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STRESZCZENIE

Wstep: Celem pracy byto poréwnanie metod oznaczania selenu w surowicy/osoczu technikami bezptomieniowej spektrometrii
atomowej z odparowaniem w kuwecie grafitowej (GF-AAS) oraz spektrometrii mas z plazma indukcyjnie sprz¢zong (ICP-MS).
Material i metody: Oznaczenia wykonywano w surowicy/osoczu krwi pobranej z zyty fokciowej przy uzyciu technik GF-AAS
na aparacie Unicam Solar 989 QZ oraz ICP-MS na aparacie Elan DRC-e PerkinElmer (SCIEX, USA). Oznaczenia weryfikowano,
stosujac wewnetrzng kontrole jakosci oznaczen z uzyciem materialéw odniesienia Clincheck® Serum Control Level 1 (Recipe,
Germany) oraz zewnetrznej kontroli jako$ci opierajacej sie na systematycznym udziale w niemieckim programie kontroli jakosci
oznaczen (G-EQUAS). Wyniki: Wyznaczone parametry walidacyjne dla obu technik wynosza odpowiednio: GF-AAS — precy-
zja 8%, granica wykrywalnosci 3,4 pg/l, powtarzalnos¢ 7,2%, poprawnos¢ 6,8%, odzysk 93,2%; ICP-MS — precyzja 5,9%, granica
wykrywalnoéci 0,19 ug/l, powtarzalno$¢ 5,5%, poprawnos$¢ 2,4%, odzysk 97,6%. Wnioski: Poréwnanie obu technik wskazuje,
ze zaréwno technika GF-AAS, jak i ICP-MS charakteryzuja sie wysoka selektywnoscia i precyzja oznaczen selenu w surowicy,
jednak technika ICP-MS pozwala uzyskaé nizsze granice wykrywalnosci i mozna jg wykorzystywa¢ do réwnolegtego oznaczania
obok selenu innych metali, np. miedzi (Cu) i cynku (Zn) (analiza wieloelementowa). Med. Pr. 2011;62(5):489-498

Stowa kluczowe: monitoring biologiczny, selen, ICP-MS, GF-AAS, surowica/osocze

ABSTRACT

Background: The present study was aimed at comparing two techniques of selenium (Se) determination in serum/plasma
samples: inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) and graphite furnace atomic absorption (GF-AAS). Materials
and methods: Blood samples were collected by venipuncture, using Venosafe® closed blood sampling system. The samples were
centrifuged. The measurements were performed by Elan DRC-e mass spectrometry, Perkin Elmer, SCIEX, USA and Unicam
Solar 989 QZ atomic absorption spectrometry. Reference material, Clincheck® Serum Control Level 1 (Recipe, Germany), was
used to verify the determinations. The Laboratory participates in external quality control (G-EQUAS). Results: Analytical pa-
rameters for both techniques are respectively: ICP-MS — precision 5.9%, limit of detection 0.19 pg/l, repeatability 5.5%, true-
ness 2.4%, bias 97.6%, GF-AAS — precision 8%, limit of detection 3.4 pg/l, repeatability 7.2%, trueness 6.8%, bias 93.2%.
Conclusions: The benefits of the ICP-MS technique are high accuracy, low detection limits and the possibility of multi-element
analysis. Med Pr 2011;62(5):489-498
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WSTEP

Selen (Se) jest pierwiastkiem szeroko rozpowszechnio-
nym w przyrodzie. W $rodowisku wystepuje zaréwno
w wyniku naturalnych proceséw, jak i dziatalnosci
czlowieka. Pierwiastek ten nalezy do grupy elementow
sladowych niezbednych w organizmie, ktére odgrywa-
ja wiele biologicznych funkcji. Ujawnienie biologicznej
roli tego pierwiastka zwigzane bylo z odkryciem jego
obecnosci w centrum aktywnym peroksydazy gluta-
tionowej (glutathione peroxidase — GSHPx). Istotna
jest takze jego rola w procesach peroksydacji lipidow,
kwaséw DNA i RNA oraz w syntezie przeciwcial i akty-
wacji witaminy E (1-3). Do organizmu dostarczany jest
gltéwnie z zywnoscig oraz suplementami diety, jednak
biodostepnos¢ jest $cisle zalezna od formy chemicznej,
w jakiej selen wystepuje (4,5).

