu de 0,5 mg / Kg tesut
umed. Investigatiile analitice cu privire la concentratia de cadmiu din probele de rinichi de
la suinele domestice au depasit in majoritatea cazurilor limitele maxime admise de
1 mg / Kg tesut umed. Cu privire la continutul de cadmiu din ficat s-a demonstrat ca 20%
din probele analizate au depasit limitele maxime admise (0,5 mg / Kg tesut umed), iar
concentratia de cadmiu din probele de rinichi au depasit cu mult limitele maxime admise
(1 mg / Kg tesut umed) in toate cazurile investigate la probele prelevate de la suine
sdlbatice (Hecht, 1987).

Problema legatd de distributia unor biometale si metale cu potential toxicogen in
carne si organe la animale domestice (bovine §i suine) a fost una dintre preocuparile
grupului de lucru de la disciplina de Biochimie alimentara — Nutritie umana din cadrul
Facultitii de Tehnologia Produselor Agroalimentare Timisoara. Acest grup de lucru este
condus si in prezent de Prof. Dr. Garban Zeno si a abordat aspecte legate de relatia dintre
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distributia metalelor si alimente si nutritia umana (Garban et al., 1995a; Garban et al.,
1995b: Daranyi et al., 1996; Garban et al., 1999).

Rezultatele analtice obtinute relevd cuantumul acestor metale in probele
analizate. Cercetarile intreprinse au drept scop evaluarea cuantumului metalelor in
tesutul muscular, in organe si in deosebi a diferentelor de concentratie. Astfel de
cercetari se intreprind pe produse alimentare de origine animala, dar si pe modele
experimentale. Se folosesc ,modele” concepute pe animale de laborator pentru a
observa retentia sau acumularea in organe si adesea efectele sinergice sau antagonice.
De asemenea, studii de acest fel, se coreleaza cu dezvoltarea industriala si cerintele
corespunzatoare standardelor mondiale, precum si prevederile din “Codex
Alimentarius”, WHO si FAO au impus extinderea cercetarilor in acest domeniu.

Intre preocuparile privind elementele metalice din alimente se mentioneaza si un
studiu de sinteza efectuat in cadrul activitétii de cercetare la disciplina privind continutul
metalic din diversi aditivi alimentari (Garban et al., 1993).

Asa cum se poate observa din datele prezentate in acest capitol, alaturi de
biometalele analizate s-au studiat §i citeva metale cu potential toxicogen. Acestea pot
produce perturbarea diverselor procese metabolice, dar si leziuni ale unor organe cu rol
vital pentru organismul uman (ficat, rinichi, cord) de interes atat pentru studiile noastre,
dar mai ales pentru organizatiile care au in vedere cercetarile din institutele de sanatate
publica si protectia consumatorilor.

105

BUPT



4. CERCETARI ASUPRA TRANSLOCARII UNOR
OLIGOELEMENTE METALICE LA
ANIMALE DE LABORATOR

4.1. Instituirea unui model experimental

In domeniul cercetarii stiintifice fundamentale si aplicative, interesand
biochimia. fiziologia. nutritia. farmacologia, toxicologia. etc. se folosesc frecvent
modele experimentale concepute pe animalele de laborator. Astfel in investigarea
actiunii diverselor substante preconizate spre a f1 utilizate ca aditivi alimentari, produse
farmaceutice, sau in ¢ombaterea bolilor si ddunatorilor la plantele de culturd se
utilizeaza modele animale. Pe astfel de modele se efectueaza cercetéri experimentale cu
durata limitata, dar si unele experimente care urmaresc efectele in timp vizand efecte
genetice / mutagene, teratogene etc.). Utilizarea animalelor de laborator in sfera
cercetarii a stat la baza dezvoltdrii stiintifice a multor domenii de varf, deosebit de
importante pentru explicarea multor aspecte din domeniul medical, precum si al
nutritiei, farmacologiei, toxicologieie, agrobiologiei etc.

Un prim studiu privind instituirea unui model animal realizat in cadrul grupului de
lucru din care fac parte a fost initiat inca din anul 1999. Astfel, s-au pus bazele conditiilor
de pregitire a animalelor de experienta si s-a stabilit specificul metodologiei experimentale
utilizate in vederea cercetarii efectelor consecutive translocarii de oligoelemente metalice
(Vincu et al., 1999a).

Pentru cercetarea translocarii unor oligoelemente metalice la animale de laborator,
si in acest caz, s-a institutit un model experimental. Acest model a cuprins sobolani linia
Wistar, la care s-a urmdrit cu precddere caracteristicile morofofiziologice pentru a putea
obtine grupuri experimentale cidt mai asemadnatoare. S-a ales ca specie de animale —
sobolanul pentru ca se considerd cad are caracteristici morfofiziologice aseménétoare cu
specia umana. In general, rezultatele experimentale intreprinse pe sobolani (e.g.: linia
Wistar) pot fi extrapolate cu success §i la om. Studiul privind translocarea unor
oligoelemente metalice se refera la “trecerea” acestora din apa sau alimente prin ingestie in
organismul animalelor de experinetd. Pentru a avea un control cat mai exact al cantitatii de
oligoelement metalic administrat s-a recurs la o cale de administrare orald §i anume
administrarea prin gavaj. Astfel s-a imitat patrunderea oligoelementului pe calea digestiva
in mod natural, respectov odata cu ingestia alimentului sau odata cu apa.

4.1.1. Conditii de pregdtire a animalelor de experientd

Cercetarea experimentald recurge tot mai mult la diverse animale de laborator
care pot sa ofere o analogie a mecanismelor de actiune si a efectelor produse de diverse
substante testate. Aceste cercetari ofera date deosebit de valoroase pentru domenii cum
ar fi: fiziologia, biochipia alimentara si biochimia medicala, nutritia umana, biologia
moleculard, toxicologie, farmacologie si fiziopatologie etc.

Pornind de la tema propusa, pentru acest studiu se alege si specia de animale pe
care se va efectua experimentul. De asemenea, se vor avea in vedere mai multe criterii
legate de animal in funcfie de complexitatea experimentului. Specia animalului, rasa,
greutatea corporala, sexul, vérsta, starea fiziologica sunt doar céteva criterii legate de
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animal. dar alaturi de acestea se adauga si date referitoare la substantele testate. in acest
caz daca se doreste ca administrarea substantelor testate sa se faca prin proceduri speciale
se va avea in vedere specia de animale care se preteaza unor astfel de studii. De
asemenea. daca in final se doreste recoltarea anumitor {esuturi sau chiar probe de sange
se vor lua in studiu animale cu greutate corporala potrivitd pentru astfel de cercetari.

Oportunitatea pe care o prezintd biologia experimentald — aplicatd in medicina
(umana si veterinara), in farmacologie, nutritie, toxicologie etc. — a facut ca aceast
domeniu si utilizeze animale de laborator in testare unor substante si cercetare. Acest fapt
a determinat dezvoltarea unei adevarate industrii de crestere si ameliorare a animalelor
pentru experimente, avand ca scop final obtinerea unor specii si linii cat mai adecvate.

Initial in desfasurarea unor experimente s-au folosit animale productive — care
cresc obisnuit in ferme zootehnice (i.e.: cabaline, bovine, ovine, porcine $i chiar pasari
de curte). Aceste experimente au prezentat multe incoveninte, astfel ca s-a renuntat si
s-a incercat utilizarea in laboratoarele de cercetare a cainilor si pisicilor. Aceastd idee
insd a determinat asociatiile pentru protectia animalelor — care considera aceste specii
ca fiind animale excelente de agrement. insotire si paza — sa “lupte”, mai mult s1 chiar
sd obtind legi pentru protejarea acestor specii.

Astfel, in aceste conditii laboratoarele de cercetare si cercetatorii au incercat
utilizarea prioritara a rezatoarelor (soareci, sobolani etc.), alaturi de carnasiere (dihor)
ca animale de laborator. Cele mai des intalnite animale in scopul cercetarii sunt:
soarecele, sobolanul, cobaiul, hamsterul, iepurele, broasca si gerbilul.

Cresterea in biobaza trebuie sa asigure un cadru cit mai bun prin asigurarea unor
conditii optime de microclimat (temperaturd, umiditate, ventilatie, lumina, zgomot) astfel
incdt animalele supuse experimentelor sa fie in perfectd stare de sanatate si sa faca parte
din specii si linii cu anumite performante biologice — Ciudin si Marinescu, 1996. Foarte
importante sunt conditiile de microclimat, care pot influenta foarte mult rezultatele
obtinute si pot conduce la date eronate despre studiul propus a fi realizat.

Un alt aspect esential ar fi alimentatia animalelor utilizate in studiile
experimentale care se stabileste diferit in baza normelor si standardelor in vigoare.
Astfel, alimentatia este specifica fiecarei specii, varste si fiecadrei categorii de animale.
Ratia alimentard a oricarui animal va avea in vedere necesarul de glucide, proteine
(aminoacizi esentiali), lipide, saruri minerale, vitamine si fibre alimentare care de
asemenea este caracteristica fiecarei specii de animale (Simionovici et al., 1982).

Reproducerea animalelor in scopul folosirii ulterioare a acestora pentru diverse
experimente are in vedére ameliorarea unor rase de animale sau obtinerea unor linii de
animale cu caracteristici specifice. Tehnicile care se aplica sunt diverse, dar cele mai
utilizate sunt metoda incrucisarii interrasiale $i metoda incrucisdrii intrarasiale
(Bernard, 1958; Ciudin si Marinescu, 1997).

De asemenea, prin cresterea animalelor in biobaze uneori se incearci evitarea
modificarilor negative induse de ambient cu efecte asupra comportamentului pentru a
obtine exemplare care se incadreazad in standardele morfofiziologice ale speciei i au
“parametrii” fiziologici in limite normale (hematologie, biochimie). Astfel, animalele
se caracterizeaza printr-un comportament innascut sau mostenit. Cele doua tipuri de
comportament se pot modifica in functie de specia sau de varsta animalului. Un aspect
particular este relevat de asa numitul comportament colectiv, de grup, sau colonii care
poate f1 intalnit la agregéri in cupluri sau izolati.

Obiectivul final al acestor aspecte trebuie sa fie obtinerea de rezultate
reproductibile, obiective si care sa reflecte caracteristicile proprii cercetari.
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4.1.2. Specificul metodologiei experimentale utilizate

Metodologia experimentelor efectuate pe animale de laborator sunt caracterizate
de cateva aspecte specifice, diferite de la procedeu la procedeu si de la animal la animal
(Urai, 1992; $erban et al., 1993). Astfel, in abordarea oricdrei metodologii
experimentale este necesara o bunad cunoastere a tehnicilor de contentionare a
animalelor. a relatiilor doza — efect, a modului de prelevare a probelor, dar si a
tehnicilor de conservare a probelor biologice prelevate.

O prima etapa in procesul de recoltare a probelor pe parcursul experimentelor
este contentia animalelor. Acest lucru presupune realizarea unor conditii cat mai blande
pentru a nu stressa animalul si astfel a modifica eventualele rezultate experimentale,
e.g.. se stie ca pe fondul stressului se modificd o serie de enzime sanguine, lipide,
glucide etc., fapt care ar duce la obtinerea de rezultate experimentale eronate.

In cazul in care se doreste recoltarea probelor de singe, daca acestea nu se
conserva corect si conform unui anume protocol, unele determinari fizico-chimice nu
se mai pot face datoritd coaguldrii sau hemolizarii serului sanguin. De asemenea,
prelevarea probelor de organe si tesuturi, trebuie sa fie urmata de conservarea probelor,
deoarece contaminarea microbiologicd poate produce — in scurt timp — modificarea
caracteristicilor pentru majoritatea metabolitilor.

