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Uvod

Selen je nepostradatelny prvek pro lidsky organismus,
ponévadz chrani butiky proti oxida¢nimu poSkozeni a je
tim diilezity pfi prevenci nadorovych a kardiovaskularnich
onemocnéni. Pfi jeho nedostatku je zvySend pravdépodob-
nost vyskytu rakoviny, poskozeni imunity, poruchy funkce
$titné 7lazy, poskozeni reprodukéni funkce atd'. Zajima-
vym faktem tohoto prvku je tzké rozmezi mezi davkami
s priznivymi a toxickymi U€inky. Zatimco doporucend
denni davka je 55 pg selenu na den, intoxikace nastava jiz
pfi pfijmu 1000 pg/den a je doprovdzena poSkozenim ki-
ze, nehtd, vypadavanim vlasi, bolestmi hlavy, v horsich
piipadech edémem plic. Davka vyssi nez 5 mg kg™ je jiz
smrtelna’. Je proto velmi dileZité umét pomoci vhodnych
postupi sledovat zastoupeni a metabolismus selenu
v lidském organismu.

Celkové mnozstvi selenu obsazeného v lidském téle
lezi v rozmezi od 10 do 20 mg. Selen se dostava prostred-
nictvim krve do vSech tkani, pficemZ vice nez polovina
jeho celkového mnozstvi je ulozena v jatrech. Metabolic-
kymi pochody se vaZe do selenoproteindl, z nichZ nejzna-
m¢éjsi je glutathionperoxidasa (GPx), ktera katalyzuje oxi-
daci redukovaného glutathionu a prevadi peroxid vodiku
na vodu a alkoholy, ¢imz chrani buiiky pfed poskozenim.
Dalsi vyznamné selenoproteiny jsou trijodthyronindejoda-
sa, thyoreduxinreduktasa a selenoprotein P (cit.”).

Nadbyte¢né mnozstvi pfijmu selenu je z organismu
vyludovano prevazné moéi'. Agkoliv mechanismy, které
reguluji vylucovani metabolitti, nebyly dosud mnoho pro-
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zkoumany, vylu¢ovani moci je povazovano za hlavni me-
chanismus udrzujici konstantni hladinu selenu®. Dle re-
Sersni prace’ shrnujici vyzkumy v oblasti metabolismu
selenu byly v moci (lidské nebo krysi) nalezeny tyto specie
selenu: seleniCitan (Se(IV)), selenan (Se(VI)), methylsele-
nol, methylseleniditan, trimethylselenium (TMSe"), sele-
nomethionin  (SeMet), selenoglutathion, selenocystin
(SeCys,), selenoethionin (SeEt), selenocystein (SeCys),
methylselenomethionin, selenocystamin (SeCya), selenoa-
denosyl-methionin a selenocukry methyl-2-acetamido-2-
-deoxy-1-seleno- -D-glukopyranosa (selenocukr 1), me-
thyl-2-acetamido-2-deoxy-1-seleno-  -D-galaktopyranosa
(selenocukr 2) a methyl-2-amino-2-deoxy-1-seleno-3-D-
-glukopyranosa (selenocukr 3). Z tohoto seznamu byl
v lidské mo¢i nalezen v nejvyssi mite TMSe” (cit.”). Vztah
mezi TMSe" a dals§imi slouéeninami selenu neni dosud
jasny, ackoliv bylo zjisténo, Ze nadbytek selenomethioninu
podavany krysam vedl k metabolické pfeméné na TMSe"
(cit.%). Tato forma byla identifikovana jako dillezity meta-
bolit selenu, ve kterém je vazano 10-70 % veSkerého ob-
sahu selenu v mogi’, ackoliv n&které studie uvadgji jako
majoritni formu anorganicky selen’. Dle dalsi studie® ob-
sah TMSe” v moéi je za podminek vyvazené racionalni
stravy kolem 30 % celkového obsahu selenu, pfi¢emz hla-
dina této specie prudce roste, pokud je strava obohacena
nutriénimi doplitky bohatymi na selen. V dali praci’ bylo
zjiSténo, Ze dalsi dulezity metabolit selenu v moci je sele-
nocukr 2. Jak lze pozorovat, udaje od jednotlivych autort
se Casto velmi rozchazeji. Mize to byt zplisobeno velkou
variabilitou obsahu selenu v mo¢i, ktery neni zcela kon-
stantni, ale méni se v zavislosti na piijmu z potravy”. S tim
uzce souvisi také pravdépodobny vliv zemépisné polohy
puvodce vzorku na zastoupeni jednotlivych specii v moci.
Jednim z hlavnich cila této studie byla validace stano-
veni celkového obsahu selenu v lidské moci, jez zahrnova-
la stanoveni meze detekce a ovéfeni linearity a spravnosti
pro rtizné porovnavaci prvky. Druhym klicovym tkolem
byla separace a identifikace selenovych specii obsaZzenych
ve vzorcich moc¢i. K tomu byla zvolena chromatografie
s reverzni fazi, ktera byla v minulosti jiz nékolikrat usp&s-
né pouzita a vykazuje vysokou separacni G€innost zejména

