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Abstract

The possibility of using inductively coupled plasma-optical emission spectrometry (ICP-OES) with axial and radial configura-
tions (duo mode) to determine essential trace elements and to detect potential toxic metals and nonmetals in biological fluids and
tissues was evaluated. It was concluded that generally ICP-OES is a useful method for assessing the concentrations and the pro-
file of some elements in human autopsy tissues and body fluids, e.g. Zn, Mn and Cu, as well as Al, B, Ba and Sr, which are diffi-
cult to determine by flame atomic absorption spectrometry (F-AAS), but it has some limitations. On the basis of results of
analysis of autopsy material — tissues and body fluids (n = 75) — using the ICP-OES method, it was ascertained that this method
does not enable establishment of reference values of, for example, As, T1, Co, Cr and Ni in tissues, and also Pb, Cd and Hg (except
in kidney, liver and spleen). The correctness of the method was checked by analysis of certified reference materials (Seronorm
Whole Blood 2, Seronorm Trace Elements Urine, NIST Bovine Liver 1577b) and was acceptable for Al, Cd, Co, Hg, Cu, Zn, Mn,

Sr and Ba, while for T1, Pb and Li — it was not acceptable.
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1. Introduction

One of the fundamental tasks in forensic inorganic
toxicology is to determine concentrations of elements
in biological material taken from living persons and
also collected during autopsy, as well as in food, sam-
ples of water and sewage and in identified substances.
An important aspect of correct analysis for metal and
non-metal content (including extremely toxic elements
and those that are non-toxic when occurring normally,
but harmful in elevated quantities) is selection of ap-
propriate material and analytical method.

There are many instrumental methods allowing
identification and determination of various elements in

biological material and in food [34]. Due to the spe-
cific nature of the studied material — its complexity and
also the occurrence of particular elements in broad
ranges of concentrations (from main components, in
mg/g to trace components — in pug/g or ng/g) — the
choice of analytical method is to a large extent depend-
ent on the component (to be analysed). In toxicological
analysis for inorganic compounds, various variants of
atomic absorption spectrometry are most frequently
used: these differ from each other in terms of atomiza-
tion technique used: flame (F-AAS) [2, 16, 32, 35],
electro-thermal (ET-AAS, GF-AAS) [18, 24, 30], with
generation of hydrides (HG-AAS) [22] and cold va-
pours of mercury (CV-AAS) [1, 17], and, more rarely,
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atomic fluorescence spectrometry (AFS) [37, 38]. Fur-
thermore, the following have also been applied: X-ray
fluorescence spectrometry (XRF) [3, 32] and ion chro-
matography [7]. Some of these methods have been
successively dislodged by more modern methods,
e.g. inductively coupled plasma-mass spectrometry
(ICP-MS) [11, 12, 19] and inductively coupled
plasma-optical emission spectrometry (ICP-OES, pre-
viously ICP-AES) [20, 26, 27, 28, 31], which enable
a relatively fast combined determination of many ele-
ments, frequently with maintenance of good analytical
parameters (accuracy, precision, limit of detection and
quantification) and are used increasingly prevalently
to study speciation of e.g. selenium [7], lead [29] or ar-
senic [21], and even multielement speciation in
metallothioneins and other proteins [8].

Methods routinely applied up till now have not al-
lowed simultaneous multielement screening analysis
of biological material and food samples for content of
elements. This has become possible, amongst other
reasons, thanks to application of the ICP-OES method
with use of sequential and, recently, simultaneous
emission spectrometers [23]. Such analysis is very
useful due to the fact that — it would seem — it allows
quick detection of inorganic poisons in biological ma-
terial and (or) food for the purposes of forensic and
clinical toxicology (and defines the concentrations of
elements) and also orientation of further analyses in
cases of poisoning by an unknown chemical substance
(metal or nonmetal compound). It has been applied in,
amongst other fields, environmental protection, to ele-
mentary analysis of samples of water, soil, minerals
and also fish [13, 14], tea and coffee for boron content
[15], geological samples for content of rare earth met-
als [39], and also to determination of metals in hair [9,
26]. Optical emission spectrometry has also been used
in comparative analyses in criminology (analysis of al-
loys, post-cremational ashes, oils) [4, 33, 36]. The
ICP-OES method is not widespread in Poland, espe-
cially in the analysis of biological material. In this
study, we attempted to assess the usefulness of this
method in multielement analysis of various biological
materials in forensic inorganic toxicology.

2. Materials and methods
2.1. Material

The material for validating the method was sam-
ples of body fluids (blood, urine) collected from living
persons (n =20) and body fluids (blood, urine, bile, to-
tal n = 29) and sections of internal organs (liver, kid-

neys, stomach, intestines, lungs and brain) secured in
the course of autopsy (n = 46). The presence of inor-
ganic poisons was ruled out in these samples by the
AAS method (by the flame and cold vapour technique)
and also light spectrophotometry.

2.2. Reagents

Samples of biological material were mineralised in
a microwave system in concentrated nitric(V) acid of
special purity (Suprapur) and also analytical grade
30% hydrogen peroxide (Merck, Germany). Standard
solutions used in calibration were prepared by diluting
mono- (Hg, As) or multi-elemental (Ag, Al, B, Ba, Bi,
Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Ga, In, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni,
Pb, Sr, Tl, Zn) standard solutions of concentration
1000 mg/ml (Merck, Germany). Deionized water orig-
inating from the NANOpure Dlamond (Barnstead,
United States) system of purifying water was used to
prepare working standard solutions and also to dilute
samples. The accuracy of the method was assessed on
the basis of analysis of three certified materials: blood
— Seronorm Whole Blood 2, urine — Seronorm Trace
Elements Urine (SERO AS, Norway) and also bovine
liver — Bovine Liver 1577b (NIST, United States).
Glass and polypropylene vessels were prepared by
washing and soaking (overnight) in 25% (v/v) ana-
lytical grade nitric(V) acid (ChemPur, Poland).

2.3. Preparation of material

Samples of biological material were digested in an
MLS 1200 Mega (Milestone, Italy) microwave oven
using six or ten high pressure Teflon vessels (volume
160 and 100 ml respectively). Samples of blood (2 ml),
urine (2-8 ml) and also sections of internal organs
(1-2 g) with addition of 4 ml nitric(V) acid and 1 ml
hydrogen peroxide were subjected to mineralisation in
accordance with the following programme: 1 min —
250 W, 2 min — 0 W and successively 250, 400 and
600 W (5 min each). The obtained mineralisates were
diluted to a volume of 10 ml (in the case of samples of
mass up to 2 g) or 25 ml (in the case of samples of mass
above 2 g). The mineralised samples were stored in
a refrigerator at a temperature of 4°C up to the time of
analysis.

2.4. Method

Analysis of samples of biological material for met-
al and nonmetal content was carried out using an iCAP
6300 duo plasma emission spectrometer (Thermo
Electron Corp., United States), enabling simultaneous
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recording of the full emission spectrum of the sample
in the range from 166.250 to 847.000 nm with the help
of'a Charge Injection Device (CID). The spectrometer
was equipped with a cyclonic spray chamber with con-
centric nebulizer. A double system of observation of
plasma was used (axial and radial). The fundamental
features of the spectrometer and measuring conditions
applied in the analysis have been presented in Table 1.

