
1. In tro duc tion

About 60 el e ments oc cur in the hu man or gan ism in
the form of many dif fer ent chem i cal com pounds (in or -
ganic and or ganic), of which a min i mum of 22 (el e -
ments) are nec es sary for cor rect func tion ing [28]. The
role of var i ous el e ments, in clud ing es sen tial (macro-
and mi cro-el e ments) and also toxic met als (in clud ing
lead, mer cury and cad mium) in the func tion ing of the
hu man or gan ism has been the sub ject of nu mer ous re -
search works over the past years [2, 14, 19, 22, 26, 28,
29, 31]. Op ti mum con cen tra tions of microelements
en sure cor rect growth and de vel op ment of the or gan -
ism and also cor rect me tab o lism. Both a de fi ciency
and an ex cess of min eral com po nents in the hu man or -
gan ism is harm ful. A de fi ciency of microelements usu -

ally re sults in im pair ment of de fined met a bolic paths,
weak en ing of im mu nity, and in ex treme cases, de vel -
op ment of dis eases and death. An ex cess, on the other
hand, has toxic ef fects [10, 24, 25]. That is why it is
im por tant to es tab lish lev els of microelements in the
or gan ism in per sons who are healthy and not ex posed
oc cu pa tion ally or en vi ron men tally to the ac tion of
metals or non-metals (so-called reference levels), and
also in various pathological states and in poisonings. 

Zinc has been known as an es sen tial el e ment for
over 100 years. Its role in the phys i ol ogy of plants was
dis cov ered at the turn of the 19th and 20th cen tu ries.
How ever, it was only in 1940 that the spe cific bi o log i -
cal role of zinc in per sons and an i mals was as cer tained, 
when it was shown that it is es sen tial for cat a lytic ac -
tiv ity of car bonic anhydrase [26]. Cur rently, about
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200 enzymes con tain ing zinc of very di verse struc ture
and ac tiv ity have been iden ti fied in the hu man or gan -
ism, such as eth a nol and lac tate dehydrogenase or
superoxide dismutase Zn-SOD (tak ing part in the
elim i na tion of free rad i cals) [17, 19, 24, 26, 28]. 

Man ga nese is also a trace el e ment es sen tial for the
func tion ing of liv ing or gan isms. Its role in pho to syn -
the sis and nor mal growth in plants was ob served many
years ago. In an i mals and hu mans, it is, amongst other
things, a co-fac tor of en zymes tak ing part in syn the sis
of proteoglycans and glycoproteins, reg u lat ing the me -
tab o lism of car bo hy drates and fats. Sim i larly to zinc,
man ga nese takes part in pro cesses of form ing con nec -
tive tis sue and bone and also regulates growth [19, 25].

Cur rent data con cern ing lev els of trace el e ments in
the hu man or gan ism, in body flu ids, tis sues and or gans 
are rel a tively scarce [5, 20, 21]. Whereas in for ma tion
about con cen tra tions of cer tain highly toxic heavy
met als, es pe cially lead, mer cury and cad mium [24,
25], and also sig nif i cant el e ments [3, 5, 7, 9, 12, 14, 17, 
18, 21, 22, 23, 24, 25] in body flu ids (se rum, plasma,
blood and urine) ap pear more fre quently in the lit er a -
ture, data on the sub ject of metal and non-metal con -
tent in or gan tis sues, and thus in au topsy ma te rial
(bi op sies are per formed rarely, e.g. in Wil son’s dis -
ease) are rather sparse [1, 2, 4, 6, 8, 11, 13, 15, 16, 20,
29, 30]. Ref er ence lev els of el e ments con cern ing var i -
ous or gans most fre quently orig i nate from the 1980’s
and 1990’s. In the avail able lit er a ture there are also
very few data on the subject of concentrations of
metals in bile [27].

The aim of this pa per was to de ter mine con cen tra -
tions of zinc and man ga nese in au topsy ma te rial (in
sec tions of in ter nal or gans and body flu ids) for fo ren -
sic tox i co log i cal pur poses by meth ods of flame atomic
ab sorp tion spec trom e try (FAAS) and in duc tively cou -
pled plasma op ti cal emis sion spec trom e try (ICP-OES)
af ter pre vi ous val i da tion and also to com pare the ob -
tained re sults sta tis ti cally. Lev els of zinc and man ga -
nese oc cur ring nor mally in bi o log i cal ma te rial can be
used, amongst other things, in the assessment of
poisonings by compounds of these elements.

2. Ex per i men tal part

2.1. Ap pa ra tus

The re search was car ried out us ing a Pye Unicam
SP-9800 atomic ab sorp tion spec trom e ter (Great Brit -
ain) with use of hol low cath ode lamps (for zinc and
sep a rately for man ga nese) as a source of char ac ter is tic
ra di a tion, and also a si mul ta neous emis sion  spectro -

meter iCAP 6300 Duo pro duced by Thermo Elec -
tron Cor po ra tion (United States) with Echelle type op -
tics and also ar gon plasma, en abling si mul ta neous
re cord ing of a spec trum in the range 166.250 nm –
847.000 nm with the help of a charge in jec tion de vice
(CID) and also dou ble observation of plasma (axially
and radially).

De ter mi na tion of zinc and man ga nese by flame
atomic ab sorp tion spec trom e try (FAAS) was car ried
out at wave lengths of 213.9 nm and 279.5 nm re spec -
tively, ap ply ing deu te rium back ground cor rec tion,
whilst in duc tively cou pled plasma op ti cal emis sion
spec trom e try (ICP-OES) was ap plied us ing wave -
lengths of the high est in ten sity of emis sion line:
213.856 nm, 202.548 nm and 206.200 nm (for zinc),
and 257.610 nm and 260. 259 nm (for manganese). 