Istotna fizjologicznie rola selenu u czlowieka spowo-
dowala, ze na przestrzeni ostatnich lat pierwiastek ten
stal si¢ przedmiotem intensywnych badan naukowych
zwigzanych z jego dzialaniem. Uwaza sig, Ze niedobor
selenu jest przyczyna choréb naczyniowo-sercowych,
obnizenia sprawnosci uktadu odpornosciowego, reu-
matoidalnego zapalenia stawdw czy cukrzycy. Badania
epidemiologiczne wskazujg na istnienie zaleznosci mie-
dzy niedoborem selenu a rozwojem niektérych nowo-
tworéw oraz choréb naczyniowo-krazeniowych (6,7).
Szkodliwy dla zdrowia cztowieka moze by¢ réwniez
nadmiar selenu w organizmie. Wysokie stezenia tego
pierwiastka wywoluja selenoze, chorobe o charakte-
rystycznych symptomach — wypadanie wloséw, cha-
rakterystyczng won oddechu, zmeczenie i metaliczny
posmak w ustach. Niewielka granica miedzy dawka
niezbedng dla organizmu a dawka toksyczng zwraca
uwage na konieczno$¢ monitorowania stezen tego pier-
wiastka w organizmie.

Ocene wplywu $rodowiska i stosowanej diety na
zawarto$¢ Se w organizmie ludzkim przeprowadza sie
najczesciej w oparciu o oznaczanie stezenia tego me-
talu we krwi lub surowicy/osoczu. Oznaczanie selenu
w probkach materialu biologicznego nastrecza wiele
trudno$ci. Wynika to gtéwnie z réznorodnosci form
selenu, a takze z bogatej matrycy, ktdra jest przyczy-
ng wystepowania licznych interferencji. Do oznaczen
selenu w materiale biologicznym wykorzystuje si¢ sze-
roki zakres technik analitycznych, takich jak aktywa-
cyjna analiza neutronowa (neutron activation analy-
sis — NAA), spektrofluorymetria, bezplomieniowa ab-
sorpcyjna spektrometria atomowa z wykorzystaniem
kuwety grafitowej (graphite furnace atomic absorp-

tion spectrometry - GF-AAS) lub metoda wzbudza-
nia wodorkoéw i elektrotermicznej atomizacji (hydride
generation electrothermal atomization atomic absorp-
tion — HG-ET-AAS) (8-15).

Szczegolnie szerokie zastosowanie znalazly meto-
dy spektrofluorymetryczna oraz GF-AAS. W technice
spektrofluorymetrycznej selen oznaczany jest metoda
Watkinsona, ktéra polega na rozkladzie organicznej
matrycy przy uzyciu mieszaniny kwaséw utleniajacych.
Selen przeprowadzany jest w Se*, a nastepnie kom-
pleksowany przez 2,3-dwuamononaftalen (2,3-diamo-
nonaphtalene — DAN). Utworzony kompleks ekstra-
howany cykloheksanem oznaczany jest fluorometrycz-
nie (15). Metoda szeroko stosowana w latach 80.-90.,
jako niezwykle czasochlonna i pracochtonna ze wzgle-
du na cykl przygotowania préb zostala zastapiona z po-
wodzeniem przez technike bezptomieniowej absorpcyj-
nej spektrometrii atomowej z wykorzystaniem kuwety
grafitowej (GF-AAS) oraz metode wzbudzania wodor-
kow i elektrotermicznej atomizacji (HG-ET-AAS).

Oznaczanie selenu technika HG-AAS polega na
redukcji jonéw selenu (generacji selenowodoru) boro-
wodorkiem sodu w kwasnym srodowisku, a nastepnie
atomizacji selenu w kuwecie kwarcowej. Jest to techni-
ka pozwalajaca uzyskac niskie granice wykrywalnosci,
wymaga jednak dodatkowego wyposazenia wspoipra-
cujacego z absorpcjometrem atomowym, a takze wstep-
nej mineralizacji mieszaning silnych kwaséw (10).
Na szybka i bezposrednig analiz¢ selenu w materia-
le biologicznym pozwala technika bezplomieniowej
absorpcyjnej spektrometrii atomowej z wykorzysta-
niem GF-AAS. Ze wzgledu jednak na trudnosci z po-
zbyciem si¢ matrycy organicznej, wysoka lotno$¢ selenu
i interferencje spektralne pochodzace od zelaza i fosfo-
ru technika ta przysparza wielu problemoéw analitycz-
nych. Na ich unikniecie pozwala dodatek modyfikatora
matrycy, ktéry podnosi temperature etapu spopielania
do 1250-1400°C i zapewnia catkowity rozklad orga-
nicznej matrycy bez strat oznaczanego pierwiastka.
Jednym z bardziej korzystnych modyfikatoréw matry-
cy, stabilizujacych wszystkie polaczenia selenu obecne
w biologicznej matrycy, jest mieszanina octanu miedzi
i azotanu magnezu (16,17). Inne trudnosci, takie jak
interferencje spektralne, s3 skutecznie eliminowane
przy stosowaniu jako korektora tta tzw. efektu Zeema-
na (8,9,11-14,16-20).

