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Úvod


Vědecký názor na funkciu a vplyv selenu na 1'udský
 organizmus sa v priebehu posledných desaťročí výrazné
 měnil a vyvíjal. Z póvodného hodnotenia selenu ako silné
 toxickej látky sa v súčasnosti zaraduje k prvkom esenciál-
 nym s relativné velmi malým rozpatím medzi priaznivými
 a toxickými účinkami.


Deficit selenu v organizme zvyšuje riziko ochorení,
 najma kardiovaskulárnych a nádorových. Naproti tomu
 vyšší příjem selenu u člověka je příčinou vážných seleno-
 toxikóz a niektorých druhov karcinomu1.


Preto třeba k suplementácii poživatin a pri propagácii
 individuálneho užívania selenu postupovať rozvážné a tera-
 piu prevádzať len za prísnej kontroly. Je etické odporúčať
 obyvatelstvu výlučné indikovánu a analyticky kontrolova-
 telní! aplikáciu selenu. Vhodným biologickým markerom


pre sledovanie statusu selenu v 1'udskom organizme je
 krvné sérum'. V rámci špeciálnych analýz je využívaná
 převážné hydridová technika AAS, ktorá si vyžaduje nároč-
 ný rozklad poměrné velkého množstva biologického mate-
 riálu2"4. Stanovenie selenu metodou ETA-AAS so Zeema-
 novou korekciou pozadia si zase vyžaduje drahú prístrojo-
 vú techniku5. Vzhladom na závažnost' problematiky je
 potřebné zaviesť do praxe v rámci klinickej biochemie
 spol'ahlivú a relativné dostupnú metodu analytického sta-
 novenia selenu v krvnom sere.



2. Experimentálna časť


2 . 1 . P o u ž i t é  p ř í s t r o j e a  z a r i a d e n i a
 Na stanovenie selenu v sere bola použitá metoda bez-
 plameňovej atómovej absorpčnej spektrometrie na přístroji
 AAS PU 9400 X fy. Unicam s elektrotermickým atomizá-
 torem GF-90 a automatickým dávkovačom FS-90.


2 . 2 .  P o d m i e n k y  m e r a n i a


Pre stanovenie selenu v sere bola použitá katodová
 výbojka, prúd lampy 12,0 mA, vlnová dížka 196,0 nm,
 šířka štrbiny 0,5 nm, deutériová kompenzácia pozadia a elek-
 trolytická trubička. Dávkovaný objem upravenej vzorky
 20 JLLI, integračný čas 3 s, vyhodnotenie výšky signálu. Pre
 vyhodnotenie sa použila metoda štandardného přídavku.


Pre určenie optimálnych parametrov nastaveniaprístro-
 ja boli sledované priebehy kriviek rozkladu a atomizácie
 a poměry signálu prvku k signálu pozadia. Ďalej sa štu-
 doval vplyv vybraných modifikátorov (Pd, kyselina askor-
 bová, hydroxylamónium chlorid) na priebeh kriviek ter-
 mického rozkladu a atomizácie. Priebeh kriviek je uvedený
 na obr. 1 a 2.


Vzhladom na priebeh rozkladnej, atomizačnej křivky
 a atomizačneho signálu sa ako optimálně javí pre stanove-
 nie Se v sere použitie zmesného modifikátora: Pd - kyselina
 askorbová.


Optimálny teplotný program stanovenia selenu v sere
 s použitím zmesného modifikátora: Pd - kyselina askorbo-
 vá je uvedený v tabul'ke I.


Pri stanovení medze detekcie sa vychádzalo z trojná-
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(2)sobku a pri stanovení medze stanovitďnosti z desaťnásobku
 smerodajnej odchylky slepého pokusu. Základné analytic-
 ké charakteristiky sú uvedené v tabullce II.