3. Validation of the ICP-OES method
3.1. Calibration of the method

Calibration was carried out by the calibration curve
method. Calibration curves for arsenic and mercury
were drawn up on the basis of measurements of four
standard solutions (containing mercury and arsenic at
the same time) at concentrations: 0.10, 0.20, 0.50 and
1.00 pg/ml; however, for the remaining elements, so-
lutions at the following concentrations were used: 0.01,
0.02,0.05,0.10,0.20, 0.50 and 2.00 pig/ml. In the stud-
ies, analytical lines of the greatest intensity of emis-
sion were used. Gallium and indium, present in the
standard solution earmarked for analysis by the ICP-
OES method, were omitted in the calibration studies
due to not being very useful in analysis of biological
material. Before beginning calibration, automatic opti-
misation of the position of spectral lines on the detec-
tor was carried out with the help of the Auto Peak
function. To this end, a multiclement standard solution

of concentration 2.00 pg/ml was used, as was a solution
of arsenic and mercury of concentration 1.000 pg/ml.
In the studied range of concentrations, coefficients of
linear regression for particular spectral lines were great-
er than 0.999. Spectral lines of arsenic A =449.423 nm
and also lead A = 261.418 nm (R*> < 0.999) consti-
tuted exceptions, for which calibration curves had
a negative slope. In the case of the potassium line
(A =766,490 nm) a satisfactory value of coefficient of
correlation (R* > 0.999) was obtained in the range of
concentrations above 0.050 pg/ml.

In samples analysed directly after carrying out cali-
bration using solutions containing mercury, a high
concentration of this element was observed, decreas-
ing systematically with time (the so-called memory ef-
fect). This constitutes a limitation of the method and
requires care when studying material for mercury con-
tent.

3.2. Limits of detection and quantification

Limits of detection (LOD) and quantification (LOQ)
were calculated in accordance with the literature on
the subject [25] as, respectively, 3 and 10 fold standard
deviations of the concentration of the elements in
blank sample solution (4 ml concentrated nitric(V)
acid and 1 ml 30% hydrogen peroxide solution). Mean
values of limits of detection and quantification ob-
tained as a result of 10 parallel determinations of ele-
ments in solutions of five blank samples (1:10) are
presented in Table II.

TABLE I. SPECIFICATIONS AND WORKING CONDITIONS OF ICP-OES SPECTROMETER

Monochromator
Detector

RF generator power
Radio frequency
Plasma observation
Pump rate
Integration time (low/high WL)
Pump tubing type
Auxiliary gas flow
Coolant gas flow
Spray chamber

Nebulizer gas pressure

Echelle with simultaneous detection
Charge injection device (CID)
1.150 kW

27.12 MHz

Radial/axial (auto view)

50 rpm

15s/15s

Tygon orange/white

0.5 Vmin

20 1/min

Cyclonic with concentric nebulizer (Meinhard)
0.14 MPa
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TABLE II. LIMITS OF DETECTION
AND QUANTIFICATION FOR SOME

ELEMENTS IN BLOOD, URINE AND LIVER

(10 REPEATS)

Element = Wavelength LOD LOQ

[nm] [ng/g] [ng/g]
Al 167.079 0.11 0.38
As 189.042 0.074 0.28
B 208.959 0.076 0.25
B 249.678 0.49 1.6
B 249.773 0.18 0.59
Ba 230.424 0.033 0.11
Ba 233.527 0.027 0.089
Ba 455.403 0.031 0.10
Bi 223.061 0.11 0.38
Ca 393.366 0.024 0.080
Ca 396.847 0.025 0.083
Cd 214.438 0.0068 0.023
Cd 226.502 0.0070 0.023
Cd 228.802 0.013 0.043
Co 228.616 0.020 0.066
Cr 267.716 0.19 0.62
Cr 283.563 0.19 0.65
Cu 219.958 0.12 0.39
Cu 224.700 0.040 0.13
Cu 324.754 0.27 0.90
Fe 238.204 0.40 1.3
Fe 239.562 0.34 1.1
Fe 259.940 0.64 2.1
Hg 194.227 0.021 0.070
Hg 253.652 0.013 0.043
K 766.490 5.2 17.0
Li 670.784 0.23 0.76
Mg 279.553 0.0057 0.019
Mg 280.270 0.011 0.038
Mn 257.610 0.033 0.11
Mn 259.373 0.039 0.13
Na 589.592 1.7 5.7
Ni 221.647 0.043 0.15
Pb 220.353 0.080 0.27

Sr 407.771 0.011 0.037
Sr 421.552 0.014 0.046
Tl 190.856 0.076 0.25

Zn 202.548 0.014 0.048
Zn 206.200 0.020 0.066
Zn 213.856 0.0083 0.028

3.3. Precision

The precision of the method was determined on the
basis of determinations of elements in 6 samples of
blood (2 ml) and liver (approx 2 g) prepared in parallel,
which were collected in the course of autopsies on
bodies of 3 persons and also 10 samples of urine (8 ml)
originating from 5 living persons. The results (aver-
ages) obtained are presented in Table III.

3.4. Accuracy of the method

The accuracy of the method was assessed on the
basis of multielement analysis of three certified refer-
ence materials (CRM, Certified Reference Material) —
blood (Seronorm Whole Blood L-2), urine (Seronorm
Trace Element Urine) and bovine liver (NIST Bovine
Liver 1577b). Results obtained during study of three
parallel samples of certified reference materials: blood
(2 ml), urine (5 ml) and bovine liver (1 g) have been
presented in Tables IV, V and VI.

Dilution of the mineralisate also had a significant
effect on results of analysis. On the basis of examina-
tion of certified reference materials (blood, urine and
liver), it was established that for most elements, the
optimal dilution of mineralisate applied in determina-
tions by the ICP-OES method (with sample prepara-
tion method as described in this work) is 10-fold di-
lution. An exception is elements occurring at large
concentrations in the studied material, such as Ca, Mg,
Na and K, which require more dilution (1:50 in the
case of blood and urine, 1:100 in the case of organs)
and trace elements (Ba, B, Pb, Sr and Cd in blood and
also Al, As, Ba, Cd, Cu, Hg, Sr and Zn in urine), which
should be determined without diluting mineralisate.

The accuracy was also assessed by analysing the
recovery of five selected elements (Al, Cd, Cr, Cu and
Mn) added in quantities of 0.1-1.0 pg/ml (or pg/g) to
6 samples of blood (2 ml) and liver (2 g) of known
elemental composition (secured during autopsy), and
then mineralised. The results are presented in Table
VIL In samples of blood and liver, the recovery of Cd,
Cu and Mn was close to 100%. The recovery of Al and
Cr in liver and also Cr in blood significantly exceeded
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TABLE III. PRECISION OF THE DETERMINATION OF SELECTED ELEMENTS IN NORMAL HUMAN BLOOD, URINE

AND LIVER

Element  [nm)] Blood (n = 3) Urine (n =5) Liver (n =3)