W ostatnich latach istotng role w laboratoriach
analitycznych odgrywa technika spektrometrii mas
z plazma indukcyjnie sprzezona (ICP-MS), ktéra jest
najnowszej generacji, nowoczesnym i automatycz-
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nym uktadem sluzacym do oznaczania pierwiastkéow
w wielu matrycach. Jest to technika, w ktorej wyko-
rzystuje sie pomiar intensywnosci strumienia jonoéw
powstalych w plazmie. Wytworzone jony w plazmie
sprzezonej indukcyjnie s3 nastepnie rozdzielane za
pomoca analizatora mas ze wzgledu na stosunek war-
tosci ich masy do tadunku. St¢zenie pierwiastka jest
proporcjonalne do liczby jonéw. Do niewatpliwych za-
let ICP-MS nalezg bardzo niskie granice wykrywal-
nosci wielu pierwiastkéw na poziomie pg/l uzyskiwa-
ne dzieki blisko 100-procentowej wydajnosci jonizacji
w plazmie ICP, duza selektywno$¢ i doskonata czu-
tos¢, ktére umozliwiaja oznaczenie catego spektrum
pierwiastkéw w tym samym czasie, a takze okreslenie
stezen poszczegdlnych izotopéw danego pierwiastka
w ztozonych matrycach (21-25).

Liczba prac dotyczacych oznaczania selenu w su-
rowicy/osoczu technikg ICP-MS jest ograniczona
ze wzgledu na trudnosci eliminacji wptywu matrycy.
W wiekszosci prac proponuje si¢ jedynie rozcienczanie
probek woda dejonizowang (26), jednak cze$¢ autoréw
w celu usuniecia efektéw matrycy proponuje 10-20-krot-
ne rozcienczanie surowicy/osocza roztworami zawiera-
jacymi 2-propanol, sole wersenianu sodowego, amoniak
i Triton X-100 (25) lub butanol, kwas azotowy i surfak-
tant TAMA Chemicals (23,27). Metoda spektrometrii
mas z plazma indukcyjnie sprze¢zong w potaczeniu z wy-
sokosprawng chromatografia cieczowa (high perfor-
mance liquid chromatography — inductively coupled
plasma — mass spectrometry — HPLC-ICP-MS) moze
by¢ réwniez doskonalym narzedziem analitycznym do
analizy specjacyjnej selenu.

Celem pracy bylo poré6wnanie metod oznaczania se-
lenu w surowicy/osoczu technikami spektrometrii mas
z ICP-MS oraz absorpcyjnej spektrometrii atomowej

Tabela 1. Parametry pracy spektrometru Unicam Solar 989 QZ

z wykorzystaniem GF-AAS jako techniki referencyjnej,
ktérej zgodnos¢ z norma europejska (30) zostala po-
twierdzona certyfikatem akredytacji PCA AB 215.

MATERIAL | METODY

Probki badane

Prébkami do badan byly surowice krwi ludzkiej
(n = 27) pobrane od 0séb zawodowo narazonych na
arsen. Surowice otrzymano z krwi pobranej z zyty tok-
ciowej do probéwki prézniowej w systemie zamknie-
tym (Venosafe®, Terumo) przeznaczonym do oznaczen
metali $ladowych. Pobrang probke krwi po 1 godzi-
nie odwirowywano przez 15 minut przy 4000 rpm na
wiréwce Beckman. Surowice przenoszono do czystej
probowki i przechowywano w temperaturze lodowki
(< 6°C) do czasu analizy. W przypadku analiz w czasie
pdzniejszym niz 7 dni prébki zamrazano.

Stosowane techniki

W badaniu wykorzystano:

- spektrometr absorbcji atomowej Unicam So-
lar 989 QZ, wyposazony w kuwete grafitowa GF 90,
autosampler typu FS 90 i korekcje tla typu Zee-
man (GF-AAS);

- spektrometr masowy z plazmg indukcyjnie sprze-
zong (ICP-MS) Elan DRC-e, PerkinElmer, SCIEX,
USA, wyposazony w komore reakcyjng DRC
(Dynamic Reaction Cell), system wprowadzania
probki skiadajacy si¢ z komory cyklonicznej i nebu-
lizera (Mainharda, typ A quartz).

Warunki pomiaréw stosowane przy oznaczaniu se-
lenu w surowicy technikami GF-A AS oraz ICP-MS pre-

zentuja tabele 1-3.

