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Arzen in selen sta elementa, ki ju v svoje telo vnesemo predvsem s hrano. Namen
diplomskega dela je bil ugotoviti celodnevni vnos selena in arzena z obroki
vojakov. Za dolocanje selena v 15 vzorcih celodnevnih vojaskih obrokov smo
uporabili metodo hidridne tehnike atomske fluorescencne spektrometrije (HG-
AFS). Pravilnost metode smo preverjali s standardnimi referen¢nimi materiali.
Ugotovili smo, da je povpre¢ni dnevni vnos 62,5 pg selena. Vsebnosti so se
nahajale v obmo¢ju od 34 do 113 pg Se/dan. Rezultate naSe raziskave smo
primerjali z literaturo in ugotovili, da se dobljeni rezultati za selen ujemajo s
priporocenimi vrednostmi. Arzen smo dolocali z radiokemino nevtronsko
aktivacijsko analizo, arzenove spojine pa smo doloc¢ali z metodo HPLC-(UV)-HG-
AFS. Za analizo arzenovih spojin smo poleg Sestih vzorcev celodnevnih vojaskih
obrokov, ki so vsebovali ribe, uporabili §e 6 vzorcev ribjih izdelkov. Vsebnost
arzena v obrokih, ki niso vsebovali rib, je bila od 4 do 20 pg, v obrokih, ki so
vsebovali ribe, pa od 42 do 218 pg. Vsebnosti arzenita (As'"'), arzenata (AsY),
monometil arzenove kisline (MMAY), dimetil arzenove kisline (DMAY), trimetil
arzonijevega iona (TETRA), trimetil arzenovega oksida (TMAO) in arzenoholina
(AsC) so bile pod mejo detekcije. Vsebnost arzenobetaina (AsB) v obrokih, ki so
vsebovali ribe, je bila med 0,01 pg/g in 0,27 ug/g. Tudi najvisja ugotovljena
vsebnost arzena v nasih vzorcih, ki je znasala 218 ug As/dan (3,1 pg na kilogram
telesne teze na dan, pri povprecni tezi 70 kg), je v obmoc¢ju BMDL,; (Benchmark
Dose Lower Confidence Limit), v katerem s 95 % verjetnostjo pricakujemo, da se
Skodljiv u¢inek ne bo pojavil pri 99 % ljudeh ali ve¢.
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Arsenic and selenium are elements that enter our bodies through ingestion of food
products. The purpose of this thesis was to establish the daily intake of arsenic and
selenium with military total diet. Selenium content in 15 samples of daily total diet
was defined by using the hydride generation atomic fluorescence spectrometry
method (HG-AFS). The accuracy of this method was tested with standard reference
materials. The average daily intake 62.5 pg selenium was determined. Its contents
ranged from 34 to 113 pg of Se / day. The results of our research were compared to
those from literature and we found that the results gained in regards to selenium are
in accordance with recommended values. Arsenic was defined by the radiochemical
neutron activation analysis (RNAA) and arsenic compounds were defined with the
HPLC-(UV)-HG-AFS method. In addition to six samples of daily military total diet
containing fish, the analysis of arsenic compounds was also done on 6 samples of
fish products. The content of arsenic in meals not containing fish ranged from 4 to
20 pg, and in meals containing fish from 42 to 218 ug. The contents of arsenite
(As"), arsenate (As"), methylarsonate (MMAY), dimethylarsinate (DMAY),
tetramethylarsonium ion (TETRA), tertramethylarsine oxide (TMAO), and
arsenocholine (AsC) were below the limit of detection. The content of
arsenobetaine (AsB) in meals containing fish ranged from 0.01 to 0.27 pg/g. Even
the highest determined arsenic content in our sample, which was 218 ng As / day
(3.1ug per kilogram of bodyweight per day at average weight of 70kg) falls within
the scope of BMDLy; (Benchmark Dose Lower Confidence Limit), where it can be
expected with a 95 % probability that the adverse affects shall not manifest in 99 %
of the population or more.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

AsB arzenobetain

AsC arzenoholin

BMDL; spodnja meja zaupanja primerjalnega odmerka (Benchmark Dose Lower
Confidence Limit)

CRM certificirani referen¢ni material

DMAA dimetil arzenova kislina

DRI Priporo¢en dnevni vnos (Dietary reference intake)

EFSA Evropska agencija za varnost hrane (European Food Safety Authority)

ET-AAS elektrotermi¢na atomska absorpcijska spektrometrija

FAO Mednarodna agencija za hrano (Food and Agriculture Organization)

GSHPx glutation peroksidaza

HG-AAS hidridna tehnika atomske absorpcijske spektrometrije

HG-AFS hidridna tehnika atomske fluorescen¢ne spektrometrije

ICP-MS induktivno sklopljena plazma z masno spektrometrijo

JECFA skupni strokovni odbor FAO/WHO za aditive v Zivilih (Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives)

MMAA monometil arzenova kislina

OPKP Odprta platforma za klini¢no prehrano

PTWI zacasni dopustni tedenski vnos (Provisional Tolerable Weekly Intake)

RNAA radiokemiéna nevtronska aktivacijska analiza

SeCys selenocistein

SeMet selenometionin

TETRA tetrametil arzonijev ion

TMAO trimetil arzenov oksid

TMSe trimetil selenonijev ion

WHO Svetovna zdravstvena organizacija (World Health Organization)
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1 UvOD

Vojaki so populacija, ki je zaradi specificnega delovanja izpostavljena vecjim
psihofizi¢nim obremenitvam. Zelo pomembno je, da se pocutijo zdravi in imajo veliko
energije, saj s svojim urjenjem in pripravo na krizne situacije vplivajo na varnost drzave.
Za zagotovitev energije ter makro- in mikrohranil, ki jih telo potrebuje, je pomembno
uzivanje uravnotezene hrane. Zagotovitev ustrezne prehrane je odvisna od ve¢ medsebojno
povezanih dejavnikov: kakovosti surovin za pripravo hrane, nacina priprave obrokov,
sestave in uravnotezenosti jedilnikov, koli¢ine hrane, ki jo vojaki pojedo, okolja, v katerem
se prehranjujejo, do tega, ali jedo sami ali v skupini, kulturne sprejemljivosti hrane,
povezane s prehranjevalnimi navadami itd. (Tharion in sod., 2005).

Ko govorimo o uravnotezeni prehrani, mislimo tudi na uZivanje zadostne koli¢ine
prehransko pomembnih mikroelementov, ki imajo pomembno vlogo pri energijski
presnovi. Enako velja tudi za vojake, za katere so predvsem zaradi fizi¢nega napora
posamezni elementi $¢ posebej pomembni.

