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The relevance of the problem of determining toxic elements and micro-macroelements in biological 

fluids is increasing in connection with the pollution of the environment by such chemical elements as Lead, 
Fluorine, Cadmium, Mercury, Manganese, Copper, etc. Toxic elements in technological processing with 
gaseous, solid, and liquid waste enter the environment, forming artificial biogeochemical provinces in cities 
and industrial complexes. In this regard, the content of many chemical elements in the air, soil, reservoirs, 
and the organism of animals and plants, which the population uses as food products, increases. At the same 
time, trace elements are the essential catalysts of metabolic processes and play an important role in the 
body's adaptation. Metals are an essential structural component of biological macromolecules, ensuring 
their normal functioning. Although minerals do not have energy value like proteins, fats, and carbohydrates, 
many enzymatic processes in the body are impossible without their participation. An excess of metal can 
lead to the development of a pathological process, and an imbalance between essential elements causes 
severe disturbances in body functions. In most cases, the elemental content of the blood (plasma, serum) is 
an informative indicator of the state of the animal's organism. The method for determining 17 metals 
(Aluminum, Stybium, Arsenic, Boron, Cadmium, Chromium, Cobalt, Copper, Ferrum, Lead, Manganese, 
Molybdenum, Selenium, Argentum, Sodium, Zinc, Sodium, Phosphorus, Potassium, Calcium) in biological 
samples was validated ( blood, serum, urine) by the method of optical emission inductively coupled plasma 
and determined validation characteristics of the way, namely: limit of detection, the limit of quantification, 
accuracy, correctness, convergence, reproducibility, selectivity, linearity, working range. This method was 
found simple, sensitive, practical, and universal, as confirmed by LOD and LOQ data. The way shows good 
linearity in the range of 1–1000 µg/l, depending on the investigated metal. The way is selective and precise. 
The obtained validation data meet the requirements of the Eurachem Guidelines. 

 
Key words: micro-, macroelements, toxic elements, ICP OES, biological samples, validation. 
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1Державний науково-дослідний інститут з лабораторної діагностики та ветеринарно-санітарної експертизи, 
м. Київ, Україна 
2Львівський національний університет ветеринарної медицини та біотехнологій імені С. З. Ґжицького, м. Львів, 
Україна 
 

Актуальність проблеми визначення токсичних елементів, мікро - макроелементів у біологічних рідинах зростає у зв’язку із за-
брудненням довкілля такими хімічними елементами, як Свинець, Фтор, Кадмій, Ртуть, Марганець, Мідь та ін. Токсичні елементи 
у процесі технологічної переробки з газоподібними, твердими і рідкими відходами надходять у довкілля, що формує в містах і 
промислових комплексах штучні біогеохімічні провінції. У зв’язку з цим збільшується вміст багатьох хімічних елементів у повітрі, 
ґрунтах, водоймищах, організмі тварин і рослин, які використовуються населенням як харчові продукти. Разом з тим мікроелеме-
нти є найважливішими каталізаторами обмінних процесів і відіграють важливу роль в адаптації організму. Метали є 
обов’язковим структурним компонентом біологічних макромолекул, забезпечуючи їх нормальне функціонування. Незважаючи на 
те, що мінеральні речовини не мають енергетичної цінності, як білки, жири і вуглеводи, багато ферментативних процесів в орга-
нізмі неможливі без їхньої участі. Не лише надлишок металу може призвести до розвитку патологічного процесу, а й дисбаланс 
між есенціальними елементами викликає важкі порушення функцій організму. В більшості випадків елементний вміст складу крові 
(плазми, сироватки) є інформативним показником стану організму тварини. Валідовано метод визначення 17 металів (Алюмінію, 
Стибію, Арсену, Бору, Кадмію, Хрому, Кобальту, Купруму, Феруму, Плюмбуму, Мангану, Молібдену, Селену, Арґентуму, Натрію, 
Цинку, Натрію, Фосфору, Калію, Кальцію) у біологічних зразках (кров, сироватка, сеча) методом оптико-емісійної індуктивно-
зв’язаної плазми та визначені валідаційних характеристик методу а саме: межа детектування, межа кількісного визначення, 
точність, правильність, збіжність, відтворюваність, селективність, лінійність, робочий діапазон. Встановлено, що даний метод 
є простим, чутливим практичним та універсальним, що підтверджується даними LOD та LOQ. Метод демонструє хорошу ліній-
ність у діапазоні 1–1000 мкг/л залежно від досліджуваного металу. Метод є селективним і точним. Одержані валідаційні дані 
задовольняють вимоги Настанови Eurachem. 