Table 1. Optimized operating conditions for Unicam Solar 989 QZ spectrometer

Parametr Ustawienia/typ
Parameter Settings/Type
Lampa HCL / HCL lamp Se-Unicam

Natezenie pradu lampy / Lamp current

Kuweta grafitowa / Graphite cuvettes

Szerokos¢ szczeliny monochromatora / Bandpass
L — dlugos¢ fali / Wavelenghts

Przeptyw argonu przez kuwete / Ar flow

Czas pomiaru / Measurement time

Objetos¢ nastrzykiwana / Injection volume

15 mA (100%)
powlekana / coated
0,5 nm
196 nm
0,2 I/min
3,0 sek.

20 pul
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Tabela 2. Parametry pracy kuwety
Table 2. Optimized operating conditions of graphite furnace
E Temperatura Czas Przyrost Gazlt Przeptyw gazu K d
P}iiza Temperature Time Rate G az/t P Gas flow C omen Z
ase (C] (s] °C/s] as/type (dm?/min] ommands
1 85 60,0 10 argon / argon 0,2 RS
2 700 30,0 0 0,2 -
3 1050 30,0 0 0,2 -
4 2100 3,0 0 wylaczony / oft RDTC
5 2700 2,0 0 0,2 TC
RS — powr6t do stanu czuwania / return to standby, RD — odczyt / read, TC — kontrola temperatury/ temperature control.
Tabela 3. Parametry pracy spektrometru ICP-MS
Table 3. Optimized operating conditions of ICP-MS
Parametr Ustawienia/typ
Parameter Settings/Type
RF moc / RF power 1,075 Kw

Przepltyw Ar przez rozpylacz / Nebulizer Ar gas flow rate

Przeplyw gazu w plazmie / Plasma gas flow rate
Przeptyw gazu wspomagajacego / Auxiliary gas flow rate
Ustawienia detektora / Detector mode

Jednostka zliczen / Reading unit

Soczewki / Lens

Typ krzywej / Curve type

Jednostka oznaczen / Measurement unit

Liczba skanowan probki / Sweeps per reading
Powtodrzenia / Replicates

Rozpylacz / Nebulizer

Komora mgielna / Spray chamber

Monitorowane jony m/z / Selected isotopes

CeO+ / Ce+

Przepltyw metanu przez komore DRC / DRC methane flow

typowy 0,8-1,0 Ixmin~' (optymalizowany codziennie) /
/ typical 0.8-1.0 Ixmin™" (daily performance)
15 Ixmin™!
1,2 Ixmin™
dwustopniowy / dual
zliczenia na sekunde / counts per second (cps)
wlaczone / on
liniowa przez zero / linear through zero
pgx1"!
20
3
mainhard / glowny dysk
cykloniczna / cyclonic
78 (Se)
<2%

0,4 ml/min

RF — moc generatora / generator power, ICP-MS — spektrometria mas z plazmg indukcyjnie sprzezona / inductively coupled plasma mass spectrometry,
m/z — stosunek masy do fadunku / mass:load ratio, DRC — dynamiczna komora reakcyjna /dynamic reaction chamber.

Procedura analityczna

GF-AAS

Do oznaczenia selenu w surowicy technika GF-AAS
zastosowano metode wedtug Neve (16,17) po licznych
wlasnych modyfikacjach (18,28). Metoda polega na
rozcienczeniu probki surowicy (0,3 ml) w propor-
cjach 1:3 roztworem modyfikatora matrycy: 0,5 g/1 Cu
(CH,COOH)2; 1,0 g/IMg(NO3),; 0,15% m/v Triton X-100
w 2% (m/v) HNO;. Tak przygotowana probke nanoszo-

no do kuwety grafitowej impregnowanej z wykorzysta-
niem 10 pl MeOH/H,O (1:1) przed kazdym wilasciwym
cyklem pomiarowymi i oznaczano w warunkach pracy
absorpcjometru atomowego (tab. 1, 2). Zakres pomiaro-
wy metody wynosi 6,8-120 pg/l. Roztwory robocze se-
lenu o koncowym stezeniu 0, 20, 40, 60, 80, 120 ug Se/l
uzyskano poprzez dodanie odpowiednich ilosci
wodnych roztworéw posrednich selenu do osocza
krwi ludzkiej. Osocze uzyskano z krwi pobranej
od wolontariuszy.
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ICP-MS

Do oznaczenia selenu w surowicy technika ICP-MS
zastosowano wlasng procedure, bedacg luzng adapta-
cja licznych prac dotyczacych oznaczania elementéow
sladowych w surowicy technika ICP-MS. Metoda po-
lega na 150-krotnym rozcienczeniu probki surowicy
w 0,1% HNO;. Tak przygotowang probke oznaczano
w warunkach pracy spektrometru masowego (tab. 3).