pro déleni organickych slougenin selenu'’ '*. Dalsi moz-
nosti by byla aplikace iontové vyménné chromatografie,
ktera umoznuje oproti ptedchozi technice lepsi vzajemnou
separaci selenicitanu a selenanu'*", nevyhodou je viak
mensi vhodnost pouzivanych mobilnich fazi pro spojeni
s ICP-MS. Poslednim bodem bylo sledovani zmén specii
selenu zastoupenych v moci po poziti potravinovych do-
plikd bohatych na selen u zdravych jedinct a u kriticky
nemocnych pacientii (sepse, stadium akutniho selhani or-
ganl), kterym je selen podavan kontinudlné spolecné
s umélou vyzivou.

* Stépan Eichler ziskal s touto praci 1. misto v soutézi O cenu firmy Merck 2010 za nejlepsi studentskou védeckou praci

v oboru analytické chemie.
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Experimentalni ¢ast
Reagencie a zdkladni roztoky

Zakladni roztok selenu (ZR) o koncentraci 2 mg I
Se byl pripraven fedénim roztoku o koncentraci
1,000+0,002 g I Se (Merck). Roztok porovnavacich prvki
(IS) obsahujici prvky Ge, Rh, In o koncentraci 2,5 mg 1" byl
pfipraven z roztokd obsahujicich 1,000+0,002 g 1"'danych
prvkiu (Merck). Mobilni faze pro chromatografickou sepa-
raci na kolon¢ s obracenou fazi byla prevzata ze studie'®
a obsahovala 2,5 mmol 1" butansulfonatu sodného (Sigma
Aldrich, USA), 4 mmol 1™ kyseliny malonové (Merck),
8 mmol 1" hydroxidu tetramethylamonia (Sigma Aldrich)
a 0,05 % methanolu (Uvasol®, Merck) a doplnéna demine-
ralizovanou vodou (Milli-Q, Millipore, USA). Vysledné
pH 6,5 nebylo déle upravovano.

Roztok syntetické moci (SM) obsahoval ve 250 ml
0,5 ml 9,5 mol 1" kyseliny chlorovodikové (Suprapur®,
Merck), 3,56 g chloridu sodného (Suprapur”, Merck),
0,75 g chloridu draselného (Suprapur®, Merck), 4,45 g
mocoviny (puriss., Riedel-de Haén, Seelze, SRN), 0,5 ml
25% amoniaku (Suprapur”, Merck), 0,17 g dihydratu chlo-
ridu vapenatého (Suprapur®™, Merck) a 1,1 g heptahydratu
siranu hote¢natého (p.a., Merck).

Pro identifikaci specii v moci byly pouzity tyto slou-
Ceniny selenu: selenicitan sodny, selenan sodny, selenome-
thionin, selenocystin a selenomocovina (vSe Sigma Ald-
rich).

K okyselovani roztokii byla pouzita kyselina dusi¢na
(Suprapur”®, Merck). Viechny roztoky byly pfipraveny
z redestilované a demineralizované vody (Milli-Q, Milli-
pore).