¢+ Ac(ou=0.05) RSD c*Ac(0u=0.05) RSD c*tAc(ou=0.05) RSD

[ug/ml] [%] [ug/ml] [%] [ug/g] [%]
Al 167.079  0.344 +£0.032 7.47 0.109 £ 0.021 27.3 0.337 £0.045 10.8
B 249.773  0.764 £ 0.052 6.47 1.46 +0.03 2.55 0.161 £ 0.046 27.3
Ba 230.424 nd nd 0.007 £0.001 14.5 nd nd
Ba 233.527 nd nd 0.006 £ 0.001 14.6 nd nd
Ca 393366  459+1.0 2.05 547+ 4 1.02 49.2 £0.6 1.09
Ca 396.847 454+1.0 2.03 536 +4 1.06 484 +0.5 1.04
Cd 214438  0.0798 =0.0007  0.81 nd nd 0.939 + 0.006 0.61
Cd 226.502  0.108 £0.002 1.59 nd nd 0.969 + 0.007 0.68
Cd 228.802  0.0562+0.0021 3.54 nd nd 0.971£0.013 1.26
Cr 267.716 nd nd nd nd 0.0979 + 0.0346 33.7
Cr 283.563  0.781 +£0.041 5.01 nd nd 0.264 +0.061 22.0
Cu 219.958  0.828 £0.022 2.51 0.022 £ 0.003 17.3 2.57 £0.05 1.75
Cu 224700  0.898 £0.010 1.08 0.018 +0.002 133 2.53£0.02 0.62
Cu 324754  0.831+0.034 3.88 0.008 + 0.003 57.6 2.66 £ 0.06 2.11
Fe 238204 643 +11 1.68 0.044 £ 0.01 31.8 269 +4 1.27
Fe 239.562 633+ 12 1.75 0.039 £ 0.01 33.0 258 +4 1.14
Fe 259.940 630+ 10 1.48 0.046 £ 0.01 18.3 261 +4 1.29
K 766.490 2829 +52 1.74 123515 1.69 2707 £ 23 0.87
Li 670.784  0.119+0.018 12.1 0.064 £ 0.004 7.99 nd nd
Mg 279.553  54.0+09 1.67 206 + 1 0.96 148 £2 1.16
Mg 280.270  54.1+1.0 1.71 208 £2 1.10 149 +£2 1.28
Mn 257.610 nd nd nd nd 1.52+0.02 1.10
Mn 259.373  0.784 +£0.020 2.46 nd nd 1.84 +£0.06 3.08
Na 589.592 1005+19 1.78 4821 + 38 1.09 952+ 10 0.97
Pb 220.353  0.0367 £0.0162  42.0 0.007 £ 0.001 21.5 0.108 £0.010 8.62
Sr 407.771  0.0151+0.0019 11.7 0.385 +0.004 1.37 0.0280 +0.0019 6.43
Sr 421.552  0.0166 +£0.0036  19.9 0.395 £ 0.003 1.06 0.0308 = 0.0027 8.39
Zn 202.548  7.23+0.07 0.98 0.760 + 0.005 0.85 324+03 0.77
Zn 206.200  7.24 +0.08 0.99 0.793 £ 0.005 0.86 32.6+0.3 0.79
Zn 213.856  7.27+0.05 0.68 0.793 £ 0.005 0.90 32.4+0.5 1.51

¢+ Ac (a. = 0.05) — mean concentration with confidence interval at the level of significance oo = 0.05; nd — not detected.

(by > 20%) a value of 100%. The cause of this phe- type of biological matrix as well as (or) the low
nomenon may be strong spectral interference originat- precision of the method when close to the limit of
ing from iron present in large concentrations in this quantification.
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TABLE IV. CONCENTRATIONS OF SELECTED
ELEMENTS IN CERTIFIED REFERENCE
MATERIAL — SERONORM WHOLE BLOOD
L-2 AND ACCURACY OF ANALYSIS

Element Concentration [pg/ml] /%ccuracy“
Certified Found ’
value' value

Ag (0.000134)° nd -

As 0.0132+0.0013 nd -

B (0.091) 0.084 75

Ba (0.066) 0.069 4.0

Bi 0.0051 £ 0.0003 Nd -

Ca (16.7) 14.9 10.7

Cd 0.0051 = 0.0023 nd -

Co 0.0044 +0.0019 nd -

Cr 0.0061 £ 0.0009 nd -

Cu (0.666) 0.641 3.8

Fe (435) 412 5.2

Hg 0.0087 =0.0013 nd -

K (1067) 1025 39

Li (0.0019) nd -

Mg (19.2) 18.3 4.7

Mn 0.0131 £0.0032 0.0099 23.6

Na (1329) 1307 1.7

Ni 0.0052 +0.0015 nd -

Pb 0.396 = 0.100 0412 4.0

Sr (0.034) 0.034 1.4

Tl 0.0052 £ 0.0003 nd -

Zn (5.04) 4.99 1.0

! Mean concentration with confidence interval at the level of sig-
nificance o = 0.05; >Arithmetic mean (n=3); 3 Value not certi-
fied; * Relative error [%]; nd — not detected at certified con-
centrations; “~" — not calculated.

4. Spectral effects

It was observed that concentrations of elements de-
termined for various spectral lines sometimes signifi-
cantly differed among themselves (examples are given
in Table VIII). Differences in determined concentra-
tions were most probably the effect of spectral interfer-
ence — depending on the determined element and se-
lected spectral line, signals originating from interfer-

TABLE V. CONCENTRATIONS OF SELECTED
ELEMENTS IN CERTIFIED REFERENCE
MATERIAL — SERONORM TRACE ELEMENTS
URINE AND ACCURACY OF ANALYSIS

Element  Concentration [pg/ml] Accuracy’
Certified Found (%]
value' value

Ag 0.000012 £ 0.000005 nd -

Al 0.105 +0.004 0.144 37.0

As 0.184 £0.017 0.156 15.0

B 0.691 £ 0.049 0.703 2.0

Ba 0.009 = 0.004 0.011 22.0

Ca 108 +4 108 0

Cd 0.00506 = 0.00022 0.00454 10.3

Co 0.0101 £0.0005 nd -

Cr 0.0201 £0.0011 nd -

Cu 0.0161 £0.0014 0.0188 17.0

Fe 0.0144 +£0.0014 nd -

Hg 0.0403 +0.0026 nd -

K 1983 £ 55 1794 9.5

Li 0.00794 + 0.00053  nd -

Mg 54+ 3 535 1.0

Mn 0.0111 +£0.0010 0.0108 2.7

Na 2545 £ 82 2327 8.6

Ni 0.0415 +0.0022 0.0412 0.7

Pb 0.0911 £0.0070 0.0819 10.1

Sr 0.0913 + 0.0063 0.0897 7.8

Tl 0.00969 + 0.00036 nd -

Zn 0.261 £0.013 0.275 5.0

! Mean concentration with confidence interval at the level of sig-
nificance o = 0.05; *Arithmetic mean (n = 3); * Relative er-
ror [%]; nd — not detected at certified concentration; “—” — not
calculated.

ents could be near the analysed line, making it impos-
sible to correctly measure the level of the background,
or they could be superimposed onto the analysed lines
(so-called coincidence of lines [5]). The most fre-
quently occurring sources of spectral interference in
biological material are presented in Table IX. The
wavelengths of spectral lines of interfering elements
(interferents) in determination of metals and nonmet-
als in biological material were obtained with the help
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of a wavelength finder, which is a feature of the spec-
trometer’s software.

TABLE VI. CONCENTRATIONS OF SELECTED
ELEMENTS IN CERTIFIED REFERENCE
MATERIAL — NIST BOVINE LIVER 1577B
AND ACCURACY OF ANALYSIS

Element  Concentration [pg/g] Accuracy’
Certified Found '
value' value

Cu 160+ 8 169 6.0

Fe 184+ 15 199 8.0

Hg (0.003) nd -

K 9940 + 20 9929 0.1

Mg 601 + 28 613 2.0

Mn 10.5+ 1.7 11.2 7.0

Na 2420 £ 60 2426 0

Pb 0.129 £ 0.004 0.537 316

Sr 0.136 £ 0.001 0.138 1.0

Zn 127 £16 127 0

'Mean concentration with confidence interval at the level of sig-
nificance = 0.05; *Arithmetic mean (n = 3); *Value not certi-
fied; * Relative error [%]; nd — not detected at certified con-
centrations; “—” — Not calculated.

