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A szelén az allatok szaméra esszencidlis mikroelem. Kordbban f6ként toxikus
hatasai alapjan itélték meg, de ismeretes, hogy hianya is szamos rendellenesség
okozdja lehet. Schroeder (1) szerint a szelén felesleges teratogén, hepatotoxikus és
neurotoxikus hatasu, hianya viszont visszaesést okozhat a ndvekedésben és a t6-
meggyarapodasban, izomelfajulast, magzatelhalast eredményezhet (2).

Egyes hatdsaiban a szelén biokémiai szerepe az E-vitaminéval rokon (3), mi-
altal el6segiti a ndvekedést és fokozza a termékenységet. A szelén fontos sajatsaga
tovabba, hogy képes cstkkenteni szamos nehézfém toxikus hatasat (2).

Bioldgiai eredetli mintdk szeléntartalmanak meghatarozasara a gyakorlatban
fluorimetriads (4, 5), atomabszorpciés (6, 7) és gazkromatografias (8, 9) médszerek
terjedtek el. A kozolt eredményeket, a modszerek eszkdzigényét és teljesitéképes-
seégét értékelve a gazkromatografias meghatarozasi lehetGségeket itéltik a legked-
vezBbbeknek.

Az allatok megfelel6 szelénellatottsaganak jelent6ségét az allattenyésztdk is
egyre inkabb felismerik és egyre fokozod6 igény jelentkezik résziikrgl takarméanyok
és allati szervek szeléntartalmanak ismerete és meghatarozasa irant. A cél a meg-
felel6 takarmanyozas biztositasa.

Ezért dolgoztunk ki laboratériumunkban olyan kapillaris gazkromatografias
szelénmeghatéarozasi eljarast, amely egyrészt megfeleléen érzékeny és pontos, mas-
részt kis eszkoz- és idGigényével rutinjellegli mérések végzésére is alkalmas.

Anyagok és eszkozok
A felhasznélt anyagok:

— kristalyos magnézium-nitrat (MgNOrf-6H,0) a.lt., Reanal

— 65%-0s salétromsav-oldat, RPE, Carlo Erba

— 37%-is sbésavoldat, a. It., Reanal

— toluol, a.lt., Reanal. A toluolt tisztitds céljabdl granulalt aktiv szénrdl
desztillaltuk.

— standard szelén torzsoldat: 1,095 g natrium-szelenitbél (a.lt., Reanal)
500 cm3oldatot készitettlink bidesztillalt vizzel. Ez az oldat 1,00 mg-cm-3

— reagensoldat: 4,6-dibrom-orto-feniléndiamin-hidroklorid telitett oldata
1 mo6l-dm-3 sésavoldatban.

A reagens kereskedelmi forgalomban nem kaphat6, el6allitasa és a reagensol-
dat készitése Shimoishi (8) és Dandegaonker (10) kézleményeinek felhasznalasaval
tortént a kdvetkez6kben leirtak szerint:
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a)

b)

c)

4,6-dibrom-2-nitro-anilin el6allitasa: 130 g bromot 100 cm3 jégecetben
feloldottuk, csepegtetd tolcsérbe toltottik. 46 g 2-nitro-anilint 200 cm3
jégecetben feloldottunk, csiszolatos gdmblombikba toltottik és spiral-
h(it6t szereltiink ra. A bromoldatot a h(itén keresztlil az elegybe csepeg-
tettik, allando keverés mellett. A csepegtetés befejezése utan a lombikot
egy éjszakan at allni hagytuk. A kivalt csapadékot lesz(rtik, a szlirlethez
500 cm3vizet toltottink és az Gjonnan kivalt csapadékot is leszdrtik. A
csapadékokat egyesitettiik, etanol-viz elegyb6l atkristalyositottuk. A ter-
mék 4,6-dibrom-2-nitro-anilin, olvadaspontja 127 °C, az irodalommal
egyez6en (10).

3,5-dibrom-orto-feniléndiamin-hidroklorid el6allitasa: 500 cm3es f6z6-
poharba 100 cm3vizet, 200 cm3etanolt és 50 cm3koncentralt sésavoldatot
toltottink és 2 g 4,6-dibrém-2-nitro-anilint mértiink bele, majd vizfird6
felett 60—70 °C kdzott kis részletekben vasport adtunk hozza. A kiindulasi
anyag teljes feloldédasa és sarga szinének eltlinése utan avaspor adagola-
sat befejeztiik. Az oldatot kb. 100 cm3re beparoltuk és allni hagytuk. A ki-
valt kristalyokat Givegszir6n lesz(irtik és 1 m6l-dm -3es sésavoldatbdl at-
kristalyositottuk. A termék 3,5-dibrom-orto-feniléndiamin-hidroklorid
(a tovabbiakban DBPD-HC1).