Selen je element v sledovih. Spada med esencialne elemente za ¢loveka, saj je v majhnih
koli¢inah bistven za zivljenjske procese. Pri vnosu velikih koli¢in je lahko toksic¢en.
Selenobeljakovine iz druzine glutation peroksidaz imajo antioksidativno vlogo, saj s¢itijo
celice pred oksidativnimi poskodbami, beljakovine iz druzine jodotironin dejodinaz pa
vplivajo na delovanje imunskega sistema in $¢itnice (Brown in Arthur, 2001).

Primarni vir selena je hrana. Priporocen dnevni vnos selena znaSa 55 pug Se/dan (DRI,
2000). Referen¢ne vrednosti za vnos hranil (2004), ki veljajo za odraslo populacijo
Slovenije, navajajo priporo¢en vnos v obmoc¢ju med 30 in 70 ug Se/dan. Enako vrednost
navajajo tudi Prehranska priporo¢ila za Slovensko vojsko. Vendar, kot poudarjajo
raziskovalci (Combs, 2001), stanje preskrbljenosti s selenom ni odvisno le od koli¢ine
zauzite s hrano, ampak tudi od kemijske oblike selena, ki vpliva na biorazpolozljivost in na
porazdelitev le-tega v telesu.

Zaradi obic¢ajno majhne vsebnosti selena v hrani so za dolocanje tega elementa primerne
metode, ki imajo nizko mejo zaznavnosti. Uporabljajo se radiokemi¢na nevtronska
aktivacijska analiza (RNAA), hidridna tehnika atomske absorpcijske spektrometrije (HG-
AAS), induktivno sklopljena plazma z masno spektrometrijo (ICP-MS) in elektrotermi¢na
atomska absorpcijska spektrometrija (ET-AAS), v zadnjem ¢asu pa tudi metoda hidridne
tehnike atomske fluorescenéne spektrometrije (HG-AFS).
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Arzen je dvajseti najpogostejsi element v zemeljski skorji, Stirinajsti v morski vodi in
dvanajsti najpogostejsi element v ¢loveskem telesu. V organizem vecinoma prihaja s hrano
in vodo (Woolson, 1975).

Ceprav je med ljudmi razsirjeno prepri¢anje o toksi¢nosti arzena, elementarni arzen ni
strupen za ljudi in zivali (Srebocan, 1993). Po nekaterih predvidevanjih naj bi bil za
¢loveka celo esencialen.

1.1 NAMEN DELA IN HIPOTEZE

Delo v okviru te diplomske naloge je le del obsezne raziskave o energijski in prehranski
kakovosti celodnevnih vojaskih obrokov (Stibilj, Slejkovec, 2004).

Poleg glavnih hranljivih snovi, energijske vrednosti in posameznih prehransko pomembnih
komponent je treba poznati tudi vsebnost elementov.

Ker sta arzen in selen elementa, ki ju ¢lovek zauZije s hrano, smo v okviru nase raziskave,
Vv petnajstih celodnevnih vojaskih obrokih, analizirali vsebnost selena, ki je esencialen za
¢loveka in zival, in arzena, katerega esencialnost Se ni potrjena.

Namen nasega dela je bil dolociti vsebnost arzena in selena v celodnevnih obrokih hrane v

vsebovali ribe, smo dolo¢ili tudi arzenove spojine.

Predvidevali smo:
- daso obroki sestavljeni tako, da je zagotovljen priporoc¢en dnevni vnos selena,

- da je vsebnost arzena v obrokih v obmocju, kjer s 95 % verjetnostjo pri¢akujemo,
da se skodljiv ucinek pri ¢loveku ne bo pojavil,

- da je arzenobetain glavna spojina v ribah in ribjih izdelkih.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 VOJASKA PREHRANA, ENERGIJA

Prehrana je za vojaka eden izmed najpomembnej$ih pogojev za vzdrZevanje ustrezne
telesne zmogljivosti in s tem tudi bojne pripravljenosti (Military Strategies ..., 1999).

Normativi za prehrano vojakov na sluzenju vojaskih obveznosti so dolo¢eni na podlagi:

splosnih nacel in spoznanj stroke, ki veljajo za uravnotezeno, zdravo in sodobno
prehrano,

e ocene telesnih obremenitev med urjenjem,

e rezultatov antropometri¢nih meritev,

e rezultatov prehrambne ankete vojakov, ki vkljuuje mnenja, zelje ter predloge
vojakov (Pograjc, 2001b).

Primerna koli¢ina zauzite hrane in tekoCine izboljSuje pripravljenost. Na splosno velja, da
je koli¢ina zauzite energije enaka koli¢ini energije, ki se porabi (energija vnosa = energija
iznosa). Preve¢ zauzite energijsko bogate hrane povzrofa pridobivanje teze in s tem
zmanjsanje kondicije, premalo hrane pa povzroca utrujenost (Giese, 2003).

Vojake lahko glede na energijske potrebe primerjamo s fizicnimi delavci oziroma
Sportniki. Pri njih znaSa delez energijske porabe na racun fizicne obremenitve do tri
Cetrtine celotnega energijskega vnosa (Pograjc in Dernovsek, 1996).

Energijska vrednost dnevnega jedilnika, prilagojena na fiziéno obremenitev med
usposabljanjem za vojake v pehoti, znasa 15.000 kJ (3585 kcal). Dovoljeno jo je povecati z
dodatkom kruha glede na individualno potrebo vojaka za priblizno 2000 kJ (478 kcal). Ob
najvecjih obremenitvah, kot so celodnevni pohodi, izjemno naporno terensko usposabljanje
ipd., znaSa dnevna energijska poraba 20.000 kJ (4780 kcal). Med obremenitvijo se s
prehrano pokrije le del energijskih potreb, kar je najmanj 14.000 kJ. Razlika se pokrije s
prehranskimi dodatki. Za rodove, kjer je usposabljanje napornejse kot pri pehoti, se razlika
v energijski vrednosti pokrije s predpisanimi prehranskimi dodatki (Pograjc, 2001a).
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Preglednica 1: Razmerja hranil jedilnika (Pograjc, 2001a)

Energijska vrednost hranil
od do
Celodnevni energijska vrednost (kJ) 14.250 15.750
obrok beljakovine (g) 89 134
mascobe (g) 90 134
ogljikovi hidrati (g) 446 625

Prehranska priporocila za Slovensko vojsko predpisujejo za napornejSe telesne aktivnosti
okoli 15.000 kJ na dan. Glavno energijsko Zivilo so ogljikovi hidrati, ki pokrijejo od 50 do
70 % potreb po energiji. Mascobe pokrijejo od 20 do 30 % (najve¢ 35 %) dnevnih
energijskih potreb, beljakovin pa naj bi bilo v dnevni prehrani od 10 do 15 %. V dnevni
prehrani mora biti tudi od 20 do 35 gramov prehranskih vlaknin, prav tako pa so predpisani
tudi dnevni vnosi makro-, mikro- in nekaterih elementov v sledovih ter vitaminov
(Prehranska priporocila..., 2004; Referen¢ne vrednosti..., 2004).