 
Ключові слова: мікро-, макроелементи, токсичні елементи, ICP OES , біологічні зразки, валідація. 

 
Вступ 

 
У сучасній практиці діагностики вмісту мікроеле-

ментів в організмі тварин прийняті методи їх визна-
чення в крові, сечі, волоссі, слині, зубному дентині та 
кістках (Dion et al., 2018; Płotka-Wasylka et al., 2018; 
Shulyak et al., 2021). Кількісні спектрометричні мето-
ди аналізу біосубстратів ускладняються низьким вмі-
стом елементів а також неоднорідністю структурного 
і елементного складу біологічної матриці (Zhang et al., 
2016; Laur et al., 2020). Проте, сучасні методи дають 
змогу мінімізувати вплив речовин, які “заважають” та 
фонових факторів з використанням новітніх методів 
розкладання біологічних зразків за допомогою мікро-
хвильової мінералізації закритого типу під тиском, що 
мінімізує втрати елементів, які є неминучими як при 
сухому оголенні, так і при кислотній мінералізації 
біопроб. Використання закритого тиску та високої 
температури значно пришвидшує реакцію розкладу та 
дає можливість знизити втрати мікроелементів у ви-
гляді високолетких молекулярних сполук, наприклад 
це стосується визначення елементів, що утворюють 
леткі гідриди і галогени, такі як As, B, Cr, Hg, Sb Sn, 
та Se. Перевагою мікрохвильового розкладання також 
є мінімізація кількості реагентів і як наслідок – міні-
мізація можливих забруднень, які можуть бути прису-
тні при використанні реагентів невідповідної чистоти, 
значно коротший термін розкладання проб, та мініма-
льна кількість зразка. Крім того, даний вид підготовки 
проб дає змогу уникнути концентрування проби для 
визначення певних мікроелементів, які містяться в 
біосубстратах у наднизьких кількостях (Sharma & 
Bhattacharya, 2017; Shahid et al., 2018). 

Метод оптико емісійної спектрометрії з індуктив-
но-зв’язаною плазмою ICP ЕОS передбачає одночасне 
багатоелементне кількісне визначення металів в ши-
рокому діапазоні, що значно пришвидшує процес 
рутинних аналізів біологічних зразків. Для компенса-
ції змінного внеску фону, завад та інтерференцій ви-

користовується відповідний метод коригування. Оп-
тичний спектр з можливістю аксіального та радіаль-
ного перегляду дозволяє одночасно визначати велику 
кількість елементів в діапазоні від 165 до 800 нм  
(Ipeaiyeda & Ayoade, 2017). Тому для якісного, адек-
ватного встановлення точного діагнозу (отруєння 
токсичними елементами, мікро-, макроелементози) 
важливо мати точний кількісний метод визначення 
елементів в індикаторних біосубстратах тварин (Burke 
et al., 2016; Alexander & Rohman, 2019). 

Враховуючи це та відсутність офіційного методу 
визначення елементів у біологічних зразках, виникає 
необхідність оптимізації та валідації методики визна-
чення токсичних елементів, мікро-, макроелементів у 
біологічних зразках за допомогою ICP OES. 

 
Мета дослідження 

 
Мета роботи – провести оцінку придатності мето-

ду з визначення мікро- та макроелементів у біологіч-
них рідинах за допомогою атомно-емісійної індукти-
вно-зв’язаної плазми (ICP OES). 

