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1. UVOD
Cilj ovog diplomskog rada bio je mjeriti koncentraciju selenija u jajima metodom
fluorimetrije, pronaéi otapalo u kojem ¢e se kompleks selenija i fluorescentnog markera

najbolje otapati i koje ¢e najmanje isparavati.

Hipoteza ovog rada je da fluorescentni marker selektivno veze selenij i formira kompleks te
da je intenzitet fluorescencije nastalog kompleksa proporcionalan koncentraciji selenija u

uzorku jaja.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Selenij

Selenij (simbol Se) je polumetal koji pripada 16. skupini i 4. periodi periodnog sustava
elemenata zajedno s kisikom, sumporom, telurijem i polonijem. Ti elementi nazivaju se jos$ i
halkogeni elementi (oni koji tvore rude) jer su najzastupljeniji u rudama [1]. Atomski broj
selenija je 34, relativna atomska masa iznosi 78,971 Da, a gusto¢a 4,809 g cm=. Pri sobnoj
temperaturi je u ¢vrstom stanju. Moze se pojaviti u tri alotropske modifikacije: siva kristali¢na
(metalna) modifikacija, amorfna crna te amorfna i kristali¢cna crvena modifikacija selenija
(Slika 1.) Ove tri alotropske modifikacije nastaju ovisno o na¢inu vezanja molekula ili zbog
razli¢itog sastava molekula. Crvena modifikacija selenija je prstenasta struktura Ses, a postoji
u dva oblika, kao a-selenij i B-selenij. Oba navedena oblika lako prelaze u stabilniju sivu,
odnosno metalnu, modifikaciju s lan¢astom strukturom. Crvena modifikacija selenija ne
provodi elektri¢nu struju zbog svoje prstenaste strukture. Metalna modifikacija selenija je slab

vodic elektricne struje u tami, ali mu se osvjetljenjem vodljivost povecava i do tisucu puta [1].

Slika 1. Tri alotropske modifikacije selenija; crni, sivi i crveni selenij [2]

U prirodi se selenij rijetko nalazi u elementarnom stanju. Uglavnom je dio nekih minerala kao
Sto je na primjer pirit gdje djelomice zamjenjuje sumpor. Postoji Sest prirodnih izotopa s
masenim brojevima 74, 76, 77, 78, 80 i 82, a najéeséi i najstabilniji su 8Se i "®Se [3]. Selenij
se u prirodi najéeS¢e pojavljuje uz sumpor. Tako se prilikom przenja sulfida ili izgaranja
sumpora prisutni selenij oksidira u selenijev dioksid, SeO>. Medutim prisutni sumporov

dioksid, SO, reducira SeO2 na elementarni selenij prema jednadzbi:



2502(g) + SeO2(s) — Se(s) +2S03(9), Q)

gdje (g) oznaCava plinovito stanje, a (s) Cvrsto stanje. Tako nastali elementarni selenij se
talozi u mulju olovnih komora, nakon ¢ega se tretiranjem kiselinama (dusi¢nom i sulfitnom)
dobiva talog crvenog praha, odnosno crvene modifikacije selenija. Moze se jo§ dobiti i
elektrolitskom rafinacijom bakra, odnosno anodnog mulja [1]. Najvecéa upotreba selenija je u
staklarskoj industriji gdje se upotrebljava za uklanjanje zelene boje stakla koja je uzrokovana
prisutnosc¢u tragova Zeljeza. U ve¢im koli¢inama selenij staklu daje crvenu boju [1]. Takoder

pronalazi upotrebu i u izradi ¢elija koje sluZze za mjerenje intenziteta svjetla.



2.2. Povijest otkrica selenija

U pocetku se smatralo da je selenij otrovan i toksi¢an, a kasnije se otkrilo da, osim §to je
esencijalan element, ima i antikancerogena svojstva. Otkri¢e selenija pripisuje se Jonsu
Jacobu Berzeliusu (Slika 2.) koji je 1817. godine selenij opisao kao crveni talog kojeg je
uocio na zidu tijekom proizvodnje sumporne kiseline. Naime, taj talog nije bio Cisti selenij,
ve¢ mjesavina selenija i telurija. Berzelius je selenij nazvao prema grékom nazivu za Mjesec

(gr¢. aelnvn, selene).

Slika 2. Jons Jacob Berzelius [4]

Kada se u proslom stoljecu kod ovaca koje su hranom unosile prevelike koli¢ine selenija
razvila bolest, razvilo se i mi$ljenje o otrovnosti selenija. Medutim, kasnije je primije¢eno da
se i kod zivotinja koje nisu unosile dovoljne koli¢ine selenija takoder razvijaju razne
poteskoce i1 bolesti. Nakon tih opazanja nastavljeno je istrazivanje selenija, a 1957. godine
Mills je otkrio enzim glutation peroksidazu koji sadrzava selenij. Taj enzim sudjeluje u
metabolizmu vodikovog peroksida te tako sprjeCava oStecenja stanica koja bi nastala
djelovanjem Stetnih slobodnih radikala. Tada$njim istraZivanjima se doslo do zakljucka da je
selenij zapravo esencijalan mikronutrijent koji je potreban kako ljudima tako i Zivotinjama.
Takoder ima i antioksidativna, antikancerogena, antivirusna i antiupalna svojstva. Glavni
razlog tomu je Sto je selenij sastavni dio viSe od 25 proteina, gdje se nalazi u obliku

aminokiseline selenocisteina [4].



2.3. Selenij u hrani

Kako je selenij mikronutrijent i u organizmu se pojavljuje u tragovima, redoviti unos selenija
je od iznimne vaznosti za ljudski ali i zivotinjski organizam. Najbogatiji izvor selenija su
brazilski orasi, plodovi mora, Zitarice, jaja, meso, grah, mlijeko i sir. Sadrzaj selenija u biljnoj
hrani uvelike ovisi o koncentraciji u tlu. Medutim, neke od namirnica, na primjer meso, mogu
se modificirati dodavanjem odredenih sastojaka. Industrija mesa jedna je od najvaznijih grana
u prehrambenoj industriji. Glavni sastojci mesa su voda, proteini, masti i minerali.
Dodavanjem sastojaka koji su povoljni za zdravlje ili otklanjanjem Stetnih sastojaka moguce
je modificirati meso. Takva modificirana hrana naziva se i funkcionalna hrana. Prema
FUFOSE (eng. Functional Food Science in Europe) programu Europske komisije predloZena
je tzv. ,radna definicija* funkcionalne hrane prema kojoj se hrana moZe smatrati
funkcionalnom ako se pokazalo da korisno utjee na jednu ili viSe ciljanih funkcija
organizma, osim odgovarajuc¢ih nutritivnih ucinaka, na nacéin koji je vazan za poboljSanje
zdravstvenog stanja i/ili smanjenje rizika od razvoja bolesti. Funkcionalna hrana moze biti
prirodna hrana, hrana kojoj je dodan odredeni sastojak ili hrana iz koje je odredeni sastojak
uklonjen tehnoloskim ili biotehnoloskim postupkom. To takoder moze biti hrana u kojoj je
osobina jedne ili visSe komponenata izmijenjena, hrana u kojoj je promijenjena biodostupnost
jednog ili vise sastojaka ili bilo koja kombinacija navedenih moguénosti [5]. Funkcionalni
sastojci mogu biti makronutrijenti (rezistentni $krob, omega-3 masne Kiseline),
mikronutrijenti (vitamini i minerali), neki neesencijalni sastojci (biljni sterol, oligosaharidi,
konjugirana linolna kiselina) i zivi organizmi (probiotici). Kada je u pitanju prehrana ljudi,
paznja se Cesto obraca na masne kiseline, posebno na omega-3 i omage-6 masne kiseline. Iz
tog razloga se hrana tijekom proizvodnje najces¢e obogacuje omega-3 masnim Kiselinama.
Sve se viSe spominje i vaznost konjugirane linolne kiseline (eng. conugated linoleic acid,
CLA). CLA predstavlja skupinu polinezasi¢enih masnih kiselina koje su geometrijski izomeri
linolne kiseline, od kojih su najéeséi cis-9, trans-11 i trans-10, cis-12. Takoder je i sve vise
istraZzivanja usmjereno na proucavanje funkcije i utjecaja selenija na procese u organizmu.
Naime, sadrzaj selenija i vitamina E u zivotinjskom mesu ima veliku ulogu u njegovoj
kvaliteti, Sto ukljucuje boju mesa, oksidativnu stabilnost, sposobnost vezanja vode i sli¢no.
Selenij i vitamin E su jako bitni antioksidansi koji sprjecavaju nastanak slobodnih radikala,

uni$tavaju nastale slobodne radikale ili obnavljaju tkivo [6].



2.3.1. Selenij u sto¢noj hrani

Osim $to je vazan za ljudski organizam, selenij je takoder vazan i za zivotinjski organizam.
Stoga je selenij u stocnoj hrani od iznimne vaznosti. Utjecaj selenija na Zivotinjski organizam
prvi je puta opazen 1930-ih kod stoke koja se hranila biljkama s visokim koncentracijama
selenija. Prevelike koncentracije selenija izazvale su alkalnu bolest kod tih Zivotinja. Iz tog
razloga je smatrano da je selenij toksic¢an za zivotinje, medutim 1957. istrazivanja su pokazala
da je selenij esencijalan za Zivotinjski organizam. Kod $takora kojima nedostaje vitamin E
sprjecava nekrozu jetre, kod svinja bolest hepatosis dieterica, eksudativnu dijatezu kod peradi

te bolest bijelog misi¢a kod stoke i ovaca [7].

Raspolozivost selenija u sto¢noj hrani ovisi o njegovoj ukupnoj koli¢ini, kemijskom obliku u
kojem se nalazi, stanju organizma, primjeni lijekova te dobnoj skupini [8]. S obzirom da se
koncentracije selenija u razli¢itim tlima razlikuju, ¢esto postoji potreba za dodatkom selenija
stonoj hrani. Najée$¢e se dodaje u anorganskom obliku, odnosno kao selenit i selenat.
Prilikom koriStenja anorganskog selenija potrebno je obratiti paZznju na njegovu toksicnost,
interakciju s ostalim mineralima, na moguénost stvaranja rezervnog selenija u organizmu, ali i
na njegov prelazak u meso, mlijeko i jaja. Ovisno o vrsti mesa ili neke druge namirnice,
koli¢ina selenija varira. Na primjer, kod govedine ta koli¢ina iznosi 12,3 pg/100 g, dok je kod
peradi ta koli¢ina 22,9 pg/100 g. Najvecu koli¢inu selenija sadrze riba i plodovi mora, a ona
iznosi 45 pg/100 g. Sljedeca su jaja Cija koli¢ina selenija iznosi 40 pg/100 g, dok mlijeko
sadrzi samo 2,8 ug/100 g [8]. Zbog takvih varijacija u koli¢ini selenija u namirnicama
pojavila se potreba za novim na¢inom uno$enja selenija u zivotinjski organizam. Upravo je to
razlog razvoja komercijalne uporabe organskog selenija i to u obliku selenometionina (SeMet)
kao izvora dodatne koli¢ine selenija u zivotinjskom organizmu [8]. Primjenom ovakve hrane,
oplemenjene organskim selenijem, poboljsano je zdravlje Zzivotinja, ali i produktivnost u
smislu proizvodnje hrane. Kao optimalne koncentracije selenija u sto¢noj hrani, u smislu
moguce toksi¢nosti, prihvacene su koncentracije u rasponu 0,1-0,5 mg/kg u suhoj tvari. Do

trovanja dolazi kada su koncentracije selenija izmedu 2 i 5 mg/kg ili vise.