2.1.1 Rezim prehranjevanja

Jedilnik vojakov vsebuje S$tiri dnevne obroke: zajtrk, dopoldansko malico, kosilo in
veCerjo. V Casu celodnevnega usposabljanja oziroma urjenja na terenu pa v jedilniku
izpustijo malico. Energijski delez, ki ga vsebuje malica, v takem primeru razporedijo med
druge obroke.

Energijski deleZi posameznih obrokov znasajo:
e zajtrk, od 20 do 30 %,
e malica, od 10 do 15 %,
e Kkosilo, od 35 do 40 %,
e vecerja, 0d 20 do 30 % (Pograjc, 2001a).

Obseg obrokov narekuje celodnevna aktivnost vojakov. Tik pred ve¢jim telesnim naporom
naj vojakom ne bi ponujali glavnega obroka; v primeru, da vojaki pred naporom cutijo
lakoto, je priporoc¢ljiv manjs$i ogljikohidratni obrok, ki ne obremeni presnove. Pri
nacrtovanju jedilnikov ni treba natanéno koli¢insko odmerjati obrokov (zaradi razli¢nih
fizioloskih potreb posameznih vojakov); treba pa je poudariti pomembne skupine Zzivil:
ogljikohidratna Zivila, sadje, zelenjava ter beljakovinska zivila. Koli¢ino zauzite hrane bolj
ali manj regulira tek posameznika (Pokorn, 1991).



Oresnik B. Vsebnost selena in arzena v celodnevnih obrokih slovenske vojske.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2016

2.2 SELEN

Selen je eden najbolj redkih elementov, vendar je kljub temu klju¢na sestavina zivljenja.
Leta 1817 ga je na tleh svincenih komor v tovarni Zveplene kisline odkril $vedski kemik
Jons Jakob Berzelius, njegovo toksi¢nost pa je najbrz ze v 13. stoletju, med potovanjem po
Kitajski, opisoval Marco Polo (Reilly, 1996).

Selen je element, ki se nahaja v Sesti skupini periodnega sistema. V tej skupini sta poleg
selena $e nekovini kisik in zveplo, kot tudi kovini telur in polonij. Selen spada med
metaloide, saj ima tako kovinske kot nekovinske lastnosti. V' anorganskih spojinah je lahko
prisoten kot elementarni selen (Se%) ali v oksidirani obliki kot selenit (SeO(OH),) in
selenat (SeO,(OH),) (Suzuki, 2005). Najbolj znani organski spojini, ki sta naravno prisotni
v celicah in tkivih, sta selenoaminokislini selenocistein (SeCys) in selenometionin
(SeMet). Selen ima 6 naravnih izotopov: "“Se, °Se, "’Se, "®Se, #°Se in ®Se (Reilly, 1996).

2.2.1 BioloSka vloga selena
2.2.1.1 Metabolizem selena

Selen pride v na$ organizem preko prebavnega trakta, respiratornega trakta ali preko koze.
Najve¢ selena v telo vnesemo s hrano, njegova absorpcija pa poteka v dvanajstniku,
slepi¢u in debelem cCrevesju (Klapec, 1998). S hrano zauZijemo selen predvsem v obliki
selenoaminokislin (selenometionin in selenocistein) (Suzuki, 2005), in ko le-te prispejo do
mesta absorpcije, se v procesu presnove pretvorijo v druge oblike (Reilly 2002). Na
splosno se selen v organski obliki (selenocistein in selenometionin) absorbira bolje kot v
anorganski obliki (selenit, selenat) (Reilly, 1996). Iz intestinalnega trakta se absorbira
priblizno 95 % selena v anorganski obliki, v organski obliki pa skoraj 100 % (Windisch,
2002).

Metabolizem selena je odvisen od kemijske oblike Se (slika 1).
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beljakovine
— brez selena
selenit, absorpcija L»
selenat ———————» Se —» selenid — selenofosfat funkcionalne
~95% Se vezujode
T beljakovine
(vsebujejo
prebavni notranjost  oksidacija selenocistein)
trakt telesa aminokislin
T razgradnja
" beljakovin
selenometionin, absorpcija proste —— > nefunkcionalno
selenocistein . Se-_ . [ Se-aminokisline € kopicenje
amlnoklslln sinteza Se-aminokislin
~100% beljakovin v tkivih

Slika 1: Presnovna pot anorganskega selena in selen vsebujo¢ih aminokislin (Windisch, 2002)

Anorganske selenove soli (selenit, selenat) vstopajo v redukcijsko pot in nastane selenid.
Aminokislina selenometionin (SeMet) lahko nadomesti metionin v beljakovinah ali pa se
pretvori v selenocistein (SeCys), ki se s pomoc¢jo B-liaze nato pretvori v selenid (Suzuki,
2005). Selenid ima dve mozni metabolni poti. Ena izmed njiju je izlo¢anje z urinom, druga
pot pa je tvorba selenobeljakovin. Pri tvorbi selenobeljakovin se selenid poveze s tRNA in
nastane kompleks tRNA®Y ki se vgradi v selenobeljakovine s posebno UGA-kodon
sekvenco (Finley, 2006). Selen se izlica z urinom v obliki selenosladkorjev. Kadar pa je
vnos tako velik, da je toksicen, se izloc¢a tudi kot dimetilselenid z izdihanim zrakom in kot
trimetilselenonijev ion z urinom (Francesconi in Pannier, 2004).
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A\) selenoprotein B) Se vsebujo¢ protein C) nespecifi¢no vezan element na
protein

Slika 2: Proteini, ki vsebujejo selen (Suzuki, 2005)

Selenove spojine se torej prenaSajo po telesu s krvjo, ve¢inoma vezane na beljakovinske
albumine in B-lipoproteine, ki se nato odlagajo v telesnih organih (Reilly 1996). Najveé
selena vsebujejo jetra, nekoliko manj ledvice. V obeh organih poteka izgradnja vecine
selenobeljakovin (Suzuki, 2005).