 
Матеріал і методи досліджень 

 
Дослідження проводились у лабораторії атомно-

абсорбційній спектрофотометрії науково-дослідного 
хіміко-токсикологічного відділу Державного науково-
дослідного інституту лабораторної діагностики та 
ветеринарно-санітарної експертизи. Для визначення 
Алюмінію, Стибію, Арсену, Бору, Кадмію, Хрому, 
Кобальту, Купруму, Феруму, Плюмбуму, Мангану, 
Молібдену, Селену, Аргентуму, Натрію, Цинку, Ка-
лію, Кальцію, Фосфору використовували оптико–
емісійний спектрометр (ICP-OES) PlasmaQuant PQ 
9000 (Німеччина). Для підготовки зразків та приготу-
вання фонових, калібрувальних розчинів використо-
вували ультрачисту азотну кислоту (Merck, Німеччи-
на), сертифіковані багатоелементні стандартні розчи-
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ни для атомно-емісійної спектрометрії (Merck, Німеч-
чина) з атестованим вмістом іонів. Розчинником слу-
гувала ультрачиста деіонізована вода, приготована 
очисною системою Atrium 631 UV (Sartorius, Німеч-
чина). Для мінералізації біологічних зразків викорис-
товували систему Milestone Ethnos Easy з автоклавами 
ротора високого тиску HPR-1000/10S (Milestone, Іта-
лія). Для дослідження відбирали проби крові ВРХ, 
птиці по 1,0 мл. 

 
Результати та їх обговорення 

 
Валідацію розробленого методу проводили для 

підтвердження того, що за своїми характеристиками 
метод придатний для конкретного застосування, згід-
но з ISO/IEC 17025:2019 п. 7.2. про необхідність підт-
вердження того, що методи відповідають поставлено-
му завданню (табл. 2).  

Метод кількісного аналізу валідувався згідно з ви-
могами Настанови Eurachem “Придатність аналітич-

них методів для конкретного застосування. Настанова 
для лабораторій з валідації методів та суміжних пи-
тань”. 

Для мінералізації зразків відбирали об’єм проби 
згідно з таблицею 1 додавали 5 см3 концентрованої 
азотної кислоти (HNO3) та використовували Програ-
му № 2 програмного забезпечення EasyCONTROL з 
автоклавами ротора високого тиску HPR-1000/10S. 

 
Таблиця 1 
Маса наважки для визначення вмісту макро- і мікрое-
лементів у біологічних зразках для мінералізації сис-
темою Milestone Ethnos D та автоклавами ротора ви-
сокого тиску HPR-1000/10S 
 
Вид зразка Наважка для СВЧ – мінералізації, мл 
Кров 0,8 
Сироватка крові 0,6 
Сеча 0,6 

 
Таблиця 2 
Валідаційні характеристики визначення мікро- та макроелементів у біологічних зразках (кров) методом оптико-
емісійної спектрометрії з індуктивно зв’язаною плазмою 
 

№ 
Назва  

компонента 

Масова  
частка,  
мкг/л 

Внутрішньолабораторна 
відтворюваність, 
% (нормативна) 

Внутрішньолабраторна  
відтворюваність, % 

(фактична) 

Точність, 
% 

Межа кількісного 
визначення, мкг/л 

1 Mn >1,0 10 5,45 98,9 2,0 
2 Al >1,0 10 5,02 98,8 2,0 
3 Sb >1,0 10 5,92 99,6 4,0 
4 Cr >1,0 10 5,10 98,9 2,0 
5 Co >1,0 10 4,9 99,5 2,0 
6 Mo >1,0 10 5,78 98,8 2,0 
7 B >1,0 10 5,80 99,6 10,0 
8 Cd >1,0 10 6,40 98,9 1,0 
9 Cu >1,0 10 4,10 98,8 1,0 