Adler je istrazivala koli¢inu selenija u raznim namirnicama zivotinjskog podrijetla. Analizom
sadrzaja selenija u uzorcima jetre (indikator koliine selenija u organizmu), misi¢ima buta
junadi 1 svinja te mesu peradi dobiveni su rezultati na temelju kojih se moglo zakljuciti kako
sve navedene namirnice sadrze velike koli¢ine selenija. Na temelju rezultata zakljuceno je i da
stalan unos selenija u zivotinjski organizam putem stocne hrane omogucuje dobivanje

namirnica zivotinjskog porijekla s visokim udjelom selenija. Usporedbom mesa u Hrvatskoj i
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mesa u drugim europskim drzavama, zakljucila je 1 da je svinjsko meso u Hrvatskoj znatno
siromasnije selenijem. Najniza koli¢ina selenija bila je u juneCem mesu zato $to se u sto¢nu
hranu za junad nije dodavao selenij. Dodavao se samo hrani za mlije¢na goveda te je tu
ustanovljeno smanjenje broja somatskih stanica, ali i povecana koncentracija selenija u

mlijeku [9].

Zbog velike vaznosti selenija u prehrani te misljenja kako je unos selenija putem hrane
obogacéene istim najbolji, provedeno je istrazivanje prilikom kojeg se odredivala koli¢ina
selenija u mesu peradi hranjene dodatnim koli¢inama organski vezanog selenija. Istrazivanje
je provedeno na pili¢ima hibridne linije Ross. Pili¢i su bili podijeljeni u dvije skupine,
kontrolnu i pokusnu, s obzirom na primanu koli¢inu selenija unesenu putem hrane. Pili¢i iz
kontrolne skupine hranjeni su standardnim nacinom ishrane, odnosno smjesom za tov pilica,
dok je pokusna skupina bila hranjena hranom obogaéenom organskim selenijem. Utvrdeno je
da nema razlika u masama pili¢a, ali da meso pili¢a iz pokusne skupine sadrzi znatno vecu
koli¢inu selenija od pili¢a iz kontrolne skupine. Zakljuceno je kako je uporaba selenija u
organskom obliku kao dodatka hrani za pilice korisna u smislu poboljsanja nutritivne

vrijednosti namirnica [8].

2.3.2. Selenij u jajima

Zbog ve¢ spomenute vaznosti selenija za organizam, provedena su istrazivanja usporedbe
utjecaja organskog i anorganskog oblika selenija. Kada se govori o organskom obliku selenija
najces¢e se misli na selenoamino kiseline, dok je u anorganskom obliku selenij najcesce

prisutan u obliku selenita (natrijev selenit).

U istrazivanju koje je proveo Latshaw [10] koriSteni su prirodni izvori selenija, biljke, i
anorganski selenij u obliku natrijeva selenita u prehrani kokosi nesilica. Poznato je da biljke
mogu inkorporirati selenij u selenoamino kiseline. Kada se Zivotinja hrani takvom hranom, te
aminokiseline se mogu preko peptidne veze inkorporirati u proteine Zivotinje. Monogastricne
zivotinje nisu u mogucénosti selenij iz selenita ugraditi u aminokiseline. Cilj istrazivanja je bila
usporedba ucinaka organskog 1 anorganskog selenija na meso i njegova distribucija u jajima.
Ustanovljeno je da je koncentracija selenija i u mesu i u jajima bila povecana prilikom
prehrane koja je sadrzavala biljke bogate selenijem. Takoder je ustanovljeno da je
koncentracija selenija u zumanjku prilikom ishrane anorganskim oblikom selenija veca nego u

bjelanjku.



Takoder je izvrSeno i istrazivanje utjecaja organskog u usporedbi s anorganskim oblikom
selenija na koncentraciju selenija u koko$jim jajima, gdje je kao organski oblik koriSten
selenijem obogacen kvasac (eng. selenized yeast, SY) i hrana obogaéena selenometioninom
(SeMet), a kao anorganski oblik koriSten je natrijev selenit (eng. sodium selenite, SS).
Selenijem obogacen kvasac nastaje rastom Saccharomyces cerevisiae, odnosno pivskog
kvasca u mediju koji je bogat selenijem. Utvrdeno je da je porast koncentracije selenija
dodatkom SS bio najmanje zastupljen u jajima, dok je dodatkom SeMet i SY koncentracija

selenija uvelike povecana [11].

Istrazivanja s monogastri¢nim zivotinjama pokazala su da oblik selenija u hrani ima znacajan
utjecaj na koli¢inu selenija koja ¢e biti prisutna u tkivima zivotinja. Ako se u prehrani koristi
selenij iz uobicajenih namirnica, odnosno organski selenij, tada je koli¢ina selenija u tkivu
otprilike proporcionalna koli¢ini koja se nalazi u hrani [12]. Ako selenij u hrani potjece od
natrijeva selenita, tada selenij u tkivu nije proporcionalan seleniju unesenom hranom. Vecina
selenija kojeg Zivotinje unose u organizam dolazi iz biljaka. IstraZivanje koje su proveli Olson
i sur. [13] pokazalo je da je otprilike polovica selenija, koji je radioaktivno oznacen kako bi se
mogao pratiti, prisutnog u psenici inkorporirana u SeMet. Ostali selenij nalazi se u mnostvu
drugih spojeva. Medutim, kod biljaka koje skladiste selenij, ve¢i dio je prisutan u
aminokiselinama koje nisu vezane u proteinima, kao $to su selenocistation i metilselenocistein
[14]. U prehrani monogastricnih zivotinja selenij je najzastupljeniji u obliku SeMet. Ta
aminokiselina u protein se ugraduje pomocu peptidne veze ili supstitucijom s metioninom
[15]. Kao dodatak prehrani uglavnom se koristi anorganski oblik selenija. Selenit moze biti
vezan za protein, ali nije vezan peptidnom vezom. Za proucavanje raspodjele selenija u
tkivima uglavnom se koristi jaje. Kada se u hranu kokosi dodaju prirodni izvori selenija,
koncentracija selenija u bjelanjku jednaka je ili ve¢a od one u Zumanjku. Obrnuto je ako se u
hranu dodaje selenit. Tada je koncentracija selenija u Zumanjku veca nego ona u bjelanjku.
Proucavanje nastanka jajeta omogucuje pracenje inkorporiranja selenija u proteine jajeta. Prije
samog nastanka jajeta, u jajovodu se najprije odvija sinteza proteina bjelanjka. Ta sinteza
utjeCe na promjenu razine selenija i ta promjena je vidljiva u roku od jednog ili dva dana [16].
S obzirom da proteini Zumanjka nastaju u jetri, a jajaScu je potrebno oko 10 dana za
sazrijevanje, potreban je duzi period prije nego se primijeti razlika u koncentraciji selenija u
zumanjku s obzirom na prehranu kokosi. Buduc¢i da prehrana utjeCe na zadrzavanje selenija u
organizmu, u istrazivanju se primjenjivala razlicita prehrana, ali 1 pratio se utjecaj razliitih

vrsta prirodnog oblika selenija na jaje. Selenij se najkrace zadrzavao u organizmu kokosi kada



nije dodavan niti u jednom obliku, a najvise se zadrzavao kada je dodavan u obliku SeMet.
Veca koncentracija selenija u Zumanjku jajeta nego u bjelanjku primije¢ena je kada se
kokoSima u hranu dodavao selenij iz biljke Astragalus racemosus. Ako se kokosi hrane
psSenicom koja je bogata selenijem, koncentracija ¢e biti veca u bjelanjku. Ovo istrazivanje
pokazalo je da se u raznim biljkama nalaze razliCiti spojevi selenija Sto utjeCe na njegovu

raspodjelu u organizmu [17].



2.4. Unos selenija u organizam

Unos selenija razlikuje se od covjeka do Covjeka, a ovisi o nacinu prehrane, Zivotnim
navikama te 0 mjestu stanovanja. Najbolji izvor selenija je hrana, a bitno je imati raznovrsnu
prehranu. Sadrzaj selenija u hrani uvelike ovisi 0 njegovoj prisutnosti u tlu. Razni ¢imbenici
mogu utjecati na apsorpciju selenija iz tla, kao $to je na primjer sumpor iz gnojiva ili kiselih
kiSa. Tla srednje Europe siromasna su selenijem, pa stanovnistvo na tim podruc¢jima ne moze
unijeti dovoljno selenija u organizam kroz hranu. Na primjer, prosje¢ni Europljanin dnevno
unese 25-48 pg selenija dok prosjecni Kanadanin unese izmedu 100 pug i 200 pg selenija
dnevno [18]. Preporuceni dnevni unos selenija za odrasle osobe iznosi izmedu 55 i 75 pg,
ovisno o spolu, posto muskarci trebaju vise selenija nego zene. Dnevni unos od 100-200 pg
selenija preporuca se kod prevencija ili lijeCenja nekih bolesti. Selenij se moZe uzimati 1 kao
dodatak prehrani. Kao takav moze biti u dva oblika, anorganski (natrijev selenat ili selenit) i
organski (SeMet). Jedna od prednosti organskog selenija je ta §to se gotovo potpuno (90%)
apsorbira u tijelu. Anorganski selenij se apsorbira sporije i slabije, ali se nesto duze zadrzava
u organizmu nego organski. Kada organizam postigne to¢ku zasi¢enja, organski selenij se
pohranjuje u tkivima, dok se anorganski izlu¢uje mokracom [18]. Selenij se preporuca uzimati
zajedno s vitaminom E jer mu se tada povecava antioksidativni ucinak u tijelu. Bitno je
istaknuti i da vitamin A pospjeSuje apsorpciju selenija, dok kadmij smanjuje iskoristivost

selenija jer u tijelu djeluje kao njegov antagonist.

Najbogatiji izvor selenija su brazilski orasi. Jedan brazilski orah moze sadrzavati ¢ak do 100
ug selenija. Ostali zna¢ajni izvora selenija za ¢ovjeka su namirnice Zivotinjskog porijekla kao
Sto su iznutrice (bubrezi i jetra), plodovi mora i meso. NeSto manje selenija imaju Zitarice i
mlijecni proizvodi. Voce 1 povrée imaju najmanju koli¢inu selenija. [zuzetak je bijeli luk koji
moze sadrzavati 1 do 50 puta viSe selenija za razliku od njemu sliénog povréa. Prilikom

termicke obrade namirnica gubi se ¢ak 10-45% selenija.
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2.5. Uloga selenija u ljudskom organizmu

Selenij je esencijalni mineral, odnosno mikronutrijent, koji je neophodan za normalnu
funkciju organizma. lako se u ljudskom organizmu nalazi u tragovima, od iznimne je vaznosti
za normalan zivot. Odrasli ljudski organizam prosjecno sadrzi oko 20 mg selenija, a najvise
ga ima u eritrocitima, slezeni, srcu, bubrezima, testisima, a moze ga se pronaci i u $titnjaci. U
ljudskom organizmu, nutritivne funkcije selenija postizu se pomocu 25 selenoproteina koji
imaju selenocistein u aktivnom mjestu [19]. Selenoproteini imaju Sirok spektar u¢inaka, od
antioksidativnih efekata i protuupalnih uc¢inaka do proizvodnje aktivnog hormona Stitnjace
[19]. Najvazniji enzim u kojem se nalazi selenij je glutation peroksidaza. Ovaj enzim sluzi za
uklanjanje Stetnog vodikovog peroksida iz organizma te tako sprjecava nastajanje slobodnih
radikala i njihovo djelovanje na organizam. Jodotironin dejodinaza je jo§ jedan enzim Koji
sadrzi selenij i ima antioksidativna svojstva. Selenij je takoder bitan za nastanak tokoferola
koji je bitan u oksidoredukcijskim reakcijama. Stiti bioloske membrane od oste¢enja
izazvanih oksidacijom i na taj nacin sprje¢ava nastanak kardiovaskularnih oboljenja, odnosno
Stiti tijelo od krvozilnih 1 sr€anih oboljenja, sluzi i kao preventiva protiv karcinoma, osobito
karcinoma dojke, grla, rektuma i Zeluca te odrzava elasti¢nost tkiva. Takoder djeluje na
plodnost muskaraca i povecava broj spermatozida [6], osnaZuje imunitet, Stiti tijelo od
toksi¢nih metala, usporava starenje, pomaze u borbi protiv artritisa, infekcija diSnog sustava,

Chronove bolesti i koznih bolesti te ima znac¢ajnu ulogu u radu $titne zlijezde [18].
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2.6. Nedostatak selenija u ljudskom organizmu

Nedostatak selenija utjeCe na ljude u cijelom svijetu. Broj ljudi koji pate od nedostatka
selenija zbog neodgovaraju¢eg unosa kre¢e se izmedu 500 milijuna i 1 bilijuna ljudi [20].
Nedostatak selenija se najceS¢e primjecuje kod niske razine selenija u kombinaciji s
¢imbenicima kao Sto su porast oksidativnog stresa, vjezbanje, izloZenost kemikalijama ili
povecani unos polinezasi¢enih masnih kiselina. U podru¢jima gdje je niska koncentracija
selenija, stanovnici posljedi¢éno imaju nisku koncentraciju selenija u organizmu, nisku

aktivnost glutation peroksidaze i niske razine selenoproteina-P [7].