Kontrola jakosci oznaczen

Prawidlowo$¢ wykonywanych oznaczen weryfiko-
wano poprzez stosowanie wewnetrznej i zewnetrznej
kontroli jakosci oznaczen. Do wewnetrznej kontroli
jakosci wykonywanych oznaczen stosowano material
odniesienia Clincheck® Serum Control Level 1 (Recipe,
Germany) o stezeniu 83,3 pg/l (tab. 4). Zewnetrzna

kontrole jakosci weryfikowano poprzez udziat labora-
torium w miedzynarodowym systemie badan biegto-
$ci, German External Quality Assessment (G-EQUAS)
organizowane]j przez Institute of Occupational Social
and Environmental Medicine of the University of Er-
langen, Nuremberg (tab. 5). Laboratorium posiada
certyfikat akredytacji Polskiego Centrum Akredy-
tacji (PCA) dla metody oznaczania selenu w suro-
wicy/osoczu technika GF-AAS (AB 215) otrzyma-
ny 15 grudnia 2000 r.

WYNIKI

Wyniki poréwnan oznaczen selenu w surowicy przy
uzyciu technik GF-AAS (jako techniki referencyjnej)
oraz ICP-MS zestawiono w tabelach 4-7 oraz rycinie 1.

Tabela 4. Poprawno$¢ metody oznaczania selenu technika GF-AAS oraz ICP-MS
Table 4. Selenium determinations in reference material Clincheck® Serum Control Level 1 (Recipe, Germany) by GF-AAS and ICP-MS

techniques
. . Oznaczenia Wartos¢ referencyjna ~ Warto$¢ oznaczona Poprawnos¢ Odzysk Powtarzalno$¢/Precyzja
Material odniesienia S . - o
. Determinations Reference value Determined value Trueness Recovery Reapetability/Precision
Reference material N N N
[n] (g1 [ug/1] [%] [%] [%]
Clincheck® level 1 - X X#s, X ; X 100% %X 100% &xloo%
X
GF-AAS 13 83,3 79,7%2,1 4,4 95,6 2,6
ICP-MS 13 83,3 85,3+4,7 2,4 97,6 55

GF-AAS — bezplomieniowa absorpcyjna spektrometria atomowa z uzyciem kuwety grafitowej / graphite furnace atomic absorption,
ICP-MS — spektrometria mas z plazmg indukcyjnie sprz¢zong / inductively coupled plasma mass spectrometry.

Tabela 5. Poréwnanie oznaczonych stezen selenu w surowicy/osoczu technikami GF-AAS oraz ICP-MS w ramach zewnetrznej
kontroli jakosci oznaczen G-EQUAS oraz oznaczania certyfikowanego materiatu odniesienia BCR-637

Table 5. Comparison of selenium concentrations in serum/plasma determined by GF-AAS and ICP-MS techniques in external
quality control assessment (G-EQUAS) and certified reference material BCR-637

Oznaczany element
Selen w osoczu

Selenium concentrations

Stezenie selenu »
Poprawno$¢

Trueness

/l
(ug/1] [9%]

Parameter
wynik oznaczony

Selenium in plasma
determined results

warto$¢ referencyjna

zakres warto$ci
referencyjnych
tolerance range

xX-X
——=x100%
X
reference value

Probka A (ICP-MS) / Sample A 101,4
Prébka B (ICP-MS) / Sample B 196,4
BCR-637 (ICP-MS) 80,1
Probka A (GF-AAS) / Sample A 83,7
Prébka B (GF-AAS) / Sample B 130,1
BCR-637 (GF-AAS) 82,0

Objasnienia skrotow jak w tabeli 4 / Abbreviations as in Table 4.

100,3 82,3-118,3 1,1
198,2 172,1-224,3 0,9
81,0 74,0-88,0 1,1
83,5 64,7-102,3 0,2
136,6 107,2-165,3 4,8
81,0 74,0-88,0 1,2
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Tabela 6. Parametry analityczne metody oznaczania selenu technikg GF-AAS oraz ICP-MS
Table 6. Analytical parameters of selenium determination by GF-AAS and ICP-MS techniques

Granica wykrywalnosci Granica oznaczalno$ci
Parametr Wspotezynnik korelacji Detection limit Quantification limit P recyyja dla zakresu
Parameter Correlation coefficient (DL) QL) Precision for range
(ug/1] (ug/1] (%]
GF-AAS Y =0,00142x+0,1021 3,40 6,80 8,0
0,997
ICP-MS Y =0,0214x+1,804 0,19 0,39 59
0,999

Objasnienia skrotéw jak w tabeli 4 / Abbreviations as in Table 4.

