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1. Uvod

Vedecky ndzor na funkciu a vplyv selénu na Tudsky
organizmus sa v priebehu poslednych desatro¢i vyrazne
menil a vyvijal. Z p6vodného hodnotenia selénu ako silne
toxickej latky sa v suicasnosti zaraduje k prvkom esencidl-
nym s relativne velmi malym rozpatim medzi priaznivymi
a toxickymi uc¢inkami.

Deficit selénu v organizme zvySuje riziko ochoreni,
najma kardiovaskuldrnych a nddorovych. Naproti tomu
vy$§i prijem selénu u ¢loveka je pri¢inou vdznych seleno-
toxikéz a niektorych druhov karcinomu'.

Preto treba k suplementdcii pozivatin a pri propagacii
individudlneho uZivania selénu postupovat rozvazne a tera-
piu prevddzat len za prisnej kontroly. Je etické odporicat
obyvatelstvu vyluéne indikovand a analyticky kontrolova-
telnu aplikaciu selénu. Vhodnym biologickym markerom
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pre sledovanie statusu selénu v ludskom organizme je
krvné sérum!l. V rdmci $pecidlnych analyz je vyuZzivana
prevazne hydridova technika AAS, ktora si vyZaduje naroc-
ny rozklad pomerne velkého mnoZstva biologického mate-
rialu™. Stanovenie selénu metodou ETA-AAS so Zeema-
novou korekciou pozadia si zase vyZzaduje drahu pristrojo-
vii techniku’. Vzhladom na zdvaZnost' problematiky je
potrebné zaviest do praxe v rdmci klinickej biochémie
spol'ahlivil a relativne dostupnii metodu analytického sta-
novenia selénu v krvnom sére.

2. Experimentélna Cast
2.1.Pouzité pristroje a zariadenia

Na stanovenie selénu v sére bola pouZzitd metoda bez-
plameniovej atémovej absorpénej spektrometrie na pristroji
AAS PU 9400 X fy. Unicam s elektrotermickym atomiza-
torem GF-90 a automatickym ddvkovacom FS-90.

2.2.Podmienky merania

Pre stanovenie selénu v sére bola pouzitd katédova
vybojka, prid lampy 12,0 mA, vlnova dizka 196,0 nm,
Sirkastrbiny 0,5 nm, deutériova kompenzacia pozadia a elek-
trolyticka trubicka. Davkovany objem upravenej vzorky
20 pl, integracny Cas 3 s, vyhodnotenie vysky signdlu. Pre
vyhodnotenie sa pouzila metoda Standardného pridavku.

Pre urcenie optimalnych parametrov nastavenia pristro-
ja boli sledované priebehy kriviek rozkladu a atomizacie
a pomery signalu prvku k signdlu pozadia. Dalej sa Stu-
doval vplyv vybranych modifikdtorov (Pd, kyselina askor-
bovd, hydroxylaménium chlorid) na priebeh kriviek ter-
mického rozkladu a atomizécie. Priebeh kriviek je uvedeny
naobr. 1 a2.

Vzhladom na priebeh rozkladnej, atomiza¢nej krivky
a atomiza¢neho signalu sa ako optimdlne javi pre stanove-
nie Se v sére pouZzitie zmesného modifikatora: Pd - kyselina
askorbova.

Optimdlny teplotny program stanovenia selénu v sére
s pouzitim zmesného modifikatora: Pd - kyselina askorbo-
va je uvedeny v tabul'ke I.

Pri stanoveni medze detekcie sa vychadzalo z trojna-



sobku a pri stanoveni medze stanovitelnosti z desatnasobku
smerodajnej odchylky slepého pokusu. Zdkladné analytic-
ké charakteristiky st uvedené v tabulke I1I.