2.6.1. Bolesti povezane s nedostatkom selenija

Kashin-Beck bolest, endemski osteoartritis, javlja se u predadolescentnoj i adolescentnoj dobi.
Bolest je zabiljezena u Rusiji i Kini. Na pojavu ove bolesti utjeCu ¢imbenici kao Sto su
zagadenje Zitarica gljivicama i visoka razina organskih tvari (npr. fulvinska kiselina). Glavne
karakteristike ove bolesti su kratak stas te deformacije zglobova koje nastaju zbog viSestruke

zari$ne nekroze u ploci rasta cjevastih kostiju [7].

Keshan bolest, endemska kardiomiopatija, javlja se u podru¢jima Kine gdje je koncentracija
selenija niska. Bolest se pojavljuje ukoliko se natrijev selenit koristi kao suplement. Ono §to
karakterizira ovu bolest je multifokalna nekroza miokarda koja uzrokuje poveéanje srca,
kongestivno zatajenje srca, kardiogeni Sok, a moze rezultirati i smréu. Bolest je povezana sa
smanjenim unosom selenija i njegovom niskom koncentracijom u kosi i1 krvi. NajceSce
pogada djecu i trudnice. Kako se neke znaCajke ove bolesti ne mogu objasniti samo na
temelju niske koncentracije selenija, znanstvenici pretpostavljaju da utjecaj imaju i neki drugi
¢imbenici poput virusa, nekih otrova iz okolisa ili neuravnotezenosti minerala. Istrazivanja
miokarditisa sa Coxackie B virusom na miSevima kojima je selenij bio u deficitu pokazala su

mogucu uklju¢enost virusa u nastanak Keshan bolesti [7].

Nedostatak selenija moze biti povezan i1 s dugotrajnom intravenoznom prehranom, jer je u

tekucini koncentracija selenija niska.

Klinicki simptomi kardiomiopatije 1 bolova u miSi¢éima mogu biti smanjeni uporabom
selenija, ali se to ne primjecuje kod svih bolesnika $to ukazuje na to da postoje i drugi

¢imbenici koji su medusobno povezani [7].
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2.6.2. Selenij i kardiovaskularne bolesti

Nedostatak selenija moze imati utjecaj na kardiovaskularnim bolestima. Finski znanstvenici
istrazivali su moguénost sréanog udara u sluc¢aju smanjene koli¢ine selenija u organizmu kao
zaseban faktor. Istrazivanje je odbacCeno jer studije nisu pruzile dovoljno dokaza da se
implicira na nedostatak selenija u vecini ¢imbenika kardiovaskularnih bolesti. Medutim
dokazano je da selenij sudjeluje u zastiti organizma od tromboze i oksidacije lipoproteina
niske gustoce kod pojedinih skupina ljudi kao $to su pusac¢i. Uzima ih se za primjer jer su oni
izlozeni poveéanom oksidacijskom stresu [7]. Takoder je dokazano da utjeCe na razine

kolesterola u krvi i odrzava ravnotezu istog [19].

2.6.3. Selenij i karcinom

Neka istrazivanja pokazala su da koncentracija selenija ima ulogu u nastanku karcinoma.
Preliminarna istrazivanja pokazala su da selenij pozitivno utjeCe na rizik od nastanka
karcinoma pluca, jetre, prostate, debelog crijeva, jednjaka i S$titnjace [19]. Takav utjecaj
selenija prvi je puta primijecen prije 30-ak godina u SAD-u gdje je pracena stopa smrtnosti po
regijama u odnosu na izlozenost seleniju iz biljaka. Do znanstvenih spoznaja o
antikancerogenom djelovanju selenija doslo se proucavanjima koja su se vrsila in vitro i na
Zivotinjama. Proucavan je i utjecaj selenija, vitamina E i -karotena na karcinom jednjaka te
utjecaj selenija na karcinom koze. Primije¢eno je da svakodnevno uzimanje 200 pg selenija
nije imalo velikog utjecaja na karcinom koze, ali je kod vecine ostalih karcinoma pokazalo
dobar uc¢inak. Smrtnost od karcinom bila je smanjena za 50%, a ucestalost pojave karcinoma

prostate smanjena je za 63%, pluca za 48% te karcinoma debelog crijeva za 58% [7].
Cetiri su pretpostavljena na¢ina na koje selenij §titi organizam od karcinoma:

1. S&titi stanice od oStecenja koja uzrokuju kisikovi slobodni radikali. Ti spojevi su
iznimno reaktivni te stvaraju perokside koji ubrzavaju pocetni stadij karcinoma u
kojemu se stvaraju predkancerogene stanice;

2. ublazava mutacijsko djelovanje kancerogenih tvari, kao $to su djelovanja kemikalija,
virusa i zracenja na oStecenja genetskog materijala stanica;

3. sprjeava razmnoZavanje kancerogenih virusa,

4. zaustavlja diobu stanica karcinoma i tako sprje¢ava njihovo Sirenje po organizmu [18].
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2.6.4. Selenij, funkcija Stitnjace i autoimuna bolest Stitnjace

Stitnja¢a ima najvecéu koncentraciju selenija s obzirom na ostala tkiva. U titnjadi selenij ima
razli¢ite uloge. Jodotironin dejodinaze (eng. selenium-dependent iodothyronine deiodinases)
ovisne o seleniju stvaraju aktivni hormon Stitnjace, trijodtironin (T3), iz svog neaktivnog
prekursora, tiroksina (T4). Selenij u obliku glutation peroksidaze 3 §titi stanice Stitnjace od
vodikovog peroksida koji je tamo stvoren kako bi ga peroksidaza Stitnjace koristila u sintezi
T3 1 T4 iz joda i tiroglobulina. Ova funkcija u skladu je s obrnutom povezanosc¢u koli¢ine
selenija i volumena S§titnjace, oSteCenja tkiva StitnjaCe i guSavosti. Nekoliko istrazivanja
pokazalo je da je uzimanje selenija u koli¢inama od 80 pg ili 200 pg dnevno u obliku
natrijeva selenita ili SeMet djelotvorno protiv autoimune bolesti Stitnjace, Hashimotovog
tiroiditisa. Bolest je karakterizirana prisutno$¢u autoantitijela koja blokiraju tiroidnu

peroksidazu koja je vazna u proizvodnji hormona Stitnjace [19].
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2.7. Toksi¢nost selenija

Granica izmedu toksi¢nog i prikladnog unosa selenija u organizam poprilicno je tanka. Do
selenoze, odnosno pretjerane izlozenosti seleniju najces¢e dolazi prilikom pretjeranog
konzumiranja hrane koja je bogata selenijem. Iako je kod nekih pojedinaca trovanje utvrdeno
prilikom konzumacije od 900 pg selenija dnevno, najcesc¢e dolazi do trovanja prilikom unosa

od oko 5 mg selenija dnevno [18]. Trovanje selenijem moze biti kroni¢no i akutno.

2.7.1. Kroni¢no trovanje selenijem
Kod kroni¢nog trovanja simptomi ovise o nacinu, odnosno putu, izloZenosti. To su udisanje

spojeva selenija ili trovanje putem probavnog trakta.

Udisanje spojeva selenija uzrokuje iritaciju respiratorne membrane, pluéni edem, upalu
bronhija i upalu pluc¢a. IzloZenost prasini selenija, osim ve¢ navedenih simptoma, izaziva

iritaciju sluznice, krvarenje iz nosa i kasalj [21].

Trovanje selenijem putem probavnog trakta podrazumijeva dugotrajni unos prekomjerne
koli¢ine selenija putem hrane ili vode, a odnosi se 1 na organski i anorganski oblik selenija.
Simptomi kroni¢nog trovanja selenijem prvenstveno se ocituju u pojavi mirisa ¢eSnjaka u
dahu i metalnog okusa u ustima. Spoj koji daje miris ¢e$njaka u dahu je dimetilselenid. Nakon
toga slijede gastrointestinalni simptomi poput mucnine ili dijareje, zatim umor i bolovi u
zglobovima. Takoder se pojavljuju promjene na noktima, njihova deformacija te gubitak

noktiju, alopecija, osipi na kozi, opadanje kose, obezbojenje i gubitak zuba [21].

2.7.2. Akutno trovanje selenijem

Prilikom akutnog trovanja tijelo je u kratkom roku izlozeno velikim koncentracijama toksi¢ne
tvari, u ovom slucaju selenija. Akutno trovanje selenijem ocituje se u akutnom respiratornom
distres sindromu, infraktu miokarda i zatajenju bubrega. MozZe izazvati i tahikardiju, crvenilo
lica, ali i neuroloske probleme kao $to su drhtavica, razdrazljivost 1 poremecaj rada misica

[21].
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2.8. Aminokiseline koje sadrze selenij

Selenocistein i SeMet su dvije najzastupljenije aminokiseline u prirodi koje sadrze selenij.
Neophodne su za razvoj i zivot biljnih i1 zivotinjskih organizama, ali i za ljudski organizam.
Imaju veliku vaznost u raznim bioloskim procesima koji se odvijaju u organizmima. Covjek
ove aminokiseline u organizam unosi hranom te se selenij iz njih dalje metabolizira i

iskoriStava za razne procese. U obje aminokiseline je sumpor zamijenjen sa selenijem.

2.8.1. Selenocistein

Glavni pomak na polju biokemije selenija dolazi iz otkrica da gen za miSju glutation
peroksidazu i glutation peroksidazu E. coli kodira i dehidrogenazu te sadrzi TGA
terminacijski kodon. Zbog tog se otkrica selenocistein (Slika 3.) smatra 21. aminokiselinom te

je predlozeno i slovo ,,U* u jednoslovnom kodu za aminokiseline [22].

HSe

OH
H,N

O

Slika 3. Struktura selenocisteina [23]

Za prisutnost selenija u proteinima zasluzan je TGAu140 kodon. Kada je taj kodon prisutan,
selenocistein se ugraduje u proteine, suprotno tome, kada TGA1s0 kodon nije prisutan,
selenocistein nije ugraden u protein. Slicno tome, ako se TGA14 kodon zamjeni TCA
kodonom za serin, ugradnja selenija u protein je nemogucéa. Medutim, ako se TGA140 kodon
zamjeni kodonima za cistein (TGT ili TGC) postoji moguénost da se u protein ugradi

selenocistein. To ukazuje na ko-translacijsko ugradivanje selenocisteina u proteine [22].

Znacajka koja se podrazumijeva u ko-translacijskom ugradivanju aminokiselina je prisutnost

tRNA koja ih nosi. Tako je 1 u ovom slu¢aju morala postojati tRNA odgovorna za ugradivanje

16



selenoamino kiseline, odnosno selenocisteina. Istrazivanja su vrSena na E. coli, a Koristili su

se mutirani geni kako bi pracenje bilo olaksano.

Identificirana su Cetiri gena, selA, selB, selC i selD, ¢iji produkti imaju ulogu u metabolizmu
selenija. Mutacije na genima selA i selB onemogudile su sintezu selenopolipeptida Kkoji
formiraju dehidrogenazu H i N u E. coli. Mutacije na selC genu onemogucuju sintezu
selenoproteina, dok mutacije na genu selD onemogucuju sintezu i selenoproteina i
neuobicajenog nukleotida 5-metilaminometil-2-seleno-uridina koji je komponenta dvaju vrsta
tRNA (tRNAYS i tRNA®M) u E. coli. Odredivanjem nukleotidne sekvence selC utvrdena je
nova tRNA vrsta, odnosno tRNAS®, Glavna razlika tRNAS® od ostalih vrsta je ta $to ima
osmerobazni par aminoacil-akceptorskih peteljki, dok ostale imanju sedmerobazni par peteljki
[22].

