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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace bylo stanoveni specii selenkvasinkdch Saccharomyces
cerevisiae kultivovanych v médiu, do kterého bylafiggna anorganicka forma selenu
(selentitan sodny). Koncentrace sel&itanu sodného v kultivenim médiu byly 0,1; 1; 10
a 100 mgt. Kultivace byla provatha ve fermentoru po dobu 72 hodin. Nakultivované
obohacené kvasinky byly enzymaticky extrahovanyo&é fbyly stanoveny specie selenu
v jednotlivych¢astech kvasinek.

Ke stanoveni specii selenu byla pouzita vysokolwa kapalinova chromatografie
ve spojeni s atomovym fluoreséaim spektrometrem a s technikou generaci hydrid

Analyzou Gznych frakci kvasinekSaccharomyces cerevisid®ylo zjiS€no, Ze Bhem
kultivace dochazi ksorpci selenu ve feérnSé* v bursénych membrénach, zatimco
v cytoplasm nebyly anorganické formy selenu nalezeny. Déle gjiS€no, Ze kvasinky
Saccharomyces cerevisigu schopny metabolickyignenovat anorganické formy selenu
na organické formy (selenomethioninjigemz tyto formy jsou fitomny v cytoplasm a jsou
také pravdpodobr vazany na bilkovinné struktury btimych membran. Se zvySujici se
koncentraci seletitanu sodného v kultivaim médiu dochazelo k nétu koncentrace $e
v burgénych membranach. V bilkovinnych strukturach &imych membran se koncentrace
organickych forem selenu zvySovala pouze do komaeet10 mgl selenéitanu sodného
v kultivacnim médiu.

KLIi COVA SLOVA

selen, specimi analyza, kvasinky, vysokoinna kapalinova chromatografie (HPLC),
generace hydrid(HG), atomova fluorescéni spektrometrie (AFS), extrakce



ABSTRACT

The aim of the theses was determination of selerspecries in yeasbaccharomyces
cerevisiaecultivated in medium with added inorganic formsaflenium (Sodium Selenite).
Concentrations of Sodium Selenite in cultivationdimen were 0,1; 1; 10 and 100 nig.|
Cultivation was undertaken in fermenting tub foripe of 72 hours. Cultivated yeasts were
extracted by use of enzymes and subsequently #n@espof selenium in particular parts of
yeasts were determined.

In order to determine selenium species, the metbbdhigh-performance liquid
chromatography in combination with atomic fluoredcepectrometer and technique of
hydride generation was used.

Having analysed different fractions of the yeaSiaccharomyces cerevisiaé was
ascertained that during cultivation the sorptiorsefenium occurred in form of $ein cell
membranes while in cytoplasm no inorganic formsselenium were found. Furthermore,
it was stated that yeassaccharomyces cerevisiaee able to metabolically change inorganic
forms of selenium to organic forms (selenomethiehinwhile these forms are present
in cytoplasm and they are likely to be bound totgroc structures of cell membranes.
An increase of concentration of “Sdén cell membranes could be observed as a result of
increasing concentration of Sodium Selenite inicafion medium. In proteinic structures
the concentration of organic selenium forms inaedasnly to concentration 10 mg.lof
Sodium Selenite in cultivation medium.

KEY WORDS

Selenium, speciation analysis, yeast, high perfaopmdiquid chromatography (HPLC),
hydride generation (HG), atomic fluorescence spewttry (AFS), extraction
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1 UVOD

Pro kazdy organismus na naSi plénattedy i proclovéka jsou velmi dlezité stopové
prvky, které ovliviuji spravné fungovani Zivych organismNekteré prvky mohou byt
i pfi nizkych koncentracich prdizné organismy vysoce toxické (fapb, Cd, Sb, As, HQ);
jiné prvky (nap. Co, Mn, Fe, Zn) jsou povazovany za esencialniezbytné pro Zzivotni
funkce [1].

Mezi nezbytné esencialni prvky s&di selen. Diky antioxidaim (inkam je selen hoj&
vyuzivan v prevenci proti rakowna jinym nemocem. Obsah selenu ve strigww rekterych
oblastech sita nedostatay, coz zaficinuje vziist zajmu o produkci selenem obohacenych
potravin a potravnich dofta [2].

Potravni dopiky obohacené selenem se obvykle nachazi ve¢farrasinek obohacenych
anorganickou formou selenu, ktera je vSak pro asgams liie vstebatelna. Selen e byt
v kvasinkach fitomen i v organické fors) zatlenén do struktury proteiln Organické formy
selenu jsou obeérépe vstebavany organismem, az dvojnasélia srovnani s anorganickou
formou selenu. Organické formy selenu jsokle také dlouhodobuchovavany fedevsim
v jatrech, kosterni svalown a albuminu plasmy a selenage byt z&chto zdroj
podle poteby dale vyuzivan [2], [3].

Nejen v pipact selenu, ale i u ostatnich koysou &inky na organismus obe&rzavislé
na chemické fory ve které se kov nachazi. Stanoveni celkové kdreem kowi se tedy
v posledni dob ukazuje jako nedostatee a dochazi k rychlému rozvoji nového &
analytické chemie — spec¢id analyzy [4].

Diplomova prace se zabyva studiem akumulace selenlvasinkachSaccharomyces
cerevisiae a studuje moznosti ifpneny selenu kvasinkami Saccharomyces cerevisiae
na organické formy. Ke stanoveni specii selentiznych ¢astech kvasineaccharomyces
cerevisiaebyla vyuzita technika HPLC-HG-AFS. Selenem obohackvasinky obsahujici
piirozere vytvorené organické formy selenu by mohly byt vhodnynrgpehovym dophkem.
Doposud se organické formy selenu do potravinowdagiinka umeéle pridavaji.



2 ROZDELENI A VYSKYT CHEMICKYCH FOREM KOV U

2.1 Zakladni rozdéleni

Chemické formy ko (specie) mohou byt roZtbny na endogenni a exogenni.
Mezi endogenni specie s&di nap. kovove komplexy s bioligandy nebéim@dni metabolity.
Exogenni specie jsou nidklad I&iva na bazi organokdv nebo chemické formy kav
vstupujici do zivotniho prasdi antropogennéinnosti. Z hlediska chemického Ize specie
elementars roz&lit na koordingni komplexy, redoxni sla@niny a organokovové specie
(obsahujici kovalentni vazbu uhlik-kov) [5], [6].aNObr. 1 je zobrazeno roddni
chemickych specii v zavislosti na jednotlivych cdr.

Biochemie rostlin a zvirat, ekotoxikologie, vyZiva

Organckovové specie Makrocykly
arsencbetain, arsenocholin, derivaty chlorofylu,
selenoaminokyseliny kobalaminy

Fytochelatiny

Cd, Cu, Zn, Co, As

Metalothioneiny
Cd, Cu, Zn Metaloenzymy

Redoxni st
edoxni stavy Zn, Mo, Co

As(lAS[V), CrllyCr{V),
Se(IV)/Se(Vl), Sb(ll/Sb(V),

Polysacharidy
Pb, Sr, Ba, Ca, Mg

Léciva na bazi

Fe(ll/Fe(lll)
organckovi
Pt,Ru, Ti
) Specie kovu
Alkylované kovy a polokovu Hukleové kyseliny

MerSni=n+, BuySni*i+, Cr, Mi, Pt, Ru

F‘hrSn{!"':': MErGE-!-r{q-r:'+:

MezHg, EtzHg, MeHg*,

MenEtmPb(+m™ MeCd+,
MezCd

Transportni proteiny
Al, Cu, Zn, Fe

| s1way201g X1 |

Metaloporfyriny
Mi, V, Fe, Ga

|Zivotni prostiedi (chemie vody a ovzduéi]|

Katalytické smési
Mi, Rh, Ru Organicky vazana rtut' a arsen
nafta z Zivicné bridlice, benzin,
kondenzaty pfirodnich plyni

Primyslova chemie

Obr. 1 Pole z4jmu a specie ve spégiaanalyze [6]

2.1.1 Organokovové slogeniny v Zivotnim prostredi

Organokovové slateniny Ize nalézt ve vSech slozkdch Zivotniho peakt tedy
ve vzduchu, ve vadi v padé. Nejcasgji vyskytujicimi organokovovymi plyny v atmos#
jsou nap. dimethylselenid, dimetylrty metylované arziny, metyl- a butylcin, trimetytsti,
alkylované olovo a dimetyltelurid. Koncentracéctito plyrmi v atmosfée se pohybuji
v fadech od ng.f do pg.n. Pivod organokovovych plynnych latek v atmdsfénize byt
antropogenniho, ale i fpodniho charakteru. Z antropogennich zdélroge nejvice
organokovovych plyln uvoliuje ze skladek odpéd Z prirodnich zdraj se organokovové
plyny do atmosféry dostavajirgrlevsim vulkanickowinnosti a z termalnich mineralnich
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pramertii. Organokovové slaieniny ve vodach a viplach maji pevazié antropogenniipvod
a pochazi z gimyslovych a farmaceutickych odpadnich vod a z apiikiznych podjrnych
agrochemikalii [8].

2.1.2 Organokovové slodeniny v pramyslu

Organické slodeniny cinu, nap butyl- a fenylcin se pouZivaji jako ochrannéénat
konstrukci ve vodném prdstdi a slodeniny tetraalkylolova seitve pridavaly jako aditiva
do benzinu [5].

2.1.3 Organokovové slogeniny v klinické biochemii

Porfyriny, které jsou fitomny v @irodnich zdrojich energie jako je nafta nebo uhdijim
schopnost vazatizné kovy, nap Fe, Ni, V, Ti, Ga do termicky stabilnich kompigf5].

Mezi exogenni specie se rtiglad fadi I&€iva obsahujici slateniny Pt (cis-platina,
karboplatina), Rt a Au pouzivanéiplécbe rakoviny a velky rozsah sléenin Tc, které se
pouzivaji i diagnostickém zobrazovani cévnich a mozkovychkdura tiznych formach
rakoviny [8].

2.1.4 Organokovové kovy v biochemii zufat a rostlin

Do této skupiny s&adi aminokyseliny selenu a jejich vysSi analogy,sglenopeptidy
a selenoproteiny. Déle do této kategoriertipaioweniny organicky vazaného arsenu:
metylarsenové kyseliny, kvartérni st@miny (arsenobetain) a cukry arsenu [9].

Komplexy kowi s proteiny, zahrnujici enzymy, jsou nositeli biestickych funkci.
Peptidy, které jsou kompleknvazané s kovovymi ionty jsou znameé Sirokou paletou
specifickych funkci (transport, regulace, katalygldadovani) spojenych s procesy v Zivych
organismech [8].

2.2 Specid&ni analyza

2.2.1 Uvod do speci&ni analyzy

Studium chovéani stopovych privkv jednotlivych sloZzkach Zivotniho prosti gineslo
v minulosti mnoZzstvi cennych informaci o jejich kygi, o zdrojich kontaminace,
moznostech pohybu a o toxickyckincich na organismy. Vyvoj analytickych metod,
zejména technik atomové spektrometrie a elektroadi@mrozpousici analyzy, umoznil
sledovani mnoha prik ve vzorcich z Zivotniho prasdi i na ultrastopovych hladinach.
Informace ziskané kvantitativni analyzou, tj. udajecelkovém obsahu &itého prvku
ve zkoumaném materialu, vSak nemusi byt vzdy dastatpro posouzeni moznyckidka
této hladiny prvku v daném prosti [4].

Poznatky #iznych chemickych obérukazaly, Ze chemické, toxikologické a biologické
Gcinky prvka jsou rozhodujicim zZisobem zavislé na forn ve které se prvek nachazi
ve vzorku a dali podtt pro rychly rozvojcasti analytické chemie nazyvané spé&ciaanalyza
[8].

V Sedesatych letech doSlo k vyvoji postupro stanoveni vysoce toxické methylrtuti
ve vzorcich ryb, vajec, masa, jateré&nich tekutin plynovou chromatografii. Jiny tgmb
diferenciace mezi organickymi a anorganickymi formhatuti byl proveden $ selektivni
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redukci slodenin rtuti @ stanoveni rtuti technikou studenych par atomowasorgni
spektrometrii (AAS). Tyto postupy lze povazovat mani metody pro speciaci stopovych
mnoZzstvi tohoto toxického kovu.

2.2.2 Definice pojmi specie a specimi analyza

Pojem speciace byl organizaci IUPAC Interdivision&rking Party vymezen jako popis
distribuce prvku mezi definované chemické specsystému. Specie byla definovana jako
forma prvku utena izotopovym slozenim, elektronovym nebo oxida stavem,
komplexem nebo molekulovou strukturou. K réeli terminu speciace doSlo neelpmu
sedmdesatych a osmdesatych let. V dneSné¢ golpouzivan ve dvou vyznamech. Zpravidla
ozna&uje postup, ktery ma za cil rozliSeniigadré stanoveni jednotlivych forem prvku
ve studovaném vzorku. Pojem speciace je synonynedn®znanéjSim vyrazem spectai
analyza. Jinym vyznamem slova speciadggenbyt také forma nebo formy prvku, v nichZ se
prvek ve vzorku vyskytuje, tedy fyzikarchemicky stav prvku [4].

Speci&ni analyzou byly ozriny analytické aktivity, které se pouZzivaji k idékaci
anebo nifeni mnozZstvi jedné nebo vice specii, které jg@ompny ve vzorku [7], [10].

Speci&ni analyzu definuje Florence [11] jako stanovenindemtraci jednotlivych
fyziké&lné-chemickych forem prvku, jejichz s&et tvai celkovou koncentraci prvku
ve vzorku. RozliSované formy prvku mohou byizma chemicka individua (napionty
v riznych oxid&nich stupnich, komplexy, organoprvkové a organokévslogeniny atd.),
piipadreé mohou byt definovany vazbou na jednotlivé fazerkap subsystémy, skupiny
slowenin (nap. bilkoviny a polysacharidy apod.) nebo na biol&gicstruktury. Nkdy se
formy odliSuji a definuji na zaklgdrozdilnych fyzikalg-chemickych vlastnosti jako je
extrahovatelnostiznymi rozpoustdly, rozpustnost nebo afinita k chemicky modifikayen
fazim nebo tzna reaktivita dchto forem se selektivninginidly. Analytické postupy, které
nevedou k Uplné identifikaci chemické specie, dlarakterizuji pouze skupiny specii, jsou
oznaovany jako frakcionace.

2.2.3 Specia&ni analyza v biologickych materialech

Speci&ni analyza v biologickych materidlech je velmi @h#. Je to zisobeno rozdilnosti
vazebnych forem stopovych piivk biologickych materiadlech, malou stabilitaichto forem
i samostatnych bioligarid stopovych prvik a skuténosti, Ze je nutné detekovat
az ultrastopova mnozstviiplusného prvku vifpravené frakci.

Biologické prvky obsaZzené v biologickych materiélecinteraguji s fitomnymi
biomolekulami a ostatnimi slozkami biologické medtiMohou se vyskytovat v nasledujicich
forméch nap volné nebo hydratované ionty kKoa nekow v riznych oxid&nich stupnich,
elementarni forma, malo rozpustné skeminy (sulfidy, sirany, fosfotmany, $avelany,
hydroxidy, fytany), organokovové sléeniny anebo kovové iontgi komplexy véazané
na povrchu nerozpustnych biopolyrag4].