It was ascertained that during analysis of biological
material for trace element content by the ICP-OES
method, iron, sodium, potassium, sulphur and phos-
phorus can have a large effect on results of determina-
tion. Due to occurrence of spectral interferents, the fol-
lowing spectral lines were rejected in further analyses:
Al A =396,152 nm, B A =249.678 and 249.773 nm,
Cd A =226.502 nm (in the case of samples of blood
with low cadmium content, when concentration calcu-
lated for this line significantly deviates from concen-
trations determined for the remaining spectral lines),
Cr A =283.563 and 357.869 nm, Mn A = 259.373 nm
(with the exception of samples of urine, due to the small
amount of iron contained in this type of material).

5. Application of the ICP-OES method to study
of autopsy material

Heavy metals (elements that are usually toxic),
such as Pb, Hg, Cd, Ni, Cr, Ag and also Zn, Mn, Cu
and Fe, and also Ba (which admittedly is not a heavy
metal, but is highly toxic in elevated amounts), and

amongst bio-elements: Ca, Mg, Na, K, Sr and Li, were
chosen for determination.

TABLE VII. ACCURACY OF THE DETERMINATION OF
ALUMINIUM, CADMIUM, CHROMIUM,
COPPER AND MANGANESE IN HUMAN
BLOOD AND LIVER

Element Concen- Added Found Accuracy'

trationin  [ug/g]  [ug/g] [%]
sample

[ng/gl
Al 0.781 0226 0209 7.7

0.452 0.420 7.0
Cd 0.072 0.101 0.102 2.0
0.201 0.206 2.0
Cr 0477 0.103 0.127 24
0.205 0.220 7.0
Cu  0.983 0.256 0252 1.6
0.512 0.538 5.0
Mn  0.000 0.101 0.098 2.7
0.201 0.206 2.0
Al 0312 0.452 0.720 59
0.904 1.160 28
Cd 0975 0.201 0.208 3.0

Blood (n = 3)

“ 0402 0393 24

S Cr o 0.000 0205 0297 45
5

Z 0.410 0373 9.0

Cu 2.69 0512 0486 5.2

1.024 0981 42

Mn 1.70 0201 0210 4.0

0.402 0416 3.0

'Relative error [%].

On the basis of results of study of autopsy material
by the ICP-OES method — sections of internal organs
(brain, liver, kidneys, stomach, intestines, lungs and
spleen) and also physiological fluids (blood, urine and
bile) — a total of 75 samples, in which the presence of
inorganic poisons had been ruled out earlier, it was as-
certained that this method does not enable determina-
tion of reference levels of certain elements, e.g. As, T,
Co, Cr and also Ni in tissues, and Pb, Cd and Hg (with
the exception of cumulative organs such as liver, kid-
neys and spleen).
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TABLE VIII. EFFECT OF A SPECTRAL LINE ON THE
CONCENTRATION OF SOME ELEMENTS
IN BLOOD AND URINE

Element Wavelength  Concentration [ug/ml]

[nm] Blood Urine
Ca 393.366 67.0 63.8
396.847 66.2 63.1
422.673 66.6 63.6
Cd 214.438 0.26 0.004
226.502 0.28 0.004
228.802 0.27 0.021
Cu 219.958 0.575 0.1085
224.700 0.705 0.1165
324.754 0.536 0.1445
327.396 0.730 0.1085
Mn 257.610 0.069 0.012
259.373 0.356 0.014
260.569 0.029 0.007
Zn 202.548 5.26 0.957
206.200 5.28 1.005
213.856 5.30 0.984

6. Discussion of results

Analysis of biological material by the method of
inductively coupled plasma-optical atomic emission
spectrometry is gaining increasing popularity amongst
emission techniques due to the simplicity of carrying
out analyses, the possibility of simultaneous determi-
nation of many elements, the short time of measure-
ment, the good tolerance of higher concentrations of
salt and the relatively small number of matrix effects
[6, 10, 20, 23].

Constant improvement of plasma emission spec-
trometers (method of nebulization of sample, structure
of generator and optical system and also type of detec-
tor) is leading to a lowering of limits of detection, in-
crease in resolution and better stability of the spec-
trometer over time [23]. For these reasons, modern
ICP-OES spectrometers have become useful in clini-
cal studies [20, 23, 26, 27, 28] and in other areas: as-
sessment of environmental contamination, geology and
various branches of industry [4, 10, 15,23, 33, 36, 39].

TABLE IX. SPECTRAL INTERFERENCES OCCURRING
MOST FREQUENTLY DURING ANALYSIS
OF BIOLOGICAL SAMPLES

Interferents and their
wavelengths (A [nm])

Element [nm]

Ag 328.068 Fe, 328.026

Al 167.079 Fe, 167.064

Al 396.152 Fe, 396.114; S, 396.197

As 189.042 Cr, 189.055; C, 189.082;
C, 192.087

B 249.678 Fe, 249.653

B 249.773 Fe, 249.782

Bi 190.241 Si, 190.246

Cd 226.502 K, 226.504

Co 228.616 Ba, 228.600

Co 238.892 Fe, 238.863

Cr 267.716 P, 267.711; Cl, 267.795

Cr 283.563 Fe, 283.546; Fe, 283.571

Cr 357.869 Fe, 357.838

Hg 184.950 Na, 185.015

Hg 253.652 Fe, 253.682; Fe, 253.667,
Fe, 253.679

Li 670.784 N, 670.876

Mn 259.373 Fe, 259.373; Na, 259.387;
Na, 259.392

Mn 260.569 Fe, 260.543

Na 588.995 C, 588.859

Ni 221.647 Si, 221.667

Ni 231.604 0, 231.612

Pb 261.418 Fe, 261.382

Sr 421.552 Ba, 421.604

Tl 276.787 Fe, 276.750

In contrast to traditional flame or electrothermal
atomic absorption spectrometry (F-AAS, ET-AAS) used
routinely in the analysis of autopsy material, the high-
energy plasma technique allows simultaneous record-
ing of emission spectra originating from many ele-
ments in the analysed sample, enabling, by the same
token, multi-element screening analysis. Using ICP-
OES it is possible to determine B and other elements
that are important from the toxicological point of view,
such as Ba, Al and Sr, whose normal concentrations in
tissues and body fluids are below the level of quantifi-
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cation by the F-AAS method. Performed studies have
shown that the ICP-OES method allows determination
in one or two analytical cycles not only of elements
that are easy to study by the F-AAS method (e.g. Zn,
Mn and Cu), but also B, Ba, Al, Sr, Fe and Cr and also
in certain tissues (kidney, liver) — Cd and Hg, and in
blood — Cd, which have great significance in forensic
inorganic toxicology. Biometals (Ca, Mg, K and Na)
can also be successfully determined by this method in
various biological samples.

