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Uvod

Selen je esencialni stopovy prvek, ktery hraje
v lidském organismu fadu dilezitych roli, uplatiuje se
zejména pii syntéze thyroidnich hormont, regulaci antio-
xidacnich procest, produkci prostaglandini a podpote
rustu a plodnosti. Je napt. dulezitou slozkou antioxida¢ni-
ho enzymu glutathionperoxidasy, enzymu jodothyroninde-
jodas a proteind, jako je tfeba dulezity selenoprotein W,
jehoz nedostatek v kombinaci s nedostatkem vitaminu E
miize vést k svalové degeneraci'. Rada nejenom selenopro-
teind, ale i nizkomolekuldrnich latek obsahujicich selen,
jako je napf. aminokyselina Se-methylselenocystein, ma
protirakovinotvorné uginky?.

Ceska republika patii mezi oblasti s nedostatkem sele-
nu, coz je dano predevsim slozenim geologického podlozi
a omezenym piechodem selenu z piidy do rostlin a nasled-
né do zvifecich i lidskych organismil. Prokazala to tada
studii zabyvajicich se obsahem selenu v krvi ¢i svaloviné
jak divokych® nebo hospodatskych®® pasoucich se zvifat,
tak i 1idi®’. Ve viech téchto studiich byla prokazéana snize-
na hladina selenu. Tuto nepfiznivou situaci lze fesit fortifi-
kaci potravniho fetézce selenem. Jednou z rostlin, ktera
dobfe selen pfijima po foliarni aplikaci, je fepka olejka
(Brassica napus L.). V semenech fepky je selen koncen-
trovan v neolejnaté frakci® a odtuéndny fepkovy Srot
(ORS), ktery je odpadem z vyroby fepkového oleje, pak
muze byt nasledné vyuzit jako krmivo hospodatskych zvi-
fat. V minulosti bylo jiz napf. prokazéano, ze takovato sele-
nem obohacena dieta vedla ke zvySeni hladiny selenu
v krvi krav’.

Pouha  znalost celkové  koncentrace  prvku
v biologickych materidlech neni pro vyhodnoceni jejich
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ucinku dostatecna, je potieba znat také distribuci mezi
jednotlivé vazebné formy — specie'’. Data o koncentraci
jednotlivych specii se ziskavaji v procesu speciacni analy-
zy'!, ktera se obvykle provadi spojenim separa¢nich metod
a metod stopové prvkové analyzy'’. Nejastdji, a to
1 v pfipadé speciacni analyzy selenu, se jednd o kombinaci
kapalinové chromatografie (LC) s hmotnostni spektrome-
trii s indukén& vazanym plazmatem (ICP/MS)". Specia¢ni
analyza selenu se nej€astéji provadi na Grovni jednotlivych
selenoaminokyselin a dalSich nizkomolekularnich latek:
selenicitan (Se(IV)), selenan (Se(VI)), selenomethionin
(SeMet), selenocystin (SeCys,), Se-methylselenocystein
(MeSeClys) a dalsi, které se do roztoku uvolni enzymatic-
kou hydrolyzou nespecifickymi proteasami'*?'. Separace
téchto latek se provadi pomoci riznych méda LC, a to
zejména iontové vymeénné chromatografie'*'®** a chroma-
tografie na obracenych fazich (RPC)" "%,

Cilem naseho vyzkumu bylo pfipravit a ovérit meto-
diku speciacni analyzy selenu pro plénovany rozsahly vy-
zkum fortifikace fepky olejky selenem a nasledné vyuziti
ORS jako krmiva hospodaiskych zvitat. Zakladem této
metodiky jsou naSe predchozi uspé$né experimenty ve
speciacni analyze metabolitl selenu v lidské moci pomoci
spojeni ICP/MS a RPC (cit.2*). ProtoZe specie selenu obsa-
zené v rostlinnych materidlech se Castecné lisi od specii
obsazenych v moc¢i, bylo nutno ovéfit a pfipadné modifi-
kovat slozeni mobilni faze pro chromatografické déleni
a ovefit zakladni parametry detekce. Vyvinuta metodika
byla nasledng& aplikovana na vzorky ORS z prvnich pred-
béznych pokusu fortifikace fepky olejky selenem.

