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Uvod

Selen je stopovy prvek, ktery hraje v lidském organis-
mu fadu dulezitych roli. Zajem o né&j se v poslednich letech
znacné zvysil, a to pfedevsim kvuli jeho rozdilnému ptiso-
beni'. Selen je toxicky prvek, ale souasné patii mezi prv-
ky esencidlni. Jeho u€inky souvisi s pfijimanym mnoz-
stvim a formou, ve které se vyskytuje v zivotnim prostiedi
a potravinich’. Biologicka aktivita selenu je u &lovéka
zprostfedkovana predevS§im prostfednictvim piisluSnych
selenoproteint a selenoenzymd. Je napt. dilezitou slozkou
antioxidaniho enzymu glutathion peroxidasy, enzymu
jodothyronin dejodas a dulezitého selenoproteinu W, je-
hoZ nedostatek mize vést k svalové degeneraci’. Dosud je
znamo 25 selenoproteini vyskytujicich se u lidi, avsak
pfesnd funkce nckterych z nich neni zatim zndma. Charak-
teristickym rysem téchto latek je pfitomnost selenu ve
forme selenocysteinu (SeCys). Aminokyselina SeCys neni
piijimana z potravy, ale je v organismu syntetizovana®.
Rada nejenom selenoproteini, ale i nizkomolekulérnich
latek obsahujicich selen, jako je napf. aminokyselina Se-
methylselenocystein, maji protinadorové uéinky”.

Hranice mezi dlouhodobym nedostatkem selenu
v pfijimané potraveé a mnozstvim, které je téZ z dlouhodo-
bého hlediska toxické, je velmi izka. Konzumace potra-
vin, které obsahuji méné nez 0,1 mg Se kg ™', ma za nasle-
dek nedostatek selenu v téle, zatimco pravidelna konzuma-
ce potravin, které obsahuji vice nez 1 mg Se kg, je toxic-
k&%’ Doporugeny denni piijem selenu se pohybuje u Zen
okolo 60 pg den™' a u muzi okolo 70 pg den ™', viz cit.®.
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zdroji vyzivy rostliny. Rostliny pfijimaji selen z pidy,
vody nebo z atmosféry kofeny i pies listové plochy. Selen
se vyskytuje ve vSech typech pud alesponi v malém mnoz-
stvi. Obvykly obsah Se v zemské kiie je 0,05-0,09 mg kg .
Obvykly obsah Se v pidé je 0,1-2 mg kg, viz cit.”. Na
uzemi Ceské republiky se obsah selenu v riiznych typech
pid pohybuje v rozmezi 0,14-1,65 mg kg, viz cit.”. Nej-
vyS88i obsah selenu maji vyvielé a sedimentdrni horniny.
chemicka forma a dalsi ptidni faktory, které urCuji vyuzi-
telnost rostlinami. Selenany jsou v pudé vice rozpustény
a tim i dostupné&jsi nez seleniCitany. Elementarni selen,
organické selenidy nebo selenidy kovit musi nejprve projit
mikrobidlni nebo chemickou transformaci na selenany, nez
se stanou pro rostliny dostupné. Vyuzitelnost je také zavis-
la na pH pudniho roztoku, obsahu vody, kysliku, oxidl
zeleza a hliniku v pudé. V mirné alkalickém aerobnim
prostiedi je dostupnost selenu pro rostliny nejvyssi.

Ceska republika patii mezi oblasti s nedostatkem
selenu, coz je dano predevsim sloZenim geologického pod-
lozi a omezenym piechodem selenu z pidy do rostlin
a nasledné do zvifecich i lidskych organismil. V soucasné
dobé¢ probiha proto vyzkum fortifikace potravniho fetézce
selenem. Jednou z rostlin, ktera dobfe selen pfijima po
foliarni aplikaci, je fepka olejka (Brassica napus L.). Forti-
fikace rostlin fepky selenem pomoci postiiku je podobné
ucinna, jako jeho pfidavek do hnojiva. Tak napf. ve stu-
dii'® pii aplikaci 20 g Se/ha (ve formé selenanu) ve formé
hnojiva bylo v semenech nalezeno 0,68-0,80 mg Se kg™,
pfi aplikaci 30 g Se/ha postiikem bylo nalezeno 0,54-0,94
mg Se kg™ a pii kombinované fortifikaci dokonce 0,89 az
1,07 mg Se kg''; u kontrolnich rostlin péstovanych bez
fortifikace bylo v semenech nalezeno 0,05 mg Se kg
Vice nez 85 % Se v semenech bylo obsazeno ve formé
selenomethioninu, zbytek jako selenan. Zadné dalsi orga-
nické specie selenu nalezeny nebyly. V semenech fepky je
selen koncentrovan v neolejnaté frakci'® a odtucnény fep-
kovy Srot, ktery je odpadem z vyroby fepkového oleje, pak
miiZze byt nasledné€ vyuzit jako krmivo hospodafskych zvi-
fat. Pfidany selen tak primarné zlepSuje zdravotni stav
zvifat, sekundarné se potravni fetézcem muze pienaset i do
lidské stravy.