U vétSiny biologickych materidl pti speci&ni analyze jeieba bréat v Gvahu, Ze stopové
prvky a majoritni slozky jsou ve vzorku distribuoyanerovnonirné a navic jsou obsazeny
v raiznych nemolekularnich strukturdch, bémych sénach nebo buitnych kompartmentech.
Z tohoto divodu se tedy pouziva k separaci jednotlivych podikzorku diferencialni
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centrifugace. Zfisob frakcionace a izolace andlye musi volit s ohledem na moznésam
distribuce stopovych priékmezi jednotlivé faze nebo chemicky definované deakfinkem
chemickych a fyzikalnichcinitela pii izolaci a frakcionaci. Proto je nutné uvaZovat
o disledcich mozné denaturace biopolymerparcialni hydrolyzy uitych slozek
nebo chemickych zém zpisobenych vlastnimi enzymy vzorku, které po rozrudens¢nych
kompartmenti pfichazeji do styku s reaktivnimi substraty [4].
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3 SELEN

Prvek selen, objeveny roku 1817 Jonsem Jacobenel®reseradi do skupiny p pruk
nazyvanych chalkogeny. fiPvysokych koncentracich iwe byt selen toxicky, zatimco
v nizkych koncentracich jeubbZitym krokem pro &které enzymy savc Selen se podili
na mnoha reakcich, které jsou nezbytné pro spraumée v lidském organismu. \fipodk
se vyskytuje v Sesti stabilnich izotopech s atomuwisly "“Se, "°Se, "'Se, "®Se, *°Se a®’Se
a nasledujicim procentualnim zastoupenim 0,87 %86 %, 7,63 %, 23,78 %, 49,61 %
a 8,73 % (Obr. 2) [2].

Vzor izotopi selenu

60 -
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40 -
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20 A

10 -

procentualni zastoupeni |

74 76 77 78 80 82

atomové&sislo selenu

Obr. 2 Procentualni zastoupeni jednotlivych ipdteelenu v firode [2]

3.1 Vyskyt v prostiedi, distribuce a transport

Obsah selenu v zemskérk je pimérne 0,09 mg.kd. Jeho zastoupeni Wpdk je viak
velmi nerovnordrné. V gFirock selen doprovazi siru, tudiz je minoritni sloZzkalfida medi,
sttibra, olova a rtuti. NejvysSi koncentrace selennashazeji v sedimeritaich a vyvelych
horninach. Vi&chto oblastech jsou zvySené koncentrace selenidd (80-300 mg.kd).
Normalni hladiny selenu viilé se pohybuji v rozmezi 0,1-2,0 mgkgusiny. Birodni vody
obsahuji pouze stopova mnozstvi selenu. V jezemi@tnich vodach je koncentrace selenu
0,02-10 pg.dni. Moiska voda obsahuje selen v rozmezi 0,03-0,25 pig[din

V jednotlivych oblastech existuji mista s nizkynebo naopak s vysokymi koncentracemi
selenu v pdé. Koncentrace selenu v plodinach ac¢hketh zviat jsou charakteristické
pro isluSsnou oblast, je-li ditd pida zemddélsky vyuZivana pro ¢stovani plodin
nebo pastvu. Vyuzitelnost selenu pro rostliny jeigld na obsahu vihkosti a kysliku vig#,
pH padniho roztoku a obsahu Zeleza. V aerobnim &n&lkalickém prosedi je dostupnost
selenu pro rostliny nejvysSsi. Nejlépe rozpustnédégsou slodeniny Sestimocného selenu.
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Sloweniny ¢tyfmocného selenu jsou merozpustné a rozpustnost klesaritgmnosti oxidu
Zelezitého [1].

Vegetace z lokalit s vysokym obsahem selenudgpniZze mit obsah aZ desitky mgkg
tohoto prvku v suSih Tyto koncentrace mohou vyvolat otravuiatj ktera spasaji vegetaci.
Dale existuji rostliny s mim@dnou schopnosti akumulace selenuidyp tzv. selenomilné
rostliny (koncentrace dosahuji aZ tisimg.kg'). U vétSiny rostlin obsah selenu riegahuje
1 mg.kg". Selen, ktery se sinakumuluje v rostlinach, je ve foimvolnych selenovych
aminokyselin a peptid jako jsou Se-methylselenocystein, Se-methylsetetbionin
a selenocystathionin [1], [12].

3.2 Vyskyt v potravinach a doporuéené dietarni davky

V potravinach se selen vyskytujét$inou ve fornd selenovych aminokyselin, které jsou
souwasti molekul proteiln U potravin rostlinného twodu je pro obsah selenu rozhodujici
jeho obsah v pouzitych hnojivech, w#dg¢ a jeho vyuZzitelnost pro rostlinu. Hlavni formou
selenu ve #Siné potravin rostlinného {wvodu je selenomethionin. Koncentrace selenu
v zelenirg a ovoci je velmi nizka (0,02 mg.Kp[1]. Brokolice,fedkev atesnek jsou rozséhle
konzumovanou zeleninou, ktera se vyana schopnostifiemény anorganické formy selenu
na selenomethylselenocysteinyaglutamylselenomethylselenocysteitegnek). U potravin
Zivocisného fivodu je selen vazéan v selenocysteinu. Obsah sel@atravinach Zivéisného
puvodu je dan vyzivou zwéte, resp. obsahem selenu v krmivecéktBra krmiva pro zvata
se zamrné fortifikuji slouceninami selenu. Bohatym zdrojem selenu jsousk® plody,
mekkysi, korysi, krabi, sladkovodni ryby a vimbsti (fedevSim ledviny) jatawych zvfat
[2], [13].

Doporiené denni dietarni davky selenu se pohybuji v razmid-15 ug pro &i
do 1 roku, 20 pg proéti od 1 roku do 6 let, 30 ug pratiod 7 do 10 let, 40 pg pro chlapce
a 45 ug pro divky od 11 do 14 let, 55 ug pro diEsgeny a 70 ug pro dodp muze.

U tehotnych a kojicich Zen byda byt denni davka zvySena na 65-75 g [1].

Skute&ny denni pijem selenu stravou je viznych zemich odlisny. \Yeské republice je
obsah selenu v potravindch velmi nizky vzhledemsta@ovym mnoZzstvim viaé (0,07-
0,12 mg.kd). Denni davky se odhaduji na 25-40 pg [1].

3.3 Biochemické funkce

Esencialita selenu byla prokdzana v roce 1957 (8chend Foltz) tim, Ze selen zaluge
nekroze jater u krysip nedostatku vitaminu E. Tento objev poskytikdz, Zze selen je
dulezitym prvkem pro savce a prociié bakterie [1], [2].

Vroce 1973 byl objeven prvni enzym obsahujici rsefguthathionperoxidasa. Tento
enzym katalyzuje redukci peroxidu vodiku a hydrop@itit mastnych kyselin glutathionem:

2 G-SH + HO, — G-S-S-G + 2 KO
2 G-SH + R-O-OH- G-S-S-G + R-OH + KD

Tyto reakce probihaji n&pv erythrocytech a zajigji odstraovani hydroperoxidl lipida
(lipoproteini) z poSkozenych biologickych membran. Glutathioogetasa zaji€uje ochranu
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proti oxidanimu poskozeni biologickych struktur. Po odstrdnhydroperoxylové skupiny
mohou byt hydroxylované lipidy norma@metabolizovan-oxidaci. Redukovany glutathion
je regenerovan NADPH za katalyzy glutathionreduktas

G-S-S-G + 2 (NADPH+H) — 2 G-SH + 2 NADP

Izolovana glutathionperoxidasa z erythrdcyina relativni molekulovou hmotnost 85-
95 kDa a sklada se zetyt podjednotek (kazda obsahuje v peptidovéettzci jeden
selenocystein).

Byl také objeven dalSi selenoenzym jodtyronin-5edasa. Této dejodasy existuji dva
typy a to typ I, ktery se vyskytuje v jatrech, @i, ledvinach a &titné Zlaze, a typiitgmny
v mozku, nadledvinkach a hypofyze. Jodtyronin-5edasa katalyzuje dejodaci hormonu
Stitné Zlazy tyroxinu na akti¢jsi trijodtyronin. Tudiz tento selenoenzym vyznanonliviiuje
metabolismus jodu a hormbstitné zlazy [1], [14].

Selenu se ffipisuji antikarcinogennidinky. Dale je prav8podobné, Ze sl@eniny selenu
jsou vyznamné pro reprodirkd funkci. Selen row¥ zmimuje toxické @inky thalia, rtuti,
arsenu, kadmia a teluru [1].

3.4 Metabolismus, toxické &inky a priznaky pii nedostatku

Dospily ¢lovek obsahuje asi 15 mg selenu. NejvySSi koncentratens jsou obsazeny
v ledvinach (0,2-1,5 mg.kY, jatrech (0,24-0,4 mg.KY, kostech (1-9 mg.kY a vlasech (0,2-
1,5 mg.kg"). V krvi se koncentrace selenu pohybuje v roznoeiz40 do 350 pg.dr[1].

Selen je kovalenthvazan do nasobnych chemickych vazeb. Na chemigk&efzavisi
fyziologicky &inek spoteby selenu. €innost resorpce selenu v gastrointestinalnim traktu
¢lovéka je vysoka, ale je zavisla naitomné forng selenu. Nkteré formy jsou fednosts
zahrnuty do selenoprotéin(proteiny, které vyzaduji selen pro katalytickoktidtu), jiné
nejsou specificky zgenény a dalSi jsou vykkovany. Mezi pevladajici sloteniny selenu
nachazejicich se wipod® jsou selenan sodny, seléitan sodny a aminokyselina
selenocystein [1], [2].

Selenomethionin je resorbovan z 95-97 %, zatimdenggan se vstbava z 44-76 %.
Selenomethionin je resorbovan aktivnim transportettery vyuziva aktivnich mist
pro methionin. Seletitan a také selenocystein se resorbuji pasivn

Vstiebany selen je v krviffliman krevnimi biikami, a také transportovan ke tkanim
krevni plazmou, ktera obsahuje specificky selentgmd1].

Selentitan je metabolizovan na hydrogenselenid ;&) gFes selenodigluthation
a gluthation persulfid. ii* nadbytku glutathionu vznika nestéla sienina G-S-SeH, ktera se
rozklada na selan (selenovodik) a glutathion. Arkyseliny, které obsahuji selen
se metabolizuji metytanimi reakcemi. Nap metylaci selenocysteinu vznika steaina
(CHa),S€e-CH,-CH-(NH,)COOH, kter4 se rozklada na alanin &atvy dimethylselenid
(CHs),Se. Dalsi metylaci dimethylselenidu vznika triméseienoniovy ion (CH)sSe [1],
[2].

Selen metabolizovany@s metylaci je zéta vylu¢ovan primarg jako trimethylselenonium
moci (cca 60 %) nebo vydechovan plicemi ve férntekavych slodenin (selan,
dimethylselenid, dimethyldiselenid) [2].
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Pros@Sné @inky selenu na lidské zdravi jsou zavislé na jebadentraci. Koncenttai
rozsah, ve kterém je selen povazovan za toxickegencialni je velmi omezeny. Odhaduje se,
e fFjem potravin s obsahem selenu nad 1 mg SkrkiZe pisobit toxicky a koncentrace
pod 0,1 mg Se kfvede k nedostatku [2], [14].

Nemoci zfiisobené nedostatkem selenu jsournppruchy reprodukce, onemaer bilych
svalovych vlaken, srdei a svalové myopatie a patkny fist. Deficit selenu rize zpisobit
poruchy funkce jater i sval predtasnou ztratu kondice, népnivé ovliviiuje vnimavost
vaci nemocem a optimalni zdravi [1], [2], [3]#iRrvalém @Fijmu selenu nizSim nez denni
doporwené davka rive dochazet ke zvySenému vyskytu rakoviny, 8ridn onemoceni,
zaretlivych stavi vSeho druhu (zvld8tkoznich) a také k vyskytu imunitnich probkm
Nedostatek selenu vig¢hu €hotenstvi zvysSuje riziko vrozenych vad [3].

Priznaky otravy se mohoudloveéka objevit uz pi davkach rovnych dvacetinasobku denni
davky. Nadbytek selenu se projevuje &&m dychacich cest, edémem plic, krvacivosti,
depresemi a koznimi zmami. DalSimi piznaky mohou byt nervozita, nevolnost a zvraceni,
¢esnekovy dech, jehoz nositelem je dimethylselenikbeova chti v Ustech. Ve vaznych
piipadech se fdfe vyskytnout Zloutenka, cirh6za jater, vypadawdasi, nehfi, zubni kaz
a selhani ledvin [1], [3].

3.5 Specie selenu

V biologickych systémech se selen vyskytuje ve vebmmanitych chemickych formach
(anorganickych a organickych). Anorganicky vazaefes nmiZze byt ve form Se (VI) —
selenan (Sef), Se(IV) — selesitan (Se@) nebo ve forny selenidi (H,Se).
Mezi sloeniny, ve kterych je selen vazan organicky, fipatejjednodussi MeSeH
az po slozité komplexy selenoprotiif2]. Jednotlivé specie selenu jsou uvedeny na br.

1 I ?

Se Se_ Se_~ A
Z ONa
NaO~ ONa 0 “ONa HC NE OH
2
Seleni¢itan sodny Selenan sodny L-selenomethionin
0 0. OH
Y
HZN \—OH /S /[ P /N
X SR ~Se
H \:‘ NH?‘ /SHO \Qro
H,CSeé NH,
Se-methyl-seleno-L-cysteine Seleno-L-cystin Seleno-DL-methionin

Obr. 3 Specie selenu v biologickych materialech
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4 PRIPRAVA VZORK U PRO STANOVENI SPECIi SELENU

4.1 Priprava vzorki pro celkovou analyzu

Pfi rozkladu organickych a biologickych matetigbro stanoveni obsahu anorganickych
prvki je nezbytné rozlozit fitomné sloZzijSi organické latky na jednodussi anorganicke
latky. V pribéhu rozkladu organickych latek na vzduchu, resp.fitopnosti kysliku,
nebo jiné, vhodné s&si plyni, vznika z uhliku plynny C@ z dusiku N@ a siry SQ.
Predpokladem pro stanoveni mineralnich gry& tedy mineralizace vzoik tj. odstragni
organického podilu kit suchym anebo mokrym spalovanim. ¥ybmetody rozkladu
organickych latek zavisi na cili analyzy a na pevbiologického materiélu.

V ojedirglych pripadech Ize jednotlivé slozky stanovifrpo bez mineralizace v kapalnych
vzorcich nebo extraktech.

Jestlize sledujeme jen jednotlivé mineralni latkgjihéna mikroelementy), je vyhodné
pouzit mineralizaci na mokré ce&stkdy dochazi k oxidamimu rozkladu vzorku v sitn
kyselém prosedi. Suchy zfisob mineralizace se pouziv& ptanovovani mnozstvi a alkality
popela, pipadré pisku a rozé&luje se podle pouzité teploty na rozklady pysoké a nizké
teplo€. Mineralizaci na mokré ceastlze dale dlit na mineralizaci v otaeném
¢i v uzaweném systému. Mineralizace v u#kawém systému @te byt nizkotlaka nebo
vysokotlaka. Ofev mize byt mikrovinny¢i tepelny. V sodasnosti se nejvice pouziva
rozklad na mokré ceastza pomoci kyselin, poté nasleduje mineralizacesnaehé cest
v oteweném systému [16], [17], [18].

Mineralizace nmize byt¢astou kontaminaci vzorku.¢cBem gipravy vzorku je proto nutné
pracovat s takovymi #zenimi a chemikaliemi, aby byl vzorek kontaminovd@nnejmés.
Pricinou kontaminace je n&ppouZziti nevhodnych mlecich eleménfnag. kontaminace
niklem z nerezovych sdéasti, hlinikem z korundovych s&asti atd.). Nejastji jde
o kontaminaci mineralizatborem @i styku s chemickym borosilikatovym sklem, niklem
pii pouzivani niklovych klesti v jbéhu manipulace se spalovacimi kelimky a hlinikem
pfi mineralizaci na suché cégtii pouZiti oxalovych kelimik [19].