2.2. Re agents

All the re agents used in the re search: 65% ni tric
acid (V) pro duced by Lachner (Aus tria) and 95%
sulphuric acid (VI) pro duced by Chempur (Po land)
and also ba sic stan dard so lu tions of zinc and man ga -
nese, and also a 23-el e ment stan dard ICP-IV pro duced
by Merck (Ger many) of con cen tra tion 1 g/l were of an -
a lyt i cal pu rity. Glass and poly propy lene ves sels be fore 
anal y sis were soaked 24 hours in 30% (v/v) ni tric acid
so lu tion and then rinsed with deionized wa ter (NANO- 
pure DI a mond ap pa ra tus produced by Barnstead,
United States). 

2.3. Ma te rial 

The stud ied ma te rial was sam ples of in ter nal or gan
sec tions and body flu ids col lected dur ing au topsy from 
the bod ies of per sons who had died due to causes other
than poi son ing. In to tal, 76 sam ples orig i nat ing from
8 women and 22 men aged 18 to 56 (av er age 33.5 years),
in clud ing: brain (n = 10), liver (n = 14), kid ney (n = 9),
stom ach (n = 8), small in tes tine (n = 3), spleen (n = 1),
lung (n = 2), blood (n = 18), urine (n = 4), bile (n = 7). 

Fur ther more, in or der to de ter mine the ac cu racy of
the ap plied meth ods, stan dard ref er ence ma te rial
(SRM) “Bo vine Liver 1577b” (Na tional In sti tute of
Stan dards & Tech nol ogy, United States) was also sub -
jected to analysis.

2.4. Pre par ing ma te rial for anal y sis

Sec tions of in ter nal or gans were bro ken into small
pieces by hand, whereas sam ples of blood, urine and
bile were mixed with the help of a Vor tex, and then
weighed out (10 g of sec tions of or gans, 2–10 ml
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blood, urine or bile) and then a mix ture of con cen -
trated ac ids (2 ml sulphuric and 10 ml ni tric) was
added. Mineralisation was car ried out by the clas si cal
method in a closed sys tem in Bethge ap pa ra tuses.
Mineralisates were quan ti ta tively trans ferred with the
help of de-ion ised water to a volume of 20 ml.

Sam ples of ref er ence ma te rial and also a re agent
sam ple were pre pared in an anal o gous way. Be fore
car ry ing out anal y sis, mineralizates were stored in
a re frig er a tor.

2.5. Val i da tion of meth ods

2.5.1. Lin ear ity

Stan dards of zinc and man ga nese for anal y sis by
the FAAS method were pre pared from so lu tions of ba -
sic stan dards of these el e ments (1 g/l), and for anal y sis
by the ICP-OES method from the 23-el e ment stan dard
so lu tion (1 g/l) in the range from 0 to 2 mg/ml by ap pro -
pri ate di lu tion with de-ion ized wa ter.

The cal i bra tion curves were lin ear for zinc in the
range 0–0,8 mg/ml, and for man ga nese in the range
0–1.0 mg/ml, by the FAAS method, whereas, for both
zinc and man ga nese in the whole stud ied range of con -
cen tra tions (up to 2 mg/ml), when tested us ing the
ICP-OES method. 

2.5.2. Limit of de tec tion and quan ti fi ca tion

For the re agent sam ple, the limit of de tec tion
(LOD) was ac cepted to be 3 stan dard de vi a tions, and
the limit of quan ti fi ca tion (LOQ) – ten stan dard de vi a -

tions. 10 mea sure ments of absorbance for three par al -
lel sam ples were taken, ob tain ing on av er age by the
FAAS method: for zinc, LOD = 0.009 mg/ml and
LOQ = 0.03 mg/ml and for man ga nese, LOD = 0.03 mg/ml
and LOQ = 0.10 mg/ml, and by the ICP-OES method:
LOD = 0.0001 mg/ml and LOQ = 0.0003 mg/ml for zinc
and LOD = 0.0002 mg/ml and LOQ = 0.0007 mg/ml –
for man ga nese. From the above data, it tran spires that
lim its of de tec tion and quantitation of zinc and man ga -
nese are re spec tively about 100 times and 150 times
smaller for the ICP-OES method than for the FAAS
method.

2.5.3. Pre ci sion of the method

The pre ci sion of the method was de ter mined on the
ba sis of re sults of de ter mi na tions of zinc and man ga -
nese in 5/3 sam ples of mineralizates: blood, liver and
brain (var i ous mineralizates for both meth ods). The
rel a tive stan dard de vi a tion (RSD) (ex pressed as a per -
cent age) for ten mea sure ments of one sam ple was
taken as a mea sure of pre ci sion. The ob tained re sults
are pre sented in Ta ble I. It can be seen that the pre ci -
sion of de ter mi na tion of zinc in the stud ied sam ples
(both by the FAAS and ICP-OES method) was better
than that of man ga nese (RSD for zinc < RSD for man -
ga nese). Gen er ally, the ICP-OES method turned out to
be more pre cise (RSD < 5%) than FAAS for de ter mi -
na tion of zinc and man ga nese in var i ous bi o log i cal
sam ples.
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TA BLE I. PRECISION OF THE DETERMINATION OF ZINC AND MANGANESE IN BLOOD, BRAIN AND LIVER (n = 10)

Method Material Element Mean
[mg/g]

Median
[mg/g]

Range
[mg/g]

SD RSD [%]

FAAS Blood Zn
Mn

6.82
< LOQ

6.83
< LOQ

6.74–6.96
< LOQ

0.08
–

1.17
–

Brain Zn
Mn

8.66
0.17

8.65
0.16

8.47–8.84
0.14–0.18

0.12
0.02

1.39
11.8

Liver Zn
Mn

30.1
0.88

30.0
0.89

29.7–30.5
0.85–0.91

0.24
0.02

0.80
2.27

ICP-OES Blood Zn
Mn

14.0
0.24

14.0
0.24

14.0–14.1
0.23–0.24

0.03
0.01

0.21
4.17

Brain Zn
Mn

9.51
0.21

9.40
0.20

9.06–10.1
0.20–0.22

0.37
0.01

3.89
4.76

Liver Zn
Mn

47.7
1.83

47.6
1.83

47.5–47.9
1.82–1.83

0.20
0.01

0.42
0.55

SD – stan dard de vi a tion; RSD – rel a tive stan dard de vi a tion; LOQ – limit of quan ti fi ca tion.



