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SPIS SKROTOW I AKRONIMOW

SKROT/ Pelna nazwa Pelna nazwa
AKRONIM w jezyku angielskim w jezyku polskim
ZWIAZKI SELENU
DMSe Dimethyl selenide Selenek dimetylu
DMDSe Dimethyl diselenide Diselenek dimetylu
DMSP Dimethylpropionate Propionian dimetylu
GSH Reduced glutathione Zredukowany glutation
GSH-Px Glutathione peroxidase Peroksydaza glutationowa
GS-Se* Conjugated selenide Selenek sprzezony z glutationem
GS-SeH Glutathionylselenol Glutationyloselenol
GS-SeOs Conjugated selenite Selenian (IV) sprzezony z glutationem
GS-Se-SG Selenodiglutathione Selenodiglutation
HCys Homocysteine Homocysteina
Met Methionine Metionina
Met-tRNA Methionine and tRNA complex ~ Kompleks metioniny z tRNA
OAS O-acetylserine acetylohomoseryna
SeBet Selenobetaine Selenobetaina
SeCys Selenocysteine Selenocysteina

Se-cys tRNAuca/

Selenocysteine and tRNAuca

Kompleks selenocysteiny

SeCys-tRNA complex z tRNAuca

SeMetSeCys/

CHsSeCys/ ) )
SeMeseCys/ Selenomethylselenocysteine Selenometyloselenocysteina
SeMetCys

Se-Me-SeMet Selenomethylselenomethionine  Selenometyloselenometionina
SeMet Selenomethionine Selenometionina

SeMetO Selenomethionine oxide Tlenek selenometioniny
SeMetSeO/

Se-MetSeCys-Se-
tlenek

Selenomethionine selenoxide

Selenotlenek selenometioniny



Selenomethionine and tRNA

SeMet-tRNA Kompleks selenometioniny z tRNA
complex
Se-sugar-A Selenosugar A Selenocukier A
Se-sugar-B Selenosugar B Selenocukier B
v-glutamyl-
SeMetSeCys/
v-glutamyl- y-glutamyl- y-glutamylo-
CHsSeCys/ selenomethylselenocysteine selenometyloselenocysteina
glutamylo-
SeMetCys
POZOSTALE ZWIAZKI CHEMICZNE
Ts Triiodothyronine Trijodotyronina
Ta Thyroxine Tyroksyna
Methionine Transfer Transportujagcy metioning kwas
tRNAMet ) ) _ _
Ribonucleic Acid rybonukleinowy
UGA codon Transfer Transportujagcy kodon UGA kwas
tRNAucA . . . .
Ribonucleic Acid rybonukleinowy
UGA Codon stop Kodon stop
ATP Adenosine triphosphate Adenozynotrojfosforan
APS Adenosine Phosphosulfate Adenozynofosfosiarczan
PROCEDURY ANALITYCZNE
Atomic Absorption ] )
AAS Atomowa spektrometria absorpcyjna
Spectrometry
AED Atomic Emission Detector Detektor emisji atomowej
AES Atomic Emission Spectrometry ~ Atomowa spektrometria emisyjna
AES Atomic Fluorescence Atomowa spektroskopia
Spectroscopy fluorescencyjna
] o Katodowa woltamperometria
CSsv Cathodic Stripping Voltammetry o
stripingowa
Dispersive Liquid Liquid Dyspersyjna mikroekstrakcja
DLLME _ -q q -y p _ Yl J
Microextraction ciecz-ciecz
Differential Pulse Cathodic Impulsowo-roznicowa katodowa
DPCSV o o
Stripping Voltammetry woltamperometria stripingowa
ECD Electron Capture Detector Detektor wychwytu elektronow
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Jonizacja przez rozpylenie w polu

ESI Electrospray lonisation
elektrycznym
Electrothermal Atomic Atomowa spektrometria absorpcyjna
ET - AAS _
Absorption Spectrometry Z atomizacjg elektrotermiczng
Spektroskopia absorpcji
EXAES Extended X-Ray Absorption promieniowania rentgenowskiego
Fine Structure w obszarze subtelnej struktury
ponadkrawedziowej
FI Flow Injection System System wstrzykowo - przepltywowy
FID Flame lonization Detector Detektor ptomieniowo - jonizacyjny
) Detektor ptomieniowo -
FPD Flame Photometric Detector
fotometryczny
GC Gas Chromatography Chromatografia gazowa
GE - AAS Graphite Furnace Atomic Atomowa spektrometria absorpcyjna
Absorption Spectrometry z atomizacja W kuwecie grafitowej
HG Hydride Generation Generacja wodorkow
HPLC High Performance Liquid Wysokosprawna chromatografia
Chromatography cieczowa
ICP - MS Inductively Coupled Plasma Spektrometria mas ze wzbudzeniem
Mass Spectrometry w plazmie indukcyjnie sprzgzonej
INAA Instrumental Neutron Activation Instrumentalna neutronowa analiza
Analysis aktywacyjna
IPC _ _
P lon Par Chromatography Chromatografia par jonowych
] Plazma indukowana za pomoca
MIP Microwave Induced Plasma o o
promieniowania mikrofalowego
MS Mass Spectrometer Spektrometr mas
MS/MS Tandem mass spectrometry Tandemowa spektrometria mas
OES Optical Emission Spectroscopy ~ Optyczna spektroskopia emisyjna
) _ Kwadrupolowy analizator czasu
Q-TOF Quadrupol Time of Flight
przelotu
RPC Reversed-Phase Chromatografia w uktadzie faz
RP Chromatography odwroconych
SAX Strong Anion Exchanger Silny wymieniacz jonowy



SPME Solid-Phase Microextraction Mikroekstrakcja do fazy statej
uv Ultraviolet Nadfioletowy
Ultraviolet — visible Spektroskopia w zakresie Swiatta
UV - VIS . e :
spectroscopy widzialnego i bliskiego ultrafioletu
] Spektroskopia w obszarze bliskim
X-ray Absorption Near Edge § o )
XANES progu absorpcji promieniowania
Structure )
rentgenowskiego
KONTROLA I ZAPEWNIENIE JAKOSCI
BAM Federal Institute for Materials Federalny Instytut Badan i Kontroli
Research and Testing Materiatow
Cooperation on International Wspotpraca na rzecz
CITAC Traceability in Analytical Migdzynarodowej Spojnosci
Chemistry pomiarowej w Chemii Analitycznej
CRM Certified reference material Certyfikowany materiat odniesienia
ERM European Reference Material Europejski materiat odniesienia
GLP Good Laboratory Practice Dobra Praktyka Laboratoryjna
GUM Guide to the expression of Poradnik wyrazania Niepewnosci
Uncertainty in Measurement Pomiarow
IChTJ - Instytut Chemii i Techniki Jadrowe;j
) Miedzynarodowa Organizacja
International Laboratory ' -
ILAC o Wspotpracy w zakresie Akredytacji
Accreditation Conference
Laboratoriow
IRMM Institute for Reference Materials  Instytut Materiatdéw Odniesienia
and Measurements i Pomiarow
SO International Organization for Migdzynarodowa Organizacja
Standardization Standaryzacyjna
IUPAC International Union of Pure and  Miedzynarodowa Unia Chemii
Applied Chemistry Czystej i Stosowanej
Laboratory of the Government ) )
LGC ) Rzadowe Laboratorium Chemika
Chemist
LRM Laboratory Reference Material Laboratoryjny materiat odniesienia
NIST National Institute of Standards Narodowy Instytut Wzorcow

and Technology

i Technologii



National Research Council of

NRC Krajowa Rada Badawcza Kanady
Canada

PRM Primary Reference Material Pierwotny materiat odniesienia
Quality Assurance/Quality

QA/QC Zapewnienie i Kontrola Jakos$ci
Control

QCM Quality Control Material Materiat do kontroli jakosci

RM Reference material Materiat odniesienia

SecRM Secondary Reference Material Wtorny materiat odniesienia

POZOSTALE

Al Adequate Intake Odpowiednie spozycie

AIDS Acquired Immune Zespot nabytego
Deficiency Syndrome niedoboru odpornosci

ANOVA Analysis of variance Analiza wariancji

CVv Coefficient of variation Wspotczynnik zmienno$ci

DNA Deoxyribonucleic acid Kwas deoksyrybonukleinowy

DRI Dietary Reference Intake Zalecana dawka zywieniowa

EAR Estimated Average Requirement  Srednie dobowe zapotrzebowanie

ETS Environmental Tobacco Smoke  Srodowiskowy dym tytoniowy

;f Degrees of freedom Liczba stopni swobody

HIV1 Human Immunodeficiency Virus Ludzki wirus niedoboru odpornosci
type 1 typu 1

LDL Low Density Lipoproteins Lipoproteina niskiej gestosci

LOD Limit Of Detection Granica wykrywalnosci

LOQ Limit Of Quantitation Granica oznaczalnoS$ci

MDL Method Detection Limit Granica wykrywalno$ci metody

MQL Method Quantitation Limit Granica oznaczalnosci metody

NPC Nutritional Prevention Cancer Zapobleganie nowotworom poprzez

odzywianie

PE Polyethylene Polietylen

ppb Parts per billion Czgéci na miliard

ppm Parts per million Cze$ci na milion



Recommended Dietary

RDA Allowance Zalecane dzienne spozycie
RNA Ribonucleic acid Kwas rybonukleinowy
ROS Reactive Oxygen Species Reaktywne formy tlenu
S Standard deviation Odchylenie standardowe
s.m. - Sucha masa
Eksperyment polegajacy na
SELECT Selenium and Vitamin C Cancer  sprawdzeniu mozliwosci selenu
Prevention Trial I witaminy C w zapobieganiu
nowotworom
SIDS Sudden Infant Death Syndrome  Zesp6t Nagtej Smierci Niemowlat
SS Sum of Squares Suma kwadratow
UL Tolerable Upper Intake Level NajwyZszy bezpieczity poziom

spozycia




1 CZESC TEORETYCZNA

1.1 Wstep

1.1.1 Historia selenu

Selen jest pierwiastkiem chemicznym z grupy niemetali w uktadzie okresowym. Jego historia
odkrycia oraz poznawania wlasciwosci jest bardzo ciekawa. Na poczatku selen uwazany byt za
pierwiastek trujacy, a dopiero 140 lat od jego odkrycia wykazano pozytywne oddziatywanie
tego pierwiastka na organizmy zywe. W tabeli 1 przedstawiono informacje o kamieniach

milowych w rozwoju wiedzy na temat selenu i jego zwigzkow.

Tabela 1. Kamienie milowe w rozwoju wiedzy na temat selenu i jego zwigzkoéw

Data Autor/ Wydarzenie Litera-
autorzy tura

W ksigzce Rosarium Philosophorum wspomniat

Arnold de e s o . .

XIHI w. . o0 ,,czerwonej siarce”, ktorg odkryt na §cianach pomieszczen, [1]
Villanova . :

w ktorych odparowywano siarke

W trakcie podrézy dookota $wiata opisal trujaca rosline,
wystepujaca w Chinach, ktéra powodowata u zwierzat
XIlw. | Marco Polo zjadajacych ja ,,odpadanie kopyt” [1]
(prawdopodobnie byta to roslina nalezaca
do tzw. ,.hiperakumulatoréw” selenu)

Badajac ,,czerwonawy osad” powstaty w fabryce produkujacej
kwas siarkowy odkryt substancje
Jons Jacob 0 wlasciwosciach zblizonych do telluru; [1]
Berzelius Nowo odkryty pierwiastek nazwat ,,selen” (gr. ,,selene” —
Ksigzyc) ze wzgledu na wystgpowanie obok telluru
(fac. ,tellus” — Ziemia)

1817r.

Opisali chorobe zwierzat gospodarskich — btednie nazywang
,»chorobg alkaliczng” — spowodowang spozywaniem ros$lin

1935r. Beath i in. z rodziny Astragalus, ktore majg zdolno$¢ do kumulacji [2]
bardzo duzych ilosci selenu z gleby
Opublikowat raport, w ktorym zidentyfikowat selen jako
czynnik toksyczny w niektorych roslinach szkodliwych dla
1937r. | A. L. Moxon zwierzat gospodarskich na terenach zachodnich Dakoty [3]
(USA)
1943 r. | Nelsoniin. Pierwsza wzmianka sugerujgca, ze selen jest rakotworczy [4]
1954 3. Pinsent Opisal wyniki badan, w ktérych opisat istotnos¢ selenu dla [5]
' ' bakterii
K. Schwarz Opisali wyniki badan, w ktérych zidentyfikowali pierwsza
1957r. i C M. Eoltz chorobe, w ktorej selen dziala zapobiegawczo; pierwszy raz [6]

selen zostat opisany jako istotny dla zdrowia mikrosktadnik
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Tabela 1 c.d.

Patterson i

Odkryli zwigzek pomiedzy niedoborem selenu

1957 in. a ,,skaza wysigkowa” u drobiu 7]
. Odkryli zwigzek pomiedzy niedoborem selenu
1957r. | Eggertiin. a ,,hepatosis dietetica” (uszkodzenie watroby) u §win L8]
1958 1. Muth i in. Odkryli zw1a[z§:k pom1§d’zy‘ ’r,lledgborgrp selF:nu [9]
a chorobg ,,biatych migs$ni” u cielat 1 jagniat
Thompson i Odkryli zwigzek pomiedzy niedoborem selenu
1969 r. R ) : [10]
Scott a zwyrodnieniem trzustki u drobiu
1969 | Rotruckiin. Opisali wy1’111.<1 badan, w ktorych potw1erdz_1h, ze s_elen jest [11]
czescig enzymu peroksydazy glutationowej
Shamburger Opisali wyniki badan demograficznych, w ktorych
1969 r. . . . L . . [12]
I Frost zasugerowali, ze selen moze dziata¢ przeciwrakotworczo
1969 r Kuchel Opracowali pierwsze selenowe suplementy diety [13]
' I Buckley dla zwierzat gospodarskich
Koivistonen Rzad Finlandii podejmuje decyzje o dodawaniu
1986r. | , [14]
I Huttunen do nawozow selenu
1988 1. Yang i in. _OplsaI! choroby Keshan i Kasin-Beck, Wystfgpl}]qce [15]
u mieszkancéw Chin, spowodowane przez niedobor selenu
Opisali wyniki badan, w ktérych zasugerowali,
1989 r. | Duthiei in. ze suplementacja za pomocg selenu moze chronic¢ [16]
przed chorobami uktadu sercowo - naczyniowego
1994 1. Schrauzer Opisal pozytywny wplyw s%}gn;entaql za pomocg selenu na [17]
Podczas eksperymentu NPC wykazano, ze suplementacja
1996 r. Clark i in. selenem powoduje redukcj¢ w czestosci wystepowania raka [18]
prostaty, ptuc i jelita grubego
Zasugerowal, ze suplementacja selenem moze by¢
1997 r. Combs czynnikiem chronigcym przed niektérymi rodzajami [19]
Nnowotworow
2000 T. Levander Wykazat, Ze selen moze byc .czynmklem ghrochym przed [20]
zakazeniami wirusowymi
Wyniki badan opublikowane w latach 2008-2014 wykazaty,
ze suplementacja za pomoca SeMet
2001 — 1/lub witaminy E nie powoduje istotnych r6znic
SELECT w czgsto$ci wystepowania raka prostaty. [21 - 24]
2014 r. : . ; . . .
Dodatkowo stwierdzono, ze suplementacja moze zwigkszac
ryzyko wystapienia cukrzycy typu 2, tysienia
1 zapalenia skory.
Do obiegu trafia pierwszy certyfikowany material odniesienia
2006 r. | Mesteriin, do specjacji SeMet — SELM-1 — w postaci wzbogaconych [25]
w selen drozdzy; produkowany przez NRC
Poczatek produkcji materialu odniesienia do specjacji SeMet -
2011r. ERM-BC210a — w postaci maki pszennej; produkowany przez

LGC
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1.1.2 Selen i jego zwigzki

Ze wzgledu na zawarto$¢ tego pierwiastka w skorupie ziemskiej — (0,05 ppm) — selen
traktowany jest, jako mikrosktadnik lub sktadnik $ladowy. Mimo to wystepuje w wielu
sktadnikach przyrody takich jak: skaty, mineraty, gleby, materiaty pochodzenia wulkanicznego,
ztoza siarki i siarczkow, wegiel i popiot weglowy oraz w pyle [26, 27]. Selen wystepuje we
wszystkich elementach nicozywionego S$rodowiska (hydrosferze, litosferze, atmosferze),
a takze w biosferze. Moze wystgpowaé zarowno w postaci zwigzkéw organicznych jak
1 potaczen nieorganicznych [28], przy czym formy nieorganiczne sg bardziej toksyczne niz
formy organiczne [29]. Do zwigzkow nieorganicznych naleza: selen elementarny, selenki
metali oraz seleniany (IV) i (VI). Natomiast do potaczen organicznych zaliczy¢ nalezy zwiazki,
w ktorych selen jest bezposrednio potaczony z weglem (zwigzki metylowe, aminokwasy
selenowe) oraz zwigzki, w ktorych selen polaczony jest z weglem za pomoca wigzan
kowalencyjnych (selenometionina, selenocysteina) [30]. W probkach srodowiskowych selen
moze wystepowac, jako selenian (IV), selenian (VI), (CH3).Se, (CHs)2Se2, a w probkach
biologicznych najczesciej W formie selenocysteiny, selenometioniny
i selenometyloselenocysteiny [29]. Informacje o niektérych nieorganicznych i organicznych

zwigzkach selenu zestawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Organiczne i nieorganiczne zwigzki selenu [31 - 33]

Wzér chemiczny Nazwa
H2Se Selenowodor / Selenek diwodoru
SeO> Dwutlenek selenu
H2SeO3 Kwas selenowy (1V)
H2SeO4 Kwas selenowy (V1)
GS-Se-H Glutationyloselenol
GS-Se-SG Selenodiglutation
CHs-Se-H Metyloselenol
(CHz3)2Se Dimetyloselenek / selenek dimetylu
(CHz)sSe” Jon trimetyloseleniowy
CHjs-Se-CH2CH2-CH(NH2)COOH Selenometionina
H-Se-CH,-CH(NH2)COOH Selenocysteina
HCOO-(NH2)CHCH>-Se-Se-CHa- Selenocystyna
CH(NH2)COOH
H-Se-CH,-CH,-CH(NH2)COOH Selenohomocysteina
CHs-Se-CH2-CH(NH2)COOH Selenometyloselenocysteina
HCOO'C%(HN (|I_|\|2|)-|§EI (2) (S)eH-CHZ-CHZ- Selenocystatonina
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Zwiazki selenu podlegaja biologicznej metylacji — procesowi, w ktorym udziat biorg rosliny
wyzsze, grzyby oraz mikroorganizmy. Do jej produktow naleza alkilowe pochodne selenu
np. (CH3)2Se - selenek dimetylu, czy (CHzs)2Se; - diselenek dimetylu. Lotne produkty metylacji
odgrywaja istotng role w geochemicznym obiegu tego pierwiastka [34], jak to przedstawiono

schematycznie na rysunku 1.

OSADY i SKALY
OSADOWE

|
¢

SKALY

DZIALALNOSC
| WULKANICZNE

WULKANICZNA

RDZEN ZIEMI

Rysunek 1. Schematyczne przedstawienie obiegu selenu w przyrodzie [35]
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Organiczne 1 nieorganiczne zwiazki selenu znalazly takze zastosowanie w réznych galeziach
przemystu. W tabeli 3 zestawiono informacje o zastosowaniach przemystowych zwigzkow

selenu.

Tabela 3. Zastosowania przemystowe zwigzkoéw selenu [26, 35 - 37]

Sfera dzialalno$ci . .
Zwiazek/Kki selenu era Zla_ amoset Opis zastosowania
czlowieka
. Produkcja pot ikow, fot i
i Elektronika rodukcja pod przewodr.n ’ow, otoogniw,
prostownikow
Na2SeO . .
(NHj)z Se(3)3 Przemyst szklarski Barwienie szkta
>e Przel.ny81 Katalizator
Se0; chemiczny
SeOCl» Przemyst gumowy Przyspieszanie procesu wulkanizacji
Na2SeOq Sktadnik suplementow diety lub lekow
Przemyst D
Na>SeO3 przeciwdziatajacych chorobom
farmaceutyczny .
SeMet spowodowanym niedoborem selenu
Na>SeO4 . Insektycyd lub sktadnik nawozow
Rolnictwo
Na.SeOs sztucznych
CdSe W fotokomorkach, kserokopiarkach,
sygnalizatorach swietlnych
CuSeOq Koloryzator stopow miedzi

Dziatalno$§¢ wymienionych gatezi przemystu, a takze procesy spalania wegla i produktéw
przerobki ropy naftowej, wytapianie siarczkowych rud miedzi i olowiu [37, 38] stanowig

antropogeniczne zrodta zanieczyszczenia Srodowiska przez selen.
1.1.3 Selenobiatka

Selen dostarczany do organizmu poprzez odpowiednig diete peini funkcje prozdrowotne,
gtownie przez jego wilaczenie do cysteiny i syntez¢ 21 aminokwasu — selenocysteiny, obecnej
w wielu biatkach enzymatycznych. Biatka, ktore zawieraja przynajmniej jedna reszte
selenocysteinowg okresla si¢ jako selenobiatka [39]. Selenobiatka sa obecne we wszystkich
trzech domenach zycia: bakteriach, archeonach oraz jadrowcach (eukaryota). Do organizmow,
ktore nie zawierajg selenobialek naleza drozdze oraz rosliny wyzsze. Do tej pory odkryto
30 selenobiatek [40]. Ludzki proteom zawiera 25 selenobiatek [41]: pig¢ peroksydaz
glutationowych, trzy dejodazy jodotyroniny, trzy reduktazy tioredoksyny oraz selenobiatka

P, W, 15kD, M, I, N, O, H, T, K, S, R, SPS2 [42].
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Selenobiatka spetniajg wazne funkcje w organizmach zywych, przede wszystkim:
a) stanowig niezbedne enzymy przeciwutleniajgce,
b) reguluja synteze hormonu tarczycy,
C) stanowig biatka strukturalne biorgce udzial w syntezie plemnikow,
d) moga petnic funkcje ochronng przed niektérymi rodzajami wirusow (w tym HIV),
e) poprawiajg funkcjonowanie uktadu sercowo - naczyniowego,
f) zapobiegaja neurodegeneracji,
g) biorg udziat w metabolizmie mig$ni,
h) prawdopodobnie mogg bra¢ udziat w ochronie przeciwnowotworowej [39].

W tabeli 4 przedstawiono informacje na temat selenobiatek, ich funkcji oraz umiejscowienia

W organizmie Zywym.
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Tabela 4. Selenobiatka, ich funkcje i umiejscowienie w organizmach zywych [35, 39, 43 - 50]

Miejsce wystepowania

Selenobialko Skrot Funkcja w organizmie Zzywym A
W organizmie
Perok_sydaza Redukuje nadtlenek wodoru i nadtlenki organiczne odpowiednio do wody
glutationowa GPx1, . . . . , Erytrocyty, watroba,
1 alkoholu, dzigki czemu chroni przed uszkodzeniem bton komodrkowych. .
cytolozowa lub cGSH-Px . . L \ e nerki, pluca
Klasyczna Nie wykazuje aktywnos$ci w stosunku do wodoronadtlenkow fosfolipidow.
Peroksvdaza Wykazuje aktywno$¢ w stosunku do wolnych wodoronadtlenkow kwasow
U tatiomowa GPx2, thuszczowych i nadtlenku wodoru, petnigc funkcje w metabolizmie Tkanki przewodu
so0 g dkowo-ielitowa GI-GSH-Px spozywanych nadtlenkow thuszczéw. Moze mie¢ rowniez znaczenie pokarmowego, watroba
2 J w ochronie organizmu przed rakiem jelita grubego.
Chroni btony komoérkowe, redukujac nadtlenek wodoru i nadtlenki Piyn .
Peroksydaza . L . RSP , zewnatrzkomoérkowy,
. organiczne w obecnosci glutationu. W przeciwienstwie do GPx1 wykazuje .
glutationowa GPx3, . r , s : osocze, watroba, nerki,
aktywno$¢ wobec wodoronadtlenkow fosfolipidéw. Dodatkowo kontroluje
osoczowa lub eGSH-Px . . . serce, ptuca, tarczyca,
. poziom nadtlenku wodoru w tarczycy, co jest konieczne do syntezy .
pozakomorkowa . przewdd pokarmowy,
hormondw tarczycy. .
tozysko
Rozktada wodoronadtlenki fosfolipidowe, wodoronadtlenki tyminy,
cholesterol i jego estry. Stanowi czynnik w systemie obronnym przeciwko
Peroksydaza GPx4 oksydacyjnemu niszczeniu biomembran, pod warunkiem, ze membrany Mitorchondria, komorki
glutationowa PH-G SH:PX zawieraja odpowiednig ilo§¢ witaminy E. Dodatkowo bierze udzial w cystolu, jadra
fosfolipidowa procesie spermatogenezy. Zamienia wodoronadtlenki cholesterolu i estrow komorkowe
cholesterolu w mniej toksyczne pochodne. Chroni DNA przed
uszkodzeniami spowodowanymi utlenieniem.
Peroksydaza
. . GPx5, . .
glutationowa jader SNGSH-Px Funkcje dotad nie zostaly poznane.
plemnikow
Peroksydaza GPX6 Selenobiatko wystegpujace tylko u ludzi.
glutationowa 6 Funkcje dotad nie zostaly poznane.
Peroksydaza GPX7 Peni funkcj¢ przeciwutleniajacg i prawdopodobnie bierze udziat w procesie Retikulum

glutationowa 7

zwijania (faldowania)** biatek.

endoplazmatyczne*
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Tabela 4 c.d.

Peroksydaza

Retikulum

selenofosforanowa 2

stanowi donor selenu w biosyntezie selenocysteiny 1 selenobiatek.

. GPx8 Prawdopodobnie bierze udziat w procesie zwijania (fatdowania) biatek.
glutationowa 8 endoplazmatyczne
Dejodaza D1, Dostarcza aktywnej formy hormonu tarczycy 3,3’-5’trijodotyroniny (T3) Watroba, nerki,
jodotyroniny typu 1 5°DI w 0soczu, inaktywuje T3 i T4 oraz eliminuje z kragzenia odwrotng T3 tarczyca, brunatna
' tkanka thuszczowa
. Katalizuje odjodowanie T4 do T3 oraz odwrotnej T3 do T2 oraz bierze udziat Centralny ukiad
Dejodaza D2, , s nerwowy, migsnie
. . \ w wewnatrzkomoérkowym wytwarzaniu Ta. .
jodotyroniny typu 2 > bll Pelni istotng role w procesie aktywacji hormonow tarczyc szKieletowe, brunatna
a1ole Wp ywaq yey: tkanka ttuszczowa
Dejodaza D3, o T Centralny ukiad
. . , Katalizuje odjodowanie pierScienia tyrozylowego nerwowy, ptdd,
jodotyroniny typu 3 5°DIII . :
tozysko, macica
Reduktaza TrxR1 Uwazane sg one jako jeden z gtownych regulatorow reakcji redox w komorkach Cytozol
tioredoksyny 1 ssakow. TrxR1 pelni glowng role w embriogenezie, a TrxR2 zapewnia ochrong
Reduktaza TrxR2 przez nadtlenkiem wodoru produkowanym przez mitochondrialny tancuch Mitochondria
tioredoksyny 2 oddechowy. Dodatkowo reduktazy katalizuja reakcje tioredoksyny oraz sa
Reduktaza TrxR3 odpowiedzialne za redukcj¢ rybonukleotydow do deoksyrybonuklotydow Tad
tioredoksyny 3 i utrzymanie wtasciwego potencjatu redox wewnatrz komorki. adra
Jego podstawowa funkcjg jest udziat w magazynowaniu i transporcie selenu
z osocza do komorek (wiagze do 60 % selenu zawartego w 0soczu) oraz
Selenobiatko P Sep utrzymanie homeostazy procesow blologlczn}_/c_h. Dodf'ﬂkowo, Jakf) Mozg, watroba, jadra
przeciwutleniacz chroni przed wirusem Hepatitis B, ktory wywoluje
peroksydacje lipidéw. Eliminuje nadtlenki azotowe, powstate w wyniku reakc;ji
jonow nadtlenkowych z kwasem azotowym.
Syntetaza SpS? Katalizuje reakcje selenku z ATP. W reakcji tej powstaje selenofosforan, ktory Nerki, watroba, jadra
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Tabela 4 c.d.

Zapewnia ochrong¢ przeciwko wolnym rodnikom powodujgcym stres

Selenobiatko R l\iigl oksydacyjny. Bierze udziat w metabolizmie metioniny oraz procesach naprawy Watroba, nerki
biatek.
Bierze udziat w metabolizmie mig$ni Prostata, mézg, jelito
Selenobiatko W Selw . . . eshil. grube, serce, migsnie
Przeciwutleniacz w komorkach rakowych powstajacych w plucach. .
szkieletowe
Selenobiatko N SelN Bierze udziat w metabolizmie mig$ni. Wiekszo$¢ tkanek
Sledziona, komérki
Selenobiatko K SelK Prawdopodobne dziatanie przeciwutleniajace. uktadu
odpornosciowego
Selenobiatko H SelH Bierze udziat w regglacp genu 0dp9w1ed21alneg0 za syntezg glutationu. 'Sledzmna,’ mozg,
Pelni funkcje¢ czynnika transkrypcyjnego. jadra komorkowe
Selenobiatko M SelM Bierze udziat W procesie zwijania (fal‘d(‘)wanla) biatek. Retikulum
Pelni funkcj¢ przeciwutleniajaca. endoplazmatyczne
Selenobiatko 15kD Sell5 Bierze udziat w procesie zwijania (fatldowania) biatek. Retikulum
endoplazmatyczne
D . . Membrany o0socza,
st pienekone s ol
P guiad painyeh. endoplazmatyczne
. . Ostonka
Selenobiatko ostonki . . . . .
mitochondrialnej*** MCSeP Peli funkcje magazynujaca dla GPx4. mltochonc_irlalna
plemnika
Selenobiatko T SelT .
Selenobiatko O SelO Funkcje dotad nie zostaly poznane. en d(l)?el:’[il;(rlljﬁlal{[mczne
Selenobiatko I Sell P y
Selenobiatko V SelVv Funkcje dotad nie zostaly poznane.

*Siateczka srodplazmatyczna lub wewngtrzplazmatyczna — wewngtrzkomorkowy i miedzykomorkowy system kanatow odizolowanych od cytoplazmy podstawowej membranami
D y qlrzp y q Y eazy Y SY. Y/ yiop y p ]

biologicznymi.

** proces fizyczny polegajgcy na formowaniu przez polipeptyd wysoko zorganizowanej struktury o charakterystycznej i stabilnej konformacji
*** Kazde mitochondrium jest otoczone torebkq biatkowq, ktora zawiera biatka siarczkowe i selenowe oraz enzymatyczne o charakterze przeciwutleniajgcym
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1.2 Rola selenu w organizmie czlowieka

Od pewnego czasu przyjmuje si¢ za pewnik, ze spozywanie produktow zawierajacych
stosunkowo niskie st¢zenia selenu jest korzystne, natomiast wysokie stezenia tego pierwiastka
wywotujg efekt toksyczny. Zakres pomiedzy niedoborem, niezbedng iloscig oraz nadmiarem
selenu jest bardzo waski [51]. Zaréwno niedobor jak i nadmiar selenu w organizmie s3
niebezpieczne. Zawarto$§¢ selenu w organizmach zywych warunkowana jest jego
biodostgpnoscia, ktéra zalezy od formy jego wystgpowania, przy czym forma organiczna jest

bardziej biodostepna dla cztowieka niz forma nicorganiczna [30, 52].
1.2.1 Przebieg procesu metabolizmu zwiazkow selenu w organizmie czlowieka

Wiedza na temat metabolizmu zwigzkéw selenu w organizmie czlowieka, ktorego schemat
przedstawiono na rysunku 2, pochodzi gtownie z wynikdw badan przeprowadzonych na
myszach i szczurach [53]. Selen trafiajacy do organizmu czlowicka razem z dieta moze
wystepowac w formie organicznej lub nieorganicznej. Selenometionina moze by¢ bezposrednio
wbudowana do biatek, ulega¢ przeksztalceniu do SeCys lub ulega¢ eliminacji do CH3SeH
(poprzez a,y-climinacje¢ katalizowang przez y-liazg). SeCys moze by¢ wigczona do biatek lub
ulega¢ przeksztatceniu do HoSe (przez B-liaze SeCys). Selen moze by¢ takze dostarczony do
organizmu z produktow roslinnych w formie SeMetSeCys, ktéra metabolizowana jest
bezposrednio do CH3SeH (przez B-liazg). Nieorganiczne formy selenu podlegaja w organizmie
przemianom do H>Se — potaczenia selenu, ktore pelni gldéwng role w metabolizmie tego

pierwiastka. Zwigzek ten moze by¢ przeksztatcony do:

Se-cys-tRNAuca, ktory bierze udzial w syntezie selenobialek,
e HSePOs%, ktory nastepnie bierze udziat w syntezie selenobiatek,

e selenocukru A i nastgpnie poprzez proces metylacji do selenocukru B, ktory jest

wydalany z organizmu z moczem,
e toksycznego SeOy,
e (CHg3)2Se, lotnego zwiazku wydalanego z organizmu z oddechem,

e (CHa)sSe", ktory wydalany jest z moczem.
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SELEN Z POZYWIENIA

) ' [
SeMet SeCys SeO42' SeO;z' CH,SeCys SeBet
y-liaza GS-Se-SG v-glutamyl-CH;SeCys
/ B-liaza
Se-BIALKA GS-SeH
B-liaza

Se-cys-tRNA 61 f———Seryna-tRNA H,Se HSePO,”
metylotransferaza
Se-ENZYMY Se-BIALKA
CH;SeH

l
metylotransferaza
v

Se-cukier-A (CH;),Se oddech l
! |
metylotransferaza metylotransferaza WYDALANIE
y
Se-cukier-B (CH,);Se” mocz
WYDALANIE

Rysunek 2. Schemat przebiegu procesu metabolizmu zwigzkow selenu u ludzi i zwierzgt

[33, 54 - 60]

Selen, niezaleznie od polaczenia w ktérym wystepuje, moze w procesie metabolizmu zostaé
wlaczony do selenobiatek lub wydalony 2z organizmu, gléwnie 2z moczem.