4.1.1 Mineralizace na suché cet

U této metody se uplatji raizné tepelné operace jako jsou hapaveni, prazeni
nebo Zihani. Mineralizace na suché &est provadi bdi v oteweném nebo v uzéeném
systému [15].

Klasicky suchy rozklad na vzduchu, za atmosférickdlaku setadi mezi nejdéle
vyuzivané rozklady organickych a biologickych vzorkA to i navzdory nedostaikn,

z kterych k nejzava#sim pati ztraty prchavych (As, Cd, Hg, Pb, Se apod.) ¢kdg
i neprchavych analyt(Cr, Fe atd.) ve fazi spalovani, resp. zpapeéni.

Mineralizace na suché césse sklada zeétyr zakladnich krok a to suSeni, spalovani

(zuhehovani), zpopedlovani a louhovani popela [19].

Pfi pouziti suchého spalovani se nejprve vzorek \iyspd 105 °C (pouziva se
horkovzdusna susarna, topna deska nebo piskovd,|amdelni v platinovém, porcelanovém
nebo kemikovém kelimku (400 °C) a dale se ziha od 50868200 °C podle druhu vzorku.
Zuhelnatly vzorek se ziha az do doby, kdy se ziska bilybanswtle bily popel,
ktery neobsahuje uhlikovgstice.
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Rychlost mineralizace |ze zvySitidavkem oxid&nich latek, nap nékolik kapek peroxidu
vodiku (do vychladlého vzorku), oxidu iednatého, dusnanu heéecnateho, kyseliny sirové
a siranu draselnéhotiBfavek pomocnéhdinidla vSak nfize vzorek kontaminovat.

Jakost vyroblk se posuzuje podle obsahu popela anebo jeho sik&ilkovy obsah
popela se stanovi zihanimi pptimalni teplog, tj. 500 az 600 °C;tidka i @i vyssi teplog
(nag. az @i 900 °C u mouky).

Vzorky obsahujici mnoho draselnych soli, fosforsirg se doportuji nejprve zuhelnatit,
rozpustné latky vymyt vodou a zbytek na filtru zoauhelnatit a vyzihat. Vyluh se potom
piida k popelu a f&ziha. Nkdy se ke vzorku fiidava octan hieénaty anebo chlorid hlinity
a zmineralizuje se.fPstanoveni popela se vysledek koriguje o0 mnozstidu hde¢natého,
ktery odpovida mnoZstvitijdaného octanu Hetnatého. Na odstr&ni pripadnych ztrat
prchavych sloZzek popela stigava také chlorid hlinity.

Sucha mineralizace je pe@mé zdlouhavd, a proto se do vzorkuidavaji 1izné
katalyzatory (nap H,O,) nebo se fivadi do zihacich peci proud kysliku urychlujicfiroces
oxidace. Na stanoveni popela Ize také vyuzit vastivetera je urrna obsahu popela
(nag. u cukrovarnickych vyrohR [16], [17].

Podle Zbirala [18] je pro stanoveni celkového seleretodou AAS s generaci hydiid
vhodna mineralizace na suché éektpraveny a navazeny vzorek je spalovan v muflumed
postupnym zvySovanim teploty. Poté se popel rozmesvhodr ziedné kyselig. Pridavek
kyseliny dusiné zardi prechod prvku do spravného oxémdého stavu, ve kterém nedochazi
ke ztratam ¢kanim. Aby @i nasledné generaci hydfidoyla mozna redukce mineralizatu,
musi se pro dalSi rozpo#st pouzit kyselina chlorovodikova misto kyselinysidoé.

4.1.2 Mineralizace na mokré cest

Mokry rozklad je velmi rozgeénym, klasicky typem rozkléd Mineralizace potravin
mokrou cestou slouzi k zisku mineralizatu, ve kterse stanovuji jednotlivé mineralni
slozky. Pro tento typ rozkladu se pouZivaji prdtiozSechny zndmé minerdlni kyseliny
a jejich sngsi, nag. HCI, H,SQO, (konc. 98 %), HN@ (konc. 65 %), HCI@ (konc. 70 %),
HF (konc. 40 %) a NaOH. U mineralizace na mokré&écgs vysoky pozadavek néstotu
pouzivanych chemikalii, protoze kazdiidavek dalSi latky zvySuje nebeZpé&ontaminace
vzorku. Rozklady mohou probihat v ofemém, polouzaeném nebo uzdgném systému
[16], [17].

Vzorek se spaluje v Kjeldahlgvbaice ve smisi nag. kyseliny sirové nebo dusié.
Vzorky obsahujici $Si mnozstvi vody serpdem vysusi. #® mineralizaci se také t¥odymy
oxidu dusiku a siry, které jgeba odsavat, aby nepodrazdily dychaci cesty.

Mineralizace na mokré ceéstse da urychlit pdanim katalyzatoru ndp H,O,,
manganistanem draselnym apod. Vzorek, ktery je vepr&mineralizovany macirou,
bezbarvou anebo mikmazloutlou barvu [16].

Misto kyseliny duginé je mozné pouzit kyselinu chloristou, trichlomiu nebo jinou
kyselinu.Cistota jednotlivych pouzitych kyselin na mineratizenusi byt vysokéa, aby se tim
nezvysoval obsah mineralnich latekeshych vysledk Ize doséahnout paralelnim stanovenim
slepého pokusu. Teplota rozkladu roste se zvysujgd tlakem. Pé¢bné teplo pro rozklad
lze dodat klasickym devem (vedenim, salanim), konveim olievem, nebo generovat
piimo v rozkladné sisi pomoci mikrovinného zani [16], [19].

18



4.1.3 Mineralizace za pouZziti mikrovinného z&eni

Mikrovinou mineralizaci Ize rozflit na dva typy, a to hil srozptylenym nebo
usmernénym (fokusovanym) mikrovinnym @nim. Mineralizatory s rozptylenym izdim
pracuji podob#jako kuchyiské mikrovinné trouby.

V dnesSni dob se \tSinou pouzivaji fistroje s fokusovanym mikrovinnym polem.
Mikroviny ptsobi gimo na vzorek vrozkladné né&dobce, ve které sminenergie
mikrovinného z#&eni na teplo. Material rozkladnych nadobek (teflaigobi jako izolator.

Vyuziti mikrovinnych mineralizatdr je dnes velmi mnohostranné a jeho velké rersije
spojeno zejména s vyznamnym zkraceniasu patebného k rozkladu vzorku, snizenim
mnozstvi pouzivanych kyselin a dalSi¢imidel, dosaZzenim prakticky Uplného rozruSeni
matrice vzorku, minimalni kontaminaci vzorku, zlepsn hygieny prace, zamezenim ztrat
tékavych analyi apod [20].

4.2 Priprava vzorki pro speci&ni analyzu — extrakéni metody

Analytické metody stanoveni kovovych i nekovovyahalgti vyZaduji, aby byl vzorek
pied nefenim geveden do roztoku. Je nutnéeg vlastni analyzou uvolnit stanovované
analyty z fiznych vazeb a forem, proto se musi zvolit takov&adéni postupy, které
uvohuji analyty do roztoku kvantitatiéra bez jakychkoli chemickych zm [19], [21].

Uginnost extrakce je zavisla naifemnych speciich, typu rozpoudta, povaze latky,
doke extrakce a teplét[22].

Chromatografické separaci stanoveni selenovych iismdavykle pedchazi extrakce
vzorku. Extrakni metody, kterécdst&né rozpoustji vzorek jsou zaloZeny na pouZiti
mikrovinného okevu, ultrazvuku nebo mechanického peptivani s organickymi nebo
anorganickymi rozpou&tly. Tyto procesy zahrnuji vyuZziti horké vody [23mesi voda-
methanol, smsi voda-methanol-chloroform, kyselou hydrolyzou ][24 pufi [25].
Enzymaticka hydrolyza se vyuzZiva u vzbribbsahujicich proteiny. Pro speciaci selenu
v biologickych materialech jsou pouzivany enzymkojaproteazy, proteinazy, lysozym-
proteazy nebo proteazy-lipazy [22].

Extralkni metody mohou byt provady postupnou extrakci, a to nejprve extrakce podilu
vzorku rozpustného ve védextrakce vodou) a poté podilu ve ¥aterozpustném (extrakce
pomoci enzyr) [22].

Dale je mozné rozdit vzorek na frakci rozpustnou ve vddextrakce Tris-HCI pufrem),
frakci rozpustnych bilkovin (extrakce Tris-HCI peifn s gidavkem SDS) a zbytek (extrakce
koncentrovanou HNg) [24].

DalSi autéi rozliSuji mezi frakci specii selenu rozpustnyoh woE (extrakce horkou
vodou), frakci selenu vazaného v Bemych sénach (extrakce driseldzou v Tris-HCI pufru),
frakci ve vo@d nerozpustnych selenoprotéirfextrakce Tris-HCI sifidavkem SDS), frakci
zbytkovych  selenoprotein (enzymatickd  hydrolyza) a  zbytkem  (extrakce
tetramethylamonium hydroxidu — TMAH) [22].
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4.2.1 Extrakce vodou

Selenoaminokyseliny jsou di#b rozpustné ve veéd Extrakce horkou vodou je
dost&ujicim u specii selenu, které nejsou zabudovanyetioych molekul.

Extrakce horkou vodou byla pouZzita u setégych kvasinkovych tablet, které byly
pouzivany jako selenové potravni ddpl. K25 ml deionizované vody byltfidan 1,0 g
vzorku a smis byla umistna ve zkumavce do horké l&zpo dobu jedné hodiny [26].

Selenizované drozdi bylo extrahovano horkou vod®+90 °C) po dobu jedné hodiny
a analyzovano pomoci HPLC-ICP-MS. Extrakce horkodowu néla (€¢innost pouze 10 %,
ziskany extrakt obsahoval velmi staldzané, ve vagdrozpustné, slateniny selenu a to
seleoaminokyseliny, sel@iian, selenoglutathion a trimethylselenium. Ziskangsledky
z extrakce horkou vodou byly ténstejné jako vysledky po extrakci ve &fch metanol-HCI
a neutralnim pufru (Tris-HClippH 7). Stanovovany vzorek drozdi obsahoval a¥®€elenu
piitomnych ve speciich, které vSak nejsou rozpustwméodt. Pridavkem TMAH v horké
vodk (60 °C) po dobu 4 hodin seidnost extrakce zvysila t&hna 100 % [27].

4.2.2 Extrakce organickymi rozpoustédly

U extrakce organickymi rozpously byl pouZzit metanol v 0,2 M HCI na extrakci vkar
selenizovaného drozdi. Tato &nbyla inkubovana v ultrazvukové lazni po dobu gdn
hodiny. LEinnost této extrakce byla identicka s extrakci pointmrké vody [27].

4.2.3 Extrakce neutralnimi pufry

Extrakce neutralnimi pufry jsou mestji zaloZzeny na pouziti Tris-HCI pufru
pii neutralnim pH. U extrakce vzarkkvasinek obohacenych selenem bykandost této
extrakce srovnatelna s extrakci vzorku horkou vodd@idavkem SDS (denatufai ¢inidlo
pro proteiny) lze zvySitdinnost extrakce [25].

Uginnost extrakce z drozdi obohaceného selenem Fyta &i pouziti extrakce amonium
fosfatovym pufrem (pH 7,5), ktery byl slozen z O)jI5NaCl, 0,1 mM PMSF, 1 mM EDTA
a 5% SDS [27].

4.2.4 Extrakce kyselinami

Pti analyze selenizovanych kvasinek a selenu v rgsBrassica juncea, ktera akumuluje
selen, byla pouzita extrakce kyselinou chlorovoddwo K extrakci byly pouzityit razné
koncentrace HClato 0,5M, 1 M a2 M [24].

Dale extrakce kyselinami HNO(o koncentraci 2 M) a HCI (o koncentraci 4 M) byla
pouzita i analyze specii selenu vigiach [28].

4.2 5 Extrakce amoniakem

Potravni doplky obohacené sl@eninami selenu byly extrahovany vodou se 6%
amoniakem za s@asného fisobeni ultrazvuku [30].
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4.2.6 Enzymaticka extrakce

K této extrakci se pouzivajiizné enzymy, jako jsou protedzy, které jsou schaiipt
peptidové vazby proteinpiitomnych ve vzorku. Néasgji pouzivané jsou Proteaza XIV
[14], [24], coZ je nespecifickd protedazagm@ti peptidové vazby proteinutitpmného
ve vzorku.

DalSi vyuzivané enzymy mohou byt proteaZzezillus licheniformig29], driselaza, sis
nespecifické proteazy a lipazy. Driselaza je psfichka snés enzyni, kterd se pouziva
k naruSeni butné stny hub a diky tomu se d& vyuzit také k extrakcicgpselenu
ze selenizovaného drozdi.

Pisobenim enzymu by &o dojit k uvolréni selenu obsazeného v anych s&nach
a také chemicky nebo fyzikarchemicky koordinované komplexy v komponentechdsng
stny [29].

Enzymatickou extrakci Ize doplnit tiznymi ¢inidly, jako jsou nap 0,05 M NHHCO;,
PMSF v 0,03 M Tris-HCI pufru nebo kombinace s pu®yl M citrato-fosfatovy pufr [29]).
Extrakce v selenizovaném drozdi bylginina z 88 % f pouziti proteazy XIV s lipazou
v fosfatovém pufru 37 °C po dobu 16 hodin [27].

21



5 SPECIACNI ANALYZA SELENU

5.1 Metody vyuzivané f¥i specia&ni analyze selenu

Pt stanoveni selenu se vSeob&@ouZivaji metody atomové spektrometrie, a to at@Gno
absorgni spektrometrie s generaci hydrid HGAAS), optickd emisni spektrometrie
s indukné vdzanym plazmatem (ICP OES) a atomova fluoresdespektrometrie (AFS)
[20].

NejvhodrgjSi analytickéreSeni pro speadiai analyzu pedstavuji tzv. spojené techniky
(,hyphenated techniques”), které poskytuji dosiade mnozstvi kvalitativnich
a kvantitativnich informaci [6].

Separace anorganickych specii seleriderbyt provedena plynovou chromatografii (GC),
provazena fenmenou tkavych forem sloéenin selenu. Vice pouzivanou technikou je vSak
kapalinova chromatografie (LC) ve foémontow vymenne, ionto¥ parové ¢i gelové
chromatografie Pro spec¢iasi analyzu selenu seétginou pouziva spojeni kapalinové
chromatografie s technikami schopnymi detekce ukoK finalni detekci separovanych
chemickych forem selenu se &&$€ji pouZivaji hmotnostni spektrometrie s indok
vazanym plazmatem (ICP-MS), atomova ab&oip spektrometrie (AAS), atomova
fluorescerni spektrometrie s generaci hydrigHGAFS) a atomova emisni spektrometrie
s indukené vazanym plazmatem (ICP AES) [31], [32], [33], [34]

5.1.1 Spojeni separ&nich a detekénich technik ve speci#&ni analyze

Spojené techniky (hyphenated techniques), termieden roku 1980 Hirschfeldem [6],
jsou nejvhod#Sim analytickymieSenim fi poskytovani kvalitativnich a kvantitativnich
informaci o prvkovych speciacich ve stopovém aastopovém obsahu ve slozZitych
matricich. Nejastji pouzivané spojené techniky jsou uvedeny na @la.Obr. 5. Uvedené
techniky jsou ¥tSinou pouzitelné pro kapaliny. U tuhych latek mbgt mozZnost jejich
pievedeni do roztoku bez ztraty anebo poSkozeninrdor o speciacich. To je vSak velmi
pracné a také zdrojem mnoha chyb [8].