Biosinteza selenocisteina dogada se na tRNAS®, a po¢inje na serinskom dijelu. Mutacije na
selA i selD sprjedavaju nastanak selenocisteil-tRNAS®. To upuéuje na to da produkti ovih

gena imaju ulogu u prevodenju seril-tRNAS u selenocisteil-tRNAS® [22].

Enzim Koji sintetizira selenocistein u eubakterijama i eukariotima je selenocistein sintaza. To
je piridoksal fosfat ovisan protein. Enzim djeluje na seril-tRNAS® i uklanja hidroksilnu grupu
na serinskom dijelu. Prilikom toga nastaje intermedijer amino akrilil-(dehidroalanil)-tRNAS®.
Dehidroalanil-tRNAS® zatim veze aktivnog donora selenija, koji je u eubakterijama

identificiran kao monoselenofosfat te nastaje selenocisteil-tRNASE [24].

Biosinteza u eukariotima odvija se pomo¢u kinaze. Djelovanjem O-fosfoseril-tRNAS® kinaze
na seril-tRNAS® nastaje intermedijer O-fosfoseril-tRNAS. Selenocistein sintaza zatim
djeluje na fosfoseril-tRNAS te nastaje novi intermedijer dehidroalanil-tRNAS® koji na sebe
veze aktivnog donora selenija. Tom reakcijom nastaje selenocisteil-tRNAS®, Aktivni donor

selenija i u ovom slucaju je monoselenofosfat [24].

2.8.2. Selenometionin

SeMet (Slika 4.) se, uz neke druge spojeve selenija, 1930-ih smatrao otrovnim. Kasnijim
istrazivanjima identificiran je kao protein biljaka, a dokazano je i da SeMet, ako ih se stavi u
medij bogat selenijem, proizvode Saccharomyces cerevisiea, Candidia albicans, Escherichia
coli te morske alge. 1962. °SeMet postao je dostupan kao agens za radiolosko snimanje
gusterace. Nedugo nakon toga istrazivanja su pokazala da se dobro apsorbira u organizmu te

takoder zadrzava, pa se poceo upotrebljavati kao suplement selenija. Vrlo brzo je i kvasac
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obogacen selenijem predstavljen kao ekonomican izvor selenija za ljuski organizam. Unato¢
tome, razmisljalo se i o tome da bi se SeMet mogao akumulirati u tijelu ili biti izlu¢en u

obliku toksi¢nih metabolita [25].

Se
HsC™ OH

NH,

Slika 4. Struktura SeMet [26]

Zitarice i biljke koje se koriste za ishranu stoke prevode selenij pretezno u SeMet. SeMet se
zatim veze na protein umjesto metionina (Met) jer tRNAMe ne razlikuje SeMet od Met.
Zamjena metionina sa SeMet ne mijenja strukturu proteina znacajno, ali postoji mogucnost
utjecaja na aktivnost enzima ukoliko se zamjena dogodi blizu ili unutar aktivnog mjesta. S
obzirom da je CHs-Se skupina selenometionina hidrofobnija od CHz-S skupine metionina, to
moze utjecati na neke kineticke parametre prilikom vezanja supstrata [25]. Na primjer, SeMet
supstituirana timidilat sintaza E. coli ima 40% vecu specificnu aktivnost nego obi¢an enzim.
Sliéno tome, SeMet supstituirana fosfomanoza izomeraza iz C. albicans, koja inace sadrzi
Cetiri metioninska ostatka u blizini aktivnog mjesta, imala je Cetiri puta vec¢u koncentraciju
supstrata. Suprotno tome, u B-galaktozidazi E. coli zamjena vise od pola metioninskih

ostataka sa SeMet rezultirala je inaktivnos¢u enzima.

Ljudi i Zivotinje ne mogu sintetizirati SeMet. Nuzno ga je unositi hranom. SeMet se apsorbira
u tankom crijevu preko neutralnog aminokiselinskog apsorpcijskog sustava koji je ovisan o
natriju. SeMet koji se nije metabolizirao ugraduje se u dijelove tijela u kojima se sinteza
proteina odvija brzo. To su miSiéi, gusteraca, eritrociti, jetra, bubrezi te gastrointestinalna
sluznica. Eritrociti SeMet uglavnom ugraduju u hemoglobin. SeMet se moze pronaci i u

proteinima mozga.
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2.9. Metabolizam selenija

U zivotinjskim namirnicama selenij se uglavnom nalazi u obliku selenocisteina jer je to
aktivan oblik selenoproteina u tijelu sisavaca, dok se u zitaricama 1 ostalim biljkama nalazi u
obliku SeMet. Metabolizam selenija obuhvaca apsorpciju, transport, raspodjelu, izlu¢ivanje,
zadrzavanje te transformaciju u aktivni oblik. Svi ovi procesi ovise 0 interaktivnim

prehrambenim ¢imbenicima te o koli¢ini i kemijskom obliku unesenog selenija [7].

2.9.1. Apsorpcija

Selenij se uglavnom apsorbira iz dvanaesnika. Organski oblik selenija takoder se apsorbira i
kroz epitelne stanice crijeva selektivnim transportom. SeMet i Met imaju isti oblik transporta,
dok se o transportu selenocisteina zna vrlo malo. Anorganski oblik selenija, poput selenita i
selenata, apsorbira se putem pasivnog mehanizma. Apsorpcija se uglavhom odvija u tankom
crijevu. Ljudski organizam apsorbira ¢ak 80% selenija iz hrane, a dokazano je i da se SeMet
bolje apsorbira od selenita. Selenij se bolje apsorbira iz namirnica bogatih proteinima [7].

Neapsorbirani selenij iz organizma se izlucuje putem izmeta.

2.9.2. Transport

O transportu selenija kroz organizam ne zna se puno. Medutim, poznato je da se transportira
na nacin da se veze na proteine plazme. PredloZeni transportni protein koji sadrzi selenij zove
se selenoprotein-P, a izoliran je iz plazme $takora i ljudi. Plazma sadrzi i izvanstani¢nu
glutation peroksidazu, ali veéa je mogucnost da ¢e se molekule selenija manje molekulske

mase ponasati kao transportni proteini [7].

2.9.3. Metabolizam i raspodjela

U tkivima Zivotinja selenij moZe u¢i u sastav proteina. U proteinima se nalazi u dva oblika.
Prvi oblik je selenocistein koji predstavlja aktivni oblik selenija u selenoproteinima, kao na
primjer u glutation peroksidazi koja je selenoenzim. Drugi oblik je SeMet koji se u proteinima
nalazi na mjestu Met. Koncentracija selenija u tkivima ovisi 0 njegovom unosu u organizam.
To se uvelike odrazava na razine selenija u krvi kod stanovnika razli¢itih zemalja, poSto su 1
koli¢ine selenija u tlima razli¢ite. Ukupna koli¢ina selenija u organizmu iznosi 3-20 mg,

ovisno o unosu. Metabolizam selenija prikazan je na slici 5.
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SELENI IZ HRANE SELENL) U TEIVIMA

P selenometionin u —~ selenometionin u
selenometionin T = ._
metionins kom bazenu tkivnim proteinima
selenocistein, selenocistein u
anorganski i ostali metabolizam selenija — glutation peroksidazi,
oblici selenija ostali selenoproteini

| I

izluéeni metaboliti trans portni
u urinu i dahu oblik

Slika 5. Shematski pregled metabolizma selenija u ljudskom organizmu [7]

Zadrzavanje selenija u organizmu povezano je S oblikom selenija koji je unesen. Na primjer,
razine selenija u krvi znatno su vise nakon unosa SeMet nego kada se unosi natrijevim
selenitom ili selenatom. Cini se da SeMet slijedi isti metaboli¢ki put kao i met te se na
odredeni protein ugraduje nespecificno. To doprinosi stvaranju tkivnog selenija, gdje se on
akumulira, ali nema fizioloSku funkciju 1 nije dostupan za sintezu funkcionalnih oblika
selenija. Dostupan postaje kada se katalizira [7]. U organizmu se selenat reducira u selenit, a
zatim u selenid. Selenid je u oksidacijskom stanju (-2) i kao takav se prevodi u selenocistein,
odnosno aktivni oblik selenoproteina. Selenij iz anorganskog oblika ili onaj dobiven
katabolizom SeMet ili selenocisteina se ugraduje u selenocistein koji zatim ulazi u
regulatorni metabolizam selenija 1 ugraduje se u selenoproteine. Ako postoji viSak takvih

oblika selenija, oni ¢e se izluditi putem urina [7].

Svi funkcionalni selenoproteini sisavaca u svom aktivnom mjestu sadrze selenocistein.
Selenocistein je kodiran jedinstvenim stop kodonom UGA na mRNA specificnoj za
selenoprotein. Regulacija sinteze selenoproteina najvjerojatnije se odvija pomocu
individualne mRNA na transkripcijskim 1 posttranskripcijskim razinama u ovisnosti 0

raspolozivosti selenija, kemijskom obliku selenija i izlozenosti Kisiku [7].
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2.9.4. Izlucivanje

Glavni put izluéivanja selenija je urinom. Selenij koji je ostao neapsorbiran izlucuje se
fekalnim putem. Homeostaza selenija postize se regulacijom njegova izlucivanja. Dnevno
izlu€ivanje selenija putem urina usko je povezano sa selenijem u plazmi i njegovim unosom
putem hrane. Izlu¢ivanje selenija korisno je u praenju razine selenija. Istrazivanja su
pokazala da se samo 50-60% ukupne koli¢ine unesenog selenija izlu¢i putem urina. Dokazano
je i da se selenij sporije izluCuje iz organizma stanovnika zemalja gdje je tlo siromasno
selenijem za razliku od onih koji zive u zemljama gdje je tlo bogato selenijem. To ukazuje na
moguce prilagodbe organizama na uvjete gdje su koliCine selenija niske. Metaboliti selenija u
urinu su trimetilselenijev ion i metilselenol, pri ¢emu je metilselenol vise zastupljen. Do

manjih gubitaka selenija dolazi putem koze ili kose [7].

2.9.4.1. Izlucivanje u mlijeku
Vecina selenija u ljudskom mlijeku je vezana na proteine. Detektirano je ¢ak 9 selenoproteina

od ¢ega 15-30% ukupnog selenija u mlijeku sadrzi glutation peroksidaza [7].
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2.10. Selenoproteini

Selenij svoje biolosko djelovanje pokazuje kroz djelovanje proteina Kkoji se nazivaju
selenoproteini. Njih u organizmu sisavaca moze biti do 30. Identifikacija i1 karakterizacija
selenoproteina u posljednjih nekoliko godina rezultirali su boljim shva¢anjem uloge selenija u
organizmima. Selenoproteini koji su procisceni i prouceni su glutation peroksidaze (koje se
nalaze u citosolu, stanicama te plazmi, gastrointestinalne glutation peroksidaze, fosfolipid
hidroperoksid  glutation  peroksidaza), selenoprotein-P, jodotironin  5'-dejodinaze,
selenoprotein kapsule sperme, selenoprotein-W, tioredoksin reduktaza, selenofosfat sintetaza,

58-, 56- i 14-kDa Se-vezujuéi protein.