Unfortunately, the ICP-OES method does not al-
low establishment of reference concentrations of cer-
tain metals, e.g. Pb or Tl. Determination of other el-
ements (such as As, Cr, Mn and Ni) in biological mate-
rial is also difficult, especially in blood or in urine,
where they occur at low concentrations. For example,
in reference blood, our results for manganese concen-
tration corresponded only to 76.4% of the certified
value (Table IV), and in urine — our results for arsenic
concentration constituted 85% of the reference value
(Table V). However, in the liver, the determined con-
centration of lead was more than four times greater
than the expected value. These differences may be
caused, on the one hand, by too low sensitivity of cer-
tain analytical lines (Mn, Cr), and, on the other hand,
by a large background originating from components of
the sample (e.g. iron, whose lines strongly interfere
with lines of lead A = 261.418 nm and manganese
A =259.373 nm). For these metals, the flameless AAS
method (ET-AAS), which is sufficiently sensitive, but
very time-consuming and mono-elemental or the ICP-
MS method seem to be the most appropriate. Sub-
ramanian [32] suggested that determination by the
ICP-OES method of certain trace elements (e.g. Pb,
Cd, Mn, Cr, Ni, Sn and V) in biological samples re-
quires preliminary concentration and separation of the
analyte from the matrix and also that each “wet” or
“dry” method applied in analyses by the AAS method
may be used in analysis by the ICP-OES method. Of
course, in the case of study of materials collected at the
time of poisoning by compounds of metals and semi-
metals (As, Se etc.), where concentrations of elements
are higher, the ICP-OES method is more appropriate.
Rahil-Khazen et al. [27, 28] and also Mochizuki et al.
[20] amongst others, have already used the ICP-OES
method to determine a dozen-or-so elements in biolog-
ical material collected from people or animals.

7. Conclusions

The following conclusions can be drawn on the ba-
sis of performed studies:

— in spite of many advantages (large number of de-
tected elements, broad range of concentrations, rel-
atively short time of analysis, good precision —
RSD about 1-5% for most elements in various bio-
logical matrices), the ICP-OES method may only
be a complementary method to F-AAS;

— the ICP-OES method may be applied to mono- or
multielement analysis of metals and nonmetals,
e.g. B;

— in contrast to F-AAS or ET-AAS, ICP-OES may be
a screening method;

— the ICP-OES method allows determination of the
concentrations of 17 elements, including B, Al, Ba
and Sr (which are difficult to determine with the
F-AAS method) in one analytical run (23-element
standard) in physiological fluids and internal or-
gans;

— in spite of the fact that when applying the ICP-OES
method, much lower levels of detection are
achieved than for F-AAS (e.g. for Mn, Zn, Ba), for
many elements, the method does not fulfil expecta-
tions; it is not suitable for e.g., defining reference
concentrations of As, T, Pb (with the exception of
liver and kidney), Hg (with the exception of liver,
kidney and spleen) and also Cr and Ni;

— when analysing certified reference materials
(blood, urine and bovine liver) by the ICP-OES
method, the best results were obtained for Al, Cd,
Co, Hg, Sr, Ba, and the worst for T, Pb, and Li; it
was observed that selection of the correct dilution
of the sample has a big influence on the correctness
of result of analysis;

— the biggest spectral interferences in biological ma-
terial originate from Fe, K, Na and also P and S.
Thus, results of own research and that of other au-

thors allow us to conclude that the modern ICP-OES
method can successfully be used to assess content and
define the profile of many trace elements in organs and
body fluids both in clinical analyses and in inorganic
toxicological analysis for forensic purposes. Concen-
trations of elements in biological material obtained by
this method can be used to interpret results of analyses
in cases of suspicion of poisoning by inorganic com-
pounds. The ICP-OES method, however, similarly to
other methods, has certain limitations.
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ZASTOSOWANIE METODY ICP-OES DO WIELOPIERWIASTKOWEJ
ANALIZY MATERIALU BIOLOGICZNEGO DLA CELOW
NIEORGANICZNEJ TOKSYKOLOGII SADOWEJ

1. Wstep

Jednym z podstawowych zadan w nieorganicznej tok-
sykologii sadowej jest wyznaczenie stezen pierwiastkOw
w materiale biologicznym pobranym od oséb zywych
oraz zabezpieczonym w czasie sekcji zwlok, a takze
w zywnosci, probkach wody i $ciekow oraz w identyfiko-
wanych substancjach. Waznym elementem wlasciwego
przeprowadzenia badan na zawarto$¢ metali i niemetali,
w tym pierwiastkow wybitnie toksycznych lub normalnie
wystepujacych, lecz szkodliwych w podwyzszonych ilos-
ciach, jest dobdor odpowiedniego materiatu oraz metody
analitycznej.

Istnieje wiele metod instrumentalnych pozwalajacych
na identyfikacj¢ i oznaczanie réznych pierwiastkow
w materiale biologicznym i w zywnosci [34]. Ze wzgledu
na specyfike materialu badawczego — jego ztozonos¢,
a takze wystgpowanie poszczegdlnych pierwiastkow
w szerokich zakresach stezen (od sktadnikéw glownych,
w mg/g, po $ladowe — w pg/g lub ng/g) — wyboér metody
analitycznej jest w duzym stopniu uzalezniony od ozna-
czanego sktadnika. W analizie toksykologicznej na za-
warto$¢ zwiazkoéw nieorganicznych wykorzystuje sig naj-
czegsciej rozne odmiany atomowej spektrometrii absorp-
cyjnej rozniace si¢ migdzy soba technikg atomizacji:
w plomieniu (F-AAS) [2, 16, 32, 35], elektrotermiczna
(ET-AAS, GF-AAS) [18, 24, 30], z generacja wodorkow
(HG-AAS) [22] oraz zimnych par rtgci (CV-AAS) [1, 17],
rzadziej atomowa spektrometri¢ fluorescencyjna (AFS)
[37, 38]. Oprocz nich znalazty zastosowanie: spektro-
metria fluorescencji rentgenowskiej (XRF) [3, 32] oraz
chromatografia jonowa [7]. Cz¢$¢ tych metod jest suk-
cesywnie wypierana przez metody nowoczesniejsze, np.
spektrometri¢ mas z jonizacja w plazmie sprzezonej in-
dukcyjnie (ICP-MS) [11, 12, 19] oraz optyczna spektro-
metri¢ emisyjng ze wzbudzeniem w plazmie sprzgzonej
indukcyjnie (ICP-OES, dawniej ICP-AES) [20, 26, 27,
28, 31], ktore umozliwiaja stosunkowo szybkie taczne
oznaczenie wielu pierwiastkow, czgsto przy zachowaniu
dobrych parametréw analitycznych (doktadnosé, precy-
zja, granica wykrywalnos$ci i oznaczalno$ci) i sa wyko-
rzystywane coraz powszechniej do badania specjacji, np.
selenu [7], otowiu [29] lub arsenu [21], a nawet wielo-
pierwiastkowej specjacji w metalotioneinach i innych
biatkach [8].

Stosowane dotychczas rutynowo metody nie umozli-
wialy rownoczesnej wiclopierwiastkowej analizy skry-
ningowej materiatu biologicznego i zywno$ci na zawar-

to$¢ pierwiastkow obecnych w préobcee. Stato si¢ to moz-
liwe m.in. dzigki zastosowaniu metody ICP-OES z wy-
korzystaniem sekwencyjnych, a ostatnio jednoczesnych
spektrometréw emisyjnych [23]. Analiza taka jest bardzo
cenna z uwagi na to, ze — jak si¢ wydaje — pozwala na
szybkie wykrywanie trucizn nieorganicznych w materia-
le biologicznym i (lub) Zzywnosci dla celéw toksykologii
sadowej i klinicznej (z okresleniem st¢zenia pierwiast-
kéw) oraz ukierunkowanie dalszych badan w przypad-
kach zatru¢ nieznang substancja chemiczna (zwiazkiem
metalu lub niemetalu). Stosowano ja m.in. w ochronie
srodowiska do analizy elementarnej probek wody, gleby,
mineralow oraz ryb [13, 14], herbaty i kawy na zawarto$§¢
boru [15], probek geologicznych na zawarto$§¢ metali
ziem rzadkich [39], a takze do oznaczania metali we
wlosach [9, 26]. Optyczna spektrometria emisyjna byta
rowniez wykorzystywana w badaniach pordéwnawczych
w kryminalistyce (badania stopéw, popiotdéw pokrema-
cyjnych, olejow) [4, 33, 36]. Metoda ICP-OES nie jest
jeszcze w Polsce rozpowszechniona, zwlaszcza do ba-
dania materiatu biologicznego. W niniejszej pracy pod-
jeto probg oceny przydatnosci tej metody do wielopier-
wiastkowej analizy réznych materialéw biologicznych
w zastosowaniu do nieorganicznej toksykologii sadowe;j.