Roztoky pro stanoveni celkového obsahu selenu
v mo¢i

Roztoky pro ovéfeni linearity kalibracni zavislosti
byly piipraveny fedénim roztoku ZR. Do 50ml odmérnych
banck bylo pipetovano postupné 500, 1000, 1500, 2000
nebo 2500 pl ZR, do vSech roztokd bylo dale pridano po
5 ml roztoku SM (odpovida desetindsobnému fedéni real-
ného vzorku moci), 1 ml kyseliny dusi¢né a 1 ml roztoku
IS a bylo doplnéno demineralizovanou vodou. VSechny
roztoky byly pfipraveny dvakrat.

Roztoky pro urceni meze detekce byly pfipraveny
vzdy do 50ml odmérnych ban¢k. V prvni sad¢ bylo prida-
no po 5 ml SM (simulace desetindsobného zfedéni) do péti
odmérnych ban¢k. Pro simulaci riizného fedéni moci bylo
pfidano postupné€ opét do péti odmérnych banek 3, 4, 5, 6
nebo 7 ml roztoku SM. Do vSech roztokl bylo ptidano
1 ml kyseliny dusi¢né, 1 ml roztoku IS a batiky byly dopl-
nény demineralizovanou vodou.

K ovéfteni spravnosti analyzy byl pouzit vzorek redlné
modi, ktery byl rozdélen na dva podily. Prvni byl analyzo-
van neupraveny, druhy po pfidavku roztoku ZR odpovida-
jicimu celkovému zvyseni koncentrace o 80 ng ml™'. Ana-
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Iyza realnych vzorkti moéi probihala po jejim nafedéni.
Pipetovalo se 1 nebo 2 ml do 25ml odmérné baiiky, rozto-
ky byly okyseleny 0,5 ml kyseliny dusi¢né a obsahovaly
pridavek 0,5 ml roztoku IS. Kazdy vzorek byl analyzovan
pétkrat. Kalibra¢ni roztoky o koncentraci 0 a 20 ng ml™" Se
byly pfipraveny fedénim roztoku ZR do 50ml odmérnych
bangk, oba roztoky byly okyseleny 1 ml kyseliny dusi¢né
a obsahovaly pridavek 1 ml roztoku IS.

Roztoky pro speciacni analyzu selenu

Vzorky moci pro speciacni analyzu byly pted analy-
zou prefiltrovany (Nylon syringe filter 0,45 pm, Whatman,
USA). Vzorky moci obohacené speciemi selenu byly pfi-
praveny tak, Ze z jednotlivych specii selenu byly nejprve
v demineralizované vodé pripraveny zékladni roztoky
o koncentraci odpovidajici cca 20 mg 1™ Se. Z téchto za-
kladnich roztokt bylo odpipetovano 10 ul do 10 ml ode-
brané piefiltrované moci, kone¢nd koncentrace specii od-
povidala cca 20 pg 1I™' Se. Mo¢ pochazejici od darce po
konzumaci potravinového doplitku bohatého na selen
(100 pg Se ziskaného z kvasnic v jedné tableté, Nature’s
Bounty, USA) byla odebirdna 12 hodin po poziti (prvni
ranni mo¢) a okamzité prefiltrovana. Také moc od pacien-
th v kritickém stavu byla odebirdna po nitroZilni aplikaci
davky selenu (max. 120 pg selenu/den ve formé selenicita-
nu) a upravena jako v pfedchozim piipad€. Vzorky moci
byly skladovany v chladnicce pti —35 °C.

Instrumentace

Vsechna méfeni metodou hmotnostni spektrometrie
s induk¢éné vdzanym plasmatem (ICP-MS) byla provadéna
na spektrometru Elan DRC-e (Perkin Elmer, Concord,
Kanada)  vybaveném  koncentrickym  zmlZovacem
s cyklonickou mlznou komorou a reak¢ni/kolizni celou
(DRC) pro eliminaci interferenci. Optimalizované parame-
try pro kvantitativni stanoveni celkového obsahu selenu
jsou uvedeny v tab. I. Speciace selenovych specii probiha-

Tabulka I
Parametry ICP-MS pro kvantitativni stanoveni celkového
obsahu selenu

Parametr Hodnota
Ptikon do plasmatu 1100 W
Pritok Ar zmlzovacem 0,7 1 min™'
Pocet scanti na opakovani 10

Pocet opakovani 10
Spotieba vzorku 1 ml min~'

8OSe’ 70Ge, 72Ge, 73Ge, 74-
1 11 1
Ge, '®Rh, 5In, *Te,

0,4

0,7 l min!