Tabullca I


Teplotný program stanovenia selenu
 Fáza


1


2
 3
 4


5


6


Teplota
 [°C]


90
 100
 130
 1300
 2100a-b
 2600a


Čas
 [s]


15,0
 15,0
 10,0
 15,0
 3,0
 2,0


Nárast


[•as]


10
 i
 5
 80
 0
 0


Prietok argonu
 [ml.s-1]


200
 300
 300
 300
 0
 300


a Kontrola teploty, b zaznamenávanie signálu


Tabulka II


Základné analytické charakteristiky stanovenia selenu


Parameter Hodnoty


Medza detekcie 0,35 H-g.H
 Medza stanoveitel'nosti 1,16 H-g.1"1
 Charakteristická koncentrácia 0,65 jLXg.l"1


(pre dávkovaný objem vzorky 20 ju.1)


Charakteristická hmotnosť 12,9 pg


Obr. 1. Křivka termického rozkladu a atomizácie selenu v upra-
 venej vzorke séra; / - sérum:Triton X-100 (1:7), 2 - sérum:


Triton X-100:Pd:HoNH3Cl (1:3:2:2), 3 -sérum:TritonX-100:Pd
 (1:5:2), 4 - sérum:Triton X-100:Pd:kyselina askorbová (1:3:2:2)


2 . 3 .  C h e m i k á l i e a  r o z t o k y


Základný roztok selenu (FSA Laboratory Supplies,
 Lougbrough, Velká Británia) o koncentrácii 1 000 mg.l"1.
 Pracovny roztok (1 000 M-g.1"1) bol připravený riedením
 základného roztoku v Tritone X-100 (0,2 % V/V v redesti-
 lovanej vodě)


Triton X-100 (0,2 % V/V v redestilovanej vodě)
 Redestilovaná voda


Kyselina dusičná 65 %-ná p.a.


Paládium pre ETA-AAS (0,1 % V/V v 1 % V/V  H N 03)
 Kyselina askorbová p.a. (1 % m/V v redestilovanej vodě)
 Hydroxylamónium chlorid p.a. (2 % m/V v redestilovanej
 vodě)


Referenčný materiál: Seronorm™ Trace Elements Sérum,
 NYCOMED PHARMA AS, Norsko


2 . 4 .  O p i s  a n a l y z o v a n é h o  m a t e r i á l u


Vzorky krvi boli odoberané v rokoch 1995-1996 od
 darcov vo veku 20-60 rokov žijúcich v Bratislavě. Po
 odběre sa vzorky krvi centrifugovali štandardným bioche-
 mickým postupom. Vzorky sér sa prelievali do suchých
 skúmaviek vopred vymáčaných v 10 % HNO3 a oplacho-
 vaných v redestilovanej vodě, zmrazili pri -20 °C a takto
 skladovali do doby analýzy.


2 . 5 .  S p r a c o  v a n i e  v z o r k y


Vzorky rozmrazených sér sa homogenizovali na rotač-
 nej trepačke cca 30 sekund. Objem 100 jxl séra sa riedil


Obr. 2. Priebeh atomizačného signálu selenu v upravenej
 vzorke séra; 1 - sérum: Triron X-100 (1:7), 2 - sérum:Triton
 X-100:Pd:HONH3Cl (1:3:2:2), 3 - sérum:Triton X-100:Pd (1:5:2),
 4 - sérum:Triton X-100:Pd:kyselina askorbová (1:3:2:2)
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(3)s 300 |Lxl 0,2 %-ného Tritonu X-100, s 200 ul 0,1 % Pd
 a 200 JLLI 1 % kyseliny askorbovej, opáť homogenizoval na
 rotačnej trepačke a prelieval do nádobiek v dávkovači A AS.


(pozn.: pri riedení je potřebné dodržať postup a přidávat'
 chemikálie v uvedenom poradí).


Pre stanovenie obsahu Se v sere sa použila metoda
 štandarných prfdavkov 10 \xl a 20 u.1 roztoku 1 000 M-g.l"1
 Se k upravenej vzorke.


3. Výsledky a diskusia


Pre stanovenie nízkých hladin selenu vo vzorkách bio-
 logických materiálov sú v literatuře1'6 popisované viaceré
 metody:


1. spektrofotometrické:


atomová aborpčná spektrometria - AAS (bezpla-
 meňová technika - ETA, generácia hydridov - HG),
 fluorescenčná spektrometria


2. elektrochemické:


pulzná polarografie,


katodická rozpúšťacia voltampérometria,
 3. rádiochemické:


neutronová aktivačná analýzu,
 rontgenfluorescenčná analýza,
 4. separačné:


plynová chromatografia,
 kvapalinová chromatografia.