Biorazpolozljivost selena je definirana kot kvantitativno merilo izkori$¢enosti hranila pod
specifinimi pogoji za vzdrzevanje normalne strukture organizma in fizioloskih procesov.
Odvisna je od koli¢ine selena, topnosti, absorpcije, vrste Zivila, kemijske oblike selena,
fizioloSkega stanja organizma (Reilly, 1996). Organske oblike selena so bolj
biorazplozljive kot anorganske (Navarro - Alarcon in Cabrera - Vique, 2008).

Izlo¢anje selena iz telesa poteka v glavnem po treh poteh: z urinom preko ledvic, z blatom
preko gastrointestinalnega trakta in z izdihanim zrakom preko plju¢ (Reilly, 1996). Vse od
prve objave leta 1969, ko so v urinu odkrili trimetilselenonijev ion (TMSe), je veljalo, da je
to eden glavnih metabolitov presnove selena. Ve¢ kot trideset let kasneje so z uvedbo
novej$ih analiznih metod dokazali, da je TMSe v urinu prisoten le v zelo majhnih
koncentracijah oziroma ga sploh ni (Francesconi in Pannier, 2004). Suzuki in sod. (2002)
so odkrili, da je glavni metabolit v urinu selen vsebujoc¢ sladkor oziroma selenosladkor 2.
V manjsih koli¢inah sta v urinu prisotna tudi selenosladkor 1 in selenosladkor 3. Skozi
kozo ali pljuca se selen izlo¢i v obliki dimetilselenida (zadah po ¢esnu) (Suzuki, 2005). Ko
je vnos selena nizek, je izloCanje z urinom zmanj$ano, ko pa je vnos povecan, je tudi
izlo¢anje povecano (Navarro - Alarcon in Cabrera - Vique, 2008).
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2.2.1.2 Selenobeljakovine v telesu

Selenobeljakovine so skupina beljakovin, ki kot del polipeptidne verige vsebujejo
selenocistein (Papp in sod., 2007), medtem ko beljakovine, ki vsebujejo selen v obliki
selenometionina, imenujemo selen vsebujoCe beljakovine (Suzuki, 2005). Vse do sedaj
identificirane selenobeljakovine so selenoencimi (Behne in Kyriakopoulos, 2001).

Pomembne selenobeljakovine so (Brown in Arthur, 2001):
- druzina glutation peroksidaz (GSHPX):
e Kklasi¢na glutation peroksidaza (GPx 1),
e gastrointestinalna glutation peroksidaza (GPx 2),
o ekstracelularna glutation peroksidaza (GPx 3),
o fosfolipidna hidroperoksid glutation peroksidaza (GPx 4).
Imajo antioksidativno delovanje, pomembno pri preprecevanju oksidativnih poskodb, ker
razgrajujejo nastale perokside.

- tioredoksin reduktaze (TR)
Katalizirajo NADPH-odvisno redukcijo oksidiranega tioredoksina, ki je klju¢en dejavnik
pri regulaciji redoks procesov v celici.

- selenoprotein P

Priblizno 60 % selena v plazmi je vezanega v selenoprotein P, ki deluje kot prenasalec
selena v tkiva. Povezujejo ga s celicnimi membranami, zato domnevajo, da deluje kot
antioksidant.

- druzina jodotironin dejodinaz:
e tip 1 jodotironin dejodinaza,
e tip 2 jodotironin dejodinaza,
e tip 3 jodotironin dejodinaza.
Katalizirajo aktivacijo in inaktivacijo §¢itni¢nih hormonov.

- selenofosfat sintetaza
To je encim, ki je potreben za vkljucitev selenocisteina v selenobeljakovine (Brown in

Arthur, 2001).

Funkcije ostalih selenobeljakovin (selenoprotein W, 15-kDa selenoprotein, 18-kDa
selenoprotein itd.) do sedaj Se niso popolnoma znane (FAO/WHO, 2001).
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2.2.2 Selenin zdravje

Selen je element v sledovih z ozko mejo med pomanjkanjem in toksi¢nostjo, esencialen za
normalno delovanje organizma (Suzuki, 2005). Je sestavni del pomembnejsih metabolnih
poti, vkljuéno s sintezo §Citni¢nih hormonov in antioksidativnimi procesi (Brown in
Arthur, 2001). Prepoznavanje esencialnosti Se se je zacelo, ko sta Schwarz in Foltz leta
1957 odkrila, da lahko natrijev selenit prepre¢i nekrozo jeter pri podganah s pomanjkanjem
vitamina E. Po tem odkritju so celemu nizu bolezni pripisali pomanjkanje tega elementa
(Klapec in sod., 1998).

Prvi opisani bolezni, povezani s pomanjkanjem selena, sta Keshanova bolezen,
kardiomiopatija, in Kashin-Beckova bolezen, bolezen povecanih sklepov ali
osteoartropatija, ki se pojavljata na severnem Kitajskem, Kjer prehrana vsebuje zelo malo
selena (Reilly, 1996).

Na geografskih podrocjih, kjer je vsebnost selena v tleh visoka, lahko pride do zastrupitve
s selenom, ki jo imenujemo selenoza. Najbolj tipien znak prevelike koli¢ine zauZzitega
selena pri ljudeh je znacilen zadah po ¢esnu (izlo¢anje dimetil selenida). Glavni simptomi
letalne zastrupitve so: nekroti¢na degeneracija jeter, fibroza ledvic in miokardialna
kongestija (Reilly, 1996).

Selen je potreben za pravilno delovanje imunskega sistema. Pomemben je v prehrani
pacientov okuzenih z virusom HIV, saj preprecuje razvoj virulence in napredovanju virusa
HIV v AIDS. Vpliva na gibljivost spermijev in lahko zmanj$a moznost splava (Rayman,
2000). Posebna pozornost raziskovalcev je posvecena tudi mozni povezavi med vnosom
selena in kroni¢nimi boleznimi, kot so rak in kardiovaskularne bolezni (Reilly, 1996).

2.2.2.1 Dnevni vnos selena

Dnevni vnos selena, ki naj bi pokril potrebe pri ljudeh, se po posameznih podrocjih zelo
razlikuje. Odvisen je od koncentracije selena v hrani in od koli¢ine hrane, ki jo zauzijemo.
Koncentracija selena v hrani je odvisna predvsem od vsebnosti tega elementa v zemlji
(Kabata - Pendias, 2001).