Tehnicile si metodele de conservare au in vedere tipul probei prelevate (lichide
biologice, tesuturi, organe), dar si de analizele de laborator la care vor fi supuse. Astfel,
pentru probe de sange recoltate de la animale de laborator se recomandd pastrarea
probelor in eprubete sterile si in termostate la 37°C pana la analizarea efectiva sau
centrifugarea imediata a acestora. Aceste metode sunt necesare pentru separarea serului
sanguin din sdnge, deoarece majoritatea metabolitilor se determina din ser sanguin.

De asemenea, in cazul tesuturilor si organelor prelevate de la diverse animale de
laborator in urma experimentelor efectuate se respectd prevederile si indicatiile
prezentate la metoda care dorim sa o folosim la determinari. Pentru studiul metalelor —
stiind faptul cd probele vor fi calcinate — acestea se pot pastra la temperaturi de
refrigerare (intre 2°C si 4°C) daci determindrile se fac in maxim 24 ore de la recoltare;
sau la temperaturi de congelare (intre —4°C si —20°C) in cazul in care perioada de timp
de la recoltare pana la determinare este mai mare de 24 ore. Pentru determinarea altor
metaboliti din probele de tesuturi si organe se respecta metodologia de conservare a
probelor conform metodei de lucru.

Trebuie avut in vedere faptul cd si conditiile, dar si tehnicile de conservare pot
influenta pozitiv sau negativ (pot chiar compromite) rezultatele experimentelor. Este
necesar sa existe o corelare foarte stdnsa intre parametrii fizico-chimici, microbiologici
etc. care dorim sd-i determinam si prelevarea si conservarea probelor biologice. Aceste
aspecte legate de modul de conservare a probelor sunt tot atdt de importante si pentru
probele recoltate de la animale in stare de constientd sau anesteziate (cazul biopsiilor),
cat si in cazul prelevarii de probe de la animale care au fost in prealabil sacrificate
(cazul necropsiilor). Buna desfasurare a tuturor etapelor din cadrul cercetarii se va
reflecta asupra acuratetii rezultatelor experimentale obtinute.
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4.2. Cercetdri experimentale prin utilizarea metodei gavajului

Pentru a realiza un experiment cu obiectiv de cercetare stiintificd in care se
urmireste administrarea unei cantitati exacte de substanta deseori se recurge la gavaj —
metodd de administrare orald. Aceastd metoda — asa cum s-a aratat la prezentarea
generala din capitolul precedent — permite cercetatorului sa urmareascéd efectele unei
cantitati dinainte stabilite care cu ajutorul unei sonde speciale este administratd direct
in stomacul animalului.

Este 0o metoda care se realizeaza relativ usor §i care se preteaza si speciei de
sobolani linia Wistar, specie utilizata si la experimentele care fac obiectul acestui studiu.

4.2.1. Procedura administrérii compusilor metalici salini

Pentru realizarea experimentului s-au ales animale de laborator specia (Rattus
norvegicus) — sobolani linia Wistar, de culoare alba, de sexe diferite §i cu caracteristici
morfofiziologice cdt mai asemanitoare. S-a urmarit greutatea corporala, stadiul de
dezvoltare, sd nu prezinte afectiuni ale organelor vitale sau leziuni vizibile, femelele sa
nu fie gestante etc.

Metoda gavajul este metoda aleasa pentru administrarea compusilor salini st
anume clorurilor de zinc, respectiv de mangan la sobolani de experienta linia Wistar.

Prima etapd la inceputul experimentului pe animalele de experientd a fost
formarea grupurilor (loturilor) de animale si anume un grup de control (C) si patru
grupuri experimentale (E;). In fiecare lot au fost alese 10 animale — sobolani linia
Wistar, de sex feminin si masculin, agezate insd in custi speciale separat sobolanii
femele de sobolanii masculi pentru a nu avea in grupele de lucru animale gestante.

Dupa alegerea animalelor si formarea grupurilor experimentale s-a trecut la
marcarea tuturor animalelor din toate cinci grupurile de control si experimentale.
Pentru aceasta s-a recurs la marcarea prin realizarea unei taieturi in forma de V a
urechilor animalelor. Nu s-a procedat la marcarea animalelor cu substante chimice
(vopsea, carioca) deoarece acestea pot contine urme sau chiar cantitati importante de
elemente metalice sau alte substante care ar putea influenta rezultatele finale (e.g.:
continutul in anumite elemente metalice determinate din anumite organe, musgchi sau
rezultatele analitice din probele sanguine). De asemenea, sobolanii in timpul in care isi
fac toaleta pielii ,transferd” aceste substante (e.g.: coloranti) si ca atare insemnul
realizat dispare, animalul nemaiputand fi indentificat ulterior.

Animalele au fost lasate un timp de trei zile dupa formarea grupurilor pentru
acomodare si pentru uniformizare din punct de vedere al alimentatiei si al conditiilor de
mediu (temperatura aerului, umiditatea relativi a aerului, ventilatia Incaperii,
luminozitatea, eventualele zgomote, microflora, precum si factorii chimici ai
microclimatului — componentele gazoase ale aerului).

La inceputul experimentului animalele au fost cintérite pentru a putea avea un
control si din punct de vedere al statusului ponderal pe parcursul experimentului si
pentru a observa eventualele modificari de greutate care pot fi datorate substantelor
administrate pe parcursul experimentului.

In a 4-a zi de la inceperea experimentului s-a realizat prima administrare a
compusilor salini studiati prin gavaj, cloruri de zinc si mangan, iar in a 7-a zi a doua
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administrare prin gavaj (fig. 4-1). Sacrificarea animalelor pentru recoltarea de probe
bilogice (sange s1 organe) s-a realizat in ziua a 14-a de experiment.

Fig. 4-1. Modul de administrare prin gavaj a compusilor studiatt
la sobolani linia Wistar

inainte de realizarea propriu-zisa a gavajului s-a recurs la o anestezie prealabila
a animalului pentru ca acesta sa poata fi controlat mai usor pe parcursul administrarii
solutiilor. Substanta utilizatd ca si anestezic a fost Ketamina (solutie la care 1 ml
ketamina reprezintd 40 Ul de anestezic). Denumirea comerciald a anestezicului folosit a
fost “Calypsol” (flacon de 10 ml Calypsol cu 500 mg clorhidrat de ketamina) produs de
firma “Gedeon Richter Ltd.”, Budapesta — Ungaria, cu o concentratie de 50 mg / ml
ketamina si cu administrare injectabild intramuscular (i.m.) sau intravenos (i.v.). Pentru
fiecare animal s-a calculat cantitatea de anestezic administrata, astfel ca s-a folosit o
solutie ketamina 50mg / ml astfel incat Iml (40 Ul) din anestezicul administrat sa
corespunda la 125g greutate corporala.

Narcoza animalelor de experienta a inceput in 10-15 minute de la administrarea
anestezicului si a durat cca. 1 ord. Administrarea ketaminei s-a facut cu seringi de unica
folosinta gradate in mililitri si Ul, avidnd un volum maxim de administrare de 1 ml.
Dupé administrarea anestezicului s-a procedat la administrarea solutiei prin gavaj direct
in stomac.

Pentru realizarea acestei interventii s-a ales o sonda din plastic speciala (tip
utilizat in serviciile de anestezie — reanimare) pentru astfel de investigatii, care avea
inchisd extremitatea terminala a sondei (spre a nu produce leziuni mecanice). Aceasta
sonda a fost introdusd panad in stomac. Foarte aproape de extremitatea terminald a
sondei exista cu un orificiu lateral, care permitea trecerea solutiei din sonda in stomac.
La celalalt capat sonda avea un dispozitiv care permitea fixarea unei seringi cu care se
putea administra un volum exact de solutie. Diametrul sondei utilizate era de cca 3 mm
si se preta pentru interventii de acest fel pe sobolani linia Wistar, fara a pune in pericol
starea de sanatate a animalului.

Pentru administrarea unui anumit volum de solutie sonda s-a spalat cu solutie de
administrat dupa care s-a umplut cu aceeasi solutie de administrat si s-a procedat la
eliminarea bulelor de aer din sonda. Apoi s-a procedat la introducerea sondei prin
cavitatea bucala a sobolanului anesteziat, apoi prin esofag pana in stomac, incet si fira
a forta, iar in cazul in care la intrare sonda a intdlnit vreun obstacol s-a retras putin si
s-a incercat incd o data introducerea acesteia. Cand sonda a ajuns in somac s-a procedat
la administrarea lentd a volumului exact de solutie conform protocolului experimental.
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Dupa administrarea solutiei. sonda s-a retras lent din stomac si animalul a fost
repus in cusca sa. dar s-a facut urmarirea comportamentului acestuia si felului in care
animalul si-a revenit din anestezie.

Administrarea solutiilor de lucru s-a facut in a 4-a si a 7-a zi de la inceperea
experimentului, la grupul de control (C) administrandu-se apa potabild. La grupurile
experimentale E; si E; s-au administrat solutii de colurd de mangan in concentrafii
diferite. iar la grupurile experimentale E; si E4 s-a administrat solutii de clorura de
zinc. In a 14-a zi animalele au fost sacrificate in vederea prelevarii de probe pentru
analiza. Pe tot parcursul experimentului animalele au fost supravegheate si s-a urmarit
comportamentul acestora, atat din punct de vedere al consumului de apa si hrana, cat si
din punct de vedere al comportarii comparativ cu ceilalti sobolani.

In ultima zi a experimentului (ziua 14) animalele au fost cantarite pentru a se
observa daca exista diferente semnificative intre greutatea corporala a animalelor la
inceputul si la sfarsitul experimentului.

4.2.2. Concentratia metalelor in solutiile administrate

Pentru administrarea compusilor salini, respectiv a clorurilor, s-a conceput un
model experimental in care si se utilizeze clorura de mangan si clorurd de zinc, in doua
concentratii diferite. In acest scop s-a luat ca ,reper” asa numita dozi zilnica
recomandatd (Recommandation Daily Intake) — notiune utilizatd in nutritie, fiziologie,
biochimia alimentard prin abrevierea RDI. In investigatiile efectuate s-au utilizat
concentratii reprezentdnd concentratia dubld a RDI — deci RDI x 2 si respectiv
concentratia avadrupla — deci RDI x 4.

Pentru a stabili, in cadrul protocolului experimental, doza sau concentratia de
mangan, respectiv zinc, care se doreste a fi administrata s-a recurs la consultarea mai
multor tratate si lucrdri de specialitate. S-au urmarit in mod special recomandarile
referitoare la necesarul si excesul de mangan pentru organismul uman. Astfel, s-a luat
ca referinta pentru acest studiu un necesar de 12-15 mg / zi mangan (Derek, 1995; Dinu
et al., 1996; Mogos, 1997; Expert Group on Vitamins and Minerals Meeting — Nutrition
Unit A, JFSSG MAFF - Reviw of Manganese, 2002). Deoarece prin aceste
experimente pe animale de laborator s-a avut in vedere punerea in evidentd a unor
modificari biochimice in organism prin administrarea unor doze de biometale mult
crescute fatd de necesarul zilnic s-a luat ca referintd valoarea maximd recomandata
pentru magpgan, respectiv 15 mg / zi. In acest context, daca doza recomandata a fost de
15 mg mangan / 70 Kg,’aceasta reprezintid 0,214 mg mangan / Kg corp per zi.

in mod analog s-a procedat si in cazul zincului. Pentru aceste experimente s-a
luat ca referintd un necesar de 12-15 mg / zi zinc (Derek, 1995; Dinu et al., 1996;
Mogos, 1997; Expert Group on Vitamins and Minerals Meeting — Nutrition Unit A,
JFSSG MAFF - Reviw of Manganese, 2002). Urmarindu-se efectele administrarii unor
doze de zinc mai mari decét cele recomandate s-a luat in studiu nesarul de 15 mg / zi
zinc, ceea ce reprezinta 0,214 mg zinc / Kg corp per zi.

