Chem. Listy 95, 719 — 721 (2001)

MONITOROVANI OBSAHU SELENU V LIDSKEM
ORGANISMU METODOU AAS’

DAGMAR FRISOVA a JAROSLAV REJNEK

Katedra chemie, Pedagogickd fakulta, Univerzita J. E. Purky-
né, Ceské mlddeze 8, 400 96 Usti nad Labem
e-mail: rejnek@pf.ujep.cz

Doslo dne 15.111.2001

Klicova slova: selen, vlasy, AAS

Uvod

Primyslové rozvinuté zemé se stdle potykaji s hrozbou
kontaminace zZivotniho prostfedi nejrtiznéj$imi latkami anor-
ganického i organického piivodu. Vyjimkou neni ani Ceskd
republika. Pozornost je nutné vénovat hlavné prvkdm a latkdm
pro organismy toxickym. Spolu s t€émito toxickymi ldtkami je
Zivotni prostfedi ovliviiovdno fadou dalSich litek, jimz je
uzite¢né vénovat pozornost a které jsou v soucasné dobé
rovnéz intenzivné sledovany. Mezi tyto litky patii nepochyb-
né selen, ktery je celosvétové zkoumdn z rdznych hledisek.
Jeho vyskyt a funkce v biologickych systémech jsou zkouma-
ny jiz del$i dobu a ndzor na jeho vliv na lidsky organismus se
meénil a vyvijel. Do obecného povédomi selen piivodné vesel
jako silné toxicky, postupem casu se vSak zjistilo, ze ma
nezastupitelnou roli v lidském téle. Dnes je tedy zarazovan
jako prvek esencidlni. Zajimavou skutecnosti je relativné tizké
rozmezi koncentraci s pfiznivymi a toxickymi ucinky selenu
na lidsky organismus. Proto je duleZzité zndt jeho mnoZstvi
v téle. Informace o jeho hladin€ poskytuji télni tekutiny (krev),
télni tkdné a kozni derivdty (vlasy, nehty). Prace se vzorky
vlasti v porovndni s manipulaci se vzorky krve nebo té€lnimi
tkdanémi je evidentné snazsi.

Meéieni mnozstvi selenu v téchto biologickych materidlech
je mozné provést fadou instrumentdlnich metod. Stanoveni
selenu metodou atomové absorpéni spektrometrie doplnénou
o generaci hydridovych par je zaloZeno na redukci analytu na
hydrid v kapalné fézi, jeho prevedeni do plynné faze a nasled-
né atomizaci v optické draze atomového absorpcniho spek-
trometru. Zakladnim rysem této techniky je tedy separace
analytu od matrice a jeho vyssi koncentrace v absorpcnim
prostiedi ve srovndni s klasickymi metodami AAS. To vede
ke zvy3eni citlivosti a k vyraznému omezeni interferenci'~.

Pro redukci analytu na hydrid byly navrzeny rtizné reduk-
tanty, napt. smési kyseliny chlorovodikové a jodidu draselné-
ho, chlorid cinaty a granule zinku, kovovy hoi¢ik, kyselina
chlorovodikova a chlorid titanity”. Ke generovéani hydrida
arsenu a selenu se od roku 1973 pouziva tetrahydridoboritan
sodny* (NaBH,).

Reakci tetrahydridoboritanu sodného v kyselém prostiedi
popisuje rovnice (A):

Laboratorni pfistroje a postupy

NaBH, + HC1 + 3 H,0 — H;BO; + NaCl + 8 H (A)

Nasledujici rovnice demonstruje vznik hydridu stanovo-
vaného analytu:

Se™*+8H — SeH, + 2 H, (B)

Optimaln{ uvoliovan{ hydridd zdvisi pfedevsim na formé
analytu a kyselosti roztoku. Pouze ctyfvazny selen (IV) je
schopen tvofit hydridy®, a mize byt tedy stanovovin touto
technikou, zatimco selen dvojvazny (II) a Sestivazny (VI)
hydridy netvofi, a musi se prevadét na selen ctyfvazny (IV).
K této preméné se pouziva kyselina chlorovodikova®® o kon-
centraci 5-7 mol.dm™.

Cilem této prdce bylo stanoveni koncentrace selenu ve
vlasech lidské populace okresu Usti nad Labem a vzdjemné
porovndni hodnot mezi jednotlivymi skupinami probandi.