Los zwigzkow selenu w organizmie przedstawiono schematycznie na rysunku 3.
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LOS ZWIAZKOW SELENU
W ORGANIZMIE
Ze wzgledu na podobne wtasciwosci siarki i selenu,

zwigzki te konkurujg o absorpcje
ABSORPCJA
Przez $ciane jelita

(70 - 95 %)

przez pierwszy biatkowy transporter: ALBUMINE do WATROBY,
w ktorej tworzone sg SELENOBIALKA

I
nastepnie
v

TRANSPORT

przez drugi biatkowy transporter: SeP,
ktory transportuje Se-zwigzki z watroby
do organdw i tkanek (poprzez krwioobieg)

Zalezy od potgczenia w jakim wystepuje selen
(patrz rysunek 2)

METABOLIZM

W przypadku niedoboru selenu: wydalanie jest ograniczone;
Se jest transportowany do mézgu, narzgdéw rozrodczych
i gruczotéw wydzielania wewnetrznego,
przez co zmniejsza sie zawarto§¢ GPx w pozostatych organach organizmu

W przypadku optymalnego spozycia selenu:
Se wydalany jest gtéwnie w moczu w formie selenocukréow

WYDALANIE

W przypadku nadmiaru selenu:
Se wydalany jest zaréwno w moczu jak i w oddechu;
czes¢ Se nie ulega eliminacji i odktada sie w organizmie,
co w perspektywie dtugoterminowej moze prowadzi¢ do zatrucia tym pierwiastkiem

Rysunek 3. Los zwigzkow selenu w organizmie [61]
1.2.2 Substancje antagonistyczne i synergistyczne w stosunku do selenu

Obecnos¢ innych  sktadnikow, ktore moga wywolywa¢ efekt synergistyczny
lub antagonistyczny jest rowniez bardzo istotna. W tabeli 5 zestawiono informacje
o metalach 1 substancjach, ktére wywolujg efekt synergistyczny lub efekt antagonistyczny

w przypadku wspotwystepowania w organizmie zywym razem z selenem.
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Tabela 5. Substancje antagonistyczne i synergistyczne w stosunku do selenu [34, 36]

Pierwiastek | Efekt antagonistyczny Substancja Efekt synergistyczny
S Wit. E
F Zn Wit. Bs
As Cu Wit. C
TI Pb I
Hg Sn Metioneina (biatko
matoczasteczkowe)
Fe Cd Co, Cu
Mn | Mg
Wit.
C,A K

Przykltadem wystepowania efektu antagonistycznego jest oddzialywanie miedzy selenem
1 arsenem. Niedobor selenu w organizmie moze powodowac¢ zwigkszong kumulacje arsenu
w watrobie, schorzenia skory, ptuc i serca oraz choroby tarczycy. Niedobdr selenu
u zwierzat moze powodowac zmniejszenie wydalania organicznych i nieorganicznych form
arsenu. Wyniki badan wykazaty, ze u kobiet narazonych na dziatanie arsenu w skutek
spozywania skazonej wody, kobiet chorych na raka i cierpigcych na zmiany skérne poziom
selenu we krwi i we wlosach jest duzo nizszy niz u kobiet nienarazonych, natomiast wzrasta

poziom arsenu [62].

Efekt synergistyczny widoczny jest w obecnosci witaminy E. Selen w potaczeniu
z ta witaming wykazuje dzialanie immunostymulujace (pobudza czynnosci uktadu
immunologicznego) [31]. Wspodlne dziatanie tych dwoch zwigzkéw moze zapobiegaé
uszkodzeniu nienasyconych kwasoéw tluszczowych przez peroksydacje lipidow, ktorag
wywotuja wolne rodniki. Zwiazki selenu mogg sta¢ si¢ swoista ,,putapka” dla wolnych

rodnikéw i w rezultacie przeksztaltcac je w stabilne zwigzki [63].
1.2.3 Spozycie selenu w réznych krajach a jego zalecana dzienna dawka

W roku 1980 eksperci z The National Research Council (USA) po raz pierwszy podali zakres
zalecanego dziennego spozycia selenu na poziomie 50 - 200 [pg/dzien]. Zakres ten ustalony
zostal glownie na podstawie wynikéw otrzymanych w trakcie badan przeprowadzanych na
zwierzetach. W tabeli 6 zestawiono informacje o zalecanym $rednim dobowym
zapotrzebowaniu na selen (EAR), zalecanej dziennej dawce selenu (RDA) oraz dopuszczalnej

dziennej dawce selenu (UL).
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Tabela 6. Srednie dobowe zapotrzebowanie (EAR), zalecana dzienna dawka (RDA)

oraz dopuszczalna dzienna dawka (UL) selenu [64]

Grupa EAR RDA UL
(pteé/wiek, lata) [ng/dzien] [ng/dzien] [pg/dzien]
Niemowleta
0-0,5 15 (Al) 45
0,5-1 20 (Al) 60
Dzieci
1-3 17 20 90
4-9 23 30 280
Chtopcy
10-12 35 40 280
13-18 45 55 400
Mezczyzni
19-75 45 55 400
> 75 45 55 400
Dziewczeta
10-12 35 40 280
13-18 45 55 400
Kobiety
19-75 45 55 400
>75 45 55 400
Cigza
<19 50 60 400
>19 50 60 400
Laktacja
<19 60 70 400
>19 60 70 400

Dawka selenu dostarczana codziennie do organizmu zalezy od wielu czynnikdéw, przede
wszystkim od regionu geograficznego, czyli od diety w danym kraju. W tabeli 7 zestawiono

informacje na temat dziennego spozycia selenu w roznych krajach, w tym w Polsce.
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Tabela 7. Informacje literaturowe o dziennym spozyciu selenu [pg/dzien] w réoznych krajach

Kraj Spozycie Se [ng/dzien] Literatura
Arabia Saudyjska 75-122 [65]
Chiny (region Keshan) 3-11 [51]
Chiny (region Suzhou) 44 [66]
Chorwacja 27 [67]
Egipt 49 [68]
Grecja 39 [69]
Hiszpania 73 [70]
Japonia 133 [51]
Kanada 98 - 224 [71]
Korea 57 [72]
Libia 13- 44 [73]
Litwa 100 [74]
Norwegia 80 [75]
Polska 30-40 [76]
Stowacja 38 [77]
Stany Zjednoczone 60 - 160 [78]
Szwajcaria 70 [51]
Szwecja 38 [51]
Turcja 30 [51]
Wielka Brytania 34 [79]

1.2.4 Konsekwencje niedoboru selenu w organizmie czlowieka

Zapotrzebowanie na selen, w wyniku stresogennych warunkow zycia (alkohol, papierosy,
zanieczyszczenie srodowiska) ciggle wzrasta. W zwigzku z tym system obronny organizmow
zywych potrzebuje dodatkowych dawek selenu by moéc si¢ broni¢. W przyrodzie proces
przyswajania selenu przez ,,ogniwa” lancucha pokarmowego jest ograniczony przez zubozenie
srodowiska naturalnego w ten pierwiastek wskutek stosowania nowoczesnych technologii
w przemysle spozywczym irolnictwie. Erozja gleb, skazenie przez metale ci¢zkie oraz ,,kwasne
deszcze” (zakwaszenie zwigzkami siarkii azotu) przyczyniaja si¢ do zmniejszenia
biodostepnosci selenu dla roslin [40]. Dodatkowo na obnizenie biodostepnosci wplywaja

procesy przetwarzania Zywnosci, np. pieczenie, gotowanie, smazenie.
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Deficyt selenu wplywa ujemnie na organizmy zywe, w szczegdlnosci zwierzeta i ludzi,
powodujac zwyrodnienie wielu narzadéw i1 tkanek oraz prowadzi do wielu chorob.

Do dwoch najbardziej znanych choréb spowodowanych niedoborem selenu w diecie naleza:

e choroba Keshan - endemiczna choroba mig$nia Sercowego wystepujgca gtownie
u dzieci i mtodych kobiet; stwierdzono jg po raz pierwszy w péinocno-wschodniej
czescei Chin,

e choroba Kasin-Beck - endemiczna choroba uktadu kostno-stawowego objawiajaca si¢
zaburzeniem w kostnieniu oraz deformacja stawow; przypadki tej choroby pierwszy raz
wystapity U mieszkancow potnocno-wschodnich regionéw Chin [80 - 88].

Obydwie choroby wywolane s3 niedoborem selenu w organizmie, co zwigzane jest

z faktem, ze gleby w tym regionie geograficznym sa bardzo ubogie w selenu.

Niedobor selenu moze wywotywaé roznorodne zaburzenia w funkcjonowaniu organizmu. Jako

przyktady mozna poda¢ [27, 36, 40, 43, 89 - 93]:

e chorobe Friedreicha - postepujace zwyrodnienie niektorych czesci uktadu
nerwowego oraz mig¢snia Sercowego,

e obnizenie aktywnosci enzymoéw odpowiedzialnych za czynnosci bton komorkowych,

e ostabienie odporno$ci i powstawanie nowotworow,

e martwic¢ watroby i trzustki,

e zmniejszenie ptodnosci,

e ostabienie funkcjonowania uktadu immunologicznego,

e podwyzszone ryzyko wystapienia nadci$nienia,

e zaburzenie prawidlowego funkcjonowania tarczycy,

e zwyrodnienie serca i watroby,

e zaburzenie mineralizacji kosci,

e nieprawidtowe wyksztatcenie zgbow,

e zwigkszenie podatno$ci na infekcje wirusowe,

e wystepowanie stanow zapalnych,

e choroby uktadu sercowo - naczyniowego,

e depresje, lgki, wrogosc,

e zadme,

e zaburzenia erytrocytow,

o Zespot Nagtej Smierci Niemowlat (SIDS),
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¢ mukowiscydoze,

e chorobe Crohn’a - zapalng chorobg jelita cienkiego i grubego.
1.25 Selen a zdrowie czlowieka

Wolne rodniki (ROS — reaktywne formy tlenu) sg naturalnymi produktami metabolizmu
komorkowego, ktore odgrywaja wazna role w prawidlowym dziataniu zlozonych
mechanizmow, kontrolujacych podziaty komdrkowe i uczestnicza w przebiegu wielu waznych
procesow komoérkowych. ROS moga by¢ takze czynnikami uszkadzajgcymi sktadniki
komorkowe [94]. Stan  zakldéconej réwnowagi miedzy wolnymi  rodnikami
a przeciwutleniaczami w organizmie okresla si¢ mianem stresu oksydacyjnego. Wolne rodniki
posiadaja niesparowany elektron, dlatego caly czas daza do odebrania jednego elektronu innej
komoérce, co w  rezultacie  doprowadza do  dezintegracji,  uszkodzenia
1 zaburzenia funkcjonowania komoérek. Reaktywne formy tlenu moga powodowac¢ uszkodzenia
biatek, thuszczow, a takze DNA  komorek, doprowadzajac do  mutacji.

To z kolei moze by¢ przyczyna [95]:

e rozwoju wielu rodzajéw nowotworow (poprzez uszkodzenie DNA),
e chorob neurodegeneracyjnych (choroba Parkinsona, Alzheimera),

e chordb phuc, nerek, uktadu moczowego, uktadu sercowo - naczyniowego i innych.

Selen poprzez selenobiatka ma wptyw na wiele funkcji fizjologicznych komorki, gtownie
w formie SeCys — 21-ego aminokwasu [96]. Niektore z selenobialek majg dziatanie
przeciwutleniajace i chronig organizm przed stresem oksydacyjnym. Moga takze uczestniczy¢
w procesie regeneracji oraz aktywacji innych przeciwutleniaczy, np. koenzymu Q10, witaminy
C lub witaminy E [97]. Wymienione funkcje selenu dotycza sytuacji, gdy pierwiastek ten
dostarczany jest do organizmu na optymalnym poziomie odzywczym. Wysoki poziom selenu
w organizmie powoduje, ze pierwiastek ten dziata utleniajaco, przez co hamuje wzrost i dziata

toksycznie na komorki.

Podsumowujac, spozywanie selenu w odpowiedniej iloSci odgrywa istotng role
w profilaktyce i leczeniu wielu schorzen oraz w utrzymaniu prawidlowego funkcjonowania

organizmu. Ponizej przedstawiono niektore aspekty dziatania zwigzkow selenu.
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1.2.5.1 Choroby nowotworowe

Choroby nowotworowe staja si¢ coraz powazniejszym problemem w skali globalne;j.
W roku 2012 na $wiecie zanotowano 14 milionéw przypadkow nowych zachorowan na
nowotwory oraz 8,2 miliona zgondw z powodu nowotworéw. U mezczyzn zdiagnozowano
glownie raka pluc, prostaty, jelita grubego, zotadka oraz watroby. Natomiast u kobiet raka
piersi, jelita grubego, ptuc, zotadka oraz szyjki macicy. Co gorsza, naukowcy szacuja, ze
w ciggu nastgpnych dwoch dekad liczba zachorowan na nowotwory moze wzrosnag¢ nawet
0 70 % [98]. Wedlug szacunkow Amerykanskiego Instytutu Badan nad Rakiem poprzez zdrowy
sposOb zywienia, utrzymywanie prawidtowej masy ciala, nie palenie oraz regularng aktywnos$¢
fizyczna mozna by zapobiec okoto 1/3 wszystkich zachorowan na raka [99]. Dlatego wazne
jest poszukiwanie §rodkow wystepujacych naturalnie w czgsto spozywanej zywnosci, ktore

moga spowolni¢ rozwoj nowotworow.

Powstawanie nowotworéw jest procesem wieloetapowym, w ktorym wyrdznia si¢ faze
inicjacji, promocji i progresji. Wyniki licznych badan w uktadach do$wiadczalnych
in vitro i in vivo wskazuja, ze ROS sg zaangazowane nie tylko na etapie inicjacji i promocji

procesu kancerogenezy, ale rowniez jego progresji [27, 66, 100].

Wysokie stgzenie ROS w komodrkach nowotworowych moze odpowiadaé za szybkie tempo
podziatow  komodrkowych, kolejne mutacie w DNA 1 niestabilno$¢ genomu,
a takze prowadzi¢ do opornosci na pewne grupy lekow stosowanych w terapii
antynowotworowej. Jednak zjawisko stresu w komorkach nowotworowych moze by¢

wykorzystane w poszukiwaniu nowych strategii leczenia [57 — 70, 94].

Efektywnos¢ zwigzkéw selenu jako czynnikow przeciwrakotworczych zalezy glownie

od formy chemicznej selenu, dawki, formy redox i uzytego modelu doswiadczalnego [101].

W przypadku form nieorganicznych, wyniki badan wykazaty dziatanie cytotoksyczne SeOz*
wobec komoérek nowotworowych w przypadku nowotworéow phuc [102, 103], prostaty [104],
szyjki macicy [105], jajnika [106] i jelita grubego [107, 108], a takze w przypadku komorek
biataczkowych [109], wewnatrzwatrobowych [110], czerniakowych [111] i nowotworowych
mi¢dzybtonka [112].

Z kolei wyniki badan in vitro niektorych form organicznych selenu, wykazaty:

e lepsze dzialanie hamujace selenodiglutationu na wzrost komorek rakowych

od SeO3%,
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e dziatanie hamujace SeMet na wzrost nowotwordow jelita grubego [114, 115], ptuc [116,
117] piersi oraz prostaty [118, 119], jednak tylko w przypadku wysokich zawartos$ci
SeMet w organizmie ($rednie do wysokich zakresow mikromolowych),

e dziatanie hamujace SeMetSeCys na gwaltowny wzrost (proliferacj¢) komorek
nowotworowych plaskonabtonkowego raka jamy ustnej, jelita grubego, piersi
[116, 120, 121]; SeMetSeCys ma rowniez zdolno$¢ do modulacji procesow
komorkowych odpowiedzialnych za procesy przerzutowe,

e dzialanie hamujace kwasu metyloselenowego na wzrost komoérek nowotworowych
w przypadku raka ptuc [122], prostaty [123 - 126] i piersi [101],

e dzialanie hamujace selenocystyny na wzrost komodrek nowotworowych
w przypadku raka szyjki macicy [127], ptuc [115], piersi [128] oraz czerniaka skory
[129].

Dziatanie pozostatych organicznych form selenu zostalo szczegdétowo opisane w pracy

przegladowej [96].

W przypadku badan przeciwnowotworowych warto réwniez wspomnie¢ o selenobiatkach.
Selen wchodzi w sktad enzymu - peroksydazy glutationowej — czynnika, ktory nalezy do grupy
tzw. ,,zmiataczy wolnych rodnikow” [33, 63, 130]. Selen w tym potaczeniu petni funkcje
ochronng dla krwinek czerwonych, a zwlaszcza hemoglobiny, stanowiac jedng z substancji
potrzebnych do kontroli procesu tworzenia wolnych rodnikéw w organizmie. Opisane
wiasciwosci selenobiatka GPX, a takze jego ochronng rolg w stosunku do DNA i RNA [32]

wykorzystuje si¢ w terapii przeciwnowotworowe;j.

Dodatkowo, w celu zrozumienia roli selenobialek w hamowaniu rozwoju nowotworow
przeprowadzono badania in vitro oraz in vivo trzech z nich: TrxR1, Sel15 i GPx2. Wyniki badan

wykazaty, ze selenobiatka te majg dziatanie zaré6wno ochronne jak i wspomagajace rozwoj

nowotworow [68, 69, 73 — 75, 82, 83, 85].

Na rysunku 4 przedstawiono schemat, ktory obrazuje kilka typow aktywnosci

przeciwnowotworowej selenu w zalezno$ci od jego dawki.
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Rysunek 4. Typy aktywnosci przeciwnowotworowej selenu [131]

Wigkszos¢ badan, ktérych wyniki wskazuja na prozdrowotne dziatanie zwiazkow selenu,
przeprowadzono gtéwnie w warunkach in vitro, natomiast badania in vivo przeprowadzane byty
glownie na myszach i szczurach. Pozytywne wyniki badan oraz fakt, iz niedobor selenu zostat
powiazany ze zwigkszong czgstoscig wystepowania nowotwordw u ludzi, sktonity badaczy do
przeprowadzenia badan klinicznych. Badania te miaty na celu wykazanie chemoochronnego

dziatania selenu, poprzez suplementacj¢ pacjentow za pomoca tego pierwiastka.

W ramach badan NPC, rozpoczgtych w roku 1996, przeprowadzono suplementacje diety
pacjentow Z historig raka skory za pomoca dawki selenu wynoszacej 200 pg/dzien (w postaci
wzbogaconych w Se drozdzy) przez okres 12 tygodni. Wyniki badan wykazaty, ze
suplementacja selenem nie powoduje znaczacych roznic w wystgpowaniu nowotwordéw skory,
lecz powoduje redukcje w czestosci wystepowania raka prostaty (65 %), ptuc i jelita grubego,
co zostalo przedstawione na rysunku 5. Istotne zmniejszenie czgsto$ci wystepowania
wszystkich rodzajow nowotworow poprzez suplementacj¢ selenem wykazano tylko
w podgrupie pacjentow z wyjSciowym stezeniem selenu w surowicy <105 pg/l, podczas gdy
u pacjentéw z wysokim wyjsciowym stezeniem selenu w surowicy (>120 pg/l) suplementacja

byta szkodliwa — zwickszata czgsto$¢ wystgpowania nowotwordéw [132].
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Rysunek 5. Zaleznos¢ wartosci liczbowej wspotczynnika smiertelnosci od zawartosci selenu

w osoczu krwi [132]

W oparciu o0 wyniki badan uzyskanych w trakcie NPC, w 2001 roku rozpoczgto kolejne badania
kliniczne — SELECT - majace na celu potwierdzi¢, ze suplementacja za pomocg selenu
(w formie L-SeMet) i/lub witaminy E zmniejsza ryzyko zachorowania na raka prostaty. Wyniki
badan opublikowane w latach 2008 - 2010 wykazaty, ze suplementacja SeMet i/lub witaming
E nie powoduje istotnych réznic w czestosci wystgpowania raka prostaty [21, 22]. Kolejne
wyniki badan opublikowane w roku 2011 wykazaty, ze ryzyko raka prostaty bylo podwyzszone
0 17 % w grupie suplementowanej za pomoca witaminy E [23]. Natomiast wyniki badan
opublikowane w roku 2014 wykazaty, ze suplementacja SeMet zwigksza ryzyko wystapienia
raka prostaty u megzczyzn, ktorzy mieli wyzsza wyjsciowa zawarto$¢ selenu we Krwi.
Dodatkowo stwierdzono, Ze suplementacja moze zwigksza¢ ryzyko wystapienia cukrzycy typu
2, tysienia i1 zapalenia skory. W podsumowaniu badan stwierdzono, zZe ,,nie ma przekonujacych

dowoddéw sugerujacych, ze suplementacja selenem moze zapobiec nowotworowi prostaty”

[133].

Podsumowujac, mimo wielu szeroko zakrojonych wysitkow w celu korzystnego
1 niekorzystnego dzialania selenu w badaniach klinicznych, pojawia si¢ wiele przeszkod
spowodowanych gtownie przez nieckompletng wiedze na temat metabolicznego dziatania selenu
i selenobialek w celu zapobiegania, i w niektorych przypadkach, wptywania
na rozwo0j nowotwordw. Lepsze zrozumienie tych podstawowych mechanizmow ulatwi
przeprowadzanie bezpiecznych i skutecznych badan klinicznych, interpretacj¢ wynikow badan,

co moze prowadzi¢ do nowych strategii interwencji terapeutycznej [46].

30



1.2.5.2 Choroby uktadu sercowo - naczyniowego

Niedobor selenu we krwi zostal powigzany ze zwickszajaca si¢ Smiertelnoscia spowodowang
chorobami uktadu sercowo - naczyniowego [40, 134 - 136]. Niskie stezenie selenu we krwi
stwierdzono rowniez u 0so6b z nicendemiczng kardiomiopatig [137]. Mimo wykonania wielu
badan kliniczno - kontrolnych, a takze badan doswiadczalnych, zwigzek migdzy niskim
stezeniem Se, a wystepowaniem chordob uktadu sercowo - naczyniowego nie jest dotychczas
jednoznacznie ustalony [96, 134]. Niektore wyniki badan wykazaty, ze suplementacja za
pomocg selenu moze zmniejsza¢ ryzyko chorob uktadu sercowo - naczyniowego poprzez
ochrone przed: zapaleniami, peroksydacja lipidow i agregacja ptytek krwi [138, 139]. Ochronna
funkcja selenu moze polega¢ takze na aktywnos$ci peroksydazy glutationowej fosfolipidowe;j
(GPx4), ktora bierze udziat w procesie rozktadu tzw. ,,ztego cholesterolu” (LDL) [140, 141]

1 chroni przed osadzaniem si¢ ptytek krwi na $cianach naczyn krwiono$nych.

Wiyniki badan klinicznych, polegajacych na suplementacji diety pacjentéw za pomoca selenu
w iloéci od 100 — 300 [ug/dzien], wykazaty, ze selen nie zmniejsza ryzyka wystepowania
chor6b uktadu sercowo - naczyniowego [142 - 144]. Jednak w niektorych przypadkach badan
klinicznych wykazano wplyw selenu na poprawg¢ ogdlnego stanu zdrowia pacjentow
z chorobami uktadu sercowo - naczyniowego lub nawet zmniejszenie ryzyka wystepowania

tych chordb przez spozywanie orzechow brazylijskich (zawierajacych duze iloéci Se) [145].
1.2.5.3 Dziatanie immunostymulujgce

Niedobor selenu moze powodowac zaburzenia w tworzeniu si¢ limfocytéw, co powoduje
zmniejszenie liczby komoérek T (limfocytow T) 1 prowadzi do obnizenia odpornos$ci organizmu
[146]. Wyniki badan wykazuja, ze suplementacja diety za pomoca selenu
w ilosci 50 lub 100 pg/dzien powoduje wzrost liczby komorek T 1 pomocniczych
limfocytow T [147]. Suplementacja diety za pomoca selenu w ilosci 200 pg/dzien NaSeOs

spowodowata zwigkszenie odpowiedzi immunologicznej [148].

U pacjentdow cierpigcych na choroby nerek zawarto$¢ selenu w osoczu krwi jest nizsza niz
u 0s6b zdrowych [149]. Wykazano rowniez obnizenie aktywnosci peroksydazy glutationowe;j
u 0s6b cierpigcych na te choroby [150]. Stwierdzono, Ze suplementacja grupy dializowanych
0sOb przez trzy miesigce za pomoca poczatkowo 500 pg/dzien Na,SeOs, a nastepnie
200 pg/dzienh NarSeOsz, spowodowata wzrost zawartosci selenu w osoczu oraz wzrost
aktywnos$ci peroksydazy glutationowej u osob badanych. Dodatkowo wzrost aktywnosSci
peroksydazy glutationowej wptywa na obnizenie intensywnos$ci procesu tworzenia produktow

powodujacych stres oksydacyjny. Wynika z tego, Ze suplementacja diety za pomocg selenu jest
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efektywnym $rodkiem poprawiajacym jego zawarto$¢ W organizmie oraz podnoszacym

odpornos$¢ organizmu [151].

Dodatkowo, na podstawie wynikow badan stwierdzono, ze enzymy przeciwutleniajgce
spowalniaja proces starzenia si¢ komorek poprzez zapobieganie tworzenia si¢ wolnych
rodnikow [152]. Zostatlo udowodnione, ze selenobiatka, a gtdwnie peroksydaza glutationowa,
majg wilasciwosci przeciwutleniajace, wiec zaliczaja si¢ do grupy substancji chronigcych

organizm przez przedwczesnym starzeniem.

1.2.5.4 Niedoczynnosé tarczycy

Selen jest pierwiastkiem, ktory odgrywa istotng rol¢ w procesie syntezy aktywnej formy
hormonu tarczycy. Dejodaza jodotyroniny — enzym zawierajgcy selenocysteing — pelni
decydujaca role w procesie przeksztalcania tyroksyny (Ts) do aktywnej formy tréjjodotyroniny
(T3) oraz nieaktywnej odwrotnej formy Tz do T» [54, 147, 153]. Stwierdzono roéwniez, ze
niedobor selenu moze by¢ gldwnym wyznacznikiem niedoboru jodu, a co za tym idzie

prowadzi¢ do dezaktywacji hormonu tarczycy powodujac niedoczynno$¢ tarczycy [154].

1.2.55 AIDS

Wyniki badan oséb zarazonych wirusem HIV-1 wykazaty niedobdr lub nadmiar selenu
w ich organizmach. Niedobor selenu wigzat si¢ z obnizeniem aktywnos$ci cytotoksycznej,
natomiast nadmiar selenu z bardzo niskim stezeniem immunoglobin (IgG i IgM) [155, 156].
Wyniki badan probek osocza krwi 0s6b zarazonych wirusem HIV-1 wskazaty niedobor selenu,
jako niezalezny czynnik prognostyczny przezycia tych osob [157]. Dodatkowo niski poziom
selenu w organizmie u osob chorych na AIDS powodowat kardiomiopatig, a suplementacja
zwigzkami selenu wptywata korzystnie na te osoby, co $wiadczy o ochronnej roli tego

pierwiastka dla organizméw zarazonych wirusami [158].

1256 Cigza

Stwierdzono, ze poziom selenu we krwi kobiet w cigzy obniza si¢ [150, 159, 160], poniewaz
selen transportowany jest przez tozysko i w postaci selenianow (IV) moze przedostawac si¢ do
ptodu [32]. Zostato potwierdzone, ze wolne rodniki wywolujace stres oksydacyjny moga
przyczynia¢ si¢ do rozwoju stanu przedrzucawkowego podczas cigzy [161]. Stan
przedrzucawkowy objawia si¢ podwyzszonym cisnieniem, obrzekami skory rak i1 twarzy oraz
zwiekszonym st¢zeniem biatka w moczu. Nieleczony moze by¢ bardzo niebezpieczny
1 prowadzi¢ do $mierci. Selen, a szczegdlnie selenobiatko — GPX — pelni wazna role

w zwalczaniu ,,wolnych rodniko6w”, a co za tym idzie w ochronie organizmu kobiety przed
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rozwojem stanu przedrzucawkowego. Niedobor selenu przyczynia si¢ ponadto do
wystepowania bezptodnos$ci, poronien oraz zatrzymania tozyska [162]. Stwierdzono rowniez,
ze selen pelni role w systemie obronnym matki, chronigc ja przed szkodliwym wplywem
zanieczyszczen oraz sktadnikami dymu tytoniowego, w tym rowniez srodowiskowego dymu
tytoniowego (ETS) [163]. Pierwiastek ten przenika z krwi do mleka matki, dlatego obserwuje
si¢ zwiekszone zapotrzebowanie na selen u kobiet w cigzy i matek karmigcych. Wedlug
Ekspertow z Panstwowego Instytutu Zdrowia (USA) dzienna dawka powinna wynosié
70 ng Se [164].

1.2.5.7 Plodnosé meiczyzn

Na obnizenie plodno$ci u mezczyzn maja wplyw czynniki takie jak zanieczyszczenie
srodowiska (metale cigzkie, pestycydy), promieniowanie UV, stres oraz dym tytoniowy [165,
166]. Czynniki te przyczyniaja si¢ do zaburzenia prawidtowego funkcjonowania systemu
przeciwutleniajacego organizmu, powoduja zwigkszenie liczby wolnych rodnikow,
co prowadzi do obnizenia liczby plemnikow w nasieniu. Wyniki badan wykazaly skuteczno$¢
suplementacji za pomocag selenu oraz innych substancji, takich jak: karnityna, arginina,
witamina B1o, przeciwutleniacze (witamina C, witamina E, glutation, koenzym Q10) w leczeniu

obnizonej ptodno$ci u mezezyzn [167, 168].