2. Materialy i metody
2.1. Materiaty

Materiat badawczy do walidacji metody stanowity
probki plynow ustrojowych (krew, mocz) pobrane od
0s6b zywych (n = 20) oraz ptyny ustrojowe (krew, mocz,
701¢, tacznie n = 29) i wycinki narzadow wewngtrznych
(watroba, nerki, zotadek, jelita, ptuca i mozg) zabezpie-
czone w trakcie sekcji zwlok (n = 46). W probkach tych
wykluczono metoda AAS (technika ptomieniowa i zim-
nych par rteci) oraz spektrofotometrii w §wietle widzial-
nym obecno$¢ trucizn nieorganicznych.

2.2. Odczynniki

Probki materiatu biologicznego mineralizowano w sys-
temie mikrofalowym st¢zonym kwasem azotowym(V)
o specjalnej czystosci (Suprapur) oraz 30% nadtlenkiem
wodoru cz.d.a. (Merck, Niemcy). Roztwory wzorcowe sto-
sowane do kalibracji przygotowywano przez rozciencze-
nie jedno- (Hg, As) lub wielopierwiastkowych (Ag, Al,
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B, Ba, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Ga, In, K, Li, Mg, Mn,
Na, Ni, Pb, Sr, Tl, Zn) standardowych roztwordéw o ste-
zeniach 1000 mg/ml (Merck, Niemcy). Do przygotowa-
nia roboczych roztworéw standardéw oraz do rozcien-
czania probek uzywano wody dejonizowanej pochodza-
cej z systemu oczyszczania wody NANOpure DIamond
(Barnstead, Stany Zjednoczone). Doktadno$¢ metody oce-
niono na podstawie badania trzech materiatéw certyfiko-
wanych: krwi — Seronorm Whole Blood 2, moczu — Se-
ronorm Trace Elements Urine (SERO AS, Norwegia)
oraz watroby wotowej — Bovine Liver 1577b (NIST, Sta-
ny Zjednoczone). Naczynia szklane oraz polipropyle-
nowe przygotowywano poprzez mycie i moczenie (przez
noc) w 25% (v/v) kwasie azotowym(V) cz.d.a. (Chem-
Pur, Polska).

2.3. Przygotowanie materiatu

Probki materiatu biologicznego roztwarzano w piecu
mikrofalowym MLS 1200 Mega (Milestone, Wtochy)
z uzyciem szesciu lub dziesigciu wysokoci$nieniowych
naczyn teflonowych (o objgtosciach odpowiednio 160
i 100 ml). Probki krwi (2 ml), moczu (2-8 ml) oraz wy-
cinkéw narzadéw wewngtrznych (1-2 g) z dodatkiem
4 ml kwasu azotowego(V) oraz 1 ml nadtlenku wodoru
poddawano mineralizacji zgodnie z programem: 1 min —
250 W, 2 min — 0 W oraz kolejno 250, 400 i 600 W (po
5 min). Uzyskane mineralizaty rozcienczano do objgtosci
10 ml (w przypadku prébek o masie do 2 g) lub 25 ml
(w przypadku probek o masie powyzej 2 g). Do czasu
analizy zmineralizowane probki przechowywano w lo-
doéwce w temperaturze 4°C.

2.4. Metoda

Analizg probek materiatu biologicznego na zawarto$é
metali i niemetali przeprowadzono przy uzyciu plazmo-
wego spektrometru emisyjnego iCAP 6300 duo (Thermo
Electron Corp., Stany Zjednoczone), umozliwiajacego
réwnoczesna rejestracj¢ pelnego widma emisyjnego prob-
ki w zakresie 166,250 do 847,000 nm przy pomocy de-
tektora ze wstrzykiwaniem tadunku (charge injection
device, CID). Spektrometr byt wyposazony w cyklonowa
komorg mgielna z rozpylaczem koncentrycznym. Wyko-
rzystano podwojny system obserwacji plazmy (osiowy i ra-
dialny). Podstawowe cechy spektrometru i warunki pomia-
rowe zastosowane w analizie przedstawiono w tabeli I.

3. Walidacja metody ICP-OES
3.1. Kalibracja metody

Przeprowadzono kalibracj¢ metoda serii wzorcow.
Krzywe kalibracyjne dla arsenu i rt¢ei sporzadzano na

podstawie pomiaréw czterech roztworéw wzorcowych
(zawierajacych jednoczesnie rtec i arsen) o stgzeniach:
0,10, 0,20, 0,50 oraz 1,00 mg/ml, natomiast dla pozosta-
lych pierwiastkow uzyto roztwordéw o stezeniach: 0,01,
0,02, 0,05, 0,10, 0,20, 0,50 i 2,00 mg/ml. W badaniach
wykorzystano linie analityczne o najwigkszej intensyw-
nos$ci emisji. Gal oraz ind, obecne w roztworze wzorco-
wym przeznaczonym do analizy metoda ICP-OES, po-
minigto w badaniach kalibracyjnych ze wzgledu na ich
mata przydatnos¢ w analizie materialu biologicznego.
Przed rozpoczgciem kalibracji dokonywano automatycz-
nej optymalizacji potozenia linii spektralnych na detekto-
rze przy pomocy funkcji Auto Peak. W tym celu wy-
korzystano wielopierwiastkowy roztwor wzorcowy o ste-
zeniu 2,00 mg/ml oraz roztwor arsenu i rtgci o stezeniu
1,000 mg/ml. W badanym zakresie st¢zen wspolczynniki
regresji liniowej dla poszczegoélnych linii spektralnych
byly wigksze od 0,999. Wyjatek stanowily linie spek-
tralne arsenu /= 449,423 nm oraz otowiu A =261,418 nm
(R* < 0,999), dla ktérych krzywe kalibracyjne wykazy-
waty ujemna wartos¢ wspotczynnika kierunkowego.
W przypadku linii potasu (A = 766,490 nm) zadowalajaca
warto$¢ wspolezynnika korelacji (R* > 0,999) uzyskano
w zakresie st¢zen powyzej 0,050 mg/ml.

W prébkach analizowanych bezposrednio po wyko-
naniu kalibracji z uzyciem roztworéw zawierajacych rtgc
zaobserwowano wysokie stgzenie tego pierwiastka, za-
nikajace systematycznie w czasie (tzw. efekt pamigci).
Stanowi to ograniczenie metody i wymaga zachowania
ostroznosci przy badaniu materiatu na zawartos¢ rteci.