Na podlagi raziskav je bil dolocen priporo¢en dnevni vnos selena (RDA — Recomended
Daily Allowance), ki znaSa 55 pg/dan. Pri dojenckih in otrocih so te vrednosti manjse,
medtem ko so priporoCene vrednosti dnevnega vnosa za nosecnice in dojece matere vecje
(DRI — Dietary reference intakes, 2000). Referen¢ne vrednosti za vnos hranil (Ministrstvo
za zdravje, 2004), ki veljajo tudi za Slovenijo, ocenjujejo, da se s 30—70 pg Se/dan doseze
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primeren vnos za odrasle. Enako vrednost opredeljujejo Prehranska priporocila za
Slovensko vojsko (Pograjc, 2011; Prehranska priporocila ..., 2004).

Leta 1996 je WHO navajala potrebe po selenu (dvotretjinsko nasi¢enje aktivnosti

glutationperoksidaze), za zenske 30 ug/dan in za moske 40 ug/dan (Referen¢ne vrednosti
..., 2004).

Preglednica 2: Priporo¢eni dnevni vnos selena (ug Se/dan)

Starostna skupina Re?;g?i':;:ﬁeéggsg z FA(%\(;\;I;O Reilly (1996) | DRI (2000)
Dojencki
Od 0 do manj kot 4 mesece 5-15
0-6 mesecev 6 15
Od 4 do manj kot 12 mesecev 7-30
7-12 mesecev 10 20
Otroci
1-3 leta 10-40 17 20
4-6 let 22
4-7 let 15-45
4-8 let 30
7-9 let 20-50 21
9-13 let 40
Od 10 do manj kot 13 let 25-60
Mladostniki
Deklice, 10-18 let 26
Fantje, 10-18 let 32
Od 13 do manj kot 15 let 25-60
14-18 let 55
Mladostniki in odrasli
Od 15 do manj kot 19 let 30-70
0Od 19 do manj kot 25 let 30-70
19-30 let 55
Od 19 do manj kot 51 let 30-70
Zenske, 19-65 let 26
Moski, 19-65 let 34
Od 25 do manj kot 51 let 30-70
31-50 let 55
Od 51 do manj kot 65 let 30-70
51-70 let 55

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 2: Priporo¢eni dnevni vnos selena (ug Se/dan)

. Referencne vrednosti za FAO/WHO .
Starostna skupina vnos hranil (2004) (2001) Reilly (1996) | DRI (2000)
Zenske nad 65 let 25
Moski nad 65 let 33
Nosecnice 30-70
2. trimester 28
3. trimester 30
Dojece matere 30-70
0-6 mesecev po rojstvu 3
5

otroka
7-12 mesecev po rojstvu

42
otroka

Vsebnost selena v obroku se lahko doloc¢i s kemijsko analizo ali z izraCunom s pomocjo
prehranskih tabel. Korousi¢ Seljak in sod. (2013) so v svoji raziskavi primerjali rezultate
kemijskih analiz dvajsetih dnevnih obrokov, namenjenih fizi¢no aktivnim mosSkim, z
izraCunanimi vrednostmi iz prehranskih tabel. Najve¢ji odklon med izrac¢unanimi
vrednostmi in vrednostmi dobljenimi s kemijsko analizo je bil pri vsebnosti Se in I,
medtem ko je bil odklon pri ostalih elementih manjsi. Tako so potrdili, da je spletni portal
OPKP (Odprta platforma za klini¢no prehrano) primerno orodje za izracun makro hranil
izbranih esencialnih elementov (Ca, Fe, Mg, Zn, Na, P in Cu), vode in energije, ne pa tudi
za selen in jod.

Pokorn in sod. so v letih 1988-1989 in leta 1992 ugotavljali dnevni vnos selena v domovih
za starejSe obcane. V celodnevnih obrokih hrane v sedmih domovih za starejSe obéane v
Ljubljani so v letih 1988-1989 dolocili povprecen vnos selena na 40 pg Se/dan. Leta 1992
so v raziskavo vkljucili 51 domov za starejSe obCane Sirom Slovenije. Dolo¢ili so niZji
povprecni vnos selena, ki je znaSal 30 pug Se/dan. Ugotavljali so, da je vzrok temu
najverjetneje manjsa masa obroka, ki jo potrebujejo starejsi ljudje (Pokorn in sod., 1998).

Smrkolj in sod. (2004) so ugotavljali dnevni vnos selena v celodnevnih obrokih vojaske
hrane v $tirih slovenskih vojasnicah. V obrokih so dolo¢ili povpre¢no 87 pg Se/dan, s
¢imer so dokazali zadosten povprecen dnevni vnos selena.

2.2.3 Selenv hrani

Hrana je glavni vir selena in priblizno 80 % le-tega se absorbira, odvisno od tipa zauzite
hrane. Prehranska vloga selena je odvisna od tega, ali je selen v organski ali anorganski
obliki. V hrani zivalskega izvora je organski selen predvsem v obliki selenocisteina, v



12
Oresnik B. Vsebnost selena in arzena v celodnevnih obrokih slovenske vojske.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2016

rastlinski hrani pa v obliki selenometionina. Anorganske oblike selena, kot sta selenit in
selenat, so v hrani prisotne v zelo majhnih koli¢inah, obi¢ajno pa so prisotne le v
prehranskih dopolnilih (Reilly, 2002). Selenometionin celo pri majhnem doziranju s
prehranskimi dopolnili, po nasi¢enju glutation preoksidaze pripelje do oblikovanja zalog
selena (Referen¢ne vrednosti ..., 2004).

Na prisotnost selena v hrani vpliva tudi vsebnost beljakovin, saj zaradi fizikalno-kemijskih
podobnosti selen lahko nadomesti zveplo v aminokislinah, kot SeMet, SeCys in
selenocistationin (Navarro - Alarcon in Lopez - Martinez, 2000). Organizem iz selenovih
spojin gradi selenoaminokisline, te pa so sestavni del beljakovin (Navarro - Alarcon in
Cabrera - Vique, 2008).

Delez vnosa selena s posameznimi skupinami zivil prikazuje slika 3 (povzeto po Foster in
Sumar, 1997).