Do zwigzkow, ktore wplywaja na ruchliwo$¢ plemnikéw naleza GPx4 oraz SePP1
[169 - 171]. SePP1 syntezowana jest w watrobie, a nast¢pnie transportowana do jader, gdzie
ulega absorpcji 1 wptywa na poprawe potencjatu przeciwutleniajacego w meskich narzadach
rozrodczych. Wyniki badan polegajacych na suplementacji mezczyzn za pomoca Selenu
w ilosci 100 — 200 [ug/dzien] (w formie SeMet) wykazaty zwigkszenie ruchliwosci plemnikow

po 3 miesigcach, co w rezultacie wplyneto na zwiekszenie ptodnosci [172].
1.2.6 Toksyczne whasciwosci selenu — nadmiar selenu w organizmie

Toksycznos¢ selenu zalezy gtdwnie od formy w jakiej wystgpuje oraz od czasu narazenia [37].
Efekt toksyczny u ludzi spowodowany nadmiarem selenu wystgpuje bardzo rzadko, poniewaz
sama obecno$¢ selenu w danym elemencie $rodowiska nie skutkuje narazeniem ludzi.
Ewentualne objawy nadmiernej kumulacji tego pierwiastka stwierdzono u 0séb zatrudnionych
w roznych gateziach przemystu (np. elektronicznym, ceramicznym, hutniczym i szklarskim).
W tych miejscach przewlekte zatrucia zostaty zaobserwowane u pracownikow, ktorzy byli
narazeni na wchlanianie pytu metalicznego selenu, dwutlenku selenu i par réznych zwigzkow

selenu [173]. Objawem zatrucia przewleklego selenem jest: uszkodzenie watroby, ktoremu
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towarzysza najczesciej zaburzenia zotgdkowo-jelitowe, brak taknienia, uposledzenie stanu
odzywiania. Ze strony uktadu nerwowego obserwuje si¢ zaburzenia nerwowe objawiajace si¢

stanami przygnebienia, niemoznosci skupienia uwagi i wzmozonej pobudliwos$ci nerwowe;.

Szkodliwe dziatanie nadmiaru selenu moze pojawia¢ si¢ takze w regionach bogatych
w gleby alkaliczne i torfowe, w ktorych zawarto$¢ tego pierwiastka wynosi 28 - 360 [ppm]
[34]. W tych regionach ludzie mogg by¢ narazeni na selen w przypadku spozywania przez nich
duzych ilosci lokalnych ziaren, warzyw czy produktow zwierzecych, ktoére zaakumulowaly
duze ilosci tego pierwiastka. Toksyczno$¢ selenu dla roslin zalezy od ich zdolnosci do
metabolizowania poszczegélnych zwigzkéw selenu oraz procesu ich odparowania
(przeksztalcania zwigzkow selenu w lotny dimetyloselen). Natomiast toksyczno$¢ dla zwierzat
zalezy od efektywnosci procesu metylacji i wydalania poszczeg6lnych zwigzkow selenu (selen

jest wydalany gldwnie w moczu oraz w mniejszym stopniu w kale i oddechu) [174].
Nadmiar selenu w organizmie moze wywotywac niekorzystne objawy takie jak [173]:

e selenoze (bol glowy, wypadanie wlosow, tamliwo$¢ paznokci, wysypke skorna,
,,czosnkowy” oddech spowodowany przez dimetyloselen),

e choroby serca,

e ostabienie uktadu odpornosciowego,

e zmiany nowotworowe,

e zawroty glowy, zme¢czenie, podraznienie bton §luzowych,

e zapalenie ptuc lub oskrzeli,

e wysypke, zaczerwienienie, pieczenie, swedzenie (poprzez narazenie skory),

e pieczenie, podraznienie 1 Izawienie (poprzez narazenie oczu na kontakt
z dwutlenkiem selenu),

e wymioty, nudnosci, biegunke.

1.3 Rola selenu w roslinach

1.3.1 Formy wystepowania selenu w roslinach

Selen prawdopodobnie nie jest sktadnikiem istotnym dla roslin [38, 175 - 177], jednak niektdére
rosliny wykazuja zdolnos¢ do akumulacji 1 przeksztalcania selenu w bioaktywne zwigzki.
Stwierdzono dodatni wplyw selenianéw (VI) na zmiany aktywnosci i przepuszczalno$ci blony
komoérkowej roslin, co moze stanowi¢ pierwszy objaw oddzialtywania zwigzkow selenu na

rosliny [178]. Kumulacja duzych ilosci selenu przez rosliny ma duze znaczenie dla srodowiska
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oraz dla prawidlowego odzywiania si¢ ludzi, a wiec i dla ich zdrowia [177, 179]. Tkanki roslin
pobierajacych duze ilosci tego pierwiastka (hiperakumulatoréw selenu) moga stanowi¢ zrodio
materialu genetycznego. Wyniki badan takiego materiatu mogg dostarczy¢ informacji na temat
metabolizmu selenu, tolerancji roslin na toksyczne stezenia tego pierwiastka, a takze sposobu

eliminacji selenu ze $rodowiska skazonego tym pierwiastkiem [179].

W roslinach selen najczesciej wystepuje w formie selenometioniny, selenocysteiny, selenianow
(IV) i (VI), selenohomocysteiny, selenometyloselenocysteiny, selenotlenku selenometioniny
I dimetyloselenku [180].

Zawartos¢ selenu w roslinach zalezy gltownie od zawarto$ci tego pierwiastka w glebie
[27, 100] oraz czynnikéw wplywajacych na biodostgpnos¢é selenu z gleby takich jak
[34, 43, 180 - 182]:

e rodzaj gleby i jej pH (formy selenu w zalezno$ci od warunkéw redox zostaly
przedstawione w tabeli 8)

e zawarto$¢ materii organicznej,

e struktura gleby,

e aktywnos$¢ mikrobiologiczna,

e potencjat utleniajaco - redukujacy (redox),

e zawartos$¢ tlenkéw typu Me2Os,

e warunki klimatyczne, w tym temperatura (im wyzsza temperatura tym silniejsza
bioakumulacja) 1 ilo§¢ opadow (czgste deszcze powoduje zmniejszenie przyswajalnosci
zwigzkow selenu),

e kwasy glebowe,

e tworzenie zwigzkéw kompleksowych z Al Fe,

e zawartos¢ CaCOs,

¢ interakcje miedzy selenem i jonami siarczanowym(VI) 1 fosforanowym(V),

e proces zasolenia,

e obecnos$¢ P, S, Mn, Cu, Zn, Cd 1 W, ze wzgledu na fakt, ze selen odgrywa role czynnika

antagonistycznego w stosunku do tych pierwiastkow.
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Tabela 8. Formy selenu w zaleznosci od warunkoéw redox [34]

Warunki redox pH Glowne formy selenu

Silnie utleniajace <72 H SeCi ?’Olj;eos_ Seleniany (VI)
Przejsciowe :7?3 |-S|§(e)c3)z- Seleniany (1V)

Silnie redukcyjne Z 22 :ZSSZO Selenki

1.3.2 Przebieg procesu metabolizmu selenu w roslinach

Rosliny pobieraja selen z gleby gtdéwnie w postaci selenianu (IV) lub selenianu (VI), przy czym
wiekszos$¢ z nich wykazuje wigksza zdolnos¢ do kumulacji selenianu (VI). Wyjatek stanowig
makrofity, czyli wodne rosliny kwiatowe i duze glony, ktére pobieraja wicksze ilosci selenu
w postaci selenianu (1V) [183]. Selenian (V1) konkuruje zazwyczaj z siarczanem (V1) [180].
Wiynika to z faktu, Ze selen i siarka posiadaja podobne wiasciwosci chemiczne oraz pobierane
i kumulowane sa wedlug wspolnego schematu [184]. Selenian (VI) konkuruje takze
z fosforanem, szczawianem i molibdenianem [185]. Selen kumulowany jest glownie w pedach
i lisciach rosliny [176], a jego ilo$¢ zalezy od zawartosci biatek [51]. Wyjatek stanowig rosliny
majace zdolno$¢ do pobierania organicznych zwigzkow selenu z gleby 1 kumulowania ich
w korzeniach, wymienione w literaturze [186]. Pobrany przez ro$ling zwigzek selenu
(organiczny lub nieorganiczny) jest transportowany do chloroplastow, gdzie ulega

metabolizmowi wedlug schematu, ktory zostat przedstawiony na rysunku 6.

Jak wczes$niej wspomniano, rosliny pobieraja selen z gleby najczeséciej w formie seleniandow
(IV) lub selenianéw (VI). Selenian (VI) moze ulega¢ redukcji do selenku w dwoch procesach:
(A) poprzez nieenzymatyczne reakcje oraz reduktaze glutationowa, (B) poprzez reduktaze APS
oraz reduktaze siarczynowa. Selenek oraz selenian sprzezony z GSH jest przeksztatcany do
SeCys. SeMet moze by¢ przeksztatcana do lotnego DMSe lub wiaczana do biatek rosliny.

SeCys natomiast moze ulega¢ r6znym reakcjom:
1) moze by¢ metabolizowana do SeMet,
2) moze by¢ wiaczona do bialek rosliny,

3) moze by¢ metabolizowana do Se-cystationiny, y-glutamylo-SeMetSeCys lub DMDSe
(lotnego zwigzku Se); przeksztatcenie to dotyczy tylko roslin bedacych hiperakumulatorami

selenu (C).
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Rysunek 6. Schematyczne przedstawienie procesu przemian metabolicznych selenu
W roslinach [51, 175, 187, 188]

1.3.3 Zdolno$¢ roslin do kumulacji selenu

Wystepowanie zjawisk uwalniania selenu przez rosliny do atmosfery moze zostaé
wykorzystane, jako alternatywny sposéb usuwania nadmiaru tego pierwiastka
z zanieczyszczonych gleb i1 wod za pomocg techniki zwanej fitoodparowaniem. Technika ta
wykorzystuje rosliny majace zdolno$¢ do pobierania i kumulowania metali cigzkich oraz

dodatkowo do usuwania ich w postaci lotnych zwigzkéw do atmosfery.
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Rosliny — hiperakumulatory selenu - moga by¢ wykorzystane jako skuteczne ,,narzedzie”
stuzace do oczyszczania gleby z tego pierwiastka [51]. Powstawanie lotnego i nietoksycznego
selenku dimetylu w wyniku procesu przemian metabolicznych ma duzo zalet w poréwnaniu
z akumulacja. Najwazniejsza z nich jest fakt, ze rosliny te nie zawieraja duzych stezen selenu
w swoich tkankach, a wiec nie sg toksyczne dla zjadajacych je zwierzat [180, 186]. Wada moze
by¢ jedynie wydzielanie przez rosliny przykrego zapachu [35].

Zawarto$¢ selenu w roslinach zmienia si¢ w szerokim przedziale od poziomu <1 ug/g s.m. do
20000 upg/g s.m. [187]. Z tego wzgledu ro$liny mozna zaliczy¢é do trzech grup,
CO przedstawiono w tabeli 9.

Tabela 9. Podziat na grupy roslin w zalezno$ci od zdolnosci do kumulacji selenu

[37, 175, 189, 190]

Zakres
Okreslenie kumulacji Przyklady roslin
[ng/g s.m.]
Astragalus, Conopsis, Stanleya,
Rosliny majace zdolno$é¢ do Neptunia, Xylorhiza, Machaeranthera,
kumulacji duzych ilosci selenu, | 1000-20000 a takze czosnek, gorczyca sarepska,
tzw. ,,hiperakumulatory selenu” rzepak, brokuty oraz niektoére grzyby

(zalezne od ilo$ci selenu w glebie)
Aster, Grinolelia, Melitotus, Atriplex,
Castilleja, Gutierrezia, Camelina
50-100 microcarpa, Astragalus americanus,
Descurainia pinnata, Medicago sativa,

Rosliny majace zdolnos¢ do
kumulacji niewielkiej ilosci
selenu, tzw. ,,drugorzgdowe

kazniki” . .
wakazid Helianthus pumilus
Rosliny praktycznie
nieposiadajace zdolnosci do <1 trawy, zboza, chwasty, rosliny uprawne

kumulacji selenu

Idealna ro$lina, ktéora moze by¢ wykorzystana w procesie fitoremediacji gleb
zanieczyszczonych przez zwiazki selenu, powinna charakteryzowa¢ si¢ nastgpujacymi

cechami:

e zdolnoscig do fitoodparowania selenu,
e odpornoscig na trudne warunki (wysokie st¢zenie selenu w glebie),
e szybkim wzrostem,

e wysokim przyrostem biomasy.
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Do organizméw roslinnych, ktore wykazujg takie witasciwosci mozna zaliczy¢ gorczyce
sarepska (Brassica juncea) oraz brokuly (Brassica oleracea). Brokuly mozna uwazaé
za modelowy organizm ro$linny do badania mechanizmu procesu kumulacji selenu przez
rosliny, jednak biodostgpnos¢ zwigzkéw selenu dla zwierzat jest niewielka. Natomiast
kontynuowanie badan w celu lepszego poznania mechanizmu kumulacji selenu przez
B. juncea moze przyczyni¢ si¢ do zwickszenia efektywnosci procesu fitoremediacji gleb
zanieczyszczonych przez ten pierwiastek, a takze wykorzystania tej rosliny, jako zrodta selenu

dla cztowieka [177].

Najlepiej poznang rosling, ktora wykazuje zdolno§¢ do kumulowania duzych ilo$ci selenu jest
ro$lina z rodzaju tragankow - Astragalus bisulcatus. Ro$lina ta wystepuje w poludniowo-
zachodniej czgsci USA, na glebach bogatych w selen. Charakterystyczng cecha tej rosliny jest
jej silny czosnkowy zapach, pochodzacy od wydzielajacego si¢ lotnego selenku dimetylu.
A. bisulcatus kumuluje selen nieorganiczny w starych liSciach, natomiast organiczne zwigzki
selenu (w postaci SeMetSeCys) w lisciach mtodych. Roslina ta kumuluje wigksze ilosci selenu
w czeSciach nadziemnych niz korzeniach [189]. Spozywanie ro$lin przez zwierzeta moze
wywotywaé efekt toksyczny np. ,.chorobe alkaliczng” lub ,Slepa kotowacizng” [38].

Na rysunku 7 przedstawiono informacje o stezeniu selenu w réznych odmianach tej rosliny.
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Rysunek 7. Zawartos¢ selenu w roslinach z rodziny Astragalus [191]
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1.4 Selen w zywnosci

Glownym zrodlem selenu jest odpowiednia dieta, czyli wilasciwy doboér produktow
pochodzenia roslinnego i zwierzgcego, przy czym selen w przewodzie pokarmowym przyswaja
si¢ lepiej z produktow roélinnych niz zwierzecych (np. 86 % z kukurydzy i 9 % z ryb) [35].
Rosliny pobierajg selen nieorganiczny (seleniany (IV) 1 (VI)) z gleby i przeksztatcajg go
w bardziej dostgpna formg organiczng (selenometioning lub selenocysteine) [33, 37]. W postaci
organicznej selen jest spozywany przez ludzi iulega przemianom, w trakcie ktorych
przylaczany jest do bialek i aminokwasow. Selen dostarczany w trakcie spozywania roznych
produktéw zywnosciowych przyczynia si¢ do poprawy zdrowia poprzez ochron¢ uktadu
immunologicznego, sercowo - naczyniowego, warunkowanie prawidlowego funkcjonowania
tarczycy, wpltyw na plodno$¢ zardwno U kobiet, jak i u mezczyzn oraz przede wszystkim

poprzez prawdopodobne dziatanie przeciwnowotworowe.
141 Produkty zawierajace najwieksza ilo$¢ selenu

Orzechy brazylijskie (Bertholletia excelsa) naleza do grupy produktéw najczescie]
spozywanych przez mieszkancéw Ameryki Potudniowej (Brazylii, Peru, Kolumbii, Wenezueli
1 Ekwadoru). Sa one Zrédlem wielu sktadnikow odzywczych takich jak bialka, fitosterole,
tokoferol, magnez, fosfor, wit. Be, wapn, zelazo, potas, cynk i miedz [192]. Jednak ich
charakterystyczng cecha jest bardzo wysoka zawarto$§¢ selenu - gltownie w formie
selenometioniny [193], dzigki czemu produkt ten uwazany jest za gléwne zrddlo tego
pierwiastka. Dieta wzbogacona w ten produkt pozwala osigga¢ korzysci zdrowotne,
w szczegllnosci obniza¢ ryzyko wystapienia przewlektych choréb. Wyniki badan wykazaty,
ze spozywanie jednego orzecha dziennie przez pacjentow, ktorzy sa poddawani hemodializie,
powoduje wzrost zawartosci selenu oraz aktywnosci peroksydazy glutationowej w organizmie
cztowieka, a co za tym idzie wzmacnia jego odpornos¢ [194]. Orzechy brazylijskie zajmuja
pierwsze miejsce w rankingu 20 produktéw zawierajacych najwieksza ilo$¢ selenu. Ranking

ten zostal przedstawiony w tabeli 10.

Tabela 10. Lista 20 produktow zawierajacych najwiekszg ilos¢ selenu [195, 196]

L.p. Produkt ng/100g % RDA
1 orzechy brazylijskie 1917 3485 %
2 wolowina 58-914 106 — 166 %
3 tunczyk 80,4 - 162 146 - 295 %
4 pszenica 70,7 129 %
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Tabela 10 c.d.

5 ostrygi 63,7 116 %
6 nasiona stonecznika 53 96 %
7 wieprzowina 49,6 90 %
8 krab 44,4 81 %
9 toso$ 41,4 75 %
10 krewetki 39,6 72 %
11 Zyto 35,3 64 %
12 owies 34 62 %
13 kurczak 27,6 -39 50-71 %
14 jaja 25-32 45 -58 %
15 makaron 26,4 48 %
16 indyk 22,8 -55 41-99 %
17 ser 15 27 %
18 grzyby 11,9 22 %
19 brazowy ryz 9,8 18 %
20 soja 7,3 13 %

1.4.2 Biodostepnos¢ zwigzkow selenu obecnych w produktach zywnosciowych

Zawarto$¢ selenu w danym produkcie spozywczym nie znaczy wcale, ze w ten sposob organizm
otrzyma odpowiednig ilo§¢ tego pierwiastka. Wlasciwe przyswajanie selenu

z produktow zywnosciowych zalezy od:

e Dbiodostepnosci, czyli takiego potaczenia selenu, ktore moze by¢ tatwo transportowane
przez membrany biologiczne organizmu,

e bioprzystepnosci, czyli przeksztatceniu danej formy selenu wewnatrz jelit lub ptuc do

formy rozpuszczalnej, zdolnej do absorpcji z membrang biologiczng [197],
e bioaktywnosci, czyli przyswajania danych form selenu  wplywajacych
na zwigkszenie aktywnosci niektorych selenobiatek, np. peroksydazy glutationowej lub

deoksydazy jodotyroniny.

Do utworzenia produktow metabolizmu, a co za tym idzie wykorzystania ich jako substratow
w réznych procesach biologicznych zachodzacych w organizmie zywym przyczynia si¢
bioaktywnos$¢ danego zwigzku lub potaczenie jego biodostepnosci z bioprzyswajalnoscig [198].
Natomiast sama biodostepno$¢ moze przyczynic si¢ do sytuacji, w ktorej zwigzki selenu zostaja
zaadsorbowane na bardzo malych czasteczkach koloidalnych, ktére przenikaja przez

membrany, co prowadzi do usunigcia selenu z organizmu. Gdy dany zwigzek nie jest
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bioprzyswajalny dla organizmu, ,,przechodzi przez niego” nie wywotujagc zadnego efektu

I ostatecznie jest wydalony z moczem lub katem [61].

Biodostepnos¢ 1 bioprzyswajalno$¢ zalezg od warunkéw fizykochemicznych takich jak:

2

e specjacja — gltowny czynnik warunkujacy ,,los” zwigzkow selenu w $rodowisku;

biodostepnosé zwigzkow selenu ro$nie w szeregu:
Se (0) < Se (VI) < Se (IV) < Se (-11) [198],

e rozpuszczalnosc,

e sila jonowa,

* pH,

e potencjat redukujaco - utleniajacy (redox),

e obecno$¢ innych metali i substancji (np. lekow), ktére moga wywolywaé efekt

synergistyczny lub antagonistyczny.

Biodostepno$¢ selenu na kazdym szczeblu tancucha pokarmowego jest bardzo istotna.
Odpowiednie formy selenu wystepujace w glebie warunkujg ich biodostepnos¢ dla roslin.
Formy te zalezg od wielu czynnikéw, na przyktad od rodzaju oraz pH gleby, zawarto$ci innych
substancji w glebie lub warunkéw atmosferycznych. Rosliny tatwiej wchtaniajg zwiazki selenu
wystepujace w potaczeniach nieorganicznych — seleniany (IV) i seleniany (VI), ktore nastepnie
metabolizowane sg w ich tkankach i przeksztalcane w formy organiczne. Organiczne formy
selenu sg bardziej biodostepne dla zwierzat 1 ludzi. Biodostgpno$¢ mozna ocenia¢ na postawie
wynikéw badan prowadzonych in vitro lub in vivo. Badania in vitro maja wiele zalet, poniewaz
sg szybsze, tansze oraz prostsze niz badania in vivo [199]. W badaniach prowadzonych na
ludziach wykorzystuje si¢ stabilne izotopy selenu w celu odrdznienia selenu pochodzacego
z produktu spozywczego od selenu innego pochodzenia. W ocenie biodostepnosci selenu
istotny jest rowniez rodzaj 1 temperatura procesu przygotowania danego produktu do spozycia.
Wysoka temperatura moze powodowac tworzenie si¢ lotnych zwigzkow selenu, ich rozpad
i/lub przeksztalcenie, a co za tym idzie zmniejszenie zawarto$ci tego pierwiastka w Zywnosci
[199]. Przyktadami produktow, w ktorych biodostepnos¢ selenu ulegta zmniejszeniu w wyniku

procesu ich przygotowania s3:

e ziarna kawy — wyniki badan odpowiednich probek wskazujg, ze w trakcie procesu
palenia ziaren kawy zachodzi proces, w ktorym powstaja lotne zwiazki selenu [200],
e Dbiszkopty z maki wzbogaconej selenem; wyniki badan wykazaly, ze gtowng forma

selenu jest SeMet, natomiast po upieczeniu SeMetSeO [201],
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e rodliny =z rodziny Brassicaceae, np. brokuly, zawieraja SeMetSeCys,
a po ugotowaniu 85 - 89 % zwigzkow selenu przechodzi do wody, w ktorej gotowane
byty warzywa [53]

e szparagi, grzyby, warzywa, produkty mleczne, ktorych wyniki badan wykazaty
40 - 50 % strat zwigzkow selenu podczas gotowania, szczegdlnie po dodaniu soli

I octu [202].

Podsumowujac, zawarto$¢ selenu w organizmie zalezy od biodostepnos$ci, bioprzyswajalnosci
1/lub bioaktywnosci zwigzkéw selenu zawartych w danym produkcie spozywczym. Wyniki
wielu badan wskazujg na to, ze zwigzki organiczne selenu np. SeMet w poroéwnaniu do
nieorganicznych potaczen tego pierwiastka - selenianu (IV) i selenianu (V1) - posiadaja

nastepujace zalety:

e lepsza absorpcja,
e wicksza retencja,

e wyzsza akumulacja selenu we krwi oraz tkankach [203].

Dodatkowo warto doda¢, iz organiczne formy selenu lepiej chronig organizm przed
niedoborami tego pierwiastka niz formy nieorganiczne, ktore z kolei stwarzaja wigksze ryzyko

wystapienia objawow toksycznych — nadmiernej kumulacji selenu w organizmie.

Biorac pod uwage trzy rodzaje wptywu selenu na organizm, istotne sg nastepujace potaczenia

selenu:

e SeMet pochodzaca z drozdzy wzbogaconych przez selen powoduje kumulacje selenu
w tkankach: [204],

e niecorganiczne polgczenia selenu pochodzace =z  produktow  zwierzecych
lub roslinnych powoduja podwyzszenie aktywnosci peroksydazy glutationowej [205],

e SeMetSeCys i/lub y-glutamyl-SeMetSeCys pochodzace z roslin Brassica lub Allium

maja prawdopodobne dziatanie przeciwrakotworcze [206].

Odkrycie nowych zwiazkéw selenu oraz ich funkcji pozwoli na badanie ich biodostgpnosci czy
bioaktywnosci, co umozliwi poréwnanie ich dziatania z dotychczas poznanymi formami selenu
[61]. Dlatego wazne jest prowadzenie badan specjacyjnych, majgcych na celu oznaczenie
poszczegolnych zwigzkow selenu w probkach pobranych bezposrednio z przewodu
pokarmowego, co pozwoli  przewidzie¢, jakie formy selenu  (organiczne

1 nieorganiczne) sg najistotniejsze dla zdrowia i rozwoju czlowieka [207]. Przyczyni si¢
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to rowniez do wzbogacenia wiedzy na temat roznych produktow zywnosciowych, ktére beda
mogly by¢ polecane przez dietetykow lub lekarzy jako naturalne Zrédlo pozwalajace na

zwigkszenie zawartosci selenu w organizmie — naturalne suplementy diety.

1.5 Suplementacja jako sposéb wzbogacania diety w selen

Zalecana dzienna dawka selenu moze by¢ tatwo dostarczana konsumentom zamieszkujacych
takie kraje jak: USA, Meksyk, Kolumbia, Hawaje, Indie, czy Islandia. W wielu regionach
$wiata jak na przyktad: péinocna Europa (Finlandia, Polska, Wielka Brytania), Australia, Nowa
Zelandia, Chiny [208] przewazajg gleby ubogiec w selen, co prowadzi do niedoborow tego

pierwiastka u ludzi.

Wilasciwy poziom zawartosci selenu w organizmie cztowieka ma istotny wptyw na jego
zdrowie 1 rozwoj. Istotno$¢ selenu dla zdrowia i rozwoju czlowieka po raz pierwszy
stwierdzono podczas badania przyczyn choréb Keshan i Kasin-Beck, wystgpujacych
w potnocno-wschodnim regionie Chin. Wyniki badan wskazuja, ze te endemiczne choroby
powiazane sg z niskg zawarto$cig selenu w organizmach 0so6b chorych. Udowodniono rowniez
istotna rolg tego pierwiastka, a szczegolnie selenozaleznych biatek, w wystepowaniu i rozwoju

wielu chordb i schorzen [101 — 113, 135, 152, 159].

Od momentu, gdy stwierdzono, ze selen i jego zwiazki majg istotny wplyw na przebieg wielu
procesow metabolicznych, a w wielu krajach na §wiecie wykazano niedobor tego pierwiastka,
duza wage przylozono do badan nad metoda skutecznej suplementacji srodowiska za pomoca
selenu [209]. Metoda taka powinna efektywnie i szybko wptywaé na wzrost zawarto$ci selenu
w glebie, w organizmach zwierzat i ludzi. Warto podkresli¢, Ze proces suplementacji
srodowiska selenem wymaga zachowania szczegodlnej ostroznosci 1 powinien by¢
monitorowany przez odpowiednie instytucje i organizacje dysponujace odpowiednimi

narzedziami, czyli procedurami analitycznymi i urzadzeniami kontrolno - pomiarowymi.
Obecnie mozna wyr6zni¢ dwie grupy metod suplementacji za pomocg selenu:

e _klasyczne” sposoby suplementacji produktow zywnoS$ciowych to metody
wykorzystujgce wzbogacanie nawozOé6w W nieorganiczne zwiazki selenu, suplementy
diety w formie tabletek zawierajace w swoim skladzie zaréwno nieorganiczne,
jak 1 organiczne polaczenia selenu oraz drozdze wzbogacone w selen; produkty te
dostarczaja do organizmu selen gtownie w formie nieorganicznej lub w postaci SeMet

(drozdze),
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e alternatywne” sposoby na suplementacje produktéw zywnosciowych, polegajace na
uprawianie roslin na glebie nawozonej uprzednio nawozami zawierajagcymi selen,
namnazaniu kultur bakteryjno-drozdzowych w medium hodowlanym zawierajacym
selen nieorganiczny, kietkowaniu roslin na pozywce zawierajacej nieorganiczne sole
selenu oraz produkcji pieczywa wzbogaconego w selen; produkty te dostarczajg do

organizmu selen w postaci organicznej, gtownie SeMet i SeMetSeClys.

Metody suplementacji za pomocg selenu zostaty szczegdélowo opisane w pracy przegladowe;j

mojego wspotautorstwa [210].

1.6 Metody analityczne stuzace do oznaczania selenu

Oznaczenie zawartosci pierwiastkow wystepujacych w $rodowisku na poziomie sladowym
wymaga doboru odpowiednich metod pomiarowych. Najistotniejszym aspektem prowadzenia
badan jest wybor techniki analitycznej, ktéra umozliwi oznaczenie zawartosci danego

pierwiastka lub jego zwigzkow. Przede wszystkim nalezy uwzglgdnié¢ [211]:

o selektywnos$¢ danej metody, ktora stanowi mozliwo$¢ oznaczenia danej substancji

chemicznej w obecnos$ci innych sktadnikéw badanej probki,

e warto$¢ granicy wykrywalno$ci metody, za pomoca ktorej okresla si¢ najmniejszg ilo$¢
lub najmniejsze stezenie substancji mozliwe do wykrycia za pomoca danej metody czy

techniki analitycznej z okreslonym prawdopodobienstwem,
e warto$¢ granicy oznaczalnosci metody,
e precyzje, poprawnos¢ oraz doktadnos¢ danej metody analitycznej,
e wlasciwosci fizyczne 1 chemiczne sktadnikow probki,
e czas wykonania analizy,
e Kkoszt aparatury pomiarowej,
e koszt pojedynczej analizy,

e doboér odpowiedniej techniki przygotowania probki; w przypadku oznaczania
catkowitej zawartosci selenu lub jego okreslonych zwigzkoéw w danej probee, wazne
jest, aby stosowana technika umozliwiata przeprowadzenie probki do postaci, w ktorej

takie oznaczenie jest mozliwe.
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Na rysunku 8 przedstawiono w sposob schematyczny informacje na temat procedur
analitycznych, ktore moga by¢ wykorzystane do oznaczania selenu i jego zwiazkow. Metody
te sktadaja si¢ najczes$ciej z techniki rozdzielania oraz techniki oznaczenia koncowego
(detekcji).

Natomiast w tabeli 11 przedstawiono przyktady Iliteraturowe zastosowania technik
analitycznych do oznaczenia catkowitej zawartosci selenu, bgdz do oznaczenia poszczegolnych

jego zwigzkow (specjacja selenu) w probkach srodowiskowych réznego pochodzenia.
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OZNACZANIE SELENU

i/lub

JEGO ZWIAZKOW

TECHNIKA
PRZYGOTOWANIA
PROBKI
(patrz rysunek 8a)

TECHNIKA
ROZDZIELANIA
(patrz rysunek 8b)

TECHNIKA
OZNACZENIA
KONCOWEGO
(patrz rysunek 8c)

METODY ANALIZY
POWIERZCHNIOWEJ
(patrz rysunek 8d)

Rysunek 8. Procedury analityczne, ktore mogq by¢ wykorzystane do oznaczania selenu i jego zwigzkow
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TECHNIKI PRZYGOTOWANIA PROBKI

v

PULAPKA KRIOGENICZNA

MINERALIZACJA

"na mokro"

"na sucho"

i

METODY EKSTRAKCYJNE

Ekstrakcja do
fazy statej

Mikroekstrakcja
do fazy statej

A
Ekstrakcja
ciecz - ciecz
HCI lub NaOH

Rozpuszczalniki
organiczne

Ekstrakcja
ciecz - ciato state

ADSORBENTY:

- zele polidekstranowe

- bawetna ze zwigzanymi
grupami tiolowymi

- wymieniacze jonowe

- drozdze piekarskie

- algi

- bakterie

Ekstrakcja
enzymatyczna

ENZYMY:

- proteaza

- lipaza

- driselaza

- siarczan dodecylu sodu

Rysunek 8a. Techniki przygotowania probki wykorzystywane w celu oznaczenia selenu i/lub jego zwigzkow
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TECHNIKI ROZDZIELANIA

!

l

ELEKTROFOREZA
IZOTACHOFOREZA KAPILARNA
METODY
CHROMATOGRAFICZNE
I
y !
CHROMATOGRAFIA CHROMATOGRAFIA
GAZOWA CIECZOWA
Lotne zwigzki selenu Warunek:
ROZPUSZCZALNOSC
Wysokosprawna = Chromatografia ' '
chromatografia Ch;f%ﬁ?ﬁ rg::a w ukladzie faz Qg;gwarﬁg::;a Chroirgatvc\)lgrafla
cieczowa par Y odwrdconych ! y
Wypetnienie:
Wypetnienie: faza zel krzemionkowy
oktadecylosilanowa + C8 lub ] ]
+C18 Chromatografia Chromatografia

anionowymienna

kationowymienna

Grupy funkcyjne:
aromatyczne kwasy
sulfonowe

Grupy funkcyjne:
aminy
czwartorzedowe

Rysunek 8b. Techniki rozdzielania wykorzystywane w celu oznaczenia selenu i/lub jego

zwiqzkow
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TECHNIKA OZNACZENIA
KONCOWEGO

METODY
RADIOMETRYCZNE

Neutronowa Analiza

Aktywacyjna )

Instr

AN

SPEKTROFLUORYMETRIA

Analiza Aktywacyjna

umentalna Neutrono

SPEKTROFOTOMETRIA

Woltamperometria

METODY
ELEKROANALITYCZNE
Polarografia
DETEKTOR
UV-VIS

ECD

DETEKTOR
(W GC) FID
FPD

v@

I\

METODY
SPEKTROSKOPOWE
SPEKTROMETRIA = BRI SPETROMETRIA
ATOMOWA EROMIENIEG SNIR CZASTECZKOWA
RENTGENOWSKIEGO A
Absorpcyjna Emisyjna Spek:\;c;r;ﬁetria ﬂig‘::;rég;‘g;;f‘a

[ |

)

PIomieniowa) (?;Z%ﬁgf\’) C Optyczna ) (ICP-MS) (Q-TOF—MS)

{ Elektrotermiczna )

Rysunek 8c. Techniki oznaczen koricowych wykorzystywane w celu oznaczenia selenu i/lub jego zwigzkow
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METODY ANALIZY
POWIERZCHNIOWEJ
(do prébek statych)

SPEKTROMETRIA
RENTGENOWSKA

Wersja klasyczna

!