Sledovany isotop

Parametr Rpq
Pratok methanu v DRC
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Tabulka II
Parametry HPLC-ICP-MS pro specia¢ni analyzu

Parametr Hodnota

Ptikon do plasmatu 1100 W

Prutok Ar zmlZzovaéem 0,7 I min™"

Parametr Rpq 0,4

Prttok methanu v DRC 0,7 1 min™*

Pocet scanti na opakovani 1

Pocet opakovani 1200

Sledovany isotop Se

Celkova doba analyzy 20 min

Kolona RP-C18e (Lichrocart
250 x 4,6 mm)

Slozeni mobilni faze butansulfonat sodny

2,5 mmol I, kyselina ma-
lonova 4 mmol !,
hydroxid tetramethylamonia

8 mmol I"' a methanol 0,05

% (V/v)
Prittok mobilni faze 1 ml min™"
Tlak na koloné 170 Bar

la na aparatufe HPLC, ktera se skladala z vysokotlaké
pumpy (Series 200, Perkin Elmer), injektoru Rheodyne
9125 vybaveného 50ul nasttikovou smyckou z materialu
PEEK, stejné jako kapilary spojujici jednotlivé ¢asti apara-
tury, a kolony s obracenou fazi RP-C18e (Lichrocart 250 x
4,6 mm, Merck). Separace probihala isokraticky a jako
mobilni faze byla pouzita smés butansulfonatu sodného,
kyseliny malonové, hydroxidu tetramethylamonia a metha-
nolu (viz vyse). Separace probihala za optimalizovanych
podminek uvedenych v tab. II.

Vysledky a diskuse
Optimalizace nastaveni reak¢ni cely

Analyza na linii nejvice zastoupeného isotopu selenu
80Se (49,6 % mol/mol) je velice ztizena spektralnimi inter-
ferencemi zpiisobenymi ionty dimeru argonu *“*Ar,".
K potlaceni téchto interferenci bylo meéfeni provadéno
v DRC modu za pouziti reakéniho plynu methanu. Béhem
optimalizace se hledal vhodny pratoku methanu (0,3-1,3
ml min™") a hodnota parametru Rpq (0,1-1). Tento para-
metr uzce souvisi s intenzitou elektrického pole na tycich
kvadrupélu uvnitt DRC a ovliviiuje vyznamné prichod
iontd reakéni celou. Pro optimalizaci byl pfipraven roztok
1 s obsahem selenu 20 ng ml™" a roztok 2 bez selenu obsa-
hujici pouze ziedénou kyselinu dusi¢nou (1 % v/v). Opti-
maliza¢nim kritériem byla citlivost (S) a odstup signalu od
pozadi vyjadfeny pomoci koncentrace ekvivalentni pozadi
(BEC).
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s=h=h (1)
C

BEC=I—2 (2)

kde 1, je signal naméfeny s roztokem obsahujici Se a odpo-
vidajici souétu signald analytu *°Se a interferentu **Ary; I,
je signal naméreny s roztokem neobsahujicim Se a odpovi-
dajici pouze interferentu “°Ar, a ¢ je koncentrace Se
v analyzovaném roztoku.

Z grafu zavislosti citlivosti na pratoku methanu
a parametru Rpq (obr. 1) je patrné, Ze nejvyssi citlivosti se
dosahuje v rozmezi Rpq 0,3—-0,6 pii priutoku methanu 0,3
az 0,7 ml min"'. Oviem vzhledem k hodnotim odstupu
signalu od pozadi (obr. 2) byly pro méfeni vybrany kompro-
misni hodnoty priitoku methanu 0,7 ml min~' a RPq 0,4.