Cilem této prace bylo provést speciacni analyzu sele-
nu v tkanich fepky olejky (Brassica napus) pomoci on-line
spojeni HPLC a ICP-MS a vyhodnotit tak vliv péstebnich
podminek na speciaci selenu po foliarni aplikaci seleniCita-
nu sodného na dva kultivary fepky olejky péstované ve
ttech riznych péstebnich oblastech. Pfedmétem analyzy
bylo stanoveni selenoaminokyselin a anorganickych forem
selenu. Zvolena metodika, kterda zahrnovala enzymatickou

* Tato prace byla pfednesena na souté¢zi O cenu firmy Merck 2014 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analy-

ticka chemie v Pardubicich ve dnech 5. — 6. 2. 2014.
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hydrolyzu vzorku, separaci uvolnénych sloueni selenu
pomoci chromatografie na reverzni fazi a detekci selenu
hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem,
byla ov&fena a validovana v nasi pfedchozi studii''.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Piistroje a zafizeni

Meéteni metodou ICP-MS byla realizovana na spek-
trometru PerkinElmer ELAN DRC-e (PerkinElmer, Con-
cord, Kanada) vybaveném dynamickou reakéni celou
(DRC) pro odstranéni polyatomickych iontd, zmlzovacem
s cyklonickou mlznou komorou a vysoko G¢innou plazmo-
vou hlavici. Pro chromatografii s obracenou fazi byla pou-
zita kolona LichroCart® 250-4,6 s naplni Puro-
spher®STAR, RP-8e, zrnitost 5 um (Merck, Darmstadt,
SRN). Aparatura se skladala dale z pumpy (Series 200,
PerkinElemer, USA) a injektoru Rheodyne 9010 vybave-
ného 50ul davkovaci smyckou. Spojovaci kapilary a na-
stfikovd smycka byly vyrobeny z materidlu polyether ether
keton.

Extrakce byla provadéna v polyfluorovych centrifu-
gacnich zkumavkach o objemu 20 ml, které byly tfepany
na tfepacce T22 (VD Lodéva) umisténé v termostatu.
Smés po enzymatické hydrolyze byla odstfedéna na centri-
fuze 2-16K (Sigma Laborzentrifugen, Osterode, SRN).
Mikrovinny rozklad probihal v rozkladném zatizeni Uni
Clever (Plazmatronika, Polsko). K tpraveé pH mobilni faze
byl pouzit digitalni pH metr pHO2 (Labio, Praha, CR).

Reagencie a zakladni roztoky

Pro stanoveni celkové koncentrace selenu i pro ka-
libraci specia¢ni analyzy byl pouzit zékladni kalibracni
roztok 1000 mg Se dm™ piipraveny ze selenanu sodného
(BioXtra).

K ptipravé roztokd vnitiniho standardu byl pouzit
zékladni roztok 1000 + 2 mg dm~> Ge (Merck). Roztoky
specii selenu slouzici pro identifikaci sloucenin selenu
v analyzovanych vzorcich byly pfipraveny
ze selenomethioninu (min. 99%), selenocystinu (min.
98%), Se-methylselenocysteinu (min. 99%), seleni¢itanu
sodného (BioReagent) a selenanu sodného (BioXtra), vse
Sigma-Aldrich (Steinheim, SRN).