Diplomova prace se zabyva spojenim technik vysdkmé& kapalinové chromatografie
(HPLC), jako sepatmi ¢asti, s pouzitou detéki ¢asti atomové fluoresceéni spektrometrie
s technikou generovani hydiid(AFS-HG). Proto jsou v dalSich kapitolach tyto oubt
podrobrji popsany.
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Obr. 5 Schéma n&gskiji pouzivanych spektrometrickych technik (f&kte’né upraveno)
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5.2 Separahni ¢ast - Kapalinova chromatografie

5.2.1 Chromatografie

Chromatografie je sepamd metoda, P niz se vyuzivh mnohokrit opakované
ustanoveni rovnovahy mezi ¢&va nemisitelnymi fazemi. Jedna faze jétgm vzdy
pohybliva (plyn nebo kapalina) a nazyva se mohilet ohledu na skupenstvi. Druha je
nepohybliva (tuha nebo kapalina), ozmj@ se jako stacionarni a v chromatografiize byt
v riznych formach.

Chromatografie se &Sinou pouziva ke kvalitativni a kvantitativni aymd vzorku.
Vzorek se umisti na atek stacionarni faze a pohybem mobilni fa&s gtacionarni fazi je
vzorek unasen soustavou. Ve stacionarni fazi seomahozky vzorku zachycovat, tedy
se zdrzuji pi pohybu. Ty slozky, které stacionarni faze vahesgj jsou vice zdrzeny. Tim
se od sebe separuji jednotlivé slozky a én#adrZzované slozky séide dostavaji na konec
stacionarni faze [35].

5.2.2 Princip kapalinové chromatografie

Principem metody u kapalinové chromatografie jezitbkapaliny jako mobilni faze.
Béhem separace se analyt rélege mezi stacionarni a mobilni fazi. Moznymi druhy
separace mohou byt adsorpce, iontova &nem rozdlovani na zakla#l rozdilné
rozpustnosti, specifické interakce v afinitni chedografii a molekulo¥ sitovy efekt.

K U¢inné separaci je pigbné pouzit dostateé mnoZzstvi malych zrégk sorbentu,
ktera kladou zn&y odpor prostupujici kapalinJe tedy nutné pracovati pysokém tlaku
[35], [36].

5.2.3 Stacionarni faze v HPLC

Rozhodujicim vlivem na separaciti ppouziti naphovych kolon je velikost
a uspsadanostcastic. Kolony se plni polymerem o definované pdasti. Zakladem
vétSiny néplni je silikagel, kll ve forme pin¢ poréznich¢éstic nepravidelného tvaru,
nebo plk poréznich kulovityclgastic (u &chto castic je separaceiinngsi). Bézrne uzivané
velikosti ¢astic jsou 5 az 10 um, avSak dnes jsou dostupnéiknmnaplré s velikosti
¢astic 2 ym a mén

Silikagel se modifikuje pomoci vazby Si-O-Si, akidyZ se silanolové skupinygEgi-
OH) na silikagelu nechaji reagovat v nepolarnim  poastdle
nag. s oktadecyltrichlorsilanem [37].

5.2.4 Mobilni fdze v HPLC
Mobilni faze se vyznaminpodili na separaci slozek. Zna sloZzeni mobilni faze je

prakticky neomezena a je vzdy jednodussiraimsloZzeni mobilni faze nez pouzit jinou
stacionarni fazi. Zenami slozeni rozpoufdel, pH, into¥ parovymicinidly a iontovymi
silami Ize ovlivnit sloZeni mobilni faze. Dale poaigolarity a selektivity charakterizujeme
mobilni fazi.

Polarnimi mobilnimi fazemi mohou byt namlkoholy (methanol, alifatické alkoholy
aj.), ethery (tetrahydrofuran, diethylether, dioxannitrily (acetonitril). Tyto eluenty vSak
mivaji @ilis velkou elgni silu, proto se pouZzivaji ve gsns vodou.

Vlastnosti mobilnich fazi jsou velmiikzité z hlediska separace a detekce [37], [38].
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5.2.5 Instrumentace
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Obr. 6 Schéma HPLC sestavy [39]

Jednotlivésasti chromatografu HPLC:
Z&sobnik mobilni faze

Do cerpadla se ffivadi odplyrfnd mobilni faze ze zasobniku (u HPLC se pouzivaji
rozpoustdla toxicka, proto je nutné mit uzané zasobniky a mit HPLGigtroj napojen
na odtah) fes filtr (zachycenifipadnych né&stot piitomnych v mobilni fazi).

Odplyreni se provadi proto, aby v detektoru nevznikalylimyb Lze jej odstranit pomoci
podtlaku, ultrazvuku, probublavani heliem nebo korabi jednotlivych postup

Cerpadlo

Kapalinu Ize¢erpat do kolony pomoci pistovych nebo membranowgrpadel Cerpadlio
musi zajigovat konstantni fitok mobilni faze v rozsahu asi 0,1 aZ 10 ml.fitento péitok
je plynule regulovatelny. Btok mobilni faze by newh prekraiit 2 % @i tlaku az 35 MPa
a také by mal byt bez pula. | pti velmi nizkém pracovnim tlaku napl0 MPa by rila byt
splrena podminka konstantnihotpoku mobilni faze a jeho plynulé regulovatelnosti.

Veskerécasti ¢erpadla jsou &sSinou zhotoveny z nerezové oceli, keramiky nelsstpl.
Tyto materialy musi zatit, aby nedochazelo ke kontaminaci mobilni fazeonkb korozi
téchtocasti. Ventilytidici tok eluentu jsodasto vyrobeny ze safiru nebo pryze.

Nejcastji pouzivanymicerpadly jsou pistova.rPpohybu pistu vfed dochazi k vytkgeni
malého objemu mobilni faze do chromatografickéhsté&yu a fi pohybu zgt se komora
naplni. VySkou zdvihu pistu $&li mnoZstvi dodavané mobilni faze.

Vyhodou pistovychcerpadel je netrzita dodavka a snadna &ma mobilni faze.
Jednd@inné pistovécerpadlo zfisobuje ruSivé tlakové pulzy, proto se pouzivaji jtivma
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cerpadla, v sérii zapojeri@rpadla a&erpadla vyuZivajici dvou nebo vice pulPro dokonalé
vyhlazeni puli se vyuziv&izenicerpadla pomoci mikroprocesoru.

Cerpadla na principu injeéki stikacky naplrtné zésobou mobilni faze jsou dalsi
alternativou keerpadiim pistovym.

Nevyhodou tohotocerpadla je omezeny objem mobilni faze, ktery vypadiasté
naphovani, avSak prace probiha bez fuzs velmi nizkym gitokem rozpousgtla.

V kapalinové chromatografii se také pouZzivaji medmiovacerpadla, kterd maji prostor
s pistem naplny hydraulickou pracovni kapalinou. Tento prosteroddlen membranou
od pracovniho prostoru pro mobilni fazi.

Sm¢Sovaci zéizeni

Ve sneSovaci komee je smds dokonale rozmichanaga vstupem dd@erpadla. SloZeni
mobilni faze nize byt stale (neboli izokraticka eluce) nebo s&enkthem separace &nit
(tedy gradientova eluce). $8ovaci z&zeni je vybaveno zasobniky tenymi kapalinami.
Je schopno po naprogramovariippavit snés kapalin stalého sloZzeni neltit zmeny
ve sloZeni vysledné mobilni faze vapghu separace. V gradientovychiizanich je mozno
nastavit libovolny pibé¢h gradientu sloZzeného ze dvou Biztuenti v zavislosti naase.

Davkovani vzorku

Vzorek se davkujericestnym analytickym davkovacim ventilem, ktery cwé& pracovni
polohy, poloha pléni — LOAD a poloha davkovani — INJECT, pomoci igjekstikacky.
Nevyhody davkovani injaki stikackou jsou jednakésnost, udrzeni tlaku a vneseni stop
materialu injekni stikacky.

Injek¢ni  zaizeni je ovladano mé nebo automaticky. &Sinou byvaji vyrobeny
z inertnich materidl (titan, nerezova ocelgkteré polymery).

Nahradou za injaii stikacky je davkovani obtokovym davkovacim kohoutem.
K davkovani se pouZziva Sesticestny kohout sdnjtalnou smykou. Obsah davkovaci
smyky je 10 nebo 20ul. Smyka je @ipojena na kohout a je glna pomoci injeéni
stiikacky. Nejprve se naplni sniga vzorkem a poté se kohoutepne do druhé polohy,
kdy eluent protékad smiiou a unasSi vzorek do kolony. Davkovani je reprasakelné,
jeji opakovatelnost nastu se pohybuje okolo 0,2 % a Ize jej plamutomatizovat.

Az do tlaku 40 MPa je schopen davkovat Sesticdsbmput.

Hojné se také pouziva systém se sedmicestnym kohoutetohdio kohoutu je mozno
meénit davkovaci smky rizného objemu.

Je-li pouzit slaby eluent, e byt davkovan &Si vzorek fadow stovky pul). Vzorek se
tedy zachyti v hlayv kolony, zatimco eluent postupuje dale. &ime-li slabsi eluent
za silrgjSi, dosdhneme eluce andlyt

Vzorky viadu zlomk pl se aplikuji v kolonach o malych viitich ptiimérech pomoci
specialnich mikroinjektd.

Kolony

U HPLC pouzivame vyhradmaphové kolony. \&tSinou se zhotovuji z nerezové oceli,
plastu nebo skla.Pkonstrukci je upednostiovana rovna trubka s délkou v rozmezi 10 az
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50 cm. Pro analytickécely se pouzivaji posmné kratké kolony (10, 15 a 25 cm), jejich
vnitini praimer je 4,6 nebo 5 mm a ¥$i pamér ¥4 palce (palec = 2,54 cm).

Pro HPLC je dlezité, aby vnitni primér kolon byl vZdy stejny po celé délce a take ¥miit
povrch zcela hladky (naplesgny).

Pratok eluentu kolonou byva 1 — 2 ml za minutu. Prohtg separace se voli kratké
analytické kolony délky jen 3 cm. Spebuji jen malé mnozstvi mobilni faze a jsou také
levrejSi. Objemovy piitok eluentu je 4 ml/min. BRmér naphového materialu je 3 az 10n.

Tab. 1 shrnuje jednotlivé typy n#&plvych kolon v HPLC, jejich vnihi priméry a objem
pratoku mobilni faze.

Tab. 1 Srovnani vimich primera a pritoki u jednotlivych HPLC kolon

objem pritoku mobilni

typ kolony vnitFni pramér taze
Népliové (konverni) 3-4,5mm 1 ml.mih
Semimikronapiové 2,5 mm 0,2 - 0,4 ml.min
Mikronépliové 0,8—1mm 20 — 6@.min*
Kapilarni naphové 0,15-0,5 mm 1— 3B.min?
Otevtené kapilary 1Qm 1 ml.min?

U kolon s velmi malym vnihim piimérem 1 — 2 mm je délka v rozmezi 25 — 50 cm.
Jejich &innost je velmi vysoka, nejsodifis ekonomicky naréné a spdebuji malé mnozstvi
rozpoustdla 10 az 10@l za minutu.

V nekterych ipadech je mozné spojit &vkolony za sebou, kdy jedna o
tzv. pedkolonu. Tyto pedkolony plIni funkci ochrany kolony i@d neistotami
a nerozpustnymi rgstotami [35], [37], [38], [40].

Eluat je veden z kolony do detektoru, kde se sigeétktoru vyhodnocuje pidacem nebo
jinym vyhodnocovacim Z&enim.

Detektory

Pfi samostatném pouziti HPLC se vyuzivd mnoho dlrdbtektof. Pouzité detektory
v HPLC musi vyhovovat ditym poZzadavikm. Detektory by iy byt selektivni pro analyty
a malo citlivé na mobilni fazi. ezité je, aby rdl detektor maly vniini objem, coz fispiva
k rozmyti el&nich Kivek.

Detektor by ngl mit reprodukovatelny a stabilni signal, line&avisly na koncentraci
kterd by ngla byt co nej¥tsi a mez detekce naopak co nejnizsi. Sum sigmélouiné
eliminovat na co nejniZsi hodnotu a ngdoy obsahovat drift.

Detektory Ize rozdlit na univerzalni (tyto i vlastnosti systému jako celku, rfapdex
lomu, relativni permitivita, tepelna vodivost) aledaivni (méii elektrolyticky proud
pii uréitém potencialu, absorbandii prcité vinové délce apod.).

Pouzivané detektory v HPLC jsou fotometrické, dafvenetrické, fluorimetrické,
elektrochemické a hmotnostni [37], [38].
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V diplomové praci je vyuzivano spojeni HPLC-HG-AR&le jako detektor slouzi pré&v
atomovy fluorescami spektrometr s generaci hydridProto vySe uvedené detektory jsou
pouze informativni a pouZitelnéigamostatném vyuZziti HPLC.

5.3 Detekeni ¢ast | - Generovani a atomizaceékavych sloutenin

Ve stopové analyze sasto vyuziva tvorbyékavych slodenin a jejich nasledné separace
do plynné faze. Takovymi sléaninami jsou nap nekteré hydridy, organokovoveé
sloweniny, chelaty, halogenidy, karbonyly Kgumethylester kyseliny borité a z pévktut
aj. Pro stanoveni metodami atomové spektrometriigjea analyt femenit na rékterou
Z &chto €kavych forem prvku. Poté nasleduje jeji uvolhze vzorku, vedeni do atomizatoru
a atomizace [41].

U metod atomové spektrometrie je pravidlem, Ze ekomiZze byt pgivadkn
do detektoru/atomizatoru Buv plynné nebo kondenzované fazi. Davkovani v péyfaei je
zaloZzeno na generovangkavych slodenin analytu. Principem generovandkavych
slowenin je selektivni fevedeni analytu z kapalného vzorku do plynné faeato gfevod je
zpusoben pomoci chemické reakce vedouci ke vzrikavé slodeniny analytu. Technika
generovani hydritl je velmi popularni diky jednoduchosti a nizké &potebného vybaveni.
Hlavni grednosti je separace analytu od matrice a jeho maekdrovani. Tim také dochazi
k omezeni ruSivych vliv pii detekci/atomizaci a k vysoké citlivosti.

Kovalentni binarni hydridy jsou ngjstji generovanouitdou €kavych slodenin. Spojeni
generace hydrid s rekterou metodou analytické atomové spektrometridoég vyuziva
pro stanoveni As, Bi, Ge, Pb, Se, Sb, Sn, Tekayi pro stanoveni In, Tl a Cd. Z#rse
pokroky vinstrumentaci a metalurgii generovani rdi umoZiuji stanoveni
hydridotvornych prvik ve velice nizkych koncentracich vrozsahlé Skalatenmdf,

a to od biologickych a environmentalnich az po toeggcke [42], [43].

Stanoveni hydridotvornych pnikse provadi spojenim dvou nezavislych KroRrvnim je

generovani hydrit} dalSim atomizace hydfica detekce.

5.3.1 Generovani hydrida

Generovani hydritl je proces, skladajici se ze dvou zakladnich krdlejprve je analyt
v okyseleném vzorku konverztgmenén na hydrid a potéipveden do plynné faze. Druhym
krokem je transport uvotmého hydridu do atomizatoru pomoci proudu nosnénud42].