10 Pb >1,0 10 9,7 98,9 1,0 
11 Se >1,0 10 4,5 98,9 1,0 
12 Zn >1,0 10 5,70 98,8 1,0 
13 Na >1,0 10 4,90 98,9 10,0 
14 Р >1,0 10 4,6 98,8 10,0 
15 Са >1,0 10 6,4 98,9 10,0 
16 Mg >1,0 10 6,4 98,9 10,0 
17 K >1,0 10 6,4 98,9 10,0 

 
Валідаційний процес визначення елементного 

складу біологічних субстратів забезпечили дослі-
дженням 80 зразків крові ВРХ, 40 зразків крові та 
сироватки птиці та дослідженням сертифікованого 
референт матеріалу з атестованим вмістом іонів мета-
лів (SRM 966 – Toxic Metals in Bovine Blood, NIST,  
США). Визначалися ключові робочі параметри: межа 
кількісного визначення, межа детектування, збіж-
ність, відтворюваність, точність, лінійність, специфі-
чність, стабільність. Результати проведених робіт 
оброблялись відповідно до прийнятих критеріїв (ста-
тистична обробка отриманих даних програмою Exel 
2013). 

Встановлені оптимальні умови ІСР: швидкість по-
току газу небулайзера (аргону) 0,6 л/хв, витрата газу 
плазми 12 л/хв, час затримки – 90 с, швидкість подачі 
зразка – 1,0 мл/хв, потужність – 13000 Вт. Оптиміза-

ція методу дозволила отримати більш чистий сигнал 
(рис. 1) та точніший результат, що наведено у  
таблиці 2.  

Робочий діапазон або інтервал – оцінювали пере-
віркою того, як даний аналітичний метод забезпечує 
точність, правильність і лінійність при визначенні 
зразків, які вміщують аналіт на границі інтервалу і 
всередині його. Визначалась як та ділянка, де резуль-
тати мають прийнятну невизначеність, результати 
наведені у таблиці 3. Нижня межа робочого діапазону 
визначається лімітом кількісного визначення, а верх-
ня – точкою, де рівень зміни реакції на одиницю змі-
ни концентрації є недостатнім, що зазначено на  
рисунку 2. 

Діапазон лінійності може змінюватися залежно від 
типу матриці та відповідно – може виникнути необ-
хідність у його перевірці для певних типів зразків. 
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Рис. 1. Інтенсивність сигналу на вибраній хвилі емісії для Кальцію, Магнію, Фосфору 

 

 
Рис. 2. Лінійність та робочий діапазон для Кальцію, Калію, Магнію 

 
Таблиця 3 
Діапазон вимірювань мікро- та макроелементів у біологічних зразках 
 

Елемент Діапазон концентрацій, мкг/л Елемент Діапазон концентрацій, мкг/л 
Алюміній 10–200 Бор   500–1000 
Арсен   1–20 Кадмій       2–100 
Стибій   1–20 Купрум   100–2000 
Хром   5–100 Плюмбум       1–20 
Кобальт   5–100 Селен       1–20 
Манган   5–100 Цинк     50–1000 
Молібден   5–100 Натрій 5000–25000 
Фосфор 10–80000 Калій     10–80000 
Магній 10–20000 Кальцій     10–80000 

 
Лінійність та робочий діапазон дають змогу більш 

точно оцінювати отримані результати. Лінійність –це 
здатність показати, що результати тесту є пропорційні 
концентрації аналіту в зразку в межах даного інтерва-
лу, встановленого для методу. Нахил регресійної лінії 
і його варіація дає математичну ступінь лінійності. 
Лінійність оцінювали шляхом візуальної перевірки 
графіка вимірювальних калібрувальних зразків 
(рис. 2). 

Точність, правильність визначали за допомогою 
сертифікованого референт-матеріалу, оскільки вона 
характеризує близькість отриманих результатів до 
істинного значення і оцінювали за похибкою визна-
чення (табл. 2). 