Experimentalni ¢ast
Ptistroje a zafizeni

Meéteni metodou hmotnostni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem byla realizovdna na spektrometru
Elan DRC-¢ (PerkinElmer, Concord, Kanada), vybaveném
koncentrickym zmlZovacem s cyklonickou mlZznou komo-
rou a reakéni kolizni celou (DRC) pro eliminaci spektral-
nich interferenci. Separace specii selenu probihala techni-
kou HPLC a aparatura se skladala z vysokotlaké pumpy
(Series 200, PerkinElmer, USA), injektoru Rheodyne 9010
vybaveného 50 pl davkovaci smyckou a kolonou RP-C18
(Purosphere Star-C18, 250 x 4,6 mm, 5 pm, Merck, Da-
rmstadt, SRN). Rozklad vzorkl pro stanoveni celkového
obsahu selenu se provadél v mikrovinném mineralizaénim
zatizeni Uniclever BMI-Z (Plazmatronika, Wroclaw, Pol-
sko). K Upravé pH mobilni fize byl pouzit digitalni
pH metr pHO2 (Labio, Praha, CR).

* Jifi Balan tuto praci aspésné prezentoval na soutézi O cenu firmy Merck 2013 za nejlepsi studentskou védeckou praci v

oboru analyticka chemie.
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Reagencie a zdkladni roztoky

Pro stanoveni celkové koncentrace selenu byl pouZit
zékladni kalibraéni roztok 1000 + 2 mg "' Se (Analytika
Praha spol. s r.0., CR), k ptipravé roztokii vnitiniho stan-
dardu byl pouzit zékladni roztok 1000 + 2 mg 1" Ge
(Merck). Kalibra¢ni roztoky specii selenu byly pfipraveny
ze selenomethioninu (min. 99%), selenocystinu (min.
98%), Se-methylselenocysteinu (min. 99%), seleniCitanu
sodného (BioReagent) a selenanu sodného (BioXtra), vse
Sigma-Aldrich (Steinheim, SRN).

Slozeni mobilni faze pro chromatografickou separaci
specii selenu bylo nasledujici: 5 mmol 1" 1-butansulfonan
sodny (min. 99%, Merck), 4 mmol 1" kyselina malonova
(pro syntézu, Merck), 16 mmol I"' hydroxid tetramethyla-
monia (min. 99%, Sigma), 1 % (v/v) methanol (Uvasol,
Merck) a 100 pg I'' Ge (vnitini standard). Vysledné pH
bylo nastaveno ptidavky Kkyseliny chlorovodikové
(Suprapur, Merck).

Dalsi pouzivané chemikalie byly kyselina dusi¢na
(Suprapur, Merck), proteasa XIV (Sigma), tris
(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) (Merck) a petrolether
(p.a., Lach-Ner, Neratovice, CR). Vsechny roztoky byly
pfipraveny v deionizované vod¢ (Millipore, Bedford,
USA).

Postupy

Stanoveni celkového obsahu selenu bylo provadéno
po rozkladu vzorkii v mikrovinném rozkladném zatizeni.

Tabulka I
Podminky stanoveni Se metodou ICP-MS

Cena Merck

Do 110 ml teflonové rozkladné nadobky se navazilo 0,5—
0,6 g ORS a rozkladalo se s 3 ml konc. HNO; po dobu
10 min a mineralizat se prevedl do 25ml odmérné banky.
Meéteni metodou ICP/MS probihalo za podminek uvede-
nych v tab. I. Kalibra¢ni roztoky (0, 10 az 20 pg I"" Se)
1 vzorky obsahovaly vnitfni standard Ge o koncentraci
100 pg 1.