Reagensoldat: 50 cm3 1 mol-dm-3 tdménységl sésavoldatban 0,1 g
DBPD-HCI-t mértink, majd kevergetve enyhén megmelegitettiik. Egy
napi allas utan a fel nem old6dott reagenst kiszirtik, a telitett szlrletet
3x25 cm3toluollal extrahdlva tisztitottuk. Az igy elkészitett reagensoldat
hitve legaldbb 1 hénapig eltarthat6.

Kristalyos 4,6-dibrém-piazszelenol:

0,76 g natrium-szelenitet oldottunk fel 32 cm30,1 ma4l-dm3téménységi
sésavoldatban, 80 °C-ra melegitettik. 0,6 g DBPD-HCI-t oldottunk fel
92 cm30,1 m6l -dm-3 sdsavoldatban, ezt is felmelegitettiik és a két oldatot
Osszeontottik. Teljes lehdtés utan a kivant kristalyokat tvegsz(irén le-
sz(rtik, toluol-etanol elegybél atkristalyositottuk. A termék séarga tikris-
talyos 4,6-dibrém-piazszelenol (a tovabbiakban: DBPS), olvadaspontja
219-220 °C. (Irodalmi érték: 217-218 °C (8).)

— Standard DBPS munkaoldat: 10,79 mg DBPS-t oldottunk fel 25 cm3

— Kalibral6 DBPS oldatok: a fenti oldatbdl toluolos higitassal késziiltek, a

szelénre nézve 0 —500 pg-mm_3-es koncentracié tartomanyban.

A felhasznalt eszkozok:

Packard Model 419 gazkromatograf

Model 714 EC detektorral és Model 736 ECD lineariserrel

Chromatopac C -R 3A integrator

MTA KUTESZ TIP. 615 kémcs6termosztat

OMSzOV OH 63 tokos kemence

PIERCE gyartmanyu teflon-szilikongumi betétes csavaros kupakos fiolak
Tovabba a szokasos laboratériumi eszk6zok és anyagok.

Mdédszerek
Roncsolas és torzsoldatkészités

A szerves matrix elroncsolasanal McCarthy és munkatarsai (6) médszerét ala-

pul véve jartunkeéi.
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1 g eredeti nedvességtartalm( biolégiai eredet(i mintat (takarmanyok, illetve
allati szervek) mértiink 100 cm3es f6z6poharba. 10 cm3koncentralt salétromsavat
és 4 g magnézium-nitratot adtunk hozz4, elkevertik és egy éjszakan at allni hagy-
tuk. Masnap a poharat homokfiird6re allitottuk és 100 —120 °C h6mérsékleten id6n-
ként megkeverve melegitettiilk, Amikor az anyag szirups(rlség( lett, Gjabb 5cm3
salétromsavat adtunk hozza. A melegitést 150 —160 °C-on folytattuk. A kissé fel-
haboz6 anyagot megdermedése utan hideg izzitbkemencébe helyeztilk. A kemence
hémérsékletét 30 perc alatt 500 °C-ra emeltiik és 30 percig ott tartottuk.

A roncsolasi maradékot kihdlés utan 10 cm36 m 61-d m -3es s6savoldatban fel-
oldottuk, 100 °C-on 30 percig melegitettik az esetlegesen jelenlevé szelén (V1)
szelén(lV)-é torténd redukalasa céljabol.

Ezutan az oldathoz 3 cm37,5 moél-dm_3-es natrium-hidroxid oldatot adtunk,
majd mérélombikban bidesztillalt vizzel 25 cm3re toltottik.

Az oldat minden tovabbi tisztité Iépés nélkul felhasznalhat6 a szelén meghata-
rozasara.

DBPS-szarmazékképzés

A fenti oldatbol 2,00 cm3t mértiink reagensfiolaba, 0,500 cm3 DBPD-HC1
reagensoldatot adtunk hozza. A lezart fiolat 20 percig melegitettiik 75 °C-on. Le-
hiilés utan a képz&dott DBPS-t 0,500 cm3touollal extrahaltuk. Az extraktumbal
koézvetlenlll injektaltunk a gazkromatografba.