Tabulka I
Teplotny program stanovenia selénu

Faza Teplota Cas Narast  Prietok argénu
[°Cl Is] [°CIs] [mls1]
1 90 15,0 10 200
2 100 15,0 1 300
3 130 10,0 5 300
4 1300 15,0 80 300
5 21002P 3,0 0 0
6 26002 2,0 0 300

b

4 Kontrola teploty, °zaznamendvanie signalu

Tabulka 11
Z4kladné analytické charakteristiky stanovenia selénu

Parameter Hodnoty
Medza detekcie 0,35 pg.l!
Medza stanoveitel'nosti 1,16 pg.l-!
Charakteristickd koncentracia 0,65 |J.g.l'1
(pre dévkovany objem vzorky 20 L)
Charakteristickd hmotnost 12,9 pg
[
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Obr. 1. Krivkatermického rozkladu a atomizécie selénu v upra-
venej vzorke séra; / - sérum:Triton X-100 (1:7), 2 - sérum:
Triton X-100:Pd:HoNH;Cl (1:3:2:2), 3 ~ sérum:Triton X-100:Pd

(1:5:2), 4 - sérum:Triton X-100:Pd:kyselina askorbova (1:3:2:2)
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2.3.Chemikdlie a roztoky

Zakladny roztok selénu (FSA Laboratory Supplies,
Lougbrough, Velka Britdnia) o koncentracii 1 000 mg.l'l.
Pracovny roztok (1 000 pg.l"!) bol pripraveny riedenim
zdkladného roztoku v Tritone X-100 (0,2 % V/V v redesti-
lovanej vode)

Triton X-100 (0,2 % V/V v redestilovanej vode)
Redestilovana voda

Kyselina dusi¢nd 65 %-ndp.a.

Palddium pre ETA-AAS (0,1 % V/V v 1 % V/V HNOy)
Kyselina askorbovd p.a. (1 % m/V v redestilovanej vode)
Hydroxylaménium chlorid p.a. (2 % m/V v redestilovanej
vode)

Referené¢ny material: Seronorm™ Trace Elements Serum,
NYCOMED PHARMA AS, Nérsko

2.4. Opis analyzovaného materidlu

Vzorky krvi boli odoberané v rokoch 1995-1996 od
darcov vo veku 20-60 rokov Zijucich v Bratislave. Po
odbere sa vzorky krvi centrifugovali §tandardnym bioche-
mickym postupom. Vzorky sér sa prelievali do suchych
skimaviek vopred vymacanych v 10 % HNO3 a oplacho-
vanych v redestilovanej vode, zmrazili pri -20 °C a takto
skladovali do doby analyzy.

2.5. Spracovanie vzorky

Vzorky rozmrazenych sér sa homogenizovali na rotac-

nej trepacke cca 30 sekund. Objem 100 Pl séra sa riedil
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Obr. 2. Priebeh atomizaéného signdlu selénu v upravenej
vzorke séra; I - sérum: Triron X-100 (1:7), 2 - sérum:Triton
X-100:Pd:HONH;CI (1:3:2:2), 3 - sérum:Triton X-100:Pd (1:5:2),
4 - sérum:Triton X-100:Pd:kyselina askorbova (1:3:2:2)



s 300 pl 0,2 %-ného Tritonu X-100, s 200 ul 0,1 % Pd
a200pul 1 % kyseliny askorbovej, opdt homogenizoval na
rotacnej trepacke a prelieval do nadobiek v ddvkovaci A AS.
(pozn.: pri riedeni je potrebné dodrzaf postup a priddvat
chemikdlie v uvedenom poradji).

Pre stanovenie obsahu Se v sére sa pouzila metoda
Standarnych prfdavkov 10 pl a 20 ul roztoku 1 000 pg.l”!
Se k upravenej vzorke.