Speciacni analyza selenu byla provadéna po enzyma-
tické hydrolyze. K navazce 0,5-0,6 g ORS se piidalo
50 mg proteasy XIV a 10 ml pufru Tris-HCl
(c =20 mmol 1", pH 7.5). Extrakce probihala za intenziv-
niho tfepani pti 37 °C po dobu 24 h. Suspenze byla nasled-
n¢ odstiedéna pii 14 000 ot/min a supernatant byl piefiltro-
van pies nylonovy filtr s primérem filtracnich p6ra 0,45 um.
Objem nastiiku vzorku pro chromatografickou separaci byl
50 upl, pratok mobilni faze byl 1 ml min'. Vystup
z chromatografické kolony byl pfipojen do zmlzovace
ICP/MS, ktery slouzil jako prvkove specificky detektor.
Podminky detekce jsou uvedeny v tab. I.

Vzorky

Pro pokusy byly vybrany dva kultivary fepky olejky,
které byly péstovany v bramboréaiské oblasti Humpolec.
Jednalo se o odrudu Sitro (stfedné rana hybridni odrida
s vysokym vynosem semen i v chladnégjSich oblastech, az
5 t semen z 1 ha, vhodna pro intenzivni agrotechniku)
a odradu NK Oktans (polopozdni odrida s vysokym vyno-
sem semen i oleje a dobrou odolnosti vii€i ¢erni fepkové
a sclerotinové hnilob&)®. Ve vegetaéni fazi dlouZivého

Parametr

Stanoveni celkového obsahu Speciacni analyza

Obecné parametry
pritok Ar zamlzovagem, | min™
pritok plazmového Ar, 1 min’
pritok pomocného Ar, I min™'
ptikon do plazmatu, W
napéti na ¢oc¢kach
rezim mefeni
sledované nuklidy
Parametry DRC
pritok reakéniho plynu (CHy), 1 min™
RPa
RPq
Casovant méreni
trvani jednoho scanu (Dwell/Time), ms/nuklid
pocet scanil na odecet (Sweep/Reeding)
pocet odectli na opakovani (Reeding/Replicate)
Pocet opakovani (Replicates)
celkova doba méfenti, s

0,78-0,82 (vzdy optimalizovano)
11

1

1400

rezim Autolens

odecet na vrcholu piku

805, MGe
0,6

0

0,15

50 50
10 10

1 1000
20 1

20 1000
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ristu byl proveden postiik rostlin seleni¢itanem sodnym
v davce 50 g/ha Se. Soubézné s tim byly péstovany kon-
trolni rostliny bez postfiku. Pfed speciacni analyzou byl ze
semen pfipraven ORS: semena byla rozmélnéna
v nozovém mixeru a odtu¢néna v Soxhletové extraktoru za
pouziti petroletheru jako extrakéniho ¢inidla po dobu 4 h.
Poté byl ORS vysusen pti 105 °C po dobu 2 h.

Vysledky a diskuse
Chromatografickd separace

Vychozi slozeni mobilni faze 2,5 mmol 1" 1-butan-
sulfonan sodny, 8 mmol 1" TMAH, 4 mmol 1" kyselina
malonova, 0,05 % (v/v) methanol, které slouzilo jako za-
klad pro optimalizaci, bylo pfevzato ze studie zabyvajici se
speciaéni analyzou selenu v lidské mogi**. Prvnim optima-
lizovanym parametrem byla hodnota pH. Béhem analyz
byl separovan roztok obsahujici smés Se(VI), Se(IV),
SeCys,, MeSeCys a SeMet o koncentraci kazdé specie
odpovidajici 50 ug I"' Se a hodnota pH mobilni fize se
postupné meénila v rozmezi 3—7. Kritériem optimalizace
bylo chromatografické rozliSeni dvou po sobé eluovanych
slozek. Vysledky experimentl jsou uvedeny v tab. IL
Obr. 1 ukazuje chromatogram pfi zvolené optimalni hod-
noté pH 5. Pfi této hodnoté¢ pH mobilni faze dochazi i
k nejlepsi mozné separaci Se(IV) a Se(VI), kterd vSak
piesto bohuzel neni dokonala. VSechna nasledujici méteni
byla provadéna pii hodnoté pH 5.