3.2. Granice wykrywalnos$ci i oznaczalnosci

Granice wykrywalnosci (LOD) i oznaczalnos$ci (LOQ)
obliczono zgodnie z literatura przedmiotu [25] jako od-
powiednio 3- i 10-krotne odchylenie standardowe stgze-
nia pierwiastkow w roztworze proby zerowej (4 ml ste-
zonego kwasu azotowego(V) i 1 ml 30% roztworu nad-
tlenku wodoru). Uzyskane w wyniku 10 rownolegtych
oznaczen pierwiastkdOw w roztworach pigciu prob zero-
wych (1:10) $rednie wartosci granic wykrywalnosci
i oznaczalnosci zestawiono w tabeli I1.

3.3. Precyzja

Precyzje metody wyznaczono na podstawie oznaczen
pierwiastkéw w 6 rownolegle przygotowanych probkach
krwi (2 ml) i watroby (ok. 2 g) pobranych w trakcie sekcji
zwtok 3 0s6b oraz 10 probkach moczu (8 ml) pocho-
dzacego od 5 0s6b zywych. Otrzymane wyniki ($rednie)
zamieszczono w tabeli I11.
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3.4. Doktadnos$¢ metody

Doktadno$¢ metody oceniono na podstawie wielo-
pierwiastkowej analizy trzech certyfikowanych materia-
tow referencyjnych (CRM, Certified Reference Ma-
terial) — krwi (Seronorm Whole Blood L-2), moczu (Se-
ronorm Trace Element Urine) i watroby wolowej (NIST
Bovine Liver 1577b). Wyniki otrzymane podczas badan
trzech rownolegtych probek certyfikowanych materia-
tow referencyjnych: krwi (2 ml), moczu (5 ml) i watroby
wotowej (1 g) zestawiono w tabelach IV, Vi VL.

Na wyniki analizy miatlo réwniez znaczny wplyw
rozcienczenie mineralizatu. Na podstawie badania certy-
fikowanych materialéw odniesienia (krwi, moczu i wa-
troby) ustalono, ze dla wigkszo$ci pierwiastkow najbar-
dziej optymalnym rozcienczeniem mineralizatu stosowa-
nym w oznaczeniach metoda ICP-OES (przy opisanym
W niniejszej pracy sposobie przygotowania probki) jest
rozcienczenie 10-krotne. Wyjatek stanowia pierwiastki
wystepujace w duzych stezeniach w badanym materiale,
takie jak Ca, Mg, Na i K, ktore wymagaja wigkszych roz-
cienczen (1:50 w przypadku krwi i moczu, 1:100 w przy-
padku narzaddéw) oraz pierwiastki §ladowe (Ba, B, Pb, Sr
i Cd we krwi oraz Al, As, Ba, Cd, Cu, Hg, Sr i Zn w mo-
czu), ktore nalezy oznaczaé bez rozcienczenia minerali-
zatu.

Doktadno$¢ oceniono, badajac rowniez odzysk pigciu
wybranych pierwiastkéw (Al, Cd, Cr, Cui Mn) dodanych
w ilosci 0,1-1,0 pg/ml (lub pg/g) do 6 probek krwi (2 ml)
i watroby (2 g) o znanym sktadzie pierwiastkowym (za-
bezpieczonych w czasie sekcji zwlok), a nastgpnie mi-
neralizowanych. Wyniki przedstawiono w tabeli VII.
W probkach krwi i watroby odzysk Cd, Cu i Mn byt zbli-
zony do 100%. Odzysk Al i Cr w watrobie oraz Cr we
krwi znacznie przekraczat (> 20%) warto$¢ 100%. Przy-
czyng tego zjawiska moga by¢ zaréwno silne interferen-
cje spektralne pochodzace od zelaza obecnego w duzym
stezeniu w tego rodzaju matrycy biologicznej, jak rowniez
staba precyzja metody w poblizu granicy oznaczalnosci.

4. Efekty spektralne

Zaobserwowano, ze stgzenia pierwiastkow wyzna-
czone dla réznych linii spektralnych niekiedy znacznie
r6znity si¢ migdzy soba (przyklady ukazuje tabela VIII).
Réznice w wyznaczonych stezeniach byty najprawdopo-
dobniej efektem interferencji spektralnych — w zaleznos-
ci od oznaczanego pierwiastka i wybranej linii spek-
tralnej sygnaty pochodzace od interferentow mogty znaj-
dowac si¢ w poblizu analizowanej linii, uniemozliwiajac
tym samym prawidtowy pomiar poziomu tla, albo nakta-
daty si¢ na analizowane linie (tzw. koincydencja linii [5]).
W tabeli IX zebrano zrodia interferencji spektralnych
najczesciej wystgpujacych w materiale biologicznym.

Dhugosci fal linii spektralnych pierwiastkow przeszka-
dzajacych (interferentow) w oznaczeniu metali i niemeta-
li w materiale biologicznym uzyskano przy pomocy na-
rzgdzia wavelength finder wchodzacego w sktad oprogra-
mowania spektrometru.

Stwierdzono, ze podczas analizy materiatu biologicz-
nego na zawarto$¢ pierwiastkow sladowych metoda ICP-
OES duzy wptyw na wyniki oznaczenia moga mie¢ ze-
lazo, s6d i potas oraz siarka i fosfor. Z powodu wystegpo-
wania interferencji spektralnych, w dalszych badaniach
odrzucono nastgpujace linie widmowe: AIA = 396,152 nm,
B A = 249,678 i 249,773 nm, Cd A = 226,502 nm
(w przypadku probek krwi z niska zawartos$cia kadmu,
gdy stezenie obliczone dla tej linii znacznie odbiega od
stezen wyznaczonych dla pozostatych linii widmowych),
Cr A = 283,563 1 357,869 nm, Mn A = 259,373 nm (za
wyjatkiem probek moczu, z uwagi na niewielka ilos¢ ze-
laza zawarta w tego rodzaju materiale).

5. Zastosowanie metody ICP-OES do badania
materialu sekcyjnego

Do oznaczania wybrano metale cigzkie (pierwiastki
z reguly toksyczne), takie jak Pb, Hg, Cd, Ni, Cr, Ag oraz
Zn,Mn, Cui Fe, a takze Ba (ktory wprawdzie nie jest me-
talem cigzkim, ale jest silnie toksyczny w podwyzszo-
nych ilosciach), a wsrdd biopierwiastkow: Ca, Mg, Na,
K, SriLi.

Na podstawie wynikow badania metoda ICP-OES
materiatu sekcyjnego — wycinkow narzadéw wewngtrz-
nych (moézgu, watroby, nerek, zotadka, jelit, ptuc i $le-
dziony) oraz ptynow fizjologicznych (krwi, moczu i z61-
ci), tacznie 75 probek, w ktorych wykluczono wezesniej
obecnos¢ trucizn nieorganicznych, stwierdzono, ze me-
toda ta nie umozliwia wyznaczenia poziomow referen-
cyjnych niektoérych pierwiastkow, np. As, Tl, Co, Cr oraz
Ni w tkankach, a takze Pb, Cd i Hg (z wyjatkiem narzadow
kumulujacych, takich jak watroba, nerki i $ledziona).

6. Dyskusja wynikow

Analiza materiatu biologicznego metoda optycznej
atomowej spektrometrii emisyjnej z plazma sprzgzona in-
dukcyjnie zyskuje wsrdd technik emisyjnych coraz wigk-
sza popularnos¢ ze wzgledu na prostote wykonania ba-
dan, mozliwo$¢ jednoczesnego oznaczania wielu pier-
wiastkow, krétki czas pomiaru, dobra tolerancj¢ na wyz-
sze stezenia soli oraz stosunkowo niewielka ilo$¢ efek-
tow matrycowych [6, 10, 20, 23].