Mobilni faze pro chromatografii s obracenou fazi
(RP-HPLC) obsahovala 0,80 g dm™ sodné soli butan-1-
-sulfonové kyseliny (p.a., Merck), 2,90 g dm™ hydroxidu
tetramethylamonného (p.a., Merck,), 0,42 g dm ™ malono-
vé kyseliny (pro syntézu, Merck) a 1 % methanolu (Cistoty
Uvasol®, Merck). Vysledné pH bylo upraveno na hodnotu
5 pomoci HCI (Suprapur®, Merck) o koncentraci 1 mol dm .
Pro stanoveni specii Se obsahovala mobilni faze roztok
vnitiniho standardu Ge o koncentraci 100 pg dm™.

Pro enzymatickou hydrolyzu byla pouZzita proteasa
XIV (Sigma-Aldrich, Japonsko). Pufr Tris-HCI o koncen-
traci 0,02 mol dm™ byl piipraven z tris-(hydroxymethyl)-
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aminomethanu (Fluka, Buchs, Svycarsko). Vysledné pH
tohoto roztoku bylo upraveno na hodnotu 7,5 kyselinou
chlorovodikovou (Suprapur®, Merck).

Pti rozkladu vzorkt pro stanoveni celkového obsahu
selenu se pouzivala kyselina dusi¢na (Suprapur®, Merck),
Vsechny roztoky byly pfipraveny v destilované
a demineralizované¢ vod¢ (Millipore, Bedford, USA).
V DRC byl jako reakéni plyn pouZzit methan cistoty 5.0
(Siad, Branany u Mostu, CR).

Vzorky

Péstovani rostlinného materialu zajistovala Ceska
zemédélskd univerzita. Pro pfedb&zné pokusy byly zvole-
ny dva kultivary fepky olejky a tfi rizné lokality. Lokality
se od sebe lisi typem pld. Charakteristické pidy vyskytuji-
ci se v Cerveném Ujezdu jsou luvizems, tedy pady kyselé
az mirmn¢ kyselé, dobie zasobeny zivinami, hife vodou
a majici méné priznivé fyzikalni vlastnosti (jsou uléhavé).
V Hnévc¢evsi se vyskytuji pudy typu hnédozem, které jsou
mirné kyselé az neutralni. Pidotvornym substratem je
vétSinou spra$ a sprasova hlina, nékdy jemné vaté pisky.
Pudy jsou dobte zasobeny zivinami, ale jsou ponékud vy-
sychavé. V Humpolci jsou pidy typu kambizem (hnéda
puda nizsich poloh).

Prvni zvoleny kultivar fepky Sitro piedstavuje ve
stavajicim sortimentu nejvynosnéj$i hybrid, ma nejvyssi
vynos semen a oleje (4,95 t semen z 1 ha) a je vhodny
predevdim na intenzivni agrotechniku'’. Druhy kultivar
NK Oktans ma vysoky vynos semen a obsah oleje. Vynika
dobrou odolnosti vuci ¢erni fepkové (Alternaria brassici-
cola), sclerotiniové hnilobé (Sclerotinia sclerotiorum)
a fomovému Cernani stonki.

Vzorky rostlinného materialu pro pokus byly odebira-
ny z parcelek o plose 10 m”. Ve vegetaéni fazi dlouzivého
rustu byl proveden postiik rostlin seleni¢itanem sodnym,
celkova davka selenu byla 50 g Se/ha. Soubézné s timto
byly péstovany kontrolni rostliny fepky bez postiiku. Ve
fazi pocatku kveteni byly provadény odbéry nadzemni
hmoty rostlinného materialu. Analyzované vzorky vznikly
homogenizaci lyofilizovanych vzorkii ze ¢ty ndhodné
vybranych parcelek.

Analytické postupy

Stanoveni celkového obsahu selenu bylo provadéno
po rozkladu vzorkd v mikrovinném rozkladném zafizeni.
Navazka 0,5-0,6 g vzorku rostlinné tkané byla rozlozena
v 110 ml teflonové rozkladné nadobce s 3 ml HNO; a mi-
neralizat byl pfeveden do 50ml odmérné banky. Méfeni
metodou ICP-MS probihalo za podminek uvedenych
v tab. 1. Kalibraéni roztoky (0 a 25 pg Se dm™) i vzorky
obsahovaly vnitini standard Ge o koncentraci 100 pug dm .

Pred speciacni analyzou selenu byla provadéna enzy-
maticka hydrolyza vzorku. Pfed vlastni hydrolyzou bylo
vzdy nutné centrifugaéni zkumavky vycistit vyvafenim
v kyseling chlorovodikové o koncentraci 2 mol dm™ po
dobu 2 h. Pro hydrolyzu bylo do centrifugaé¢nich zkuma-
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Tabulka I
Podminky stanoveni Se metodou ICP-MS
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Parametr

Stanoveni celkového obsahu

Speciacni analyza

Priitok Ar zmlZovagem, dm® min !