Dalsim optimalizovanym parametrem byl obsah me-
thanolu v mobilni fazi. Pfitomnost methanolu v mobilni
fazi zvySuje v RPC elucni schopnost. Bez jeho ptitomnosti
v mobilni fazi dochazi ke zborceni alkylového fetézce
vazaného na silanolové skupiny silikagelu a tim ke zhorse-
ni separacnich vlastnosti kolony. Vysoky obsah methanolu
ale na druhou stranu snizuje stabilitu plazmatu v ICP/MS.
Z divodu lepsiho rozkladu methanolu v plazmatu byl pou-
zit relativné vysoky ptikon 1400 W a byl testovan rozsah
koncentraci od puvodnich 0,05 % do 1,5 % (v/v). V tomto
rozmezi neméla koncentrace methanolu vliv na rozliSeni
jednotlivych specii, méla vSak vliv na citlivost méteni.
Nejvyssi citlivosti bylo dosazeno pii koncentraci 1 % (v/v).
Tato koncentrace byla pouzita i ve vSech nasledujicich
méfenich. Stejné tak na rozliSeni specii nemélo vliv ani

Cena Merck

zvySeni koncentrace iontové-parovych cinidel, ktera maji
za tkol vazat disociované molekuly do formy, ktera ve
vodném prostfedi nenese naboj. Pivodni prevzaté koncen-
trace 2,5 mmol 1" 1-butansulfonitu sodného (kation-
aktivniho &inidla) a 4 mmol "' hydroxidu tetramethylamo-
nia (anionaktivniho ¢inidla) byly zdvojnasobeny, coz se
projevilo opét pouze zvysenim citlivosti. Dalsi zvySovani
koncentrace nebylo testovano z diivodu vysoké koncentra-
ce soli v mobilni fazi, kterd ma opét negativni dopad na
stabilitu plazmatu hmotnostniho spektrometru.

Témito experimenty bylo nalezeno optimalni slozeni
mobilni faze pro separaci specii selenu a vesSkera dalsi
mefeni byla provedena za pouziti této mobilni faze o ko-
neéném sloZeni: 5 mmol 1" 1-butansulfonitu sodného,
16 mmol I"' TMAH, 4 mmol I'" kyseliny malonové, 1 %
(v/v) methanolu a 100 ug I'' Ge (IS).

Detekce
Cilem vyzkumu bylo maximélni mozné zjednoduSeni

postupu kalibrace jak v poctu analyzovanych vzorku, tak
1 v poctu analyzovanych specii. Bylo tedy nutné ovéfit jak
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Obr. 1. Chromatograficka separace specii selenu, pH mobilni
faze 5, 1 — Se(VI), 2 — Se(VI), 3 — SeCys,, 4 — MeSeCys, 5 —
SeMet

Tabulka II
Vliv pH mobilni faze na chromatografickou separaci specii selenu
Separované slozky Rozliseni (Rg)
pH3 pH 4 pHS5 pH6 pH7
Se(VD)-Se(1V) nerozliSené 0,69 0,92 0,92 0,89
Se(IV)- SeCys, 0,52 0,86 0,87 0,87 0,96
SeCys,- MeSeCys 2,52 2,16 2,21 2,21 2,00
MeSeCys-SeMet 6,79 4,25 4,38 4,38 3,89
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linearitu, tak shodu smérnic pro vSechny specie, jejichz
vyskyt lze ve vzorcich predpokladat. Pozadavek na shod-
nou citlivost méfeni pro rizné specie metodou ICP/MS se
muze zdat samoziejmy, av§ak v piipad¢ sloucenin selenu
obsahujicich skupinu —SeH mtize béhem transportu vzor-
ku do plazmatu dojit ke vzniku plynného selanu, jehoz
pfenos do plazmatu je G¢inngjsi, neZ je tomu v pripadé
iontovych sloucenin. Linearita odezvy detektoru byla testo-
véna v rozsahu koncentraci specii odpovidajici 0-40 ug I''
Se (pét koncentracnich hladin 5, 10, 20, 30 a 40 pg I Se,
kazdy roztok analyzovan tfikrat). Aby se zabranilo zkres-
leni vysledkl zpiisobenému ¢aste¢nym piekryvem pikd Se
(IV) s Se(VI), byl roztok seleniCitanu analyzovan samo-
statng, ostatni specie byly analyzovany ve smési. Priklady
chromatogramt jsou uvedeny na obr. 2. Kalibra¢ni piimky
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pro jednotlivé specie byly sestrojeny jako zévislost plochy
piku signalu Se vztazeného k signalu vnitiniho standardu
na koncentraci Se. Parametry regresnich zavislosti véetné
smérodatnych odchylek jsou uvedeny v tab. IIl. Linearita
zavislosti pro vSechny specie byla statisticky potvrzena
Mandelovym testem®. Z tabulky je také patrné, 7e pro
vSechny specie plati, ze interval spolehlivosti regresni
konstanty a (posun po ose y) a + 2-s(a) obsahuje nulu, tedy
ze vSechny kalibracni zavislosti prochazeji pocatkem.
Protoze Se(VI) je ze vSech testovanych specii selenu nej-
stabiln¢jsi, byly ostatni kalibracni pfimky porovnany praveé
s kalibra¢ni zavislosti naméfenou pro tuto specii. Pomoci
testu shody dvou regresnich zavislosti*” bylo potvrzeno, Ze
kalibraci roztokem selenanu lze pouzit i ke kvantifikaci
ostatnich specii.
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Obr. 2. Chromatogramy Kalibra&nich roztoki, 1 — Se(VI), 2 — Se(IV), 3 — SeCys,, 4 — MeSeCys, 5 — SeMet, postupné 5 ng ml™* Se, 10