3. Vysledky a diskusia

Pre stanovenie nizkych hladin selénu vo vzorkéach bio-
logickych materidlov st v literatire!© popisované viaceré
metody:

1. spektrofotometrické:
atomova aborpénd spektrometria - AAS (bezpla-
menova technika - ETA, generacia hydridov - HG),
fluorescenénd spektrometria

2. elektrochemické:
pulzna polarografie,
katodick4 rozpustacia voltampérometria,

3. radiochemické:
neutrénova aktivaéna analyzu,
rontgenfluorescenéna analyza,

4. separaéné:
plynovd chromatografia,
kvapalinovd chromatografia.

Pre praktické stanovenie selénu v sére bolo potrebné
vypracovat' metodicky postup, ktory by svojimi podmienka-
mi pripravy vzorky nespdsoboval zbytocné riziko kontami-
ndcie vzorky a dostupnostou a citlivostou instrumentdlnej
met6dy vyhovoval podmienkam stopovej analyzy. Dal§im
nemenej vyznamnym kritériom, obzvlat u rizikovych sku-
pin obyvatelstva, bolo mnoZstvo odobratej vzorky Krvi.

Vzhladom k uvedenym kritériAm sa ndim ako najvhod-
nejia javila metoda AAS. Pri volbe medzi technikou ETA
a hydridovou technikou bolo rozhodujiice mnozstvo, spra-
covanie vzorky a detekény limit stanovenia.

Nevyhodou hydridovej techniky je nevyhnutnost mine-
ralizacie vzorky. Pomerne zlozity rozklad vzorky je vzhl'a-
dom na prchavost selénu potrebné realizovat' pri regulova-
nej teplote. Cas rozkladu na elektrickej platni je az 5 hodin.
Mineralizdcia sa zna¢ne urychli mikrovinnym rozkladom.
Daliou nevyhodou hydridovej techniky je redlne mnoZstvo
vzorky potrebnej na analyzu (cca 1,5 ml séra oproti 200
pri technike ETA pre paralelné stanovenie, pricom zostatok
séra je mozné pouzit' na stanovenia dal$ich biologicky vy-
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znamnych prvkov) a lepdia citlivost' stanovenia (0,46 pg.1™!
pri hydridovej technike a 0,35 ug.l’1 pri ETA-AAS).

Vzhladom k uvedenym vyhoddam stanovenia selénu
metodou ETA-AAS bola uvedenda metdda rozpracovana
a pouzita pre stanovenie obsahu selénu v sére u vybranej
skupiny zdravej populdcie z Bratislavy. Ako referenény
material sme pouzili lyofilizované sérum Seronorm™ -
Trace Elements Serum. Zistené obsahy SE v referencnom
materidly v priebehu sledovania boli 96,5 + 5,3 pg.1"! opro-
ti certifikovanej hodnote 96 pg.l"!. Distribuicia obsahu se-
Iénu v sére u sledovanej skupiny darcov z Bratislavy je
uvedend na obr. 3.

Koncentracie selénu v sére u obyvatelov rozli¢nych
krajin sveta dokumentuje tabulka I11 (cit.”").

Na zdklade literarnych udajov si povaZované obsahy
45 ug.]‘] Se v sére za prahové hodnoty zvySeného rizika
vyvinu kardiovaskuldrnych a karcinogénnych ochorenf a pri
obsahoch Se pod 30 pig.1"! sa prejavujii klinické syndromy™”.

Priemerny obsah Se v sére u zdravych darcov z Brati-
slavy bol 83,4 1g.1"! a medidnovy obsah 83,6 1g.1"!, priom
rozpitie zistenych hodnét bolo 46,2-122,8 pg.I-1. U muzov
boli zistené vy&ie medidnové koncentracie Se (85,7 pg.l™!)
oproti hodnotdm stanovenym vo vekovo zrovnatelnej Zen-
skej populdcii (80,1 pg.l"!). Zisteny minimalny obsah selé-
nu v sére v sledovanej skupine bol 46,2 pg.I"!.