Experimentalni ¢ast

Vlasy potiebné pro analyzu (asi 1,5 g) byly ziskdny od
osob zijicich v Usti n. L. a okoli a byly odebirany v souladu
s obecnymi zdsadami odbéru vzorki’ ', To znamend, Ze byly
odstfihnuty vlasy o délce maximdlné 1 cm z nékolika mist
hlavy za pouziti kvalitnich niizek z nerezového materidlu.

Nejprve bylo nutné zbavit vzorky vlast povrchové konta-
minace. Vlasy byly promyvdny roztokem detergentu v redes-
tilované vodg, poté proplachovany redestilovanou vodou, ace-
tonem a nakonec opét redestilovanou vodou za stdlého miché-
ni po dobu asi 10 minut. Ndsledné byly vzorky suSeny pii
teploté 100 °C.

Po dokonalém ocistén{ a ususeni byly vzorky navdZeny
a mineralizovdny. Pro analyzu jednoho vzorku bylo navazo-
vano 0,4 az 1,5 g vlasl. Navédzka byla v kiemenném kelimku
prekryta hexahydratem dusi¢nanu hofe¢natého.

Pro mineralizaci navdZenych vzorkd vlast byla pouZita (na
zdkladé fady srovndvacich experimenti'?) metoda na suché
cesté. Kiemenné kelimky s experimentdlnim materidlem byly
umistény do picky mineralizatoru Progmin s ptedvolenym
programem a spalovdny v teplotnim rezimu, ktery sestdval
z téchto krokd: pozvolného vzestupu na teplotu 300 °C po
dobu sedmi hodin, tithodinové prodlevy na této teploté, dalsi-
ho postupného ohievu na teplotu 550 °C po dobu sedmi hodin
a posléze sedmihodinového udrzovani na této teploté.

Dalsim krokem byla digesce ziskaného popela v kyseliné
chlorovodikové. K popelu bylo ptiddano 8 cm® koncentrované
kyseliny chlorovodikové a roztok byl po dobu péti hodin
zahiivan pii teploté 70 °C. Poté byl roztok doplnén 10 cm®
deionizované vody, zfiltrovdn do odmérné bariky a doplnén
deionizovanou vodou do pozadovaného objemu. Tento roztok
byl prelit do polyethylenové nadoby a uchovavan v chladnic-
ce.

Pro méfeni selenu ve vlasech lidské populace bylo pouzi-
to atomové absorpcni spektrometrie doplnéné o hydridovou
techniku. Analyt byl z mineralizdtu pfeveden na hydrid a poté
ndsledné vypuzen inertnim plynem (dusikem) do kiemenné
trubice umisténé v plameni spektrometru Varian SpectrAA

*  Tato prdce ziskala zv1astni ocenéni v soutézi o cenu firmy Merck za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analytickd chemie 2.2.2001

v Olomouci.
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20+ se systémem VGA 76. Pro prevedeni analytu na hydrid
bylo pouzito tetrahydridoboritanu sodného o hmotnostni kon-
centraci 0,6 % (stabilizovaného piidavkem 0,5 % roztoku
hydroxidu sodného) v piftomnosti kyseliny chlorovodikové
o koncentraci 6 mol.dm . Podminky mé&Feni a nastaveni para-
metri pfistroje jsou uvedeny v tabulce I.

Nejprve byla nutnd adjustace Cerpadla tak, aby stoupa-
cf rychlost roztoku tetrahydridoboritanu sodného a kyseliny
chlorovodikové byla 1 cm® za minutu a stoupaci rychlost
vzorku 6,5 cm® za minutu. ProtoZe se tetrahydridoboritan
sodny snadno rozklddd, bylo jednordzové pripraveno maxi-
mdlné 500 cm® roztoku, jeho? Zivotnost byla prodlouZena jeho
uskladnénim v chladnicce.

Tabulka I
Parametry atomového absorpcniho spektrometru Varian Spec-
trAA 20+ pro méfeni obsahu selenu v biologickém materidlu

Parametr Hodnota
Plamen acetylen—vzduch
Vstupni tlak acetylenu [MPa] 0,17
Vstupni tlak vzduchu [MPa] 0,50

Rychlost proudéni acetylenu [dm®.min™'] 1,70
Rychlost proudéni vzduchu [dm®.min"] 12,0

Vlnova délka zareni [nm] 196,0
Siika Stérbiny [nm] 0,5
Zhavici proud katody [mA] 10
Korekce pozadi ano
Doba prodlevy [s] 45
Pocet opakovani méreni 3%
Metoda vyhodnocovani métfeni integracni
Doba méfeni [s] 3
Tabulka IIT