Pre praktické stanovenie selenu v sere bolo potřebné
 vypracovat' metodický postup, ktorý by svojimi podmienka-
 mi přípravy vzorky nespósoboval zbytočné riziko kontami-
 nácie vzorky a dostupnosťou a citlivosťou inštrumentálnej
 metody vyhovoval podmienkam stopovej analýzy. Dalším
 nemenej významným kritériom, obzvlášť u rizikových sku-
 pin obyvatelstva, bolo množstvo odobratej vzorky krvi.


VzhFadom k uvedeným kritériám sa nám ako najvhod-
 nejšia javila metoda AAS. Pri volbě medzi technikou ETA
 a hydridovou technikou bolo rozhodujúce množstvo, spra-
 covanie vzorky a detekčný limit stanovenia.


Nevýhodou hydridovej techniky je nevyhnutnosť mine-
 ralizácie vzorky. Poměrné zložitý rozklad vzorky je vzhl'a-
 dom na prchavosť selenu potřebné realizovat' pri regulova-
 nej teplotě. Čas rozkladu na elektrickej platni je až 5 hodin.


Mineralizácia sa značné urychli mikrovlnným rozkladom.


Ďalšou nevýhodou hydridovej techniky je reálné množstvo
 vzorky potrebnej na analýzu (cca 1,5 ml séra oproti 200 ^il
 pri technike ETA pre paralelné stanovenie, pričom zostatok
 séra je možné použit' na stanovenia dalších biologicky vý-


znamných prvkov) a lepšia citlivost' stanovenia (0,46 u.g.1"1
 pri hydridovej technike a 0,35 ta.g.11 pri ETA-AAS).


Vzhladom k uvedeným výhodám stanovenia selenu
 metodou ETA-AAS bola uvedená metoda rozpracovaná
 a použitá pre stanovenie obsahu selenu v sere u vybranej
 skupiny zdravej populácie z Bratislavy. Ako referenčný
 materiál sme použili lyofilizované sérum Seronorm™ -
 Trace Elements Sérum. Zistené obsahy SE v referenčnom
 materiály v priebehu sledovaniaboli 96,5 ± 5,3 p.g.1"1 opro-
 ti certifikovanej hodnotě 96 Hg.l"1. Distribúcia obsahu se-
 lenu v sere u sledovanej skupiny darcov z Bratislavy je
 uvedená na obr. 3.


Koncentrácie selenu v sere u obyvatelov rozličných
 krajin světa dokumentuje tabuika III (cit.7"9).


Na základe literárných údajov sú považované obsahy
 45 ju.g.1"1 Se v sere za prahové hodnoty zvýšeného rizika
 vývinu kardiovaskulárnych a karcinogénnych ochorení a pri
 obsahoch Se pod 30 ju.g.1"1 sa prejavujú klinické syndromy1'6.
 Priemerný obsah Se v sere u zdravých darcov z Brati-
 slavy bol 83,4 ng.l"1 a mediánový obsah 83,6 \ig.I"1, pričom
 rozpatiezistených hodnot bolo 46,2-122,8 |0.g.I"1. U mužov
 boli zistené vyššie mediánové koncentrácie Se (85,7 l-ig.l"1)
 oproti hodnotám stanoveným vo vekovo zrovnatel'nej žen-
 skej populácii (80,1 ia.g.1"1). Zistený minimálny obsah sele-
 nu v sere v sledovanej skupině bol 46,2 |ig.H.


V porovnaní s obsahmi Se v sere uvedenými v literatuře
 sú zistené údaje zo SR zrovnatel'né so stavom v krajinách
 strednej Európy. Stanovované koncentrácie Se sú však
 výrazné nižšie oproti hladinám zisteným v japonskej popu-
 lácii a nižšie i v porovnaní so stavom v Anglicku, krajinách
 západnej (Belgicko, Holandsko) a juhozápadnej Európy
 (Portugalsko).