Concentratia solutiei de clorurd de mangan administratd animalelor din grupul
experimental E; a fost dublul dozei recomandate de mangan pentru organismul uman
(RDI x 2) si anume 1,550 mMol/LMnCl,, iar concentratia solutiei de clorurd de mangan
administratd animalelor din grupul experimental E; a fost cvadruplul dozei recomandate de
mangan pentru organismul uman (RDI x 4), respectiv 3,110mMol/L MnCl,.

In cazul concentratiei solutiilor de clorurd de zinc, concentratia solutiei
administratd sobolanilor din grupul experimental E; a fost dublul dozei recomandate de
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zinc pentru organismul uman (RDI x 2) si anume 1,316mMol/L ZnCl,, iar concentratia
solutiei de clorurd de zinc administrata animalelor din grupul experimental E4 a fost
cvadruplul dozei recomandate de zinc pentru organismul uman (RDI x 4). respectiv
2.633 mMol/L ZnCl,.

De asemenea, pentru alegerea tipului de sare de mangan si zinc care a fost
administratd sobolanilor de experientd Wistar s-au avut in vedere mai multe aspecte legate
de o eventuala toxicitate a sarii respective, dar si alte criterii de apreciere. S-a ales ca sare
de administrare clorurile de mangan si zinc $i pentru faptul ca s-a procedat la o
administrare orala. prin gavaj. direct in stomacul animalelor. In acest sens se stie ca sucul
gastric din stomac are in compozitie acid clorhidric care determina un pH foarte acid. Pe
langa aceste aspecte, s-a4 avut in vedere faptul ca sarurile acidului clorhidric (clorurile)
sunt, in general, mult mai solubile in mediul apos comparativ cu alti compust, e.g.: clorura
de mangan este mult mai solubila decét dioxidul de mangan (Comorosan, 1964).

Intoxicarea accidentala cu zinc poate apare ca urmare a utilizarii terapeutice ca
suplimente alimentare cu zinc, e.g.: sulfat de zinc mai mult de 6,47 mg / Kg corp / z1
timp de o saptamana (Moore, 1978). Nutritionistii constatd o posibila intoxicatie
accidentala cu zinc i prin consumarea alimentelor contaminate cu compusi ai zincului
datorita pastrarii alimentelor in ambalaje galvanizate cu zinc. Cei mai toxici compusi ai
zincului sunt compusii anorganici folositi la prepararea unor rodenticide si care pot
duce la coma si chiar moarte in citeva zile sau saptamani de la ingestie, doza letala
fiind estimata la 40 mg / Kg corp (Mack, 1989).

in cazul organismului uman, zincul metalic are doza de referinta (RfD) pentru
toxicitatea cronicad in cazul ingestiei orale de 0,2 mg/kg corp/zi (U.S. EPA, 1992). Pe baza
studiilor clinice s-a demonstrat ca zincul in exces induce deficienta de cupru (deci zincul este
antagonist pentru cupru) si anemie la pacientii care fac tratament cu sulfat de zinc (utilizat ca
medicatie pentru tratamentul anemiei falciforme (U.S. EPA, 1992). Oficiul pentru
Administrarea apei pota‘bile din SUA recunoaste ca dozd de referinta pentru toxicitatea
cronica a zincului, in ingestia orala, o doza de 0,2mg/kg corp/zi (U.S. EPA, 1991).

De asemenea, forma chimicad in care se aflda manganul sau compusii acestuia
influenteaza absorbtia si implicit toxicitatea la nivel de organism uman sau animal.
Astfel in urma unor studii experimentale s-a demonstrat ca administrarea la sobolani de
clorura de mangan (MnCl,) in concentratie de 24,3 mg Mn / Kg corp / zi prin gavaj, o
singurd datd pe saptamana timp de patru siptaméni a dus la cresterea cu 68% a
nivelului de mangan din sange (Roels et al., 1997) si la cresterea cu 22% a nivelului de
mangan din cortex dar nu si in cerebel si corpii striati.

Pe de altd parte aceeasi dozda de mangan sub forma de dioxid de mangan
(MnQ,), administrata oral, nu a determinat cresterea concentratiei de mangan in sange
sau tesutul cerebral. Concentratia de mangan la nivelul ficatului nu a fost influentata de
nici una din formele de mangan (Expert Group on Vitamins and Minerals Meeting —
Nutrition Unit A, JFSSG MAFF — Review of Manganese, 2002).

Datele din literatura de specialitate cu privire la toxicitatea compusilor de zinc
s1 mangan au facut ca,sarea aleasd pentru experimentele pe animale de laborator —
sobolani linia Wistar — sa fie clorura de zinc, respectiv clorurd de mangan.

Dupa alegearea tipului de sare — clorurd de mangan, respectiv clorura de zinc —
s-a procedat la calcularea concentratiei solutiilor care urmau a fi administrate
animalelor de experientd. Astfel s-au avut in vedere mai mult aspecte legate de
caracteristicile animalelor pe care s-a lucrat precum si de concentratia metalului pe care
dorim sa-1 administram.
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in acest sens, s-a pornit de la faptul ca prin gavaj. la sobolani adulti linia Wistar
se recomnada sd se administreze cantitati nu prea mari de lichide. Pentru acest fapt s-a
luat in considerare cid greutatea animalelor de experinetd pe care s-a lucrat a fost in
medie de 100g. De asemenea, s-a calculat cat este concentratia dozei recomandate de
mangan, respectiv de zinc pentru o zi per Kg corp pentru organismul uman. S-au facut
calculele pentru a obtine o solutie care in 1 ml sa contina concentratia de oligoelement
(mangan. respectiv de zinc) dublul sau cvadruplul RDI pentru 100 g greutate corporala
a animalelor de experienta. In acest sens se prezinta citeva date fizico-chimice
caracteristice ale clorurii de mangan utilizate in experimentul de fata preluate din
Manualul Inginerului CPimist (1972) — Tabel 4-1.

Tabel 4-1. Constante si date fizico-chimice si tehnice pentru clorura de mangan —

MnCl; * 4 H,O
Caracteristici fizico-chimice pentru MnCl,; * 4 H,O
Masa moleculara (Da) 197,91
Culoarea Roz
Densitatea (g / cm?) 2,01%
Punct de topire (°C) 58: - H,0, 106
Punct de fierbere (°C) - H,0, 198
Forma cristalina Delicata
L 5 ) inapérece 151/8
Solubilitate (g substanta la 100 ml solutie) <
In apa calda 656 /100

Pentru clorura de zinc utilizatad in cadrul acestui experiment se prezinta cateva
date fizico-chimice caracteristice in tabelul 4-2, preluate dupa Manualul Inginerului

Chimist, 1972.

Tabel 4-2. Constante si date fizico-chimice si tehnice pentru corura de zinc —

chnz

Caracteristici fizico-chimice pentru ZnCl,

Masa moleculara (Da) 136,28
Culoarea Alba
Densitatea (g / cm’) 2,91%
Punct de topire (°C) 262
Punct de fierbere (°C) 732

[4
Forma cristalind, caracteristici generale, indice de refractie

Cubici, delicata

In apa rece

432 /25

Solubilitate (g substanta la 100 ml solutie)

In apa calda

615/100

Dupa prepararea solutiilor s-a pregatit sonda de gavaj si o seringa gradata, care s-a
cuplat la sondd si cu care am administrat cantitatea de solutie prevazuta in protocolul
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experimental pentru fiecare animal (de precizat ca animalele au fost cantarite initial, iar
dupa aceea s-a stabilit concret ce volum de solutie se administreaza).

Imediat dupa fiecare administrare animalele au fost urmarite din punct de
vedere al comportamentului si nu s-au inregistrat fenomene deosebite.

4.2.3. Prelevarea de probe si determindrile biochimice

Procedura experimentala instituitd a avut ca efect urmarirea efectelor produse de
administrarea sarurilor de mangan si zinc, respectiv a clorurilor de mangan si zinc in
concentratii care depasesc doza zilnica recomandata (Recommandation Daily Intake —
RDI) la animale de experinetd — sobolani linia Wistar. Un al doilea efect urmarit a fost
legat de timpul de actiune si de aceea solutiile testate s-au administrat in ziua a 4-a si a 7-a,
iar sacrificarea animalelor s-a facut in ziua a 14-a.

Probele prelevate in ziua a 14-a a experimentului au fost probe de sange si excizate
de organe. Sangele s-a recoltat dupa o prealabila anestezie cu ketamina. Dupa anestezie s-a
procedat la laparotomie (deschiderea cavitatii abdominale) — fig. 4-2.

Fig. 4-2. Laparotomia realizata la sobolani linia Wistar
pentru recoltarea probelor de rinichi

Recoltarea s-a realizat cu seringi de unica folosinta si sangele prelevat a fost
transvazat in eprubete sterile etichetate. Eprubetele cu sdngele de analizat au fost imediat
centrifugate. S-a lucrat cu atentie s1 s-a evitat hemolizarea probelor deoarece serul
hemolizat nu poate fi introdus la analizoare performante pentru determinari analitice.
Astfel rezultatele pot fi compromise. In urma centrifugarii s-a urmarit separarea serului
sanguin de plasma, deoarece in determinarile analitice realizate s-a folosit serul sanguin.
Prelevarea serului centrifugat din eprubete s-a facut cu ajutorul unor pipete automate.

Probele de sange au fost investigate cu un analizor automat tipul “Dimension”,
produs de firma “Dupont” — care functioneaza pe principiul unui spectrofotometru UV /
VIS. Acest aparat permite determinarea unui numar de 19 parametrii biochimici din ser
sanguin din clase diferite de compusi: glucide; lipide; electroliti; enzime si compusi azotati
neproteici sanguini.

Pentru a putea observa daca exista variatii ale concentratiei proteinelor totale si
fractiunilor proteice sanguine, din probele de singe prelevate de la sobolanii din grupul
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de control (grupul C) si grupele experimentale (E;) s-a separat serul sanguin. Apoi, din
serul sanguin s-au facut determinari de proteine totale cu Refractometrul Abbé, cand s-
au determinat grame de proteine totale per dL. ser sanguin.

Determindrile de albumine serice s-au facut prin citirea extinctiei probelor si a
standardului. dupa care s-a aplicat formula de calcul:

Ep
Albumine serice = ---------- -5 [g/dL]
Ee

unde: E; — extinctia probei;
E. — extinctia etalonului.

Astfel, raportul extinctiei probei la extinctia etalonului inmultit cu 5 a permis
calcularea cantitatii de albumine (exprimate in grame albumine / dL ser sanguin).

In vederea recoltarii probelor de sange, dupa efectuarea anesteziei si a
laparatomiei s-a procedat la indepartarea organelor si prelevarea de singe direct din
vena caudala (fig. 4-3) cu seringi sterile de unica folosinta.

Fig. 4-3. Prelevarea de sange din vena caudala de la sobolani linia Wistar

Aparatul cu care s-au facut citirile extinctiilor pentru calcularea concentratiilor
de albumine a fost “Specol”, iar citirile extinctiilor s-au facut la o lungime de unda de
628 nm.

Analizele clinice de laborator pentru sdnge au urmarit concentratia unor
metaboliti glucidici (glucoza); lipidici (trigliceride, colesterol) si protidici (proteine
totale, albumine si globuline).

De asemenea, s-au facut determindri cantitative si de unele enzime sanguine,
dintre care: a-amilaza; transaminaza ALT - alanil-amino-transferaza sau GPT —
glutamat-piruvat transaminaza si transaminaza AST - asparagin-amino-transaminaza
sau GOT - glutamat-oxalat transaminaza; fosfataza alcalina.
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Datoritd faptulul ca studiul de fata a presupus administrarea unor substante
minerale in doze care au depasit aportul recomandat, s-a procedat si la determinarea
cuantumului unor electroliti sanguini. Bioelementele investigate au fost: sodiul,
potasiul. calciul, magneziul si fierul.