2.10.1. Glutation peroksidaza

Glutation peroksidaza (Slika 6.) je selenoprotein koji se sastoji od 4 jednake podjedinice od
kojih svaka u svom aktivhom mjestu sadrzi seleocistein. U slucaju nedostatka selenija,
aktivnost ovog enzima moze se smanjiti na manje od 1% u tkivima Zivotinja. Glutation
peroksidaza koja je prisutnha u stanicama (ukljuujuéi i eritrocite), plazmi i
gastrointestinalnom traktu, moze djelovati na uklanjanje vodikovog peroksida in vivo. Tako se
sprjeCava pocetak peroksidacije membrana i oksidacijsko oSteéenje. Medutim, glutation
peroksidaza ima specifi¢niju ulogu u metabolizmu arahidonske kiseline u trombocitima,
mikrobiocidnoj aktivnost u leukocitima te u mehanizmu imunoloS8kog odgovora. Takoder

sluzi i kao protein za skladi$tenje selenija.
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Slika 6. Struktura jedne podjedinice ljudske glutation peroksidaze koja sadrzi selenocistein

(molekula gore desno) [27]

2.10.2. Fosfolipid hidroperoksid glutation peroksidaza

Ovaj enzim se od klasi¢ne glutation peroksidaze razlikuje po tome $to moZe metabolizirati
hidroperokside masnih kiselina koji se esterificiraju u fosfolipidima stani¢nih membrana.
Fosfolipid hidroperoksid glutation peroksidaza moze inhibirati mikrosomalnu peroksidaciju
lipida te je takoder i osnova interakcije selenij/vitamin E u patogenezi razlicitih deficijentnih

bolesti kod zivotinja [7].

2.10.3.Selenoprotein-P

Selenoprotein-P je protein koji se nalazi u plazmi, a izdvojen je, pro¢iscen i karakteriziran iz
plazme covjeka 1 Stakora. To je glikoprotein koji selenij sadrzi u obliku selenocisteina.
Njegova koncentracija u plazmi Stakora povezana je s koli¢inom selenija u organizmu te tako
u slucaju nedostatka selenija njegova koncentracija u plazmi pada na 10% i1 manje. Njegova
funkcija nije jo§ u potpunosti poznata, ali smatra se kako ima ulogu u obrani od
izvanstani¢nih oksidansa posto je njegova prisutnost u organizmu povezana sa zasStitom od
bolesti koje nastaju uslijed nedostatka selenija. Takoder se pretpostavlja da je povezan s

endotelnim stanicama te da ima ulogu transporta [7].
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2.10.4. Jodotironin dejodinaza

Otkric¢e da su jodotironin 5 -dejodinaza tipa I, a u novije vrijeme i dejodinaze tipa Il i tipa I11
selenoproteini, ukazuje na vaznost selenija u metabolizmu hormona Stitnja¢e koji su
neophodni za rast i razvoj. Ovaj enzim katabolizira pretvorbu tiroksina (T4) u njegov aktivni
metabolit trijodtironin (T3) u jetri 1 bubrezima. Manjak selenija dovodi do povecanja razine
T4 u plazmi i smanjenja razine aktivnog T3. Kada je koli¢ina selenija u organizmu smanjena,

selenij ¢e se preferirano vezati na jodotironin dejodinazu, a ne na glutation peroksidazu [7].

2.10.5. Tierodoksin reduktaza

Tierodoksin reduktaza je novootkriveni selenoprotein. To je NADPH-ovisni flavonoenzim
koji smanjuje koli¢inu disulfid tioredoksina. Ovaj enzim obnavlja askorbinsku Kiselinu iz
dehidroaskorbinske kiseline. Aktivnost mu opada prilikom nedostatka selenija. Selenij je u

aktivnom mjestu tierodoksin reduktaze prisutan kao selenocistein [7].

2.10.6. Selenoprotein-W
Selenoprotein-W je selenoprotein koji se nalazi u misi¢ima i drugim tkivima. Koncentracija
mu se smanjuje prilikom nedostatka selenija i smatra se da je uklju¢en u razvoj misi¢ne

degradacije kod ovaca s nedostatkom selenija [7].
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2.11. Odredivanje koncentracije selenija

Krv se opéenito smatra korisnom za mjerenje koli¢ine selenija u organizmu i koli¢ine njegova
unosa u organizam, ali mogu se koristiti i tkiva u te svrhe. Plazma odrazava kratkotrajnu
razinu selenija, dok eritrociti odrazavaju dugoro¢nu razinu selenija u organizmu. Medutim,
koncentracije selenija u krvi pod utjecajem su kemijskog oblika konzumiranog selenija kao
rezultat razlicite apsorpcije i zadrzavanja svakog od oblika selenija. Takoder se u svrhu
odredivanja razine selenija u organizmu mogu koristit nokti na nogama ili kosa, iako je
upotreba kose ograni¢ena zbog Sampona koji sadrzavaju selenij. Urin se moZe koristit 1 za
procjenu razine selenija i za ukupni selenij unesen hranom. Za odredivanje ukupnog selenija
unesenog hranom, urin se prikuplja dva puta dnevno. Bliska veza izmedu krvi, aktivnosti
glutation peroksidaze crvenih krvnih stanica te koncentracije selenija korisna je za procjenu
koncentracije selenija kod ljudi s niskom koncentracijom istog. Najveca aktivnost glutation
peroksidaze crvenih krvnih stanica je pri koncentraciji selenija 100 pg/L i vise. Nedavno se u
svrhu mjerenja koncentracije selenija poceo koristiti i selenoprotein-P, a postoji i moguénost
koriStenja ostalih enzima kao funkcionalnih markera. Medutim, njihova upotreba je za sada
ograni¢ena nedostatkom jednostavnih tehnika za ispitivanje. Zakljucci dobiveni mjerenjem
jednog selenoproteina ne mogu se primijeniti na sve bioloske funkcije selenija zbog razlika u
reakcijama tkiva i selenoproteina na nedostatak, optimalnu koncentraciju i visoke
koncentracije selenija u organizmu. U skladu s tim, smatra se da ne postoji jedan pokazatelj
funkcionalnog statusa selenija, ve¢ niz markera koji se trebaju ispitati. Sve to dodatno
kompliciraju ucinci interaktivnih ¢imbenika kao §to su bjelancevine, metionin, polinezasi¢ene

masne kiseline, vitamin E, drugi elementi u tragovima te teSki metali [7].
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2.12. Analiti¢ke tehnike za odredivanje selenija

U ovom ulomku ukratko ¢e biti opisane analiticke tehnike koje se koriste za detekciju,
mjerenje ili pracenje selenija, njegovih metabolita i drugih biomarkera koji su povezani s
izlozens¢u seleniju i njegovim utjecajem. Mnoge analiticke tehnike koje se koriste za analizu
uzoraka iz okoliSa su metode koje su odobrile savezne agencije i organizacije kao S$to su
Agencija za zaStitu okolisa (Environmental Protection Agency, EPA) i Nacionalni institut za
zaStitu na radu (National Institute of Occupational Safety and Health, NIOSH). Ostale tehnike
su odobrene od strane raznih skupina kao $to je Udruzenje sluzbenih analitickih kemicara
(Association of Official Analytical Chemists, AOAC). Takoder se nastoje modificirati i
nadograditi ve¢ postojece tehnike kako bi se dobile metode za mjerenje nizih granica
detekcije te poboljsanje preciznosti i toénosti [28].

Ukoliko nije potrebno identificirati specifi€ni spoj selenija, uzorkovanje bioloSkog materijala
za odredivanje ukupne koncentracije selenija ne predstavlja problem. Izuzetak je naime
prikupljanje i skladiStenje urina bez gubitka hlapljivih spojeva selenija. Ukoliko se ne
poduzmu odredene mjere opreza, postoji mogucénost dobivanja krivih podataka o
koncentraciji selenija. Idealno bi bilo mjeriti koncentraciju selenija u 24-satnim uzorcima
urina koji su pohranjeni u polietilenske posude i u kiselom mediju. Kod krvi, ako se selenij
mjeri u svakoj komponenti odvojeno, prije zamrzavanja potrebno je odvojiti plazmu i krvne
stanice. Preporucljivo je zamrzavanje bioloSkih uzoraka odmak nakon prikupljanja kako bi se

smanjilo enzimsko stvaranje hlapljivih spojeva selenija [28].

Za odredivanje selenija u vodi, zraku 1 tlu koriste se iste metode kao i za odredivanje selenija
u bioloskim uzorcima. Paznju treba obratiti prilikom prikupljanja uzoraka i pohrane istih kako
ne bi doslo do gubitaka hlapljivih spojeva selenija. Prije samog mjerenja gotovo uvijek je
potrebno razoriti organske tvari u uzorku. VVodene uzorke je potrebno zakiseliti do pH 1,5
kako bi se sacuvali spojevi selenija te ih je najbolje pohraniti u staklene spremnike na
temperaturu od 4° C. Kod odredivanja selenija u ekoloskim uzorcima analiticke metode se
mogu podijeliti u dvije skupine. U prvu skupinu pripadaju metode u kojima nije potrebno
razaranje organskih tvari u uzorku kao Sto su fluorescencija X-zrakama i neke analize
temeljene na aktivaciji neutrona, a u drugu skupinu pripadaju one metode u kojima je to
potrebno. U drugu skupinu ubrajaju se sljede¢e metode: spetrofotometrija, plinska
kromatografija, atomska apsorpcijska spektrometrija, polarografija, masena spektrometrija,

fluorimetrija te neke analize temeljene na aktivaciji neutrona [28].
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Mnoge analiticke metode se upotrebljavaju za odredivanje koncentracije selenija u tragovima
(ng/g). Te metode obuhvacaju fluorimetriju, analizu aktivacije neutrona (NAA), atomsku
emisijsku  spektroskopiju s induktivno spregnutom plazmom (ICP-AES), atomsku
apsorpcijsku spektroskopiju (AAS), masenu spektroskopiju s induktivno spregnutom

plazmom (ICP-MS), plinsku kromatografiju (GC), spektrofotometriju i druge metode [28].

2.12.1. Atomska apsorpcijska spektroskopija
Klasi¢ne AAS tehnike s plamenom nemaju dovoljno niske granice detekcije za selenij da bi se
mogle koristiti za odredivanje prisutnosti selenija u bioloskim uzorcima. Iz tog razloga,

metoda je modificirana.

Tako se za odredivanje selenija u bioloSkim uzorcima kao $to su krv, urin, meso, voce i
povrée koristi atomska apsorpcijska spektroskopija s nastankom hidrida (HGAAS). Ova
metoda se koristi 1 za analizu ekoloskih uzoraka kao §to su uzorci vode (svjeza, morska,
rije¢na 1 povrSinska voda te otpadne vode), mulj, sedimenti te uzorci tla. HGAAS zahtjeva
veéi volumen uzorka, ali i nudi smanjenje kemijskih interferencija. NajceSce se koristi za
odredivanje selenija u hrani. Za razaranje organske tvari koristi se mokra digestija uzorka
pomocu perklorne i dusi¢ne kiseline. Umjesto perklorne kiseline moze se koristiti i fosforna,
posto je perklorna kiselina potencijalno eksplozivna. Kako bi se Se (VI) reducirao u Se (IV)
potrebno je Koristiti natrijev borhidrid kako bi se sav selenij preveo u selenijev hidrid.
Selenijev hidrid se termicki razgraduje i atomizira u atomskom apsorpcijskom
spektrofotometru. Kako bi se uzorak tijekom digestije razgradio, potrebno je Koristiti

temperaturu od najmanje 200° C [28].

Atomska apsorpcijska spektroskopija s grafitnom pec¢i (GFAAS) nudi visoku osjetljivost, ali
analizu mogu ometati interferenti u matriksu. GFAAS metoda zasniva se na tome da brojni
spojevi metala reagiraju sa selenijem i stvaraju relativno stabilne metalne selenide. Cesto se
uzorku dodaju nikal, molibden i platina kako bi se postigla termicka stabilizacija selenija.
Prije same atomizacije, organski materijal se unistava na vrlo visokim temperaturama (npr.
2700° C). Prednost ove metode je $to se materijal u grafitnoj pe¢i moze kemijski obraditi in
situ kako bi se broj interferenata smanjio. GFAAS metoda zahtjeva korekciju pozadinske
apsorpcije. Te korekcije postizu se pomocu kontinuiranog deuterijeva izvora svjetla ili
cijepanja Zeemanove apsorpcijske linije. Korekcije su izuzetno vazne prilikom odredivanja
selenija u krvi, jer su spektralne linije nastale od iona Zeljeza veoma bliske valnoj duljini

selenija [28].
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2.12.2. Atomska emisijska spektroskopija s induktivno spregnutom plazmom

ICP-AES sa stvaranjem hidrida koristi se za odredivanje ukupnog selenija u bioloskim
uzorcima. Metoda je posebno prikladna za analizu malih uzoraka. Uzorci se prevode u pepeo
mokrim putem pomocu dusi¢ne, perklorne ili sumporne kiseline na temperaturi od 310° C.
Nakon tretiranja klorovodi¢nom kiselinom, selenij se pomocu natrijeva borhidrida reducira u
vodikov selenid u jednostavnom kolektoru kontinuiranog protoka. Standardno penumatski
rasprSivaC utjeCe na razdvajanje plin-tekuc¢ina vodikova selenida. Kvantikacija se odvija
pomoc¢u ICP-AES pri 196,090 nm, a granica detekcije ove metode iznosi 0,4 pg/L. Za
mjerenje selenija u zraku, koristi se ICP-AES s argonom. Prednost ove metode je moguénost
mjerenja viSe elemenata, a nedostaci su §to je skupa i postoji mogucnost pojave interferencije

pozadine [28].