Priitok plazmového Ar, dm® min™
Pritok pomocného Ar, dm® min™'
Ptikon do plazmatu, W

Napéti na cockach

Rezim méfeni

0,78-0,82 (vzdy optimalizovano)
11
1
1 400
rezim Autolens
odecet na vrcholu piku

Sledované nuklidy 3¢, "'Ge

Pritok reakéniho plynu (CHy), dm® min™' 0,6

RPa 0

RPq 0,15

Trvani jednoho skenu (Dwell Time), ms/nuklid 50 50

Pocet skent na odecet (Sweep/Reading) 10 10

Pocet odectli na opakovani (Reading/Replicate) 1 1000

Pocet opakovani (Replicates) 20 1

Celkova doba méfeni, s 20 1000
vek navazeno 0,5 g rostlinného materialu, poté bylo prida- k - kultivar; n, =2, k =1 Sitro, k =2 NK Oktans
no 50 mg proteasy XIV a 10 ml pufru Tris HCI 1 — opakovéani méfeni, n =2

o koncentraci 0,02 mol dm™ a pH 7,5. Enzymaticka hydro-
lyza probihala pfi teploté 37 °C po dobu 22 h, poté byla
smés odstiedéna po dobu 30 min pii 14 000 ot min™" a 5 °C.
Po prefiltrovani pfes nylonové filtry 0,45 um byl ¢iry roz-
tok analyzovan. V jedné davce bylo zpracovano vzdy deset
vzorkl a dva slepé pokusy. Kazdy ze vzorkt byl analyzo-
van dvakrat.

Chromatograficka separace specii selenu byla prove-
dena pomoci RP-HPLC, nastfik vzorku byl 50 pl, pritok
mobilni fize byl 1 ml min™'. Kvantitativni stanoveni obsa-
hu sloucenin selenu bylo provedeno pomoci on-line spoje-
ni HPLC a ICP-MS, podminky méfeni jsou uvedeny
v tab. I. Vysoky zvoleny pifikon do plazmatu zarucuje, ze
za zvolenych podminek vSechny specie selenu vykazuji
shodnou citlivost a kalibraci lze provést pouze pomoci
jediné specie. Kalibra¢ni roztok obsahujici selenan o kon-
centraci 50 pg Se dm byl analyzovan na zagatku méfici
série a pak nasledn¢ vzdy po kazdém druhém vzorku. Vy-
hodnoceni obsahu selenu v jednotlivych speciich bylo
zalozeno na porovnani plochy piku kalibra¢niho roztoku
s plochou piki piislusnych specii.

Statistické zpracovani

Zjisténi vlivu fortifikace a odriidy na obsah jednotli-
vych selenoaminokyselin a celkového obsahu Se bylo sta-
tisticky vyhodnoceno Studentovym z-testem pro dva vybeé-
ry. Pro vyhodnoceni vlivu lokality byla pouzita analyza
rozptylu (ANOVA). Naméfend a vypoctena data byla
usporadana do matice x;jq.

i — fortifikace / nefortifikace; n; = 2, i=1 fortifikované,
i=2 nefortifikované;
j — lokalita; n; = 3, j=1 Cerveny Ujezd, j=2 Hnévceves,

j=3 Humpolec
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Pro posouzeni vlivu fortifikace byly Studentovym
t-testem navzajem porovnavany primémé hodnoty x;...
ax;... (pocet stupiiti volnosti 2-nj-n-n—2 = 22) Pro posou-
zeni vlivu odriidy byly vyhodnoceny a porovnany primeér-
né hodnoty xi.;. a x;.,.(pocet stupfii volnosti 2-njn-2 =
10), a to samostatné¢ pro fortifikované a nefortifikované
rostliny. Kone¢né vliv lokality na obsah jednotlivych sele-
noaminokyselin a celkového obsahu selenu byl vyhodno-
cen dvoufaktorovou analyzou rozptylu (pocet stupnt vol-
nosti nj—1 = 2 a ny-mc(n—1) = 6). Tento test byl proveden
pouze pro fortifikované rostliny.