ng ml™ Se, 20 ng mI™' Se, 30 ng ml™' Se a 40 ng ml™' Se
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Obr. 3. Chromatogramy roztoki pro stanoveni meze detekce, 1 — Se(VI), 2 — Se(IV), 3 — SeCys,, 4 — MeSeCys, 5 — SeMet
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Tabulka IIT
Parametry linearniho regresniho modelu kalibrace pro jednotlivé specie a meze detekce a stanovitelnosti
Parametr Se(VI) Se(IV) SeCys; MeSeCys SeMet
Posun a 0,00382 —-0,00031 0,00134 —-0,00021 0,00067
Smérnice b, dm’ Hg’l 0,01490 0,01455 0,01541 0,01431 0,01420
s(a) 0,00380 0,00190 0,00144 0,00142 0,00108
s(b) 0,00282 0,00218 0,00149 0,01256 0,00120
Mez detekcee, pg I Se 0,12 0,08 0,10 0,09 0,11
Mez stanovitelnosti, pg I Se 0,41 0,25 0,34 0,29 0,37
0,0030 0,0030
5
m A 2
8 8
Eo,oozo : 30,0020
ﬁ 2+3 uk;
= = 4
= 1 =
© 0,0010 | 5 U 90,0010 |
] ©
c c
=) =)
7] 7]
0,0000 . L . L 0,0000 L .
2 4 6 . .8 10
t [min] 2 6, (min® 10

Obr. 4. Chromatogramy extrakti ORS, odrtida NK Oktans, A — fortifikovany vzorek, B — kontrolni vzorek, 1 — Se(VI), 2-3 —Se(IV) +

SeCys,, 4 — MeSeCys, 5 — SeMet, U — neznama specie
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Obr. 5. Chromatogramy extraktii ORS, Sitro. A — fortifikovany vzorek, B — kontrolni vzorek, 1 — Se(VI), 2-3 — Se(IV) + SeCys,, 4 —
MeSeCys, 5 — SeMet, U — neznama specie
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Meze detekce a stanovitelnosti byly pro jednotlivé
specie odhadnuty z variability naméfenych ploch pikt
v chromatogramu roztoku obsahujici specie selenu na vel-
mi nizké koncentraéni arovni odpovidajici cca 0,2 ug 1"
Se, pfi¢emz roztok Se(IV) byl z diivodu nedokonalé sepa-
race specii pfipraven a analyzovan opét samostatné. Mez
detekce byla odhadnuta jako trojnasobek a mez stanovitel-
nosti jako desetindsobek smeérodatné odchylky (n=10)
ziskanych ploch. Priklad chromatografické separace téchto
roztoku je na obr. 3. Z vysledku (viz tab. III) 1ze konstato-
vat, ze meze detekce a stanovitelnosti jednotlivych specii
se navzajem piili§ nelisi a lezi na urovni 0,1 pg I Se az
0,3 gl Se.