2.5.4. Ac cu racy of de ter mi na tion

The ac cu racy of the de ter mi na tion was checked by
ana lys ing sam ples of ref er ence ma te rial – SRM Bo -
vine Liver 1577b of cer ti fied con tent of cer tain met als,
in clud ing zinc and man ga nese. Three sam ples of lyo -
philised liver (mass approx. 1 g) were min er al ised and
sub jected to anal y sis by two meth ods, sim i larly to the
stud ied sam ples. As can be seen in Ta ble II, con cen tra -
tions of zinc and man ga nese (av er ages for three par al -
lel sam ples of mass 1 g) in ref er ence ma te rial de -
termined by the FAAS method were sit u ated within
the lower part of the range of cer ti fied val ues, whereas
con cen tra tions obtained by the ICP-OES method – in
the upper part.

The big gest dif fer ences in con cen tra tions de tected
in lyophilised liver were as cer tained for man ga nese.
These may stem from var i ous chem i cal and spec tral
in ter fer ences in both meth ods (FAAS and ICP-OES).
It should be men tioned that liver con tains large
amounts of iron, which is a source of much in ter fer -
ence (in the ICP-OES method, for ex am ple, a strength -
en ing of the sig nal can be ob served due to in ter fer ence
from iron with the man ga nese line 259.373 nm, which
should be re jected in fur ther anal y ses). Lim its of quan -
titation of zinc and man ga nese are also different in the
two methods.

3. Re sults of de ter mi na tion of zinc and
man ga nese in bi o log i cal material 

Con cen tra tions of zinc and man ga nese in body flu -
ids (blood, urine and bile – in 29 sam ples in to tal) and
in sec tions of in ter nal or gans col lected dur ing au topsy
(liver, kid ney, stom ach, in tes tines, du o de num, lungs
and spleen – in 47 sam ples in to tal) de ter mined by
FAAS and ICP-OES meth ods are pre sented in Ta -
ble III. By ap ply ing the Kolmogorov-Smirnov test, it
was es tab lished that for most types of stud ied bi o log i -
cal ma te ri als, the dis tri bu tion of con cen tra tions does
not ful fil con di tions of a nor mal dis tri bu tion. In con -
nec tion with this, dif fer ences in con cen tra tions of zinc

and man ga nese de ter mined by the two above men -
tioned meth ods were stud ied by ap ply ing the Kruskal-
Wallis ANOVA test for non-para met ric sys tems.
A lack of sta tis ti cally sig nif i cant dif fer ences (p = 0.05) 
was as cer tained. Re sults are pre sented in Fig ures 1
and 2.

The ob tained data in di cate that in the case of de ter -
min ing con cen tra tions of zinc and man ga nese in body
flu ids and in ter nal or gans, the FAAS and ICP-OES
meth ods – al low ing achieve ment of re sults that do not
vary sta tis ti cally – can be ap plied in ter change ably.
How ever, the abil ity to de ter mine sev eral el e ments in
the course of one anal y sis in a rel a tively short pe riod of 
time, es pe cially in a larger se ries of sam ples when us -
ing the ICP-OES method, is a strong ar gu ment in fa -
vour of us ing this method in these types of de ter -
minations. 

4. Dis cus sion of re sults

The de tected con cen tra tions of zinc in blood and
urine in a group of adults (18–56 years) in the Pol ish
pop u la tion gen er ally fell within ranges of con cen tra -
tions es tab lished by other au thors [3, 5, 16, 20]; how -
ever, for a more ac cu rate com par i son, it would be
ad vis able to ex clude ex treme re sults – e.g. con tent of
zinc above 150 mg/g in two sam ples of liver and above
8 mg/ml in cer tain sam ples of blood – which may sug -
gest patho log i cal changes in the or gan ism of per sons
from whom the sam ples orig i nated or pos si ble con -
tam i na tion of sam ples be fore anal y sis. Iyengar et al.
[9], for ex am ple, stated that av er age con cen tra tion of
zinc in blood is 6.5 mg/ml (me dian 6.4 mg/ml) in the
range 4.4–8.6 mg/ml, whilst in the liver 56 mg/g (me -
dian 55 mg/g) in the range 32–70 mg/g. Rahil-Khazen
et al. [20], how ever, de tected in the liver on av er age
66.3 mg Zn/g, with a me dian of 60.4 mg Zn/g in the
range 40.5–110.8 mg Zn/g, and in the spleen – 17.2
(me dian 16.9 in the range 12.9–24.1) mg Zn/g. Sim i lar
con cen tra tions of zinc in blood (6.34 ± 0.21 mg/ml in
the range from 3.5 do 8.8 mg/ml) were also as cer tained
by Minoia et al. [18]. Ref er ence val ues of zinc in urine
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TA BLE II. ACCURACY OF ZINC AND MANGANESE IN SRM BOVINE LIVER 1577b BY FAAS AND ICP-OES

Element Method Concentration found
[mg/g]

Certified value
[mg/g]

Recovery [%]

Zn FAAS
ICP-OES

117 ± 0.70
133 ± 0.83

127 ± 16.0 92.1
105

Mn FAAS
ICP-OES

8.78 ± 0.20
11.3 ± 0.07

10.5 ± 1.70 83.6
108
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TA BLE III. CON CEN TRA TION OF ZINC AND MAN GA NESE IN POST -MOR TEM MA TE RIAL

Material
(no. of samples)

Parameter Concentration of element [mg/g lub mg/ml]

Zn Mn

FAAS ICP-OES FAAS ICP-OES

Blood
(n = 18)