Vysledky a diskuse
Celkovy obsah a speciace selenu

Celkové obsahy selenu stanovené po mikrovinném
rozkladu a obsahy jednotlivych specii nalezenych
v enzymatickém extraktu jsou uvedeny v tab. II. Hodnoty
nalezené ve vzorcich kultivaru fepky NK Oktans péstova-
né v oblasti Cerveny Ujezd bez fortifikace napovidaji, ze
béhem odbéru doslo ziejmé k zdméné se selenizovanym
materidlem. Pro dalsi statistické zpracovani musely byt
tyto vzorky bohuzel vyfazeny.

Identifikace jednotlivych specii selenu byla provede-
na na zakladé srovnani reten¢nich Cast piislusnych pikt
v chromatogramech extraktl rostlin s reten¢nimi ¢asy roz-
tokll standardi. V extraktech ziskanych enzymatickou
hydrolyzou rostlin fepky olejky, na které byl aplikovan
postiik roztokem seleniCitanu sodného, bylo zjisténo pét
rozdilnych specii selenu. Byl identifikovan Se"’, SeCys2,
SeMeSeCys, SeMet a dale byla nalezena jedna neznama
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Tabulka II
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Obsah sloucenin selenu piitomnych v extraktech [mg Se kg™'] a celkovy obsah Se zjidtény po mikrovinném rozkladu

[mg kg ']. Vysledky dvou paralelnich stanoveni

Kultivar Se V! SeCys2 SeMe- Neznama SeMet Celkovy
SeCys specie obsah Se
0002 0039 0,047 0075 0,051 0.622
NK Oktans
0005 0040 0,047 0,069 0038 0607
Humpolec
0,001 0,033 0,049 0052 0025 0.543
Sit
o <0,001 0,034 0,047 0,049 0,027 0,678
0012 0037 0044 0,051 0.028 0,585
NK Oktans
Forifikovans | 0014 0032 0038 0,048 0030 0895
rostliny 0016 0054 0061 0,044 0028 0532
Sit
1o 0,013 0,069 0,042 0,046 0,034 0.576
0029 0085 0027 0032 002 0737
NK Oktans
Corvent 0028 0077 0032 0034 0026 059
erveny
Ujezd 0,090 0,053 0,036 0,017 0,012 0,844
Sit
o 0,092 0,057 0,026 0,021 0010 0.426
0,003 0,005 0031 0.003  <0,001 0.175
NK Oktans
0,001 0005 0028 <0001  <0,001 0.131
Humpolec
0,000 0005 0032 0,009  <0,001 0214
Sit
o 0,000 0010 0,036 0,007  <0,001 0,264
0007 0016 0022 <0001  <0,001 0,081
NK Oktans
Nefortifikovand N 0,007 0017 0019 <0001  <0,001 0.163
. Hnévceves
rostliny 0,009 0,021 0018 <0001  <0,001 0,093
Sitr
o 0010 0019 0018 <0001 <0001 0.152
0092 0,041 0,024 0014 <0001 0,521
NK Oktans
Corvent 0,088 0040 0027 0011  <0,001 0,508
erveny
Ujezd 0,043 0.040 0016 <0001  <0,001 0.268
Sitr
o 0049 0028 0018 <0001 <0001 0.145

specie s reten¢nim Casem 330 s, viz obr. 1. V extraktech
rostlin, na které nebyl aplikovan postfik roztokem selenici-
tanu sodného, byly zjistény pouze Ctyfti specie selenu. Byl
identifikovan Se"’, SeCys2, SeMeSeCys a dale byla nale-
zena neznama specie se stejnym retencnim Casem, jako
v piipad¢ fortifikovanych rostlin. Tyto slouceniny vSak
nebyly pfitomny ve vSech testovanych extraktech, viz
tab. II. V zddném z extraktl fepky olejky bez fortifikace
nebyl identifikovan SeMet. Primérna hodnota vytéznosti
extrakce vztazena k celkovému obsahu Se byla 32 %.
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Vyhodnoceni vlivu fortifikace