B =idje

W iita

B meso

B ribe

B mleko, mlecniizdelkiin jajca

B maitobhe

zelenjava

Slika 3: Delez vnosa selena s posameznimi skupinami zivil (Foster in Sumar, 1997)

Reilly (2002) navaja, da so najbolj bogat vir selena jetra (0,05-1,33 mg/kg), misi¢nina
(0,06-0,42 mg/kg) in ribe (0,05-0,54 mg/kg). Vsebnost selena v zivilih zivalskega izvora
je v veliki meri odvisna od zemlje, na kateri rastejo krmne rastline ali se pasejo Zivali
(Zlender, Bitendevi dnevi, 2009). Zivila rastlinskega izvora vsebujejo malo selena (< 0,1
mg Se/kg) (Trace elements, 1996). Ventura in sod. (2009) so to ugotavljali v raziskavi, kjer
so dolocali selen v sadju in zelenjavi — v pomaranci, jabolku, paradizniku, krompirju,
solati, zelju, cvetaci, brokoliju in korenju. Od preiskovanih vzorcev je najve¢ selena
vseboval brokoli (0,39 + 0,32 mg/100 g sveZzega vzorca), najmanj pa paradiznik (0,03
mg/100 g svezega vzorca). Foster in Sumar (1997) ugotavljata, da je prispevek zelenjave k
dnevnemu vnosu selena priblizno 11 %. Zita vsebujejo le 0,01-0,31 mg Se/kg, vendar
imajo zaradi velike uporabe v prehrani prav tako velik prispevek k dnevnemu vnosu
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selena. Najbogatejsi naravni vir selena pa so brazilski orescki (53 pg/g), saj ze z zauzitjem
enega ore$cka zadovoljimo dnevno potrebo po tem elementu (Reilly, 2002).

Literatura navaja, da se je treba izogibati enostranskim prehranjevalnim navadam. Rizi¢ne
skupine za nezadosten vnos selena so osebe z enostransko prehrano, npr. strogi vegani ter
osebe s prehrano z malo energije in beljakovinami (Referenéne vrednosti ..., 2004).

Vsebnost selena v hrani in pijaci variira. Poznamo predele po svetu, ki so bogati s selenom,
kot tudi tiste, kjer zemlja in voda vsebujeta zelo malo selena, in s tem je posledi¢no
njegova vsebnost majhna tudi v zivilih (Foster in Sumar 1997, Navarro - Alarcon in
Cabrera - Vique, 2008). Psenica iz ZDA in Kanade ima visoko koncentracijo selena, saj
prihaja z obmodij, kjer so tla bogata s selenom, pSenica iz Evrope pa prihaja z obmocij z
nizko koncentracijo selena (Reilly, 2002).

2.3 ARZEN

Nemski alkimist Albertus Magnus (1193-1280) je bil prvi, ki je leta 1250 izoliral arzen.
Arzen spada v peto skupino periodnega sistema z atomskim Stevilom 33 in relativno
atomsko maso 74,92. Spada med metaloide, saj so fizikalne lastnosti arzena podobne
kovinam (Molin, 2015).

Arzen je dvajseti najpogostejsi element v zemeljski skorji, Stirinajsti v morski vodi in
dvanajsti najpogostejsi element v ¢loveSkem telesu (Woolson, 1975). Prisotnost arzena v
okolju je lahko:

e Naravnega izvora (60 %): v okolje pride s pomoc¢jo vulkanske aktivnosti, spiranja
mineralov, preperevanja kamnin ter z bioloSko aktivnostjo.

e Antropogenega izvora (40 %): v okolje pride s predelavo rudnin, z izgorevanjem
fosilnih goriv, z odpadki kemijske in farmacevtske industrije, z uporabo pesticidov,
farmacevtskih preparatov in detergentov ter z erozijo zemlje. Antropogeni izpust
arzena v 20. stoletju naj bi znasal priblizno 110.000 ton letno, kar je 2,5-krat ve¢
kot pri preperevanju kamnin (Moore in Ramamoorthy, 1984; Codex alimentarius
commission, 1999).

Arzen obstaja v stirih oksidacijskih stanjih: —3 (arzin), 0 (elementarni arzen), +3 (arzenit)
in +5 (arzenat). Vecina arzenovih spojin, ki jih najdemo v organizmih in hrani, je v
petvalentnem oksidacijskem stanju (Molin, 2015).

Arzen se v naravi nahaja v razlicnih anorganskih in organskih spojinah. Metabolizem in
toksi¢nost teh spojin se moc¢no razlikujeta. Medtem ko je anorganski arzen (predvsem
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arzenit) prakticno sinonim za strup, so metilirane spojine mnogo manj toksi¢ne,
arzenobetain pa je po doslej znanih podatkih celo v 300-krat vecji koli¢ini kot arzenit
povsem neskodljiv (V. Stibilj, Z. Slejkovec, LP 2004, MORS).

Obicajne arzenove spojine v morski hrani ter njihovo strukturo prikazuje preglednica 3.

Preglednica 3: Arzenove spojine (Molin, 2015)

Spojina Akronim Kemijska struktura Nahajanje
_ HO—As— OH o . o
Arzenit As(I11) | Zelo toksicen in karcinogen za ljudi.
OH
0 oy . . .
I Zelo toksic¢en in karcinogen za ljudi.
Arzenat As(V) HO—As— OH Predstavlja glavno obliko arzena v morski
O|H vodi in onesnazeni pitni vodi.
Sestevek arzenita in arzenata obicajno
Anoraanski imenujemo anorganski arzen. Pri ljudeh se
g las vecinoma metabolizira v DMA in MA.
arzen . . .
Najdemo ga predvsem v morski travi,
lupinarjih in rizu.
CH; e .
| Je netoksicen in naj ne bi bil karcinogen za
Arzenobetain | AB H3C—As*— CH,-COOH ljudi. V urinu se izlo¢i nespremenjen. Je
CI|-I glavna oblika arzena v ve€ini morske hrane.
3
CH; .. oy .
| Njihova toksi¢nost Se ni znana. So glavna
0=As o PR oblika arzena v uzitnih algah in lupinarjih. Ve¢
Arzeno- | . S oy
sladkorji CHs kot 20 arzenosladkorjev naj bi imelo razli¢no
R skupino. Pri ljudeh so obsezno
OH OH metabolizirani v glavhem v DMA.
. . CH
Trimetil N . . . .
: Manj pomembna oblika, prisotna v veéini
arzer_ul TMAP HyC—As —CH,-CH-COOH | 0 hrane.
propionat
CH,

. (o] . . . .
Monometil I Spada v skupino potencialno karcinogenih
arzenova (V) MA(V) HO—As— CH; snovi za ljudi. Metabolit anorganskega arzena
kislina | v urinu pri ljudeh.

OH
Toksi¢na spojina, pomembna za nacin
Monometil HO —As— CH, toksi¢nega delovanja arzena. V hrani
arzenova (I11) | MA(III) | obi¢ajno ni prisotna, prisotna pa je v nekaterih
kislina OH

¢loveskih vzorcih urina kot metabolit
anorganskega arzena.