Gazkromatografias elemzési kériilmények

Kolonna és megosztofazis: 30 mx0,75 mm-es ,,Wide bore” kapillaris, SPB-
35 megosztofazissal nedvesitve (SUPELCO)
Viv6gaz: nitrogén, 20 cm3-perc-1
Segédgaz a detektornal: nitrogén, 40 cm3-perc-1
H&mérsékletek: detektor: 270 °C, injektor: 230 °C, kolonnatér: 200 °C
Injektalt térfogat: 2 mm3 de a kolonna viszonylag nagy kapacitasat kihasznalva
akar 5 mma3is injektalhato a készilékbe.
Injektalas: splitter nélkil, kdzvetlenil a kolonnéba.

Eredmények és értékelés

A kalibralé oldatokkal megvizsgaltuk a gazkromatografias mérés paramétereit
és a kovetkez6ket allapitottuk meg:

1. A DBPS cslicsa az ismertetett kérilmények kozott 7,9 perc retenciés id6vel je-
lenik meg.

2. A legkisebb detektalhatdé mennyiség 0,5 pg szelén, ami a bemérési és higitas
viszonyaink mellett 0,003 mg szelén/kg minta érzékenységnek felel meg.

3. A csucsteriilet-koncentracié osszefiiggés 5-500 pg-mm-3 tartomanyban line-
aris.

4. A meghatarozas relativ hibdja 1-5 pg-mm-3 szelén koncentracié értékek ko-
z0tt 2%, mig 5—500 pg-mm-3 szelén koncentracié tartomanyban 1% alatti
erték.

A szelénvisszanyerést és a mddszer alkalmazhatésagat kukorica, keverékta-

karméany, sertésvese, -maj és -husmintaknal vizsgaltuk meg, standard addiciés
maodszerrel.

Vizsgaltuk tovabba néhany, a takarmanyokban jellemzéen jelenlevd fémion és
a foszfation hatdsat a szelén meghatarozasanak eredményére. A vizsgalt intenziv
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siildétap (keveréktakarmany) Osszetételét az 1. tablazatban, a tanulmanyozott
egyéb ionok szelenithez viszonyitott aranyat a 2. tablazatban adjuk meg. Két jel-
lemz8 kromatogramot az 1. és a 2. abran mutatunk be.

1. téblazat

A mddszer ellen6rzésére hasznélt ,,Intenziv stld6tap” megnevezésii keveréktakarméanynak
a gyarto. altal megadott dsszetétele

Komponens Arany, %

Premix**.. . 5

* Kornyei Mez6gazdasagi Kombinat
** A premix megadott szeléntartalma 2,7 mg/kg

2. tablaza®
Az idegen ionok mindsége, a bemért forma, az ionok koncentracioja*
és az [|onj [szelenit] koncentraci6arany
- lonkoncentracié .
lon Vegyilet mol.dm -3 [ion]/[SeOg ]
Caz+ CaCo, 2,0 -10-2 7,9-104
Mg2* Mgso04 50 -10-3 2-104
K * KHaP04 1,28-i0-3 5-103
Mn2* MnCI2 3,64-10-3 1,4-104
Zn2* ZnSOi 3,04-10 -3 1,2-103
Fe3* FeCld 3,58-10-4 1,4-103
Cu2* CusS04 3,76- 10-s 1,5-103
PO4- kh ?o4 1,28 +10-® 5+103
Se02- Na2SeO. 2,54+10 _lo 1

* A bemért ionkoncentraciék nagysagrendben megfelelnek a takarmanymintak feldolgozasanal
kapott roncsolasi végoldatban kaphaté értékek maximumanak.

A 2. bra alapjan megallapithaté, hogy az alkalmazott pH-érték mellett atolu-
olos fazisban atold6dé reagens a meghatarozast nem zavarja. Megallapithaté tovab-
ba, hogy a McCarthy és munkatarsai (9) altal alkalmazott hidroxilamin + EDTA+
karbamind hozzdadéasra nincs szilkkség, mivel a kromatogramon a reagens cslcsa
utdn nem jelenik meg olyan csucs, amely zavarna és lassitana a sorozatméréseket.
A kisérleti eredményeket a 3. tablazatban foglaljuk dssze.
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Retenciés id6 (perc)

7. dbra. Kalibral6 DBPS-oldat kromatogramja
Injektalt térfogat: 2 mm3, szelér.mennyiség: 40 pg ATTEN: 5

