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Определение макро- и микроэлементов в различных биологических жидкостях, в том числе в слюне
и сыворотке крови, широко используется для медицинской диагностики и оценки воздействия антро-
погенных факторов на состояние здоровья человека. Наиболее популярные методы спектрального ана-
лиза имеют ряд недостатков, в том числе необходимость пробоподготовки. В качестве альтернативы
апробирована схема прямого (без минерализации) анализа биожидкостей методом дуговой атомно-
эмиссионной спектрометрии по способу сухого остатка. Показано, что экспериментально найденные
оптимальное количество спектрального буфера (0.15 мг NaCl) и силы тока (20 А) обеспечивают высоко-
интенсивный аналитический сигнал и снижение предела обнаружения. Выбранные условия также ни-
велируют влияние матрицы слюны и сыворотки на параметры дуговой плазмы (температуру и концен-
трацию электронов), что позволяет использовать водные стандартные растворы солей элементов
для построения градуировочных зависимостей. При нанесении на торец электрода 150 мкл пробы
цельной слюны пределы обнаружения Ag, Al, Cd, Cu, Fe, Mn, Zn находятся на уровне не более
мкг/л, Cr, Pb, Ti – нескольких мкг/л. В случае сыворотки крови удается наносить на торец не более
50 мкл пробы, пределы обнаружения в этом случае соответственно в три раза выше. Проведена
оценка правильности определения микроэлементов в реальных образцах слюны и сыворотки. До-
полнительно показана возможность определения макроэлементов (Ca, Mg, P, Si) в слюне.

Ключевые слова: атомно-эмиссионная спектрометрия, спектральный буфер, дуговой разряд, мик-
роэлементы, слюна, сыворотка крови.
DOI: 10.31857/S0044450222010121

Микроэлементы, присутствующие в организ-
ме человека, в зависимости от их роли принято
классифицировать на эссенциальные и токсич-
ные [1]. Однако любой элемент, в том числе эс-
сенциальный, при избыточном содержании в ор-
ганизме может привести к негативным послед-
ствиям [2]. Для диагностики микроэлементного
дисбаланса чаще всего используют такие биожид-
кости, как кровь и ее компоненты, а также мочу.
Примерами биомаркеров экспозиции могут слу-
жить концентрации Pb в крови, Ni в моче и плаз-
ме [3], Cr в моче и сыворотке [4], Cd в моче и кро-
ви [3, 5], Mn в крови [6], слюне и волосах [7].
Слюна также рассматривается как проба, подхо-
дящая для биомониторинга. Анализ слюны счи-
тается одним из перспективных подходов к неин-
вазивному мониторингу состояния здоровья и
диагностике заболеваний [8].

Для определения концентраций элементов в
биожидкостях используют целый ряд методов,

включая атомно-эмиссионную спектрометрию с
индуктивно связанной плазмой (АЭС-ИСП), масс-
спектрометрию с ИСП, атомно-абсорбционную
спектрометрию с электротермической атомизацией
(ЭТААС), рентгенофлуоресцентный анализ с пол-
ным внешним отражением (РФА-ПВО) [1, 9]. Каж-
дый из указанных методов имеет определенные
преимущества, однако при анализе биожидкостей
неизбежны матричные влияния, для устранения
которых используют пробоподготовку. Обычно
пробу подвергают кислотной минерализации [6,
10–13], однако данный этап увеличивает слож-
ность, стоимость и продолжительность анализа
[14]. При анализе слюны некоторые исследовате-
ли прибегают к упрощенной пробоподготовке,
заключающейся в центрифугировании пробы и
последующем разбавлении супернатанта [15–18].
Однако содержания веществ, в том числе микро-
элементов, в супернатанте и цельной слюне отли-
чаются, что приводит к некорректности сопо-

А. И. Дробышев

УДК 543.42

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 3  2022

ОПРЕДЕЛЕНИЕ МИКРОЭЛЕМЕНТОВ В БИОЛОГИЧЕСКИХ ЖИДКОСТЯХ 249

ставления результатов различных исследований
[19–21].