Primérné hodnoty obsahu specii Se a celkového ob-
sahu Se pro fortifikované a nefortifikované vzorky byly
porovnany Studentovym #-testem pro dva vybéry. Vysled-
ky porovnani jsou uvedeny v tab. IIl. Pro dany pokus je
kritickd hodnota testu #;(0,95, 22) = 2,07, je tedy patrné,
ze obsah SeCys2, SeMeSeCys, SeMet, neznamé specie
a celkového obsahu Se po fortifikaci vyznamné vzrostl.
Lze tedy piedpokladat, ze doslo k metabolizaci selenicita-
nu, kterym byly rostliny fortifikovany. Obsah Se"" se nelisi
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Obr. 1. PFiklad chromatogramu RPC-HPLC-ICP-MS, extrakt fepky olejky kultivar Sitro s postiikem z oblasti Hnévceves: 1 —

SeVl 2 - SeCys2, 3 — SeMeSeCys, 4 — neznama specie, 5 — SeMet

u fepky s postiikem a bez postiiku, 1ze z toho tedy usuzo-
vat, ze Se"' piitomny v rostling byl zredukovéan na selenid
a ten transformovan na SeCys, ktery byl metabolizovan na
SeMet stejné jako je uvadéno v literatuie’.

Statistické vyhodnoceni vlivu kultivaru

Podobnym zptsobem byl Studentv #-test pouzit pfi
porovnani primérnych hodnot obsahu specii a celkového
obsahu Se v obou kultivarech. Tento test byl proveden
zvlast pro fortifikované a nefortifikované rostliny. Vysled-
ky testu jsou uvedeny v tab. IV, kritickd hodnota #-testu je
4aie(0,95; 10) = 2,23. Z testd vyplyva, Ze obsah vétSiny
specii selenu a celkového obsahu selenu je srovnatelny
v obou kultivarech. Lze tedy usuzovat, ze dva rozdilné
kultivary fepky olejky, a to Sitro a NK Oktans, selen meta-
bolizuji velice podobné. Vyjimku tvofi neznama specie,

jejiz obsah byl u nefortifikovanych rostlin vyssi u kultiva-
ru NK Oktans.

Statistické vyhodnoceni vlivu lokality

Poslednim studovanym parametrem, ktery mize mit
vliv na metabolismus selenu v rostlinach, je slozeni pudy.
Pro zjisténi vlivu lokality na obsah selenoaminokyselin
a celkového obsahu Se v rostliné byla pouzita
dvouparametrova ANOVA. Tento test byl aplikovan pouze
na fortifikované rostliny; z davodu pravdépodobné
zamény vzorkd nemohl test byt aplikovan i na rostliny
nefortifikované. V tab. V jsou uvedeny hodnoty
vypocteného testovaciho kritéria pro jednotlivé specie
a celkovy obsah Se, pro dané experimentalni usporadani
kritickd hodnota F rozdé€leni je Foos (2, 6) = 5,14.
Vysledky testu jsou velice zajimavé. Zatimco sloZeni pudy

Tabulka IIT
Statistické vyhodnoceni vlivu fortifikace, praimé&mé hodnoty jsou uvedeny v mg Se kg™
Fortifikace SeV! SeCys2 SeMeSeCys Neznama specie SeMet Celkovy obsah Se
Fortifikované x;... 0,025 0,051 0,041 0,045 0,028 0,637
Nefortifikované x;... 0,013 0,017 0,024 0,005 <0,001 0,169
t 1,07 5,16% 4,54* 7,21% 10,16*

P < 0,05; £:1(0,95, 22) = 2,07
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Tabulka IV
Statistické vyhodnoceni vlivu kultivaru fepky olejky, pramérné hodnoty jsou uvedeny v mg Se kg
Kultivar SeV! SeCys2 gzlél}: N:;:fir:é SeMet f;sl:; \é}é
Sitro x;.;. 0,035 0,059 0,043 0,038 0,023 0,600
Fortifikované NK Oktans x.,. 0,015 0,052 0,039 0,051 0,033 0,674
t 1,10 0,56 0,72 1,42 1,88 0,96
Sitro x;.. 0,018 0,021 0,023 0,008 <0,001 0,189
Nefortifikované ~ NK Oktans x;.;. 0,005 0,011 0,025 0,002 <0,001 0,138
t 1,24 1,45 0,36 5,18% 0,86

P < 0,05; £:,(0,95, 10) = 2,23

Tabulka V

Statistické vyhodnoceni vlivu péstebni lokality pomoci F testu (pouze fortifikované rostliny), primérné hodnoty jsou uve-
deny v mg Se kg™’