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 3: Arzenove spojine (Molin, 2015)

Spojina Akronim Kemijska struktura Nahajanje
Lo 0 Potencialno karcinogena za ljudi. V manjsini
Dimetil I . . - : .
prisotna v morski hrani. Je glavni metabolit
arzenova (V) DMA(V) HsC—As — CH; —_
- anorganskega arzena, arzenosladkorjev in
kislina S
OH arzenolipidov.
Zelo toksic¢na. Zelo nestabilna (reaktivna)
Dimetil HaC—As — CHs spojina, ki jo je tezko izmeriti. Ni prisotna v
arzenova (I11) | DMAC(III) | hrani, nasli pa so jo v nekaterih ¢loveskih
kislina OH vzorcih urina kot metabolit anorganskega
arzena.
CH3
Trimetl o Manj pomembna arzenova spojina, prisotna v
arzenov oksid | 1 MAO 0=As—CH; morski hrani.
CH,
CH; Velja za toksi¢no spojino. Manj pomembna
Tetrametil . arzenova spojina, prisotna v morski hrani.
arzonijev ion TETRA HC—As™—CH, Nasli so ga tudi v morski hrani, ki je bila
CH, obdelana pri visoki temperaturi (> 150 °C).
CH; . . . S
| Netoksi¢na spojina.V morski hrani je prisotna
Arzenoholin AC HyC—As"—CH;-CH,-OH | v sledovih. V bioloskem sistemu oksidira v
| AB.
CH;
ﬂ Potencialno toksi¢na spojina. Metabolit
L i anorganskega arzena in arzenosladkorjev,
Thio-DMA | HiC Af CHs verjetno kot rezultat predabsorbcijskega
OH metabolizma v Gl traktu.
(:r||3
S N
. CHs OH
Arzenolipidi

So arzenove spojine: arzen vsebujoce mascobne Kisline, arzen vsebujoce ogljikovodiki,
arzenosladkorji — fosfolipidi in kationski trimetilarzeno mas¢obni alkoholi. Najdemo jih
tako v ribjem olju in mastnih ribah kot tudi v drugi morski hrani. Skupaj z DMA se
metabolizira kot glavni metabolit v urinu, pri tem pa nastajajo reaktivni vmesni produkti.

2.3.1 Presnova arzena in arzenove spojine

2.3.1.1 Absorpcija in izlo¢anje arzena

Vecina arzena v organizem prihaja z absorpcijo iz prebavnega trakta, vstopa pa lahko tudi
preko dihal in koze. Absorpcija arzena iz prebavil je odvisna od njegove zvrsti, topnosti in
oblike (Srebocan, 1993). Sestava hrane kot tudi prisotnost drugih komponent hrane v
prebavnem traktu vplivajo na absorpcijo arzena. Arzenove spojine, ki so topne v vodi, se
lazje absorbirajo kot spojine topne v lipidih (EFSA, 2009).
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Po resorpciji iz prebavnega trakta arzenove zvrsti prehajajo v jetra, nato pa v krvni obtok.
Pri tem se lahko spremeni njihova kemijska oblika. Absorbirani arzen se v razli¢na tkiva
vgrajuje v razli¢nih koli¢inah. Na splo$no velja, da se najve¢ arzena nalozi v jetra, ledvice
in kostni mozeg (Srebocan, 1993).

Arzen v morski hrani

Arzen v tkivih

r=== L IIT) Metabolizem (jetra) J - ) IV) Izlocanje (iolé)J

1.AB 4. MA (" L. b
2.iAs 5. Arzenolipidi =g IV)Izlotanje (neposredno z blatom)
3.DMA 6. Arzenosladkor;ji i
L ~ |}
1 - S ]
1 'S Al 1
: Predabsorbcija: metabolizem arzena :
] .® s ¢revesno mikrofloro 1
\4 - '
’ o e 1
I) Absorbcija (Gl-trakt) " -
. ' ‘ 1
1 III) Porazdelitev ]
v (vsa tkiva) 1
; | 1
Arzen v plazmi )‘ :
R 1
A i
1
|}
1
1
|}
|
|
1
[ |

i Metaboliti v tkivih 5
- - 1
\4 -
‘ IV) Izlotanje (ledvice) ] ] \4
‘ L] ‘ Metaboliti v blatu
; \ 4
Arzen in arzenove spojine (metaboliti) v urinu
1. AB + endogeni AB 4. MA + DMA
2. DMA + MA 5., 6. DMA + tia in oksa arzenove spojine
3. DMA + Thio-DMA + Tmao
V.

Slika 4: Prikaz absorpcije, distribucije, presnove in izlo¢anja arzenovih spojin iz morske hrane (Molin, 2015)

Vegji del arzena se iz organizma izlo¢i z urinom, v manjsi koli¢ini pa tudi z blatom in
zolcem. Ostale poti izlo¢anja so v glavnem nepomembne, ¢eprav se nekaj arzena izloci
tudi z znojem ali preko koze, nekaj pa se ga nalozi v dlako in nohte (Molin, 2015). Na
izloCanje arzena preko ledvic mocno vpliva stopnja metiliranosti spojin. Iz organizma se
najhitreje izlo¢ajo monometilirane spojine, pocasneje dimetilirane, najpocasneje pa
nemetilirane spojine. Tudi petvalentne spojine se izlocajo hitreje kot trivalentne (Buchet in
sod., 1981).
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2.3.1.2 Toksi¢nost arzena

Toksi¢nost arzena je precej poznana, saj so njegovo strupenost poznali ze stari Grki.
Arzenov (111) oksid (As,0O3), prah belo-rumene barve brez vonja in okusa, je bil pogosto
uporabljen v morilske namene (Srebocan, 1993).

Zastrupitvi z arzenom sledi slabost, bruhanje, diareja, pekoce bole¢ine v ustih in grlu,
boledine v trebuhu, glavobol, zaspanost in zmedenost (Slejkovec, 1994). Posledice
dolgotrajnega uzivanja arzena (kroni¢na izpostavljenost) so lahko kozne spremembe,
vkljuéno s spremembami pigmentacije in debeljenjem koze, kasneje pa tudi kozni rak ter
rak ledvic in mehurja (Timbrell, 2005).