Pro pevedeni analytu na hydrid je degtji pouzivano reduni cinidlo
tetrahydridoboritan sodny NaBH(stabilizovany roztokem NaOH) v présti iizné
koncentrace kyseliny. Optimalni koncentrace NaBldou vrozmezi &kolika tadi
v zavislosti na analytu a na typu generatoru hydrid kyselin lze zpravidla pracovat
ve velmi Sirokém rozsahu koncentrace, od dénmeutralnich roztok az po velmi
koncentrované. N&gstji se pouziva HCI o koncentraci 1 mal.l

Roztok tetrahydroboritanu Ize rozkladat i v alkiim prostedi. V koncentrovajSich
roztocich hydroxidu je rozklad pomalejSi, avSakS¥yKoncentrace hydroxidu mohou byt
nezadouci kii riziku kontaminace. BZzna koncentrace NaOH se pohybuje v rozmezi 0,05 —
2 %. Vhodr zvolené podminky a né&pomnost interfererit umoziuji uvolréni hydridi
s innosti téngi 100 % [42], [43], [44].
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NaBH; + 3H,0 + HCl— H3BO; + NaCl + 8H [42]
As®* + 5H—AsH;1 + Ho1 (nadbytek) [42]

Pro generaci hydrid jsou vytvdeny dva zakladni postupy.fiPpfimém genosu je
uvolrény hydrid z reakni snesi veden fimo do atomizatoru, naproti tomu u generator
hydrida s kolekci (vymrazovani hydridl je hydrid nahromath v koleknim zd&izeni
a po ukogeni reakce feveden do atomizatoru.

Reakce vzorku s tetrahydroboritanem a separace@lfaze od reaki smési mohou byt
provadgny davko¥ nebo technikou jitokové analyzy. U davkového ugspdani je k davce
vzorku v reakni nadoks pridavan hydroboritan a séasré dochazi k separaci. irokova
analyza probiha nasledavndochazi ke styku dvou konstantnich pribud to alkalického
roztoku tetrahydroboritanu a #iukyselého roztoku (kontinudlni usg@alani), nebo iedné
kyseliny, do které jsoutfdvany malé objemy vzorku — usadané na principu ptokove
injekéni analyzy (FI). U pitokového uspiadani probiha separace plynné fanggoknim
konstantniho proudu re&ki snesi do separatoru fazi. Z tohoto separatoru odcll&ai
konstantni proudy (plyn s hydridem do atomizatomnesagovana kapalina do odpadu) [42].

Uvolnény hydrid se do atomizatoru transportuje pomochgabs plynu, ktery rize ulekit
uvolnéni hydridi z roztoku vzorku. Podminkou nosného plynu je mast vaci hydridam.
Nejcasgji pouzivany nosny plyn je argon.cklly se da pouzit také dusikiigadré helium
nebo vodik.

5.3.2 Atomizace hydridi

Atomizator gevadi hydridy na volné atomy. Jeilefité si ué¥domit, Ze zastoupeni
jednotlivych forem (sloéenin) analytu v hydridovych atomizatorech je obeylkdlaleko
od termodynamické rovnovahy - volné atomy jsou m@vnich teplot &Siny hydridovych
atomizatoé ,termodynamicky zaké&zany“. Ztoho vyplyva, Ze aipace hydrid neni
termicky proces — hydridy jsou atomizovany inteiako/ysoce energetickymi vodikovymi
radikaly. Kvalita hydridovych atomizatorje tedy dana jejich schopnosti produkovat
dostaténé mnozstvi ,vhod¥' rozlozenych vodikovych radik&l[42].

V souwasné dob jsou nejroz&ensjSimi atomizatory kkmenné trubice, obvykle vijilvané,
bud’ plamenem acetyl-vzduclkij odporow. V poslednich letech se stavaji velice popularni
grafitové atomizatory (zachyt v grafitové ky¥etDalSim atomizatorem je difazni plamen
[42].

5.4 Detekéni ¢ast Il - Atomova fluorescereni spektrometrie

5.4.1 Princip atomové fluorescerni spektrometrie

Atomova fluorescetni spektrometrie (AFS) sleduje emisitedi plynnymi atomy, které
byly excitovany absorpci elektromagnetickéhderd Fluorescemi spektra jsou velmi
jednoducha, protoZze excitac@rovym zdrojem je selektivni, detekce nevyzadujzis]
opticky systém. Redpoklada se, Ze v analytickém predi je ¥tSina atoni v zakladnim
nevzbuzeném stavu. Poté nejgjilpsou absorbovany tzv. rezonanm cary, které odpovidaji
piechodu atomu mezi stavem zakladnim &terym vzbuzenym stavem.édhto ¢ar se
vyuziva k ngteni. Tytocary maji nej¥étsi koeficientc a také nej¥tsi citlivost. Pro prakticka
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meieni mohou byt vyuzity i nerezonar cary. Na &chto cardch se poté & s mensSi
citlivosti [36], [37].

AFS méa nevyhodu v pozadavku exéiého zdroje pro kazdy prvek. Fluorescence neni
prilis ucinny proces, dutokatodové vybojky musi produkowsokou intenzitu z&ni a tim
se také snizuje jejich Zivotnost. Také neexisthpdné vybojky pro viechny prvkizedenim
je laditelny laser, ktery je algips drahy [36].

5.4.2 Vznik fluorescenénich spekter

Fluorescetni z&eni vysilané atomy fize mit stejnou, delSi a ojedla i menSi vinovou
délku nez z&eni exciténi, tj. absorbované. Podle typu elektronovydiecpodi mizeme
rozliSovat rezonami fluorescenci od nerezonam Obr. 7 [43].

A 5 - a b c
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Obr. 7 Elektronové fechody atomové fluorescence: rezafrdn Ni ¢ = 232,0 nm);
nerezonatni: a) pima- Pb [fexc=283,3 nm, 15 =405,8 nm); Sn Jexc=270,6 nm,
An = 333,21 nm); b) postupna — Néaefc = 330,2 nm,Jg =589,0 nm); Bi fexc= 206,2
nm,As = 293,8 nm); c) anti-Stokesovska — Ra.{= 451,1 nm /g = 410,2 nm); Cr fexc =

359,3 nm4q = 357,9 nm) [43]

U rezonamni fluorescence jsou vinové délky ex¢na (hex) | emitované Xq) stejné,
nag. absorpce a reemigary niklu 232,0 nm. Rezonami fluorescence vznika ifppiechodu
mezi excitovanymi stavy, tudiz rezoran z&eni @i fluorescenci nemusi vzdy odpovidat
absorgni rezonanni vinové délce atomu.

V piipact nerezonaini fluorescence i Aexc< Ay mize dojit k kkolika moznostem:
pii piimé fluorescenci excitujici i fluoresaam c¢ara odpovidaji elektronovémugehodu se
spole&nou horni energetickou hladinou (fiagara Pb 405,8 nm excitovangrou olova
283,3 nm). K postupné fluorescenci dochazi, jsobkidiny o vySSi energii pro excka
a fluorescedni ¢aru mizné.

Pfi nerezonadéni fluorescencilexc> Ay Se jedna o anti-Stokesovskou fluorescenci,
nag. emisetary india 410,2 nm excitovagarou india 451,1 nm.

Pii excitaci atomové fluorescence laserem dochazi ukifotonové fluorescenci,
kdy probih& absorpce dvati vice fotori 0 celkové energii rovné rozdilu energie mezi
elektronovymi stavy absotpiho procesu, nap emisecary kadmia 228,8 nmipexcitaci
z&enim o\ = 457,6 nm.

Zvoleni vhodnychar pro fluoresceatni spektrometrii je sloZiSi nez u atomoveé absaig
spektrometrie (AAS) a také zavislé na pouzivanémjizdéaeni a dalSich podminkachsrani
[43], [44].
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5.4.3 Z&akladni vztahy

Atomova fluorescence se hodnoti na zakladlikosti toku fluorescemiho z&eni ®r.
Volné atomy sledovaného prvku v plynném stavu westé toku monochromatickéhoreai
@, (kde pouzital odpovida vinové délce rezortamiho gechodu)cést z&eni absorbovaly
a presly do vzbuzeného stavu. Absorbovanou engégii€ne ztraceji neexcitnimi srazkami
scésticemi (tzv. zhaSeni fluorescena&@st&né ji vyzai zpstnym prechodem do zékladniho
stavu rezonami fluorescenci.

Absorpce
1 e amen
—_—

—>
—_—

Fluorescence

@Fzﬁq)F@OX,’N
4T

Obr. 8 Schematické znazeéni atomové absorpce a fluorescence [43]

Z energetického hlediska je mozné atomovou flu@nesic charakterizovat kvantovym
vytéZkem fluorescencee., tj. podilem, ktery je reemitovan z celkovéh@tpoabsorbovanych
fotona, vyjadenym jako porér fluorescerinino toku®g a absorbovaného tokuizai do.
Jeho hodnota je za atmosférického tlaku vzdy meegi 1, le?i v rozmezi a2z 10"
Vliv pfitomnosti molekul plya zagi¢inuje nezéivou deaktivaci a sniZeni jeji hodnoty (jako
zhasée fluorescence se mnohewriinnéji projevuji nag. molekuly Q, CO, CQ, N2 nez nap.
atomy vzacnych ply).

Fluorescetini z&eni je vyz#ovano vSemi siry do prostorového Uhluma neieny
fluorescerini signal zavisi na pouzitém prostorovém (RI(Obr. 8) [43].

Pro nmeieny fluorescetni tok @ Ize uvést zjednoduseny vztah
CDF:Q/4TE.([)|:.(1)0.X. 1.N

kde of je kvantovy vygZzek fluorescence; je monochromaticky absafpi koeficient pro
uvazovany (zpravidla rezonari prechod), | je délka hrany fluoreskujiciho elementN g
ameérné koncentraci atoianalytu v zakladnim stavu. Z tohoto plyne, Ze fbsgexini signél
je pro oblasti malych koncentraci &my paitu atomi vzorku v zakladnim stavu, @ééemu

7o~

toku primarniho zdrojed®d, a vyg€zku fluorescencegr. Roste-li hodnotad,, roste
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i fluorescence, az dosahne své limitni hodnoty. (tasycena fluorescence); pak jiz ndni
funkci @y a ¢, ale jen koncentrace vzorkuédhto velkych budicich tak®, Ize dosahnout
laditelnymi lasery [43].

5.4.4 Schéma atomového fluoresce&niho spektrometru

Jednoduché schéma atomového fluorestiélo spektrometru je znazeémo na Obr. 9.
Pristroj pro sledovani atomoveé fluoreséenspektrometrie se sklada &gi zakladnichiasti:
zdroje primarniho zé&ni (zdrojcar prvku, ktery je stanovovan), priedi, kde dochazi k emisi
z&eni plynnymi atomy (ty byly iedtim excitovany absorpci elektromagnetickéhter,
monochromatoru pro izolaci fluoreséaifho z&eni a detekniho systému [43].

Zdroj zafeni
o
y ’
Hydridova . F | Disperze Detekce Zpracovani | _ Analytické
Vzorek = generace —> Atomizace —> (spektrometr)+(f0t0nésobi:“:)_’ dat vysledky

Obr. 9 Schéma atomového fluores@rého spektrometru ([43]castené upraveno
a doplreno)

5.4.5 Zdroje primarniho zareni

U atomové fluoresceémi spektrometrie je selektivita dana pouzitym zemojprimarniho
z&eni, kterym jsou excitovany pouze atomy stanovolargvku. Primarni zdroj zéni lezi
mimo optickou osu, obvykle kolmo na abs@mp prostedi. Nevyhodou u AFS je tedy,
Ze pro kazdy prvek vyZaduje vlastni exéitazdro.

Primérni zéeni, jeZ je atomy sledovaného prvku absorbovanai mmit vysokou zidvou
energii sousednou do Uzkého spektralniho intervalu, dlouhadddiabilni zéivy tok
@y, pozadi musi byt minimalnicry nesmi byt deformované samoabsorpci.

Toto nej&inngji spliuji carové zdroje realizované spektralnimi vybojkamasami kovi
a zvlast vybojky s dutou katodou nebo vysokofrekivehbezelektrodové vybojky. Jelikoz je
fluorescence malo éinny proces, musi dutokatové vybojky produkovatokysi intenzitu
z&eni a tim se také sniZuje jejich Zivotnost.

Jako zdroje z&ni se tedy pouzivaji duvybojky s dutou katodou, bezelektrodové vybojky
nebo Superlampy. Klasické vybojky s dutou katodieupaskytuji malo intenzivndary, coz
snizuje dosahované detek limity. Pouziti kontinualnich zdrajneni giliS obvyklé, protoze
vyzaena intenzita fp diskrétni vinové délce je nizka [44].

Pouziti spojitého spektra ve spojeni s monochroreatcs vysokou rozliSovaci schopnosti
je téZ mozné, avSak me&rmeézné (vysokotlaky xenonovy vyboj doséhl uplathv AFS).
U atomové fluoresceni spektrometrie se vyuziva itaéda energie lasér zvlase laditelnych
nebo novych typ laserovych diod. Tyto lasery mapadu Fednosti, nap vyrazné zvyseni
citlivosti stanoveni. Nevyhodou byva vysoka cend [B2], [43].

Diky snadné korekci pozaditde byt fluorescenceébné pozorovana i v plazmatu a jsou
vyrakeny kometni ICP AFS (atomova fluoresa@imi spektrometrie s indgké vazanym
plazmatem) fistroje [37].
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5.4.6 Detekce a registrace signalu

K detekci u AFS nenii¢ba slozity opticky systém. Siplédnutim k malym hodnotam
meéienych zéivych toki se pro detekci vyuziva igdevsSim fotonasoti Vyhodou
fotonasobie ke vysoka citlivost a velmi nizkdasova konstanta (F010°%s). Z&vislost
vystupniho proudu na intengiz&ivého toku je linearni figs 5-6radi. Vysledny signal je
registrovdn bd analogovym zidzenim, nebo seipvadi na digitalni formu a déale se
Zzpracovava matematicky [37], [42].
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6 KVASINKY SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Rod Saccharomycespati do #idy Ascomycetes (Endomycetes), rozmnoZuje se
vegetativie multilateralnim dlenim tedy ptenim. Jejich buttny cyklus je podobny cyklu
zvitat a rostlin. DruhSaccharomyces cerevisiggobrazen na Obr. 10jna elipsoidni
az kulovité buky o délce 3,7— 9,7 um. Vytiia stromekovité, bohat vétvene
pseudomycelium.S. cerevisiaeje nejvice znamym a uzivanym druhem kvasinek
v pivovarnictvi a pekistvi. Radi se mezi modelové organizmy. Jeji vyhodou jekdeh
kultivace a podobnost b&tné struktury s rostlinami a Zivichy.

Kvasinky S. cerevisia@bsahuji velké mnoZstvi protéina tedy i mnozstvi potencialnich
mist pro nahrazeni siry za selen. Mohdijirpat priblizng 3000 mg.kg selenu a velmi ddb
se rizpusobuji iznym prostedim [45], [46].

Obr. 10 Kvasinky Saccharomyces cerevisiae

6.1 Selenem obohacené kvasink$accharomyces cerevisiae

V posledni dob doSlo k vyznamnému vyvoji selenem obohacenychapofch dopikii,
které jsou alternativou ke zvySeni potravnikgnpu biodostupnych organickych ska®nin
selenu. Nkteré z &chto dophkia obsahuji anorganické soli selenu, hkwgelenan sodny.
Nicmérg, ostatni selenem obohacené d&pl jsou gFipraveny na zaklad selenem
obohacenych kvasingkaccharomyces cerevisiiejich vyroba je snadna a levna. Do média je
piidavana anorganicka ve wodzpustnad (selenéitan sodny) a poté je selen fermentaci
inkorporovan do protein kvasinek. Vznikaji izné organické slaeniny selenu, z kterych
pievlada forma selenomethioninu [45], [46].