Urceni meze detekce pro stanoveni celkového
obsahu Se

Urceni meze detekce (LOD) bylo provedeno pomoci
analyzy slepych pokust. Témi byly roztoky s obsahem 3
az 7 ml syntetické mo¢i simulujici rizné¢ zahuSténou real-
nou mo¢, i roztoky se shodnym obsahem syntetické moci
odpovidajici primérné hodnoté. Méfeni byla vyhodnocena
pomoci tfi rtznych wvnitinich standardd Ge, Rh, In.
Z vysledkti méfeni je patrné, ze vSechny tfi porovnavaci
prvky Ge, Rh, In poskytuji srovnatelné meze detekce
(tab. 1II). Mez detekce pocitanda z dat vzorkl
s konstantnim obsahem 5 ml syntetické moci je nizsi.

S (ml.ng*')

F (ml.min-1) "1

Obr. 1. Zavislost citlivosti stanoveni S na pritoku methanu F
a parametru Rpq
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Tabulka IIT
Detekéni limity (LOD) * pro tii riizné porovnavaci prvky

Cena Merck

Roztok Porovnavaci prvky

Ge In Rh
5 roztokd s pridavkem moci 3-7 ml SM 0,462 0,709 0,693
5 roztokd s ptidavkem 5 ml SM 0,074 0,089 0,082

*Mez detekce uréend jako LOD =x+3-s , kde x je primérna hodnota koncentrace a s smérodatna odchylka

BEC (ng.ml")

Obr. 2. Zavislost parametru BEC na priitoku methanu F
a parametru Rpq

Oveéreni linearity kalibraéni zavislosti pro stanoveni
celkového obsahu Se

Pro ovéfeni linearity byla pfipravena kalibracni fada
roztokil s obsahem 20-100 ng ml™" selenu. Jako matrice
byla pouZita syntetickd mo¢ simulujici redlnou mo¢ ve
ziedéni 1:10. Méfeni probihalo opét s vnitinimi standardy
Rh, In a Ge. Z naméfenych dat byly vytvofeny kalibracni
zavislosti a linearita se testovala Mandelovym testem'',
jenz srovnavé rezidudlni standardni odchylku linedrniho
regresniho modelu s rezidualni standardni odchylkou kva-
dratického regresniho modelu pro dany soubor dat. Pro
vSechny zpuisoby méfeni je hodnota testovaciho kritéria
nizsi nez kritickd hodnota a tedy u vSech tfech porovnava-
cich prvkd muze byt kalibracni zavislost povazovana za
lineérni.

Oveéreni spravnosti pro stanoveni celkového
obsahu Se

Ovéfeni spravnosti bylo provedeno pomoci roztoki
realné moci s pridavkem a bez piidavku selenu a s dvojim

Tabulka IV

Oveéfeni spravnosti metodou standardniho pridavku selenu (teoretickd hodnota pridavku 80 ng ml_l)

Vnitini Pritok Ar zmlzovacem Nalezené hodnoty Testovaci kritérium () Shoda
standard [1 min™"] pridavku Se [ng ml™'] [4=2,31]