2.12.3. Kromatografija

Primjena plinsko-teku¢inske kromatografije (GLC) za odredivanje selenija u bioloskim
uzorcima omogucuje uklanjanje interferenata iz bioloSkog matriksa. Potrebno je prethodno
razoriti organske tvari pomocu dusi¢ne kiseline. GLC tehnike temelje se na mjerenju koli¢ine
piazselenola nastalog reakcijom selenija (IV) s odgovarajué¢im reagensom u kiselom mediju.
Za plinsko kromatografsku detekciju selenija pomocu detektora elektronskog zahvata, mogu
se koristiti 1,2-diaminoareni za nastanak piazselenola. Ukoliko se koristi 1,2-diamino-3,5-

dibrombenzen kao reagens, granica detekcije iznosi 10 g selenija po gramu uzorka [28].

Plinska kromatografija razrjedivanja izotopa spregnuta s masenom spektrometrijom
(IDGC/MS) vrlo je precizna metoda za odredivanje selenija u hrani, plazmi i serumu, crvenim
krvnim stanicama, maj¢inom mlijeku 1 urinu. Minimalna koli¢ina uzorka potrebna za ovu
metodu je 0,5-10 g, odnosno 0,5-10 mL. Kod ove metode, uzorku se dodaje stabilan izotop
selenija prije nego se zapotne s digestijom. Tim postupkom uklanja se potreba za
kvantitativnom pripremom uzorka i vanjskom standardizacijom. Nedostatak ove metode je §t0

su standardi izotopa skupi [28].

2.12.4. Analiza aktivacije neutrona

Metoda analize aktivacije neutrona ima nisku granicu detekcije selenija, a ona iznosi izmedu
108 i 10° grama selenija po gramu uzorka. Nedostatak je §to je dostupno malo NAA objekata
1 struénog osoblja koje zna raditi na metodi. Naj¢es¢i NAA postupak za odredivanje selenija
je proizvodnja dugovjeénog "°Se radionuklida. Kada ga se doda u uzorak, njegova koli¢ina se

odreduje nakon 50-100 sati ozradenosti. Brza NAA metoda koristi metastabilni ""™Se izotop.
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Uobicajeni standardni referentni uzorak za NAA metodu je govede jetreno tkivo. Neka od
bioloskih tkiva koja se mogu analizirati NAA metodom su kosti, kosa, jetra, pluca, bubrezi,
krv, mozak, srce, Stitnjaca, slezena, miSi¢i i fekalije. Kako bi se izbjegle interferencije
prilikom mjerenja Cesto je potrebna destruktivna prethodna obrada uzoraka, koja ukljucuje
radiokemijsko odvajanje. Prednosti ove metode su niske granice detekcije i moguénost

detekcije vise elemenata.

2.12.5. Fluorimetrijske metode

Fluorimetrijske metode se, u slu¢aju odredivanja selenija, zasnivaju na nastanku
heterocikli¢kih produkata Se-DAN ili Se-DAB. Ovi spojevi nastaju prilikom reakcije Se (1V)
s 2,3-diaminonaftalenom (DAN) ili s 3,3-diaminobenzidinom (DAB). Piazselenol nastao u
reakciji s DAN-om ima vecu fluorescentnu osjetljivost od piazselenola nastalog u reakciji s
DAB-om. Se-DAN kompleks se lako ekstrahira u organska otapala iz kisele otopine.
Fluorimetrijske metode zahtijevaju digestiju uzoraka kako bi se razorio organski dio te se
selenij reducirao iz Se (VI) oblika u Se (IV) oblik. Medutim, tijekom digestije postoji
mogucnost gubitka hlapljivih selenijevih spojeva. Metoda je modificirana u procesu digestije
Sto je rezultiralo smanjenjem potrebne koli¢ine uzorka, a mogu se mjeriti i submikrogramske

koli¢ine selenija u uzorcima [28].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Odredivanje selenija

U ovom radu selenij je odredivan iz bioloskog uzorka, odnosno iz jaja. Odredivan je iz
zumanjka 1 bjelanjka. Koncentracija selenija odredena je fluorimetrijskom metodom. Kao
fluorescentni marker koristen je 2,3-diaminonaftalen (DAN). DAN je veoma osjetljiv na
svjetlost te ga je potrebno Cuvati u tamnoj bocici, a reakcije izvoditi u Sto je viSe moguce
mracnijim uvjetima. Koncentracija selenija, odnosno intenzitet fluorescencije Se-DAN
kompleksa mjeren je fluorimetrom. Puni naziv uredaja je modularni ¢ita¢ mikrotitar plo¢ica
(Slika 7.). Kao izvor svjetla za mjerenje fluorescencije koriStena je ksenonska lampa visoke
energije, a detektor su fotomultiplikatorske cijevi. Raspon spektra za eksitaciju iznosi 230-90
nm, a za emisiju 280-900 nm. Granica detekcije uredaja je < 1 ng/uL. Mjerenje traje oko 2

minute, a uredaj ima moguénost automatizacije.

Slika 7. Modularni ¢ita¢ mikrotitar plo¢ica
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3.2. Kemikalije i instrumentacija

U izradi eksperimentalnog dijela ovog rada koristile su se sljede¢e kemikalije:
- koncentrirana dusi¢na kiselina (HNOs, T.T.T., Hrvatska)

- koncentrirani vodikov peroksid (H202, Gram-Mol, Hrvatska)

- standardna otopina selenija koncentracije 0,001 g/L (Carlo Erba, Italija)
- metiloranz (Kemika, Hrvatska)

- otopina kompleksa EDTA (BDH Prolabo, UK)

- HONH>-HCI (Acros Organics, Belgija)

- otopina amonijaka (NHzs, 25%, Gram-Mol, Hrvatska)

- otopina klorovodi¢ne kiseline (HCI, Carlo Erba, Italija)

- univerzalni indikatorski papir (LLG, Njemacka)

- otopina 2,3-diaminonaftalena (DAN, Alfa Aesar, Njemacka)

- cikloheksan (BDH Prolabo, UK)

- heptan (BDH Prolabo, UK)

- smjesa heptana i n-butil-acetata (Fisher Scientific, UK)

- standard NCS ZC73016 (China National Analysis Center for Iron and Steel, Beijing China)
- jaja

- destilirana voda

- ultra Cista voda.

Tijekom izvedbe eksperimenta koristila se slijedeca instrumentacija:

- analiticka vaga

- sustav za mikrovalnu digestiju MARS 6 One Touch (CEM)

- kivete Xpress Plus

31



- falkonice (15mL)

- pipeta za doziranje (10-100 pL)
- pipeta za doziranje (100-1000 pL)
- pipeta za doziranje (5 mL)

- pipeta

- propipeta

- odmjerne tikvice

- lijevak za odjeljivanje

- menzura

- lijevak

- laboratorijske caSe

- vorteks

- kapalice

- vijalice

- folija

- ultrazvucna kupelj

- magnetska mijeSalica s grijatem
- mikrotitar plocCice

- modularni ¢ita¢ mikrotitar plocica (Instrument Spark 10M) uz pripadajué¢i program

Sparkkontrol.
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3.3. Priprema otopina

3.3.1. Priprema standardne otopine selenija

U 3-5 mL koncentrirane dusi¢ne kiseline otopi se 1 gram krutog selenija. Sadrzaj se prelije u
tikvicu od jedne litre te nadopuni do oznake ultra ¢istom vodom. Tako pripremljena otopina
ima koncentraciju selenija 1 g/L. Kako bi se dobila potrebna koncentracija od 0,001 g/L,

otopina se razrijedi.

3.3.2. Priprema otopine EDTA-HONH2-HCI
Odvaze se 1 g EDTA i 2,5 g HONH2-HCI te se otope u ultra Cistoj vodi. Kada se sadrzaj

potpuno otopi, otopina u tikvici se nadopuni do oznake. Volumen tikvice je 100 mL.

3.3.3. Priprema otopine 2,3-diaminonaftalena

Posto je 2,3-diaminonaftalen (DAN) osjetljiv na svijetlost te se prilikom djelovanja iste
raspada, pripremu je potrebno izvoditi u §to ve¢em mraku. Najprije se odvaze 0,1 gram 2,3-
diaminonaftalena te ga se otopi u 50 mL prethodno priredene otopine klorovodi¢ne kiseline
koncentracije 0,1 M u odmjernoj tikvici od 100 mL. Otapanje se odvija uz grijanje na
otprilike 60° C uz muckanje. Po potrebi koristiti ultrazvu¢nu kupelj. Kada se cijeli DAN otopi
i otopina se ohladi, nadopuni se preostalom kiselinom do oznake. Otopina se zatim prebaci u
lijevak za odjeljivanje te se ekstrahira 3 puta s po 20 mL cikloheksana kako bi se uklonile
necistoce (Slika 8). Tijekom ekstrakcije cikloheksanski, organski, sloj je gore. Skuplja se
donji dio u kojemu se nalazi DAN, a cikloheksanski sloj se baca u boce za organski otpad.
Nakon trec¢e ekstrakcije, sadrzaj se direktno iz lijjevka ispusta u Cistu zatamnjenu tikvicu.

Tikvica se jo$ po potrebi omota folijom i ¢uva na hladnom 1 u mraku.
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Slika 8. Prikaz ekstrakcije DAN-a s cikloheksanom u lijevku za odjeljivanje

3.3.4. Priprema 1 M otopine klorovodi¢ne Kiseline
w(HCI) = 37%

p(HCI) = 1,18 g/cm?®
c2(HCI) = 1 mol/L
V2(HCI) = 100 mL

M(HCI) = 36,46 g/mol

¢, (HCD) = M‘”(’;gl) = "jzzzj/’i{) ™ = 0,01197 2% = 11,97 mol/L 2)
Vv, (HCD) = C““fl'z:;“@' = 1?2145:001‘;;“ = 8,35 mlL 3)

Otopina klorovodi¢ne kiseline koncentracije 1 mol/L pripremi se tako da se odpipetira 8,35
mL koncentrirane klorovodi¢ne kiseline, prelije u odmjernu tikvicu te nadopuni destiliranom

vodom do oznake (100 mL).
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3.3.5. Priprema 0,1 M otopine klorovodi¢ne Kiseline
c1(HCI) = 11,97 mol/L

V2 =100 mL

co(HC)va(He) 0,1 mol/Lx100 mL
c1(HCD) o 11,97 mol/L

v, (HC) =

= 0,8354 mL (4)

Otopina klorovodi¢ne kiseline koncentracije 0,1 mol/L (0,1 M) priprema se da se 0,8354 mL

koncentrirane klorovodi¢ne kiseline razrijedi sa 100 mL destilirane vode.
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3.4. Digestija uzoraka jaja

Ispitivanja koncentracije selenija u ovom radu vrSena su na uzorcima jaja. Za mjerenje je
koristeno 6 jaja, 3 domaca i 3 kupovna jajeta. Posebno su se u falkonice od 50 mL odvojili
zumanjak i bjelanjak te je svaka posebno oznacena odgovaraju¢om oznakom. Nakon toga su
uzorci vorteksirani kako bi se olakSalo vaganje. Vagano je 1 gram svakog uzorka, te je na
kraju bilo 12 uzoraka jaja. Radi usporedbe s podacima, vagan je i standard NCS ZC73016 u
kojemu je to¢no poznata koncentracija selenija, a ona iznosi 0,49 + 0,06 mg/kg. Izvagani
uzorci prebaceni su u kivete za mikrovalnu digestiju. Uzorci su preliveni sa 6 mL dusi¢ne
kiseline (65%) i 2 mL vodikovog peroksida (30%). Kao instrument za mikrovalnu digestiju
koriSten je sustav za mikrovalnu digestiju (eng. Microwave Digestion System) MARS 6 One
Touch (CEM) (Slika 9.). Ovaj sustav za mikrovalnu digestiju ima drza¢ za 40 kiveta (Slika
10.), odnosno moze vrSiti digestiju na 40 uzoraka istovremeno. Snaga ovog sustava je 1200
W. Digestija se izvodi pri temperaturi od 180-200° C i traje sat i pol uz hladenje. Nakon $§to je
digestija zavrSena i uzorci ohladeni, svaki je prebacen u falkonicu od 15 mL uz minimalno

razrjedenje. Konacni volumen uzorka iznosio je 10 mL (Slika 11.).