Mean
Median
SD
Min
Max

14.8
12.5
6.80
7.00
28.8

12.7
10.8
6.50
7.10
31.9

0.17
0.16
0.12
< LOQ
0.40

0.30
0.14
0.30
0.00
0.90

Urine
(n = 4)

Mean
Median
SD
Min
Max

2.90
2.30
1.70
1.60
5.40

2.80
2.40
1.30
1.90
4.70

< LOQ
< LOQ
–
< LOQ
0.13

0.07
0.08
0.04
0.02
0.11

Bile
(n = 7)

Mean
Median
SD
Min
Max

6.10
5.40
3.80
3.20
13.9

7.90
5.80
7.80
2.70
25.2

1.51
0.66
1.80
0.41
5.33

1.50
0.58
1.69
0.42
4.73

Brain
(n = 10)

Mean
Median
SD
Min
Max

10.7
10.6
3.00
4.00
14.5

10.4
10.6
1.70
7.90
14.0

0.20
0.20
0.06
0.11
0.32

0.22
0.22
0.05
0.16
0.33

Stomach
(n = 8)

Mean
Median
SD
Min
Max

13.4
12.7
3.30
9.20
20.7

13.4
12.9
3.00
9.30
19.1

0.34
0.28
0.17
0.14
0.67

0.38
0.30
0.21
0.15
0.78

Small intestine
(n = 3)

Mean
Median
SD
Min
Max

15.9
18.0
3.60
11.8
18.1

14.2
17.7
6.30
6.90
18.0

0.88
0.81
0.73
0.19
1.65

0.98
0.96
0.79
0.20
1.78

Liver
(n = 14)

Mean
Median
SD
Min
Max

65.1
53.3
50.5
22.0
178.5

65.8
52.3
50.0
22.2
174.0

0.96
0.95
0.36
0.41
1.61

1.14
1.14
0.47
0.45
2.00

Kidney
(n = 9)

Mean
Median
SD
Min
Max

37.2
38.4
11.6
15.1
49.0

35.7
38.0
9.70
17.4
46.6

0.53
0.53
0.09
0.36
0.66

0.61
0.60
0.16
0.35
0.94

Lung
(n = 2)

Mean
Median
SD
Min
Max

16.5
16.5
3.20
14.2
18.7

15.5
15.5
3.00
13.3
17.6

0.12
0.12
0.04
< LOQ
0.14

0.11
0.11
0.04
0.08
0.14

Spleen
(n = 1)

Value 31.9 30.1 0.60 0.55

LOQ – limit of quan ti fi ca tion.
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given by Minoia et al. for in hab it ants of It aly were,
how ever, 0.456 ± 0.058 mg Zn/ml in the range 0.266–
0.846 mg/ml. 

In the pres ent stud ies, an ac cu mu la tion in the liver,
kid ney and spleen was ob served. Other au thors al -
ready made a sim i lar ob ser va tion ear lier [24]. The
great est con cen tra tion of man ga nese was noted, how -
ever, in the liver and in tes tine, with a sig nif i cant
amount also as cer tained in bile, kidney and spleen.

Sim i larly to zinc, the de ter mined con cen tra tions of
man ga nese partly co in cided with those ob tained by
other au thors [3, 5, 11, 15]. Rahil-Khazen et al. [20]
dis cov ered e.g. in liver, on av er age 1.32 mg Mn/g,
with a me dian of 1.25 mg Mn/g in the range 0.61–
2.43 mg Mn/g, in the spleen – on av er age 0.082 mg Mn/g,
with a me dian and in the range – 0.067 (0.003–
0.234) mg Mn/g. Ac cord ing to Minoi et al. [18] and
also Ham il ton et al. [7] av er age con cen tra tions of man -
ga nese in blood for the Ital ian and Eng lish pop u la tion
are re spec tively 0.0088 mg/ml and 0.010 mg/ml, and in
urine – 0.001 mg/ml and 0.002 mg/ml.

The con cen tra tions of zinc and man ga nese de ter -
mined in bi o log i cal ma te rial in this study on the ba sis
of a rel a tively small num ber of sam ples (76) can not be
rep re sen ta tive of the Pol ish pop u la tion; how ever, they
can con sti tute a con tri bu tion to re sults of broader,
more objective studies.

5. Con clu sions

On the ba sis of stud ies car ried out, the fol low ing
con clu sions can be drawn:
– the de tected con cen tra tions of zinc and man ga nese

on the whole lie within the range of con cen tra tions
put for ward by other au thors;

– zinc ac cu mu lates most in the liver, kid neys and
spleen, and man ga nese in the liver and in tes tines
and also in bile, kid neys and spleen;

– con cen tra tions of zinc and man ga nese de ter mined
by the FAAS and ICP-OES meth ods are com pa ra -
ble (there is a lack of sta tis ti cally sig nif i cant dif fer -
ences);

– re sults ob tained by the ICP-OES method are more
pre cise; this method is also more sen si tive for zinc
and man ga nese (about 100 and 150 times re spec -
tively for zinc and man ga nese) than FAAS;

– the data con sti tute a con tri bu tion to re sults of pop u -
la tion stud ies con cern ing con cen tra tions of met als
in bi o log i cal ma te rial, and in par tic u lar in au topsy
ma te rial, used for in ter pre ta tion of re sults of
chemo-tox i co log i cal anal y sis in ex pert opin ions
con cern ing the cause of poi son ings.
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1. Wpro wad zenie