Eliminarea excesului de substante care acced in organism se face pe diverse cai:
tractul digestiv (prin fecale). tractul reno-urinar (prin urind). Din aceste motive s-a
realizat si determinarea cantitativd a unor compusi azotati neproteici, dintre care: acid
uric, creatinind, azot ureic §i bilirubina totala.

Imediat dupad recoltarea probelor de sange a inceput recoltarea de organe -
respectiv prelevarea de rinichi. Recoltarea acestora s-a facut cu instrumentar seteril si
cu lame de bisturiu bine ascutite pentru a putea recolta doar rinichiul care prezenta
interes pentru acest studiu.

Toate probele recoltate au fost imediat puse in sticle cu dop (in prealabil spalate
si uscate), care au fost etichetate. Pe etichete s-au inscris date referitoare la numarul
animalului de la care s-a recoltat proba respectiva, codul lotului, data recoltarii si
greutatea probei recoltate. Probele s-au conservat apoi in congelator la temperaturi
cuprinse intre —18°C si —20°C. Ulterior, in scop analitic acestea au fost supuse
calcinarii in vederea determinarilor cu spectrofotometrul de absorbtie atomica.

Pentru investigatii s-au utilizat un spectrofotometrul de absorbtie atomica de
tipul “Analyst 100” produs de firma Perkin Elmer. Calcinarea s-a facut cu un cuptor de
calcinare Nabertherm.

in analizele biochimice, datele despre oligolemente ofera un interes limitat in
ceea ce priveste exactitatea analiticd intrinsecd si din acest motiv multe dintre
determinari sunt privite cu septicism. Uneori existd date analitice vizibil contradictorii
si aceasta din cauza limitelor tehnice ale metodelor utilizate, neluarea in considerare a
tuturor cauzelor de eroare sau chiar insuficienta pregétire a personalului de a efectua
astfel de determinari.

Urmarind, in cadrul acestei lucrari, dozarea unor biometale si metale cu
potential toxicogen s-au avut in vedere unel dintre principalele surse de erori care

intervin in determindrile de cantitative de elemente minerale:
4

- prelevarea in conditii necorespunzéitoare, in locatii improprii, cu instrumente care
pot contamina probele biologice. Astfel, sunt recomandate instrumentele
adecvate. Contaminantii aeropurtati nu sunt de neglijat nici acestia (aluminiu,
crony, plumb, mangan etc.).

- durata conservérii probelor inaintea analizei chimice. Stabilitatea unui constituent
chimic in cursul perioadei de conservare depinde de tipul de matrice in care se
afla oligoelementul. Conservarea criogend este o metoda clasica care permite
pastrarea iIntr-o masurd mai mare a identitatii chimice a probei. Pentru
determinarea ulteriora a elementelor in urme, recipientii trebuie sa prezinte
garantii de securitate, noncontaminare $i non-degradare (e.g.: flacoane de
polietilend).

- pierderi de oligoelemente in cursul analizei prin degajare gazoasa, absorbtie,
adsorbtia de tesut pe peretele recipienului de calcinare, expandarea tesutului supus
calcindrii in afara recipientului datoritd nerespectarii unui prag progresiv de
temperatura care ar permite cresterea temperaturii gradual, precum si formarea de
aerosoli. In cazul materialelor biologice aceste fenomene apar in fazele de
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incinerare. uscare sau evaporare. Pe parcursul acestor faze. volatilitatea unui
element depinde de forma chimica in care se afld proba.

- solubiliarea cenusii obtinute in urma calcindrii probei nu are, in general, riscuri
foarte mari. Acest fapt depinde totusi de procedura aleasd, si anume, in ,.sistem
deschis™ (mmerallzarea cenusii obtinute prm calcinare) sau in “sistem inchis”
(mineralizarea in cuptor cu microunde). in prezenta unui mediu concentrat in
cloruri se pot pierde prin volatilizare compusi de tipul: AsCl;, SbCl;. SeCls.
GeCly. HgCl,. Se poate produce pierderea de oligoelemente nevolatile prin
incompleta dizolvarea a cenusii. Un mediu cu sulfuri determind eliminarea
cuprului si mercurului sub forma de sulfura de cupru si sulfura de mercur.

Probele supuse analizei spectrofotometrice au fost reprezentate de tesut umed
recoltat de la sobolani linia Wistar. Acestea au fost cantarite cu o balanta de tip
Mettler-Toledo cu o precizie de 0,0001 g si puse in creuzete de portelan. Cuptorul de
calcinare a fost reglat la un program de temperatura riguros stabilit si anume: probele
sa fie calcinate la temperatura de 100°C timp de 120 minute (2 ore), apoi se ridica
temperatura la 200°C timp de 240 minute (4 ore), dupa care se ridica temperatura inca
un prag la 450°C timp de 1080 minute (18 ore). Temperatura din cuptor a fost ridicata
treptat pentru a evita expandarea tesutului pe parcursul deshidratarii si calcinarii
probei. Astfel s-a incercat evitarea pierderii unor cantitéti de tesut in spatiul cuptorului,
dar si evitarea plerderllor de metale cu volatilitate mare (la temperaturi de peste
450°C).

Am decis alegerea unui prag initial de temperaturd pentru calcinarea in trepte,
cu o paliere lente de temperaturd pana la 150°C, care sa nu produci o evaporare brusca
a apei si eliminarea rapida a gazelor din proba, ceea ce ar fi dus la expandarea probel
(tesutului) si pierderea deanalit in mediul cuptorului de calcinare. in final temperature
de calcinare a fost aleasd a fi 450+25° C pentru a micsora pierderea de analit prin
volatilizare. In cazul in care, dupa calcinare cenusa prezenta “puncte negre” (urme de
substante organice neoxidate), aceasta s-a reluat cu acid clorhidric si s-a dizolvat pe
baie de nisip pana la disparitia “punctelor negre”. Pentru ca nu am avut la dispozitie
etaloane care sa reproducd matricea fiecarui organ in parte, iar continutul de acid al
probelor a fost reprodus si la etaloane. Probele de tesut initial s-au céntarit astfel incat
s se poata dilua solutiile de lucru pentru analiza, aceasta fiind o metoda de reducere a
interferentelor metricii. De asemenea, s-a efectuat controlul calibrarii stabilindu-se
domeniul de precizie al citirii pentru fiecare element determinat.

Dupai calcinare probele au fost racite la o temperatura care sa permitd scoaterea
creuzetelor din calcinator. Cenusa care a nu a fost alba si a avut “puncte” negre datorita
calcinarii incomplete (la 450°C cenusa are culoare alba) a fost tratatd cu o solutie de
acid azotic : apa 1:1, in volum de 5 ml pentru fiecare creuzet cu o pipeta, prin spalarea
peretilor creuzetului. Creuzetele au fost puse pe o baie de nisip sub nisd pentru
evaporarea lenta a acidului pana aproape de sec. S-a reluat cu acid azotic 5%, s-a filtrat
pe hartie de filtru dupéd o prealabila spélare a acesteia cu apa fierbinte. Filtratul s-a
colectat apoi in balon cotat de 50 ml, aceasta reprezentind solutia de lucru.

Pentru analiza zincului din solutia de lucru s-a folosit atomizarea in flacara de
aer-acetilena si ulterior s-a facut analiza prin absorbtie atomica a acestui metal. Pentru
determinarea cuprului, cromului, aluminiului, manganului si plumbului atomizarea s-a
facut in cuptor de grafit in curent de argon. Dupa trasarea curbelor de etalonare cu
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concentratii care si se incadreze in domeniul liniar al curbei s-au citit absorbantele
probelor. aria picurilor rezultate fiind o masurd a concentratiei de metal din solutie.
Solutia de lucru a fost diluata in functie la nevoie, astfel incat concentratia decelata sa
fie aproximativ la mijlocul domeniului de méasurare.

4.2.4. Calculul statistic al rezultatelor obtinute

in urma unor determinari fizico-chimice sau in urma unor teste de laborator se
obtin rezultate analitice. Aceste date vor permite ulterior sd se faca aprecieri asupra
metodei aplicate si asupra importantei studiului realizat.

Efectuarea unor analize de laborator presupune urmarea unui anumit model
experimental, executat dupa un protocol bine stabilit.

De asemenea, pentru exprimarea rezultatelor trebuie sid se aiba in vedere si

in urma obtinerii rezultatului final trebuie sa se vada daca acest rezultat este acceptabil si
mai ales sigur. Orice marime fizicd mdsuratd este susceptibila de un anumit grad de
incertitudine. Modificarea protocolului experimental si utilizarea unei alte aparaturi pentru
efectuarea masuréatorilor pot determina variatii ale gradului de incertitudine.

Pentru a obtine,un rezultat sigur si in general date de acuratete (Pietrzyk si
Frank, 1989), trebuie sa avem in vedere urmatorii factori subiectivi:

- la utilizarea instrumentelor de masura, ultima cifra a masuratorilor se estimeaza
prin cea mai mica diviziune a aparatului de masura folosit;

- in mod obisnuit, se executd un numar de determinari si se ia o medie aritmetica a
acestora. Daca este cazul conform unor teste specifice se vor indeparta rezultatele
(vor fi excluse) considerate nesigure sau incerte;

- experimentarile de diverse tipuri, au grade de incertitudine diferite astfel ca la
eveluarea valorii finale se calculeazid o medie aritmetica a valorilor separate, cu
precizarea ca se au in vedere doar valorile considerate precise;

- pentru efectuarea unor determinari — masuratori si pentru calcularea rezultatelor
existd reguli sau expresii matematice, dar trebuie sd se tind seama de faptul ca
acestea sunt subiective, fiind bazate pe presupuneri arbitrare si astfel sunt
influentate de opinii personale.

Calculul statistic al rezultatelor presupune, asa cum s-a prezentat si anterior,
obtinerea rezultatelor analitice dupa care acestea se prelucreaza statistic respectand
anumite criterii specifice chimiei analitice cu scopul obtinerii de rezultate de inalta acuratete.

4.3. Investigarea unor metaboliti sanguini in relatie cu
administrarea de compusi metalici

in analitica biochimica este vizazat si domeniul electrolitilor, si ca atare,
numeroase studil §1 cercetari urmaresc actiunea unor metale sau variatii ale
cuantumului de metale (in organismul uman sau animal), cdnd se administreaza diverse
alte substante in scopul testdrii. Se cunoaste faptul ca testele fizice, fizico-chimice,
microbiologice sunt urmate, obligatoriu, de teste biochimice si toxicologice pe animale
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de laborator. Unul din testele obligatorii — atit in cazul alimentelor, cosmeticelor,
produselor farmaceutice — cét si al ambalajelor. este testul de investigare calitativa si
cantitativa a metalelor.

Cuantumul metalelor prezente in diverse produse alimentare influenteaza in
mod direct sau indirect starea de sanitate a persoanelor care vin in contact cu acele
produse. in general, produsele — indiferent de originea acestora — contin pe langa
produsi glucidici. lipidici si protidici si elemente de origine mineral, atit cationi cat si
anioni. De asemenea, cuantumul acestor elemente variaza foarte mult in functie de
origine: de materia prima si auxiliara din care este fabricat; de tehnica s1 metoda de
procesare; de locul in care este produs §i depozitat s.a. Anumite metale s1 nemetale
sunt tolerate de organismul uman in limite foarte mari, dar cu toate acestea, $i pentru
acestea existd limite maxime de concentratie. Totusi, multe dintre elementele
metalice sunt indispensabile pentru dezvoltarea normald, in limite optime a
organismelor vii.