Ciagle udoskonalanie plazmowych spektrometrow emi-
syjnych (sposobu rozpylania probki, konstrukcji generatora
i uktadu optycznego oraz rodzaju detektora) powoduje ob-
nizanie granic wykrywalnosci, zwigkszenie rozdzielczosci
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i lepsza stabilno$¢ spektrometru w czasie [23]. Nowo-
czesne spektrometry ICP-OES staty si¢ przez to uzytecz-
ne w badaniach klinicznych [20, 23, 26,27, 28] oraz w in-
nych dziedzinach: ocenie skazenia srodowiska, geologii
ir6znych gateziach przemystu [4, 10, 15, 23,33, 36, 39].
W przeciwienstwie do uzywanej rutynowo w analizie
materiatu sekcyjnego tradycyjnej ptomieniowej lub elek-
trotermicznej atomowej spektrometrii absorpcyjnej
(F-AAS, ET-AAS), wysokoenergetyczna technika plaz-
mowa pozwala na rownoczesng rejestracje widm emi-
syjnych pochodzacych od wielu pierwiastkow znajdu-
jacych si¢ w analizowanej prébce, umozliwiajac tym sa-
mym wielopierwiastkowa analiz¢ skryningowa. Za po-
moca metody ICP-OES mozliwe jest oznaczanie B
i innych pierwiastkow waznych z punktu widzenia tok-
sykologicznego, takich jak Ba, Al i Sr, ktorych stezenia
spotykane normalnie w tkankach i ptynach ustrojowych
mieszcza si¢ ponizej granicy oznaczalno$ci metody
F-AAS. Przeprowadzone badania wykazaty, ze metoda
ICP-OES pozwala na oznaczenie w jednym lub dwodch
cyklach analitycznych nie tylko pierwiastkow fatwych do
badania metoda F-AAS (np. Zn, Mn, Cu), lecz takze B,
Ba, Al, Sr, Fe i Cr oraz w niektorych tkankach (nerka,
watroba) — Cd i Hg, a we krwi — Cd, majacych duze zna-
czenie w nieorganicznej toksykologii sadowej. Metoda ta
mozna rowniez z powodzeniem oznacza¢ biometale (Ca,
Mg, K i Na) w réznych prébkach biologicznych.
Niestety metoda ICP-OES nie pozwala na ustalenie
stezen referencyjnych niektérych metali, np. Pb lub TI.
Roéwniez oznaczenie innych pierwiastkow (m.in. As, Cr,
Mn, Ni) w materiale biologicznym jest trudne zwlaszcza
we krwi lub w moczu, w ktoérych wystepuja one w nie-
wielkich stezeniach. Na przyktad we krwi referencyjnej
udato si¢ okresli¢ stgzenie manganu odpowiadajace jedy-
nie 76,4% wartosci certyfikowanej (tabela IV), a w mo-
czu — stezenie arsenu stanowiace 85% warto$ci referen-
cyjnej (tabela V). Natomiast w watrobie wyznaczone stg-
zenie otowiu ponad czterokrotnie przekracza oczekiwana
warto$¢. Réznice te moga by¢ spowodowane z jednej
strony zbyt matg czutoscia niektorych linii analitycznych
(Mn, Cr), a z drugiej strony duzym tlem pochodzacym
od sktadnikéw probki (np. zelaza, ktorego linie silnie
interferuja z liniami otowiu 1 = 261,418 nm i manganu
A =259,373 nm). Dla tych metali najbardziej odpowied-
nia wydaje si¢ bezptomieniowa metoda AAS (ET-AAS),
wystarczajaco czula, ale bardzo czasochtonna i jedno-
pierwiastkowa lub metoda ICP-MS. Subramanian [32]
sugerowal, ze oznaczanie metoda ICP-OES niektorych
pierwiastkéw §ladowych (np. Pb, Cd, Mn, Cr, Ni, SniV)
w probkach biologicznych wymaga wstgpnego zaggszcza-
nia i oddzielania analitu od matrycy oraz ze kazda metoda
rozktadu ,,na mokro” lub ,,na sucho” stosowana w anali-
zach metoda AAS moze by¢ wykorzystana do analizy
metoda ICP-OES. Oczywiscie, w przypadku badania ma-
terialow pobranych w czasie zatrucia zwiazkami metali

i potmetali (As, Se itp.), gdy stgzenia pierwiastkow sa wyz-
sze, metoda ICP-OES jest bardziej adekwatna metoda.
Metodg ICP-OES do oznaczania kilkunastu pierwiast-
kéw w materiale biologicznym, pobranym od ludzi lub
zwierzat, stosowali juz m.in. Rahil-Khazen i in. [27, 28]
oraz Mochizuki i in. [20].

7. Whnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wy-
ciagna¢ nastgpujace wnioski:

— mimo wielu zalet (duza liczba wykrywanych pier-
wiastkow, szeroki zakres stezen, stosunkowo krotki
czas analizy, dobra precyzja — RSD okoto 1-5% dla
wigkszos$ci pierwiastkow w réznych matrycach bio-
logicznych) metoda ICP-OES moze by¢ jedynie me-
toda komplementarna do F-AAS;

— metoda ICP-OES moze by¢ zastosowana do jedno-
lub wielopierwiastkowej analizy metali i niemetali,
np. B;

— w odrdznieniu od metod F-AAS lub ET-AAS, ICP-
OES moze by¢ metoda skryningowa;

— metoda ICP-OES pozwala na ustalenie w jednym
toku analitycznym (23-pierwiastkowy wzorzec) w ply-
nach fizjologicznych i narzadach wewngtrznych ste-
zen 17 pierwiastkéw, w tym B, Al, Ba, Sr (trudnych
do oznaczania metoda F-AAS);

— mimo, iz przy zastosowaniu metody ICP-OES osiaga
si¢ duzo nizsze granice wykrywalnos$ci niz przy F-AAS
(np. dla Mn, Zn, Ba), dla wielu pierwiastkéw metoda
nie spetnia oczekiwan, nie nadaje si¢ np. do okres-
lenia stgzen referencyjnych As, Tl, Pb (z wyjatkiem
watroby i nerki), Hg (z wyjatkiem watroby, nerki
i $ledziony) oraz Cr i Ni;

— badajac certyfikowane materiaty referencyjne (krew,
mocz, watrobg wotowa) metoda ICP-OES, najlepsze
wyniki uzyskano dla Al, Cd, Co, Hg, Sr, Ba, nato-
miast najgorsze dla Tl, Pb, 1 Li; zaobserwowano, ze
duzy wplyw na poprawno$¢ wyniku analizy ma dobor
wlasciwego rozcienczenia probki;

— najwigksze interferencje spektralne w materiale bio-
logicznym pochodza od Fe, K, Na oraz P i S.
Wyniki badan wtasnych i innych autoré6w pozwalaja

zatem wnioskowac, ze nowoczesng metode ICP-OES
mozna z powodzeniem uzy¢ do oceny zawartosci i okres-
lenia profilu wielu pierwiastkow sladowych w narzadach
oraz ptynach ustrojowych zardéwno w badaniach klinicz-
nych, jak i w nieorganicznej analizie toksykologicznej
dla celow sadowych. Uzyskane ta metoda stgzenia pier-
wiastkow w materiale biologicznym moga by¢ wyko-
rzystane w celu interpretacji wynikoéw analiz w przypad-
kach podejrzenia zatrucia zwiazkami nieorganicznymi.
Metoda ICP-OES, podobnie jak inne metody, ma jednak
pewne ograniczenia.
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