W or gan izm ie cz³owieka wystê puje oko³o 60  pier -
wiastków w po staci wie lu ró¿ nych zwi¹zków  chemicz -
nych (nie organ iczny ch i or gan iczny ch), z kt óry ch do
w³aœ ciw ego funk cjon owa nia ko nieczna jest ob ecnoœæ mi -
nim um 22 [28]. Rola ró ¿ny ch pi erw iastków, w tym ni e -
zb êdnych (ma kro- i mi kroelementów) oraz tok syczn ych
me tali (m.in. o³owiu, rt êci i kad mu) w funk cjon owa niu
or gan izmu cz³owieka by³a te mat em licz nych prac ba daw -
c zych w ci¹gu mi nion ych lat [2, 14, 19, 22, 26, 28, 29,
31]. Opty malne stê¿ enie mi krop ierwi astka za pewn ia pra -
wid³owy wzrost i rozwój or gan izmu oraz w³aœ ciwy me -
tab oli zm. Za rów no ni edo bór, jak i nad miar sk³adn ików
mi ner alny ch w or gan izm ie ludz kim, jest szko dliwy. Nie -
d obór mikr oele mentów zwy kle skut kuje upoœ led zeniem
prze biegu okre œlon ych szla ków me tab oli cznych, os³abie -
n iem odpor noœci, a w skraj nych przy padk ach roz woj em
cho rób i œmi erci¹. Nad miar na tom iast wywo³uje dzia ³anie
tok syczne [10, 24, 25]. Dla tego te¿ istotne jest  usta le nie po -
ziom ów mikroe lementów w or gan izm ie u osób zdro wych
i ni enar a¿onych za wod owo lub œr odo wis kowo na dzia³anie
me tali lub nie met ali (tzw. poz iom ów  refe ren cyj nych) oraz
w ró¿ nych sta nach pa tol ogi cznych i w za truc iach. 

Cynk jest zna ny jako nie zbêdny pier wias tek od po nad 
100 lat. Na prze³omie XIX i XX wie ku zo sta³a od kryta
jego rola w fi zjol ogii ro œlin. Jed nak do piero w 1940 roku
ok reœl ono spe cyf iczn¹ bio log iczn¹ rolê cyn ku u lu dzi
i zwierz¹t, kie dy to wy kaz ano, ¿e jest on ni ezb êdny dla
ka tal ity cznej ak tyw noœ ci an hyd razy wê gla nowej [26].
Obec nie w or gan izm ie cz³owieka zi dent yfi kow ano oko³o 
200 en zymów za wier aj¹cych cynk o bar dzo ró¿ norodnej
bu dow ie i dzia³aniu, jak np. de hyd roge naza etan olo wa
i mle czan owa lub dysmu taza nad tlenk owa Zn-SOD
(bior¹ca udzia³ w eliminacji wolnych rodników) [17, 19,
24, 26, 28]. 

Man gan nal e¿y rów nie¿ do pie rwiastków œla dowych
nie zbêdnych dla funk cjon owa nia orga nizm ów ¿ywy ch.
Jego rolê w pra wid³owym wzr oœcie roœ lin w fo tos ynte zie
za obs erwo wano wie le lat temu. U zwierz¹t i lu dzi jest
m.in. ko fakt orem en zymów bior¹cych udzia³ w syn tez ie
pro teo glikanów i gli kop rote in, re gul uj¹cych me tab oli zm
wê glo wod anów i t³us zcz ów. Po dobn ie jak cynk, man gan
bie rze udzia³ w pro ces ach for mow ania tkan ki ³¹cznej
i koœ ci oraz reguluje wzrost [19, 25].

Ak tua lny ch da nych do tycz¹cych po ziomów  pier -
wiast ków œl adowych w or gan izm ie cz³owieka, w p³ynach 
ustroj owy ch, tkan kach i narz¹dach, jest sto sunk owo nie -
wiele [5, 20, 21]. O ile w piœ mien nictwie po jaw iaj¹ siê
 czêœciej in form acje o st ê¿en iach ni ektó rych sil nie tok -

sycz nych me tali ci ê¿k ich, zw³asz cza o³owiu, rtê ci i kad -
mu [24, 25], a tak ¿e pie rwiastków istotn ych [3, 5, 7, 9, 12, 
14, 17, 18, 21, 22, 23, 24, 25] w p³ynach ustroj owy ch (su -
row ica, osoc ze, krew i mocz), to dane na te mat zawa r -
toœci me tali i nie met ali w tkan kach narz¹dów, a wiêc
w ma ter iale sek cyjn ym (biop sje wy kon uje siê rzad ko, np. 
w cho rob ie Wil sona) s¹ ra czej nie liczne [1, 2, 4, 6, 8, 11,
13, 15, 16, 20, 29, 30]. Po ziomy re fer ency jne pi erw iast -
ków do tycz¹ce ró ¿nych narz¹dów po chodz¹ na jczêœciej
z lat 80. i 90. XX wie ku. W dos têpnym piœ miennictwie
jest równie¿ bardzo niewiele danych na temat stê¿eñ
metali w ¿ó³ci [27].

Ce lem ni niejs zej pra cy by³o wy znac zenie st ê¿eñ cyn -
ku i man ganu w ma ter iale sek cyjn ym (w wy cink ach na -
rz¹dów we wnêt rznych oraz p³ynach ustroj owy ch) na po -
trze by tok syk olo gii s¹do wej me tod ami p³omien iowej
atom owej spek trom etr ii ab sorpc yjnej (FAAS) i optycz -
nej spek trom etr ii emis yjnej z plazm¹ sprzê¿on¹  induk -
cyjnie (ICP-OES) po uprzedn im ich zwa lid owa niu,
a ta k¿e por ówn anie sta tys tyczne otrzym any ch wyników.
Po ziomy cyn ku i man ganu wys têp uj¹ce nor maln ie w ma -
ter iale bio log icznym mog¹ byæ wy kor zyst ywane m.in. do 
oceny zatruæ zwi¹zkami tych pierwiastków.