Метод дуговой АЭС также используют для
анализа жидких проб, при этом для концентриро-
вания элементов применяют как выпаривание
пробы на графитовом коллекторе с последующим
анализом порошковой пробы, так и последова-
тельное нанесение на электрод капель жидкой
пробы и их выпаривание с анализом сухого остат-
ка [22, 23]. Последний подход не требует исполь-
зования угольного порошка, что минимизирует
возможные загрязнения пробы. Дуговая АЭС по
способу сухого остатка позволяет анализировать
малые объемы проб от 10 мкл (аналогично
ЭТААС) с пределами обнаружения на уровне
мкг/л (близкими к АЭС-ИСП) [22]. Однако мето-
дика анализа жидких проб, оптимизированная
для регистрации с помощью фотоэлектронных
умножителей, не позволяет проводить прямой
анализ биожидкостей из-за матричного влияния
и недостаточно низких пределов обнаружения.

Цель данной работы – оптимизация схемы
анализа методом дуговой АЭС по способу сухого
остатка для определения микроэлементов в био-
жидкостях без стадии пробоподготовки (кислот-
ной минерализации).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
За основу взяли разработанную ранее методи-

ку определения микроэлементов в природных во-
дах по способу сухого остатка [22, 24]. Каплю
жидкой пробы объемом 10 мкл с помощью мик-
рошприца наносили на торец подготовленного
угольного электрода (класс F, Карботек, Россия)
и высушивали под ИК-лампой. Затем аналогично
наносили и высушивали каплю объемом 10 мкл
раствора спектрального буфера. Электрод с про-
бой вместе с противоэлектродом, заточенным на
конус, устанавливали в разрядной камере, для со-
здания переменнотоковой дуговой плазмы ис-
пользовали генератор ИВС-28 (АОМЗ, Россия).
При горении разряда сухой остаток пробы испа-
рялся с торца электрода и поступал в плазму, где
происходили атомизация и возбуждение анали-
тов. Для разложения света в спектр использовали
спектральный прибор МФС-8 (ЛОМО, Россия) с
шириной входной щели 50 мкм для увеличения
светосилы [25, 26]. Спектр регистрировали с по-
мощью детектора МАЭС (ВМК-Оптоэлектрони-
ка, Россия), представляющего собой сборку из
восьми фотодиодных линеек, каждая из которых
содержит 2580 ячеек-фотодиодов шириной
12.5 мкм, динамический диапазон регистрации
104 [27, 28]. Детектор позволяет регистрировать
спектр в цифровом виде в диапазоне 197–343 нм.
Для управления работой системы и обработки
данных применяли программу “Атом” [29]. В ка-
честве аналитического сигнала использовали ин-

тенсивность по всему контуру спектральной ли-
нии с вычетом фонового излучения и холостого
опыта [30].

Градуировочные зависимости строили с ис-
пользованием растворов солей элементов, приго-
товленных из головного раствора CertiPUR IV
(Merck, Германия) и одноэлементных стандарт-
ных растворов (ЦСОВВ, Россия) разбавлением
1%-ной HNO3. Градуировочные растворы нано-
сили на электроды и анализировали по аналогич-
ному алгоритму. Для оптимизации схемы анализа
использовали как модельные водные растворы,
так и реальные образцы биожидкостей.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Оптимизация условий возбуждения спектра. Ра-

нее на примере водных растворов и образцов
слюны показано, что увеличение силы тока дуго-
вого разряда до 20 А приводит к увеличению как
амплитуды, так и суммарной по времени экспо-
зиции интенсивности спектральных линий [31].
При указанной силе тока происходит “импульс-
ное” поступление элементов в зону плазмы
(рис. 1), т.е. уменьшается время испарения сухого
остатка пробы с торца электрода и ее поступле-
ния в плазму, что позволяет уменьшить время ре-
гистрации спектра. Данное значение силы тока
было выбрано в качестве рабочего; оно является
максимально возможным для используемого ге-
нератора и позволяет увеличить отношение сиг-
нал/шум в 1.5–3 раза в зависимости от элемента
(по сравнению с силой тока 8 А).