Nižšie koncentrácie Se v sere u slovenskej populácie
 móžu byť spósobené prirodzenou nižšou úrovňou selenu


Obr. 3. Distribúcia koncentrácie c v sere, F frekvencia
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(4)Tabufka III


Koncentrácie selenu v 1'udskom sere


Krajina Město n r  , .Se


Ipswich
 Londýn


Grenoble
 Paříž
 Anglicko


Belgicko
 Česko
 Dánsko
 Francúzsko
 Grécko
 Holandsko
 Japonsko


Německo Bavaria
 Gissen
 Heidelber
 Portugalsko Lissabon
 Španielsko Barcelona
 Švédsko Goteborg


Malmo
 Umea
 Uppsala


20
 22
 30
 287
 65
 58
 27
 38
 21
 36
 304
 223
 40
 19
 23
 27
 28
 28
 52
 21
 22


107 ± 13
 109 ± 14
 100 ± 9
 77 ±18
 46-63
 78 ±15
 79 ±15
 82± 11
 63 ±14
 93+ 12
 127 + 23
 111+ 16
 70 ±10
 68 ±10
 76 ± 9
 102 ± 10
 87 ±14
 77 ±11
 90 ±14
 82 ± 8
 81 ±15


(muži)
 (ženy)


v zložkách životného prostredia (hlavně podá) v SR a jeho
 následným nižším transportem do vegetácie, genetickou
 dispozíciou nasej populácie a nakoniec dietetickými ná-
 vykmi a trendami, ktoré ozačujú konzumáciu prirodzených
 zdrojov selenu (hríby, vnútornosti, bravčové maso a vajcia)
 za nevhodnú.


Autoři zaoberajúci sa touto problematikou však upozor-
 ňujú na skutočnosť, že existujú značné rozdiely medzi
 prívodom potřebným na udržanie rovnovážného metabo-
 lického stavu medzi populáciami žijúcimi v róznych geo-
 grafických oblastiach a individuálnymi diferenciami. Stav
 populácií je natollco odlišný, že napr. len najnižšia patina
 hodnot u americkej populácie sa překrývá s najvyššou
 patinou hodnot obyvatelbv Finska10. Z tohoto híadiska
 móže v určitej geografickej oblasti nižšia koncentrácia
 selenu v sere u časti obyvatelstva v porovnaní s ostatnou
 populáciou znamenat' prediagnostický stav zvýšeného rizi-
 ka ochoroenia. Z týchto dfivodov je potřebné zmapovať stav
 obsahu selenu u nasej populácie v jednotlivých regiónoch


dostupnou štandardnou metodou, ktorá by umožnila zís-
 kané výsledky spol'ahlivo porovnat'.


Vzhladom k faktu, že pracoviská vlastniace AAS sú
 skór vybavené bezplameňovou technikou AAS ako hydrido-
 vou technikou a metoda rozpracovaná v tejto práci spíňa
 požiadavky pre rutinnú biochemickú prax, považujeme ju za
 vhodnú pre zavedenie do výskumnej a klinickej praxe hlavně
 na úsekoch kardiovaskulárnej a karcinogénnej prevencie.
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M. Ursínyová and V. Hladíková (Institute of Pre-
 ventivě and Clinical Medicíně, Bratislava, Slovák Repub-
 lic): Determination of Selenium in Sérum Using Atomic
 Absorption Spectrometry


The determination of Se in sérum by atomic absorption
 spectrometry with electrothermal atomization is presented.


The method has the detection limit of 12.9 pg Se, which
 was determined with 100 u.1 samples. The method was
 verified using the standard reference materiál - Seronorm™


Trace Element Sérum, NYCOMED PHARMA AS, Nor-
 way. The medián level of Se in the sérum of healthy
 volunteers from Bratislava (Slovakia) was 83.6 p.g.H. The
 medián concentrations of Se in the sérum of male donors
 were higher (85.7 H-g.l"1) than in female donors of the
 similar age (80.1 M.g.1"1).
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