2. Czêœæ do œwi adcz alna

2.1. Apar atu ra

Ba dan ia wy kon ano przy za stos owa niu spek trom etru
do ab sorpc ji atom owej SP-9800 fir my Pye Unic am
(Wiel ka Bry tan ia) z wy kor zyst aniem lamp z ka tod¹  wnê -
kow¹ (dla cyn ku i od dzieln ie man ganu) jako Ÿród³a pro -
mien iowa nia cha rakt ery sty cznego, jak rów nie¿ jed no -
cze snego spek trom etru emis yjne go iCAP 6300 Duo fir -
my Ther mo Elect ron Cor por ati on (Sta ny Zjed noc zone)
z optyk¹ typu Echelle oraz plazm¹ ar gon ow¹, umo¿li -
wiaj¹cego ró wno czesn¹ re jes tracjê wid ma w za kres ie
166,250 nm do 847,000 nm przy po mocy de tekt ora ze
wstrzy kiw ani em ³ad unku (CID) oraz podwójn¹ obser wa -
cjê plazmy (osiowo i radialnie).

Oznac zenie cyn ku i man ganu me tod¹ p³omien iowej
atom owej spek trom etr ii ab sorpc yjnej (FAAS)  przepro -
wa dzono przy d³ugoœ ciach fal od pow iednio 213,9 nm
i 279,5 nm, sto suj¹c deu ter ow¹ kor ekc jê t³a, na tom iast
me tod¹ optycz nej spek trom etr ii emis yjnej z plazm¹
 sprzê ¿on¹ in dukc yjnie (ICP-OES) z wy kor zyst aniem
d³u goœci fali o na jwi êksz ych in ten sywn oœci ach li nii
emis yjnej: 213,856 nm, 202,548 nm i 206,200 nm (dla
cyn ku) oraz 257,610 nm i 260, 259 nm (dla manganu). 
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2.2. Od czynn iki

Wszyst kie od czynn iki sto sow ane w ba dan iach: 65%
kwas azot owy (V) fir my Lach ner (Au stria) i 95% kwas
siar kowy (VI) fir my Chem pur (Pol ska) oraz roz twory
pod staw owe wzo rców cyn ku i man ganu, a tak ¿e 23-pier -
wiastk owy wzo rzec ICP-IV fir my Merck (Niem cy)
o stê¿ eniu 1 g/l, by³y anal ity cznej czys toœ ci. Na czyn ia
szkla ne i po lip ropy len owe przed anal iz¹ mo czono 24 go -
dziny w 30% roz twor ze (v/v) kwa su HNO3, a nas têpnie
p³ukano wod¹ de jon izo wan¹ (apar at NA NOp ure Dla -
mond fir my Barn stead, Sta ny Zjed noc zone). 

2.3. Ma ter ia³ 

Ma ter ia³ ba dany sta nowi³y pró bki wyc ink ów na rz¹ -
dów wew nêt rznych oraz p³ynów ustroj owy ch po bran ych
w cza sie sek cji zw³ok od osób zmar³ych z przy czyn in -
nych ni¿ za truc ie. £¹cznie zba dano 76 pró bek po cho -
dz¹cych od 8 ko biet i 22 mê ¿czyzn w wie ku od 18 do
56 lat (œre dnio 33,5 lat), w tym: mózg (n = 10), w¹tro ba
(n = 14), ner ka (n = 9), ¿o³¹dek (n = 8), je lito cien kie
(n = 3), œled ziona (n = 1), p³uco (n = 2), krew (n = 18),
mocz (n = 4), ¿ó³æ (n = 7). 

Po nadto w celu ok reœl enia dok³ad noœci sto sow any ch
me tod anal izie pod dano rów nie¿ cer tyf iko wany ma ter ia³
od nies ienia – stan dard re fer ence ma ter ial (SRM) “Bovi -
ne Liver 1577b” (Na rod owy In styt ut Norm i Tech nol ogii, 
Sta ny Zjed noc zone).

2.4. Przy got owa nie ma ter ia³u do anal izy

Wy cinki narz¹dów we wnêt rznych roz drobn iono rêc z -
nie, na tom iast pr óbki krwi, mo czu i ¿ó³ci mie szano za po -
moc¹ Vor texu, a nas têpnie odw a¿ano (10 g wyc inków
narz¹dów, 2–10 ml krwi, mo czu lub ¿ó³ci) i za daw ano
mie szan in¹ stê ¿ony ch kwa sów (2 ml siar kow ego i 10 ml
azot owe go). Mine ral iza cjê pro wad zono spo sob em kla -
syczn ym w sys tem ie zam kni êtym w apar ata ch Bet hgego.
Mi ner ali zaty prze nos zono iloœ cio wo za po moc¹ wody
de jon izo wan ej do ob jêt oœci 20 ml.

Prób ki ma ter ia³u re fer ency jnego oraz pr óba  odczyn -
nikowa by³y przy got owa ne w anal ogi czny spos ób. Przed
wy kon ani em anal izy mi ner ali zaty prze chow ywa no w lo -
dó wce.

2.5. Wa lid acja me tod

2.5.1. Za kres pr ostoliniowoœci krzy wych 
ka lib racy jnych

Wzor ce cyn ku i man ganu do anal izy me tod¹ FAAS
przy got owa no z rozt wor ów wzor ców pod staw owy ch
tych pie rwia stk ów (1 g/l), a do anal izy me tod¹ ICP-OES
z roz tworu wzor ca 23-pier wiastk owe go (1 g/l) w za kres ie 

od 0 do 2 mg/ml przez od pow iednie ro zci eñcze nie wod¹
dejonizowan¹.

W me tod zie FAAS stwier dzono pro stol ini ow¹  za -
le¿noœæ ab sorb ancji od st ê¿en ia dla cyn ku w za kres ie
0–0,8 mg/ml, a dla man ganu 0–1,0 mg/ml. W przy padku
me tody ICP-OES za rów no dla cyn ku, jak i dla man ganu,
krzy wa ka lib racy jna by³a pro stol ini owa w ca³ym  bada -
nym za kres ie st ê¿eñ (do 2 mg/ml).