V zavislosti na kultivanich podminkach mohou kvasinky akumulovat velké rsha
selenu (aZ 3000 mg.KYy Kvasinky jsousasténe schopny absorbovanou anorganickou formu
selenu dale metabolickyrgmenit na organickou formu selenu (selenomethioningrk je
hlavni selenoaminokyselinou nachézejici se v matvigsinek.
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V zavislosti na druhu kvasinky je absorbce seleauselenizovanych kvasinek lidskym
organismem v intervalu 50 — 90 %, ijmu potravin 80 %.

Produkce selenizovanych kvasinek gasténé ekonomickd a dosaZiteln&igavkem
anorganického selenu, obvykle setitiainu sodného nebo selenanu sodného do kultikia
média. Kvasinka je proteindvbohatd matrice, ve které je selercleeen hlavre jako
selenomethionin. Selenizované kvasinky jsou nejlgmpsanym selenem obohacenym
produktem. Avsak identifikace a kvantifikace seleyuh specii je stale objektem zkoumani
[2], [46], [47].

6.2 Kultivace kvasinek ve fermentoru

Kultivace v ifizn¢ upravenych kultivénich za&izenich jako jsou nd&jklad fermentory
navazuji na kultivace ve zkumavkach ankich. Tato z#zeni mivaji zpravidla
nékolikanasobn vétSi objem nez kultiveni baiky, aby byl k dispozici dostatek materiélu
k analyzam a také aby se @édktm vzorki nepozngnil objem kultury, a tim i podminky
michani a vzdu&mi. Za optimalni laboratorni rozm pro kvasinkovité organismy se
povaZzuje pracovni objem vrozmezi 3 az 5|. Lalwwrat fermentor poskytuje hodnotné
vysledky ziskané z nevelkého objemu kultury za ydhkprovoznich naklada je ceno¥
dostupnym, tudiz se stava hospodarnyniizeaim zakladnich laborafoa efektivnim
mezistup®m v procesu fevadni vysledki vyzkumu do vyrobniho #titka.

Fermentor se obvykle sklada ze dveéasti: zvlaStniho fermentoru a Bigirojové casti
ovladajici provoz fermentoru. Laboratorni fermensestava ze skléného valce, ktery je
uzawen hornim a spodnim vikem. Byvét$inou snadno rozebiratelny, da se snatlstit
a sestavovat [48]. Laboratorni fermentor je zolbmaze Obr. 11.

Obr. 11 Laboratorni fermentor BIOSTAT B [49]

35



7 EXPERIMENTALNI CAST

7.1 Pouzité pristroje a chemikalie

7.1.1

Pouzité pristroje

Kapalinovy chromatogram

a)
b)
c)
d)
€)

f)

izokratickécerpadlo Gynkotek P580 (Gynkotek, Germeringniécko)
davkovaci analyticky ventil sniiovy, typ D (Enom, Prah&R)
mikrostikacky Hamilton 100 pl (Hamilton, Reno, USA)

predkolona Hamilton PRP-X100 (Hamilton, Reno, USA)

kolona Hamilton PRP-X100 (250 x 4,1 mm, 10 pm) (iHem, Reno, USA)
software, CSW verze 1.7. (Data Apex s r.0., Praf®),

Atomovy fluorescedni spektrometr

a)
b)
c)

d)
e)

UV cela PSA 10.570 (PS Analytical, Orpington, VeBdtanie)

zadzeni pro okev (Chromspec, PrahdR)

atomovy fluorescemi spektrometr Millenium Excalibur (PS Analytic&rpington,
Velkéa Britanie)

super vybojka pro Se (Photron, Pty. Ltd., VictoAastralie)

software SAMS, verze 1.08 (PS Analytical, Orpingtdelka Britanie)

Hmotnostni spektrometr s indulké vazanym plazmatem

a)

b)
c)

d)

hmotnostni spektrometr s indirik vazanym plazmatem X Series ICP-MS (Thermo
Electron Corporation, Waltham, USA)

automaticky davkovaCetac ASX-520 (Cetac technologies, Omaha, USA)

chladici komora Power pack - spray chamber codiigermo Electron Corporation,
Waltham, USA)

chladici jednotka Neslab Merlin M-100 (Thermo Etent Corporation, Waltham,
USA)

Ostatni pouzité fistroje a z#izeni

a)
b)

c)
d)
e)

f)
0)
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digitaIni laboratorni vahy Kern 442-43 (Sysmateghdz, Svycarsko)

analytické laboratorni digitalni vahy AND HA-202MA&D Company,Tokio,
Japonsko)

jednotka pro fipravu ultr&isté vody Purelab Classic UV (Elga, Marlow, Velka
Britanie)

ultrazvukova laze Powersonic PSO 3000 A (Ultrashalltechnik AG, Shehhardt,
Némecko)

pH metr Knick (Knick Portamess, Heidelbergsmecko)

magnetické michadlo (IKA Werke GmbH & Co. KG, StaufNemecko)

fermentor BIOSTAT B (Pegasus Scientific Inc., Ratdky USA)



h) odstedivka EBA20 (Hettich Zentrifugen,dhecko)

i) suStka Memmert (Labtronic, Port Elizabeth, Jizni Afijka

J) vortex Genie 2 (MO BIO Laboratories, Inc., Carlspd®A)

k) centrifuga Eppendorf Centrifuge 5417 R (Elisabdtarfhacon, spol. s r.0., BroR)

l) trepaka Heidolph Unimax 1010 (Heidolph Instruments Gm&HKCo. KG, Swabach,
Némecko)

m) mikropipety 100 — 1000 pul LABMATE+ (HT high techbdaVvarSava, Polsko)

7.1.2 Pouzité chemikalie

Standardni latky

a) selentitan sodny, 99,999 % (Sigma-Aldrich, Praii®)

b) selenan sodny dekahydrat, 99 % (Sigma-Aldrich nB&m, Nemecko)

c) L-(+)-selenomethionin, 99,62 % (Calbiochem, Kanada)

d) Seleno-DL-methionin, 99 % (Sigma-Aldrich, SteinheMdmecko)

e) Se-(methyl)-seleno-L-cystein, 98 % (Fluka, Buchsjcarsko)

f) Seleno-L-cystin, 98,0 % (Sigma-Aldrich, SteinheMg&mecko)

g) standardni roztok selenu, 1000 rg99,999 % (Merck, Darmstadtghecko)

Enzym

» Proteaza XIV AStreptomyces griseu$,6 jednotek/mg), (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

Ostatni pouzité chemikalie

a) dihydrogenfosforénan amonny, 99,0 % (Sigma-Aldrich, Steinheingmécko)
b) kyselina chlorovodikova, p.a.+ (Analytika, Prali&)

c) hydroxid sodny, p.a. (Analytica, PralzR)

d) tetrahydroboritan sodny, 98+% (Sigma-Aldrich, Sheiim, Nemecko)
e) kyselina dugina, p.a.+ (Analytika, Prah&R)

f) peroxid vodiku, p.a. (Lach-Ner, Neratovi€&R)

g) pufry pro kalibraci pH metru (Hamilton, Reno, USA)

h) argon <Cistota 4,6 (Siad Czech spol s r.o., Prat)

i) methanol, 99,0 % (Fluka, Seelzesmkcko)

j) fosfatovy pufr (Lachema, Brn€,R)

k) vodik/helium (Siad Czech spol s r.0., PrafiR)

Kvasinky

» Drozdi FALA s kvasinkamiSaccharomyces cerevisiae Hang&CCOM Slovakia,
s r.0., Slovensko)
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Chemikalie na kultivani médium

a) Siran amonnyisty (Lachema s.p., Brn@R)

b) Glukéza (Lachema, Brn@,R)

c) Dihydrogenfosforgnan draselnyisty (Lachema s.p., Brn€R)

d) Hydrogenfosforgnan draselny bezvody p.a. (Lachema, a.s., Neragii)
e) Chlorid sodny (Lachema, a.s., NeratoviCR)

f) Dihydréat chloridu vapenatého (Lachema n.p., BiR)

g) Siran heetnaty p.a. (Lachema n.p., BrmoR)

7.2 Analyza celkového mnozstvi selenu pomoci metody IGRS

7.2.1 Instrumentace

Celkové mnoZstvi selenu v extrahovanyéstech vzork bylo stanoveno metodou ICP-
MS. Hmotnostni spektrometr s induk vazanym plazmatem byl od firmy Thermo Electron
Corporation, typu X Series. Pro transport vzorku p@zmatu bylo pouzito autosampleru
Cetac ASX-520, zabudovaného peristaltickélierpadla, zmlzowge typu Mainhard
a kuzelové mlzné komory s impaktorem. Vzorkovacinug spektrometru byl niklovy.
Hmotnostni spektrometr byl kalibrovan v konce#iian rozsahu 0-200 gl Sledovanym
izotopem byF?Se.

7.2.2 Pr¥iprava vzorki

Pro stanoveni celkového selenu byly vzorkipraveny podle extrakce schematicky
znazorgné na obrazcich 13A a 13B. Mineralizace byla prémadsngsi 5 ml 65% HNQ
s 2 ml 30% HO, pti laboratorni teplat po dobu 48 hodin. Stanoveni celkového selenu bylo
provedeno pouze u kultivaiho média.

7.3 Analyza specii selenu spojenymi metodami HPLC-HG-AS

7.3.1 Schéma pro speciaci selenu

Roztok, ktery obsahoval specie selenu byl davkal@analytického davkovaciho kohoutu
o objemu 50 pl. Tento kohout bykipojen k HPLC pumg. Poté byl vzorek injektovan
a unasen proudem mobilni faze degkolony a analytické kolony, kde byly jednotliygesie
separovany. V okamziku injektovani vzorku byla egnamu SAMS spu&ha analyza.

Vystup z kolony byl @ipojen k postkolonovému re&kimu bloku, do #8hoZz byl
V tomto reaknim bloku dochazelo ke s$ovani eluentu z kolony s roztokem kyseliny
chlorovodikové. Roztok, ktery vystupoval z reéatho bloku, byl veden fes zakivaci
zarizeni a UV celu. Vystup z UV cely byl propojen dal&i ¢asti reakniho bloku, kde byl
kontinualre smeSovan s roztokem tetrahydridoboritanu sodného zad pomoci
peristaltické pumpy. V této fazi dochazi k reakeiesu s tetrahydridoboritanem a ivee
kovalentni hydridy. Proud pokfaval do separatoru plynné a kapalné faze, kde tadgvé
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hydridy separovany z roztoku a unaseny proudemnargtrz susici membranu do detektoru.
Hydridy byly atomizovany ve vodikovém plameni a pejich excitaci byl ndten
fluorescekni signal pomoci super vybojky pro selei (= 196,0 nm). Usp@adani
jednotlivych¢asti techniky HPLC-HG-AFS je schematicky znazam na Obr. 12.

HCI Vystup Vstup
. NaBH,  Argon susiciho  susiciho
Injektor l l l olyn olynu
HPLC l

pumpa AFS

detektor |1 Integrator

HPLC kolona Ohrev uv

Hydroskopicka
membrana

Separator fazi (g)-(I)
Obr. 12 Schéma zapojeni pro stanoveni forem s¢téju
V tabulce 2 je pehledré popsano souhrnné nastaveni jednotliviyéhti spojenych metod
HPLC-HG-AFS, které bylo pouZito pro spesid analyzu selenu v extrahovanych vzorcich

z kvasinek.

Tab. 2 Experimentalni podminky pro spégiaanalyzu selenu

Jednotlivé ¢4sti Podminky

HPLC
Kolona Hamilton PRP-X100, (250 x 4,1 mm, 10 mm)
SloZzeni mobilni faze NHH-PO; 40 mmol.1, pH 6,4, 1 ml.mirt
Ohrev
Teplota v oliivaci cele 180 °C
Generace hydridi

HCI 10 mol.I*, 3 ml.min!

NaBH, 0,7 % v 0,1M NaOH, 3 ml.mih
AFS

VInova délka pro Se 196,0 nm

Primarni proud 20,0 mA

Sekundarni proud 25,0 mA

7.3.2 Podminky HPLC a jejich optimalizace

HPLC kolona

Separace specii selenu je mozna na kKoldamilton PRP-X100. Tato kolona je silnym
anexem s naplni zaloZzenou na sférickych 10¢asticich polystyrendivinylbenzenu s vysoce
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bazickymi kvarternimi amoniovymi skupinami na wmych mistech. Diky vysoce
inertnimu  polymernimu naS8i odolava napl kolony pisobeni agresivnich organickych
rozpoustdel a vodnych puifr (0-100 % vodnych nebo organickych) a pH v rozsafis.
Pti poklesu vykonu kolony (ztrata symetrie pi& jejich rozSiovani) Ize kolonu regenerovat
do pivodniho stavu. Regenerace kolony se provadi romiok@ mmol.' HNO; v metanolu
pii priittoku 0,5 ml.mif* po dobu dvou hodin.

Kolona byla skladovana v mobilni fazi, jestlize bgterval mezi nitenim 1 az 3 dny.
Pti delSim intervalu mezi #fenim byla kolona skladovana v roztoku voda-methanol
v poneru 4:1, aby se zabranilo mikrobialnimistu.

Mezi analytickou kolonu a davkovaci kohout byla s#fria ochrannaiedkolona Hamilton
PRP-X100, majici stejnou nédiglkko analyticka kolona. Tatagdkolona chréanila analytickou
kolonu ged moznym vnesenim &stot nebo pevnychastic.

Na piipravu mobilni faze byla pouzita ultiata voda otistott 18,2 MQ.cm. Chemikalie
na @ipravu mobilni faze byly svowistotou uteny pro HPLC. Mobilni faze byla
vzdy pred pouzitim odplyéna v ultrazvukové lazni po dobu 15 minute® neienim byla
kolona vzdy ekvilibrovana mobilni fazi po dobu 3hui.

Mobilni faze

Hodnota pH mobilni faze musi byt optimalizovanabatena pH mobilni faze zavisi
retertni ¢asy specii. Vtéto praci byla testovana mobilnief&zpH od 6,0 do 6,8.
Pti optimalizaci bylo dbano na to, aby piky jednojtitn specii byly od sebe dostate
odcEleny, coz je dlezité pro kvantitativni vyhodnoceni chromatogramu.

Pro speciaci selenu byl jako mobilni faze pouzihydrogenfosforénan amonny
o koncentraci 40 mmot}l K pripraw byla pouZita ultréista voda asistots 18 MQ.cm, kterad
byla upravena na jednotce Purelab Classic UsdRazdym rsfenim byla mobilni faze
odplyiiovana po dobu 15 minut a upravenou mobilni faza 3@ minut promyvana kolona.
Pritok mobilni faze byl 1 ml.min.

7.3.3 Podminky HG-AFS a jejich optimalizace

Atomovy fluorescetni spektrometr byl nastaven podle manudlu pigemi specii Se
a podminky stanoveni nebyly dale optimalizovany.stiheeni spektrometru je uvedeno
v Tab. 3, podminkyd&em analyzy &stavaly stejné.

Tab. 3 Nastaveni atomového fluoresteno spektrometru pro analyzu selenu

Prvek Se
Vinova délka 196,0 nm
Primarni proud 20,0 mA
Sekundarni proud 25,0 mA
Pratok nosného plynu (Ar) 250 ml.min*
Pritok susiciho plynu (Ar) 2,5 |.min*
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7.4 Priprava standardnich roztoki pro specia&ni analyzu selenu

Jako standardni sléeniny selenu byly pouzity nasledujici latky setéan sodny, selenan
sodny dekahydrat, L-(+)-selenomethionin, Se-me$i®eno-L-cystein, seleno-L-cystin
a seleno-DL-methionin.