Laboratorni pfistroje a postupy

Pro kalibraci bylo pfipraveno pét standardnich kalibrac-
nich roztoki ze zdsobniho roztoku selenu hmotnostni koncen-
trace 1 mg.cm’3. U téchto roztokd byla zméfena absorbance
a sestrojena kalibracni zavislost

A =1(c) (1)

kde A je absorbance roztoku a ¢ je koncentrace kovu v ném.
Pfi pouziti této metody je nutné dodrzet zdkladni podminku
meéfeni, linearitu zavislosti absorbance na koncentraci kovu.
Koncentrace selenu v kalibra¢nich roztocich byla volena s ohle-
dem na predpokladany obsah kovu v mineralizatu tak, aby spl-

Tabulka II
Vysledky méteni kalibracni zavislosti pro stanoveni selenu

Roztok ¢ [ng.cm™] A® RSD® [%]
K1° 0 0,001 0,1
K2 2 0,040 0,4
K3 4 0,082 1,5
K4 6 0,112 0,3
K5 8 0,159 0,3
K6 10 0,198 1,9
yd 0,012 we 0,63
yd; 0,024 W 1,26
A 0,045 wg 2,29

*K1 —slepy roztok, b A — absorbance roztoku, ¢ RSD —relativn{
smérodatnd odchylka, d ¥, — kritickd droven absorbance, ¢ w,
— kriticka droven koncentrace [ng.cm'3], f v,— limita detekce
absorbance, & w,— limita detekce koncentrace [ng.cm’3], h Vs~
mez stanovitelnosti absorbance, ' w, — mez stanovitelnosti
koncentrace [ng.cm’3]

Sumarizace statistickych tidaji mé&feni obsahu selenu ve vlasech nékterych skupin lidské populace okresu Usti n. L.

Soubory* Cetnost Medidn F Fy R? L° L' \
souboru [ng.g™'] [ng.g™'] [ng.g”'] [ng.g™'] [ng.g'] [ng.g']

M 150 190,37 158,55 239,02 80,47 207,01 173,73 0
7 312 121,31 79,47 174,14 94,67 131,19 111,44 6H
M-A 33 194,42 145,71 251,86 106,15 217,70 171,14 0
M-B 42 228,70 186,92 239,13 52,01 240,67 210,92 0
M-C 21 161,93 83,59 177,60 94,01 209,63 114,25 0
M-D 18 249,09 241,92 263,13 21,21 257,83 235,11 0
M-E 36 159,31 100,92 191,15 90,23 180,39 138,22 0
7-A 66 179,53 140,08 217,42 77,34 199,97 153,84 6H
7-B 90 132,59 95,08 165,93 70,85 148,42 116,44 0
7-C 54 125,45 77,49 160,38 82,89 149,85 95,36 0
7-D 48 109,00 64,47 121,98 57,51 125,73 92,26 3H
7-E 54 49,07 31,22 90,00 58,78 60,51 27,46 6H

*M — sjednoceni viech vysledki souborti muzd, Z — sjednoceni viech vysledki soubort zen, M—A — muzi, vék do 20 let, M-B —
muzi, vék 21 az 30 let, M-C — muzi, vék 31 az 40 let, M-D — muzi, vék 41 az 50 let, M-E — muzi, v&k nad 50 let, Z-A — zeny,
vék do 20 let, Z-B — Zeny, vék 21 a7 30 let, Z-C — Zeny, v&k 31 az 40 let, Z-D — Zeny, vék 41 az 50 let, Z-E — Zeny, vék nad 50
let, ® F}, — dolni kvartil, © F; — horni kvartil, 4R _interkvartilové rozpéti, © L, — doln{ hranice intervalu spolehlivosti, f L, — horni
hranice intervalu spolehlivosti, ® V — vychylené hodnoty, H — horni hodnoty souboru
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fovala uvedenou podminku. Vhodny rozsah a linearitu kali-
brace poskytly standardni roztoky o hmotnostnich koncen-
tracich 2,4, 6,8 a 10 ng selenu v 1 cm? roztoku. Pro nastaveni
analytické nuly pristroje bylo pouzito slepého roztoku. Za
podminek uvedenych v tabulce I byly proméfeny absorbance
slepého roztoku a kalibra¢nich roztoki a sestrojena kalibracni
zavislost. Vysledky kalibracnich méfeni byly zpracovany li-
nedrni regresi, byla urCena kritickd droven, limita detekce
a mez stanovitelnosti. Hodnoty absorbance kalibra¢nich roz-
toku a charakteristiky kalibra¢ni zdvislosti jsou uvedeny v ta-
bulce II. VSechny vzorky byly proméfeny tfikrdt. Kontrola
spravné laboratorni praxe byla provddéna viazovanim vzorki
certifikovaného referenéniho materidlu lidskych vlasit GBW
07601.