Iy,

Slika 9. Sustav za mikrovalnu digestiju MARS 6 One Touch
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Slika 10. Drza¢ za kivete za sustav za mikrovalnu digestiju MARS 6™ One Touch

Slika 11. Falkonice od 15 mL
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3.5. Kalibracija sa standardnom otopinom selenija i priprema uzoraka za
mjerenje

Kalibracija sa standardnom otopinom selenija izvodila se prilikom svakog mjerenja.
Kalibracija i mjerenja izvodena su sa tri razlicita otapala, sa cikloheksanom, heptanom i
smjesom heptana s 3%-n-butil acetatom. Pri svakom mjerenju, koristen je i referent radi

provjere to¢nosti.

Najprije se priredi i oznaci sva potrebna aparatura i kemikalije. Zatim se u jednu vijalicu
pipetira 0,5 mL standardne otopine selenija (c = 0,001 g/L), a u ostale 0,5 mL uzorka. Zatim
se dodaje EDTA-HONH2-HCI kako bi se uklonile moguce zaostale neéistoce. U svaku
vijalicu doda se po jedna kap metiloranza. Nakon toga se dodaje kap po kap otopine
amonijaka (25%) dok se boja iz naran¢astog ne promjeni u zuto (Slika 12.), a zatim kap po
kap otopine klorovodiéne kiseline (¢ = 1 M) do promjene boje u ruzicasto (Slika 12.). Nakon
ovog postupka pH otopine trebao bi biti oko 3, a to se lako moZe provjeriti upotrebom
univerzalnog indikatorskog papira. Nakon podeSavanja pH otopini se dodaje 5 mL DAN-a.
Od tog trenutka pa nadalje treba raditi brzo i u polumraku kako ne bi doslo do raspada
kompleksa i samim time do dobivanja krivih rezultata o koncentraciji selenija u uzorku.
Nakon dodatka DAN-a, vijalicu se stavi na vorteks oko 30 sekundi kako bi se sve dobro
izmijesalo. Poslije toga vijalice se omotaju folijom i stave u vodenu kupelj na grijanje.
Temperatura vodene kupelji treba biti 60° C te se zagrijava 20 minuta (Slika 13.). Otopina se
zagrijava pri toj temperaturi jer je to temperatura na kojoj se stvara kompleks selenij-DAN
(Se-DAN). Nakon zagrijavanja, vijalice se izvade iz kupelji i ohlade pod mlazom hladne
vode. Zatim se doda 5 mL otapala (cikloheksan, heptan, smjesa heptana s 3%-n-butil
acetatom) te se smjesa vorteksira 90 sekundi kako bi se kompleks ekstrahirao u otapalo.
Nakon vorteksiranja, otopina se ostavi kako bi se razdvojili slojevi (Slika 14.). Kompleks Se-
DAN nalazi se u gornjem prozirnom sloju te se iz tog sloja pazljivo odpipetira odredeni
volumen i prebacuje u jazice mikrotitar ploce (Slika 15.). Preferirano se najprije u jazice
dodaje otapalo, pa tek onda uzorak kako bi gubitci uzorka bili minimalni. Svaka jazica ima
volumen od 340 pL, a otapalo s uzorkom zauzima volumen od 300 puL. U Tablici 1. prikazani
su dodani volumeni otapala i otopine uzorka s kompleksom Se-DAN. Nakon §to su jazice
popunjene, mikrotitar ploc¢a se poklopi kako bi se sprijecilo isparavanje otapala, te je uzorak
spreman za mjerenje fluorescencije. PloCica se stavi u uredaj te se odaberu program 1 uvjeti u

kojima se zeli mjeriti fluorescencija. Prije mjerenja, uredaj linearno promijeSa uzorke.
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Temperatura u uredaju je izmedu 20-25° C, a valne duljine pri kojima se odvijaju emisija i

ekscitacija iznose 522 nm i 382 nm.

Slika 12. Otopina standardne otopine selenija, uzorka i referenta nakon dodatka amonijaka

(zuto) i nakon dodatka klorovodi¢ne kiseline (ruzicasto)

Slika 13. Prikaz grijanja otopina pri ¢emu dolazi do stvaranja kompleksa Se-DAN
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Slika 14. Prikaz otopine nakon dodatka otapala. U gornjem prozirnom sloju se nalazi Se-DAN

kompleks

Slika 15. Mikrotitar plocica
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Tablica 1. Prikaz dodanih volumena otapala i otopine Se-DAN kompleksa u jazice mikrotitar

ploce
Oznaka jazice | ¢ (Se za kaibraciju) / ng/mL | V (Se nakon postupka) / uL | V (otapalo) / uL
A 0 0 300
B 10 30 270
C 20 60 240
D 30 90 120
E 40 120 180
F 50 150 150
G 60 180 120
H 70 210 90
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3.6. Ispitivanje utjecaja nitrata na odzive

Priredeno je Sest otopina, dvije blank otopine koje su sadrzavale dusi¢nu, odnosno nitratnu,
Kiselinu i Cetiri koje su sadrzavale standardnu otopinu selenija i dodatak duSi¢ne kiseline. Pri
koristenju otopine dusSi¢ne kiseline koncentracije koja odgovara stehiometrijskom odnosu i
koncentracije 2x vece u odnosu na stehiometrijski odnos, selenij se nije otapao. Stoga su
koristene otopine dusi¢ne kiseline pripremljene tako da imaju 5x i 10x veéu koncentraciju u
odnosu na stehiometrijski odnos. Otopina duSi¢ne kiseline s 5x ve¢om koncentracijom
pripremljena je tako da se 4,32985 mL 65% dusi¢ne kiseline razrijedi destiliranom vodom u
odmjernoj tikvici od 100 mL, a za pripravu otopine s 10x ve¢om koncentracijom bilo je
potrebno na 100 mL razrijediti 8,6597 mL 65% dusi¢ne kiseline. Dvije otopine selenija
pripremljene su tako da se u jednu dodala otopina s 5x vecom koncentracijom duSi¢ne
kiseline, a u drugu otopina s 10x ve¢om koncentracijom dusi¢ne kiseline. Postupak pripreme

za mjerenje je isti kao postupak opisan u poglavlju 3.5..
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Fluorimetrijsko odredivanje selenija

Uzorci u kojima se ispitivala koncentracija selenija su bioloSkog porijekla. Koncentracija
selenija je mjerena u uzorcima jaja. KoriStene su dvije skupine jaja, odnosno domaca i
kupovna jaja. Mjerenja su vrSena posebno na uzorcima zumanjaka i bjelanjaka od svake
skupine. Koncentracija selenija odredena je fluorimetrijskom metodom. Buduéi da je
fluorimetrijska metoda zasnovana na fluorescenciji uzorka, a selenij nema tu sposobnost, bilo
je potrebno vezanje na odgovarajuci fluoresciraju¢i marker. Marker koji je koriSten za vezanje
selenija je 2,3-diaminonaftalen (DAN) (Slika 16.), a spoj koji nastaje vezanjem selenija na
DAN naziva se piazselenol (Slika 17.). Na taj nacin je omoguceno pracenje i odredivanje
selenija u uzorku. Optimalan pH za stvaranje kompleksa je 3. Tijekom eksperimenta otopini
se dodaje EDTA-HONH2-HCI kako bi se uklonilo necistoce, odnosno interferente koji mogu
ometati signal mjerenja selenija. Takoder se provodi zakiseljavanje klorovodi¢nom Kiselinom
kako bi se Se®* reducirao u Se**. Ovaj korak je vazan jer DAN selektivno reagira samo sa Se**

te tako tvori kompleks.

NH.

NH.

Slika 16. Struktura 2,3-diaminonaftalena [29]

-— LY
Se
~ /7

Slika 17. Struktura piazselenola [30]
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4.2. Ispitivanje utjecaja nitrata

DAN se koristi kao fluorescentni marker i za odredivanje nitrata fluorimetrijskom metodom.
S obzirom na to, postojala je mogucnost vezanja nitrata na DAN uz selenij buduéi da se
otopina selenija prireduje u dusi¢noj kiselini te se i prilikom digestije koristi dusi¢na kiselina.
Fluorescirajué¢i spoj koji nastaje vezanjem nitrata, odnosno nitrita, na DAN naziva se 2,3-
naftotriazol (2,3-NAT). Nitrati se najprije reduciraju u nitrite (Slika 18.), a zatim se nitriti
vezu na DAN te tvore fluorescentni kompleks 23-NAT (Slika 19.).

H -
ND3~ —--!-{ 1 NO2

Slika 18. Redukcija nitrata u nitrite [31]

H
NHE NOL N‘H
- N
-
NH, kiseli uvjeti N
DAN 2,3-NAT

Slika 19. Vezanje nitrita na DAN u kiselim uvjetima te nastanak 2,3-natrotriazola [32]

Na slici 20. prikazan je graficki prikaz mjerenja utjecaja nitrata na odredivanje selenija.
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Slika 20. Grafi¢ki prikaz mjerenja utjecaja nitrata na odredivanje selenija

S obzirom na minimalne razlike izmedu kalibracijskih krivulja dobivenih kori§tenjem otopina
selenija s 5x 1 10x veom koncentracijom duSicne kiseline od one koja odgovara
stehiometrijskom odnosu te da nema signala prilikom mjerenja provedenih koriste¢i samo
otopine dusicne kiseline (blank) za jednu i drugu koncentraciju, utvrdeno je da nitrati nemaju

utjecaja pri mjerenju koncentracije selenija.
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4.3. Kalibracija

Kalibracije su radene sa standardnom otopinom selenija i uz tri otapala kako bi se ispitalo
koje najmanje isparava te u kojem se kompleks Se-DAN najbolje ekstrahira. Otapala koja su
koriStena za kalibraciju su cikloheksan, heptan i smjesa heptana s 3%-n-butil acetatom. Sva
mjerenja odradena su u tri ponavljanja. Krivulje na grafovima predstavljaju prosjek tri

ponavljanja.

4.3.1. Kalibracija standardne otopine selenija s cikloheksanom kao otapalom
Mijerenja su provedena uz cikloheksan kao otapalo. Tablica 2. prikazuje rezultate mjerenja, a

slika 21. prikazuje dobivenu kalibracijsku krivulju.

Tablica 2. Prikaz dobivenih vrijednosti intenziteta signala za standardnu otopinu selenija u

cikloheksanu kao otapalu

c (Se) / ng/mL Intenzitet signala u cikloheksanu / a. u.
0 9099
10 12063
20 14966
30 17482
40 21065
50 23857
60 27126
70 30506
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Slika 21. Graficki prikaz ovisnosti intenziteta fluorescencije o koncentraciji selenija u

kompleksu Se-DAN u cikloheksanu kao otapalu

Iz grafickog prikaza vidljivo je da je Kalibracijska krivulja linearna u cijelom ispitanom
podruéju te da je koeficijent korelacije (R?), koji iznosi 0,9987, zadovoljavajuéi. Vidljivo je i

kako nema veéih odstupanja pri mjerenju.