Интенсивность излучения спектральных ли-
ний во многом определяется температурой плаз-
мы дугового разряда, влияющей на процессы ато-
мизации и возбуждения. На степень ионизации, а
значит и на интенсивность атомных и ионных ли-
ний, оказывает влияние концентрация электро-
нов в дуговой плазме. При этом основным факто-
ром, определяющим параметры плазмы, является
состав атомного газа в дуговом промежутке, зави-
сящий от состава исследуемых образцов [23, 32].
Анализируемые пробы, особенно биологические,
содержат неопределяемые вещества, качествен-
ный и количественный состав которых может ва-
рьироваться в широком диапазоне. Для стабили-
зации параметров плазмы широко используют
введение спектрального буфера, в частности раз-
личных легкоионизируемых элементов [32]. При
введении достаточного количества спектрально-
го буфера именно он будет задавать параметры
плазмы, т.е. становиться основой пробы, нивели-
руя матричное влияние. В настоящей работе изу-
чали влияние на интенсивность спектральных
линий добавок NaCl и NaF, которые наносили на
торец электрода после пробы в виде капли объе-
мом 10 мкл водного раствора, приготовленного
на деионизированной воде из чистых солей
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(Merck, Германия). Оба галогенида одинаково
влияют на аналитический сигнал, однако при ис-
пользовании NaCl интенсивности спектральных
линий несколько выше. Поскольку уровень фо-
нового излучения для обоих спектральных буфе-
ров одинаков, NaCl выбрали для дальнейшего ис-
следования. Как видно из рис. 2, при увеличении
массы спектрального буфера на торце электрода с
0 до 0.15 мг аналитический сигнал в холостом
опыте практически не изменяется. При этом уве-
личивается интенсивность спектральных линий
при нанесении на электрод исследуемых раство-
ров, что приводит к увеличению отношения сиг-

нал/шум (в 1.5–4 раза для различных элементов).
Отмечено, что в присутствии NaCl на зависимо-
стях интенсивностей спектральных линий от вре-
мени горения дугового разряда раньше появляет-
ся максимум, который при этом выше по ампли-
туде по сравнению со случаем отсутствия
спектрального буфера. Добавка NaCl, вероятно,
влияет на условия испарения элементов из сухого
остатка с торца угольного электрода [24]. Кроме
того, при введении спектрального буфера увели-
чивается концентрация электронов в плазме, что
приводит к уменьшению степени ионизации и
росту интенсивности атомных спектральных ли-
ний. В качестве оптимального параметра выбрали
0.15 мг спектрального буфера (что соответствует
нанесению на электрод 10 мкл раствора NaCl с
концентрацией 15 г/л).

Макросостав исследуемых биожидкостей и
водных растворов солей элементов, используе-
мых для построения градуировочных зависимо-
стей, отличается по содержанию как органиче-
ских веществ, так и неорганических, в частности
солей натрия (среднее содержание для слюны со-
ставляет 200 мг/л [33], для сывороки – 3 г/л [34]).
Естественно, натрий, содержащийся в биопро-
бах, также может выступать в качестве легкоио-
низируемого элемента. Тем не менее при нанесе-
нии на электрод 15 капель (объем каждой капли
10 мкл) пробы слюны с концентрацией натрия
200 мг/л в сухом остатке будет содержаться ≈0.03 мг
элемента, при нанесении пяти капель пробы сы-
воротки с концентрацией натрия 3 г/л в сухом
остатке будет содержаться ≈0.15 мг. Как видно из
рис. 2, изменение массы спектрального буфера в
диапазоне 0.15–0.30 мг не сказывается на интен-
сивности спектральных линий. Таким образом,
нет необходимости учитывать натрий из биопроб.

Построение градуировочных зависимостей. Гра-
дуировочные растворы готовились в диапазоне

Рис. 1. Гистограмма выгорания (зависимость интен-
сивности I от порядкового номера N спектра) анали-
тической линии Zn 213.86 нм при силе тока 8 А (а) и
20 А (б) при времени полной экспозиции 40 с и вре-
мени базовой экспозиции 2 с.

25

20

15

10

5

2 4 8 12 166 10 14 18

I, отн. ед.
(б)

N

5

3

1

2 4 8 12 166 10 14 18

I, отн. ед.
(a)

N
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концентраций элементов 10–6–1 г/л. В качестве
аналитических использовались преимуществен-
но самые интенсивные линии в рабочем диапазо-
не длин волн, свободные от спектральных нало-
жений и позволяющие получить наиболее широ-
кий диапазон линейности градуировочных
зависимостей в координатах lgI–lgc. Для Ca, Mg,
P, Si на самых интенсивных линиях происходило
“зашкаливание” аналитического сигнала для рас-
творов с большими концентрациями. Следует от-
метить, что перечисленные элементы являются
макроэлементами в исследуемых биожидкостях,
и в их спектрах имеются менее интенсивные ли-
нии, которые и использовали в качестве аналити-
ческих.