2.5.2. Gra nica wyk ryw alnoœci i ozn acz alnoœci

Za mi arê gra nicy wyk ryw alnoœci (LOD) prz yjê to
trzy krotne od chyl enie stan dard owe dla próby od czynn -
iko wej, a gra nicy ozn acz alnoœci (LOQ) – dzi esi êcio -
krot ne. Wy kon ano 10 po mia rów ab sorb ancji dla 3 rów-
 no leg³ych pr ó bek, uzys kuj¹c œred nio me tod¹ FAAS: dla
cyn ku LOD = 0,009 mg/ml i LOQ = 0,03 mg/ml oraz
dla man ganu LOD = 0,03 mg/ml i LOQ = 0,10 mg/ml,
a me tod¹ ICP-OES od pow iednio: LOD = 0,0001 mg/ml
i LOQ = 0,0003 mg/ml dla cyn ku oraz LOD = 0,0002 mg/ml
i LOQ = 0,0007 mg/ml – dla man ganu. Z pow y¿s zych
da nych wy nika, ¿e gra nice wyk ryw alnoœci i ozn acz al -
noœci cyn ku i man ganu s¹ od pow iednio oko³o 100-krot -
nie i 150-krot nie mniej sze dla me tody ICP-OES ni¿ dla
me tody FAAS.

2.5.3. Pre cyz ja me tody

Pre cyz jê me tody ok reœ lono na pod staw ie wyn ików
ozn aczeñ cyn ku i man ganu w 5 pró bka ch min era lizatów:
krwi, w¹tro by i móz gu (ró¿ nych min eralizatów dla obu
me tod). Za mi arê pre cyz ji prz yjê to wzg lêd ne od chyl enie
stan dard owe (wyra ¿one w pro cent ach) z 10 pom iarów
jed nej pró bki. Uzys kane wy niki przed staw iono w ta -
beli I. Mo ¿na za uwa ¿yæ, ¿e pre cyz ja oznac zenia cyn ku w
ba dan ych pr óbk ach (za rów no me tod¹ FAAS, jak i ICP-
OES) by³a lep sza ni¿ oznac zenia man ganu (RSD dla cyn -
ku < RSD dla man ganu). Ogó lnie me toda ICP-OES oka -
za³a siê bar dziej pre cyz yjna (RSD < 5%) ni¿ FAAS dla
oznac zania cyn ku i man ganu w ró¿ nych pró bka ch bio -
log iczny ch.

2.5.4. Dok³ad noœæ oznac zenia

Dok³adnoœæ oznac zenia spraw dzono, ba daj¹c pr óbki
ma ter ia³u re fer ency jnego – SRM Bovi ne Liver 1577b
o cer tyf iko wan ej zaw art oœci nie któ rych me tali, w tym
cyn ku i man ganu. Trzy pró bki lio fil izo wan ej w¹tro by
(o ma sie oko³o 1 g) zmi ner ali zow ano i pod dano anal izie
dwie ma me tod ami, po dobn ie jak pr óbki ba dane. Jak wy -
nika z ta beli II, st ê¿e nia cyn ku i man ganu (œre dnie dla
trzech równoleg³ych próbek o ma sie 1 g) w ma ter iale re -
fer ency jnym wy znac zone me tod¹ FAAS mi eœci³y siê
w dol nym za kres ie cer tyf iko wan ych wartoœci, natomiast
uzyskane metod¹ ICP-OES – w górnym.
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Naj wiê ksze ró¿ nice w stê ¿en iach wy kryt ych w lio fil i -
zo wan ej w¹tro bie stwier dzono dla man ganu. Mog¹ one
wyn ikaæ z ró¿ nych in terf ere ncji che miczn ych i  spektral -
nych w obu me tod ach (FAAS i ICP-OES). Na le¿y  nad -
mieniæ, ¿e w¹tro ba za wiera du¿e il oœci ¿e laza, kt óre jest
Ÿród³em licz nych in terf ere ncji (w me tod zie ICP-OES ob -
serw uje siê na przyk³ad wzmoc nien ie sy gna³u z po wodu
in terf ere ncji od ¿e laza dla li nii man ganu 259,373 nm,
któr¹ nal e¿a³oby odr zuc iæ w dal szych ba dan iach). Ró ¿ne
s¹ ró wni e¿ granice oznaczalnoœci cynku i manganu
w obu metodach.

3. Wy niki oz nac zeñ cyn ku i man ganu 
w ma ter iale bio log icznym

Wy znac zone me tod ami FAAS i ICP-OES st ê¿e nia
cyn ku i man ganu w p³ynach ustroj owy ch (w krwi, mo czu
i ¿ó³ci – ³¹cznie w 29 próbkach) i w wy cink ach narz¹dów
we wnêt rznych po bran ych w cza sie zw³ok (w w¹tro bie,
ner ce, ¿o³¹dku, je lit ach, dwu nastn icy, p³ucach i œle d zio -
nie – ³¹cznie w 47 próbkach) ze brano w ta beli III. Sto su -
j¹c test Ko³go mor owa-Smirn owa ustal ono, ¿e dla wiêk -
szo œ ci ro dza jów ba dan ych ma ter ia³ów bio log iczny ch
rozk³ad  stê¿eñ nie spe³nia war unk ów rozk³adu  normal -
nego. W zwi¹z ku z tym ró¿ nicê stê ¿eñ cyn ku i man ganu
wy znac zony ch dwie ma wy¿ej wy mien iony mi me tod ami
zba dano przy za stos owa niu te stu ANOVA rang Kru ska -
la-Wal lisa dla uk³adów nie par ame try cznych. Stwier dzo -
no brak sta tys tycznie istotn ych ró¿nic (p = 0,05). Wy niki
przed staw iono na ry cin ach 1 i 2.