4.3.2. Kalibracija standardne otopine selenija s heptanom kao otapalom
Mijerenja su provedena uz heptan kao otapalo. Tablica 3. prikazuje rezultate mjerenja, a na

slici 22. je vidljiva dobivena kalibracijska krivulja.
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Tablica 3. Prikaz dobivenih vrijednosti intenziteta signala za standardnu otopinu selenija u

heptanu kao otapalu

c (Se) / ng/mL Intenzitet signala u heptanu / a. u.
0 10387
10 13080
20 15879
30 19036
40 22227
50 25621
60 29037
70 32677
35000
y = 319,3x + 9817
30000 Rz =0,9977
25000
.2, 20000
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5000

0 10 20 30 40 50 60 70
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Slika 22. Graficki prikaz ovisnosti intenziteta fluorescencije o koncentraciji selenija u

kompleksu Se-DAN u heptanu kao otapalu
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Iz grafickog prikaza vidljivo je da je kalibracijska krivulja linearna u cijelom ispitanom

podrugju te da je koeficijent korelacije (R?), koji iznosi 0,9977, zadovoljavajuéi. Vidljivo je i

kako nema odstupanja pri mjerenju.

4.3.3. Kalibracija standardne otopine selenija sa smjesom heptana i 3%-n-butil-acetata

kao otapalom

Mijerenja su provedena uz smjesu heptana i 3%-butil-acetata kao otapala. Tablica 4. prikazuje

rezultate mjerenja, a na slici 23. je vidljiva dobivena kalibracijska krivulja.

Tablica 4. Prikaz dobivenih vrijednosti intenziteta signala za standardnu otopinu selenija u

smjesi heptana i 3%-n-butil-acetata kao otapalu

c (Se) / ng/mL Intenzitet signala u smjesi / a. u.
0 10346
10 16601
20 23294
30 29189
40 35540
50 41926
60 47405
70 52113
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Slika 23. Graficki prikaz ovisnosti intenziteta fluorescencije o koncentraciji selenija u

kompleksu Se-DAN u smjesi heptana i 3%-butil-acetata kao otapalu

Iz grafickog prikaza vidljivo je da je Kalibracijska krivulja linearna u cijelom ispitanom
podruéju te da je koeficijent korelacije (R?), koji iznosi 0,9983, zadovoljavajuéi. Vidljivo je i

kako nema veéih odstupanja pri mjerenju.

4.3.4. Usporedba kalibracijskih krivulja standardne otopine selenija u sva tri otapala

Na slici 24. prikazana je graficka usporedba Kkalibracijskih krivulja selenija dobivenih
koriste¢i sva tri ispitana otapala. Iz grafickog prikaza je vidljivo da kalibracijski pravac
dobiven nakon ekstrakcije u smjesi heptana i 3%-n-butil-acetata ima najvec¢i nagib Sto

upucuje na vecu osjetljivost metode koristeci to otapalo.
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Slika 24. Graficki prikaz ovisnosti intenziteta fluorescencije o koncentraciji selenija u
kompleksu Se-DAN u cikloheksanu, heptanu i smjesi heptana i 3%-n-butil-acetata kao

otapalu

51



4.4. Usporedba odredivanja selenija u referentu u tri otapala

Kao referentni uzorak koristen je standard NCS ZC73016 u kome je koncentracija selenija
poznata, a iznosi 0,49 + 0,06 pg/g. Referent je koriSten radi usporedbe s rezultatima i provjere
tocnosti metode. Mjerenja su radena s otapalima s kojima su radene i kalibracije, odnosno kao
otapala su koriSteni cikloheksan, heptan i smjesa heptana i 3%-n-butil-acetata. Mjerenja su
radena u tri ponavljanja i S tri razli¢ita volumena kako bi rezultati bili to¢niji. Tablice 6., 7. i
8. prikazuju rezultate mjerenja, odnosno volumen uzorka u jaZici, intenzitet signala mjerenja,
odredenu masu selenija u referentu (ug po gramu uzorka referenta), srednju vrijednost mase te
postotak pogreSske u odnosu na poznatu masu selenija u referentu. Volumeni prikazani u
tablicama odredeni su na temelju prijasnjih mjerena s veéim rasponom volumena jer su
rezultati u tom rasponu pokazali najbolju ponovljivost. Odabrani su volumeni od 120, 150 i
180 pL uzorka.

Tablica 6. Prikaz rezultata mjerenja referentnog uzorka ekstrahiranog u cikloheksanu kao

otapalu
dig\e/silijjzeolﬁz ;ili()o/nuL Intenzllt;a.tusllgnala m (Se) l&éﬁéerentu / %1 uglg % areske
120 11403 0,42
120 11872 0,49
120 12160 0,54
150 12268 0,45
150 12114 0,43 0,46 + 0,06 6,12
150 12387 0.46
180 13126 0,47
180 13006 0,45
180 12989 0,45
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Tablica 7. Prikaz rezultata mjerenja referentnog uzorka ekstrahiranog u heptanu kao otapalu

V (uzorka nakon

Intenzitet signala

m (Se) u referentu /

digestije u jazici) / pL / a.u. Lg/g x/uglg | % greske
120 12294 0.39
120 12187 0,37
120 12407 0.41
150 13202 0,42
150 13298 0,44 042+005 | 14,29
150 13321 0,44
180 14099 0.45
180 14196 0.46
180 14132 0.45

Tablica 8. Prikaz rezultata mjerenja referentnog uzorka ekstrahiranog u smjesi heptana i 3%-
n-butil-acetata kao otapalu

V (uzorka nakon

Intenzitet signala

m (Se) u referentu /

digestije u jazici) / uL /a.u. ug/g x [ uglg % greske
120 13895 0,25
120 14052 0,26
120 14223 0,27
150 14985 0,27
150 15212 0,29 0,27 £ 0,03 44,90
150 15208 0,29
180 16029 0,28
180 15968 0,28
180 16319 0,30
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Usporedbom navedenih rezultata zakljuceno je da se cikloheksan pokazao kao najbolje
otapalo iako je ponovljivost rezultata najbolja kada se koriste smjesa otapala ili heptan kao
otapalo. Medutim, postotak pogreske najveci je prilikom upotrebe smjese heptana i 3%-n-
butil-acetata za ekstrakciju kompleksa Se-DAN, dok je najmanji postotak pogreske prilikom
upotrebe cikloheksana. Dobra ponovljivost rezultata prilikom upotrebe smjese, ali i heptana,

moze se pripisati tome §to navedena otapala manje isparavaju u usporedbi s cikloheksanom.
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4.5. Odredivanje selenija u uzorcima jaja

Nakon Kkalibracije sa standardnom otopinom selenija i mjerenja koncentracije selenija u
referentnom uzorku te odabira otapala, mjerile su se koncentracije selenija u uzorcima jaja.
Kao otapala za ekstrakciju kompleksa Se-DAN iz uzorka odabrani su cikloheksan i heptan.
Mjerenja su radena po istom principu kao i referent, S tri ponavljanja i tri razliCita volumena
uzoraka i otapala. Takoder su posebno odredivane koncentracije u kupovnim i domacim
jajima, kao i u Zumanjku (2) i bjelanjku (B). Mjerenja su radena na tri kupovna i tri domaca
jajeta. Kupovna jaja imaju oznaku KZ i KB, dok domaca imaju oznaku DZ i DB. Brojevi
oznacavaju iz kojeg jajeta su zumanjak, odnosno bjelanjak. Tablica 9. prikazuje rezultate

mjerenja za kupovna jaja, dok tablica 10. prikazuje rezultate mjerenja za domaca jaja.

Tablica 9. Prikaz i usporedba rezultata odredivanja selenija u Zumanjcima i bjelanjcima

kupovnih jaja koriste¢i cikloheksan i heptan kao otapala

m (Se) u uzorku / pg/g

uzorak cikloheksan heptan
KZ1 0,27 + 0,05 0,25 + 0,03
K72 0,19 + 0,05 0,15 + 0,02
KZ3 0,36 + 0,09 0,25 + 0,06
KB1 0,19 + 0,04 0,11 + 0,02
KB2 0,12 + 0,06 0,17 + 0,02
KB3 0,27 £ 0,03 0,24 + 0,03
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Tablica 10. Prikaz i usporedba rezultata odredivanja selenija u Zumanjcima i bjelanjcima

domacih jaja koristeci cikloheksan i heptan kao otapala

m (Se) u uzorku / pg/g
uzorak cikloheksan heptan
DZ1 0,23 + 0,04 0,22 +0,01
DZ2 0,12 + 0,04 0,18 +0,01
DZ3 0,32 +0,02 0,27 0,05
DB1 0,14 + 0,03 0,20 £ 0,01
DB2 0,14 + 0,03 0,18 + 0,01
DB3 0,27 + 0,03 0,25 + 0,02

pogreska kao Sto je objasnjeno u poglavlju 4.4.. Takoder je vidljivo da nema znacajne razlike
u koncentracijama selenija izmedu kupovnih i domacih jaja. Moze se uociti da su rezultati

veci za zumanjke $to odgovara literaturnim podacima [33].
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4.6. Odredivanje selenija u uzorcima jaja uz standardni dodatak

Ova mjerenja su, kao i prijasnja, radena u tri ponavljanja i s tri volumena (120, 150 i 180 pL).
Mjerenja uz standardni dodatak radena su kako bi se provjerila to¢nost odredivanja selenija
koristenom metodom. Mjerenja su se pokazala poprilicno uspjeSnima te je iskoriStenje unutar
+20% $to je prihvatljiv rezultat. Tablica 11. prikazuje rezultate mjerenja koncentracije selenija

nakon standardnog dodatka. Ova mjerenja vrSena su samo u cikloheksanu kao otapalu.

Tablica 11. Prikaz rezultata odredivanja selenija koriste¢i metodu standardnog dodatka uz

cikloheksan kao otapalo

m(gi?gﬁ:i;;ihlj r/arr]lg ! m (Se) dodana/ng | m(Se) ofekivana / ng Iskoristenje / %

187,16 0

189,99 40 227,16 83,63
305,34 80 267,16 114,26
296,66 120 307,16 96,58
337,95 160 347,16 97,35
397,29 180 367,16 108,20
481,82 240 427,16 112,78
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu fluorimetrijski se odredivao selenij u uzorcima jaja uz pomo¢ fluorescentnog
markera 2,3-diaminonaftalena. S obzirom da selenij nema sposobnost fluorescencije, njegovo
odredivanje metodom fluorimetrije temelji se na stvaranju kompleksa s fluorescentnim
markerom. Intenzitet fluorescencije nastalog kompleksa proporcionalan je koncentraciji
selenija. Za razaranje uzoraka koriStena je mikrovalna digestija. Kao otapala koristili su se
cikloheksan, heptan i smjesa heptana i 3%-n-butil-acetata. Uz odredivanje selenija u

uzorcima, takoder je ispitano koje otapalo je najpovoljnije za ovu vrstu analize.

Ucinkovitost i to¢nost metode ispitani su odredivanjem selenija u referentnom uzorku i

metodom standardnog dodatka.

Na temelju rezultata zakljuceno je kako je najbolje otapalo za ekstrakciju kompleksa Se-DAN
cikloheksan s obzirom da je koriStenjem tog otapala najto¢nije odreden sadrzaj selenija u
referentu uz greSku od samo 6,12%. Metoda standardnog dodatka je potvrdila tocnost metode

bududi da su se iskoristenja nalazila u podrucju = 20% $to je prihvatljivo.

Odreden je selenij u tri domaca i tri kupovna jaja pri ¢emu nije bilo znacajne razlike u

sadrzaju selenija izmedu domacih i kupovnih jaja.

Dodatnim istrazivanjima moglo bi se na¢i povoljnije otapalo za ovu metodu. Ono bi trebalo
Sto manje isparavati, §to manje se mijesati s vodom te bolje ekstrahirati kompleks iz otopine.
Takoder postoji 1 mogucnost pronalaska boljeg fluorescentnog markera koji bi specificno

vezao selenij te usavrSavanja metode.
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