Tabela 7. Poréwnanie stezen selenu w surowicy oznaczonych technikami GF-AAS oraz ICP-MS
Table 7. Comparison of selenium concentrations in plasma determined by GF-AAS and ICP-MS techniques

Stezenie selenu

Technika analityczna Oznac.zen.ia x+SD Selenium concentrations
Analitycal techniques Deterr}nr]latlons [pg/] [ug/1]
n
min. / min maks / max
GF-AAS 27 72,749,2 49,9 92,0
ICP-MS 27 75,5+12,0 51,6 100,5
Objasnienia skrotéw jak w tabeli 4 / Abbreviations as in Table 4.
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Stezenie Se [ug/I] — GF-AAS / Se concentration [ug/I] — GF-AAS

GF-AAS — bezptomieniowa absorpcyjna spektrometria atomowa z uzyciem kuwety grafitowej / graphite furnace atomic absorption,

ICP-MS — spektrometria mas z plazma indukcyjnie sprzgzong / inductively coupled plasma mass spectrometry.

Ryc. 1. Zaleznos$¢ migdzy stezeniami selenu w surowicy oznaczonymi technikami GF-AAS i ICP-MS.
Fig. 1. The relationship between selenium concentrations in serum determined by GF-AAS and ICP-MS techniques.
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Parametry walidacyjne — charakterystyka

metody oznaczania selenu technika GF-AAS

Wyniki wyznaczonych parametréw analitycznych
techniki GF-AAS dla oznaczen selenu w surowicy pre-
zentujg tabele 4-6.

Wyznaczono nastepujace parametry walidacyjne:
granica wykrywalnosci (detection limit — DL), grani-
ca oznaczalno$ci (quantification limit — QL), precyzja
metody (tab. 6). Poprawnos¢ metody wyznaczono na
podstawie oznaczen materiatu odniesienia Clincheck®
Serum Control Level 1 (Recipe, Germany) (tab. 4).
Granice wykrywalnosci (3,4 ug/l) obliczono jako trzy
odchylenia standardowe (standard deviation — SD)
od najnizszego stezenia wzorca z krzywej kalibracyj-
nej. Granice oznaczalnosci (6,8 pg/l) obliczono jako
sze$¢ SD od najnizszego stezenia wzorca z krzywej ka-
libracyjnej. Precyzja dla zakresu roboczych wzorcéow
kalibracyjnych 20-120 pg/1 wynosi 8%.

Parametry walidacyjne — charakterystyka

metody oznaczania selenu technika ICP-MS

Wyniki wyznaczonych parametréw analitycznych
techniki ICP-MS dla oznaczen selenu w surowicy/oso-
czu prezentuja tabele 4-6. Wyznaczono takie parame-
try walidacyjne, jak DL, QL i precyzja metody (tab. 6).
Poprawnos¢ metody wyznaczono na podstawie ozna-
czen materialu odniesienia Clincheck® Serum Control
Level 1 (Recipe, Germany) (tab. 4). Granice wykrywal-
nosci (0,19 pg/1) obliczono jako trzy SD od najnizsze-
go stezenia wzorca z krzywej kalibracyjnej. Granice
oznaczalnosci (0,39 pg/l) obliczono jako szes¢ SD od
najnizszego stezenia wzorca z krzywej kalibracyjne;.
Precyzja dla zakresu roboczych wzorcéw kalibracyj-
nych 1-100 pg/l wynosi 5,9%.

Poréwnanie stezen selenu w surowicy

oznaczonych technikami GF-AAS oraz ICP-MS
Srednie wartosci stezen selenu w surowicy oznaczonych
technikami GF-AAS oraz ICP-MS przedstawia tabela 7.
Srednia warto$¢ stezenia selenu w 27 prébkach surowi-
cy oznaczona technikg GF-AAS wynosi 72,7+9,2 ug/l,
natomiast $rednia dla oznaczen technika ICP-MS wy-
nosi 75,5+12,0 ug/l. Wartosci stezen selenu oznaczone
technikg ICP-MS sa okoto 4% (3,8) wyzsze od oznaczen
wykonanych technikg GF-AAS. Liniowa zalezno$¢ mig-
dzy wynikami oznaczonych stezen selenu w 27 prob-
kach surowicy/osocza obiema technikami przedstawia
rycina 1. Zalezno$¢ wykazuje statystycznie znamienng
(p = 0,00004) zbieznos¢ charakteryzujaca si¢ wysokim
wspodlczynnikiem dopasowania (r = 0,7029).