Bez IS 0,70 57,0 8,00 NE
IS "°Ge 79,3 0,12 ANO
IS "°Ge 27,9 50,94 NE
IS "Ge 79,0 0,14 ANO
IS Ge 83,2 0,50 ANO
IS 'BIn 114,8 3,98 NE
IS '%Rh 121,3 4,19 NE
IS ®'Te 103,4 3,07 NE
Bez IS 0,63 94,2 2,16 ANO
IS Ge 63,5 4,57 NE
IS Ge 32,7 39,16 NE
IS *Ge 70,9 2,25 ANO
IS "Ge 72,7 1,72 ANO
IS "In 123,4 5,04 NE
IS '®Rh 121,6 4,89 NE
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stupném fedéni (1 ml moc¢i do 25ml odmérné banky a 2 ml
moci do 25ml odmérné barky). Pfi fedéni 2 ml moci do
25ml odmérné banky bylo dosaZeno vyznamné lepSich
vysledkl. Méfeni bylo provedeno opét pro tfi rizné vnitini
standardy, v ptipadé Ge i rizné isotopy, a za dvou riznych
pritokd argonu zmlZovadem. Prvni hodnota 0,63 1 min™'
odpovidala optimalni hodnoté¢ v normalnim rezimu méfeni
(bez DRC) nastavené konven¢nim postupem, tedy odpovi-
dajici maximéalnimu signalu na linii '"*In a podilu oxido-
vych iontli CeO" mensimu nez 3 %. Druha hodnota priito-
ku argonu zmlzovacem (0,70 1 min ") odpovidala maxi-
malni intenzitd signalu *°Se v DRC rezimu. Pro ovéfeni
spravnosti byl pouzit Studentiiv test shodnosti vysledk'®.
Z vysledkt je patrné (tab. IV), ze pritok odpovidajici ma-
ximalni intenzité signalu poskytuje mnohem lepsi vysled-
ky nez pfi pouziti prutoku nastaveného konvenénim zpiso-
bem. Ze sledovanych vnitfnich standardl se jako vhodné
jevi "°Ge, *Ge a Ge. Prvky ""In a 'Rh neni vhodné
pouzivat vzhledem k odlehlym hodnotdm testovaciho kri-
téria, stejné jako dosud pouzivané *Ge, jehoz sledovani je
pravdépodobné ruSeno interferencemi dalSich polyatomic-
kych ionti. Vzhledem k nemoznosti potlaceni téchto inter-
ferenci pomoci DRC je pravdépodobné, Ze tyto interferen-
ce vznikaji ptimo v DRC reakci prvki obsazenych v matri-
ci s pfivadénym methanem.

Speciacni analyza selenu v readlnych vzorcich moci

Pro identifikaci specii selenu byly analyzovany vzorky
odebrané realné nefedéné moéi obohacené cca 20 ng ml™
péti specii selenu (Se(VI), Se(IV), SeMet, SeUr, SeCys,).
Jak je patrné (obr. 3), specie Se(VI), SeMet, SeUr se poda-
filo na koloné spolehlivé oddélit. Pouze SeCys, a Se(IV)
se nepodatilo separovat. Vzhledem k moznému obsahu
jedné ¢i obou téchto forem selenu v moci bude tieba dale
optimalizovat proces separace, zejména slozenim mobilni
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Obr. 3. Separace jednotlivych specii selenu v moci (I - Cista
mo¢; II — mo¢ + Se(IV) £=2,57 min; III — mo¢ + Se(VI) ¢
=2,98 min; IV — mo¢ + SeCys; ¢ =3,02 min; V — moc¢ + SeMet ¢
=7,52 min; VI — mo¢ + SeUr ¢ =4,02 min)
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Obr. 4. Vzorek moci zdravého jedince po poZiti tablety potra-
vinového doplitku s obsahem selenu (I — mo¢ pted pozitim
tablety; I — mo¢ zfed. 1:3, 12 h po poziti tablety —100 g selenu
na 1 tabletu)
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Obr. 5. Vzorek moci zdravého jedince po poZziti tablety (I —
mo¢ pied pozitim; II — mo¢ 3 h po poziti; III — mo¢ 9 h po poziti;
IV —mo¢ 12 h po poziti; V — mo€ 15 h po poziti)

faze a volbou gradientové eluce. V signalu moci je mozno
rovné€z pozorovat slabé piky zatim blize neidentifikovatel-
nych specii.

Speciacni analyza selenu byla provadéna rovnéz na
vzorcich moc¢i odebrané 12 h (prvni ranni moc€) po poziti
tablety potravinového dopliku bohatého na selen. Po pozi-
ti tablety se v moci ve vysokém zastoupeni objevil zejmé-
na selenan, v mens$i mife ale i nova zatim neidentifikovana
specie s retencnim casem 18,3 min (obr. 4). Na zaklade
srovnani s literarnimi udaji se 1ze domnivat, Ze by se mohlo
jednat o methyl-2-acetamido-2-deoxy-1-seleno- 3 -galakto-
pyranosa (selenocukr 2), ktery je dle literatury rovnéz do-
minantni specii vyskytujici se v moc¢i ziskané od jedinct
uZivajicich potravinové doplitky obohacené selenem’.
Rovnéz byla provedena studie popisujici ¢asovy prubch
vylucovani selenovych specii do moci (obr. 5). Jak lze
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Obr. 6. Vzorek mo¢i kriticky nemocnych pacienti, kterym je
selen pridavan do umélé vyzivy (I, II — pacienti bez zatizeni; III,
IV, V, VI — pacienti se zatizenim 32—120 pg selenu na den)