Na piipravu vSech standardnich roziidkyla pouzita ultréista voda aistot€ 18,2 MQ.cm.
Zasobni roztoky standardo koncentraci 100 mg'l byly pripraveny do plastovych
odmernych bagk a uchovavany ip teplo€ 4 °C v temnu. Ze zasobnich roztokyly poté
piipravovany ¥edné roztoky.

Pro pehlednost jsou jednotlivé sléeniny v dalSim textu ozgany nasledujicimi
zkratkami: Se (IV) — seletitan, Se (VI) — selenan, SeMetCys — Se-(methyRremlL-
cystein, SeLCys — Seleno-L-cystin, SeLMet — L-seteathionin, SeDLMet — Seleno-DL-
methionin.

7.5 Vzorky pro speciani analyzu selenu

Speci&ni analyza selenu byla provedena v kultivovanyclaskwkach $accharomyces
cerevisiae) obohacenych anorganickou formou selenu. Jakoj zdr@sinek bylo pouZzito
cerstvé pekiské drozdi FALA.

Vzorky kvasinek obohacenych anorganickymi formanglesu byly po kultivaci
zamrazeny na -24 °C. Vzorky kvasinek byly potd pO5 °C usuSeny do konstantni
hmotnosti. Z kazdého vzorku byly prowdy ti paralelni stanoveni. UsuSené vzorky byly
navazeny dogistych, suchych eppendorfovych k&n Navdzka kazdého vzorku byla
1000+£10 mg. Do kazdé by bylo pidano 10 ml fosfatového pufru (pH 7,5) a skie@
kulicky, slouzici k dezintegraci bsk Rozbiti bugk bylo provedeno na vortexu 3-krat
20 minut. Poté byly vzorky odsickny.

V ziskaném supernatantu byly &feny specie selenu (nhavazané uvnibunsk
a v cytoplazny), k odstedtnému sedimentu bylofijdano 10 ml fosfatového pufru a 40 mg
enzymu (Proteaza XIV). Vzorky, obsahujici enzymt@aaa XIV byly ponechany néepace
po dobu 24 hodin ip 37 °C. Po skoteni extrakce byly vzorky odsidény pri 3000 rpm
po dobu 15 minut.

Odstectny sediment byl zmineralizovan a byly &mny specie selenu (navazaneé
na bur¢né membrany). Ziskany supernantant byl dekantovarefdtrovan ges 0,45 mm
filtr. V supernatantu byly z&teny specie selenu (navazané na bilkovinné struktury

Na obrazcich 13A a 13B je schematicky znaZoreely postup fipravy a extrakce
jednotlivych vzork.
SloZeni Zzivného média

Zivné médium nilo nasledujici slozeni [g/l]: (NPDLSO; 10,0; glukdza 20,0; KEPOy, 1,0;
K,HPQO, 0,2; NaCl 0,1; CaGI2H,0 0,3; MgSQO0,5; kvasniny autolyzat 4,0.

Kultivace probihala ve fermentoru BIOSTAT B 72 hadileplota kultivace byla 26 °C,
michani 150 rpm a vzdu&mi 4 |.min™.
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piiprava Zivného média 1,5 |
(viz. slozeni zivného média)

l

piidavek anorganické formy Se
(v intervalu 0,1 — 100 mg/l)

kultivace 72 hod. ve fermentoru
(podminky: t = 26 °C, miSeni 150 rpm, vzdusr |/min)

l

odstedni
(15 min. @i 3000 rpm)

sapatant
sediment l
l D. stanoveni Se
zmrazen{-24 °C) (selen obsazeny v kulti@@m médiu)

suseni vzorku
(105 °C do konst. teploty)

navazeni 1 g vzorku
+

fidani 10 ml fosfatového pufripH 7,5)
+

sklegné kulicky

dezintegrace na vortexu 3-krat 20 minut

l

centrifugace
(15 min 8000 rpm)

T

Obr. 13A Schematické znazemin postupu fipravy kvasinek Saccharomyces cerevisiae
obohacenych selenem a extrakce jednotlivych uzork
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sediment supernatant
+
10 ml fosfatového pufru
+ A. stanoveni Se
40 mg enzymu Proteaza XIV  (selen navazany uviiburek)

trepat natiepace 24 hod. p 37 °C

l

odstedni
(15 min. @i 3000 rpm)

sediment supernatant
mineralizace dekantace
B. stanoveni Se filtrad®,45 mm filtr)

(selen navazany na bétmé membrany)

C.stanoveni Se
(selen uvolmy po pouziti Proteazy XIV)

Obr. 13B Schematické znazemn postupu pipravy kvasinek Saccharomyces cerevisiae
obohacenych selenem a extrakce jednotlivych ¥zork
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Vysledky optimalizace pH mobilni faze pro HPLC

V Tab. 4 jsou pehledrg uvedeny vysledky zavislosti retarich ¢asi na pH mobilni faze
pro jednotlivé sloteniny selenu. Vysledky byly natifeny pro koncentrace ssi selenu
500 ng.mT* pro kaZzdou specii. Podminkygteni byly nasledujici: 0,7% NaBH 0,1 mol.I*
NaOH (pfitok 3 ml.miri%), 10 mol.I* HCI (pritok 3 ml.min%). Koncentrace mobilni faze byla
40 mmol.I* a piitok byl 1 ml.min'. Rozsah r¥enych pH mobilni faze byl 6,0; 6,2; 6,4; 6,6
a6,8.

Tab. 4 Zavislost reténichcasi na pH mobilni faze pro specie selenu

Specie Retentni ¢asy[min]
pH 6,0 pH 6,2 pH 6,4 pH 6,6 pH 6,8

sév 7,8 7,6 6,7 6,6 6,2
se” 41,5 33,8 27,5 19,6 17,3
SeLMet 10,1 10,2 10,6 13,9 15,2
SeDLMet 10,5 11,8 12,5 13,8 15,1
SeMetCys 5,8 5,9 6,0 6,6 7.4
SelLCys 5,2 5,6 5,8 6,1 6,2

Z vySe uvedené tabulky jegimeé, Ze se reténi c¢asy pro jednotlivé organické formy
selenu srostoucim pH zvySuji, avSak u anorganttkfamrem selenu je tomu naopak.
U selenanu je pokles retarich ¢asi nejvyrazijsi, pii pH 6,0 je jeho reteimi ¢cas az 41,5
minuty. JelikoZz program SAMS, slouzici k ovliddank spektrometru disponuje nejdelsi
nastavitelnou analyzou jen na 30 minut, bylo nwytgorit takové podminky, aby se retam
¢asy selenanu pohybovaly pod touto hranici.

Pti pH 6,0 koeluoval L-selenomethionin s DL-selendm@mtinem a také reténi cas
selenanu byl za hranici 30 minutti PH 6,2 nebylo mozné dosahnout reteimo ¢asu
selenanu pod 30 minut.

Pri pH 6,6 dochazelo ke koeluci seléithnu se Se-methyl-seleno-L-cysteinentigopl 6,8
koeluoval seleritan se seleno-L-cystinem. Jako nejvhgdn bylo vybrano pH 6,4,
pii kterém doSlo k roz#deni jednotlivych specii selenu ¢ase pod 30 minut a ziskany
chromatogram byl ddk vyhodnotitelny.

Byl zmien standardni roztok specii selenu o koncentra® ngOmi* pii zjisténém
nejoptimal@jSim pH mobilni faze. V roztoku specii byly pouZithasledujici sloteniny
selenu: S¥, Se', SeMetCys a SeLMet. Chromatogram s jednotlivynkiy pstandardniho
roztoku specii selenu je uveden v grafu 1.
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Graf 1 Chromatogram s#si standardnich roztekspecii selenu o koncentraci 500 ng'ml
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8.2 Vysledky optimalizace podminek pro ICP MS

Parametry fistroje ICP MS byly nastaveny takovymigpbem, aby byla ziskana nejvyssi
odezva signaluip co nejmensim po#nu Ce/CeO. Na vylaghi pristroje ICP MS byl pouzit
ladici roztok, o koncentraci 10 p§.Se a Ce. Optimalizované podminky jsou shrnuty

v tabulce 5.

Tab.5 Experimentalni podminky pro stanoveni egko selenu metodou ICP MS

Podminky
Ptikon do ICP 1302 W
Pritok plazmového plynu (Ar) 13,0 L.nmin
Pritok pomocného plynu (Ar) 0,7 l.min
Hloubka vzorkovani 150,0 mm
Poloha hlavice v ose x 18,0 mm
Poloha hlavice v ose y 411,0 mm
Rychlost nasavani vzorku 0,88 ml.nin
Typ zamlzovée Mainhard
Teplota mlzné komory 4,0°C
Extrakce -125,5V
Extrakéni ¢ocky 1 -1200 V
Extrakéni ¢ocky 2 -83,9V
Extrakéni ¢ocky 3 -200 VvV
Cocky D1 -40,8 V
Cocky D2 -139,6 V
Focus 119V
Pole Bias -3V
Napeti na detektoru 1098 V
Integrani doba 0,2s
Klidova doba 15s
Material vzorkovacich kdan Ni
Monitorovany izotop 825e
Pontr Ce/CeO < 3%
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8.3 Vysledky kultivace kvasinek

Kultivaéni médium bylo fipraveno z gisluSnych chemikalii (vizSloZeni kultivéniho
média)do 1,51 sterilni vody. Do taktofipraveného média bylo vloZzeno pégieé drozdi
s kulturou Saccharomyces cerevisiaelakto byla pipravena ¢étyti kultivaéni média.
Do kazdého kultiveniho média byla fidana tizna koncentrace anorganické formy selenu
(selentitan sodny), a to v rozmezi 0,1 my.1,0 mg.t*, 10 mg.I* a 100 mg:f.

Kazda kultivace probihala ve fermentoru po dobin@d@in. Podminky ve fermentoru byly
nasledujici: t = 26 °C, miSeni 150 rpm a vzan$nd |.min’. Po kultivaci byly kvasinky
s kultivatnim médiem odgedny pii 3000 rpm po dobu 15 minut. V odsténém
kultivacnim meédiu (supernatant) bylo 2feno celkové mnozstvi selenu pomoci metody
ICP MS.

Odstedné kvasinky (sediment) byly zmrazeny na -24 °C.éPbyly kvasinky dale
zpracovavany a spojenim metod HPLC a HG-AFS bylyieny specie selenu v jednotlivych
castech extrahovanych kvasinek.

8.3.1 Stanoveni celkového mnozstvi selenu v kultieaim médiu

Celkovéa koncentrace selenu v kultimém médiu po odgedini nakultivovanych kvasinek
byla ukena z kalibrani kiivky po zneieni metodou ICP-MS. Hmotnostni spektrometr byl
kalibrovan v rozsahu 0-200 pd.IKalibrasni zavislost znazauje graf 2. Hodnoty, z nichZ
byla sestrojena kalibéai zavislost jsou uvedeny v tabulceiipze 1.

40000 -
il /
35000 //
30000 - ///
e
25000 - //
@ e y=179,27x+ 108,7
.E e 2 _
S 20000 - e R*=0,9999
s /,/
c
15000 - ///
e
10000 - ‘//
e
~
4 e
5000 //
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Koncentrace [ug/l]

Graf 2 Kalibra’ni zavislost pro stanoveni celkového mnoZzstvi setegtodou ICP MS
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Vysledky analyz kultivéniho média jsou uvedeny v tabulce 6.&em& kultiv&ni média

obsahovala 0,05, 0,27, 5,53 a 44,68 mg/l selenu.

Do kultivatniho média s pekskymi kvasinkami byly pdavany 4 ézné koncentrace

selenéitanu,a to v rozmezi 0,1; 1,0, 10,0 a 100,0 Mg.|

Podle znétenych hodnot uvedenych v tabulce 6 fejmé, Ze sorpce anorganické formy
selenu do kvasinek se pohybuje okolo 50 % u vSdéd¢hdanych koncentraci anorganické
formy selenu do kultivnich médii. Z nagtenych hodnotvyplyva, Ze sorpce selenu
do kvasinek neniifmo zavisla na vysi vkladané koncentrace selenkuttovacniho média.

Tab. 6 Vysledky analyzy celkového mnozZstvi seldmiltiva’nim médiu (s — sénodatna
odchylka, RSD — relativni ginodatna odchylka)

Koncentrace Se

Vzorky Koncentrace Se S RSD pridana ke
supernatantu kvasinkam
[mg/l] [mgl/l] [%0] [mg/l]
\Y
. Seé'+s. 0.05 0,002 3.36 0.1
cerevisiae
\Y
,  Seé'+s. 0,27 0,004 1.60 1
cerevisiae
\%
3, Se’+S. 5,53 0,114 2.06 10
cerevisiae
\Y
. S€+S. 44 68 0,478 1,07 100
cerevisiae
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8.4 Stanoveni specii selenu viznych ¢astech kvasinekSaccharomyces cerevisiae

Na obr. 14 je uvedena struktura kvasinky a popgédpotlivé ¢asti, ve kterych byly
stanoveny specie selenu.

kap. 8.5.1 tukové kapénky

Se uwnitf bunélk, v cyvtoplazm &
jadro
kap. 8.5.2

Se na bun&én¥ch membrinich

bunécnd stéma
kap. §.5.3
Se na bilkovinnych

strulktturach

cytoplazmaticka membrina
cytoplazma

vakuola

Obr. 14 Struktura kvasinky a jednotlivasti, ve kterych byly stanoveny specie selenu
([52] c¢aste’ne doplreno a upraveno)

Podle gehledného postupu uvedeného na obréazcich 13A dyyBripraveny jednotlivé
vzorky z nakultivovanych kvasinek.

Vzorky z kvasinek obohacenych anorganickou formekerss byly po zmrazeni ususSeny
pii 105 °C do konstantni teploty v suS&rnZ kazdého usuSeného vzorku s rozdilnou
koncentraci selenu, ktera byla vioZzena do kuitiao meédia, bylo navazeno mnoZzZstvi
1000410 mg a néasledrsmichano s 10 ml fosfatoveho pufru a skigmi kulickami. Takto
piipravena sms byla dezintegrovana na vortexu 3-krat 20 minutziBtegrované hiky
kvasinek jsou zobrazeny na obr. 15.
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Obr. 15 Buky kvasinek po' dezintegraci na vortexu

Je Zejmé, Ze po pouziti sklenych kulcek a msobenim vortexu doSlo dast&énému
rozbiti burgk.

Dezintegrované kvasinky byly odstény pii 3000 rpm po dobu 15 minut. Byl ziskan
supernatant (vzorek A), ktery obsahoval organiakéni/ specii selenu (selenomethionin)
v cytoplazné a uvnit burgk. Sediment byl dale zpracovavan. K sedimentu lkpfidano
10 ml fosfatového pufru a 40 mg enzymu Proteaza. Xpravend srés byla protepavana
pii 200 rpm po dobu 24 hodin za pouZiti mechanidie@paky. Teplota po celou dobu
protrepavani byla udrzovana na 37 °C. Poté bylaissmdsteckna po dobu 15 minut
pii 3000 rpm. Odsediny sediment (vzorek B) byl zmineralizovan &nkyseliny duginé
(5 ml 65%) s peroxidem vodiku (2 ml¥idaboratorni teplat Sediment obsahoval pouze
anorganické formy selenu (sel&tan) vazané v bugnych membranach. Druhd ofistna
cast, supernatant (vzorek C), byla dekantovana iefiltpovana ges 0,45 mm Afiltr.
V supernatantu byly iftomny organické formy selenu (selenomethionin)akét nepatrné
mnoZstvi anorganické formy selenu (setdéan).