Porownanie stezen selenu w probkach
surowicy/osocza w ramach zewnetrznej kontroli
jakosci oznaczen G-EQUAS oraz w zastosowanym
certyfikowanym materiale odniesienia BCR-637
Tabela 5. przedstawia wyniki stezen selenu oznaczo-
nych technikami GF-AAS oraz ICP-MS w probkach
surowicy/osocza w ramach zewnetrznej kontroli jako-
$ci oznaczen G-EQUAS oraz w certyfikowanym ma-
teriale odniesienia BCR-637. Wartosci stezen selenu
oznaczonych obiema technikami w ramach zewnetrz-
nej kontroli jakosci oznaczen (G-EQUAS) organizo-
wanych przez Institute of Occupational Social and
Environmental Medicine of the University of Erlangen,
Nuremberg oraz certyfikowanym materiale odniesienia
wykazuja wysoka zgodno$¢ z wartosciami referencyj-
nymi. Poprawnos$¢ metody w procentach wykonanych
oznaczen wyrazona jako zgodno$¢ wartosci otrzy-
manej z wartoscia referencyjng dla techniki GF-AAS
miesci si¢ w zakresie 0,2-4,8%. W przypadku techni-
ki ICP-MS zakres ten wynosi 0,9-1,1%.

OMOWIENIE

W Pracowni Monitoringu Biologicznego Instytutu Me-
dycyny Pracy im. J. Nofera w Lodzi do chwili obecnej
podstawowa technika do oznaczania selenu w surowi-
cy/osoczu byta technika bezptomieniowej absorpcyjnej
spektrometrii atomowej z odparowaniem w GF-AAS.
Technika ta pozwala na stosunkowo krétki czas ana-
lizy i wymaga niewielkiej objetosci materiatu badane-
go. Najwieksze trudnosci przy stosowaniu tej techniki
zwigzane byly z pozbyciem si¢ organicznej matrycy
z kuwety i spektralne interferencje. W celu ich elimi-
nacji Saeed i Thomassen proponowali stosowanie jako
modyfikatora matrycy soli niklu i prowadzenie ozna-
czen z lampg deuterowa. Inni autorzy zalecali stosowa-
nie soli palladu (14), mieszanine srebra, miedzi i ma-
gnezu (9) badz rozcienczanie probki Tritonem X-100
i bezposrednie nanoszenie do kuwety z modyfikatorem
pallad-nikiel (19). Najdogodniejszym modyfikatorem
matrycy, ktory stabilizuje polaczenia selenu w badanym
materiale biologicznym, okazalo si¢ jednak stosowanie
mieszaniny azotanu magnezu i octanu miedzi (16,17).
Na podstawie wlasnych badan i doswiadczen dowie-
dziono, ze precyzje i powtarzalnos¢ oznaczen selenu
poprawia, skutecznie eliminujac pozostatosci matrycy
organicznej, wstepne wypalenie kuwety z dodatkiem
rozcienczonego metanolu (18,28).

Obecnie szerokie zastosowanie w laboratoriach zy-
skuje technika spektrometrii mas z plazma indukcyjnie
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sprzezong (21-24). Technika ICP-MS pozwala na wy-
konywanie wieloelementowych analiz z bardzo niska
granica wykrywalnosci, szeroka liniowoscia i w bar-
dzo krétkim czasie analizy. Réwniez w tym przypadku
surowica jest matryca bardzo trudng do oznaczen ze
wzgledu na ok. 6-8-procentowa zawarto$¢ protein i ok.
1-procentows sktadnikéw nieorganicznych, powoduja-
cych istotne interferencje spektralne (27).

Najczesciej wystepujace interferencje poliatomowe
przy oznaczaniu selenu technika ICP-MS prezentuje
tabela 8. Tworzenie poliatomowych jonéw z plazmo-
wym argonem powoduje wystepowanie licznych in-
terferencji przy oznaczaniu izotopow selenu. Najlicz-
niejsze interferencje, ze wzgledu na fatwos¢ tworzenia
i naturalne wystgpowanie w gazie plazmowym, moga
pochodzi¢ z potaczen czgsteczek argonu *°Ar z innymi
szeroko wystepujacymi w materiale biologicznym pier-
wiastkami (*°’Ar*°Ca, *’Ar*°K). Wplywaja one przede
wszystkim na oznaczanie najczesciej wystepujacego
izotopu selenu 80 (**Se — 49,6%). Ze wzgledu na trud-
nosci analityczne przy oznaczaniu tego izotopu obecna
procedura analityczna zostala oparta na oznaczaniu
izotopu selenu 78 ("*Se), dla ktérego wystepujace inter-
ferencje majg duzo mniejsze znaczenie.