pozorovat, v mo¢i odebrané jiz 3 h po poziti tablety je
patrny prudky nartist selenanu, zatimco maximalni zastou-
peni neznamé specie s reten¢nim Casem 18,3 min je az
v moci odebrané 9 h po poziti.

Analyza specii selenu byla také provadéna na vzor-
cich kriticky nemocnych pacientl (sepse) s akutnim selha-
nim organd, kterym byl selen podavan denn¢ kontinudlné
spolecné s umélou vyzivou (max. 120 pug Se denné). Jak
1ze pozorovat z chromatogramti (obr. 6), mo¢ téchto paci-
entli nevykazuje velké zastoupeni zadnych specii selenu.
Jejich organismus ziejmé veskery piijaty selen zaclenil do
svého metabolismu, zatimco u zdravého c¢lovéka vede
poziti jediné tablety potravinového doplnku k prudkému
nartstu celkové koncentrace selenu v moci, zejména sele-
nanu.

Zavér

Pro stanoveni celkového obsahu selenu v moci byl
s ohledem na linearitu, mez detekce a spravnost stanoveni
vybran jako porovnavaci prvek isotop germania "*Ge. Pfi
speciacni analyze péti selenovych specii (Se(VI), Se(IV),
SeMet, SeUr, SeCys,) se podafilo rozdélit Se(VI), SeMet
a SeUr. Zbylé dvé specie mély blizké retencni Casy
a s ohledem na vyskyt téchto specii v moci bude tfeba
optimalizovat podminky separace, zejména upravenim
slozeni mobilni faze ¢i pouzitim gradientové eluce.

Bylo prokézéno, ze obsah selenu v moc¢i odpovida
mnozstvi selenu pfijimaného lidskym organismem ve for-
mé potravy. Ve vzorcich moci odebraném jiz tii hodiny po
poziti selenového preparatu byl prokazan velky nardst
selenanu, ktery se v nezatizenych vzorcich moci vibec
nevyskytoval. Rovnéz doslo ke vzniku novych specii, kte-
ré bude tfeba s pouzitim vhodného standardu v budoucnu
identifikovat. V mo¢i pacientii 1é¢enych ptipravky obsahu-
jicimi Se nedoslo pii stejnych dennich davkach k zadné
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radikalni zméné v obsahu a speciaci selenu v moci a lze se
tedy domnivat, Zze organismus téchto nemocnych pacientl
veskery prijaty selen zaclenil do svého metabolismu.

Tato prace vznikla za podpory vyzkumného zaméru
MSMT CR MSM 6046137307.
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S. Eichler and O. Mestek (Department of Analytical
Chemistry, Institute of Chemical Technology, Prague):
Validation of Determination and Speciation Analysis of
Selenium in Urine by HPLC and Inductively-Coupled
Plasma Mass Spectrometry

The first part of this study describes determination of
total Se in urine by inductively-coupled plasma mass spec-
trometry (ICP-MS). Determination of the most abundant
Se isotope, *°Se, by ICP-MS is complicated by interfer-
ence of *°Ar,. This was suppressed using a dynamic reac-
tion cell with methane. The limit of Se detection was de-
termined and the linearity of the obtained dependence was
verified by the Mandel test. The accuracy was verified by
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analysis of urine with a standard Se solution. In the other tention times of selenite and selenocystine were very close.
part, a method for separation of selenite, selenate, seleno- The optimized separation parameters were used for urine
cystine, selenomethionine and selenourea in urine was analysis in septic patients and healthy volunteer control,
elaborated using HPLC and ICP-MS. Separation of sele- the food of both groups being supplemented with Se. The
nate, selenomethionine, selenourea was good, but the re- Se concentration in the former group was very low.
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