Studiile de specialitate au aratat faptul cd pentru a omologa un anumit produs
farmaceutic sau alimentar, este necesara efectuarea unor teste de laborator pe animale
de experienta. Pe baza rezultatelor obtinute la toate examenele (fizice, fizico-chimice,
microbiologice, biochimice si toxicologice) se poate certifica daca acel produs se
poate folosi sau nu. Dacé rezultatele de laborator se incadreaza in limitele legale
produsul poate fi comercializat. Se precizeaza daca sunt stabilite limite sau cazuri in
care existd restrictii — e.g.: la unele produse farmaceutice sau chiar la anumite
suplimente alimentare existd posibilitatea ca in timpul unor tratamente pe bazid de
electroliti, elementul pentru care existd o carentd in organism sa produca intoxicatil
datoritd nerespectarii recomandarilor caracteristice produsului respectiv.

Clasificarea elementelor minerale se poate face dupa doui criterii: unul fiind

necesarul acestora in organismul uman si al doilea fiind modul de actiune al acestora
asupra organismului (fig. 4-4).
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microelemente

Elemente
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bioel t
dupa modul de 0° cmene
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Fig. 4-4. Clasificarea generala a elementelor minerale
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Lucrarea de fata si-a propus sa trateze doar problema legatd de prezenta
oligoelementelor metalice (deci cationice) si efectul acestora asupra organismului. in
acest sens s-a avut in vedere clasificarea oligoelementelor redata de catre Anke si
Groppel (1987). in care sunt prezentate doud grupe de oligoelemente: clasice — Fe, Cu,
Mn. Zn. Co, Mo, Cr, Se. I. F) si oligoelemente recent recunoscute ca necesare pentru
organismul uman (“new trace elements™) — V. Ni. Li. Si.

Trebuie precizat faptul ca in urma studiilor efectuate in acest domeniu. s-a
enuntat un principiu general valabil. §i anume céa nici un element chimic nu este toxic.
ci totul depinde de doza administrata. Deci §i compusii minerali necesari organismului
uman sau animal, in anumite situatii pot deveni toxici. Acesta este si motivul pentru
care s-a optat pentru un astfel de studiu, si trebuie recunoscut faptul ca aceste cercetari
vizeazad si problema majorda a inceputului de mileniu III — problema poluarii tot mai
accentuate a tuturor zonelor de pe intreg globul.

Investigatiile de laborator pe animale de experientd presupun instituirea unui
model experimental si a unui protocol de lucru. Acestea este necesar sa se stabileasca
cu certitudine si pe baza unor criterii bine definite. Astfel, se impune cunoasterea
compusului sau substantei pe care dorim sd o testdm, a limitelor homeostazice si
corelarea cu anumiti parametrii fizico-chimici §i biochimici. Acest fapt impune
consultarea unei vaste bibliografii in acest domeniu, dar si compararea datelor
referitoare la experimentul propriu-zis cu conditiile de lucru, care pot fi asigurate la
locul experimentului propriu (clima, alimentatie, specie de animal, rasd, sex. stare
fiziologica, grad de maturitate etc.).

Interactia produsa intre metale si acizii nucleici indeosebi acidul deoxyribonucleic
(DNA) influenteaza prioritar sinteza proteicd fapt intens studiat in biologia moleculara
(Alberts et al., 1983; Kaplan si Pesce, 1984; Kaplan si Delpech, 1990).

Efectele induse asupra sintezei proteice contribuie la modificari ale homeostaziei
diversilor metaboliti.

in continuare se prezinti cteva aspecte referitoare la interactia dintre ionii metalici
divalenti (M**) si DNA.

Metalele penetreazd astfel membrana celulard si membrana nucleard, ajungand
pana la acizii nucleici, intrand in interctie cu acesta (Sissoeff et al., 1976).

Acidul deoxiribonucleic este o macromoleculd poliheteronucleotida formatd prin
alipirea unui atom de C; intre un grup a unei deoxiribonucleotida si un atom de Cs la
deoxiribonucleotida adiacentd. Aceasta alipire este caracteristicd structurii de baza.

in acest context aductii de tip DNA — Mg2+, cu participarea ionilor metalici
alcalino-terosi (Ca®", Mg2+) si a unor ioni metalici tranzitionali (Zn*", Mn?*, Cu®*, Co™
etc.) este discutabila. in jurul acestei discutii s-au ficut observatii speciale mai ales asupra
particularitatilor aductilor de tip DNA-Mg>* (Gérban, 1996).

Structurile rezultate au fost studiate prin variate metode fizico-chimice, de exemplu
spectroscopice de absorbtie, rezonante nucleare si magnetice, dicroism circular (CD),
distorsiune optica rotatorie (ORD) etc. Investigatiile realizate prin CD asupra unor sisteme
DNA/Mg2+ au relevat nfodificari in structura secundara a structurii de tip B-DNA (forma
nativa).

Referitor la structurile DNA-M?*, putem concluziona ci ionii de Mg?* si Ca®'
cheleaza la nivelul gruparilor fosfodiesterice, in timp ce ionii metalici divalenti chelateaza
la nivelul nucleobazelor intrahelicale. In cazul ionilor de Zn** si Mn?* se desfisoara
concomitent o chelatare a gruparilor fosfodiesterice si a nucleobazelor.
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Macromolecula cu configuratia coaxiala dublu helix, definind structura secundara,
contine perechile de baza: adenina-timina (A-T) si guanini-citosina (G-C), prezentate in
tigura 4-5.

Fig. 4-5. Macromolecula de DNA cu perechile de baze azotate aferente
(Gérban, 2001)

Biomoleculele de DNA pot interactiona cu ionii metalici divalenti (M¥) si
genereazd aducti cu structuri de DNA-M?". Astfel, relatia intre structura chimica si
activitatea biologicd este modificatd. Chelatarea ionilor metalici este determinatd pe
masura ce grupurile fosfodiesterice ale lanturilor de DNA se leagad intre ele sau cu
nucleobazele, in acest caz legaturile putand fi interhelicale sau intrahelicale.

Remarcabil este faptul ca Mg intervine in biosinteza DNA in mod natural (in
vivo), uneori utilizdnd-se sinteza DNA in vitro. Interactiunea DNA cu M** releva
particularititile chelatizarii grupurilor fosfodiesterice. in acest caz M?** stabilizeaza dublul
helix, ca un fapt important atat pentru fiziologie cat si pentru farmacoterapia bazata pe
componente de magneziu.

in cazul unor sisteme de tip DNA-Ca’" sau DNA-Mg”" s-a constatat o scadere a
ambelor efecte Cotton. Absorbtia minima $i maxima a spectrului CD a scazut si acestea au
fost mutate la frecvente mai mari in concordanta cu cresterea ratiei molare de Ca®' si
Mg”*/DNA.

Aceste descoperiri arata ca Mg2+ determina tranzitia macromoleculelor la structuri
de tip C-DNA. Evident, acest proces include intreaga cantitate de B-DNA nativa (naturala)
din macromolecula de DNA.

Astfel, pot apared variate legatuni specifice aductiilor (fig. 4-6):

I.  La nivelul grupurilor fosfodiesterice (formele a, b, ¢);

II. Intre un grup fosfodiesteric si guanina,

I11. intre baze complementare de azot (formele a, b, ¢);

IV. Intre dou baze de azot adiacente la nivele diferite;

V. Ladiverse pozitii in cadrul aceleiasi baze purinice (formele a, b);

in sistemele biologice, ionii de magneziu sunt importanti in mentinerea integritatii
s1 a procesului functional a macromoleculelor de DNA.
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Fig. 4-6. Modele de legare a ionilor metalici divalenti la grupele fosfodiesterice si la
nucleobazele DNA (Garban, 1997)

Concentratia de metale implicd valori relativ constante in sistemele biologice,
determinate de mecanismele homeostaziei chimice. Ionii metalici sunt prezenti in orice
material biologic. Decelarea lor in sistemele biologice pledeazad pentru existenta unor
interactiuni intre M?**si DNA.

In urma acestor studii se observa ci ionii metalici divalenti (M*"), genereaza variate
tipuri de aductii DNA-M?*". Metalele alcalino-pimaéntoase (magneziu si calciu) chelateaza
cu grupurile fosfodiesterice, acest proces fiind favorizat de caracterul polianionic al
macromoleculei. Astfel, se formeaza aductii de tip DNA-Mg”" si DNA-Ca” care la
concentratic mare a mediului biologic stabilizeaza DNA. In general chelatarea ionilor
metalici la DNA, in sistemele DNA-M?*", apar la nivelul a doi centrii adiacenti: grupurile
fosfodiestetice si nucleobazele.

De asemenea, schimbarile survenite in timpul interactiunii DNA cu ionii metalici
divalenti, induc modificari in structura dublu helicala. Astfel, structurile de tip DNA-M*
implicd denaturarea relatiei dintre structura chimica si activitatea biologica a DNA, avand
importanta in teratogeneza, mutageneza §i carcinogeneza.

Investigarea efectelor asupra diversilor metaboliti dupa administrarea de compusi
chimici cu continut de oligoelemente metalice implica, de asemenea, modificari ca o
consecintd a actiunii astipra acizilor nucleici. Prin interactia DNA cu unele metale este
influentatd reproducerea celulelor si implicit procesele de biosinteza, in special a
proteinelor care se pot repercuta asupra intregului metabolism material.

Asa cum s-a ardtat in capitolele precedente, experimentele pe animale sunt
influentate de o serie de factori. Alaturi de aspectele referitoare la conditiile de mediu
in care creste si se dezvoltd animalul respectiv, mai trebuie si avem in vedere si
aspectele caracteristice substantei de analizat. Astfel, daca dorim sa testam actiunea
unei substante, dupd administrare — la un anumit interval de timp — se poate face
recoltarea probelor (sdnge, urind sau alte lichide biologice). Se poate face apoi

122

BUPT



determinarea cantitativi a unor metaboliti glucidici, lipidici, protidici §1 a unor
electroliti (toate acestea se pot corela cu cantitatea de substantd administrata, timpul de
la administrare sau caracteristicile animalului). Pentru aceasta in capitolele care au fost
prezentate §i in capitolul care urmeazad se vor descrie succint modul de actiune a
diverselor metale asupra unor metaboliti.

4.3.I. Efecte induse de mangan asupra unor
metaboliti sanguini

Manganul sau compusii acestuia influenteaza procesul de absorbtie la nivel de
organism. In vederea punerii in evidenta a unor interactii si efecte datorate excesului de
mangan s-au facut unele determinari de metaboliti sanguini. De asemenea. forma
chimica in care se face administrarea manganului influenteaza rezultatele analitice
obtinute. Avand in vedere criterii de solubilitate si toxicitate a diverselor saruri de
mangan asupra organismului uman s-a ales administrarea de mangan sub forma de
clorura de mangan (MnCl,).

Pentru a putea observa daca existd variatii ale concentratiei proteinelor totale
si fractiunilor proteice sanguine, probele de sange prelevate de la sobolanii din grupul
de control (grupul C) si grupurile experimentale (grupul E; si E;) au fost centrifugate.
Din serul sanguin s-au facut determinari de asupra diversilor metaboliti: proteine
totale cu fractiuni albuminice §i globulinice, fractiuni lipidice (trigliceride,
colesterol), glucoza etc,

Datele din tabelul 4-3 prezinta concentratia unor parametrii protidici (ptroteine
totale, fractiuni albuminice si globulinice) a caror determinare s-a facut din ser
sanguin prelevat de la sobolani linia Wistar dupd administrarea de clorurd de mangan

in concentratiile mentionate in protocolul experimental pentru grupele experimentale
ElsiE}

Tabel 4-3. Determinarea unor parametrii proteici sanguini dupa administrare de
clorura de mangan

Specificare Concentratia proteinelor serice (g / dL ser sanguin)
grup de n Proteine totale n Albumine n Globuline
lucru X+ DS X+DS X£DS

Grup C 10 5,35+0,42 10 3,41 £ 0,23 10 1,94 + 0,40

Grup E, 10 5,62 £ 0,61 10 3,74 £ 0,56 10 1,88 £ 0,59

a4X; "+ 0,27 +0,33 -0,06
Grup E, 10 5,67 0,70 10 3,93+ 0,46 10 | 1,74+0,11
a4 +032 +052 -0,20

Nota: n — numar animale de experienta; * P <0,05; ** P <(,01.