Problem poliatomowych interferencji rozwigzu-
je zastosowanie komory reakcyjnej DRC (Dynamic
Reaction Cell) (21,24,25,29). Uzycie technologii DRC
eliminuje interferencje poprzez zastosowanie jako gazu
reakcyjnego innego niz argon, np. metanu lub wodoru
eliminujacych powstawanie czastek o masie identycz-
nej z masg izotopu selenu *°Se. Efekty matrycy mogace
blokowac¢ rozpylacz lub podajnik, wynikajace z obec-
nosci bialek i soli nieorganicznych w badanej prébce,

Tabela 8. Interferencje spektralne wystepujace podczas
oznaczania selenu (Se) technikg ICP-MS

Table 8. Most abundant interferences from background
and complex matrices on selenium (Se) isotopes in ICP-MS

Izotopy selenu
Potencjalne interferencje

Lzotop Abundance
Isotope 9] Potential interferences
"Se 0,89 "Ge, *Ar*Ar, °Ar*S, ¥K*Cl
7Se 9,37 76Ge, Ar’**Ar, *Ar*Ar, *Ar*S, ¥K¥Cl
77Se 7,63 “ArCl
8Se 23,77 BArAr, *Ar*Ca, “K*Cl
¥Se 49,61 #Zn'°0, “Ar*Ca, *Ar*K
#Se 8,73 €Zn'*O

Objasnienia skrotéw jak w tabeli 4 / Abbreviations as in Table 4.

zostaly wyeliminowane poprzez wysokie rozcienczenie
probki i przemywanie uktadu 3-procentowym kwasem
azotowym.

Przedstawione w tej pracy wyniki wskazuja, ze
technika ICP-MS charakteryzuje si¢ bardzo dobra
precyzja, niska granica wykrywalnosci (0,19 upg/l)
i wydajnoscig analityczng. Granica wykrywalno-
$ci jest ok. 7 razy nizsza niz przy oznaczaniu tech-
nikg GF-AAS. W poréwnaniu z technika GF-AAS
wyniki stezen selenu oznaczone technikg ICP-MS
sa okoto 4% wyzsze (tab. 6, ryc. 1). Wyniki udziatu
w G-EQUAS oraz wyniki certyfikowanego materiatu
odniesienia wskazujg jednak, ze mimo réznicy w wy-
nikach o ok. 4% oznaczenia GF-AAS oraz ICP-MS
mieszczg si¢ w dopuszczalnym zakresie stezen przy-
jetych przez organizatoréw dla wartosci prawdziwej
(tab. 7). Poréwnanie technik wskazuje, ze technika
bezptomieniowej absorbcji atomowej w GF-AAS jest
stosunkowo prosta i szybka, z dobra granicg wykry-
walnosci zwlaszcza przy oznaczaniu jednego elemen-
tu. Niewatpliwym atutem tej techniki jest mozliwos¢
cze$ciowej mineralizacji probki w kuwecie grafitowej,
co znacznie eliminuje wplyw nieorganicznej matrycy
na koncowe stezenie oznaczanego metalu.

W badaniach z zakresu ochrony zdrowia i w bada-
niach $rodowiskowych niezbedne s3 obecnie analizy
wieloelementowe, w ktdérych oznaczane elementy $la-
dowe znajduja si¢ na réznych poziomach stezen. Takie
analizy mozna prowadzi¢, stosujac technike ICP-MS.
Wykonywanie oznaczen pojedynczych elementéw wie-
lokrotnie wydluza czas analiz. Mimo wysokiej specy-
ficznosdci techniki GF-AAS poréwnanie liczby analiz
w ciggu dnia w poréwnaniu z technika ICP-MS wypa-
da na korzys¢ tej ostatniej.

WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych badan, uzyskanych
parametréw analitycznych oraz wynikéw udzialu
w zewnetrznej kontroli jakosci oznaczen mozna uznac,
ze obydwie metodyki analityczne sg poprawne i moz-
na je stosowa¢ do analizy selenu w surowicy/osoczu.
Wprowadzenie nowej procedury analitycznej z uzy-
ciem techniki ICP-MS — umozliwiajacej oznaczanie
wielu elementéw sladowych w jednej probcee oraz po-
zwalajacej na obnizenie granic oznaczalnosci — sta-
nowi istotny postep w zakresie procedur analitycznych
i daje bardzo dobre perspektywy do jej stosowania
w przypadku wieloelementowych oznaczen probek
srodowiskowych i zawodowych.
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