Wersja wykorzystujgca
promieniowanie
synchrotronowe

NI

XANES

EXAFS

METODA WYKORZYSTUJACA
ODPAROWANIE LASEROWE
Z WPROWADZENIEM PROBKI DO
UKtADU POMIAROWEGO ICP - MS

Rysunek 8d. Metody analizy powierzchniowej wykorzystywane w celu oznaczenia selenu i/lub jego zwigzkow




Tabela 11. Informacje literaturowe na temat mozliwego wykorzystania r6znych procedur analitycznych do oznaczania selenu i/lub jego zwigzkoéw

Rodzaj Tech nika .
. Material badawczy Przygotowanie probki i/lub rozdzielenie probki pomiarowa Literatura
oznaczenia
(detektor)
sorbenty do oczyszczania mineralizacja wspomagana promieniowaniem mikrofalowym CP-MS ¥/lub [212]
gazow HG-ICP-MS

krew mineralizacja wspomagana promieniowaniem mikrofalowym GC-MS [213]

czosnek roztwarzanie za pomocg HCIO4 i HNO3 Csv [214]

czosnek. cebula wzbogacanie analitu za pomoca 3,3-diaminobenzydyny na weglu ET-AAS [215]

aktywnym

ryby, skorupiaki mineralizacja wspomagana promieniowaniem mikrofalowym FI-HG-AAS [216]

ro$liny technika wytwarzania par z zawiesin ICP-MS [217]

Warzywa, owoce mikroekstrakcja z wykorzystaniem Wlf')kl.la z os.adzona( faza ciekla GF - AAS [26]

) wspomagana ultradzwigkami

calkovxfl,ta . wzbogacanie analitu za pomoca drozdzy piekarskich, wytwarzania ICP/MIP-OES 218
zawartos$¢ Se piwo wodorkéw i SPME - [218]
liscie herbaty roztwarzanie za pomocg kwasu HG-AFS [219]

B.juncea, drozdze mineralizacja wspomagana promieniowaniem mikrofalowym ICP-MS lub ET-AAS [220]

osady roztwarzanie za pomocg wody krolewskiej GF - AAI\i SIUb ICP- [221]

woda DLLME GF - AAS [222]
maka oraz chleb mineralizacja wspomagana promieniowaniem mikrofalowym ICP-MS [223]

wzbogacone za pomocg Se
ro$liny roztwarzanie za pomocg kwasu ICP-AES [224]
drozdze rozdzielenie na filtrach Synpor; liofilizacja INAA [225]
Se _ stan skaly suszenie, rozdrobnienie, homogenizacja XAFS [226]
utlenienia drozdze wzbogacone za kilka miligraméw probki umieszczono na aluminiowym probniku za XANES [227]
pomoca Se pomoca taSmy zabezpieczajacej tzw. “Kapton tape”
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Tabela 11 c.d.

homogenizacja; redukcja Se (V1) do Se (IV) za pomocg promieniowania

k 0 . FI-HG-AA 228, 22
Specjacja — S0K z eytrusow mikrofalowego C-AAS [228, 229]
nieorganiczny osady ekstrakcja za pomocg kwasu fosforowego HPLC-ICP-MS [230]
Se Jiemniaki homogenizacja, hydrol !za _enzymatyczpa, mineralizacja wspomagana DPCSV [52]
promieniowaniem mikrofalowym
tkanki tunczyka i matzy roztwarzanie enzymatyczne za pomocg nie-specyficznej proteazy HPLC-ICP-MS [231]
biatko ekstrakcja za pomoca kwasu lub zasady; ekstrakcja enzymatyczna RP-HPLC-ICP-MS [232]
watroba, oseeze, mocz ekstrakcja cytozoliczna RP-HPLC-ICP-MS [233]
cztowieka
B.juncea, drozdze hydroliza enzymatyczna, ekstrakcja za pomocg HCI HPLC-ICP-MS [220]
. SAX-ICP-MS lub
osady ekstrakcja za pomoca metanolu lub HC1 RPC-ICP-MS [221]
gleba mineralizacja wspomagana promieniowaniem mikrofalowym HPLC-ICP-MS [234]
suplement dlgtg’ zawietaacy ekstrakcja enzymatyczna IP-RP-HPLC-ICP-MS [235]
Specjacja I Cdiet —
selenu suptemen lgey Zawictaacy elektroforeza kapilarna Detektor UV [236]
wzorce Se elektroforeza kapilarna ICP-MS [237]
ryz ekstrakcja enzymatyczna; elektroforeza kapilarna ICP-MS [238]
suplementy diety ekstrakcja enzymatyczna (do oznaczania za pomocg HPLC); i
L .. S . . . .. . HPLC-ICP-MS i
zawierajgce 1 niezawierajace ekstrakcja fazy nadpowierzchniowej i derywatyzacja GC-AED [239]
drozdzy (w przypadku analizy za pomoca GC)
maka oraz chleb roztwarzanie proteolityczne HPLC-ICP-MS [223]
wzbogacone za pomocg Se
7d7 . . ICP-MS |
drozdze wzbogacone za ekstrakcja za pomoca wody i chromatografia wykluczania ¢ S lub [240]

pomocg Se

ESI Q-TOF MS/MS
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Z przedstawionego zestawienia literaturowego wynika, iz oznaczenie catkowitej zawartosci
selenu w danej probce poprzedza zwykle mineralizacja wspomagana promieniowaniem
mikrofalowym, a oznaczenia dokonuje si¢ za pomocg techniki AAS z wykorzystaniem r6znych
rodzajow atomizacji lub za pomoca techniki ICP - MS. Natomiast w badaniach specjacji selenu
do wyodrgbnienia poszczegdlnych zwigzkow z probki wykorzystuje sie rozne techniki
ekstrakcji, najczesciej ekstrakcje za pomoca wody lub ekstrakcje enzymatyczng. Oznaczenia
zawarto$ci poszczegolnych zwigzkow w wiekszosci przypadkow dokonuje si¢ za pomoca

potaczenia wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z ICP - MS.

Podsumowujac, ze wzgledu na roéznorodnos¢ form selenu oraz ich wlasciwosci, a takze
ze wzgledu na bardzo niewielkie réznice miedzy zawartoscig Se, ktéra Swiadczy

0 jej niedoborze lub nadmiarze w organizmie, istotne jest:

e okreslenie efektywnej 1 szybkiej metody pozwalajacej na oznaczenie danych form

selenu w probkach srodowiskowych (w tym w suplementach diety) z duzg doktadnos$cia

i precyzja,

e opracowanie metody pozwalajacej na okreslenie biodostepnosci

1/lub bioprzystepnosci danego zwigzku selenu z badanego produktu.

Metody te powinny by¢ takze wlasciwie zwalidowane, co oznacza, iz wazne jest prowadzenie
badan nad opracowaniem nowych materialdw odniesienia na potrzeby oznaczania catkowitej
zawartosci selenu oraz specjacji selenu, w celu poszerzenia wiedzy na temat zawarto$ci

niektorych istotnych oraz prawdopodobnie korzystnych dla czlowieka zwigzkow selenu.

1.7 Materialy odniesienia

Poznawanie materii odbywa si¢ poprzez badanie jej wiasciwosci i zardwno analityk jak
1 odbiorca informacji analitycznych musza by¢ $wiadomi ograniczen stosowanego
w praktyce warsztatu analitycznego. Praca w laboratorium chemicznym polega na pobraniu
porcji materialu z dostarczonej probki, a nastgpnie przeprowadzeniu szeregu procesOw
fizycznych 1 chemicznych zwigzanych z wydzieleniem analizowanego sktadnika z matrycy,
ewentualnym wzbogaceniu go, konczac na wykonaniu wiasciwego pomiaru. Wszystkie etapy
postepowania analitycznego, majg wplyw na jako$¢ otrzymanego wyniku, a co za tym idzie na
decyzje ($rodowiskowe, ekonomiczne, spoleczne czy polityczne) podejmowane na jego
podstawie. Z tego wzgledu istnieje koniecznos¢ szczegdtowego opisania wszystkich aspektow

metrologicznych
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(tj. spojnosci pomiarowej, niepewnosci wynikéw oraz walidacji stosowanych procedur

analitycznych), a takze zapewnienia odpowiedniego systemu zarzadzania laboratorium.

Jednym z narzedzi pozwalajgcych na uzyskanie wszechstronnych i miarodajnych informacji
o stanie poszczegélnych obiektow materialnych sa materialy odniesienia. Wytworzenie
materialu odniesienia jest procesem praco- i czasochtonnym, na ktoéry sktada si¢ wiele etapow,
ktorych realizacja pozwala na otrzymanie produktow o takich samych parametrach
(reprezentatywnos¢, jednorodnos$¢ i1 trwatos¢). W sytuacji, gdy dany materiat odniesienia jest
jednorodny i trwaty, warunki jego stosowania sg doktadnie okreslone i opisane, a uzyskane
wyniki analizy odpowiednich probek w celu okreslenia jego sktadu sa powtarzalne i spdjne,
mozna przystgpi¢ do etapu certyfikacji materialu odniesienia. Zwienczeniem procesu
certyfikacji jest raport certyfikacyjny, ktory powinien by¢ zrodlem zasadniczej informacji na

temat materiatu odniesienia od producenta do uzytkownika.

Mimo znacznej ilo$ci dostgpnych materialdw odniesienia wcigz istnieje ogromne
zapotrzebowanie na certyfikowane materialy odniesienia o zlozonym skladzie matrycy,
w ktorych skladniki mierzone wystepuja na zréznicowanych poziomach zawartosci. Jednym
z takich analitow jest selen, a w szczegdlnosci jego polaczenia organiczne. Obecnie na rynku
mozna znalez¢ jedynie trzy certyfikowane materialy odniesienia na potrzeby oznaczania

selenometioniny.
1.7.1 Definicje materialow odniesienia

Materiat odniesienia (RM), to materiat dostatecznie jednorodny 1 trwaty, jezeli chodzi
o okreslone wlasciwosci, ktory przyjeto jako odpowiedni do zamierzonego jego wykorzystania

w pomiarach lub przy badaniu cech nominalnych [241].

Certyfikowany material odniesienia (CRM), to material odniesienia, ktéremu towarzyszy
dokumentacja wystawiona przez miarodajna instytucje¢ i posiadajaca jedna lub wigcej wartosci
okreslonej wlasciwosci wraz ze zwigzanymi z nimi niepewnosciami i spdjnoscia, przy uzyciu

zwalidowanych procedur [241].

Ogodlna klasyfikacja materiatlow odniesienia zostata przedstawiona na rysunku 9.
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Rysunek 9. Ogdlna klasyfikacja materialow odniesienia [242]

Materialy odniesienia mozna rowniez sklasyfikowac bardziej szczegbétowo, wedhug takich cech

jak [211]:

a) wilasciwosci:
e sktad chemiczny,
e wlasciwosci biologiczne 1 kliniczne,
e wlasciwosci fizyczne,
e wlasciwosci techniczne,
e roznorodne;
b) skiad chemiczny:
e czyste substancje (materialy wysokiej czystoSci, materialy o okreslonej
czystosci, materiaty pierwszego rzedu),
e roztwory,
e metodycznie dedykowane materiaty,
e materialy o znanym sktadzie matrycy,
e materialy matrycowe (materiaty odniesienia zawierajace sktadniki gltowne,
uboczne, sladowe lub ultrasladowe);
C) spojnos¢ pomiarowa z uktadem SI:
e materialy klas 0-V:
o 0 - czyste indywidua chemiczne certyfikowane w stosunku
do jednostek uktadu SI przy najnizszej osiggalnej niepewnosci wynikow

pomiarow,
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o | —materiaty odniesienia certyfikowane w stosunku do jednostek uktadu
SI lub materialow klasy 0,
o Il - materiaty odniesienia certyfikowane w stosunku do jednostek uktadu
SI lub materiatéw klasy 0 lub I,
o Il - materiaty odniesienia certyfikowane w stosunku do materialow
klasy O, I lub 11,
o IV - materiatly odniesienia certyfikowane w stosunku do jednostek
innych uktadéw niz S,
o V — materialy, ktore charakteryzuje brak spojnosci pomiarowej
z jakimkolwiek uktadem miar,
d) niepewnos¢ okreslenia stgzenia (ilosci) analitu w materiale:
o certyfikowane materiaty odniesienia,
e niecertyfikowane materiaty odniesienia;
e) zastosowanie w badaniach chemicznych:
e kalibracja przyrzadow analitycznych,
e szacowanie spOjnosci pomiarowej,
e okre$lanie niepewnos$ci pomiarowe;j,
e kontrola jako$ci wynikow pomiarowych,

e walidacja procedur analitycznych.

Wyzej wymienione wlasciwosci sa wykorzystywane w trakcie uaktualniania baz danych
dotyczacych materialow odniesienia. Bazy danych oprécz szerokiego wachlarza funkcji
przeszukiwania maja za zadanie rozpowszechnianie informacji, zapewnienie doradztwa oraz
specjalistycznej wiedzy 1 pomocy w zakresie produkcji 1 uzytkowania materiatow odniesienia

oraz tematdéw pokrewnych. Do najbardziej obszernych baz danych RM naleza:
- COMAR - www.bam.de

- VIRM - www.virm.net

- REFMAT - www.refmat.org.pl

- oraz strony domowe glownych producentéw materiatdéw odniesienia.
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1.7.2 Materialy odniesienia w QA/QC

Rozwo6j metod analitycznych, a co za tym idzie pojawianie si¢ na rynku coraz bardziej
zaawansowanych przyrzadow pomiarowych (pozwalajacych na oznaczanie na poziomie bardzo
niskich wartosci LOD), wigze si¢ z dgzno$cig do oznaczania coraz nizszych stezen analitow
w probkach o ztozonej matrycy. Procedura analityczna wymaga kontroli kazdego etapu
procesu, poczawszy od pobrania probki az do oznaczenia w niej analitow. Zadanie to stanowi
wyzwanie dla poszczegélnych laboratoriow analitycznych, ktére chcac zaprezentowaé
wiarygodne, miarodajne dane, muszg wdrozy¢ odpowiednie procedury kontroli i zapewnienia

jakosci uzyskiwanych wynikow.

Do elementow skladowych systemu kontroli i zapewnienia jako$ci wynikéw pomiarow

analitycznych nalezg [211]:

e zapewnienie spojnosci pomiarowej,

e oszacowanie warto$ci niepewno$ci wynikow pomiaréw analitycznych,
e walidacja procedur analitycznych,

e stosowanie materiatow odniesienia,

e uczestniczenie porownaniach mig¢dzylaboratoryjnych.

Elementy te wigzg si¢ ze sobg wzajemnie, co pokazano schematycznie na rysunku 10.

JAKOSC WYNIKOW
POMIAROW
ANALITYCZNYCH

Walidacja metod

Spojnosc analitycznych Niepewno$é

Materiaty
odniesienia

—

Badania
miedzylaboratoryjne

Rysunek 10. Elementy sktadowe systemu kontroli i zapewnienia jakoSci wynikow pomiarow

analitycznych [211]
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Obecnie na $wiecie funkcjonuja trzy systemy zapewnienie jakosci. Nalezg do nich:

e dobra praktyka laboratoryjna (GLP),
o certyfikacja wg 1SO 9000,
e akredytacja wg EN 45001 lub Przewodnika ISO 17025.

Bez wzgledu na wybor przez dane laboratorium systemu kontroli i zapewnienia jakosci,
materiaty odniesienia peinig kluczowg role w kazdym z nich. Wedlug mi¢dzynarodowych
organizacji takich jak: 1SO, IUPAC, CITAC, ILAC, stosowanie CRM jest powszechnie
wymagane w celu uzyskania miarodajnych i jednolitych wynikéw pomiaréw w réznych

dziedzinach zycia.
Podstawowe obszary zastosowan CRM to:

e wyznaczanie parametrow walidacyjnych (poprawnos¢, doktadnos¢);

e szacowanie niepewnosci pomiarowe;j;

e kontrola i zapewnienie spdjnosci pomiarowej;

e wspomaganie procesu akredytacji laboratorium;

e sprawdzanie umieje¢tnosci analityka;

e kalibracja przyrzadow pomiarowych;

e wykorzystanie jako material w porownaniach migdzylaboratoryjnych;

e kontrola jako$ci pracy laboratorium.
1.7.3 Wytwarzanie materialéw odniesienia

Materiaty odniesienia znajduja zastosowanie podczas kalibracji przyrzadéw analitycznych,
optymalizacji procedur pomiarowych, zapewnienia spdjnosci pomiarowej czy szacowania
niepewnos$ci pomiarow. Wymienione wyzej zastosowania sg zgodne z wymogami zawartymi
w normie ISO/IEC 17025:2005 [243]. Z tego wzgledu producenci materiatdéw odniesienia
powinni posiada¢ okre§lone kompetencje takie jak: odpowiednio przygotowane, nowoczesne
linie produkcyjne 1 aparatur¢ oraz wykwalifikowang kadrg, postgpujaca zgodnie
z odpowiednimi wymaganiami wobec produkcji oraz jakosci metrologicznej wartoSci

certyfikowanej.

Do najwigkszych producentéw materiatow odniesienia nalezg: IRMM, BAM, LGC, NIST,
IChTJ.
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Ze wzgledu na fakt, iz wytworzenie materialu odniesienia jest procesem zlozonym, przed
przystapieniem do produkcji materiatu odniesienia niezmiernie wazny jest proces planowania

wytworzenia danego kandydata na RM, w ktorym producent powinien okresli¢:

e zapotrzebowanie na dany rodzaj materiatu odniesienia,

e posta¢ materialu odniesienia — stan skupienia, rodzaj matrycy — wynikajaca
z charakterystyki procedur analitycznych, jakie beda stosowane w trakcie jego
wykorzystania, oraz zwigzane ze stopniem jego jednorodnosci,

e postaé, rodzaj i zakres zawarto$ci analitu(ow) w przygotowywanym materiale,

e liczbe¢ wytworzonych jednostek materiatu odniesienia — uzalezniong

od trwato$ci materiatu i obszaru jego wykorzystania.

Proces produkcji materiatéw odniesienia sktada si¢ praco- i czasochtonnych etapow, ktoére

przedstawiono w sposob schematyczny na rysunku 11.
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| Badania trwatosci

| Badania jednorodnosci

WYTWORZENIE MATERIALU

Przeprowadzenie badan
miedzylaboratoryjnych

Wyniki badan migdzylaboratoryjnych

Interpretacja wynikéw badan
miedzylaboratoryjnych

Przedstawienie
wynikow
w formie graficznej

Testy
statystyczne

Diagram typu Z
Diagram typu E,

Diagram skrzynkowy

Diagram Youdena

i

Odrzucenie lub
zastgpienie wynikow

Wstepne badanie jednorodnosci
WSTEPNE BADANIA Wstepne badanie trwatosci
KANDYDATA NA RM Oznaczenie sktadnikéw gtéwnych
Rozdozowanie do pojemnikéw
PROCES
CERTYFIKACJI
RM
USTALENIE Obliczenie wartosci certyfikacyjnej |
WARTOSCI
CONIESIENIA Oszacowanie wartosci niepewnos$ci (Ucgu)
Test na jednorodno$c¢
Ugs krétkoterminowa
Test na
CERTYFIKOWANY A trwalogé
MATERIAL Ups diugoterminowa
ODNIESIENIA
Charakterystyka materiatu
KONTYNUACJA
RAPORT BADAN
TRWALOSCI

Rysunek 11. Schemat produkcji certyfikowanego materiatu odniesienia [211]
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Ponadto decyzja o wytworzeniu danego materiatlu odniesienia jest zawsze swego rodzaju
kompromisem miedzy jednorodnoscia (niejednorodno$¢ ro$nie wraz ze zmiang stanu
fizycznego od gazowego poprzez ciekly do statego) i trwato$cia (z reguty najbardziej nietrwate
sg materiaty w stanie gazowym a najbardziej trwale w stanie statym), co zostato schematycznie
przedstawione na rysunku 12. Konsekwencja tego jest liczba oferowanych na rynku materiatlow
odniesienia — zdecydowanie najwigcej jest materiatdow z grupy CRM, ktorych matryca jest

cialem statym, a najmniej z matryca w postaci gazowe;.

CRM
CIEKLY

CRM
STALY

Rysunek 12. Zaleznosé¢ miedzy liczbg dostgpnych CRM na rynku a ich trwatoscig

| jednorodnosciqg uwarunkowang stanem skupienia
1.7.4 Wybér odpowiedniego materialu odniesienia

Przed wyborem danego materiatu odniesienia nalezy okresli¢ przede wszystkim jego
zastosowanie. Na przyktad, jezeli zadaniem bedzie kalibracja przyrzadu pomiarowego, nie ma
potrzeby zakupu drogiego materiatu odniesienia. Zamiast tego, w wigkszosci przypadkow
wykorzystuje si¢ czyste substancje wzorcowe, dzigki ktérym mozna do okreslonej ilosci
substancji oznaczanej przypisa¢ odpowiedz uktadu pomiarowego. Natomiast, jezeli zadanie ma
dotyczy¢ oceny przydatnosci procedury pomiarowej do okreSlonego celu, wybor

odpowiedniego materialu odniesienia jest bardzo istotny.

Nalezy okresli¢ kilka waznych kryteriow, miedzy innymi:
e stopien zgodnos$ci sktadu matrycy w stosunku do probek rzeczywistych,
e poziom zawarto$ci analitu(ow),

e niepewnos¢ wartosci odniesienia,
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e spOjnos$¢é pomiarowa wartosci odniesienia,
e wymagang warto$¢ niepewnosci pomiaru,

e wplyw wartosci niepewnosci certyfikowanego materialu odniesienia na ztozong

niepewno$¢ pomiaru,
e kompetencje i renomg¢ producenta CRM,
e ceng.
W rzeczywisto$ci dobranie idealnego materiatu odniesienia nie jest mozliwe, z uwagi na:
e r6zne rodzaje matryc materialdow odniesienia,

e postac fizyczng materiatu odniesienia (najczesciej jako mocno rozdrobniony, wezesniej

zliofilizowany, proszek o duzej jednorodnosci),

e stgzenie substancji w materiale odniesienia, ktdre rozni si¢ znacznie (najczesciej jest

znacznie wicksze) od stezenia substancji w probkach badanych,

e form¢ chemiczng oznaczanej substancji w materiale odniesienia, ktéra rozni si¢

od formy chemicznej tej substancji w probce badane;.

Podczas wybierania danego materialu odniesienia wazne jest rowniez zwrdcenie uwagi
na aspekt ekonomiczny. W zaleznos$ci od wielkosci niepewnos$ci dany CRM zajmuje okreslona
pozycje¢ w hierarchii metrologicznej; im wyzej w hierarchii, tym material jest drozszy.
W praktyce najlepszy wyborem jest zakup takiego materiatu odniesienia, ktorego ,,niepewnos$¢
standardowa nie spowoduje zwiekszenia standardowej niepewnosci zlozonej, poza ustalone

wymagania” [244].
1.7.5 Parametry charakteryzujace material odniesienia

Do najwazniejszych cech materialu odniesienia naleza jednorodnos¢, trwato§é oraz

w przypadku CRM niepewnos$¢ przypisana wartosci odniesienia.

1.7.5.1 Jednorodnosé

Jednorodnosé¢ jest definiowana jako stopien zgodnoSci struktury lub sktadu w stosunku do danej
wilasciwos$ci [245]. Badanie tej whasciwosci polega na porownywaniu uzyskanych wynikow dla

pobranych losowo probek materiatu odniesienia i powinno by¢ przeprowadzone za pomocg
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procedury, ktéra pozwala na wykorzystanie probek o matej masie oraz na uzyskiwanie bardzo

powtarzalnych wynikow pomiarow [246].

Wyrodznia si¢ dwa rodzaje jednorodnosci [247]:

jednorodno$¢ wewnatrzopakowaniowg (ang. within-bottle homogeneity), dzigki ktorej
ustalona zostaje minimalna ilo$¢ probki, ktorg nalezy pobra¢ do analizy, aby zachowac
ustalong wczesniej niepewnos¢ pomiaru; zdefiniowanie minimalnej ilosci probki
materialu odniesienia pobieranego do analizy pozwala na wyeliminowanie bledu

zwigzanego z niejednorodnoscig materiatu w jednym opakowaniu;

jednorodnos¢ migdzyopakowaniowa (ang. between-bottle homogeneity), ktora okresla
zmienno$¢ materialu pomiedzy poszczegdlnymi opakowaniami ($cislej jednostkami
badanymi); na warto$¢ niejednorodno$ci materiatu odniesienia miedzy opakowaniami

uzytkownik nie ma wptywu.

1.75.2 Trwalosé

Materiaty odniesienia sg zwykle przygotowywane w ilo$ci, ktora jest wystarczajgca na Kilka lat

1 z tego powodu musza by¢ one produkowane w sposdb zapewniajacy trwato$¢ podczas

planowanego czasu eksploatacji [248]. Dodatkowo podczas wytwarzania materialu odniesienia

nalezy ustali¢ najbardziej odpowiednie i ekonomiczne warunki jego przechowywania

i transportu.

Badanie trwalosci materiatu odniesienia jest etapem niezbednym w procesie jego produkcji

i ma na celu:

sprawdzenie, czy sktad materialu odniesienia pozostanie niezmienny w czasie,

zbadanie wptywu warunkow przechowywania na trwato$¢ samego analitu, jego

matrycy i potaczenia tych dwoch aspektow,

zagwarantowanie trwatosci materialu podczas transportu, poniewaz czynniki

zewngtrzne mogg wptywac na zmiang sktadu materiatu odniesienia.

Wyréznia si¢ dwa rodzaje trwatosci:

trwalo$¢ krotkoterminowa (np. trwato$¢ materiatu w ,,warunkach transportu”),

trwatos$¢ dtugoterminowa (np. okres trwatosci).
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Badania trwato$ci materiatu odniesienia wymagaja wykorzystania szybkich i powtarzalnych
procedur pomiarowych. Moga one by¢ wykonywane z zastosowaniem dwoch sposobdw
klasycznego oraz izochronicznego [248]. W przypadku sposobu klasycznego badanie trwatosci
polega na porownaniu wynikéw uzyskanych dla probek przechowywanych w zalecanych
warunkach i dla probek odniesienia (najcz¢sciej przechowywanych w niskich temperaturach).
Natomiast izochroniczny sposob badania trwatosci polega na wnioskowaniu o trwato$ci
materiatu odniesienia na podstawie wynikéw analiz probek przechowywanych w réznych
temperaturach (na ogdét wyzszych niz zalecana temperatura przechowywania) w krotkim

okresie czasu (np. kilka tygodni).

Do procesow, ktoére mogg miec istotny wplyw na spadek trwato$ci materiatu odniesienia naleza

[211]:

e rozktad analitu kontrolowany przez proces dyfuzji,

o rozktad sktadnikow matrycy kontrolowany przez proces dyfuz;ji,
e zuzycie przeciwutleniacza kontrolowane przez proces dyfuzji,

e autokataliza,

e reakcja elementarna,

e tworzenie” analitu przez mikroorganizmy.

1.7.5.3 Wartosé odniesienia

Proces certyfikacji przeprowadzany jest w celu wyznaczenia wartoSci parametru
charakteryzujacego materiat odniesienia przez odpowiednio wybrane laboratoria. Kampania
certyfikacyjna jest zazwyczaj poprzedzona badaniami wstgpnymi, w ktorych uczestniczy
najczesciej liczna grupa laboratoriow, z ktorych wybierane sg nastgpnie laboratoria bedace

uczestnikami wtasciwego procesu certyfikacji materiatu [249].

W sytuacji, gdy dany materiat odniesienia jest jednorodny i trwatly, warunki jego stosowania s
doktadnie opisane, a analiza sktadu stosowanego materiatu daje powtarzalne i spojne wyniki,

mozna przystapi¢ do etapu certyfikacji materiatu odniesienia.
W zaleznosci od:

e rodzaju materiatu odniesienia,
e wymagan podyktowanych jego koncowym zastosowaniem,
o kwalifikacji laboratoriow uczestniczacych w pomiarze,

e jakosci metody/metod badan,
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istnieje mozliwo$§¢ wyboru poprawnej technicznie metody przeprowadzenia certyfikacji

materiatu odniesienia.

Metody, wedtug ktorych certyfikuje si¢ materiaty odniesienia mozna sklasyfikowac

nastepujaco [250, 251]:

e pomiar z wykorzystaniem jednej metody definitywnej (pierwotnej),

e pomiar z wykorzystaniem kilku niezaleznych procedur wzorcowych w jednym

laboratorium,

e wykorzystanie badan mi¢dzylaboratoryjnych — kilka procedur w kilku laboratoriach.
Najistotniejszym  zatozeniem wszystkich procedur certyfikacyjnych jest wiasciwe
scharakteryzowanie btedow systematycznych, spowodowanych zastosowaniem okreslonych
metod pomiarowych, poniewaz wartosci tych btedéw sa jedng z cech uwzglednianych przy

szacowaniu niepewnosci certyfikowanej wartosci odniesienia.

Niepewnos$¢ danej wartosci odniesienia zalezy od wyniku oszacowania jednorodno$ci danego

materiatu odniesienia. Rozpatruje si¢ dwa przypadki [250]:

1) niejednorodnos$¢ materiatu jest pomijalnie niewielka w poréwnaniu z btedem pomiaru
— w tym wypadku wszystkie probki jednostkowe materialu odniesienia moga by¢
traktowane, jako identyczne pod wzgledem certyfikowanej wartosci wihasciwosci;
zrédtem niepewnosci w tym przypadku jest btad przypadkowy pomiaru, natomiast
niepewno$¢ wyrazana jest za pomoca przedziatu ufnosci pokrywajgacego wartosé
Srednia;

2) niejednorodno$¢ materiatu jest gldwnym zrodlem niepewnosci w poréwnaniu z bledem
pomiaru — w tym przypadku probki jednostkowe materialu odniesienia tworza
populacje; szacujac niepewno$¢ opisuje si¢ rozpigto$¢ migdzy poszczegodlnymi
probkami jednostkowymi w populacji; istotne jest, aby warto§¢ kazdej probki
jednostkowej miescita si¢ w granicach okreslonego przedziatu tolerancji. W przypadku,
gdy producent CRM okreslil naturalne roznice miedzy probkami jednostkowymi
danego materialu jako mate, to CRM nadaje si¢ do przewidywanego zastosowania,
jezeli nie to proces certyfikacyjny danego materialu odniesienia nie moze by¢ dalej

prowadzony.

Na wartos$¢ niepewnos$ci wartos$ci certyfikowanej materiatu odniesienia (Ucrwm), ktora oblicza

si¢ wedtug rownania 1, majg wptyw niepewnos$ci zwigzane z [211]:
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e charakterystyka materiatu,
e jednorodnoscia,

o trwaloscig (krotko- i dlugoterminowa).