Lokalita SeV"! SeCys2 SeMeSeCys Neznama specie SeMet Celkovy obsah Se
Cerveny Ujezd x.. 0,060 0,068 0,030 0,026 0,019 0,651
Hnévéeves x)».. 0,014 0,048 0,046 0,047 0,030 0,647
Humpolec xy3.. 0,002 0,037 0,048 0,061 0,035 0,613

F 1379* 38,18% 8,53* 96,61%* 15,25% 0,07

*P <0,05; Foos (2, 6) = 5,14

a klimatické podminky na stanovisti neovlivnily celkovy
obsah Se v rostlindch, statisticky rozdil obsahu specii
selenu u rostlin z riznych péstebnich lokalit byl potvrzen.
V kazdé lokalité je jiny typ pid a potvrdilo se tedy, Ze
obsah jednotlivych specii selenu zavisi na fyzikalnich
podminkach pidy, ze které rostliny odebiraji Ziviny, a na
klimatickych podminkach.

Zavér

Testy foliarni aplikace selenicitanu sodného prokaza-
ly, ze je selen v této formé fepkou olejkou pfijiman a doslo
nejenom ke zvySeni jeho obsahu v rostlinnych tkanich, ale
byl 1 metabolizovan na dalsi slou¢eniny selenu. Primérny
celkovy obsah selenu ve fortifikovanych rostlinach
(0,637 mg Se kg ") byl oproti kontrolnim rostlinam (0,169
mg kg™) vyznamné zvysen a doilo i ke zménam v jeho
speciaci. Zatimco v kontrolnich rostlindch péstovanych
bez aplikace selenicitanu byly speciacni analyzou nalezeny
selenan, selenocystin, Se-methylselenocystein a jedna za-
tim neidentifikovana specie, u fortifikovanych rostlin do-
Slo jednak ke zvySeni obsahu vsSech téchto specii kromé
selenanu, jednak byl nalezen i selenomethionin, ktery
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v kontrolnich rostlindch nalezen nebyl.

Béhem nasich vyzkumi se také podafilo ukazat, ze
metabolismus selenu ve dvou diilezitych kultivarech fepky
olejky Sitro a NK Oktans je podobny a nemél na speciaci
selenu vliv. Oproti tomu obsah specii selenu v rostlinach
fortifikovanych selenem byl ovlivnén zvolenou péstebni
oblasti. Celkovy obsah selenu, ktery rostliny ziskaly pie-
vazné€ vstiebavanim listy, se ovSem u vzorkli ziskanych
z ruznych lokalit nelisil, péstebni podminky reprezentova-
né zejména riznymi typy pid (luvizem, hnédozem, kambi-
zem) vSak mély vliv na jeho dalsi metabolismus.

Tato prdce vznikla za podpory projektu GACR
13-045808.
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K. Klognerova®, M. Vosmanska®, J. Szikova®, and
O. Mestek” (“ Department of Analytical Chemistry, Uni-
versity of Chemistry and Technology Prague, " Czech
University of Life Sciences, Prague): Effect of Growing
Conditions on Selenium Speciation in Rapeseed
(Brassica napus) Tissue

Se speciation analyses were performed in the rape-
seed plants fortified with Na,SeO; (50 g/hectar) and in the
control. Foliar application of the selenite was carried out
in the vegetative phase of extensive growth. Samples of
shoots were taken at the early flowering stage. The tests
comprised cultivars Sitro and NK Oktans in three Bohe-
mian agricultural regions including luvisol, brown and
cambisol soils. The total Se content of was determined by
inductively coupled plasma MS after pressurized micro-
wave digestion with HNOs. Speciation analysis was per-
formed after enzymatic hydrolysis by the nonspecific pro-
tease XIV using the on-line of reverse phase chromatog-
raphy and inductively coupled plasma. The mean extrac-
tion efficiency was 32 %. Selenate, selenocystine, Se-methyl-
selenocysteine, and one as yet unidentified species were
found in extracts of control plants. In addition, the extracts
of the fortified plant contained selenomethionine. The
analytical data were compared using Student t-test and
ANOVA. The fortification significantly increased the total
Se content (0.169 mg kg ' in control vs. 0.637 mg kg '). The
contents of individual Se species also increased; the only
exception was selenate. Both cultivars did not differ either
in the total Se content or in its speciation. The choice of
cultivated area, although not reflected in the total Se con-
tent in plants, significantly affected the proportional repre-
sentation of each species. The growing conditions and
climate show a significant effect on the Se metabolism in
plants.