Vysledky a jejich zpracovani

Z vysledkid méfeni byl pocitdn aritmeticky primeér, smé-
rodatnd odchylka a interval spolehlivosti (na hladiné vyznam-
nosti o = 0,05). Informace obsazené v téchto datech v§ak maji
jen malou vypovidaci hodnotu. Proto byly vysledky sjednoce-
ny a uspofdddny podle pohlavi probandl a podle véku. Takto
vytvorené soubory dat byly zpracovdny za pouZiti statistické-
ho apardtu'>!'* Jednotlivé kroky byly voleny tak, aby umozni-
ly odhalit zdkonitosti a statistické odlisnosti, které jsou v téch-
to datech obsazeny. Soubory dat byly podrobeny testovani —
pruzkumové analyze, analyze rozdéleni dat, byly provedeny
odhady momentovych charakteristik a tvarovych charakteris-
tik.

Protoze u nékterych souborl dat byly nalezeny vybocujici
hodnoty a nebyl potvrzen predpoklad normality, byly momen-
tové charakteristiky vyjddieny medidnem, hornim a dolnim
kvartilem, interkvartilovym rozpétim a intervalem spolehli-
vosti. Kazdy soubor je navic charakterizovan uvedenim poctu
odlehlych hodnot.

Sumadrni statistické idaje jsou vyjadieny v tabulce III. Pro
porovnani téchto souborl dat bylo pouzito metody testovan{
statistickych hypotéz neparametrickymi testy.

Zavéry

Srovndvaci analyza soubori dat umoznila rozhodnout o roz-
dilech v obsahu selenu u jednotlivych skupin sledovanych
osob okresu Usti nad Labem. Miizeme konstatovat, 7e:

a) Zeny, které byly v této praci sledovany, maji (s vyjimkou
vékové kategorie do 20 let) obecné nizsi obsah selenu nez
stejnd vékova kategorie muza.

b) N

vlasech Zeny vékové kategorie nad padesdt let, nejvyssi

potom Zeny do dvaceti let.

V souborech dat muzi byl zjistén nejvyssi obsah selenu ve

c)

u vékové skupiny 31 az 40 a nad 50 let.

Za kritickou hodnotu koncentrace selenu ve vlasech je
povazovana hodnota 0,1 mg.g™! a nizsi". Porovndme-li
s timto vysledky ndmi ziskané, je ziejmé, Ze piijem selenu
ve sledované skupiné Zen nad 50 let je nedostatecny.
Skupina Zen 41 az 50 let se k této kritické hodnoté piib-

lizuje.
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Jestlize soubory dat vytvofime pouze rozliSenim pohlavi
probandi a vyuZzijeme-li dfive ziskanych vysledki'® z okresi
Chomutov a Ceské Lipa a s témito vybérovymi soubory dat
provedeme srovndvaci analyzu, zjistime, Ze ndmi ziskané
vysledky skupiny Zen se shoduji s hodnotami selenu ve vla-
sech Zen z obou oblasti (Chomutov a Ceskd Lipa) a muzi
z oblasti Ceska Lipa. Sledovand skupina muzi z okresu Usti
nad Labem md vyssi obsah selenu ve vlasech nez skupina
muzii z oblasti Chomutov'®.

Autori dékuji magistrdtu mésta Usti nad Labem za financéni
podporu.
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D. FriSova and J. Rejnek (Department of Chemistry,
Pedagogical Faculty, J. E. Purkyné University, Usti nad La-
bem): Monitoring of Selenium Content in Human Organ-
ism by Atomic Absorption Spectrometry

Although selenium ranks among essential elements, but
the range between concentrations with favourable and toxic
effects on the human organism is relatively narrow. Determi-
nation of selenium in human hair was performed by AAS and
supplemented by the hydride technique. By analysis of the
obtained data it was found that the selenium content in female
hair is generally lower than that in males of the same age
category. The highest content was found in males under 50,
the lowest in females over 50.