Ucru = k\/uczhar +Upy +Ug + U 1)
gdzie: Ucrm — rozszerzona niepewno$¢ wartosci odniesienia materialu odniesienia;
k — wspolczynnik rozszerzenia, Uchar — Standardowa niepewnos¢ zwiazana z charakterystyka
materiatu; Upp — Standardowa niepewno$¢ zwigzana z jednorodno$cig mi¢dzyopakowaniows;
Usts — Standardowa niepewno$¢ zwigzana z trwaloScig dlugoterminowa materiatu;

Uis — Standardowa niepewno$¢ zwigzana z trwatoscig krotkoterminowa materiatu.
1.7.6 Raport certyfikacyjny

Certyfikat powinien przekazywac zasadniczg informacj¢ (certyfikowang warto$¢ wlasciwosci
oraz niepewnos¢ tej wartosci) na temat materiatu odniesienia od producenta do uzytkownika.
Wedtug przewodnika ISO nr 31 [252] w raporcie certyfikacyjnym powinny by¢ zawarte

nastgpujace informacje:

e nazwa i adres organizacji certyfikujace;j,

o tytul dokumentu,

e status certyfikatu,

e nazwa materiatu,

e numer probki i/lub numer partii,

e data certyfikacji,

e dane o dostgpnosci materiatow odniesienia w innych postaciach/wymiarach,
e 7rédto dostawy materiatu odniesienia,

e dostawca materialu odniesienia,

e dane o przygotowujacym materiat odniesienia,

e opis materiatu odniesienia,

e okre$lenie przewidywanego sposobu stosowania,

e trwatos$¢ oraz instrukcje dotyczace transportu i przechowywania,

e specjalne instrukcje dotyczgce prawidtowego stosowania,

e metode przygotowania,

e stwierdzenie jednorodnosci,

o certyfikowane warto$ci whasciwosci i ich niepewnos¢,

e wartosci drugorzednych wlasciwos$ci podane dla informacji, lecz niecertyfikowane,
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1.7.7

specjalne wartosci uzyskane przez poszczeg6élne laboratoria lub przy zastosowaniu
poszczegbdlnych metod,

interpretacja statystycznego oszacowania niepewnosci,

techniki pomiarowe uzyte do certyfikacji,

nazwiska analitykéw, badaczy oraz nazwy laboratoriow uczestniczacych,

status prawny,

literatura (z raportem towarzyszacym wigcznie, o ile taki istnieje),

podpisy lub nazwiska 0s6b odpowiedzialnych z urzedu za certyfikacje.

Zasady stosowania materialdw odniesienia

Korzystanie z materialdbw odniesienia wymaga przestrzegania regut dobrej praktyki

laboratoryjnej (GLP) i/lub wytycznych zawartych w normie ISO/IEC 17025:2005 [243], ktore

obowigzuja w laboratoriach zajmujacych si¢ oznaczaniem skladnikdéw, wystepujacych

w ilo$ciach sladowych czy tez nawet ultra sladowych w badanych probkach. Nalezy zatem

przestrzega¢ zalecen producenta, zawartych w raporcie certyfikacyjnym materialu odniesienia,

dotyczacych m. in. [253]:

1.7.8

celu stosowania materialu odniesienia,

warunkoéw stosowania materialu odniesienia,

zasad postgpowania z probkag CRM przed rozpoczeciem analizy oraz w jej trakcie,
minimalnej masy materialu odniesienia pobranego do analizy,

toku postgpowania, w przypadku materialdbw w stanie skupienia statym, w celu
okreslenia zawartosci wody dla probek materialu odniesienia,

informacji nt. trwalosci i1 jednorodno$ci materiatu odniesienia,

warunkoéw przechowywania (temperatura, charakterystyka naczynia)

pobranej i niewykorzystanej do badan probki materialu odniesienia (nie mozna jej

kierowa¢ z powrotem do pojemnika).

Materialy odniesienia na potrzeby oznaczania selenu oraz jego organicznych

zwiazkow

Obecnie duza wagg przyklada si¢ do doktadnego poznania sktadu pierwiastkowego produktow

ros§linnych i zwierzecych, poniewaz wigze si¢ to z zapewnieniem zdrowej Zywnosci oraz ma

wplyw na proces produkcji artykutdéw spozywczych przyczyniajacych si¢ do poprawy zdrowia

[254]. Dazy si¢ nie tylko do oznaczania catkowitej zawartosci danego pierwiastka, ale rowniez
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do poznania poszczegolnych jego form, ktore z kolei przyczyniajg si¢ do poszerzenia wiedzy
na temat metabolizmu pierwiastkow w ro$linach lub organizmach zwierzecych oraz ich
biodostgpnosci. W przypadku selenu, forma w jakiej wystepuje w danym produkcie jest istotna
ze wzgledu na waska granice pomiedzy dawka szkodliwa a niezbgdng dla tego pierwiastka.
Dlatego podczas oznaczania selenu istotne jest uzyskanie miarodajnych wynikéw. Jednym
z elementéow systemu kontroli i zapewnienia jakos$cCi wynikéw pomiaréw s3 materiaty
odniesienia. W tabeli 12 przedstawiono przyklady materialow odniesienia z certyfikowana

zawartoscig selenu catkowitego.

Tabela 12. Certyfikowane materiaty odniesienia do oznaczania catkowitej zawartosci selenu

[254, 255]
Nazwa CRM Matryca Wartos¢ certyfikowana® Producent
[mg/kg]
SRM 1567b Maka pszenna 1,14+ 0,10 NIST
ERM-BC210a 17,23 £0,91 LGC
SRM 1568b Maka ryzowa 0,365 + 0,029 NIST
SRM 1570a Liscie szpinaku 0,117 + 0,009 NIST
SRM 1573a Liscie pomidora 0,054 + 0,003 NIST
SRM 1566b Tkanka ostrygi 2,06 +0,15 NIST
SRM 1547 Liscie brzoskwini 0,120 + 0,009 NIST
SRM 1515 Liscie jabtka 0,050 + 0,009 NIST
ERM-BD150 Odltuszczone mleko 0,188 +£0,014 IRMM
ERM-BD151 w proszku 0,190 + 0,040
ERM-BB184 Migsnie wolowe 0,45+ 0,04 IRMM
BCR-185R Watroba wotowa 1,68 £0,14 IRMM
ERM-BB186 Nerki wieprzowe 10,30 + 0,90 IRMM
BCR-422 Migsnie dorsza 1,63 + 0,07 IRMM
ERM-CE278K Tkanka matza 1,62+0,12 IRMM
BCR-402 Koniczyna biata 6,70 £ 0,25 IRMM
ERM-BB422 Migsénie ryb 1,33+0,13 IRMM
ERM-CD200 Wodorosty 0,088 + 0,010 IRMM
ERM-BC281 Zyto 0,023 + 0,004 IRMM
DORM-4 Biatko ryb 3,56 +£0,34 NRC
TORT-3 Homar 109+1,0 NRC
SELM-1 Wzbogacone w Se 2059 + 64 NRC
drozdze
DOLT-5 Watroba kolenia 83+1,8 NRC

*wartos¢ certyfikowana podana w wersji oryginalnej z certyfikatu




Poniewaz wigkszo$¢ materialdéw odniesienia ma atestowang jedynie calkowita zawarto$¢
selenu, istotne wydaje si¢ wytypowanie materiatéw, ktére spelniatyby warunki stawiane
kandydatom na material odniesienia pod wzgledem trwalosci, jednorodnosci, odpornosci
biologicznej i chemicznej. Do tej pory jedynie trzy materialy stanowiag CRM na potrzeby
specjacji selenu oraz selenometioniny. Nalezg do nich materiaty dostgpne pod handlowa nazwa
SELM-1[25], ERM-BC210a [256] i LGC-7330 [257], ktorych charakterystyke przedstawiono
w tabeli 13.

Tabela 13. Certyfikowane materiaty odniesienia na potrzeby specjacji selenu [25, 256, 257]

Nazwa CRM Matryca Wartos¢ certyfikowana* Producent
Se:17,23+0,91
ERM — BC210a Maka pszenna SeMet: 27,4+ 2,6 LGC
[mg/kg s.m.]
Se: 2059 + 64
SELM.1 Wzbogacone w Se SeMet: 3448 + 146 NRC
drozdze Met: 5758 £ 277
[mg/kd]
LGC-7330 Wzbogacony "®Se 99,8 % +0,2/-3,1 LGC

*wartos¢ certyfikowana podana w wersji oryginalnej z certyfikatu

70


http://www.speciation.net/Database/Materials/LGC-Ltd/LGC7330--Selenomethionine-enriched-with-76Se-;i689

2 CEL PRACY

Dzigki panujacej modzie na zdrowy styl zycia coraz wigcej ludzi jest Swiadomych jak ogromna
role w naszym zyciu odgrywa dieta. Stwierdzenie: ,,Jeste$ tym, co jesz” w dobie dzisiejszych
doniesien naukowych nabiera nowego znaczenia. Wiadomym jest, ze zywno$¢ bezposrednio
oddziatuje na organizm czlowieka. Moze mu szkodzi¢ lub stuzyé. Z tego wzgledu coraz
wigkszg popularno$é zyskuje zywnos¢ funkcjonalna, wzbogacona oraz naturalne suplementy
diety. Produkty takie wykazujg korzystny wplyw na zdrowie czlowieka, np. obnizajg poziom

cholesterolu we krwi, czy dostarczajg witamin lub sktadnikow mineralnych.

Selen jest niezbednym sktadnikiem mineralnym dla zwierzat 1 ludzi, ktérego spozywanie
oferuje korzysci zdrowotne, wilaczajac w to ochrone przeciwnowotworowa. Zostato
potwierdzone, ze selen chroni organizm przed réznymi rodzajami nowotwordw, takimi jak rak
jelita grubego [258 - 260], rak piersi [261], rak skory [18], rak prostaty [262] i rak ptuc [263,
264]. Ochrona przeciwnowotworowa selenu zostala powiazana z przeciwutleniajagcymi
wlasciwo$ciami niektorych selenobiatek [265]. Udowodniono, ze zwigzki selenu majg zdolnos¢
do zmniejszenia zachorowan na raka oraz zmniejszenia $miertelnosci z powodu nowotworow.
Zauwazono roéwniez zwigkszenie wystepowania tych dwoéch efektow u oséb, u ktorych
wykazano niedobdr selenu [43]. Aktualne badania na temat zwigzku pomiedzy spozyciem
selenu a profilaktyka raka koncentrowaly sie gldwnie na postaci chemicznej selenu:
wzbogaconej w selen zywnosci oraz efektow in vitro monoetylowanych zwiazkow selenu.
Wiele z tych badan polegato na wprowadzeniu selenianu (IV) sodu lub selenometioniny do
diety. Wyniki badan wykazaty, ze selenian (IV) wykazuje wigkszy efekt chemoochronny niz
SeMet [266]. Inne badania polegaty na wykazaniu stusznos$ci, Ze suplementacja za pomoca
wzbogaconych w selen warzyw takich jak czosnek, czy brokuty, wykazuje wigkszy efekt
chemoochronny w poréwnaniu do Se (IV) i SeMet [258, 260, 267]. Warzywa te kumuluja
nieorganiczne formy selenu i zamieniaja je na formy organiczne, gtownie SeMetSeCys —
zwigzek selenu, ktory przypuszczalnie jest odpowiedzialny za ochrong przeciwnowotworowa
[268, 269]. Ponadto na podstawie wynikow badan stwierdzono stosunkowo mata toksycznos¢
SeMetSeCys w porownaniu do innych organicznych zwigzkéw selenu oraz jednocze$nie
wysokg przyswajalno$¢ SeMetSeCys [270]. Wykazano rowniez, ze SeMetSeCys jest
nietoksycznym, wysoce bioaktywnym zwigzkiem, ktory moze stanowi¢ zrodto selenu dla
organizmow zywych (szczegolnie czlowieka) [271]. SeMSeCys jest jednym z glownych
prekursoréw lotnego metyloselenolu (CH3SeH) - aktywnej formy selenu, ktora jest

odpowiedzialna za obnizenie zachorowan na niektore rodzaje nowotwordéw (rak piersi,
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prostaty, skory) [33, 272]. SeMetSeCys w organizmie cztowieka jest bezposrednio
metabolizowana do metyloselenolu (przez B-liaz¢), co wyrdznia jg sposrod innych zwigzkoéw
(w tym selenometioniny), ktore do syntezy lotnej formy selenu potrzebuja kilku etapow.
SeMetSeCys wystepuje gtownie we wzbogaconych w selen roslinach z rodziny Allium
i Brassica np. brokutach, cebuli, czosnku i gorczycy sarepskiej [55, 207, 220, 267, 273 - 278].
Jednak proces wytwarzania wzbogaconych w selen warzyw wymaga wstepnego etapu
przygotowania gleby pod ich uprawe, czyli wzbogacenia nawozow za pomoca nieorganicznych
soli selenu. Dodatkowo nawozenie gleby moze stanowi¢ ryzyko jej zanieczyszczenia, a co si¢

z tym wigze przedostania si¢ szkodliwych zwigzkow do tancucha pokarmowego [279].

Wyniki badan préobek brokutdow, opisanych w literaturze [280], uprawianych na pozywce
z dodatkiem selenianu (IV) przez 40 dni wykazaly wzrost zawartosci selenu w korzeniach
i fodydze (tacznie z lis¢mi). Dystrybucja zwigzkéw selenu w brokutach uzasadnia ich wysoka
zdolno$¢ do kumulacji selenu. Po 10 dniach ekspozycji na Se (IV), formy nieorganiczne byty
szybko zamieniane w korzeniach na organiczne — gtownie SeMet. Wysoka zawarto$¢ SeMet
w korzeniach oraz maly wspdtczynnik przenoszenia tego zwigzku do innych czgéci rosliny
stanowi prawdopodobnie mechanizm tolerancyjny ro$liny wobec selenu. SeMetSeCys byta
glownym zwigzkiem selenu oznaczonym w todygach i owocach, co stanowito podstawe do
stwierdzenia, ze wzbogacone w selen brokuly mogg stanowi¢ zrodto SeMetSeCys dla
cztowieka, jednak tylko w postaci surowej. W gotowanych brokutach wykazano, ze istotne
zwigzki selenu s3a zamieniane na inne organiczne zwiazki i1 selenian (VI), a SeMetSeCys
oznaczona zostala gldwnie w wodzie po gotowaniu brokutow. Dlatego, aby dostarczy¢
SeMetSeCys do organizmu powinno si¢ spozywac brokuly w stanie surowym w satatkach lub

ewentualnie jako zupe [280].

Biorac pod uwage wszystkie wnioski z badan przeprowadzonych w o$rodkach badawczych na
catym $wiecie, dobrym rozwigzaniem dla dostarczania SeMetSeCys do organizmu cztowieka
wydaje si¢ kietkowanie roslin w kontrolowanym srodowisku na pozywce bogatej w selen [281].
Kietki oprocz tego, ze zawieraja znaczne ilo$ci witamin oraz skladnikdw mineralnych, nie
wymagajg wstepnego procesu przygotowania (gotowania, pieczenia), a co za tym idzie
prawdopodobienstwo ulotnienia si¢ niektorych istotnych dla zdrowia (szczegdlnie

zmetylowanych) zwigzkow selenu jest male.

W przypadku selenu, ktory obecnie staje si¢ coraz bardziej popularnym dodatkiem do diety,
bardzo wazne jest doktadne oznaczenie ilosciowe i jakoSciowe tego pierwiastka w danym

produkcie, ze wzgledu na waska granice pomigdzy dawka niezbedng a toksyczna.
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Wynika z tego potrzeba posiadania odpowiedniego materialu odniesienia na potrzeby

oznaczenia calkowitej zawartos$ci selenu jak i jego poszczegdlnych zwigzkow, ktory zapewni

spojnos¢, doktadnos¢ i poprawnos¢ uzyskanych wynikdéw pomiardw.

Glownym celem badan bylo sprawdzenie mozliwosci wytworzenia kandydata na materiat

odniesienia na potrzeby specjacji selenu w oparciu o wzbogacone w selen kietki roslin.

W zwigzku z tym, w ramach wykonywanej pracy doktorskiej podjeto si¢ realizacji

nastgpujacych zadan:

a)

b)

f)

9)

h)

hodowli kietkow roslin na pozywce zawierajacej roztwory nieorganicznych soli selenu
—selenianu (IV) sodu lub selenianu (V1) sodu i na tej podstawie wyboru rodzaju kietkéw
najbardziej odpornego na wymagajace warunki procesu (hamowanie wzrostu, gnicie,

plesn),
oznaczeniu catkowitej zawarto$ci selenu w probkach kietkow roslin,

badaniu trwalo$ci zawartos$ci catkowitego selenu w probkach kietkow 1 na tej podstawie
okresleniu optymalnych warunkéw kietkowania oraz wstepnemu wyselekcjonowaniu

odpowiednich rodzajow kietkow do dalszych etapdéw badan,
badaniu jednorodnosci probek kietkéw roslin,

oznaczeniu jakoSciowym 1 iloSciowym poszczegdlnych zwigzkéw selenu

w probkach kietkow i na tej podstawie:

e okresleniu, ktora z form nieorganicznego selenu powoduje tworzenie si¢

organicznych potaczen selenu w kietkach,

e wyselekcjonowaniu odpowiednich rodzajow kietkoéw do dalszych etapow

badan,
badaniu trwato$ci zawartosci poszczegdlnych zwiazkoéw selenu w probkach kietkow,

sprawdzeniu zaleznosci migdzy stezeniem roztworu selenianu uzytym podczas

kietkowania a zawarto$cig poszczegdlnych zwigzkow selenu w kietkach ro$lin,

zaproponowaniu odpowiedniego rodzaju kietkow roslin jako kandydata na materiat

odniesienia na potrzeby specjacji selenu.
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3 CZESC DOSWIADCZALNA

3.1 Materialy i aparatura

3.11

Materialy

Nasiona na kietki roslin (PNOS lub BIOS, Polska),

Selenian (IV) sodu i selenian (V1) sodu (Sigma-Aldrich, Niemcy),

Kwas azotowy HNOg3 (Suprapur, 65 %, Merck, Niemcy),

Roztwor wzorcowy selenu 1000 mg/1 (SPEX CertiPrep, USA),

Modyfikator matrycy do GF - AAS: Pd(NOsz),+ Mg(NOs3)w 1 % HNOs
(SCP, Kanada),

Roztwory wzorcowe selenometioniny, selenometyloselenocysteiny i y-glutamylo-
selenometyloselenocysteiny (Sigma-Aldrich, Niemcy),

Nadtlenek wodoru H202 (30 %, POCh, Polska),

Roztwory wzorcowe selenianu (1V) sodu i selenianu (V1) sodu (Merck, Niemcy),
Enzymy: proteaza typu XIV uzyskana z Streptomyces griseus oraz lipaza typu VII
uzyskana z Candida rugosa (Sigma-Aldrich, Niemcy),

Trizma (Sigma-Aldrich, Niemcy),

Bufor octanowy o pH = 4,7 (Sigma-Aldrich, Niemcy).

Aparatura

System do otrzymywania ultraczystej wody dejonizowanej Milli-Q (Millipore, USA),
Kietkownica (Plantico, Polska),

Liofilizator Labconoco FreeZone 6 system (USA),

Blender reczny (Zepter, Polska),

Mineralizator Muliwave GO (Anton Paar, Austria),

Atomowy Spektrometr Absorpcyjny SavantAA Zeeman (GBC, Australia),

System ekstrakcji mechanicznej (Radleys Tech, Wielka Brytania),

Wiréwka Hettich Zentrifugen EBA 20 (Niemcy),

Wysokosprawny Chromatograf Cieczowy (HPLC) Agilent 1200 (Agilent, USA),

Spektrometr mas w potaczeniu z plazma sprzezong indukcyjnie (ICP MS) (PerkinElmer
SCIEX, USA).
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3.2 Przygotowanie probek

3.2.1 Kielkowanie

Do badan uzyto szesciu rd6znych rodzajow nasion ro$lin, ktorych charakterystyke zestawiono
w tabeli 14. Pierwszym etapem bylo namoczenie nasion w ok. 250 ml roztworu (wody lub
roztworu selenianu (VI lub 1V) sodu). Czas namaczania zalezat od rozmiaru nasion — mniejsze
nasiona (brokutow, kapusty czerwonej i lucerny) namoczono przez 4 godziny, wigksze
(gorczycy biatej, rzodkwi i rzodkiewki) przez 8 godzin. Nastepnie nasiona wysiano
w kietkownicach, ktorych budowa zapewnia stabilne, wilgotne warunki takze przy wahaniach
temperatury. Trzy duze szalki kietkownicy pozwalaja na jednoczesne kietkowanie trzech
rodzajow kietkow, a syfony odplywowe rownomierne nawodnienie, wilgotno$¢ 1 odptyw wody.
Proces kietkowania roslin prowadzony byt w temperaturze pokojowej (19-23 °C) w warunkach
dnia i nocy. Kietki podlewane byly dwa razy dziennie za pomocg 250 ml odpowiedniego

roztworu. Catkowity czas kietkowania zalezny byt od rodzaju ro$liny.

W tabeli 14 przedstawiono czas kietkowania dla poszczegdlnych ro$lin, natomiast na rysunku

13 przedstawiono proces kietkowania nasion na przyktadzie nasion rzodkiewki.

Tabela 14. Lista nasion na kietki uzytych do badan

Gatunek/rodzaj Calkowity czas
Rodzina kielkowania
Nazwa .
. Nazwa systematyczna (dni)
zwyczajowa
Brassi ler L. var. itali
Brokuly assica oleracea L. var. italica 9
Plenck
Kapusta czerwona | B. oleracea var. capitata f. rubra 9
Gorczyca biala Sinapis alba Brassicaceae 7
. Raphanus sativus var.
Rzodkiew P . 7
Longipinnatus
Rzodkiewka Raphanus sativus var. sativus 7
Lucerna Medicago L. Fabaceae 7
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Dzien 1 Dzien 2

Rysunek 13. Proces kietkowania nasion rzodkiewki

Zebrane kietki doktadnie przemyto woda, a nastepnie kilkukrotnie woda dejonizowang w celu
wykluczenia zanieczyszczenia oraz wymycia pozostalosci roztworéw z ich powierzchni.
Nastepnie kietki osuszono, przeniesiono do szczelnie zamykanych woreczkéw PE 1 zamrozono

(temp. -20 °C).
3.2.2 Liofilizacja

Kolejnym etapem byto przeprowadzenie liofilizacji zebranego materialu badawczego.
Liofilizacja prowadzona byta przez okres 3 — 4 dni w temperaturze -40 °C i pod ci$nieniem
0,12 mbar. Nastepnie liofilizaty rozdrobniono za pomoca blendera recznego i przeniesiono do
szczelnie zamykanych woreczkow PE. Tak przygotowane probki przechowywano

w temperaturze -20 °C.
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3.3 Procedura oznaczania zawartoS$ci calkowitego selenu oraz jego

zwiazkow organicznych w probkach Kielkow roslin

3.3.1 Oznaczenie calkowitej zawartoS$ci selenu w probkach kietkéw roslin

Catkowita zawarto$¢ selenu zostata oznaczona w kietkach (sktadajacych si¢ z nasion, todyg
I korzeni). Pierwszym etapem byta mineralizacja probki w mineralizatorze wspomaganym
promieniowaniem mikrofalowym wyposazonym w naczynia teflonowe. W tym celu odwazono
okoto 0,500 + 0,001 g probki, do ktorej nastepnie dodano 7 ml 65 % kwasu azotowego HNOs.
Mineralizacja wspomagana promieniowaniem mikrofalowym przebiegata w temperaturze
180 °C i pod ci$nieniem do maksimum 20 bar. Mineralizaty przeniesiono do kolb stozkowych
25 ml 1 rozcienczono woda dejonizowang do odpowiedniej objetosci (25 ml).
Tak przygotowane roztwory przeniesiono do szczelnie zamykanych probéwek. Do oznaczenia
catkowitej zawartosci selenu w probkach uzyto spektrometru SavantAA Zeeman, ktory
wykorzystuje technike atomowej spektrometrii absorpcyjnej z atomizacja w kuwecie grafitowej
(GF - AAS). Pierwszym etapem analizy byto sporzadzenie krzywej kalibracyjnej. Krzywa
generowana byta automatycznie na postawie pomiaru absorbancji roztworu wzorcowego i jego
kolejnych rozcienczen. Nastepnie w automatycznym podajniku probek umieszczono
w naczynkach o pojemnosci 2 ml kolejne mineralizaty probek kietkow roslin. Aby zapewnic
lepsze rezultaty podczas oznaczania catkowitej zawartosci Selenu stosowano dodatek
modyfikatora. Otrzymane wyniki w [ug/l] przeliczono na sucha mas¢ badanych probek
[mg/kg s.m.], a nastepnie obliczono wartosci odchylen standardowych oraz oszacowano
niepewnos¢ pomiaréw. W tabeli 15 zestawiono informacje na temat parametrow pracy
spektrometru AAS, natomiast w tabeli 16 na temat wykorzystywanego programu

temperaturowego pieca grafitowego.

Tabela 15. Parametry pracy spektrometru AAS

Matryca 1 % HNO3
Dhugos¢ fali (nm) 196,0
Szeroko$¢ szczeliny (nm) 1,0
Objetosc¢ probki (ul) 20
. Pd(NOz3)2 + Mg(NO3)2
Modyfikator w 1 % HNOs
Natezenie pola magnetycznego (Tesla) 1,00
Charakterystyczna masa (pg) 7,7
Zakres pomiarowy 8,7 - 60 [ng/l]
Objetos¢ modyfikatora (ul) 3
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Tabela 16. Program temperaturowy pieca grafitowego

Temperatura
Etap °C]
1 50
2 - Nastrzyk

3 — Odparowanie rozpuszczalnika 90
4 120

5 - Spopielanie 800

6 800
7 - Odczyt 2650
8 2650

3.3.2 Specjacja selenu w probkach kieltkéw roslin

Analiza specjacyjna selenu zostala przeprowadzona w

osrodku zewnetrznym. Pierwszym

etapem oznaczenia poszczegdlnych zwigzkow selenu w probkach kietkow roslin byla

ekstrakcja enzymatyczna. Polegata ona na zmieszaniu 0,100 £+ 0,001 g zliofilizowanej probki

z 20 mg proteazy, 20 mg lipazy oraz 5 ml 30 mM Tris-HCI (pH 7,5). Ekstrakcja byta

prowadzona w termostacic przez 16 godzin w temperaturze 37 °C w mieszalniku

termostatowanym. Po ekstrakcji probki wirowano przez 10 minut z prgdkoscig 13 000 rpm.

Nastepnie ekstrakty przesaczono przez saczek 0,45 um. Szczegdtowy opis procedury

oznaczania poszczeg6lnych zwigzkow selenu przedstawiono w literaturze [282].

Warunki rozdzielenia za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej przedstawiono

w tabeli 17.

Tabela 17. Warunki rozdzielenia za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej

Faza ruchoma Bufor octanowy (pH = 4,7) o st¢zeniu 5 mM lub 100 mM

Kolumna anionowymienna typu PrP-X100
Kolumna 0 parametrach: 250 mm x 4,6 mm x 10 um
(Hamilton, USA)

Warunki rozdzielania

Elucja gradientowa

Objetosc probki

100 pl

Czas rozdzielania

20 min

W celu kalibracji uktadu HPLC — ICP - MS sporzadzono roztwér wzorcowy oznaczanych

zwigzkow selenu o stezeniu wyjsciowym 500 pg/l, ktorego rozcienczen uzywano kalibracji.

Na podstawie czaséw retencji uzyskanych dla poszczegdlnych zwigzkow: SeMetSeCys (2,9
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min), SeMet (4,6 min), Se (IV) (9,3 min), y-glutamyl-SeMetSeCys (12,5 min) oraz Se (VI)
(14,8 min) mozna bylo przeprowadzi¢ analiz¢ jakosciowa, a na podstawie krzywych

wzorcowych analize ilosciowa ekstraktow kietkow roslin.
3.3.3 Wstepne badanie trwalosci selenu w probkach kietkow roslin

Sprawdzanie trwato$ci materialu odniesienia jest etapem niezbednym w procesie jego

certyfikacji.

Badanie trwatosci selenu w probkach kietkéw polegalo na powtdrzeniu catej procedury
oznaczania catkowitej zawartosci selenu po przechowywaniu materialu badawczego przez
okres czasu od 1 do 12 miesiecy W szczelnie zamykanych woreczkach PE w temperaturze
-20 °C.

Warto$ci niepewno$ci pomiaréw zostaly oszacowane przy uwzglednieniu niepewnosci
wynikajacej z poprawnosci oraz niepewnosci pomiarow.

Na podstawie wynikow badan po danym okresie czasu, jezeli:

1) roznica pomigdzy zawartoscig selenu po danym okresie czasu w stosunku do zawarto$ci
poczatkowe] byla nie wigksza niz £ 10 %, tj. spelniala warunek przedstawiony za

pomoca réwnania 2:

90% < X1 <1006 @)
X(t;)

gdzie x(t)) — zawarto$¢ catkowitego selenu w probce po okresie przechowywania i,

X(to) — poczatkowa zawarto$¢ catkowitego selenu w probce;

2) wyniki w dwoch punktach czasowych nie roznity si¢ w ramach ich odpowiednie;j

niepewnosci pomiaru,
dany materiat badawczy zostat zakwalifikowany jako kandydat na materiat odniesienia.

Trwato$¢ kietkow wzbogaconych w selen zbadano takze wykorzystujac analiz¢ regresji.
W tym celu do poréwnania istotnosci réznic wspotczynnikéw réwnania regresji liniowej dla
zalezno$ci y=f(t) z wartoSciami zadanymi zastosowany zostal test t —Studenta [211].

Korzystano z nastepujacych zaleznosci przedstawionych za pomocg rownan 3 i 4:

to=—— ©)
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t,=—— (4)

gdzie: a - wyraz wolny w réwnaniu regresji prostoliniowej, b - wspotczynnik kierunkowy
w rownaniu regresji prostoliniowej; a, — warto$¢ zadana wyrazu wolnego (w tym przypadku
a = Ys), bo - warto$§¢ zadana wspotczynnika kierunkowego (w tym przypadku b, = 0),
Sa — warto$§¢ odchylenia standardowego wyrazu wolnego, Sp — warto$¢ odchylenia

standardowego wspotczynnika kierunkowego.

Obliczone wartosci a i b porownano z warto$ciami krytycznymi dla testu t-Studenta (k) dla
przyjetego poziomu istotnosci a = 0,05 i liczby stopni swobody f = n — 2, a wartosci

wspotczynnikdw regresji I z warto$ciami krytycznymi dla tego wspotczynnika (ryr).
3.3.4 Wstepne badanie jednorodnosci

Badanie jednorodno$ci wewnatrzopakowaniowej kietkow roslin polegato na pobraniu szes$ciu
probek z tego samego opakowania, mineralizacji probek oraz oznaczeniu w nich catkowitej
zawarto$ci selenu za pomocg techniki GF - AAS. Pomiar dla kazdej z probek wykonano
w sze$ciu powtOrzeniach. Nastepnie uzyskane wyniki badan poddano jednoczynnikowej
analizie wariancji (ANOVA) — narzedzia dostgpnego w programie Microsoft Excel.
Dodatkowo za pomoca réownan 5 i 6 obliczono wartos¢ odpowiednio wspotczynnika
zmiennosci CV i wzglednej niepewnosci  wynikajacej z  niejednorodnosci

wewnatrzopakowaniowe;.

CV = (5)

x| | »n

Uk=2)=k. 2V

(6)

gdzie: X - warto$¢ $rednia obliczona ze wszystkich $rednich wartosci dla poszczegdlnych
wierszy, CVi — wspolczynnik zmienno$ci pomigdzy grupami, n — liczba powtorzen,

k — wspotczynnik rozszerzenia

Badanie jednorodno$ci migdzyopakowaniowej nie zostalo przeprowadzone ze wzgledu,
iz uzyskano tylko jedna parti¢ materialu o masie niewystarczajacej na rozdozowanie do kilku

pojemnikow.

Ze wzgledu na fakt, iz celem badan byto wyselekcjonowanie kandydata na material odniesienia,
badanie jednorodnosci zostalo przeprowadzone po zakonczeniu badan trwatosci materiatu

badawczego.
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4 WYNIKI

4.1 Wyznaczenie parametréw walidacyjnych dla procedury oznaczania

calkowitej zawartosci selenu z wykorzystaniem techniki GF - AAS

Parametry walidacyjne dla procedury oznaczania catkowitej zawartosci selenu w probkach
kietkdw roslin oraz parametry wykresow kalibracyjnych zostaly wyznaczone korzystajac
z zalezno$ci opisanych za pomocg rownan podanych w literaturze [211]. Kalibracja zostata
przeprowadzona uzywajac roztworow wzorcowych zawierajacych 20, 30, 40, 50 1 60 pg/l Se.
Precyzja pomiaru, wyrazona za pomocg CV dla wszystkich préobek nie przekroczyta 10 %.
Na rysunku 14 przedstawiono przyktadowa krzywa kalibracyjng wyznaczong dla selenu,

a w tabeli 18 przedstawiono wyznaczone parametry walidacyjne.