3. tablazat
A kulonbo6zé vizsgalati mintakkal végeztt szelénmeghatarozasi és visszanyerés! kisérletek
eredményei
A hozzéaadott Standard
. szelénstandard Kapottszeléntartalom** visszanyeres
Minta koncentracioja, (x£SD), malkg atlagosan
mg/kg*

Vakproba 0 0,003+0,00015 —
Vakpréba 0,125 0,126 +0,004 101
Vakpréba 0,312 0,322 +0,011 103
Vakpréba ... 0,625 0,644 0,018 103
Idegen ionos modelloldat 0,312 0,313 0,010 100
Sertésvese 0 2,272 0,077 —
Sertésvese 1,25 3,452 0,014 94
Sertésmaj 0 0,599 +0,016 —
Sertésmaj 0,625 1,190 +0,041 101
Sertéshus. 0 0,104 +0,003 —
Sertéshus. 0,625 0,734 +0,023 101
Keveréktakarmany 0 0,149 +0,009 —
Keveréktakarmany 0,625 0,729 +0,023 91
Kukorica 0 0,027 0,002 —
Kukorica. 0,312 0,330 +0,016 97

* A mintara vonatkoztatva
** Minden esetben 5 parhuzamos meghatarozast végeztink
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2. abra. Sertésvese szelénmeghatarozasi kromatogramja
Injektalt térfogat: 2 mm3, szelénmennyiség: 727 qg ATTEN: 9
A: aDBPD cstcsa B: a DBPD cslcsa B: a DBPS cslcsa

A 3. tablazat adataibdl a kovetkez6ket allapithatjuk meg:

1. A standard visszanyerése gyakorlatilag 100%-o0s.
2. A mddszer hibaja 3% koruli variaciés koefficienssel jellemezhet6.

3. A vizsgalt idegen ionok a meghatarozast nem zavarjak. (Az idegen ionok ha-
tdsa azonban a touolos extraktum szinén megfigyelhet6. Standardok esetében

az extraktum szintelen, egyéb ionokat is tartalmazé oldatoknal sargas szinG. A fel-

tehet6en fellépd mellékreakciok azonban nem befolyasoljdk a kapott eredménye-
ket).

Osszegzésképpen megallapithatjuk, hogy az altalunk kidolgozott meghataro-
zasi eljaras jol hasznalhaté a legkilonb6z6bb mintak szeléntartalmanak meghata-
rozasara.

Bar az alkalmazott DBPD-HC1 reagens kereskedelemben nem kaphatd, egy
munkamenetben nagy mennyiségben el6allithato.

Az alkalmazott “wide bore” kapillaris kolonna szelektivitasa és a roncsolasi
madszer egyuttesen biztositja azt, hogy kulon tisztitoé eljarasokra nincs szikség.
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A kolonna nagy kapacitdsa lehet6vé teszi nagyon kis szelénkoncentraciok
meghatérozasat is (a bemérési és a higitasi viszonyok véltoztatasaval elérhetd akar
a 10-4- 10-5 mg szelén/kg minta érzékenység is). A modszer érzékenységének gya-
korlati hatarat az alkalmazott reagensek tisztasaga szabja meg.
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KAPILLARIS GAZKROMATOGRAFIAS MODSZER BIOLOGIAI ANYAGOK
SZELENTARTALMANAK 4,6-DIBROM-PIAZSZELENOL FORMABAN
TORTENO MEGHATAROZASARA

Nagy |. és Dudéas T.

Szerz6k kapillaris gazkromatografidss meghatarozasi eljarast dolgoztak ki
kilénbdz6 bioldgiai anyagok szeléntartalmanak meghatarozasara. A szerves mat-
rix elroncsolasat magnézium-nitrat —salétromsav keverékkel végezték. A roncsol-
many sésavas feloldasa, majd redukcid utan a szelén (IV)-bél 4,6-dibrom-piazsze-
lenol szarmazékot képeztek. Az ehhez szikséges 3,5-dibrém-orto-fenilén-diamin
reagenst maguk allitottak el6. A szelénszarmazék meghatarozasat gazkromatogra-
fiasan végezték, ,wide bore” kapillaris kolonna alkalmazéasaval. A maédszer érzé-
kenysége 0,003 mg szelén/kg minta, variaciés koefficiense 3% koruli érték. Az el-
jarés ellen6rzését standard addiciés modszerrel végezték el kiilénboz6 allati szervek
és takarmanyok esetében.