Se mentioneaza faptul ca in tabel se prezintd media concentratiei metabolitilor
sanguini ( X) si deviatia standard (DS). Valoarea AX; reprezintd diferenta dintre
concentratia medie la grupul de control ( X¢) si concentratia medie la grupul
experimental (  Xg;i), in speta grupurile E,; si E,.
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In figura 4-7 se prezinta histograma cu datele din tabelul 4-6, reprezentind
concentratia medie a proteinelor serice la grupul de control si grupurile experimentale.

Concentratia proteinelor serice totale dupa
administrare de MnCl2 (g / dL)

Fig. 4-7. Cuantumul proteinelor serice dupa administrarea unei solutii de
clorura de mangan

In urma administrari solutiei de MnCl, in doze mai mari decat cele
recomandate (RDI — Recommanded Daily Intake) se observa o crestere a concentratiei
proteinelor serice totale la grupuri experimentale E; si E; fata de grupul de control C.
De asemenea, concentratia proteinelor serice totale la grupul experimental E, prezinta o
crestere fatd de grupul experimental E;.

Cu referire la proteine existd cercetdri care au urmarit evidentierea efectului
radioprotectiv al complecsilor cu cupru (II), mangan (IV) sau vanadiu (IV) s-au facut
determinari de parametrii proteici sanguini la 24 de ore dupi iradierea intregului corp
al sobolanilor “linia albino” de sex feminin cu radiatii gama, la doze de 6 Gy. La
finalul experimentului s-au facut analize cantitative de proteine totale, albumine si
globuline. Administrarea complecsilor de cupru (II), mangan (IV) sau vanadiu (IV)
inainte de iradiere au condus la scdderea semnificativd a proteinelor totale si a
globulinelor serice. De asemenea, s-a observat o crestere seminificativa a albuminelor
serice §1 a raportului albumine / globuline la sobolanii tratati cu complecsi metalici
comparativ cu grupul de sobolani netratati (Abou-Seif, 2003).

in figura 4-8 se prezintd cuantumul albuminelor serice dupa administrarea in
exces a manganului.

Concentratia albuminelor serice dupa

administrarea de MnCR2 (g / dL)

OGrup E2
OGmup El
OGrup C

Fig. 4-8. Cuantumul albuminelor serice dupa administrarea de solutii de
clorurda de mangan
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Conform datelor din figura 4-8. la administrarea de mangan sub forma de sare —
clorura de mangan — in concentratii mai mari decit cele recomandate se observa ca are
loc o crestere a concentratiei albuminelor serice la ambele grupuri experimentale
comparativ cu grupul de control. De asemenea. animalele la care s-a administrat Mn
din grupul experimental E; (doza RDI x 4) prezinta o crestere a concentratiei
albuminelor fatd de animalele din lotul experimental E; (doza RDI x 2). Astfel, se
poate afirma cid la ingestia unor concentratii de mangan care depasesc usor doza
recomantatd are loc o crestere a concentratiei albuminelor serice. La ingestia unor
concentratii care depidsesc semnificativ doza recomandatd de mangan concentratia
albuminelor creste mai mult decat in cazul unor doze putin peste RDI.

Concentratia globulinelor serice la grupul de control si cele douad grupuri
experimentale se prezinta in figura 4-9.

Concentratia globulinelor serice dupa
administrarea de MnClL2 (g / dL.)
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Fig. 4-9. Cuantumul globulinelor serice dupa administrarea solutiilor
de clorura de mangan

Referitor la concentratia globulinelor serice (fig. 4-9) in urma experimentelor pe
sobolani Wistar la care aportul de mangan depaseste dozele recomandate, se observa ca
are loc o scadere a concentratiei globulinelor dupa care scaderea se accentueaza. Insa
per ansamblu concentratia globulinelor la grupurile experimentale E; si E; rdméne
semnificativ mai mica decét la grupul de control C.

Tabelul 4-4 prezinta variatia concentratiei glucozei serice la grupul de control si
grupurile experimentale E, si E; in raport cu grupul de control C.

Tabel 4-4. Determinarea glucozei serice dupa administrare de clorurd de mangan

Specificare Concentratia glucozei serice

grup n (mg /dL)

de lucru X + DS

Grup C 10 158,44 + 45,75

Grup E; 10 174,25 + 56,57
AKX + 15,81

Grup E; 10 202,60 + 46,94
4X; +44,16

Nota: n — numar animale de experientd; ** P <0,01.
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Cercetarile experimentale efectuate pe sobolani linia Wistar arata ca administrarea
prin gavaj a unor cantititi de mangan mult mai mari decat doza recomandata RDI
determini o crestere a concentratiei glucozei sanguine proportionale cu doza.

Figura 4-10 prezinta histograma cu variatia glucozei serice la grupurile experimentale
E, si E; comparativ cu grupul de control, grupuri formate din sobolani linia Wistar.

Concentratia glucozei serice dupa
administrare de MnClI2 (mg / dL)
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Fig. 4-10. Cuantumul glucozei serice dupa administrarea solutiilor de MnCl,
in concentratii diferite

Cresterea valorii glicemiei sanguine la grupurile experimentale comparativ cu
grupul de control este progresiva, astfel ca la grupul experimental E; dupa
administrarea unei solutii de MnCl, in doza dubla (RDI x 2) glicemia creste cu
15,81mg/dL, iar la grupul experimental E; dupd administrarea de MnCl, in doza
cvadrupla (RDI x 4) glicemia creste cu 44,16 mg/dL.

Conform datelor din literatura de specialitate, a studiului facut de catre Baly et
al. (1985) pe sobolanii din linia Sprague-Dawley injectati intraperitoneal cu 40 mg
mangan / Kg greutate corporala (administrat sub formd de solutie de clorurd de
mangan) dupa 2 ore au manifestat hiperglicemie. Cresterea concentratiei de glucoza in
sange a fost insotitd de o scadere a insulinei plasmatice. Acest fapt poate fi explicat
prin faptul ca manganul s-a concentrat relativ rapid in pancreas (dupa 15 minute) si
ficat (dupa 45 de minute). Glicemia sobolanilor din lotul experimental a scazut,
ajungand la valoarea glicemiei sobolanilor din lotul de control dupa aproximativ 8 ore
de la injectarea animalelor cu clorurda de mangan.

Acelasi colectiv a reluat in 1990 studiile experimentale cu privire la efectele
manganului asupra metabolismului glucidic. experimentele au fost realizate pe
sobolani, iar rezultatele au demonstrat ca deficienta de mangan influenteaza transportul
glucozei sanguine si de asemenea, actiunea realizdrii homeostaziei glicemiei (Baly et
al., 1990).

Conform datelor din literatura de specialitate deficienta de mangan in
organismul animalelor, asemanator organismului uman care duce si perturbarea
matebolismelor glucidic, protidic, hidroelectrolitic, dar si lipidic, determinind scaderea
sintezel i excretiei de colesterol. Astfel, sobolanii la care s-a administrat mangan IV
(sub forma complexata) inainte de iradiere cu radiatii y, au prezentat o crestere
semnificativd a cuantumului colesterolului total sanguin comparativ cu sobolanii
iradiati fara pretratare cu complecsi metalici (Abou-Seif, 2003).

Prin administrarea de clorurd de mangan, manganul intervine si la nivelul
anabolismului §i catabolismului lipidic, influentind astfel valoarea parametrilor
biochimici din serul sanguin. in acest sens s-au facut determinari de colesterol si
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trigliceride serice din probe de singe prelevat de la animalele supuse experimentelor,
aceste date fiind prezentate in tabelul 4-5.

Tabel 4-5. Determinarea unor parametrii lipidici sanguini dupa administrare de
clorura de mangan

Specificare Concentratia unor lipide serice (mg / dL)
grup N Colesterol n Trigliceride
de lucru X DS X DS
Grup C 10 55,60 + 8.63 10 98.80 + 18,04
Grup E, 10 56,40 + 15,56 10 63,40 + 21,93
AKX + 0,80 - 335,40
Grup E» 10 61,20 + 15,05 10 48,00 £ 14,39"
4X; + 5,60 -50,80

Nota: n — numar animale de experientd; * P <0,05; ** P <0,01.

Rezultatelor testelor biochimice de determinare a concentratiei colesterolului si
trigliceridelor se prezinta si in histograma urmatoare (fig. 4-11).

Concentratia unor lipide serice dupa
administrarea de MnCL2 (mg / dL)

T
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Fig. 4-11. — Variatia concentratiei de colesterol si trigliceride serice la
sobolani linia Wistar dupa administrarea de MnCls.

Datele prezentate in urma cercetarilor efectuate pe sobolani de laborator, la
administrarea de mangan in dozd dubld fatd de cea recomandati (grupul E))
demonstreaza faptul ca valoarea colesterolului seric creste putin fatdi de valoarea
concentratiei colesterolului la grupul de control (de la 55,6 la 56,4 mg / dL, respectiv
1,44%), iar la o doza cvadrupla de mangan (grupul E;) valoarea colesterolului sanguin
prezintd o crestere mai mare fatd de grupul de control (de la 55,6 la 61,2 mg / dL,
respectiv 10,07%).

In ceea ce priveste concentratia trigliceridelor serice se observda cd o dozi
crescutda de mangan determina o scadere usoara a valorii trigliceridelor sanguine, iar la
concentratii mai mari de mangan se observd o depresie accentuatd a concentraiei
trigliceridelor serice. Baza biochimic3 a efectelor deficientei si excesului de mangan la

animale nu a fost stabilitd cu certitudine, dar poate fi corelati cu participarea
manganului la numeroase reactii enzimatice.
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Un alt criteriu de evaluare a efectelor administrarii de clorurd de mangan in
concentratii diferite (dar mai mari decdt doza recomandatd pentru mangan) asupra
animalelor supuse experimentelor este determinarea concentratiei unor enzime serice.
In acest sens s-au determinat urmatoarele enzime: alanil-amino-transferaza (ALT),
asparagin-amino-transaminaza (AST), fosfataza alcalind (ALP) si amilaza (Tabel 4-6).

Pentru a explicita semnificatiile prescurtérilor folosite in tabelul 4-6 se redau in
continuare denumirile in extenso pentru fiecare enzima luatd in studiu. Astfel,
transaminaza ALT (sau ALAT) este alanil-amino-transferaza sau mai este prezentata
sub denumirea de GPT - glutamat-piruvat-transaminaza. Transaminaza AST (sau
ASAT) este asparagin-amino-transaminaza. fiind cunoscutd si sub numele de GOT —
glutamat-oxalat-transaminaza.

Tabel 4-6. Determinarea unor enzime serice dupd administrare de clorura de

mangan
Specifi ! Concentratia unor enzime serice (U /L)
pecthicare Transaminaze Fosfataza Amilaza
grup ALT AST n| alcalindi |n
de lucru |N = n = = =
X + DS X+ DS X+ DS X + DS

Grup C  {10j 124,60+29,26 {10| 148,20+25,41 {10| 150,00+£20,27 |10] 547,30+45,86

Grup E; [10] 143,10£12,79 [10] 170,00+37,79 {10] 208,20+61,91 " |10] 635,25+30,83

4X; + 18,50 + 21,80 + 58,20 + 87,95

Grup E; [10] 138,00+39,88 [10] 158,60+36,50 [10{210,00+104,03" [10[751,25£142,71°

A4X; + 13,40 + 10,40 + 60,00 + 203,95

Nota: n — numar animale de experientd; * P <0,05; ** P <0,01.