0,6
0,0083x + 0,0237 -
=0, X + 0, -~
05 y /// ///
R = 0,995 POt i
0]4 — // ~ //
(4] // //
S g et e
S 03 = .
8 // //
8 // ///
éa: // //
0,2 r/ =
0,1
0
15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Stezenie [ug/l]

Rysunek 14. Krzywa kalibracyjna dla selenu; linie przerywane wyznaczajq przedziat ufnosci
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Tabela 18. Parametry walidacyjne wyznaczone dla procedury oznaczania selenu za pomocg
techniki GF - AAS

PARAMETR WALIDACYJNY WARTOSC
Roéwnanie krzywej kalibracyjne;j y = 0,0083x — 0,0237
Liniowos¢ r=0,995
Granica wykrywalnosci (LOD) 3,9 ug/l
Granica oznaczalno$ci (LOQ) 12 pg/l
Zakres pomiarowy** 12 — 60 [pg/1]
Granica wykrywalnosci metody (MDL) 0,20 mg/kg*
Granica oznaczalno$ci metody (MQL) 0,59 mg/kg
Zakres pomiarowy metody** 0,59 — 3,0 [mg/kg]

20 pg/l—4,8%
30 pg/1-2,6 %
40 pg/l—1,2 %
50 ug/l-1,7%
60 png/l—2,7 %
Warto$¢ spropagowana: 2,9 %
221 mg/kg — 5,5 %
218 mg/kg — 4,2 %
213 mg/kg — 5,7 %
Probki rzeczywiste 212 mg/kg — 7,5 %

215 mg/kg — 9,9 %

225 mg/kg — 7,5 %
Warto$¢ spropagowana: 7,0 %

Wspotczynnik

) . Roztwory wzorcowe
zmiennosci (CV) y

Wspotczynnik
zmiennosci (CV)

Poprawnosé CRM (ERM - BC210a):
17,23+ 0,91 /kg s.m.
(odzysk): 7 9 [mg/kg s.m.] 97,6 £5,5 %
Wartos¢ oznaczona:
R+ U(k=2)
16,81 £ 0,11 [mg/kg s.m.]

*Wartosci w ug/l przeliczone na mg/kg przy zatozeniach: masa probki = 0,5 g, objetos¢ koncowa
mineralizatu = 25 ml, zawartos¢ suchej masy = 10 %

**Gorna granica zakresu pomiarowego podana jest przy zalozemiu, Ze badana probka jest
nierozcienczona. Probka moze by¢ rozcienczana tak, aby pomiar odbywat si¢ w zakresie
odpowiedniej krzywej wzorcowe;j.

Zasada pomiaru AAS polega na pomiarze absorpcji charakterystycznego promieniowania
(196,0 nm w przypadku selenu). Dodatkowo zastosowano metode Zeemana korekcji tla.
Otrzymane warto$ci wspotczynnikow zmiennosci dla probek roztworéw wzorcowych i probek
rzeczywistych nie rdznig si¢ migdzy sobg w sposéb statystycznie istotny co dowodzi braku

wplywu sktadu matrycy na precyzj¢ pomiaru, czyli potwierdza jego selektywnosc.
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W oparciu o obliczong warto$¢ odzysku, mozna bylto przyjaé, ze metoda oznaczania catkowitej

zawartosci selenu za pomoca techniki GF - AAS jest poprawna.

Metoda ta jest rOwniez precyzyjna, poniewaz warto$ci wszystkich wspotczynnikow zmiennos$ci
nie przekraczaty 10 %. Poniewaz warunki poprawnosci oraz precyzji zostaly spetnione mozna
stwierdzi¢, ze metoda oznaczania catkowitej zawartosci selenu za pomoca techniki GF - AAS

jest doktadna.

4.2 Oznaczenie calkowitej zawartosci selenu w probkach kietkow roslin

Catkowita zawarto$§¢ selenu zostala oznaczona we wszystkich probkach kietkow roslin.
W tabeli 19 przedstawiono wyniki oznaczenia catkowitej zawartoSci selenu w probkach
kietkbw hodowanych na pozywce kontrolnej oraz zawierajacej nieorganiczne sole selenu
o stezeniach: 100 mg/l NaSeO4, 1 mg/l oraz 10 mg/l Na>SeOs (rok badawczy 2013/2014),
1 mg/l, 5 mg/l, 10 mg/l i 15 mg/l (rok badawczy 2014/2015).
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Tabela 19. Catkowita zawartos¢ selenu w probkach kietkow roslin [mg/kg s.m.];

kolorem niebieskim oraz czerwonym zaznaczono probki, w ktorych oznaczono odpowiednio najwicksza i najmniejsza zawartos¢ selenu

2013/2014 2014/2015
Kontrola h%oéz%/l
PROBKA 2oR 1 mg/l 10 mg/I 1 mg/l 5 mgl/l 10 mg/I 15 mg/l
Na2SeOs Na25SeOs Na25e0Os Na25eOs Na25SeOs Na2SeOs
¢+ U (k=2)
[mg/kg s.m.]
Brokuly 3,98 +£ 0,30 1309 + 88 223+1,4 133+ 14 10,90 + 0,74 54,0+ 3,1 80,6 5,1 119,7+ 7.8
Kapusta 3504026 | P3E0O20) | 3414 | 822157 | 628036 | 40327 | 720+74 | 952+84
czerwona - 10
Gorezyca biala | 337025 | (371 fo‘;ﬁo) 1156+ 0,66 | 780+49 | 936+055 | 67,24, 98,1+7,6 | 151+11
Lucerna 3,76 £ 0,28 697 + 67 12,76 + 0,99 109 + 14 91+1,0 29,7+1,7 59,9+3,9 46,3+29
Rzodkiewka 1,97 +0,15 635 + 66 10,13+ 0,65 | 103,8+7,3 2,44 + 0,14 18,1 +1,0 478+2,8 83,2+5,2
Rzodkiew 1,83 + 0,14 546 + 56 12,83+0,83 | 97,3£6,6 2,50 + 0,21 18,5+ 1,0 44,6 + 3,2 67,4 +5,2
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Wyniki badan uzyskane dla probek kontrolnych wykazaly najwicksza zawarto$¢ selenu
w kietkach brokutow — 3,98 mg/kg s.m., a najmniejsza w kietkach rzodkwi i rzodkiewki,
odpowiednio 1,83 mg/kg s.m. oraz 1,97 mg/kg s.m. W pozostatych kietkach zawartos$¢ selenu

byta na podobnym poziomie 3,37 — 3,76 [mg/kg s.m.].

Podlewanie kietkow roztworem zawierajacym 100 mg/l NaxSeOs oraz roztworami
zawierajagcymi 1 mg/l, 5 mg/l, 10 mg/l lub 15 mg/l Na SeOs spowodowato znaczacy wzrost
zawartos$ci selenu catkowitego we wszystkich probkach. Warto dodaé, ze podlewanie danym
roztworem nie spowodowato szkodliwego efektu takiego jak gnicie, ple$nienie, czy

zahamowanie wzrostu podczas kietkowania roslin.

W oparciu o wyniki badan stwierdzono, ze najwiekszg zdolnos¢ do kumulacji selenu (VI) maja
kietki gorczycy bialej oraz kapusty czerwonej hodowanej na pozywce zawierajacej
100 mg/l Na;SeOs, odpowiednio 2731 mg/kg s.m. oraz 2705 mg/kg s.m., natomiast

najmniejszg zawartos¢ selenu catkowitego oznaczono w kietkach rzodkwi 546 mg/kg s.m.

Na podstawie wynikow badan kietkow hodowanych w pierwszym roku badawczym
(2013/2014) stwierdzono, ze najwigksza zdolnos¢ do kumulacji selenu, dla obydwu rodzajow
pozywek zawierajacych Se (IV) posiadajg kietki brokutow (22,3 mg/kg s.m. i 133 mg/kg s.m.,
odpowiednio dla probek kietkow uprawianych na pozywce zawierajacej 1 mg/l NaxSeO3
i 10 mg/l NaxSeOs). Dla kietkow uprawianych na pozywce zawierajacej 1 mg/l Na>SeOs
i 10 mg/l Na,SeO3 najmniejsza zdolno$¢ do kumulacji selenu wykazujg odpowiednio kietki
rzodkiewki (10,13 mg/kg s.m.) oraz kietki kapusty czerwonej (82,2 mg/kg s.m.).

Natomiast wyniki badan kietkow hodowanych w drugim roku badawczym (2014/2015)
wykazaty, ze dla probek kietkéw hodowanych na pozywce zawierajacej 1 mg/l NaSeOs
najwigksza zdolno$¢ do kumulacji selenu majg kietki brokutéw (10,90 mg/kg s.m.).
Dla pozostatych trzech pozywek, najwigksza zawarto$¢ selenu catkowitego stwierdzono
w przypadku kietkow gorczycy biatej (67,2 mg/kg s.m.; 98,1 mg/kg s.m.; 151 mg/kg s.m.).
Najmniejszag zdolno$¢ do kumulacji selenu stwierdzono dla kietkéw rzodkiewki
(2,44 i1 18,1 mg/kg s.m.) i rzodkwi (44,6 i 67,4 mg/kg s.m.), odpowiednio dla pozywek
1 mg/l'i 5 mg/l Na,SeO3 oraz 10 mg/l i 15 mg/l Na2SeOs.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze selenian (VI) sodu jest bardziej efektywny niz selenian
(IV) sodu w odniesieniu do ilosci selenu catkowitego zaakumulowanego przez kietki roslin.
Warto doda¢, iz przeprowadzono probe kietkowania roslin przy uzyciu roztworu zawierajacego

100 mg/l Na>SeOs. Uzycie takiego stezenia roztworu spowodowato gnicie i ple$nienie nasion
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na kietki. Efektywnos$¢ selenianu (VI) w poroéwnaniu do selenianu (IV) zostata rowniez

potwierdzona przez innych badaczy [281]

4.3 Wstepne badanie trwalosci selenu w kielkach roslin

Kolejnym etapem sprawdzenia mozliwo$ci wytworzenia kandydata na materiat odniesienia
bylo sprawdzenie trwatosci probek po okresie przechowywania trwajagcym od 1 do 12 miesigcy.

Probki przechowywane byty w szczelnie zamykanych woreczkach PE w temperaturze -20 °C.

4.3.1 Wstepne badanie trwalosci zawarto$ci selenu w kielkach roslin hodowanych na

pozywce zawierajacej 100 mg/l Na2SeO4

Caltkowitag zawarto$¢ selenu w probkach kietkdbw oznaczono po nast¢pujacych okresach
przechowywania materiatu: t1 = 40 dni, to = 260 dni, t3 = 320 dni, t4 = 393 dni. Wyniki badan
trwato$ci selenu w probkach kietkoéw roslin uprawianych na pozywce zawierajacej
100 mg/l Na2SeO4 przedstawiono w tabeli 20 i na rysunkach 15 i 16, odpowiednio dla kietkow

rzodkwi i lucerny.
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Tabela 20. Wyniki badan trwatosci zawartosci selenu w probkach kietkow roslin hodowanych na pozywce zawierajacej 100 mg/l Na;SeO4

, X(t)+U(k 2) X(t)+U(k 2) X(t)+U(k 2) X(t)+U(k 2) o
PROBKA X(t,) X(t,) X(ty) X(t,) Kwalifikacja
[%0] [%0] [%0] [%0]
Brokuly 60+ 10 negatywna
Gorczyca biala 30+ 17 negatywna
Kapusta
czerwona 83+ 10 negatywna
Rzodkiewka 108 + 14 80+ 15 negatywna
Rzodkiew 100 £ 15 92 +14 94 +£12 100 £12 ozytywna
Lucerna 96 + 12 103 + 15 91 £ 11 104 £25 ozytywna

t1 = 40 dni, t, = 260 dni, ts = 290 dni, t; = 363 dni
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Mimo znaczacej zdolnosci do kumulacji selenu przez kietki gorczycy biatej oraz kapusty
czerwonej, stwierdzono brak trwatosci selenu w tych probkach po przechowywaniu ich przez
okres 1 miesigca. Zawartos¢ selenu w probkach kietkow gorczycy biatej spadla az o 70 %
w poréwnaniu do warto$ci poczatkowej. Natomiast w probkach kietkdw, ktore zaakumulowaty
mniejsze ilosci selenu, takie jak rzodkiew czy lucerna, wyniki badan wykazaty, ze z punktu

widzenia zawartosci catkowitego selenu kietki sg trwate przez ponad rok czasu.
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Rysunek 15. Wyniki badan trwatosci zawartosci selenu w probkach kietkow rzodkwi

hodowanych na pozywce zawierajgcej 100 mg/l Na2SeOq
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Rysunek 16. Wyniki badan trwatosci zawartosci selenu w probkach kietkéw rzodkwi

hodowanych na pozywce zawierajgcej 100 mg/l Na2SeO4
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Trwatos¢ probek potwierdzono rowniez za pomocg analizy statystycznej uzyskanych wynikow,

ktorej wyniki zestawiono w tabeli 21.

Tabela 21. Analiza statystyczna wynikow badan trwato$ci zawartosci selenu w probkach

kietkéw rzodkwi i lucerny hodowanych na pozywce zawierajacej 100 mg/l NaxSeOq

KIELKI Rzodkiew Lucerna
liczba punktéw pomiarowych n 5
wartos¢ [Srﬁl;;asymﬂ; Ulk=2) 530 + 18 690 + 32
wspotczynnik korelacji r 0,436 0,125
Wspolezynnik kierunkowy:
wartos¢ b -0,051 0,03
odchylenie standardowe sp 0,060 0,12
parametr t-Studenta to 0,840 0,218
warto$¢ krytyczna parametru t-Studenta tyr 3,182
tobl < tkr,
czyli b nie r6zni si¢ od wartos$ci 0 w sposob PRAWDA PRAWDA
statystycznie istotny
Wyraz wolny:
wartos¢ a 541 684
odchylenie standardowe sa 15 30
parametr t-Studenta to 0,666 0,173
warto$¢ krytyczna parametru t-Studenta tkr 3,182
tool < tkr,
czyli a nie r6zni si¢ od warto$ci Ys w sposob PRAWDA PRAWDA
statystycznie istotny

*f=n-2; n(f=3, 2=0,05) = 0,9969

Wykazano, ze dla probek kietkow rzodkwi oraz lucerny warto$¢ wspodtczynnika kierunkowego
b (zaleznosci liniowej zawartosci selenu w funkcji czasu) nie rozni si¢ w sposob statystycznie
istotny od wartosci 0, warto$¢ wyrazu wolnego a nie rdzni si¢ w sposob statystycznie istotny
od $redniej zawartos$ci selenu w poszczegolnych probkach yg, a warto§¢ wspotczynnika
korelacji r jest mniejsza od wartosci rkr, co pozwala na stwierdzenie, ze nie ma zalezno$ci
pomigdzy zawarto$cig catkowitego selenu W probkach kietkodw roslin w stosunku do okresu ich

przechowywania.
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4.3.2 Wstepne badanie trwalosci selenu w kielkach roslin hodowanych na pozywce

zawierajacej 1 mg/l Na2SeOs lub 10 mg/l Na2SeOs — rok badawczy 2013/2014

Do badan polegajacych na sprawdzeniu trwatosci selenu w materiale badawczym
zakwalifikowano wszystkie sze$¢ rodzajow kietkow roslin uprawianych na pozywce
zawierajacej 1 mg/l Na2SeOs lub 10 mg/l Na;SeOs, poniewaz zakumulowaty one znaczne iloSci
selenu oraz byly odporne na wymagajace warunki prowadzenia procesu kietkowania.
Catkowitg zawarto$¢ selenu w probkach kietkéw oznaczono po nastgpujacych okresach
przechowywania materiatu: t; = 28 dni, t = 189 dni, t3 = 314 dni. Wyniki badan trwatosci
kietkéw roslin uprawianych na pozywce zawierajacej 1 mg/l NaSeOs lub 10 mg/l NaxSeOs
przedstawiono odpowiednio w tabelach 22 i 23, na rysunkach 17 — 22 i 23 — 28 oraz

w zalacznikach 11 2.
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Tabela 22. Wyniki badan trwatos$ci zawarto$ci selenu w probkach kietkow roslin hodowanych na pozywce zawierajacej 1 mg/l Na;SeOs

PROBKA Xg ; tUk=2) Xg ; tUk=2) Xg ; *Uk=2) Kwalifikacja
[%] [%] [%]

Brokuly 97 £ 10 9111 93,4+£9,0 pozytywna
Gorczyca biala 109+ 10 104 £ 11 99,2+ 8,4 pozytywna
Kapusta czerwona 112 +£12 109 £12 100 £ 13 pozytywna
Lucerna 110+ 12 117,8 £9,5 89+11 pozytywna
Rzodkiewka 117 £10 108,8 +£9,1 96,8 + 8,6 pozytywna
Rzodkiew 92,1+9,0 93,1 +8,9 93,2+9.3 pozytywna

t1 = 28 dni, t;= 189 dni, tz = 314 dni

Tabela 23. Wyniki badan trwato$ci zawartosci selenu w probkach kietkéw roslin hodowanych na pozywce zawierajacej 10 mg/l NaxSeO3

PROBKA Xg ; *U(k=2) Xg ; *U(k=2) Xg ; *U(k=2) Kwalifikacja
[%] [%] [%]

Brokuly 101 +£17 93+13 brak probki pozytywna
Gorczyca biala 101 £ 12 102,0 £8,9 100,8 + 8,6 pozytywna
Kapusta czerwona 99 + 17 89 £ 15 101 £10 pozytywna
Lucerna 104 £ 15 88+ 14 93 £15 pozytywna
Rzodkiewka 109+ 10 89 £ 10 95,694 pozytywna
Rzodkiew 110 £ 12 99+ 10 111,8+£9,3 pozytywna

t; =28 dni, t; = 189 dni, t3 = 314 dni
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Rysunek 17. Wyniki badan trwatosci probek kietkow brokutow hodowanych na pozywce
zawierajgcej 1 mg/l Na2Se0Os
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Rysunek 18. Wyniki badan trwatosci probek kietkow kapusty czerwonej hodowanych na

pozywce zawierajgcej 1 mg/l Na2SeOs
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Rysunek 19. Wyniki badan trwatosci probek kietkow gorczycy biatej hodowanych na pozywce
zawierajgcej 1 mg/l Na2SeO3
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Rysunek 20. Wyniki badan trwatosci préobek kietkéw lucerny hodowanych na pozywce

zawierajgcej 1 mg/l Na>SeO3
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Rysunek 21. Wyniki badan trwatosci probek kietkow rzodkiewki hodowanych na pozywce
zawierajgcej 1 mg/l Na2SeOs
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Rysunek 22. Wyniki badan trwatosci probek kietkow rzodkwi hodowanych na pozywce
zawierajgcej 1 mg/l NaxSeOs
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Rysunek 23. Wyniki badan trwatosci probek kietkow brokutow hodowanych na pozywce
zawierajgcej 10 mg/l Na2SeOs
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Rysunek 24. Wyniki badan trwatosci préobek kietkéw kapusty czerwonej hodowanych na

pozywce zawierajgcej 10 mg/l NaxSeOs

95



Gorczyca biala
100

I T
80
20
0
0 28 189 315

t [dni]

[o2}
o

zawarto$¢ Se
[mg/kg s.m.]

D
o

Rysunek 25. Wyniki badan trwatosci probek kietkow gorczycy biatej hodowanych na pozywce
zawierajgcej 10 mg/l Na2SeOs
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Rysunek 26. Wyniki badan trwatosci probek kietkow lucerny hodowanych na pozywce
zawierajgcej 10 mg/l Na,SeOs
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Rysunek 27. Wyniki badan trwatosci probek kietkow rzodkiewki hodowanych na pozywce
zawierajgcej 10 mg/l Na2SeOs
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Rysunek 28. Wyniki badan trwatosci préobek kietkéw rzodkwi hodowanych na pozywce
zawierajgcej 10 mg/l Na2SeOs
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Wyniki badan trwatosci przeprowadzone z wykorzystaniem techniki GF - AAS wykazaty brak
trwato$ci probek kietkow lucerny i1 rzodkiewki hodowanych na pozywce zawierajacej
1 mg/l Na>SeO3z oraz probek lucerny, rzodkwi i rzodkiewki hodowanych na pozywce
zawierajacej 10 mg/l Na2SeOs.

Trwato$¢ probek sprawdzono rowniez za pomocg analizy statystycznej uzyskanych wynikow,
ktorej wyniki zestawiono W tabelach 24 i 25, odpowiednio dla probek kietkéw hodowanych na
pozywce zawierajgcej 1 mg/l Na2SeOz i 10 mg/l NaxSeO:s.
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Tabela 24. Analiza statystyczna wynikoéw badan trwato$ci zawartosci selenu w probkach kietkow roslin hodowanych na pozywce zawierajgcej

1 mg/l Na2SeOs

KIELKI Kapusta Gor.czyca Brokuly Lucerna Rzodkiew | Rzodkiewka
czerwona biala
liczba punktéw pomiarowych n
wartos¢ Srednia ¥ + Ufk=2) 14,14+0,82 | 11,92+0,51 | 21,27+0,92 | 13,3+1,6 | 12,13+0,47 | 10,70+ 0,91
[mg/kg s.m.]
wspotczynnik korelacji r 0,274 0,175 0,778 0,368 0,497 0,467
'Wspoélczynnik kierunkowy:
warto$¢ b -0,0015 -0,0014 -0,0049 -0,0040 -0,0016 -0,0029
odchylenie standardowe sy 0,0038 0,0022 0,0028 0,0071 0,0019 0,0039
parametr t-Studenta topi 0,403 0,651 1,752 0,559 0,811 0,746
warto$¢ krytyczna parametru
t-Studenta tyr 4,308
tobl < tir,
czyli b nie r6zni si¢ od wartosci 0 w sposob| PRAWDA PRAWDA PRAWDA PRAWDA PRAWDA PRAWDA
statystycznie istotny
Wyraz wolny:
warto$¢ a 14,34 12,11 21,92 13,8 12,34 11,08
odchylenie standardowe sa 0,70 0,41 0,51 1,3 0,36 0,71
parametr t-Studenta top 0,291 0,470 1,265 0,404 0,585 0,539
warto$¢ krytyczna parametru
t-Studenta ty 4,308
tobl < tkr,
czyli a nie r6zni si¢ od wartos$ci Ys- PRAWDA PRAWDA PRAWDA PRAWDA PRAWDA PRAWDA
W sposéb statystycznie istotny

*f=n-2; ne(f=3, 2=0,05) = 0,9969
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Tabela 25. Analiza statystyczna wynikow badan trwato$ci zawartosci selenu w probkach kietkow roslin hodowanych na pozywce zawierajgcej

10 mg/l Na2SeOs

KIELKI Kapusta Gor-czyca Brokutly Lucerna Rzodkiew | Rzodkiewka
czerwona biala
liczba punktéw pomiarowych n 4 3 4
wartosc Srednia ys, & Uk=2) 799447 | 78,76+064 | 130,0+64 | 1052478 | 1025+64 | 102,2+9,0
[mg/kg s.m.]
wspotczynnik korelacji r 0,0997 0,381 0,970 0,762 0,350 0,635
'Wspolczynnik kierunkowy:
warto$¢ b -0,003 0,002 -0,052 -0,041 0,015 -0,039
odchylenie standardowe sy 0,023 0,003 0,013 0,024 0,029 0,033
parametr t-Studenta top 0,142 0,582 3,971 1,664 0,529 1,161
warto$¢ krytyczna parametru 4.303 12,706 4.303
t-Studenta ty
tobl < tkr,
czyli b nie rézni si¢ od wartosci 0 w PRAWDA PRAWDA PRAWDA PRAWDA PRAWDA PRAWDA
sposOb statystycznie istotny
Wyraz wolny:
warto$¢ a 80,3 78,5 133,8 110,6 100,4 107,3
odchylenie standardowe sa 4,1 0,5 1,5 4,5 5,3 6,1
parametr t-Studenta ton 0,102 0,421 2,604 1,201 0,382 0,838
warto$¢ krytyczna parametru 4,303 12.706 4,303
t-Studenta ty
tobl < tkr,
czyli a nie rozni si¢ od wartosci Y- W PRAWDA PRAWDA PRAWDA PRAWDA PRAWDA PRAWDA

sposob statystycznie istotny

*f=n-2; 1e(f=3, a=0,05) = 0,9969; r(f=2, 2=0,05) > 0,9969
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Na podstawie analizy statystycznej uzyskanych wynikow sprawdzenia trwato$ci mozna
stwierdzi¢, ze dla wszystkich probek kietkow roslin uprawianych na pozywce zawierajacej
1 mg/l Na2SeOs lub 10 mg/l Na,SeOs wartos¢ wspotczynnika kierunkowego b (zaleznosci
liniowej zawartosci selenu w funkcji czasu) nie rdzni si¢ w sposob statystycznie istotny
od wartosci 0, warto§¢ wyrazu wolnego a nie rézni si¢ w sposoOb statystycznie istotny
od $redniej zawartoSci selenu w poszczegélnych probkach yg, a warto$¢ wspotczynnika
korelacji r jest mniejsza od rkr, co pozwala na stwierdzenie, ze nie ma zalezno$ci pomigdzy
zawarto$cig calkowitego selenu w probkach kietkow roslin w stosunku do okresu ich

przechowywania.

4.3.3 Wstepne badanie trwalo$ci zawartosci selenu w Kielkach roslin hodowanych na
pozywce zawierajacej 1 mg/l, 5 mg/l, 10 mg/l i 15 mg/l Na2SeOs — rok badawczy
2014/2015

W drugim roku badawczym powtorzono calg procedure sprawdzenia mozliwo$ci wytworzenia
kandydata na material odniesienia na potrzeby specjacji selenu w oparciu 0 wzbogacone

w selen kietki roslin.

Do badan wykorzystano te same rodzaje nasion na kietki jak poprzednio. Kietkowanie roslin
przeprowadzono w tych samych warunkach. Zmianie ulegly jedynie stgzenia roztworow
selenianu (IV) sodu uzywanych do podlewania nasion. Stezenia te wynosity odpowiednio
1 mg/l, 5 mg/l, 10 mg/l oraz 15 mg/l Na2SeOs. Zwigkszenie ilosci roztwordow uzywanych do
podlewania miato na celu dobranie optymalnego stezenia Na;SeOs w koncowym etapie
sprawdzenia mozliwosci wytworzenia certyfikowanego materialu odniesienia na potrzeby
specjacji selenu oraz sprawdzenie maksymalnej odpornosci nasion na warunki kietkowania
przy uzyciu nieorganicznych soli selenu (IV). Dodatkowo badania przeprowadzono hodujac
kietki na pozywce zawierajacej 20 mg/l Na2SeOzs. Jednak w przypadku wszystkich rodzajow

nasion na kietki zaobserwowano gnicie i1 plesnienie, co bylo powodem przerwania badan.

Calkowitg zawarto$¢ selenu w probkach kietkéw oznaczono po nastepujacych okresach
przechowywania materiatu: t1 = 62 dni, t2 = 104 dni, tz = 174 dni, t4 = 223 dni, ts = 271 dni.
Wyniki badan trwatosci probek kietkdéw hodowanych na pozywce zawierajacej 1 mg/l, 5 mg/l,
10 mg/l i 15 mg/l Na,SeOs przedstawiono odpowiednio w tabelach 26 -29, na rysunkach
29 —34,35-40,41 - 461 47 — 52 oraz zalgcznikach 3 — 6.
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Tabela 26. Wyniki badan trwatos$ci zawartoSci selenu w probkach kietkow roslin hodowanych na pozywce zawierajacej 1 mg/l Na;SeOs

t t

, MW yyk=2) | L ryk=2) | X suk=2) | M iuk=2) | ) yk=2)|

PROBKA | x(t,) X(t,) X(t,) X(t,) X(t,) Kwalifikacja
[%] [%] [%] [%] [%]
Brokuly 105,7 + 8,8 94 +13 99+ 10 99+ 10 103,8 + 8,9 ozytywna
G%:gi;’ca 109,2 £ 9,1 109+ 15 119+ 10 98+ 10 1217+8,2 | pozytywna
Kapusta

czerwona 98,2+ 8,8 955+8,6 90,9 £ 8,9 93,8 £8,6 101+ 10 pozytywna

Lucerna 102+ 14 94+ 15 99+ 13 92+ 14 88+ 13 ozytywna

Rzodkiewka 98,9+9,2 99+ 11 98,4 + 8,1 100,6 £9,0 97,9 +£8,0 pozytywna

Rzodkiew 86+ 10 95+ 10 91+11 87+11 101+ 12 pozytywna

t1 = 62 dni, t; = 104 dni, ts = 174 dni, t4 = 223 dni, ts = 271 dni
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Tabela 27. Wyniki badan trwatosci zawarto$ci selenu w probkach kietkow roslin hodowanych na pozywce zawierajacej 5 mg/l NaxSeOs

X(t)

x(t,)

x(t;)

x(t,)

X(ts)

, +U(k =2 tU(k =2 +Ukk =2 +Uk=2 +U(k=2 et
PROBKA | x(t,) ( ) X(t,) ( ) X(t,) ( ) X(t,) ( ) X(t,) ( ) Kwalifikacja
[%] [%] [%] [%] [%]

Brokuly 93,7+8,6 94,4 + 8,1 97+ 12 99+ 11 949+94 ozytywna
G‘i)ri‘;zlzca 101+ 12 934483 100,0 + 8.2 88+ 13 92,9+82 ozytywna
Kapusta 99 + 10 96,4 + 8,7 105+ 12 95,5+8.9 89,7+9,1 ozytywna
czerwona
Lucerna 91+12 95+ 10 93,1+8.4 91+12 90,5+ 8,4 ozytywna
Rzodkiewka 111,3+9,0 110,9+ 8.0 111,9+ 8,5 109,1 + 8.6 99,1 +£8,0 ozytywna
Rzodkiew 100,1 + 8,1 100,4 +£ 8.2 100,0 + 8,5 950+94 100,3 £ 8,7 ozytywna

t1=62 dni, t,=104 dni, t3 =174 dni, ty =223 dni, ts =271 dni
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Tabela 28. Wyniki badan trwalo$ci zawartoSci selenu w probkach kietkow roslin hodowanych na pozywce zawierajacej 10 mg/l NaxSeOs

, X(t)+U(k 2) X(t)+U(k 2) X(t)+U(k 2) X(t)+U(k 2) X(t)+U(k 2) o
PROBKA | x(t,) X(t,) X(t,) X(t,) X(t,) Kwalifikacja
[%] [%] [%] [%] [%]

Brokuly 102+ 13 104,84 9,2 97.2+8.7 94+ 11 106,5+ 9,2 ozytywna

Gorezyca 99+ 10 89+ 10 91+ 14 84+ 12 94+ 10 0zytywna

biala

Kapusta 103+ 15 103 + 13 89+ 14 98+ 12 99 + 12 ozytywna

czerwona

Lucerna 1029+9.2 95,6 £38,9 88,6 £8,8 110,3+ 94 112+ 10 ozytywna
Rzodkiewka 92,4 +38,9 90+ 10 89,1+8,4 88,2 +£8,2 103+ 11 ozytywna

Rzodkiew 97 + 10 904+ 94 100,5+ 9,3 875+ 9.4 91+ 10 ozytywna

t1=62 dni, t,=104 dni, 13 =174 dni, ty =223 dni, ts =271 dni
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Tabela 29. Wyniki badan trwalosci zawartosci selenu w probkach kietkow roslin hodowanych na pozywce zawierajacej 15 mg/l Na2SeOs

X(t)

x(t,)

x(t;)

x(t,)

X(ts)

. +U(k =2 +U(k=2 +U(k =2 +Uk=2 +U(k =2 e
PROBKA | x(t,) ( ) X(t,) ( ) X(t,) ( ) X(t,) ( ) X(t,) ( ) Kwalifikacja
[%] [%] [%] [%] [%]
Brokuly 99,5+8,7 103+ 10 104,0 + 8,9 100+ 17 97+ 11 ozytywna
G‘i)ri‘;zlzca 104,24 9.2 97+ 11 98+ 11 102,6+9.2 93,6+ 9.7 ozytywna
Kapusta 106 + 11 107 + 14 114 + 13 117 + 16 116 + 12 negatywna
czerwona
Lucerna 128 £ 11 107 £ 11 107,3+ 8,6 107,0+ 9,0 128,0 + 8,6 negatywna
Rzodkiewka| 109,5+ 8,7 88,5+8.5 925+9,0 98,3 +8.5 95,1+ 8,6 ozytywna
Rzodkiew 99+ 11 91+10 90+ 14 84+ 10 93+13 ozytywna

t1=62 dni, t,=104 dni, t3 =174 dni, ty =223 dni, ts =271 dni
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Rysunek 29. Wyniki badan trwatosci préobek kietkow brokutow hodowanych na pozywce
zawierajgcej 1 mg/l Na2SeOs
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Rysunek 30. Wyniki badan trwatosci probek kietkow kapusty czerwonej hodowanych na

pozywce zawierajgcej 1 mg/l Na2SeOs
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Rysunek 31. Wyniki badan trwatosci préobek kietkow gorczycy biatej hodowanych na pozywce
zawierajgcej 1 mg/l Na2SeO3
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Rysunek 32. Wyniki badan trwatosci préobek kietkéw lucerny hodowanych na pozywce
zawierajgcej 1 mg/l Na>SeO3
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Rysunek 33. Wyniki badan trwatosci probek kietkow rzodkiewki hodowanych na pozywce
zawierajgcej 1 mg/l Na2SeOs
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Rysunek 34. Wyniki badan trwatosci probek kietkow rzodkwi hodowanych na pozywce
zawierajgcej 1 mg/l Na2Se0Os
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Rysunek 35. Wyniki badan trwatosci probek kietkow brokutow hodowanych na pozywce
zawierajgcej 5 mg/l NaxSeOs
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Rysunek 36. Wyniki badan trwatosci probek kietkéw kapusty czerwonej hodowanych

na pozywce zawierajgcej 5 mg/l NaxSeOs
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Rysunek 37. Wyniki badan trwatosci probek kietkow gorczycy biatej hodowanych na pozywce
zawierajgcej 5 mg/l Na2SeOs
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Rysunek 38. Wyniki badan trwatosci probek kietkow lucerny hodowanych na pozywce
zawierajgcej 5 mg/l NazxSeOs
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Rysunek 39. Wyniki badan trwatosci préobek kietkow rzodkiewki hodowanych na pozywce
zawierajgcej 5 mg/l NaxSeOs
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Rysunek 40. Wyniki badan trwatosci préobek kietkéw rzodkwi hodowanych na pozywce
zawierajgcej 5 mg/l NaxSeOs
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Rysunek 41. Wyniki badan trwatosci préobek kietkow brokutéow hodowanych na pozywce
zawierajgcej 10 mg/l Na2SeOs
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Rysunek 42. Wyniki badan trwatosci probek kietkow kapusty czerwonej hodowanych

na pozywce zawierajgcej 10 mg/l Na2SeOs
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Rysunek 43. Wyniki badan trwatosci préobek kietkow gorczycy biatej hodowanych na pozywce
zawierajgcej 10 mg/l Na2SeOs
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Rysunek 44. Wyniki badan trwatosci préobek kietkéw lucerny hodowanych na pozywce
zawierajgcej 10 mg/l Na2SeOs
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Rysunek 45. Wyniki badan trwatosci probek kietkow rzodkiewki hodowanych na pozywce
zawierajgcej 10 mg/l NaxSeO3
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Rysunek 46. Wyniki badan trwatosci probek kietkow rzodkwi hodowanych na pozywce
zawierajgcej 10 mg/l NaSeOs
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Rysunek 47. Wyniki badan trwatosci probek kietkow brokutow hodowanych na pozywce
zawierajgcej 15 mg/l Na2SeOs
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Rysunek 48. Wyniki badan trwatosci probek kietkow kapusty czerwonej hodowanych

na pozywce zawierajgcej 15 mg/l NaxSeO3
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Rysunek 49. Wyniki badan trwatosci probek kietkow gorczycy biatej hodowanych na pozywce
zawierajgcej 15 mg/l Na2SeOs
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Rysunek 50. Wyniki badan trwatosci probek kietkow lucerny hodowanych na pozywce
zawierajgcej 15 mg/l NaSeOs
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Rysunek 51. Wyniki badan trwatosci probek kietkow rzodkiewki hodowanych na pozywce
zawierajgcej 15 mg/l Na2SeOs
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Rysunek 52. Wyniki badan trwatosci préobek kietkow rzodkwi hodowanych na pozywce
zawierajgcej 15 mg/l NaSeOs
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Wyniki badan trwatosci przeprowadzone z wykorzystaniem techniki GF - AAS wykazaty brak
trwalosci probek kietkoéw gorczycy biatej, lucerny i rzodkwi hodowanych na pozywce
zawierajacej 1 mg/l NaxSeOs, probek kietkow lucerny i rzodkwi hodowanych na pozywce
zawierajacej 10 mg/l Na;SeOs3 oraz probek kietkéw lucerny, rzodkwi i rzodkiewki hodowanych
na pozywce zawierajgcej 15 mg/l NaxSeOs. W przypadku wszystkich rodzajow pozywek trwate

byty probki kietkow brokutéw oraz kapusty czerwone;.