V porovnani s obsahmi Se v sére uvedenymi v literattire
su zistené uidaje zo SR zrovnatel'né so stavom v krajindch
strednej Eurépy. Stanovované koncentracie Se su vsak
vyrazne niz§ie oproti hladindm zistenym v japonskej popu-
l4cii a nizSie i v porovnani so stavom v Anglicku, krajindch
zépadnej (Belgicko, Holandsko) a juhozdpadnej Eurdpy
(Portugalsko).

Nizsie koncentracie Se v sére u slovenskej populacie
mozu byt spdsobené prirodzenou nizSou uroviiou selénu
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Obr. 3. Distribuicia koncentracie ¢ v sére, F frekvencia
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Tabulka ITI
Koncentricie selénu v Tudskom sére

Krajina Mesto n s Se,_,
Anglicko Ipswich 20 107 = 13
Londyn 22 109 + 14
Belgicko 30 100+ 9
Cesko 287 77+18
65 46-63
Dansko 58 7815
Francuzsko Grenoble 27 79 £15
Pariz 38 82+ 11
Grécko 21 63+14
Holandsko 36 93+ 12
Japonsko 304 127 £ 23 (muZi)
223 111+ 16  (Zeny)
Nemecko Bavaria 40 7010
Gissen 19 68+10
Heidelber 26 76+ 9
Portugalsko Lissabon 27 102+ 10
gpanielsko Barcelona 28 87114
Svédsko Goteborg 28 T+ 11
Malmo 52 90 +14
Umea 21 82+ 8
Uppsala 22 8ik 1155

v zlozkéch zivotného prostredia (hlavne péda) v SR a jeho
naslednym nizSim transportem do vegetacie, genetickou
dispoziciou nasej populacie a nakoniec dietetickymi na-
vykmi a trendami, ktoré ozacuji konzuméciu prirodzenych
zdrojov selénu (hriby, vnitornosti, bravéové maso a vajcia)
za nevhodnu.

Autori zaoberajuci sa touto problematikou v§ak upozor-
fujd na skutoénost, Ze existuju znaéné rozdiely medzi
privodom potrebnym na udrzanie rovnovdzneho metabo-
lického stavu medzi populdciami Zijicimi v rdznych geo-
grafickych oblastiach a individudlnymi diferenciami. Stav
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hodndt u americkej populdcie sa prekryva s najvy$Sou
patinou hodnot obyvatelov Finska". Z tohoto hladiska
moZe v urcitej geografickej oblasti nizSia koncentracia
selénu v sére u Casti obyvatelstva v porovnani s ostatnou
populédciou znamenat' prediagnosticky stav zvySeného rizi-
ka ochoroenia. Z tychto dovodovije potfebné zmapovat stav
obsahu selénu u nasej populdcie v jednotlivych regiénoch
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dostupnou Standardnou metodou, ktord by umoznila zis-
kané vysledky spol'ahlivo porovnat'.

Vzhladom k faktu, Ze pracoviskd vlastniace AAS st
skor vybavené bezplamenovou technikou AAS ako hydrido-
vou technikou a metoda rozpracovand v tejto praci spifia
poziadavky pre rutinni biochemickt prax, povazujeme ju za
vhodnu pre zavedenie do vyskumnej a klinickej praxe hlavne
na usekoch kardiovaskularnej a karcinogénnej prevencie.
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M. Ursinyova and V. Hladikova (/Institute of Pre-
ventive and Clinical Medicine, Bratislava, Slovak Repub-
lic): Determination of Selenium in Serum Using Atomic
Absorption Spectrometry

The determination of Se in serum 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 wl samples. The method was
verified using the standard reference material - Seronorm™
Trace Element Serum, NYCOMED PHARMA AS, Nor-
way. The median level of Se in the serum of healthy
volunteers from Bratislava (Slovakia) was 83.6 pig.I"!. The
median concentrations of Se in the serum of male donors
were higher (85.7 pg.I')) than in female donors of the
similar age (80.1 pg.1'l).