Analyza redlnych vzorka

Ovéfena metodika byla aplikovana na realné vzorky
semen dvou odrid fepky olejky. Zakladni charakteristiky
sklizenych semen a celkovy obsah Se v ORS jsou uvedeny
v tab. IV. Je patrné, Ze v piipadé obou odrid doslo
k vyznamnému (cca Sestindsobnému) navyseni obsahu Se
v ORS, to znamend, Ze Se piijaty listy byl transportovan aZ
do reproduk¢nich organt rostlin — semen. Pomoci Studen-
tova testu (o = 0,05) bylo prokazano, ze v obou kontrol-
nich vzorcich je obsah Se nerozliSitelny. Na druhou stranu
tento test ukazal, Ze u odridy Sitro doslo k vy$§imu na-

Cena Merck

ristu obsahu Se po aplikaci postiiku, nez u odridy
NK Oktans. Neméné zajimavym faktem je také to, ze
v pfipadé odrudy Sitro byl nérist obsahu selenu doprova-
zen vyznamnym snizenim olejnatosti semen. Tento jev
zaslouzi dalsi vyzkum, protoze zlepSeni kvality ORS je
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0,0020 |
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Signal ICM-MS [(3°Se)/I(7‘Ge)

0,0000

2 4 6 8 10
t. [min]

Obr. 6. Chromatogram specii obsaZenych ve slepém stanoveni,
1 —Se(VI), 4 — MeSeCys, 5 — SeMet

Tabulka IV

Zakladni parametry zkoumanych semen fepky olejky

Odriida Olejnatost * [% m/m] Vlhkost * [% m/m] Se’[ugg']
NK Oktans, kontrolni vzorek 49,7 (s=0,8) 5,51 (s=0,04) 0,069 (s=0,018)
NK Oktans, fortifikovano 48,4 (s=0,7) 5,56 (s=0,06) 0,428 (s=0,028)
Sitro, kontrolni vzorek 57,2 (s=0,4) 5,25 (s=0,03) 0,082 (s=0,022)
Sitro, fortifikovano 51,4 (s=0,2) 5,89 (s=0,05) 0,528 (s=0,027)

. b A&
*Surova semena, - ORS

Tabulka V

Obsah specii selenu v enzymatickém extraktu vzorki ORS, vysledky jsou uvedené v pg g™ Se

Vzorek Se(VI) Se(IV)+SeCys,  MeSeCys SeMet neident. spec.
(t7=8,0 min)
NK Oktans, kontrolni vzorek nd.? nd.? nd.? 0,003 (s=0,002) n.d.*?
NK Oktans, fortifikovano 0,003 0,026 0,003 0,151 0,005
(s=0,001)  (s=0,006) (s=0,001)  (s=0,017) (s=0,001)
Sitro, kontrolni vzorek nd.? nd.? nd.? 0,007 (s=0,003) n.d.*?
Sitro, fortifikovano nd.? 0,026 0,012 0,143 0,006
(s=0,002) (s=0,002)  (s=0,002) (s=0,001)

"n.d. — signal neodliseny od slepého pokusu

261



Chem. Listy 108, 256-263 (2014)

zde bohuzel doprovazeno snizenim obsahu primarni pri-
myslové slozky — oleje.