Trwato$¢ probek sprawdzono roéwniez za pomocg analizy statystycznej uzyskanych wynikow,
ktorej wyniki przedstawiono w tabelach 30 - 33, odpowiednio dla probek kietkow hodowanych
na pozywce zawierajacej 1 mg/l, 5 mg/l, 10 mg/l i 15 mg/l NaxSeOs .
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Tabela 30. Analiza statystyczna wynikow badan trwato$ci zawartosci selenu w probkach kietkow roslin hodowanych na pozywce zawierajgcej

1 mg/l Na2SeOs

statystycznie istotny

KIELKI csslfvl\jg:laa Gc;)ri:é;/ca Brokuly Lucerna | Rzodkiew | Rzodkiewka
liczba punktéw pomiarowych n 6
wartos¢ srednia Yo £ U(k=2) 6,07+020 | 10,25+0,72 10,03+ 0,37 8,73+ 0,40 2,32+ 0,13 | 2,421 + 0,020
[mg/kg s.m.]
wspotczynnik korelacji r 0,225 0,479 0,102 0,800 0,031 0,342
Wspolcezynnik kierunkowy:

warto$¢ b -0,0005 0,0042 0,0005 -0,0039 | -0,00005 -0,00008

odchylenie standardowe sp 0,0011 0,0038 0,0022 0,0014 0,00079 0,00011

parametr t-Studenta tobi 0,463 1,092 0,205 2,665 0,062 0,728
warto$¢ krytyczna parametru t-Studenta tkr 2,776
tobr < tkr,
czyli b nie r6zni si¢ od wartos$ci 0 w sposob PRAWDA PRAWDA PRAWDA | PRAWDA | PRAWDA | PRAWDA
statystycznie istotny
Wyraz wolny:

warto$¢ a 6,14 9,67 10,87 9,26 2,33 2,433

odchylenie standardowe sa 0,19 0,64 0,37 0,24 0,13 0,019

parametr t-Studenta top 0,384 0,907 0,170 2,213 0,052 0,605
warto$¢ krytyczna parametru t-Studenta tkr 2,776
tobl < tkr,
czyli a nie r6zni si¢ od wartosci Ys- w sposob PRAWDA PRAWDA PRAWDA | PRAWDA | PRAWDA | PRAWDA

*f=n-2; r«(f=4, «=0,05) = 0,8114
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Tabela 31. Analiza statystyczna wynikow badan trwato$ci zawartosci selenu w probkach kietkow roslin hodowanych na pozywce zawierajgcej

5 mg/l Na2SeOs

KIELKI Kapusta Gor.czyca Brokuly | Lucerna | Rzodkiew |Rzodkiewka
czerwona biala
liczba punktéw pomiarowych n 6
wartos¢ Srednia Yir £ U(k=2) 394417 | 644428 |522+12|27,77+0,88|1842+0,32| 19,34 + 0,87
[mg/kg s.m.]
wspolczynnik korelacji r 0,509 0,670 0,121 0,702 0,375 0,062
Wspolczynnik kierunkowy:
warto$¢ b -0,0105 -0,023 -0,0017 -0,0074 -0,0015 -0,0006
odchylenie standardowe sp 0,0088 0,013 0,0069 0,0037 0,0018 0,0052
parametr t-Studenta top 1,182 1,804 0,243 1,973 0,809 0,124
warto$¢ krytyczna parametru t-Studenta tir 2,776
tobl < tkr,
czyli b nie r6zni si¢ od wartosci 0 w sposob PRAWDA PRAWDA |PRAWDA | PRAWDA | PRAWDA | PRAWDA
statystycznie istotny
Wyraz wolny:
wartos¢ a 40,8 67,57 52,4 28,79 18,62 19,42
odchylenie standardowe sa 1,5 2,11 1,2 0,63 0,30 0,87
parametr t-Studenta top 0,981 1,498 0,202 1,639 0,672 0,103
warto$¢ krytyczna parametru t-Studenta tyr 2,776
tobl < tkr,
czyli a nie r6zni si¢ od wartosci Ys- w sposob PRAWDA PRAWDA |PRAWDA | PRAWDA | PRAWDA | PRAWDA
statystycznie istotny

*f=n-2; re(f=4, ¢=0,05) = 0,8114
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Tabela 32. Analiza statystyczna wynikow badan trwato$ci zawartosci selenu w probkach kietkow roslin hodowanych na pozywce zawierajgcej

10 mg/l Na2SeO3

KIELKI CIESPVL\;SEZ G(:)rigzlzca Brokuly | Lucerna | Rzodkiew | Rzodkiewka
liczba punktéw pomiarowych n 6
wartos¢ Srednia ¥ + Ufk=2) 71,0 +3,1 91,2+4,9 |81,2+3,1|60,9+43 |42,1+2,0| 448+24
[mg/kg s.m.]
wspolczynnik korelacji r 0,364 0,626 0,0287 0,440 0,602 0,0335
Wspélezynnik kierunkowy:
warto$¢ b -0,014 -0,037 -0,001 0,023 -0,015 -0,001
odchylenie standardowe sy 0,017 0,023 0,018 0,023 0,010 0,014
parametr t-Studenta topy 0,781 1,606 0,057 0,979 1,508 0,067
warto$¢ krytyczna parametru t-Studenta tr 2,776
tobl < tir,
czyli b nie r6zni si¢ od warto$ci 0 w sposob statystycznie PRAWDA PRAWDA |PRAWDA |PRAWDA |PRAWDA | PRAWDA
istotny
Wyraz wolny:
warto$¢ a 72,9 96,3 81,4 57,7 44,1 45,0
odchylenie standardowe sa 2,9 3,8 3,1 3,9 1,6 2,4
parametr t-Studenta top 0,649 1,334 0,048 0,813 1,252 0,056
warto$¢ krytyczna parametru t-Studenta tr 2,776
tobr < tkr,
czyli a nie r6zni si¢ od wartosci Ys- w sposob statystycznie PRAWDA PRAWDA |PRAWDA |PRAWDA |PRAWDA | PRAWDA
istotny

*f=n-2; r«(f=4, «=0,05) = 0,8114
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Tabela 33. Analiza statystyczna wynikow badan trwato$ci zawartosci selenu w probkach kietkow roslin hodowanych na pozywce zawierajgcej

15 mg/l Na2SeOs

KIELKI CESPV\L/JSJ;% Gc;)rizzl;/ca Brokuly | Lucerna | Rzodkiew | Rzodkiewka
liczba punktéw pomiarowych n 6
wartosc Srednia ys + U(k=2) 1048453 | 149,948 |1203+27|522+45|62,5+34 | 81,049
[mg/kg s.m.]
wspotczynnik korelacji r 0,969 0,465 0,310 0,352 0,739 0,371
Wspolczynnik kierunkowy:
wartos¢ b 0,062 -0,027 -0,010 0,019 -0,030 -0,022
odchylenie standardowe sp 0,008 0,025 0,015 0,025 0,014 0,027
parametr t-Studenta top 7,892 1,051 0,652 0,751 2,192 0,800
warto$¢ krytyczna parametru t-Studenta tyr 2,776
tobl < tkr,
czyli b nie r6zni si¢ od wartos$ci 0 w sposob statystycznie FALSZ PRAWDA | PRAWDA |PRAWDA |PRAWDA | PRAWDA
istotny
Wyraz wolny:
warto$¢ a 96,2 154 121,7 49,5 66,7 84,0
odchylenie standardowe sa 1,3 4 2,6 4,3 2,3 4,6
parametr t-Studenta top 6,554 0,873 0,542 0,624 1,821 0,665
warto$¢ krytyczna parametru t-Studenta tyr 2,776
tobl < tkr,
czyli a nie r6zni si¢ od warto$ci Y w sposob FALSZ PRAWDA | PRAWDA |PRAWDA |PRAWDA | PRAWDA

statystycznie istotny

*f=n-2; re(f=4, 2=0,05) = 0,8114
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Na podstawie analizy statystycznej uzyskanych wynikéw sprawdzenia trwato$ci mozna
stwierdzi¢, ze dla wigkszosci probek kietkow roslin uprawianych na pozywkach zawierajacych
1 mg/l, 5 mg/l, 10 mg/l i 15 mg/l Na,SeOz warto$¢ wspotczynnika kierunkowego b (zaleznosci
liniowej zawarto$ci selenu w funkcji czasu) nie rézni si¢ w sposob statystycznie istotny od
wartosci 0, wartos¢ wyrazu wolnego a nie rozni si¢ w sposob statystycznie istotny od $rednie;j
zawartosci selenu w poszczeg6lnych probkach yg., a warto§¢ wspotczynnika korelacji r jest
mniejsza od rx, co pozwala na stwierdzenie, ze nie ma zalezno$ci pomigdzy zawartoscig
catkowitego selenu w probkach kietkow roslin w stosunku do okresu ich przechowywania.
Jedynie dla probki kietkow kapusty czerwonej hodowanej na pozywce zawierajacej
15 mg/l Na,SeO3z wykazano zalezno$¢ pomigdzy zawartoscig catkowitego selenu a czasem

przechowywania.
4.3.4 Podsumowanie badan trwalosci probek kietkow ros$lin

Podsumowujac wyniki otrzymane podczas badania trwalos$ci zawartosci selenu w probkach
kietkow, do kolejnych etapow sprawdzenia mozliwosci wytworzenia kandydata na materiat
odniesienia na potrzeby specjacji selenu zakwalifikowano kietki rzodkwi i lucerny hodowane
na pozywce zawierajacej 100 mg/l Na2SeO4 oraz kietki brokutéw, gorczycy biatej 1 kapusty
czerwonej hodowane na pozywce zawierajacej 10 mg/l Na;SeOz. Wybdr danego stezenia
selenianu (IV) sodu w pozywce podyktowany byl zatozeniem, aby w przypadku produkcji
certyfikowanego materialu odniesienia wartosci odniesienia poszczegdlnych analitow byty
wystarczajaco wysokie, co bedzie miato wplyw na wyznaczone wartos$ci certyfikowane 1 ich

niepewnosci, a co za tym idzie rozszerzy zakres obszaru zastosowania danego CRM.

4.4 Wstepne badanie jednorodnosci probek kielkéw roslin

Do badan jednorodno$ci wybrano po jednym rodzaju kietkow hodowanych na pozywce
zawierajacej Na2SeOg4 (lucerna) lub Na2SeOs (gorczyca biata), w celu wstepnego sprawdzenia
czy dany materiat spetnia wymagania stawiane kandydatom na material odniesienia. Wybor
danych rodzajow kietkow podyktowany byt przede wszystkim ilo$cig materiatu badawczego,

ktéry pozostat po badaniach trwatosci.
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441 Wstepne badanie jednorodnosci probek kietkow lucerny hodowanych na pozywce

zawierajacej 100 mg/l Na2SeOa4

Przeprowadzono wstepne badanie jednorodnosci dla probek kietkéw lucerny wzbogaconej
w Se (VI). W tym celu pobrano 6 podprobek i dla kazdej z nich wykonano po 6 powtorzen

oznaczenia catkowitej zawartosci selenu. Wyniki badan przedstawiono w tabeli 34.

Tabela 34. Wyniki badania jednorodnosci probek kietkow lucerny hodowanych na pozywce
zawierajacej 100 mg/l NaxSeOq4

Grupy Licznik  Suma  Srednia Wariancja
Wiersz 1 6 4258 710 786
Wiersz 2 6 4132 689 848
Wiersz 3 6 4266 711 150
Wiersz 4 6 4134 689 2217
Wiersz 5 6 3877 646 951
Wiersz 6 6 3955 659 1929

X 684

ANALIZA WARIANCIJI

Zrédlo wariancji SS df MS F Wartos¢-p  TestF s CVv
Pomiedzy  oog75 5 4175 3,6 0011 25 65 94%
grupami
W obrebie grup 34405 30 1147 34 50%
Razem 55280 35
U (k=2) jednorodnos¢ 77 %
wewnatrzopakowaniowa
u 3,9 %
(wzgledna)

Na podstawie wynikéw badan stwierdzono, ze przygotowane probki kietkow lucerny
sa jednorodne wewnatrz opakowania dla odwazek powyzej 0,5 g, a niepewnos¢ wzgledna

zwigzana z niejednorodnoscia partii materiatu wynosi 3,9 %.
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442 Wstepne badanie jednorodnosci wewnatrzopakowaniowej probek Kkielkow

gorczycy bialej hodowanych na pozywce zawierajacej 10 mg/l Na2SeOs

Przeprowadzono wstgpne badanie jednorodnosci probek kietkéw gorczycy biatej wzbogacone;
w Se (IV). W tym celu pobrano 6 podprobek i poddano je analizie za pomocg GF - AAS.
Oznaczenie catkowitej ilosci selenu przeprowadzono w 6 powtorzeniach dla kazdej probki.

Wyniki badan przedstawiono w tabeli 35.

Tabela 35. Wyniki badania jednorodnosci probek kietkow gorczycy biatej hodowanych na
pozywce zawierajacej 10 mg/l NaxSeOs

Grupy Licznik ~ Suma  Srednia Wariancja
Wiersz 1 6 1329 221 144
Wiersz 2 6 1311 218 81
Wiersz 3 6 1279 213 143
Wiersz 4 6 1272 212 246
Wiersz 5 6 1287 215 481
Wiersz 6 6 1353 225 280

X 218

ANALIZA WARIANCIJI

Zrédlo wariancji SS df MS F Wartosé-p  TestF s CVv
Pomi
omigdzy 830 5 166 0,72 0,61 25 13 59%
grupami
W obrgbie grup 6871 30 229 15 70%
Razem 7701 35
U (k=2) jednorodno$é 4.8 %
wewnatrzopakowaniowa o
u (wzgledna) 24 %

Na podstawie wynikow badan stwierdzono, ze przygotowane probki kietkow gorczycy biatej
sa jednorodne wewnatrz opakowania dla odwazek powyzej 0,5 g, a niepewno$¢ wzgledna

zwigzana z niejednorodnoscia partii materiatu wynosi 2,4 %.
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4.5 Analiza specjacyjna selenu w probkach kietkéw roslin

Kietki, ktore wykazaly zdolno$¢ do akumulacji duzych ilosci selenu, byly odporne
na wymagajace warunki prowadzenia procesu kietkowania oraz dla ktérych wykazano trwato$§¢
przez dlugi okres czasu, zostaly zakwalifikowane do kolejnego ctapu badan — analizy

specjacyjnej.

45.1 Analiza specjacyjna selenu w probkach kielkow roslin hodowanych na pozywce

zawierajacej 100 mg/l Na2SeOq

Ze wzgledu na pozytywne wyniki badan trwatosci i1 jednorodnosci, probki kietkow rzodkwi
i lucerny uprawianych na pozywce zawierajacej 100 mg/l NaxSeO4 zakwalifikowano do badan,
polegajacych na oznaczeniu poszczegélnych zwigzkow selenu (szczegélnie SeMet
I SeMetSeCys). Ze wzgledu na fakt, iz badania specjacji selenu byly przeprowadzane

w os$rodku zewngtrznym, otrzymano jedynie wyniki specjacji dla probki kietkow lucerny.

Na rysunku 53 przestawiono chromatogram dla mieszaniny wzorcowej zwigzkow selenu
o stezeniu 500 ug/l. Natomiast na rysunku 54 przedstawiono chromatogram dla ekstraktu
probki kietkow lucerny.
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Rysunek 53. Chromatogram dla mieszaniny wzorcowej zwigzkow selenu

o stezeniu 500 ug/l
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Rysunek 54. Chromatogram otrzymany dla ekstraktu probki kietkow lucerny hodowanych na

pozywce zawierajgcej 100 mg/l Na2SeOs

Wyniki analizy specjacyjnej dla probki lucerny wykazaty brak organicznych potaczen selenu.
Wykryto jedynie nieorganiczne potaczenia selenu — Se (IV) oraz Se (V1) (podobne wyniki
badan zostaly opisane w literaturze [279]), co dyskwalifikuje dany rodzaj kietkow, jako
kandydata na material odniesienia na potrzeby analizy specjacyjnej wybranych zwigzkow

selenu.

4.5.2 Analiza specjacyjna selenu w probkach kielkéw roslin hodowanych na pozywce

zawierajacej 10 mg/l Na2SeOs

W przypadku kietkow roslin uprawianych na pozywce zawierajacej Na2SeOs, do etapu
oznaczenia poszczegdlnych zwiazkéw selenu wybrano probki kietkow brokutow, gorczycy
biatej oraz kapusty czerwonej hodowanych na pozywce zawierajacej 10 mg/l NaSeOs.
Probki te wybrano, poniewaz zaakumulowaly najwigksze ilosci selenu, byly odporne
na wymagajace warunki prowadzenia procesu kietkowania oraz byly trwale przez dlugi okres
czasu. Ponadto wyniki badan opisane w literaturze [279, 281, 283] wskazuja, ze w probkach
z rodziny kapustowatych glownym potgczeniem selenu jest SeMetSeCys. Wyniki analizy

jakosciowej przedstawiono na rysunku 55.

127



4000 SeMetSeCys (a)
3500
'@ 3000
2
© 2500 - ‘
n |
:U |
S 2000 ]\
=
3 [
> 1500 -
[ =4
[ | \
t 1000 j
= |
500 | | semet Se (IV)
e —
T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
czas [min]
3000 +
SeMetSeCys ( b )
2500 - ‘
o
S 2000 \
@
) |
B 1500 “
o
c
; \|
s |
2 1000 | ‘
2 i
— [ | seMet
500 - 155 Se (1v)
\
/ Av s BT
0
T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
czas [min]
2500 SeMetSeCys (C)
2000 +
i
o
&
& 1500 )|
O
0 ‘
=} |
| =4
2 1000 (
>
[
]
E 500 4 rJ SeMet Se (1V) y-glutamylo-SeMetSeCys
|
04—/
T T T T T T T T T T 1

czas [min]

Rysunek 55. Chromatogramy otrzymane dla probek kietkow roslin hodowanych na pozywce
zawierajgcej 10 mg/l Na2SeOs:

a) brokuty, b) gorczyca biata, c) kapusta czerwona

W wyniku przeprowadzonej identyfikacji zwigzkéw w ekstraktach kietkow zidentyfikowano
gtéwnie SeMetSeCys, tr = 2,7 min. W analizowanych ekstraktach zidentyfikowano réwniez
SeMet, tr=4,3 min oraz Se (1V), tr= 9,0 min. Dodatkowo w ekstrakcie probki kietkow kapusty

czerwonej stwierdzono obecnos¢ glutamylo-SeMetSeCys wymywanej w czasie tr = 12,5 min.
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Wystepowanie powyzszych zwigzkéw w probkach kietkow roslin potwierdzone zostato
réwniez przez inne zespoly badawcze, a wyniki przeprowadzonych przez nie badan zostaty

przedstawione w literaturze [281, 283]

W trakcie identyfikacji zwigzkow selenu z wykorzystaniem techniki HPLC — ICP - MS, przy
czasie retencji tr = 2,2 min wymywaja si¢ dwa zwigzki Se-cystyna oraz Se-metionina utleniona

(SeMetO). Chromatogramy dla tych dwoch zwigzkow przedstawiono na rysunku 56.
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Rysunek 56. Chromatogramy otrzymane dla (a) Se-cystyny, (b) Se-metioniny utlenionej

Do potwierdzenia obecnosci tych zwigzkow wykorzystano uktad pomiarowy HPLC MS/MS.
Przeprowadzona analiza nie wykazata obecno$ci Se-cystyny. Niewielki sygnat uzyskany
w probkach ekstraktow przy czasie retencji tr = 2,2 min (rys. 27) moze pochodzi¢ od SeMetO.

Nie mniej jednak sa to sygnaty zbyt niskie, aby mozliwa byta ich identyfikacja ilosciowa.

Przeprowadzono rowniez analize ilosciowg zwigzkoéw selenu w ekstraktach kietkow. W tabeli
36 przedstawiono warto$ci granic wykrywalnosci i oznaczalnos$ci metody dla poszczegolnych

zwigzkow selenu, uzyskane za pomocg techniki sprz¢zonej HPLC — ICP — MS.

Tabela 36. Granice wykrywalnosci i oznaczalnosci metody dla poszczegdlnych zwiazkow

selenu uzyskane za pomoca techniki sprzezonej HPLC — ICP — MS

SeMet 75
Granica wykrywalnosci metody
(MDL) SeMetSeCys 72
[ne/ke] Se (IV) -
SeMet 150
Granica oznaczalno$ci metody
(MQL) SeMetSeCys 144
[ne/ke] Se (IV) 111
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Calkowita zawartos¢ SeMet, SeMetSeCys oraz Se (IV) w ekstraktach kietkéw zostala
przedstawiona w tabeli 37.

Tabela 37. Catkowita zawartos¢ SeMet, SeMetSeCys oraz Se (IV) w ekstraktach kietkow

ro$lin hodowanych na pozywce zawierajacej 10 mg/l Na>SeOs

] SeMet SeMetSeCys Se (IV)
PROBKA ¢+ U(k=2) ¢+ U(k=2) ¢+ U(k=2)
[mg/kg s.m.] [mg/kg s.m.] [mg/kg s.m.]
Brokuly 7,113 68 £12 3,43 +£0,62
Gorczyca biala 10,7+1,9 443 £ 8,0 2,54 + 0,46
Kapusta czerwona 74+1,3 43,1 +7.8 2,38 +0,43

Wyniki badan specjacyjnych w ekstraktach kietkow roslin wykazaty, ze kietki brokutow,
gorczycy biatej oraz kapusty czerwonej posiadaja zdolno$¢ do biotransformacji zwigzkow
nieorganicznych selenu w jego organiczne polaczenia, szczegdlnie SeMetSeCys i SeMet.
Z tego wzgledu te trzy rodzaje kietkow zostaly zakwalifikowane do dalszych etapéw badan

polegajacych na badaniu trwatosci zawartosci zwigzkoéw organicznych selenu w probkach.

4.5.3 Badanie trwalo$ci zawarto$ci zwigzkow organicznych selenu (SeMetSeCys, SeMet)
oraz Se (IV) w probkach kielkow brokuléw, gorczycy bialej i kapusty czerwonej

hodowanych na pozywce zawierajacej 10 mg/l Na2SeOs

Badanie trwatosci zawartosci SeMetSeCys, SeMet oraz Se (IV) w probkach kietkow zostato
przeprowadzone po nastgpujacych czasach przechowywania: t1 = 59 dni, t; = 76 dni,
t3 = 139 dni, t4 = 167 dni, ts = 184 dni, ts = 244 dni, przy uzyciu techniki HPLC — ICP — MS.
Probki przechowywano w szczelnie zamykanych woreczkach PE w temperaturze -20 °C
Wiyniki badan trwatosci przedstawiono w tabeli 38 i na rysunkach 56, 57 oraz 58, odpowiednio
dla SeMet, SeMetSeCys i Se (IV).
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Tabela 38. Wyniki badan trwato$ci zawartoSci SeMet, SeMetSeCys i Se (IV) w probkach kietkow roslin hodowanych na pozywce zawierajace;j

10 mg/l Na2SeOs

Probk X(t1) £ Uk=2) | X(t2) £ Uk=2) | X(t3) £ U(k=2) | X(ts) £ U(k=2) | X(ts) £ U(k=2) | X(te) £ U(k=2)
roonka
[mg/kg s.m.]
Brokuly 79+14 6,6 1,2 6,9+1,2 7,8+14 6,5+1,2 73+1,3
©
% Gorczyca biala 142 +2,6 13,0+2,3 14,6 +2,6 134+2,4 132+2,4 152 +£2,7
n
Kapusta czerwona 8,7+t1,6 75+1,4 8,7+ 1,6 124+22 11,3+2,0 124+2,2
Q Brokuly 79 + 14 69+ 12 78 + 14 76 + 14 68 +12 80+ 14
o
% Gorczyca biala 60+ 11 57+ 10 57+ 10 59+ 11 549+9,9 59+ 11
>
) | Kapusta czerwona 43,6 +7,8 414+75 48,3 + 8,7 49,6 + 8,9 52,4+9,4 52,4+9,4
Brokuly 3,65 £ 0,66 3,28 £ 0,59 3,68 + 0,66 4,45+ 0,80 3,38 £0,61 3,81 +£0,69
>
= Gorczyca biala 4,18 +0,75 3,07+ 0,55 3,26 £ 0,59 3,55+0,64 3,31 +0,60 3,54 +£ 0,64
&
Kapusta czerwona | 3,09 + 0,56 2,55+0,46 3,10+ 0,56 3,55+0,64 3,21 +£0,58 2,81+0,51

t1 =59 dni, t, =76 dni, ts = 139 dni, t, = 167 dni, ts = 184 dni, ts = 244 dni
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Rysunek 56. Wyniki badan trwatosci SeMet w probkach kietkow roslin hodowanych na pozywce zawierajgcej 10 mg/l Na2SeOs
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Rysunek 57. Wyniki badan trwatosci SeMetSeCys w probkach kietkow roslin hodowanych na pozywce zawierajgcej 10 mg/l Na2SeO3

133



Brokuly - Se (1V) Gorczyca biala - Se (1V)

55 5
5 45
45 4
— 4 I r 1 ¥ —35 T : 1 I
E 35 E 5
w 3 w
=)} 225
< 25 <
2 2 22
=15 =15
1 1
0,5 05
0 0
59 76 139 167 184 244 59 76 139 167 184 244
t [dni] t [dni]

Kapusta czerwona - Se (1V)

76 139 167 184 244

t [dni]

w o~
o b~ Ol

N U w1

[mg/kg s.m.]
N

[uny

o
o w

59

Rysunek 58. Wyniki badan trwatosci Se (IV) w probkach kietkow roslin hodowanych na pozywce zawierajgcej 10 mg/l Na2SeO3
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Na podstawie wynikow badan trwato$ci mozna stwierdzi¢, ze zawartos¢ SeMet, SeMetSeCys
oraz Se (IV) w probkach kietkow nie ulega zmianie po okresie przechowywania wynoszacym
244 dni. Jedynie w przypadku zawartosci SeMet w probce kietkow kapusty czerwonej
wykazano brak trwatosci, co jest podstawa do dyskwalifikacji danego rodzaju kietkow jako

kandydata na materiat odniesienia.