Conform datelor prezentate in tabelul 4-6, concentratia alanil amino-transferazei si
asparagin amino-transferazei in urma administrarii de clorura de mangan dublul RDI creste
cu 18,50 U/ L pentru AlT si cu 21,80 U/ L pentru AST comparativ cu grupul de control.
La administrare de clorurd de mangan cvadruplul RDI activitatea enzimelor prezintd o
crestere cu 13,40 U/ L pentru ALT si cu 10,40 U / L pentru AST raportat la concentratiile
acelorasi enzime la control.

In cazul unui experiment efectuat pe sobolani de sex femel la care s-a administrat
mangan (IV) sub forma complexata inainte de iradiere cu radiatii y, acestia au prezentat o
crestere a cuantumului alanil-amino-transferazei si asparagin-amino-transferazei sanguine
comparativ cu sobolanii iradiati fara pretratare cu compusi minerali (Abou-Seif, 2003).

Administrarea de mangan sub forméa de clorura de mangan la sobolani linia Wistar
determind o crestere a concentratiei fosfatazei alcaline dependentd de doza de mangan
administrata.

Figura 4-12 reda histogramele concentratiilor unor enzime serice, date valorice
prezentate in tabelul anterior (Tabel 4-6). Variatia cuantumul enzimelor serice mai sus
amintite s-a determinat analitic la animale de experientd, sobolani Wistar, dupa
administrarea de mangan in concentratii ce depasesc doza zilnica recomandata.

Cu privire la cunatumul fosfatazei alcaline serice (notatd ALP) la sobolanii la care
s-a administrat prin gavaj solutie de clorura de mangan (dublul dozei RDI pentru Mn) s-a
produs o crestere cu 58,20 U / L, iar la sobolanii la care s-a administrat prin gavaj solutie
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de clorura de mangan (cvadruplu dozei RDI pentru Mn) cresterea a fost de 60,00 U / L.
Acest fapt demonstreaza ca manganul este sinergic cu activitatea fosfatazei alcaline si o
crestere a concentratiei de mangan ingerate duce implicit la o crestere a fosfatazei alcaline
la nivel sanguin.

Concentratia unor enzime serice dupa
administrare de MnCi2 (U/L)

250
200
150 OGup C
1001 OGmup El
50+ O Gup E2

ALT AST ALP

Fig. 4-12. Concentratia serica a alanil amino-transferazei (ALT), asparagin
amino-transferazei (AST) si fosfatazei alcaline (ALP)

Si in cazul amilazei serice dupa administrarea de solutie de clorurd de mangan in
concentratii mai manri decat doza zilnicA recomandati pentru mangan se procuduce o
crestere la ambele grupuri experimentale E, si E; (Fig. 4-13).

Concentratia amilazei serice dupa
administrare de MnCL2 (U/L)

B Emm ——

OGup C
OGrup El
OGmup E2

Fig. 4-13. Concentratia amilazei serice la sobolani linia Wistar
dupa administrare de MnCl,

Se remarcd faptul céd la animale de experinetd administrarea unor concentratii care
depdsesc doza recomandatd pentru mangan determind cresterea concentratiei unor enzime
serice printre care i amilaza sanguina. In figura 4-13 se observa ca dupa administrarea unei
doze duble fata de RDI pentru mangan concentratia amilazei sanguina creste cu 87,95 U / L
fata de control, iar la administrarea unei doze cvadruplu fata de RDI amilaza salivari creste cu
203,95 U / L fatd de grupul de control. Efectul sinergic al manganului cu amilaza serice se
poate observa si din acest studiu, care demonstreazi ci existi o relatie dozi-efect dependenta
intre cele doua caracteristici biochimice — cel putin in cazul sobolanilor linia Wistar.
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Literatura de specialitate, de asemenea, arata ca exista diverse studii pe animale
experimentale (diverse linii de sobolani) care au pus in evidentd modificarea activitatii
enzimatice la sobolanii la care s-a administrat mangan (sub diverse forme chimice) fata de
grupul de control.

Efectul manganului asupra enzimelor a fost cercetat si in cazul administrarii in
apa de baut in consum .ad libitum”. Astfel, un studiu experimental a presupus
administrarea la sobolani a unei doze de 16mg MnCl; x 4H,0/Kg (adica 4,4mg Mn / Kg)
in apa de baut — doza calculatd de cétre autori. Experimentul a durat cca. 30 zile si a
urmarit evaluarea efectului manganului asupra activitatii unor enzime hepatice. Sobolanii
tratati cu clorurd de mangan au prezentat depresii ale activitatii succin-dehidrogenazei,
alcool-dehidrogenazei si [-amilazei comparativ cu activitatea acelorasi enzimelor la
sobolanii din lotul de control. in contrast cu aceste date, la sobolanii tratati cu clorura de
mangan s-a observat o crestere a activitatii monoamino-oxidazei (MAQO), adenozin-
trifosfatazei, arginazei, alanin-amino-transferazei, ribonucleazei. glucozo-6-fosfatazei
si amilazei in ficat fata de lotul de control (Shulka et al., 1978).

Alte studii experimentale pe sobolani au urmarit efectul administrarii clorurii de
mangan asupra activitatii enzimelor la nivelul creierului. Un astfel de studiu a fost realizat pe
sobolanii in perioada post natala. Acestia au fost expusi la concentratii de 0 sau 1 sau 10 mg/ml
clorura de mangan in apa de baut. In urma experimentului s-a observat ca la sobolanii din lotul
experimental a crescut atat activitatea Na-K-ATP-azei cat si a Mg-ATP-azei in majoritatea
regiunilor de la nivelul creierului fata de lotul de control in ziua a 5-a si a 20-a postnatala, dar
au scazut pana in ziua a 60-a. Aceste modificdri ale enzimelor apar in ciuda unei cresteri
dependente de doza de mangan de la nivelul creierului (Lai et al., 1991).

Pe de alta parte intr-un studiu efectuat de Leung et al. (1993) nu s-au observat diferente
in ceea ce priveste activitatea monoamin-oxidazei la nivelul creierului in cazul sobolanilor din
lotul experimental comparativ cu lotul de control (martor).

Un alt studiu se refera la efectul administrarii manganului asupra activitatii enzimatice
la sobolani “linia albino™. in cadrul acestor cercetari Singh si colaboratorii (1979 — citat in
“Health Effects Support Document For Manganese™ — External Review Draft, EPA-R-02-029.
April 2002) au experimentat administrarea manganului in solutie de sucroza (16 mg / kg in
solutie de 10% sucroza) sau administrarea solutiei de etanol (solutie de 10% etanol) alaturi de
mangan in solutie de sucroza prezentata anterior, la loturi formate din 20 sobolani albino de
sex masculin, pe durata a 30 zile. In urma acestui studiu s-a observat ca expunerea la mangan
in solutia de sucroza a determinat o crestere cu 72% a concentratiei manganului la nivel de
creier (3,13 pg /g substanta uscata fatad de 1,82 pug / g pentru control). Aceasta crestere nu a fost
influentata nici de prezenta etanolului i nu s-au evidentiat nici modificari morfologice la nivel
de tesut in creier la nici un lot de sobolani. Insa in creier a fost perturbata activitatea unor
enzime. Astfel, expunerea la mangan a condus la cresteri importante in activitatea monoamino-
oxidazei (P<0,001), adenosin-trifosfatazei (P<0,001), ribonucleazei (P<0,001) si aspartat-
amino-transferase sau AST (P<0,001). De asemenea, s-a observat o depresie a activitatii
succin-dehidrogenazei (P<0,02) si deoxiribonucleazei (P<0,001). Expunerea concomitenta la
mangan si etanol a condus la un efect sinergic cu activitatea unor enzime si antagonic cu alte
enzime. In acest studiu nu a fost propus nici un mecanism care si explice observatiile
prezentate in prezenta etanolului.
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Un alt studiu, in care s-au facut determindri analitice de enzime serice, a urmarit
evaluarea influentei tratirii sobolanilor cu diversi complecsi metalici inainte si dupé iradiere cu
radiatii y. Astfel. s-a observat o sciddere semnificativa a concentratiei glutation-reductazei si
superoxid-dismutazei serice la sobolanmi la care s-a administrat mangan IV (sub forma
complexata) inainte de iradiere cu radiatii y, comparativ cu sobolanii iradiati fard tratare
prealabila cu complecsi metalici (Abou-Seif, 2003).

Cu privire la toxicitatea manganului se mentioneaza ca sistemul nervos este prima {inta
a ingestiei de mangan peste limitele admise. Astfel, doze cuprinse intre 1 51 150mg mangan/Kg
greutate corporala / zi, au produs efecte neurologice la sobolani i soareci supusi
experimentelor. La finea acestor studii s-a observat afectarea in principal a
neurotransmitatorilor si modificarea concentratiei enzimelor la nivelul creierului. Aceste
modificdri au fost deseori insotite de semne clinice, cum ar fi necoordonarea miscarilor si
modificarea nivelelor de activitate la care animalele de experineta raspundeau pozitiv inainte
de intoxicarea cu mangan (Agency for Toxic Substances and Disease Registry. Toxicological
profile for Manganese, 1992).

De asemenea, studii cu privire la carcinogenitatea manganului efectuate pe sobolani la
care s-a administrat pe cale orald mangan in diverse doze timp de 2 ani au demonstrat o
crestere evidentd a incidentei tumorilor (Agency for Toxic Substances and Disease Registry.
Toxicological profile for Manganese, 1992).

Alte studii realizate pe iepuri, porci si bovine au demonstrat ca in cazul ingestiel
cronice de mangan in concentratii de 1 — 2 mg mangan / Kg greutate corporala per zi se produc
modificari de apetit si reducerea sintezei de hemoglobina (Mertz, 1987). De asemenea, in cazul
toxicitatil cu mangan pe termen lung s-au observat modificarea concentratiei de amine biogene
si activitatea dopamin-f-hidrolazei §i monoamino oxidazei din creierul sobolanilor supusi
experimentelor (Erikssont al., 1987; Lai et al., 1984; Subhash si Padmashree, 1990).

Tabelul urmator (tabel 4-7) reda efectul administrarii prin gavaj a unor concentratil
crescute de mangan (fatd de RDI pentru mangan — stabilit pentru organismul uman) asupra
unor electroliti sanguini reprezentati de metale alcaline: Na, K; alcalino-teroase: Ca, Mg si de
un oligoelement: Fe.

Tabel 4-7. Determinarea unor electroliti serici dupa administrare de MnCl,

Concentratia unor electroliti serici

Specificar
grup de | _ Na K Ca Mg Fe
lueru || (mg/dL) |n| (mg/dL) n| (mg/dL) n| (mg/dL) |n| (ug/dL)
X+ DS X+ DS X+ DS X+ DS X+ DS

Grup C |10} 322,46+2,02 (10| 20,50+3,34 |10 10,20+0,34 |10] 2,53+0,58 [10| 120,40+27,23
Grup E; |10 362,48+3,95 {10 26,40+7,63 |10 11,64+1,26 [10]3,32+1,31" [10[145,80+71,95"

AX, + 40,02 +590 + 1,44 +0,79 + 25,40
Grup E; (10| 363,40+5,63 [10{29,90+10,63 [10| 10,58+0,37 {10(3,76+1,51" |10[160,40+55.40"
AX + 40,94 +940 +0,38 +123 + 40,00

Nota: n — numar animale de experientd; * P <0,05; ** P <0,01.