DETERMINATION OF SELENIUM-CONTENT IN BIOLOGICAL MATTERS
ON THE WAY OF 4,6-DIBROMO-PIAZSELENOL BY CAPILLARY GASCH-

ROMATOGRAPHIC METHOD

Nagy, |I. and Dudas, T.

The authors developed capillary gaschromatographic method for the deter-
mination of Selenium content in different biological matters. The organic substance
were broken down by compound of magnesium-nitrate-nitric acid. They formed
from the Selenium (V) the derivative of 4,6-dibromo-piazselenol after the hydro-
chloric solving and reduction of the decompositioned matter. The required 4,6-
dibromo-ortho-phenylene-diamine reagent was produced by themselves. They made
the determination of Selenium derivate by gaschromatography on wide bore capil-
lary column. The sensitivity of the method is 0,003 mg Selenium/kg sample, coeffi-
cient of variation is about 3%. They performed the control of the method by stan-
dard additive method in case of different animal organs and feeds.
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METOJ KAMNNNAPHOW TA30BON XPOMATOIPA®UN
onA ONPEAENEHNA COAEPXAHWA CENEHA B BUOJIOTNMYECKUX
MATEPWANAX B ®OPME 4,6-0UBEPOM-MTMA3CENNEHO/A

M. Hagb n T. Aypaw

ABTOpbl pas3paboTann MeToh KanunnsipHoli rasoBoil  xpomatorpacduv Ans
onpefeneHust CoAepXaHusi cefieHa B pas3INyHbIX BGMOMOrMYEcKNX MaTepuanax.
MuvHepanu3aumss oOpraHuMyeckoro MaTpukca npoBoAMMIacb C MOMOLLBHD  CMecn
COCTOSILLE M3 HUTpaTa MarHus M COMSIHOW KMCAOTbl. [locne pacTBOpEHUs MuHe-
panmnsarta B CO/ISIHOW KWAC/IOTEe M noc/e pefykuuu, 4-x BaseHTHbI ceneH npespa-
Lanu B Nnpov3BogHoe : 4,6-ambpom-nnasceneHon. Heobxoaumblii 415 3TOr0 peakTuB
3,5-AM6pom-opTo-heHnNeH-anamMmH, aBTopbl CUHTE3UPOBasIM caMmocToaTenbHo. On-
pefeneHue Npov3BOAHOIO CefleHa NPOBOAWIOCH rasoxpomaTorpaduyecku c npwu-
MEHEHVEM KanUMNAPHOW KONOHHbI <t wide bore »  YyBCTBUTENBHOCTL MeToAa
paBHsnacb 0,003 mr ceneHalkr npobbl, BENMUMHA BapuaLMOHHOIO Ko3addumumeHTa
coctaBnsna okono 3%-B. lNpoBepky MeToda OnNpedesieHVss aBTopbl MPOBOAWM
C noMoLulbld MeToga [o6aBneHus CTaHAApTHbIX pacTBOpoB (MeTogd afavuuun) ans
c/lyyasi UCMbITAHWS pas/INyHbIX OPraHoB XMBOTHbIX, a Takke [/ WCNbITaHus

dypaxa.

KAPILLARGASCHROMATOGRAPHISCHE METHODE FUR
DIE BESTIMMUNG DES SELENGEHALTES VON BIOLOGISCHEN
MATERIALEN IN FORM VON 4,6-DIBROMPIAZSELENOL

Nagy, |. und Dudas, T.

Verfasser haben ein kapillarschromatogaphisches Verfahren fiir die Bestim-
mung des Selengehaltes von verschiedenen biologischen Materialen ausgearbeitet.
Die Zerstdrung des organischen Materials wurde mit einem Gemisch von Magne-
siumnitrat und Salpetersaure durchgefiihrt. Nach der Auflosung des Riickstandes
mit Salzsdure und der Reduktion wurde aus dem Selen (1V) eine 4,6-Di'orompiaz-
selenol-Verbindung gebildet. Die dazu notwendige 3,5-Dibromortophenylendiamin-
Reagenz haben die Verfasser selbst hergestellt. Die Selenverbindung wurde gasch-
romatographisch mit einer Kapillarkolonne “ wide bore” bestimmt. Die Empfind-
lichkeit der Methode liegt bei 0,003 mg Se/kg Probe, wobei der Variations-
koeffizient etwa 3% betragt. Das Verfahren wurde mit der Standardadditions-
methode mit Hilfe von verschiedenen tierischen Organen und Futtermitteln ber-
pruft.
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