V enzymatickém extraktu studovanych vzorkii ORS
byla provedena analyza uvolnénych selenosloucenin,
ukazky chromatogramii jsou na obr. 4 a 5. Soucasné
s analyzou vzorkl byla provadéna slepa analyza, protoze
se ukazalo, ze pouZitd protedza také obsahuje urcity podil
selenu, zejména ve form¢ SeMet, ¢astecné i Se(VI) a Me-
SeCys, viz obr. 6. Kontrolni vzorky obou odrid jsou cha-
rakteristické malou vytéZnosti enzymové extrakce na Girov-
ni 7-10 %. Tento Gdaj je v§ak znacn¢ zkreslen tim, Ze ana-
lyzované obsahy Se byly velice malé. V extraktu kontrol-
nich vzorkli byl nalezen pouze SeMet, obsah ostatnich
specii zustal neodliSen od slepého pokusu. V extraktu for-
tifikovaného ORS odriidy NK Oktans (vytéznost extrakce
43 %) byl nalezen zvySeny obsah Se(VI), Se(IV) a SeCys,
(z divodu Spatného chromatografického rozliseni je uva-
dén spolecény obsah téchto specii) a MeSeCys. Hlavnim
metabolitem je vSak SeMet. Kromée téchto specii byla nale-
zena 1 zatim neidentifikovana specie (fr = 8,0 min).
V extraktu fortifikovaného ORS (vytéznost extrakce 36 %)
nebyl nalezen Se(VI), obsah Se(IV) a SeCys,, SeMet
a neidentifikované specie (tg= 8,0 min) je podobny jako
v piipadé odridy NK Oktans, pouze obsah minoritni spe-
cie MeSeCys je statisticky vyznamné vyssi, nez v pripadé
odridy NK Oktans. Je tedy patrné, Ze obé odridy metabo-
lizovaly piijaty selenicitan podobnym zptsobem. Podrob-
néjsi vysledky speciaéni analyzy jsou uvedené v tab. V.

Zavér

Ceska republika patii mezi evropské zemé, ve kterych
jsou obsahy selenu v piidé velmi nizké. Jednou z moznos-
ti, jak zabranit deficitu selenu v lidském organismu, je
zarucCit vys§i obsah selenu v pfirozené stravé jejim oboha-
covanim. Pro zabezpeCeni vstupu selenu do sloucenin,
které jsou organismy dobfe pfijimané, je tfeba fortifikaci
zatadit na samy pocatek potravniho fetézce, tedy do rost-
lin. Pfi kontrole cesty selenu od aplikace na rostliny az po
konecné potravinarské produkty je tfeba sledovat nejenom
jeho celkovy obsah, ale i jeho distribuci mezi jednotlivé
slouCeniny — speciaci. Béhem naSich vyzkumi se podatilo
vyvinout a ovefit metodiku speciacni analyzy selenu
v rostlinnych materidlech zalozenou na spojeni kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii s indukcné
vazanym plazmatem. Jeji aplikace na produkt jednoho
z moznych zpusobd provedeni fortifikace potravniho fe-
tézce, odtucnény fepkovy Srot, prokazaly nejenom pieme-
nu selenicCitanu, ktery do fetézce vstupoval, na selenoami-
nokyseliny, pfevazn¢ na SeMet, ale také podobny metabo-
lismus selenu ve dvou sledovanych odriidach fepky.

Tato prace vznikla za podpory projektu GA CR
13-045808.
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J. Balan®, M. Vosmanska®, J. Szakova",
and O. Mestek® (“ Department of Analytical Chemistry,
Institute of Chemical Technology, Prague, ® Department of
Agroenvironmental Chemistry and Plant Nutrition, Czech
University of Life Sciences Prague): Speciation Analysis
of Selenium in the Defatted Rapeseed Meal

Se is an essential element. Scarce Se contents in food
can be remedied by supplementing Se in food and feed Se.
Oilseed rape is a suitable source of Se. The aim of our
work was optimization and verification of monitoring Se
speciation in plant materials. The methodology included
the release of Se compounds using a non-specific protease,
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separation of Se species by reverse phase chromatography.
The limit of detection ranged between 0.06-0.13 pg L™
Se and the limit of determination between 0.19 and
0.43 pg L' Se depending on the Se specie. The linearity
of calibration was confirmed in the range corresponding to
0-40 pg L' Se for each analyzed species. However, only
selenate solution was used for final quantification. The
method was applied to the samples of the defatted rape-
seed meal of the two plant varieties of rapeseed (Sitro, NK
Oktans), which were sprayed with a Na,SeO; solution. The
conversion of selenite mainly to selenomethionine was
confirmed.
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