Koncentrace standardnich roziokpro sestrojeni kalibtaich zavislosti uvedenych
v grafech 3 az 6 byly 250 pd,l 500 pgt, 750 pgta 1000 pgl. Tabulky obsahujici
hodnoty, ze kterych byly grafy sestrojeny, jsoudemy v gilohach 2-5. Kazdy kalibtai
roztok byl tikrat proneien. Kalibr&ni zavislosti byly sestrojeny jednak pro plochu ik
a také pro vysku piku. Pro vyget jednotlivych mnozZstvi specii ve vzorcich bylebrgna
kalibratni zavislost koncentrace na plose piku.
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Graf 4 Kalibraini zavislost pro L-selenomethionin
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Graf 6 Kalibrani zavislost pro L-selenomethionin

52




Chromatogramy standardnich kalitméch roztok S€” a SelLMet nstenych gi raznych

koncentracich jsou uvedeny v grafech 7 a 8.
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Graf 7 Chromatogram standardnich rozidelenéitanu
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Graf 8 Chromatogram standardnich rozidkselenomethioninu
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8.4.1 Analyza specii selenu navazanych uvritounék

Ve vzorku A, kde byly specie selenu identifikovaaynitt burtk a v cytoplasm, se
nachazely pouze organické formy selenu (selenoomwth). Vzorky byly analyzovany
ve trech paralelnich stanovenich.
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]
0,08 r‘,

Koncentrace SeLMet [mg/l]

O T T T T T 1
0 20 40 60 30 100 120
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Graf 9 Zavislost koncentraceigané anorganické formy selenu ke kvasinkam a kznik
organické formy selenomethioninu uyrtirek a v cytoplazin

Zgrafu 9 je rejmé, Ze se vastajici koncentraci anorganické formy seleriidgné
ke kvasinkdm se koncentrace vzniklé organické fosmlenu (zde selenomethionin) dale
nezvySuje. Uvedena zavislost je tedy lineartklRdy chromatografh stanovovanych
vzorka jsou uvedeny v grafech 10 a 11.

MnoZstvi selenomethioninu ve vzorcich se pohybovaloozmezi 0,090 mg'
az 0,108 mg}. Vysledky zastoupeni organické formy selenu v ¢efiych vzorcich
kvasinek jsou shrnuty v Tab. 7.

Tab. 7 Zastoupeni selenomethioninu uMmitrek a v cytoplasi

'6:) Koncentrace s [mg/1] RSD [%]
S Specie [ma/l]

> 1 2 3 Primér

1 Sel.Met 0,090 0,101 0,078 0,090 0,011 12
2 SelLMet 0,076 0,103 0,062 0,081 0,021 25
3 SelLMet 0,072 0,156 0,079 0,102 0,046 45
4  SelLMet 0,106 0,111 0,108 0,108 0,002 2
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Graf 11 Chromatogram stanovovaného vzorku (spslenu uvnitburek a v cytoplaze)
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8.4.2 Analyza specii selenu navazanych na bé&®nou membranu

V dalSi¢asti kvasinek (vzorek B), a to v biimé membra&byla zjiS€na giitomnost pouze
anorganickeé formy selenu (sel&itan).
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Graf 12 ZAavislost koncentraceriggané anorganické formy selenu ke kvasinkdm
a anorganické formy $ena buriénych membranach

Z uvedeného grafu 12 vyplyva, Ze s rostouci komeentgidavané anorganické formy
selenu ke kvasinkam dochazi ke zvySovani koncemtranorganické formy selenu
(selentitan) uvnit kvasinek. Uvedena zavislost neni linearni, a progvyssi pouzita
koncentrace 100 m@.l Se pidavana ke kvasinkdm iBe zmisobit zpomaleni sorpce
anorganické formy selenu do kvasinek. D& sedpokladat, Ze takto vysokd koncentrace
muze na kvasinky {sobit stresog.

V této casti byl k extrakci pouzit enzym Proteaza XIViiklady chromatogran
analyzovanych vzoik jsou uvedeny v grafech 13 a 14. Koncentrac¥ 8analyzovanych
vzorcich se pohybovala od 0,044 ritgdo 1,247 mgt.

Vysledky zastoupeni anorganické formy selenu ($&tan) jsou pehled@ uvedeny
v Tab. 8.

Tab. 8 Zastoupeni seléitanu navazaného na b&dnych membranach

_;1:9 Koncentrace s [mg/l] RSD [%]
S Specie [ma/l]

> 1 2 3 Pramér

1 s¥ 0,045 0,043 0,044 0,044 0,001 2
2 s 0,427 0,327 0,362 0,373 0,051 13
3 s& 0,585 0,597 0,466 0,549 0,072 13
4 s 1,089 1,379 1,272 1,247 0,146 11
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Graf 13 Chromatogram stanovovaného vzorku (speeilenu navazané na hiné
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8.4.3 Analyza specii selenu navazanych na bilkovinné stktury

Ve ftreti ¢asti kvasinek (vzorek C), tedy v bilkovinnych studéch podrobenych enzymu
Proteaza XIV byly identifikovany organické formyleseu (selenomethionin) a také nepatrné
koncentrace anorganické formy selenu (séltm).
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Graf 15 Zavislost koncentracefigané anorganické formy selenu ke kvasinkam a kznik
organické formy selenu selenomethioninu navazanéHuilkovinné struktury

Z vySe uvedeného grafu 15 je patrné, #eppstupném zvySovani koncentra¢idavané
anorganické formy selenu ke kvasinkdm se zvySujecéwotrace vzniklé organické formy
selenu (selenomethionin) uvinkvasinek. V tétaiasti byl pouzit k extrakci enzym Proteaza
XIV. Piiklady chromatografnstanovovanych vzotkjsou uvedeny v grafech 16 a 17.

V tabulce 9 jsou shrnuty vysledky zastoupeni omgamh forem selenu navazanych
na bilkovinné struktury v kvasinkach.

Tab. 9 Zastoupeni selenomethioninu v bilkovinmspakturach

_;1:9 Koncentrace s [mg/l] RSD [%]
S Specie [ma/l]

> 1 2 3 Priimer

1 SelLMet 0,119 0,119 0,119 0,119 0,001 0,3
2 SelLMet 0,148 0,203 0,213 0,188 0,035 18,6
3 SelLMet 0,465 0,606 0,825 0,632 0,181 28,6
4 SelLMet 0,809 0,853 0,798 0,820 0,028 3,5
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9 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo stanoveni jednotlivypledi selenu v kvasinkach, které byly
kultivovany v médiu sijidavkem selenu. Kultivace probihala s koncentracermimg.*;
1,0 mg.1%; 10,0 mgt a 100,0 mg} anorganické formy selenu (selétan sodny). SloZeni
kultivacniho média, kultivéeni podminky a rozmezi koncentraci selenu bylevpato
z odborného ¢lanku cit. [45]. Speciani analyza byla provedena ve vSeclstech
extrahovanych kvasinek.

Priznivé &inky selenu na lidsky organismus jsou zavislé nanckatraci selenu
a na chemické fortn ve které se selen nachazi. Na chemické dpme které je selen
piitomen nagiklad v potravnich dogkich, je zavisla jeho nutmi dostupnost. Organické
formy selenu se vtravicim traktu resorbuji az 2®@ktivnim transportem, zatimco
anorganické formy selenu se resorbuji pasiv®elenovy potravinovy doptk poskytuje
selen v anorganické formjako selenit nebo selenat nebo v organické &wod chelal
az pocisty L-selenomethionin. Selen v organické férja &inngjSi nez anorganicky selen,
protoze hlavni sloZzka organického selenu je seletioionin, ktery se skladuje ¥lésném
proteinu aje podle piby k dispozici. Spravné selenové kvasinkové produlsou
zalozeny na specifickych kmenech kvasinek kultivijwdn v prostedi s vysokym obsahem
selenu. Selenové kvasinky koncentruji selerfiopené fornd, ktera je snadno stravitelna,
absorbovana, metabolizovana a ukladana.

V diplomové praci bylo prokadzano, zZe ptidavku anorganické formy selenu (seéitain
sodny) ke kvasinkam aipobenim metabolismuigmény u kvasinek, doslo ke vzniku
organické formy selenu (selenomethionin) ut/kitasinek.

Pro specigni analyzu selenu bylo pouZzito spojeni metod HPLCH@-AFS. Byla
provadna optimalizace pH mobilni faze v rozmezi hodnot §@-6,8. Jako nejvhodsi
bylo vyhodnoceno pH 6,4, kdy doslo k uplnému #bedi piki vSech stanovovanych specii.
Podminky néfeni jednotlivych specii natistroji HG-AFS byly gevzaty z manualuifstroje
Millenium Excalibur a nebyla provéda optimalizace.

Po kultivaci bylo zniteno celkové mnozstvi selenu v adskéném kultiv&nim médiu
(supernatant). Bylo zji&ho, Ze sorpce selenu do kvasinek se pohybuje &bib.

Sediment (odgedné kvasinky oddené od kultivéniho média) byl zamrazen na -24 °C.
Pfred navazenim byl sediment ususén1p5°C do konstantni teploty. Navdzené mnozstvi
kvasinek bylo extrahovano fosfatovym pufrem a enaynProteaza XIV. Specie selenu byly
stanoveny ve vSealastech extrahovanych kvasinek.

V prvni ¢asti, tedy supernatantu (vzorek A), po dezinteghaoik byla identifikovana
organicka forma selenu (selenomethionin). Konceetrgistné organické formy selenu se
pohybovala od 0,090 mg.ldo 0,108 mgt. Bylo zjistno, 7e se viistajici koncentraci
piidavané anorganické formy selenu ke kvasinkam sevySaje koncentrace vzniklé
organickeé formy uvnitburek a v cytoplazm kvasinek.

Druha c¢ast, tedy sediment (vzorek B), po dezintegraci,raéxi Proteazou XIV
a mineralizaci obsahovala pouze anorganické forngjensi (seleitan). MnoZstvi
selenéitanu bylo v rozmezi 0,044 md.bZ 1,247 mg.
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Ve treti ¢asti z kvasinek v supernantantu (vzorek C) bylyidi&ovany organické formy
selenu navazané na bilkovinné strukturyddagch membran, extrahované pomoci Proteazy
XIV. Tato frakce obsahovala organické formy seléselenomethionin) a nepatrné mnoZzstvi
anorganické formy selenu (sel&tan). Stanovené koncentrace organické formy selenu
selenomethioninu se pohybovaly od 0,119 thdd 0,820 mgt.

Stanovenim chemickych forem selenu v kvasinkachijvikwanych v médiu sifidavkem
selenu se zabyvalo mnoho studii a vyzkumvsak malo je znamo o metabolisnitarpiny
a lokalizaci organickych specii v kvasinkach. TagitAce je pilotni studii a zabyva se
vyskytem anorganickych forem selerdii organickych forem selenu viznych ¢astech
kvasinek. Pedmétem dalSich analyz v navaznosti na tuto préaci mtgomohl byt vyzkum
metabolismu femeny anorganické formy selenu na organickou formarsel
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11 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAS
AFS
CCP
CZE MS/MS

CZE-ICP-MS

DCP
ECD
EDTA

El

ETA
ETAAS
FI

FID

GC

GC AAS
GC-MIP-AES

GHAAS
GHAFS

HG

HPLC
HPLC-HG-AFS

HPLC-ICP-MS

ICP

ICP AES
ICP AFS
ICP MS
ICP OES
IUPAC
LC

MIP
MFS
OES
PMSF
QCAAS
SDS
TMAH

Atomovéa absorni spektrometrie

Atomova fluoresceni spektrometrie

Excitace v kapacitrvazaném plazmatu

Kapilarni zénova elektroforéza a tandeabmotnostni spektrometrie
s elektrozmlzovéem

Kapilarni zonova elektroforéza s hmotnbspektrometrii s induke
vazanym plazmatem

Rimé-aktualni plazma

Detektor elektronového zachytu

Ethylendiamintetraoctova kyselina

Elektronova ionizace

Elektrotermicka atomizace

Atomova absofmi spektrometrie s elektrotermickou atomizaci
Pritokova injekni analyza

Plamenova ionizace

Plynova chromatografie

Plynova chromatografie s atomovou ab&oirgpektrometrii

Plynova chromatografie s atomovou emsgektrometrii s mikrovinh
vazanym plazmatem

Atomova absokmi spektrometrie s generaci hydrid

Atomova fluoresceéni spektrometrie s generaci hydrid

Generace hydnid

Vysokodinna kapalinova chromatografie

Vysokotinna kapalinova chromatografie s atomovou fluore&tie
spektrometrii s generaci hydiid

Vysokodinna kapalinova chromatografie s hmotnostni spekétai
s generaci hydrid

Indulkéné vazané plazma

Atomova emisni spektrometrie s inchikvazanym plazmatem
Atomova fluoresceéni spektrometrie s inddké vazanym plazmatem
Hmotnostni spektrometrie s indo& vazanym plazmatem

Opticka emisni spektrometrie s inthdkvazanym plazmatem
Mezinarodni spojeristé a aplikované chemie

Kapalinova chromatografie

Mikrovinami indukované plazma

Molekularni fluorescemi spektrometrie

Opticka emisni spektrometrie

Fenylmethylsulfonyl fluorid

Atomova absoftmi spektrometrie sikmennou celou

Dodecyl sulfat sodny
Tetramethylamonnium hydroxid
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13 PRILOHY

Priloha 1 Hodnoty kalibreni zavislosti pro stanoveni celkového selenu mett@dp MS

Koncentrace Intenzita
[Lg/1] 1 2 3 pimer o0 MVl RSD (%]
0 0 0 0 0 0 0
10 1815,18 1917,20 1900,19 1877,52 54,66 2,91
50 9123,57 9203,65 9092,54 9139,92 57,33 0,62
100 18458,72 18353,50 18427,65 18413,29 54,06 0,29
200 35951,95 35494,15 36254,14 35900,08 382,64 1,06
Priloha 2 Hodnoty kalibréni zavislosti pro seleditan sodny (plocha piku)
Koncentrace Plocha piku [mV.s] SD [mV.s] RSD[%]
[ug/l] 1 2 3 Primér ]
250 1574,74 1898,84 1949,60 1807,72 203,36 11,25
500 3522,91 3610,58 3816,36 3649,95 150,63 4,13
750 5202,95 5392,06 5309,97 5301,66 94,82 1,79
1000 5853,39 7164,85 6665,09 6561,11 661,88 10,09
Priloha 3 Hodnoty kalibrani zavislosti pro L-selenomethionin (plocha piku)
Koncentrace Plocha piku [mV.s] SD [mV.s] RSD[%]
[ug/l] 1 2 3 Primér ]
250 1423,85 1937,01 1883,05 1747,97 281,99 16,13
500 2388,08 2548,38 2412,30 2449,59 86,41 3,53
750 3348,98 3343,79 3390,66 3361,14 25,69 0,76
1000 4545,70 4770,21 5184,01 4833,31 323,79 6,69
Priloha 4 Hodnoty kalibrani zavislosti pro seledtan sodny (vysSka piku)
Koncentrace Vyska piku [mV]
g/l 1 > 3 PrmEr SD [mV.s] RSD[%]
250 25,07 30,77 31,63 29,16 3,56 12,22
500 52,98 55,62 57,11 55,23 2,09 3,78
750 68,47 69,26 64,84 67,52 2,35 3,49
1000 69,36 85,78 88,66 81,27 10,41 12,81
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Priloha 5

Hodnoty kalibréni zavislosti pro L-selenomethionin (vySka piku)

Koncentrace Vyska piku [mV]

[ug/l] 1 2 3 Pramér SD[mV.s] RSD[%]
250 12,15 13,21 14,83 13,40 1,35 10,07
500 18,38 17,41 19,52 18,44 1,05 5,71
750 26,11 26,49 25,05 25,89 0,74 2,89
1000 28,69 32,19 35,50 32,13 3,40 10,60
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