Pe baza datelor din tabelul 4-7 s-a realizat histograma din figura 4-14, care
prezintd concentratia sodiului la grupul de control (C) comparativ cu grupurile
experimentale (E; si E»).
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Concentratia sodiului seric dupa
administrare de MnCI2 (mg / dL)

OGup C
OGrup El
DOGup E2

Na (mg/dL)

Fig. 4-14. Cuantumul sodiului seric dupa administrarea unei solutii
de clorura de mangan

in urma administrarii de mangan (dozi dubla raportati la RDI) — in cazul sodiului
sanguin — se observa ca existd o crestere la grupul experimental E; cu 40,02mg/dL fata de
grupul de control C, iar la administrarea manganului (doza cvadrupla fatad de RDI) in cazul
grupului experimental E; cresterea concentratiei fatd de control C este de 40,94mg/dL. Este
evidentd cresterea concentratiei sodiulut dupa administrarea de mangan fatd de grupul de
control pentru ambele grupuri experimentale. Valoarea concentratiei sodiului nu este
influentata atat de evident de marirea concentratiei manganului administrat. Astfel, diferenta
intre concentratia sodiului seric dupa administrarea manganului in concentratie dublu RDI si
concentratia sodiului dupa administrarea manganului in concentratie cvadruplu RDI este
foarte mica, doar de 0,92mg/dlL..

Figura 4-15 prezintd variatia concentratiei potasiului sanguin la animalele din
grupul de control C si cele doua grupuri experimentale E; si E.

Concentratia potasiului seric dupa
adminis trare de MnCI2 (mg / dL)

/,/ 1 299
e { i

K (mg/dL)

Fig. 4-15. Cuantumul potasiului sanguin dupa administrare de clorura de mangan

Urmarea administrarii la sobolani Wistar prin gavaj a unor concentratii de
mangan ce depasesc dozele recomandate — sub forma de solutii de clorurd de mangan —
este o crestere progresivd cu cresterea concentratiei manganului administrat. Astfel
concentratia potasiului la grupul E, fata de control este cu 5,90 mg / dL. mai mare, iar la
grupul E; fata de control este de 9,40 mg / dL.

Variatia concentratiei fierului sanguin dupa administrarea de clorura de mangan
se reda sub forma de histograma in figura 4-16.
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Concentratia fierului seric dupd
administrarea de MnCI2 (ug /dL)
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Fig. 4-16. Cuantumul fierului seric dupa administrarea de clorurd de mangan

Referitor la valoarea concentratiei fierului sanguin se poate observa din
rezultatele experimentale obtinute ca existd o relatie dependentd si aproximativ
proportionald cu doza de mangan ingerata. Astfel, dupa administrarea unei concentratii
de mangan ce depiseste doza recomandata, exista o crestere a concentratiei fierului in
serul sanguin. Cresterea cuantumului fierului sanguin la lotul E; este de 25,40 ng / dL,
iar la lotul E> concentratia fierului creste semnificativ cu 40,00 pg / dL.

Studii experimentale diverse demonstreaza cé persoanele care au deficiente de fier
pot prezenta riscul unei intoxicatii cu mangan.

De asemenea, datele prezentate de Rossander-Hultén et al. (1991) aratd ca
administrarea concomitenta a 7,5 sau 15 mg mangan (sub forma de clorurd de mangan —
MnCl,) cu 3 mg fier (sub forma de sulfat feros — FeSO4) a redus absorbtia de mangan cu
20%, respectiv cu 34% la persoanele care au participat voluntar la acest studiu. La o
administrare in doze mai mari de fier s-a observat de asemenea o reducere a absorbtiei
manganului in procente similare cu cele prezentate anterior. Astfel, autorii au explicat acest
fapt prin inhibarea competitiva care a aparut la momentul absorbtiei la nivel de mucoase
(absorbtie mucosonald). Cand s-au administrat 3 mg fier si concomitent 15 mg mangan
(intr-un hamburger) s-a observat ca s-a redus absorbtia fierului cu 40%, ceea ce ar putea fi
explicat prin faptul ca alti liganzi din meniu nu au afectat interactia fier-mangan.

intr-un alt experiment prin care s-a procedat la administrarea de clorurd de mangan
(MnCl,) in concentratie de 24,3 mg Mn / Kg corp prin gavaj la sobolani, o singura datad pe
sdptiména timp de patru saptimani a dus la cresterea cu 68% a nivelului de mangan din
sange si la cresterea cu 22% a nivelului de mangan din cortex (Roels et al., 1997).

Exista si cercetari prin care s-a urmarit daca depozitele de mangan din organismul
animal — Wistar rats — a fost influentat de prezenta fierului. Astfel, rezultatele obtinute de
Chua si Morgan (1996) au concluzionat faptul cad manganul si fierul interactioneaza in
timpul transferului din plasma catre creier si alte organe, precum si faptul ca interactia a
fost mai degraba sinergica decat antagonica. Aceste rezultate sugereaza faptul ca un aport
excesiv de mangan si fier poate accentua riscul problemelor tisulare cauzat de un singur
metal, in special la nivel de creier.

La administrarea cronica a unei supradoze de mangan sub forma de MnCl, la
sobolani s-a urmadrit distributia de mangan, fier, cupru si zinc in plasma, eritrocite, ficat si
creier. Astfel, la grupul experimental s-a administrat MnCl; in doza de 30 mg / Kg corp / zi,
timp de 50 de zile sub forma injectabild — intraperitoneal. La finea experimentului
concentratia de mangan din plasma4, eritrocite, ficat si creier a fost mai mare comparativ cu
lotul de control. De asemenea, concentratia de fier din creier nu s-a modificat, in timp ce in
ficat a crescut semnificativ fatid de control. Cuantumul de cupru si zinc din creier nu s-a
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modificat. dar in ficat a crescut nivelul de cupru si zinc. Cresterea semnificativd a
manganului din eritrocite poate sa fie datorata MnSOD din mitocondrii. in aceasta situatie
se poate sa existe o cale de potentare a sistemului de aparare antioxidantd a organismului
impotriva producerii de radicali liberi de oxigen prin inducerea de catre mangan a reactiei
de oxidare (Zaloglu et al.. 2002).

Sobolanii cu deficienta de fier au absorbit mai mult mangan (24,4+6,6%) dacit
sobolanii din lotul de control (12.5+4%) si decat sobolanii cu exces de fier (5,0+2,8%)
cand determindrile s-au facut pe intestin. Deficitul de fier a fost realizat prin indepartarea
de sange si fier realizata prin injectarea intramusculara zilnica de dextran cu fier (in doza
totala de 100 mg). Totusi, eliminarea de mangan a fost crescuta la sobolanii cu deficienta
de mangan. fata de o scadere a excretiei de mangan la sobolanii cu exces de mangan —
mecanism explicat prin alterarea functiei de absorbtie (Diez-Ewald et al., 1968).

Finley. in 1999, a initiat un studiu cu privire la concentratia fierului comparativ cu
efectele absorbtiei de mangan si “half-life-ul biologic” (timpul biologic de injumétiatire) pe
un grup de 26 de femei. Rezultatele obtinute au aratat ca absorbtia manganului a fost mai
mare la pacientele cu dieta sdraca in mangan (0,7 mg Mn / zi) si cu un status scazut de fier,
iar la pacientele cu o dietd bogatd in mangan (9,5 mg Mn / zi) absorbtia manganului a fost
scazuta. Durata half-life-ului biologic a fost mai lunga la subiectii cu dietd sdraca in
mangan si status al fierului ridicat, respectiv mai scurtd la subiectii cu o dietd bogata in
mangan. Concluzia finald a acestui studiu a fost ca echilibrul fierului in organism nu a fost
influentat de statusul fierului la aportul de mangan studiat.

Stokinger (1981b) a facut un studiu experimental pe miei care au fost furajati cu o
dietd imbogatitd cu mangan. Acestia la finalul experimentului au prezentat o scidere a
concentratiei hemoglobinei, iar aceasti observatie este sustinutd si de afirmatia ca mari
concentratii de mangan pot interfera cu absorbtia intestinald de fier, ceea ce permite si
explicarea aparitiei anemiei la oameni.

In urma unei toxicitati cu mangan ca urmare a ingestiei orale poate aparea o anemie
probabil datoritad interferentei cu absorbtia intestinala a fierului ca urmare a unui exces de
mangan (Francis si Forsyth, 1995).

Studiul de fata a urmarit — asa cum s-a prezentat si in tabelul 4-7 — si modificarea
concentratiei serice de calciu si magneziu dupa administrarea prin gavaj a unor concentratii
de mangan ce depasesc doza zilnica recomandata, la sobolani linia Wistar. in figura 4-17
se prezintd histograma cu concentratia calciului si magneziului sanguin dupa administrarea
de mangan.

Concentratia calciului §i magneziului seric

dupi administrare de MnCI2 (mg / dL)
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Fig. 4-17. Cuantumul calciului i magneziului seric dupa administrarea de
solutii de clorura de mangan
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Ca urmare a administrarii la sobolani prin gavaj a unor concentratii ce depasesc
dozele recomandate de mangan — sub forma de solutii de clorurd de mangan — se
observa ca atat in cazul calciului cat si in cazul magneziului existd o crestere relativ
proportionala cu cresterea concentratiei manganului administrat. Exceptie de la acest
fapt face calciul la grupul E,. cdnd concentratia calciului creste fata de grupul de
control cu 0.38 mg / dL comparativ cu cresterea concentratiei calciului la grupul E, de
1.44 mg / dL.

in ceea ce priveste concentratia magneziului se observa ci la administrarea unei
concentratii de mangan — reprezentand dublul RDI la grupul E, — existd o crestere cu
0.79 mg / dL, iar in cazul grupului E; (cvadrupul RDI pentru Mn) cresterea este de
1.23 mg / dL. Acest lucru se poate explica prin faptul cd o crestere a concentratiei
manganului ingerat determinad cresterea concentratiei magneziului sanguin, dar care
este progresiva cu concentratia manganului ingerat.

Literatura de specialitate demonstreaza ca existd o influentd a manganului
ingerat §i asupra unor,electroliti serici la sobolani, care este specifica insa pentru
fiecare loc de actiune (organ, muschi etc.). Astfel, ca urmare a injectarii de mangan
direct in creier la sobolani (Sloot et al., 1994) s-a dovedit ca injectarea intrastriatala de
clorura de mangan produce o acumulare de calciu (0,4 pmol) dependenta de timp si o
depletie de dopamina (0,05-0,8umol) dependenté de doza.

Efectele neurotoxice ale manganului au fost de asemenea observate la animalele
de laborator. Alte efecte adverse atribuite manganului sunt anemia si alte alterari ale
parametrilor hematologici (Expert Group on Vitamins and Minerals Meeting —
Nutrition, Review of Manganese, 2002).

S-a demonstrat experimental cd un cuantum ridicat de fibre alimentare, de
calciu, fosfor si fitat determina o crestere a necesarului de mangan probabil datorita
formarii unor complecsi insolubili (Mertz A. si Mertz O., 1994).

De asemenea, administrarea de diete cu aport sciazut de fosfor la sobolani de
experientd a contribuit la instalarea asa numitului “rahitism mangan” (retardare de
crestere si demineralizarea oaselor observata in urma unor studii facute pe rozatoare) —
Svensson et al., 1985 — citat in ,,Expert Group on Vitamins and Minerals Meeting —
Nutrition, Review of Ménganese”, 2002.

Freeland-Graves si Lin in 1991 au demonstrat ca cuprul si calciul pot scadea
cuantumul manganului din plasméa in timp ce zincul poate creste nivelul manganului
din plasma. Un alt studiu a avut in vedere investigarea efectului unor componente din
dieta asupra absorbtiei de **Mn la un grup de adulti voluntari. Adausul de calciu, dar nu
si de mangan reduce absorbtia manganului din laptele matern uman (Davidsson et al.,
1991). Totusi, un studiu realizat pe un grup de femei voluntare a aratat ca un aport
crescut de calciu de 200-800 mg / zi nu are nici un efect asupra cuantumului de mangan
din organism (Spencer et al., 1979).

Aportul de mangan poate duce la scaderea absorbtiei si la cresterea excretiei de
magneziu desi poate inlocui magneziul in unele sisteme enzimatice care necesita
magneziu (Watts, 1988).

De asemenea, 