Uzys kane dane wska zuj¹, ¿e w przy padku  wyzna -
czania st ê¿en ia cyn ku i man ganu w p³ynach ustroj owy ch
i narz¹dach wewnêt rzn ych, me tody FAAS i ICP-OES –
po zwal aj¹ce na otrzym ywa nie nieró¿ ni¹cych siê sta tys -
tycznie wyn ików – mog¹ byæ sto sow ane za mienn ie. Nie -
mniej jed nak mo¿ liwoœæ oznac zenia kil ku pie rwiastków
w toku jed nej anal izy w sto sunk owo kró tkim cza sie,
zw³asz cza w wiê kszej se rii pr óbek, prze maw ia za ko -
rzystn iejsz ym za stos owa niem metody ICP-OES w tego
typu oznaczeniach. 

4. Dys kus ja wyn ików

Wy kryte st ê¿en ia cyn ku we krwi i mo czu w gru pie
osób do ros³ych (18–56 lat) na le¿¹cych do po pul acji pol -
skiej mie œci³y siê na ogó³ w za kres ach st ê¿eñ ustal ony ch
przez in nych au torów [3, 5, 16, 20], przy czym do dok³ad -
niejs zego po równa nia na le¿a³oby od rzuciæ wy niki skraj -
ne – np. zawar toœæ cyn ku pow y¿ej 150 mg/g w dwó ch
pró bkach w¹tro by i po nad 8 mg/ml w ni ektórych  prób -
kach krwi – mog¹ce su gerowaæ zmia ny cho rob owe w or -
gan izm ie osób, od kt óry ch pr óbki po chod zi³y lub ewen-
 tualne za niec zyszcz enie pr óbek przed anal iz¹. Iy eng ar

i in. [9] na przyk³ad stwier dzili, ¿e œrednie stê¿en ie cyn ku
we krwi wy nosi 6,5 mg/ml (me diana 6,4 mg/ml) w  zakre -
sie 4,4–8,6 mg/ml, a w w¹tro bie 56 mg/g (me diana
55 mg/g) w za kres ie 32–70 mg/g. Ra hil-Kha zen i in. [20]
wy kryli na tom iast w w¹tro bie œre dnio 66,3 mg Zn/g, przy
czym me diana wy nosi³a 60,4 mg Zn/g w za kres ie 40,5–
110,8 mg Zn/g, a w œl edzi onie – 17,2 (me diana 16,9 w za -
kres ie 12,9–24,1) mg Zn/g. Zb li¿o ne st ê¿en ia cyn ku we
krwi (6,34 ± 0,21 mg/ml w za kres ie od 3,5 do 8,8 mg/ml)
stwier dzili tak¿e Mi noia i in. [18]. Wa rtoœci re fer ency jne
cyn ku w mo czu po daw ane przez Mi noia i in. dla  mi esz -
kañców W³och wy nosi³y na tom iast 0,456 ± 0,058 mg Zn/ml
w za kres ie 0,266–0,846 mg/ml. 

W ni niejs zych ba dan iach za obs erwo wano ku mul acjê
cyn ku w w¹tro bie, ner ce i œle dzionie. Po dobn¹ ob ser w a -
cjê po czyn ili ju¿ wc zeœn iej inni au tor zy [24]. Na jwi êksze
st ê¿e nie man ganu od not owa no na tom iast w w¹tro bie i je -
lic ie, ale znacz ne jego iloœci stwier dzono tak¿e w ¿ó³ci,
nerce i œledzionie.

Po dobn ie jak dla cyn ku, wy znac zone st ê¿en ia man -
ganu czê œci owo po krywa³y siê z tymi, kt óre uzys kali inni
au tor zy [3, 5, 11, 15]. Ra hil-Kha zen i in. [20] wy kryli np.
w w¹tro bie œre dnio 1,32 mg Mn/g, przy czym me diana
wy nosi³a 1,25 mg Mn/g w za kres ie 0,61–2,43 mg Mn/g,
w œl edzi onie – œr ednio 0,082 mg Mn/g, a me diana i za -
kres – 0,067 (0,003–0,234) mg Mn/g. Wed³ug Mi noi i in.
[18] oraz Ha milt ona i in. [7] œr ednie st ê¿en ia man ganu
we krwi dla po pul acji w³oskiej i an giels kiej wy nosz¹ od -
pow iednio 0,0088 mg/ml i 0,010 mg/ml, a w mo czu –
0,001 mg/ml i 0,002 mg/ml.

Wy znac zone w ni niejs zej pra cy stê ¿enie cyn ku i man -
ganu w ma ter iale bio log icznym na pod staw ie ba dan ia
sto sunk owo ma³ej licz bie prób ek (76) nie mo¿e byæ re -
prez enta tyw ne dla po pul acji pol skiej, po winno st anow iæ
jed nak przy czyn ek do wyni ków po szer zony ch, bardziej
obiektywnych badañ.

5. Wnio ski

Na pod staw ie prze prow adz onych badañ mo¿na wy -
ci¹gn¹æ nast êpuj¹ce wnio ski:
– wykryte stê¿enia cynku i manganu mieszcz¹ siê na

ogó³ w zakresie stê¿eñ podawanych przez innych
autorów;

– cynk najbardziej kumuluje siê w w¹trobie, nerkach
i œledzionie, a mangan w w¹trobie i jelitach oraz
w ¿ó³ci, nerkach i œledzionie;

– stê¿enia cynku i manganu wyznaczone metod¹ FAAS 
i ICP-OES s¹ porównywalne (brak jest statystycznie
istotnych ró¿nic);

– wyniki uzyskane metod¹ ICP-OES s¹ bardziej pre -
cyzyjne, metoda ta jest równie¿ bardziej czu³a dla
cynku i manganu (oko³o 100 i 150-krotnie odpo -
wiednio dla cynku i manganu) ni¿ FAAS;
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– dane stanowi¹ przyczynek do wyników badañ po -
pulacyjnych dotycz¹cych stê¿eñ metali w materiale
biologicznym, a w szczególnoœci w materiale sek -
cyjnym, wykorzystywanych do interpretacji wy ni -
ków analizy chemiczno-toksykologicznej w opinio -
waniu o przyczynie zatruæ.    
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