Каждую точку на градуировочной зависимо-
сти получали как среднее из восьми параллель-
ных измерений интенсивности аналитического
сигнала. Диапазон линейности для всех опреде-
ляемых элементов составлял не менее трех поряд-
ков величины концентрации с коэффициентом
корреляции 0.99 и более. Для некоторых элемен-
тов (Cd, Mn) линейность градуировочной зависи-
мости сохранялась в диапазоне до пяти порядков
величины концентрации. Концентрационные
пределы обнаружения, рассчитанные по 3s-кри-
терию (s – стандартное отклонение аналитиче-
ского сигнала в контрольном опыте при n = 8)
при нанесении на торец электрода 150 мкл пробы,
составили (мкг/л): Ag 0.5, Al 0.07, Ca 0.7, Cd 0.2,
Cr 2, Cu 0.2, Fe 0.7, Mg 0.7, Mn 0.07, P 70, Pb 4, Si
200, Ti 13, Zn 0.3. Полученные пределы обнаруже-
ния, естественно, зависят от наносимого объема
пробы, который определяется, в том числе, воз-
можностью получения тонкого равномерного
слоя сухого остатка. В случае слюны нанесение на
электрод 150 мкл пробы не составляет проблем,
но для сыворотки крови это условие трудновы-
полнимо при объеме более 50 мкл, из-за чего пре-
делы обнаружения элементов в ней в три раза вы-
ше. Оптимизированная схема анализа по преде-
лам не уступает исходной методике с
регистрацией с помощью ФЭУ [24], но выгодно
отличается от нее возможностью прямого (без

минерализации) анализа биопроб. Пределы об-
наружения данной схемы также близки к преде-
лам, достигаемым при анализе слюны методами
АЭС-ИСП и ЭТААС с предварительной пробо-
подготовкой. Для большинства элементов при
анализе проб слюны значение sr не превышает
0.2, что удовлетворительно для дугового разряда.
Кроме того, для некоторых элементов, содержа-
щихся в больших концентрациях в биожидкостях
(P, Ca, Mg, Zn), sr < 0.1.

Оценка матричного влияния. При анализе био-
жидкостей по предлагаемой схеме, когда для по-
строения градуировочной зависимости использу-
ют водные растворы, необходимо убедиться в от-
сутствии влияния матрицы пробы. Поскольку
матричное влияние в дуге переменного тока про-
является прежде всего в изменении параметров
плазмы, экспериментально определили их для
следующих случаев: водный раствор (10 мкл),
пробы слюны (150 мкл) и сыворотки крови
(50 мкл). Для расчета температуры плазмы ис-
пользовали графический метод Орнштейна [35]
по линиям железа, концентрацию электронов
рассчитывали из соотношения интенсивностей
атомной и ионной линий магния [36]. Как видно
из табл. 1, для всех проб параметры плазмы в оп-
тимизированных условиях отличаются незначи-
мо, что свидетельствует об отсутствии влияния на
них макросостава биожидкостей.

Оценили правильность анализа реальных об-
разцов с использованием различных подходов. В
случае цельной слюны проводили сравнительный
анализ методом разбавления и добавки, который
показал удовлетворительные результаты [31].
Кроме того, анализировали образец слюны при
нанесении на торец электрода различных объе-
мов пробы (100, 150 и 200 мкл); при этом получи-
ли удовлетворительно сходящиeся результаты,
что также подтвердило отсутствие влияния мак-
росостава на результаты анализа [21]. Дополни-
тельно провели сравнительный анализ одного
образца по предлагаемой схеме с нанесением
на торец электрода 150 мкл пробы и методом
АЭС-ИСП после кислотной минерализации
(2.5 мл пробы, 1.5 мл конц. HNO3 ос. ч. (Вектон,
Россия) и 0.5 мл конц. H2O2 ос. ч. (НеваРактив,
Россия) с последующим разбавлением до 25 мл) в
микроволновой печи. Полученные результаты удо-
влетворительно согласуются как для микроэлемен-
тов, так и для ряда макроэлементов (табл. 2).