Мінімальна точність кількісного методу, згідно з 
Директивою Ради 96/23 ЄС щодо застосування аналі-
тичних методів та роз’яснення результатів 
2004/657/ЄС, наведена в таблиці 3. Як видно із наве-
дених даних, точність методу цілком відповідає нор-
мативним вимогам. 

Збіжність – показник короткотривалих коливань 
результатів досліджень, критерієм цього показнику є 
стандартне відхилення паралельних величин. 

При вмісті аналітів у зразку в межах 0,001–0,5 
мг/кг прийнятне значення RSD не > 20 %. В інших 
випадках прийнятним вважається значення RSD  
не > 5. 

Відтворюваність визначалась багаторазовим дос-
лідженням зразків в різних умовах, оскільки це харак-
теристика якості результатів вимірювань, яка відо-
бражає близькість один до одного результатів повто-
рних спостережень в умовах. Недостатня стабільність 
досліджуваної речовини або матричних елементів у 
зразку протягом збереження або аналізу може викли-
кати істотні відхилення в результатах аналізу.  

Специфічність методу визначалась тим, наскільки 
він забезпечує недвозначне виявлення та визначення 
певного аналіту в суміші без взаємного впливу з боку 
інших компонентів, які можуть очікуватись у матриці 
(домішки, близько рівні хімічні сполуки, продукти 
розпаду, інгредієнти плацебо). Випадки серйозного 
взаємного впливу не зафіксовані. 
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Таблиця 4 
Регламентовані значення точності 
 

Концентрація аналіту 
Регламентоване 

значення 
≤ 1 мкг/кг - 50 % до + 20 % 

>1 мкг/кг до 10 мкг/кг - 30 % до + 10 % 
≥ 10 мкг/кг - 20 % до + 10 % 

 
Межа детектування або межа виявлення аналітич-

ного методу – статистично визначається як деякий 
множник, рівний подвоєному двосигмовий критерій) 
або потроєному трисигмовий критерій) стандартному 
відхиленню. Дана кількість чисельно дорівнює подво-
єній величині стандартного відхилення 2S0.  

Для оцінювання межі кількісного визначення LOQ 
(Limit of Quantitation) (найнижчий рівень вмісту ана-
літу в матричній пробі) проводили 10-кратне аналізу-
вання тестових проб з низькою концентрацією аналі-
ту. 

LOQ обчислювали як концентрацію аналіту, що 
дорівнює отриманому стандартному відхилу (s0′) на 
низьких рівнях концентрації, помноженому на коефі-
цієнт k. У Рекомендаціях IUPAC прийнято значення 
за умовчанням k = 10, і якщо стандартний відхил є 
приблизно постійний на низьких концентраціях, цей 
множник відповідає відносному стандартному відхи-
лу (RSD), що дорівнює 10 %. Тому важливим критері-
єм є значення межі кількісного визначення методу для 
вірної інтерпретації і достовірності результатів аналі-
зу. 

 
Висновки 

 
Сучасні методи діагностики потребують точного, 

швидкого, одночасного визначення багатьох металів у 
біологічних середовищах тварин. У такому випадку 
доцільно використовувати багатоелементні методи 
аналізу з низькими межами виявлення та широким 
діапазоном детекції (в концентраціях від мкг до мг). 

Отримані під час валідації результати демонстру-
ють, що даний метод є швидким, чутливим, точним 
при використанні його для рутинних досліджень біо-
логічних зразків та має достатні рівні LOD і LOQ. 
Метод ICP ОES визначення металів у біосубстратах є 
простим у використанні, із застосуванням швидкого 
та ефективного методу підготовки проб, дає змогу 
визначати метали в широкому діапазоні, що є важли-
вим при дослідженні мінеральних та есенціальних 
мікроелементів крові та потребує малої кількості 
біологічного матеріалу, що є актуальним під час при-
життєвого відбору зразків у тварин. Це дозволяє за-
стосувати метод ICP OES за призначенням та отриму-
вати дані високої точності.  

 
Відомості про конфлікт інтересів  
Автори стверджують про відсутність конфлікту  

інтересів. 
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