Trwatos¢ poszczegdlnych zwigzkow selenu w probkach kietkow brokutow, gorczycy biatej
i kapusty czerwonej hodowanych na pozywce zawierajacej 10 mg/l NaSeOsz sprawdzono
roOwniez za pomocg analizy statystycznej uzyskanych wynikow badan. Wyniki analizy

statystycznej zostaly przedstawione w tabeli 39.
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Tabela 39. Analiza statystyczna wynikow badan trwatosci zawartosci SeMet, SeMetSeCys oraz Se (IV) w probkach kietkéw roslin hodowanych

na pozywce zawierajacej 10 mg/l Na,SeO3

SeMet SeMetSeCys Se (1V)
KIELKI Brokuly Gc;)rpzyca Kapusta Brokuly Gorpzyca Kapusta Brokuly Gorpzyca Kapusta
iata czerwona biala czerwona biata czerwona
liczba punktéw pomiarowych n 6
wartos¢ $rednia Y-+ U(k=2)
[mg/kg s.m.] 7,00+£0,54 {1391+0,71 {102+ 1,7 | 75,0+4,2 | 579+ 1,6 | 47,9+3,7 |3,71+0,34 | 3,49+ 0,32 | 3,05+ 0,28
wspotczynnik korelacji r 0,464 0,382 0,857 0,141 0,108 0,932 0,340 0,224 0,205
Wspolczynnik kierunkowy:
warto$¢ b -0,004 0,005 0,026 0,010 -0,003 0,061 0,0020 -0,0013 0,0010
odchylenie standardowe sp 0,004 0,006 0,008 0,036 0,014 0,012 0,0028 0,0027 0,0024
parametr t-Studenta toni 1,047 0,826 3,321 0,285 0,217 5,159 0,723 0,460 0,418
warto$¢ krytyczna parametru
t-Studenta tkr 2176
tobl < tkr,
czyli b nie r6zni si¢ od wartosci 0 | PRAWDA | PRAWDA | FALSZ | PRAWDA | PRAWDA | FALSZ | PRAWDA | PRAWDA | PRAWDA
W sposob statystycznie istotny
Wyraz wolny:
warto$¢ a 7,6 13 6,4 73,5 58,4 39,1 3,41 3,67 2,91
odchylenie standardowe S, 0,7 1 1,2 5,8 2,3 1,9 0,44 0,43 0,38
parametr t-Studenta ton 0,959 0,757 3,043 0,261 0,199 4,728 0,662 0,422 0,383
warto$¢ krytyczna parametru
t-Studenta tkr 2,776
tool < tkr,
czyli a nie r6zni si¢ od wartosci | PRAWDA | PRAWDA | FALSZ | PRAWDA | PRAWDA | FALSZ | PRAWDA | PRAWDA | PRAWDA

Ysr W sposOb statystycznie istotny

*f=n-2; r«(f=4; a=0,05) = 0,8114
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Na podstawie analizy statystycznej wynikow badan trwato$ci mozna stwierdzi¢, ze dla probek
kietkow brokulow oraz gorczycy biatej warto§¢ wspotczynnika kierunkowego b (zalezno$ci
liniowej zawartosci SeMet, SeMetSeCys lub Se (IV) w funkcji czasu) nie rozni si¢ w Sposob
statystycznie istotny od wartosci 0, warto§¢ wyrazu wolnego a nie roézni si¢ w Sposob
statystycznie istotny od S$redniej zawartosci Se w poszczegdlnych probkach yi., a wartosé
wspotczynnika korelacji r jest mniejsza od rkr, co pozwala na stwierdzenie, ze nie ma zalezno$ci
pomiedzy zawarto$cig odpowiednich zwigzkow selenu w probkach kietkow roslin w stosunku
do okresu ich przechowywania. A zatem, zawartos¢ SeMet, SeMetSeCys oraz Se (IV)
w probkach kietkow brokutow oraz gorczycy biatej nie ulega zmianie po dtugim czasie

przechowywania.

Analiza statystyczna uzyskanych wynikow sprawdzenia trwalosci SeMet oraz SeMetSeClys,
wykazala statystyczng zalezno$¢ dla wspotczynnika kierunkowego b, wyrazu wolnego a
i wspotczynnika korelacji r dla probki kietkow kapusty czerwonej hodowanej na pozywce
zawierajace] 10 mg/l NaSeOsz. Podsumowujac, mozna zauwazy¢ zalezno$¢ pomigdzy
zawartoscig SeMet oraz SeMetSeCys w probkach tych kietkow w stosunku do okresu ich
przechowywania. Mimo, iz wyniki analizy statystycznej potwierdzity trwatos¢ Se (IV)
w probkach kietkéw kapusty czerwonej, material ten zostal ostatecznie odrzucony jako

kandydat na certyfikowany materiat odniesienia na potrzeby specjacji selenu.

45.4 Zalezno$¢ pomiedzy zawartoscia SeMet, SeMetSeCys i Se (IV) w prébkach kietkéow

roslin a stezeniem roztworu uzytego podczas kielkowania

Przeprowadzono réwniez badania majace na celu uzyskanie odpowiedzi na temat zaleznos$ci
pomigdzy zawartoscig SeMet, SeMetSeCys 1 Se (IV) w probkach kietkéw roslin a stezeniem
roztworu uzytego podczas kietkowania. W tym celu kietki brokutdéw, gorczycy biatej oraz
kapusty czerwonej hodowano na czterech pozywkach zawierajacych 1 mg/l, 5 mg/l, 10 mg/I
I 15 mg/l Na>SeOs. Po zakonczeniu kietkowania, kietki roslin zebrano, poddano liofilizacji,
ekstrakcji enzymatycznej, a nastgpnie przeprowadzono analiz¢ specjacyjng selenu. WyniKi
badan dla kietkow brokutéw, gorczycy biatej oraz kapusty czerwonej przedstawiono

odpowiednio na rysunkach 59 - 61.
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Rysunek 59. Zaleznos¢ pomiedzy zawartoscig SeMet, SeMetSeCys i Se (IV) w probkach

kietkow brokutow a stezeniem roztworu uzytego podczas kietkowania
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Rysunek 60. Zaleznos¢ pomiedzy zawartoscig SeMet, SeMetSeCys i Se (IV) w probkach

kietkow gorczycy biatej a stezeniem roztworu uzytego podczas kietkowania
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Rysunek 61. Zaleznos¢ pomiedzy zawartoscig SeMet, SeMetSeCys i Se (IV) w probkach

kietkow kapusty czerwonej a stezeniem roztworu uzytego podczas kietkowania

Wyniki badan wykazaty, ze istnieje wielomianowa zalezno$¢ zawartosci SeMetSeCys
w kietkach brokutéw i kapusty czerwonej oraz zawartosci SeMet w kietkach brokutow
i gorczycy biatej w stosunku do stezenia roztworu uzytego podczas kietkowania.
Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze zwigkszenie stgzenia roztworu Na>SeOs, uzywanego
podczas kietkowania roslin, nie spowoduje znacznego wzrostu zawarto$ci danego zwigzku
w wymienionych kietkach roslin. Prostoliniowsg zalezno$¢ zawartosci danego potaczenia selenu
w stosunku do st¢zenia roztworu uzytego podczas kielkowania wykazano dla zawartosci
SeMetSeCys w kietkach gorczycy bialej oraz Se (IV) we wszystkich trzech rodzajach kietkow.
Prostoliniowa lub wielomianowa zalezno$¢ =zostala wybrana w oparciu o wartos¢

wspotczynnika korelacji r > 0,99.

Badania przeprowadzono rowniez uprawiajagc kietki na pozywce zawierajace]
20 mg/l NaxSeOs. Jednak w przypadku wszystkich trzech rodzajow kietkow zaobserwowano
gnicie i ple$nienie, co bylo powodem przerwania badan. Mozna na tej podstawie wnioskowac,
ze optymalnym stezeniem pozywki do produkcji materiatu odniesienia na potrzeby specjacji

selenu jest 10 - 15 mg/l Na2SeOs.
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5 WNIOSKI I PODSUMOWANIE

W ramach rozprawy doktorskiej opisano wyniki okreslenia mozliwosci wytworzenia materiatu

odniesienia na potrzeby specjacji selenu w oparciu 0 wzbogacone w selen kietki roslin.

Do badan wybrano wstepnie sze$¢ rodzajow kietkow roslin: brokutow, gorczycy biatej, kapusty

czerwonej, lucerny, rzodkiewki oraz rzodkwi. Wybor ten podyktowany byt przegladem
) y y pody y Dbyt przegla

literatury, w ktorej opisano zdolno$¢ tych roslin do kumulacji selenu oraz biotransformacji

zwigzkow nieorganicznych w polaczenia organiczne selenu.

Kietki hodowano na pozywkach zawierajgcych nieorganiczne sole selenu — selenian (V1) sodu

lub selenian (1V) sodu.

Wykorzystujac otrzymany materiat badawczy, w trakcie 4-letniej pracy zrealizowano

nastgpujace zadania badawcze:

okreslono odporno$¢ nasion na warunki procesu kietkowania z uzyciem roztworoéw
selenianu (IV lub VI) sodu (hamowanie wzrostu, gnicie, plesn),

oznaczono catkowitg zawartos$ci selenu w probkach kietkéw roslin za pomocg techniki
GF - AAS,

dokonano oceny trwato$ci materialu badawczego — oceng trwatosci probek kietkow
ro$lin przeprowadzono na podstawie pomiaréw catkowitej zawartosci selenu za pomoca
techniki GF — AAS, po przechowywaniu materiatu przez okres od 1 — 12 miesigcy
w temperaturze -20 °C,

przeprowadzono wstgpng selekcje kandydatow na material odniesienia — do dalszych
etapow badan zakwalifikowano probki kietkéw roslin, w ktorych zawartos$¢ selenu nie
ulegla zmianie w czasie,

dokonano oceny wstepnej jednorodnosci wybranych kietkow roslin,

przeprowadzono analiz¢ specjacyjna (jakosciowa) wybranych kandydatow na materiat
odniesienia — dokonano analizy jako$ciowej i na tej podstawie okreslono, ktora z form
nieorganicznego selenu powoduje tworzenie si¢ organicznych potaczen selenu
w kielkach,

przeprowadzono po raz kolejny selekcje kandydatéw na material odniesienia,
dokonano oceny ilosciowej wybranych zwigzkéw selenu (SeMet, SeMetSeCys
i Se (IV)) w probkach kietkow hodowanych na pozywce zawierajacej Na2SeOs lub
Na2SeOs,
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e dokonano oceny trwalo$ci zawartosci SeMet, SeMetSeCys oraz Se (IV) w probkach
kietkow roslin,

e wyznaczono zalezno$¢ migdzy stezeniem roztworu selenianu uzytym podczas
kietkowania a zawarto$cig poszczegolnych zwigzkéw selenu w kietkach roslin,

e wybrano optymalny rodzaj kietkow jako kandydata na materiat odniesienia na potrzeby

specjacji selenu.

Uzyskane wyniki badan, mogg stanowi¢ podstawe do wyciggnigcia nastgpujacych wnioskow:

1) kietki brokutow, gorczycy bialej, kapusty czerwonej, lucerny, rzodkiewki oraz rzodkwi
wykazaty odporno$¢ na warunki procesu kietkowania, tj. podlewanie roztworem
zawierajacym 100 mg/l Na»SeOs oraz roztworami zawierajacymi 1 mg/l, 5 mgll,

10 mg/l lub 15 mg/l NazSeOs,

2) podlewanie kietkow roztworem zawierajacym 100 mg/l Na>SeOs oraz roztworami
zawierajacymi 1 mg/l, 5 mg/l, 10 mg/l lub 15 mg/l Na;SeOs spowodowato znaczacy
wzrost zawartosci selenu catkowitego we wszystkich probkach; na podstawie wynikow
badan stwierdzono, ze selenian (V1) sodu jest bardziej efektywny niz selenian (IV) sodu

w odniesieniu do ilosci selenu catkowitego zaakumulowanego przez kietki roslin,

3) w oparciu 0 wyniki badan trwatosci kietkow wzbogaconych w Se (VI) stwierdzono,
ze zawarto$¢ selenu w probkach kietkéw lucerny i rzodkwi nie ulega zmianie w czasie
przechowywania trwajacym 12 miesigcy; trwalo$¢ zostata roéwniez potwierdzona za
pomocg analizy statystycznej; na tej podstawie kietki lucerny i rzodkwi

zakwalifikowano do kolejnych etapow badan,

4) w oparciu o wyniki badan trwatosci uzyskane dla kietkow wzbogaconych w Se (IV)

w roku badawczym 2013/2014 mozna stwierdzi¢, ze:

e dla probek kietkow hodowanych na pozywce zawierajacej 1 mg/l NaSeOs
trwalos¢ zachowujg kietki brokutéw, gorczycy bialej, kapusty czerwonej

i rzodkwi,

e dla probek kietkow hodowanych na pozywce zawierajacej 10 mg/l Na2SeO3

trwalo$¢ zachowuja kietki brokutow, gorczycy biatej 1 kapusty czerwonej,

5) w oparciu o wyniki badan trwatosci uzyskane dla kietkow wzbogaconych w Se (IV)

w roku badawczym 2014/2015 mozna stwierdzi¢, ze:
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6)

7)

e dla probek kietkdbw hodowanych na pozywce zawierajacej 1 mg/l NaSeOs

trwatos$¢ zachowuja kietki brokutéw, kapusty czerwonej i rzodkiewki,

e dla probek kietkow hodowanych na pozywce zawierajacej 5 mg/l NaxSeOs
trwato$¢ zachowuja kietki brokutéw, gorczycy biatej, kapusty czerwonej,

lucerny, rzodkiewki i rzodkwi,

e dla prébek kietkow hodowanych na pozywce zawierajacej 10 mg/l NaSeOs3
trwalo$¢ zachowuja kietki brokutow, gorczycy biatej, kapusty czerwonej

i rzodkiewki,

e dla probek kietkow hodowanych na pozywce zawierajacej 15 mg/l NaxSeOs

trwato$¢ zachowuja kietki brokutow, gorczycy biatej i kapusty czerwone;.

Dodatkowo, wyniki analizy statystycznej wykazaly, ze nie ma zalezno$ci pomigdzy
zawarto$cig catkowitego Se w probkach kietkow hodowanych na pozywce zawierajacej
1 mg/l, 5 mg/l i 10 mg/l Na,SeOs w stosunku do okresu ich przechowywania.
W przypadku probek hodowanych na pozywce zawierajacej 15 mg/l Na>SeOs
wykazano statystyczng zalezno$¢ pomiedzy zawarto$cig catkowitego Se w probkach
kietkow kapusty czerwonej w stosunku do okresu ich przechowywania i z tego wzgledu
kietki te zdyskwalifikowano jako kandydata na materiat odniesienia. Dla pozostatych
probek hodowanych na pozywce zawierajacej 15 mg/l Na;SeOs nie wykazano
statystycznej zaleznos$ci pomig¢dzy zawartoscig catkowitego selenu w probkach kietkow

w stosunku do okresu ich przechowywania.

do kolejnych etapéw sprawdzenia mozliwo$ci wytworzenia kandydata na materiat
odniesienia na potrzeby specjacji selenu zakwalifikowano kietki rzodkwi i lucerny
hodowane na pozywce zawierajacej 100 mg/l Na2SeOs oraz kietki brokutéw, gorczycy

bialej i kapusty czerwonej hodowane na pozywce zawierajacej 10 mg/l NaxSeOs,
na podstawie wynikow badan jednorodnosci stwierdzono, ze:

e przygotowane probki kietkow lucerny sg jednorodne wewnatrz opakowania dla
odwazek powyzej 0,5 g, a niepewno$¢ wzgledna zwigzana z niejednorodnoscia

partii materiatu wynosi 3,9 %,

e przygotowane probki kietkow gorczycy bialej sa jednorodne wewnatrz
opakowania dla odwazek powyzej 0,5 g, a niepewno$¢ wzgledna zwigzana

Z niejednorodnos$cig partii materiatlu wynosi 2,4 %,
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8) wyniki analizy specjacyjnej dla probek kietkow lucerny wykazaty brak organicznych
potaczen selenu; wykryto jedynie nieorganiczne polaczenia selenu — Se (IV) oraz
Se (VI), co byto podstawa dyskwalifikacji danego rodzaju kietkow jako kandydata na

materiat odniesienia na potrzeby analizy specjacyjnej wybranych zwigzkow selenu,

9) wyniki badan specjacyjnych w ekstraktach kietkow roslin hodowanych na pozywce
zawierajagcej 10 mg/l Na,SeOz wykazaty, ze kietki brokutdw, gorczycy biatej oraz
kapusty czerwonej posiadajg zdolnos¢ do biotransformacji zwigzkow nieorganicznych
selenu w jego organiczne polaczenia, szczegdlnie SeMetSeCys i SeMet; w ekstraktach
oznaczono réwniez Se (IV); z tego wzgledu te trzy rodzaje kietkéw zostaty
zakwalifikowane do dalszych etapéw badan polegajacych na badaniu trwalosci

zawarto$ci zwigzkoéw organicznych selenu w probkach,

10)w oparciu o wyniki badan trwalo$ci mozna stwierdzi¢, ze zawarto$¢ SeMet,
SeMetSeCys oraz Se (IV) w probkach kietkow brokutéw i1 gorczycy biatej nie ulega
zmianie po okresie przechowywania wynoszacym do 244 dni; trwato$¢ potwierdzona
zostala roéwniez za pomocg analizy statystycznej; w przypadku prébek kapusty
czerwonej wykazano brak trwatosci zawartosci SeMet; co wiecej, na podstawie analizy
statystycznej uzyskanych wynikéw badan trwato$ci wykazano statystyczng zalezno$¢
pomiegdzy zawarto$cig SeMet oraz SeMetSeCys w probkach kietkdéw kapusty czerwone;j
w stosunku do okresu ich przechowywania; w zwigzku z tym kietki kapusty czerwone;j

zdyskwalifikowano jako kandydata na materiat odniesienia,

11)na podstawie wynikow opisujacych zalezno$¢ pomigdzy zawartoscia SeMet,
SeMetSeCys 1 Se(IV) w probkach kietkow a stezeniem roztworu uzytego podczas
kietkowania, przyjeto, ze optymalnym stezeniem w pozywce do produkcji materiatu

odniesienia na potrzeby specjacji selenu jest 10 - 15 mg/l Na;SeOs.

W celu wyboru jednego rodzaju kietkow na kandydata na material odniesienia wszystkie

wyniki badan zestawiono w tabeli 40.
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Tabela 40. Podsumowanie wyniki badan wykonanych w celu sprawdzenia mozliwo$ci wytworzenia materiatu odniesienia na potrzeby specjacji selenu

N TRWALOSC TRWALOSC
ODPORNOSC GF - AAS | REGRESJA KRIE%T/LUM SPECIACIA SeMet | SeMetSeCys | Se (1V)

LUCERNA 100 mg/l Na2SeOs + + + + -
g 1 mg/l NazSeOs + + + + +
é 5 mg/l Na2SeOs + + + + +

S 10 mg/I Na,SeOs + + + + + + + +
= 15 mg/l Na,SeO3 + + + + +
< 1 mg/l NazSeOs3 + - + + +
é é 5 mg/l Na2SeOs + + + + +

%: m 10 mg/l Na>SeO3 + + + + + + + +
© 15 mg/l Na2SeOs + + + + +
< <zE 1 mg/l Na2SeO3 + + + + +
‘5 CED 5 mg/l Na;SeOs + + + + +

3 E 10 mg/l Na,SeOs3 + + + + + - + +
O 15 mg/l Na,SeOs + + - _ +
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Na podstawie przeprowadzonych badan nad sprawdzeniem mozliwosci wytworzenia

kandydata na materiat odniesienia mozna stwierdzi¢, ze kietki brokuléw i gorczycy bialej

hodowane na pozywce zawierajacej 10 mg/l Na SeOs spelniaja wymagania sStawiane

materiatom odniesienia odnos$nie trwatosci i jednorodnosci wewnatrzopakowaniowej. Z tego

wzgledu z powodzeniem mogg by¢ poddane procesowi wytworzenia i certyfikacji materiatu

odniesienia na potrzeby specjacji selenu.

Produkcja takiego materiatu odniesienia polegataby na spetnieniu ponizszych warunkoéw:

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

okresleniu reprezentatywnosci,

okresleniu warunkow procesu przygotowania kietkow — rodzaju nasion (producent),
warunkow kietkowania (kietkownica, czas, temperatura, objeto$¢ roztworu uzyta do
podlewania, czestotliwo$¢ podlewania) oraz stezenia roztworu selenianu (IV) sodu

uzywanego do podlewania,

warunkow zebrania probek (przemycie woda dejonizowang w celu usunigcia

zanieczyszczen),

warunkoéw przechowywania przed liofilizacja (temperatura, pojemniki),
okresleniu warunkow liofilizacji (temperatura, ci$nienie, czas),
okresleniu warunkéw homogenizacji probek,

okresleniu warunkéw przechowywania probek (temperatura, pojemniki),
wstepnemu badaniu jednorodnosci,

wstepnemu badaniu trwato$ci zawartosci catkowitego selenu, SeMet i SeMetSeCys

po okresie przechowywania trwajagcym 1 — 2 miesigce,

okresleniu minimalnej ilo$ci materiatu, ktéry moze zosta¢ pobrany do badan,

wyboru pojemnikow i odpowiedniej 1losci masy, ktora ma zosta¢ do nich rozdozowana,
rozdozowaniu materiatu i etykietowaniu pojemnikow,

sterylizacji,

badaniu jednorodno$ci migdzyopakowaniowej,

badaniu jednorodnos$ci wewnatrzopakowaniowej,

badaniu trwalosci materialu odniesienia,

145



17. okresleniu niepewnosci, uwzgledniajacej:
e niepewno$¢ zwigzang z nietrwato$cig materiatu,
e niepewno$¢ zwigzang z niejednorodnos$ciag materialu oraz
e niepewno$¢ zwigzang z nieprecyzyjnoscia wyznaczenia wartosci odniesienia,
18. okresleniu warunkéw przechowywania i transportu,
19. zorganizowaniu kampanii certyfikacyjnej,
20. ostatecznemu okresleniu warto$ci odniesienia wraz z niepewnoscia,

21. certyfikacji materiatu odniesienia.
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STRESZCZENIE

Selen jest niezb¢dnym sktadnikiem mineralnym dla zwierzat i ludzi, ktorego spozywanie
oferuje korzys$ci zdrowotne, wtaczajac w to ochrong przeciwnowotworowg. Suplementacja za
pomocg wzbogaconych w Se warzyw takich jak czosnek, czy brokuty, wykazuje wigkszy efekt
chemoochronny w poréwnaniu do Se (IV) i SeMet. Warzywa te kumuluja nieorganiczne formy
selenu i zamieniaja je na formy organiczne, gldéwnie SeMetSeCys. Jednak proces wytwarzania
wzbogaconych w selen warzyw wymaga wstepnego etapu przygotowania gleby pod ich
uprawe, czyli wzbogacenia nawozOw za pomocag nieorganicznych soli selenu, co moze
stanowi¢ ryzyko jej zanieczyszczenia. Dobrym rozwigzaniem dla dostarczania SeMetSeCys do
organizmu cztowieka wydaje si¢ kietkowanie ros$lin w kontrolowanym $rodowisku na pozywce
bogatej w selen. Poniewaz bardzo wazne jest zachowanie bezpieczenstwa podczas stosowania
wzbogacone] w selen zywnosci w profilaktyce przeciwnowotworowej, istnieje potrzeba
posiadania certyfikowanego materiatu odniesienia, ktéry moglby przyczynié si¢ do rozwoju
metod badawczych skierowanych na oznaczanie poszczegdlnych zwigzkow selenu. Z tego
wzgledu podjeto probe sprawdzenia mozliwo$ci wytworzenia materialu odniesienia na

potrzeby specjacji SeMetSeCys w oparciu o wzbogacone w selen kietki roslin.

Do badan wybrano 6 rodzajow kietkow roslin (gldwnie z rodziny Brassica). Do procesu
kietkowania nasion uzyto roztworow niecorganicznych soli selenu: Na>SeOs i NaxSeOz.
Catkowita zawartos$¢ selenu w probkach kietkow zostata oznaczona z wykorzystaniem techniki
GF - AAS, a analiza specjacyjna zostala przeprowadzona z wykorzystaniem techniki

HPLC — ICP — MS.

Wykazano, ze kietki roslin uprawiane na obydwu rodzajach pozywek kumulujg znaczne ilosci
selenu. Jednak tylko kielki uprawiane na pozywce zawierajacej Na,SeOs maja zdolnosé

do przeksztatcania nieorganicznego selenu w SeMetSeCys oraz SeMet.

Jako potencjalnych kandydatow na certyfikowany material odniesienia na potrzeby specjacji
selenu zakwalifikowano kietki brokutow oraz gorczycy bialej, uprawiane na pozywce

zawierajacej 10 mg/l Na2SeOs.
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ABSTRACT

Selenium is an essential element in animals and humans; its consumption provides health
benefits, including protection against cancer. Diet supplementation with selenium-rich
vegetables such as, garlic and broccoli has better chemoprotective effect than Se (V) and
SeMet. Se-enriched vegetables accumulate inorganic forms of selenium and convert them into
organic forms, mainly SeMetSeCys. The production of selenium-enriched vegetables requires
a preliminary stage in soil preparation, i.e. the enrichment of fertilizers with inorganic salts of
selenium, which may subsequently pose a risk of soil contamination. It seems that the sprouting
of seeds under controlled conditions in a Se-enriched medium would be a good solution for
delivering SeMetSeCys to the human organism. The certified reference material is necessary in
order to follow the safety rules during the application of selenium-enriched foods in cancer
prevention. Such reference material will contribute to the development of research methods for
determining specific species of selenium. Therefore, we undertook an effort to produce the
appropriate reference material for Se speciation analysis by using Se-enriched sprouts.

Six types of sprouts, mainly from the family Brassicaceae, were selected for the study.
The solutions of inorganic salts of selenium, i.e. Na2SeO4 and Na,SeOs were used to germinate
the seeds. The total Se content in the sprout samples was determined by using

GF - AAS, while the speciation analysis was conducted by means of HPLC — ICP — MS.

It was demonstrated that sprouts grown in both media accumulate significant amounts
of selenium. However, only the plants cultivated in the medium containing Na SeOs are capable

of converting inorganic selenium into SeMetSeCys and SeMet.

The sprouts of broccoli and white mustard grown in the medium containing
10 mg/l Na.SeOs were selected as potential candidates for certified reference materials

for the purpose of selenium speciation.
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ZAYLACZNIKI

Zalacznik 1. Zawartos¢ selenu w probkach kietkow roslin hodowanych na pozywce zawierajacej 1 mg/l Na2SeOz - rok badawczy 2013/2014

] X(to) + U(k=2) x(t1) + U(k=2) x(t2) + U(k=2) X(t3) + U(k=2)
PROBKA
[mg/kg s.m.]
Brokuly 223+1,4 21,7+ 1,6 202 +2.0 20,9+ 1,4
Gorczyca biala 11,56 + 0,66 12,6 £ 1,0 12,1 +1,1 11,47 £0,70
Kapusta czerwona 13,4+ 1,4 15,01 £ 0,95 14,7+ 1,0 13,4+ 1,1
Rzodkiewka 10,13 + 0,65 11,83 +£0,88 11,02 +0,72 9,81 £ 0,56
Rzodkiew 12,83 £ 0,83 11,82 +0,74 11,94 +0,72 11,96 £ 0,79
Lucerna 12,8 £ 1,0 14,0+ 1,2 15,03 £ 0,87 11,36 £ 0,80
t1= 28 dni, t2= 189 dni, t3 = 314 dni

Zatacznik 2. Zawarto$¢ selenu w probkach kietkow roslin hodowanych na pozywce zawierajacej 10 mg/l NaxSeOs - rok badawczy 2013/2014

] X(to) £ U(k=2) x(t1) £ U(k=2) X(t2) £ U(k=2) X(t3) £ U(k=2)
PROBKA [mg/kg s.m.]
Brokuly 133+ 14 134+ 18 123,7+9,6 brak probki
Gorczyca biala 78,0 +4.,9 78,9 + 8,1 79,5+ 5,1 78,6 £4.,6
Kapusta czerwona 82,2+5,7 81+13 72,9 +9,8 83,3+£5,9
Rzodkiewka 103,8+7,3 113,6 £8.3 92,2+ 6,4 99,2 +£6,2
Rzodkiew 97,3+ 6,6 107 £ 11 96,5+ 6,5 108,8 + 6,8
Lucerna 109+ 14 113,9+9,1 96,3+5,5 101,3+7,5
ty = 28 dni, t, = 189 dni, t3 = 314 dni
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Zalacznik 3. Zawarto$¢ selenu w probkach kietkow roslin hodowanych na pozywce zawierajacej 1 mg/l Na>SeOg - rok badawczy 2014/2015

PROBKA X(to) £ U(k=2) X(t1) £ U(k=2) X(t2) £ U(k=2) X(t3) £ U(k=2) X(ts) £ U(k=2) X(ts) £ U(k=2)
[mg/kg s.m.]

Brokuly 10,90 + 0,74 11,52 +£ 0,65 10,2 +1,2 10,83 + 0,82 10,85 + 0,78 11,31 + 0,66
Gorczyca biala 9,36 £ 0,55 10,22 + 0,71 10,2+ 1,4 11,09 + 0,81 9,19+ 0,79 11,38 £ 0,64
Kapusta czerwona 6,28 £0,36 6,17+ 0,41 6,00 + 0,39 5,71+ 0,40 5,90 £ 0,39 6,33 £0,49
Rzodkiewka 2,44+ 0,14 2,41 +0,17 2,42 + 0,23 2,40+ 0,14 2,46 £0,17 2,39+0,14
Rzodkiew 2,50+0,21 2,14+0,12 2,37+0,13 2,26+0,16 2,16 +£0,15 2,51 +£0,20
Lucerna 9,1+1,0 9,30 +0,73 8,54 +0,74 9,03 + 0,63 8,38 £0,71 8,02 +0,45

t1 =62 dni, t= 104 dni, t3 = 174 dni, t4 = 223 dni, ts = 271 dni

Zatacznik 4. Zawarto$¢ selenu w probkach kietkow roslin hodowanych na pozywce zawierajacej 5 mg/l NaxSeOs - rok badawczy 2014/2015

] X(to) £ U(k=2) x(t1) £ U(k=2) X(t2) £ U(k=2) X(t3) £ U(k=2) X(tz) £ U(k=2) X(ts) £ U(k=2)
PROBKA
[mg/kg s.m.]

Brokuly 54,0 + 3,1 50,6 + 3,2 51,0+29 52,6 +5.,6 53,5+4.8 51,3+3.,8

Gorczyca biala 67,2+4,0 67,8+7,0 62,7 + 3,7 67,2+3.8 59,2+ 6,8 62,4+3,5

Kapusta czerwona 40,3 +2,7 40,0 + 3,1 38,8 +22 42,5+ 4.4 38,5+2,3 36,2+22

Rzodkiewka 18,1+1,0 20,1 + 1,4 20,0+ 1,1 20,2+ 1,3 19,7+1,3 17,9+ 1,0

Rzodkiew 18,5+ 1,0 18,6 1,1 186+ 1,1 185+ 1,2 17,6 £1,3 186+1,2

Lucerna 29,7+ 1,7 26,9 £2.8 28,1 +2,3 27,7+ 1,7 272+3,0 269+ 1,6

t1 =62 dni, to= 104 dni, t3 = 174 dni, t4 = 223 dni, ts = 271 dni

170




Zatacznik 5. Zawarto$¢ selenu w probkach kietkow roslin hodowanych na pozywce zawierajacej 10 mg/l Na,SeOs - rok badawczy 2014/2015

) X(to) = U(k=2) X(t1) = U(k=2) X(t2) £ U(k=2) X(t3) £ U(k=2) X(ts) = U(k=2) X(ts) = U(k=2)
PROBKA
[mg/kg s.m.]

Brokuly 80,6 + 5,1 82,2+9,5 84,5+ 5,6 78,4 £4,7 75,8 +7,2 85,8 +5,7

Gorczyca biala 98,1 +£7,6 97,5+ 6,8 87,3+4,9 89+ 11 82,9 +8,1 92,5+5,9

Kapusta czerwona 72,0 +7,4 73,9 £ 8,2 74,4 £ 5,6 63,8 +5,7 70,7 + 4,1 71,4 £4,6

Rzodkiewka 478 +28 442 +£3,0 432+3,5 42,6 £2,6 422+24 49,1 +£4,6

Rzodkiew 446+32 433+29 40,3+24 449+27 39,0+£2,3 40,4+2)5

Lucerna 59,9+3,9 61,6 £4,0 57,3+3,5 53,1 +3,1 66,1 £4,1 67,2+4,8

t1 =62 dni, to= 104 dni, t3 = 174 dni, t4 = 223 dni, ts = 271 dni

Zatacznik 6. Zawarto$¢ selenu w probkach kietkow roslin hodowanych na pozywce zawierajacej 15 mg/l NaxSeOs - rok badawczy 2014/2015

PROBKA X(to) £ U(k=2) X(t1) = U(k=2) X(t2) = U(k=2) X(t3) £ U(k=2) X(ts) £ U(k=2) X(ts) = U(k=2)
[mg/kg s.m.]
Brokuly 119,7+7,8 119,1+6,9 123,8+9,4 1245+7,6 119+ 18 116 £11

Gorczyca biala 151 +11 157,5+ 8.9 146 £ 13 149 +£ 13 155,0 + 8,8 141,4 + 8,9
Kapusta czerwona 95,2+8,4 101,0+ 6,0 102 £ 11 109 £ 11 112+ 14 110,8 £ 8,5
Rzodkiewka 83,2+5,2 91,1+5,5 73,642 76,9+5.0 81,8+4,7 79,1+4,7
Rzodkiew 67,4+52 67,0+£5,3 61,2+3,5 60,5+ 7,2 56,6 + 3,4 62,5+ 6,5
Lucerna 46,3+29 59,1+5,2 494 +4.4 49,7 £3,0 495+32 59,2 +3.,5

t1 =62 dni, to= 104 dni, t3 = 174 dni, t4 = 223 dni, ts = 271 dni
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