В случае сыворотки крови правильность опре-
деления микроэлементов контролировали путем
сравнительного анализа одного образца несколь-
кими способами. Образец венозной крови отби-
рали в полимерные медицинские пробирки с ге-
лем-разделителем и активатором свертывания и
центрифугировали при 3600 об/мин в течение
10 мин для отделения сыворотки. Затем получен-

Таблица 1. Параметры плазмы (температура T и кон-
центрация электронов Ne) дугового разряда при воз-
буждении спектров проб различной природы

Проба T, К Ne, см–3

Водный раствор 4800 ± 400 (11 ± 6) × 1013

Слюна 4700 ± 400 (10 ± 5) × 1013

Сыворотка крови 4800 ± 400 (13 ± 6)× 1013
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ную пробу анализировали по предлагаемой схеме
с нанесением на торец электрода 10 и 50 мкл. При
попытке нанесения большего объема после высу-
шивания под ИК-лампой наблюдали образова-
ние пузырей и твердой корки, которая выносится
из зоны плазмы при пробое дугового разряда. Ис-
следуемый образец сыворотки подвергали также
кислотной минерализации (6 мл пробы, 7.5 мл
конц. HNO3 ос. ч. (Вектон, Россия) и 2.5 мл конц.
H2O2 ос. ч. (НеваРактив, Россия)) в микроволно-

вой печи. Полученный минерализат разбавляли в
мерной колбе емк. 25 мл до метки деионизованной
водой с последующим анализом по предлагаемой
схеме, а также методами АЭС-ИСП, ЭТААС,
РФА-ПВО. Результаты определения ряда микро-
элементов представлены в табл. 3, концентрации
Ag, Al, Cr, Mn в исследуемом образце достоверно
не удалось определить. Как видно, данные, полу-
ченные при прямом анализе сыворотки, удовле-
творительно согласуются с результатами анализа
минерализата различными методами, что также
подтверждает отсутствие матричного влияния.

* * *

Таким образом, показано, что использование
оптимизированных условий атомизации и воз-
буждения, а именно большой силы тока дугового
разряда (20 А) и значительного количества спек-
трального буфера на торце электрода (0.15 мг NaCl)
позволяет не только увеличить отношение сиг-
нал/шум, но и нивелировать влияние матрицы
биопроб на параметры дуговой плазмы (ее темпе-
ратуру и концентрацию электронов). Это дает
возможность определять элементы в биожидко-
стях без предварительной минерализации мето-
дом дуговой атомно-эмиссионной спектромет-
рии по способу сухого остатка с использованием
водных стандартных растворов солей элементов
для построения градуировочных зависимостей.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке гранта Президента РФ в рамках научного
проекта № МК-2476.2021.1.3. Авторы выражают
благодарность ресурсному центру Научного парка
СПбГУ “Методы анализа состава вещества” и
ООО “ВМК-Оптоэлектроника”, чье оборудование
было использовано при выполнении исследования.

Таблица 2. Результаты (мг/л) определения содержания
ряда элементов в цельной слюне различными метода-
ми (n = 8, Р = 0.95)

Элемент Предлагаемая схема АЭС-ИСП

Ag 0.009 ± 0.001 0.010 ± 0.001

Al 0.011 ± 0.002 <0.2

Ca 168 ± 8 161 ± 5

Cd <0.0002 <0.004

Cr 0.038 ± 0.004 0.041 ± 0.004

Cu 0.026 ± 0.004 0.028 ± 0.003

Fe 0.16 ± 0.02 0.14 ± 0.01

Mg 14 ± 1 13 ± 1

Mn 0.012 ± 0.001 0.011 ± 0.001

P 380 ± 20 400 ± 20

Pb 0.012 ± 0.002 <0.04

Si 0.69 ± 0.09 0.73 ± 0.09

Ti 0.074 ± 0.008 0.079 ± 0.007

Zn 0.24 ± 0.03 0.25 ± 0.03

Таблица 3. Результаты (мг/л) определения ряда элементов в сыворотке крови различными методами (n = 8, Р = 0.95)

“–” – элемент не определяли.

Метод Проба Cd Cu Fe Pb Zn

Предлагаемая 
схема

Исходная, 10 мкл 0.005 ± 0.002 0.8 ± 0.2 1.5 ± 0.3 <0.06 0.11 ± 0.03

Исходная, 50 мкл 0.0045 ± 0.0009 0.6 ± 0.1 1.2 ± 0.2 0.04 ± 0.01 0.12 ± 0.02

Минерализат 0.004 ± 0.001 0.7 ± 0.2 1.1 ± 0.2 <0.06 0.16 ± 0.03

АЭС-ИСП Та же <0.005 0.60 ± 0.06 1.5 ± 0.1 <0.04 0.14 ± 0.01

ЭТААС 0.0038 ± 0.0002 0.65 ± 0.04 – 0.035 ± 0.002 0.12 ± 0.01

РФА-ПВО <0.010 0.8 ± 0.1 1.0 ± 0.2 <0.06 –

»

»
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