Anorganske arzenove spojine so na splo$no bolj strupene od organskih. Znano je, da so
petvalentne anorganske spojine arzena (npr. arzenati) manj toksi¢ne od trivalentnih (npr.
arzeniti). Najbolj toksi¢na oblika anorganskega arzena pa je plin arzin ali arzenov hidrid
(AsH3), ki po absorpciji v krvi povzro¢i hemolizo in s tem vpliva na dihanje celic v tkivih.
Strupenost organskih spojin je ravno tako odvisna od oksidacijskega stanja arzena, saj to
vpliva na resorpcijo, razporeditev arzena v organizmu ter izlo¢anje spojin. Enako kot pri
anorganskih spojinah so tudi trivalentne organske spojine bolj strupene od petvalentnih.
Trivalentne organske in anorganske spojine arzena imajo afiniteto do sulfhidrilnih (-SH)
skupin, zato inhibirajo nekatere encimske sisteme. Za arzenate je dokazano, da
preprecujejo oksidativno fosforilacijo v mitohondrijih, in sicer tako, da pride do
substitucije anorganskega fosforja z arzenom. Te spojine povzrocajo tudi abnormalnosti na
kromosomih, kjer ravno tako prihaja do substitucije fosfata v DNA-verigi z arzenatom
(Srebocan, 1993).

Ceprav je med ljudmi razsirjeno prepri¢anje o toksi¢nosti arzena, pa elementarni arzen ni
strupen za ljudi in Zivali (Srebocan, 1993). Za podgane, kokosi, morske prasicke in koze je
celo esencialen, po nekaterih predvidevanjih pa naj bi bil esencialen tudi za ¢loveka.
Potrebe odraslega ¢loveka po tem elementu naj bi bile med 12 in 25 pg na dan (Anke 1986,
Nielsen 1991). Pri ¢loveku arzen katalizira sintezo glutationa, stimulira izloCanje Zol¢a ter

se vkljuCuje v metabolizem arginina, membranskih fosfolipidov in cinka (Mayer in sod.,
1993).

2.3.1.3 Metilacija arzena

Pri vecini sesalcev, vkljutno z ljudmi, se anorganske arzenove spojine obsezno
presnavljajo in izlo¢ajo vecinoma kot njihovi metaboliti. Presnova arzena vkljucuje
procese redukcije in metilacije. Metilacija arzenovih spojin je proces detoksifikacije, ker se
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metilirani metaboliti manj pogosteje in rahleje vezejo na sestavine tkiv kot anorganske
oblike arzena (Vahter in Marafante, 1983, cit. po Vahter in Marafante, 1993).

Arzenat As(V) vstopa v celice in se z glutation reduktazo in tudi purin-nukleozid
fosforilazo (PNP) encimsko presnavlja (50-70 % pri sesalcih) v bolj reaktiven arzenit
As(I11) (Aposhian in sod., 2004).

Pri sesalcih je As(Ill) podvrzen oksidativni metilaciji v jetrih. Z dodajanjem metilnih
skupin, katerih donor je S-adenozilmetionin, nastane MMA(V). Metilacija poteka pod
vplivom arzenove metiltransferaze. MMA(V) se potem reducira do MMAC(III) z glutation
S-transferazo w1, znano tudi kot MMA reduktaza (Tseng, 2008).

Dimetil arzenova (V) kislina (DMAY) je prevladujota oblika presnove anorganskega

arzena pri sesalcih. Iz organizma se izlo¢a zelo hitro in tudi na tak na¢in zmanjSuje njegovo
toksi¢nost (Hughes, 2002).

Ob odkritju DMA" in MMA"' se poraja dvom, da metilacija ne pomeni nujno samo
mehanizma detoksifikacije, saj sta MMA" in DMA" bolj toksi¢na od anorganskega
arzena. MMA"" predstavlja najbolj strupen metabolit anorganskega arzena (Molin, 2015).
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OH OH ?H
AS—CH, ~+———— O=is-CH, R
(|3H3 redukcija CH, metilacija OH
Dimetil arzenova Dimetil arzenova Monometil arzenova(lll) kislina MMA (1I1)
(Il kislina (V) kislina
DMA (1) DMA (V) GSH T redukcija
H Cl)H CI)H
O=l(l’\s-OH dukcij A?_OH metilacija O:,?S-CH:’
on redukcija OH U} OH
ArzenatAs(V) ArzenitAs(lll) Monometil arzenova(V) kislina
MMA (V)
SG / $G ,
| AS—SG Monometil arzenov
As—SG — i diglutation
G metilacija CH,
Arzen
/ \:netﬂacija
?H G
A?_OH A?_CH3 Dimetil arzenov
CH, CH;, diglutation

Monometil arzenova(lll)

/ kislina MMA (IIl) I

OH ('[)H
O=+s-0H As—CH,
CH, <|3H3
Monometil arzenova(V) Dimetil arzenova (IIl) kislina
kislina MMA (V) DMA(II1)
OH
O=/%\S-CH3
CH,
Dimetil arzenova (V) kislina
DMA (V)

Slika 5: Metabolne poti anorganskega arzena pri sesalcih (Cui in sod., 2008)

Pri presnovi arzena obstajajo precejsne razlike med organizmi. Vecina zivali ima vecjo
sposobnost metilacije arzena v DMA kot ljudje, izjema pa so Simpanzi in opice ¢rne
marmozetke, ki arzena sploh ne metilirajo (Cui in sod., 2008), saj nimajo ali pa jim
primanjkuje arzenove metiltransferaze v jetrih (Aposhian, 1997). Na presnovo arzena pri

ljudeh vpliva ve¢ razli¢nih faktorjev, kot so starost, spol, prehranjenost in rasa.
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2.3.1.4 Interakcija arzena s selenom

Pri mnogih zivalskih vrstah in tudi pri ljudeh so bili potrjeni antagonisti¢ni ucinki ali
medsebojna detoksikacija med arzenom in selenom. Povecanje vsebnosti enega od
elementov povzroCa sproscanje, ponovno porazdelitev ali izloCanje drugega elementa
preko urina, zolca ali z dihanjem. Sposobnost arzena, da pospeSuje izloCanje selena v
Crevesje, je bila opazena pri mnogih eksperimentih, pri katerih so bile uporabljene razli¢ne
koliCine, oblike arzena in selena ter razli¢ni ¢asovni intervali med vnosom arzena in selena.
Posledi¢no arzen znizuje koli¢ino selena v okostju, krvi in izdihanem zraku. Ugotovili so,
da arzen in selen reagirata v jetrih in oblikujeta konjugat z glutationom, ki se izlo¢i v zol¢
(Berry in Galle, 1994).

2.3.2 Arzen v hrani

V normalnih razmerah je dnevna koli¢ina arzena, ki pride v organizem z vodo in zrakom
zanemarljiva, saj znasa le nekaj pg. Poglavitni vir arzena je hrana. Obstajajo pa precej$ne
razlike v koli¢ini zauzitega arzena, ki so posledica razli¢no sestavljenih obrokov. Velik
vpliv ima predvsem delez hrane morskega izvora (Environmental ...,1981, cit. po Knez,
1995).

JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) je leta 1988 kot
sprejemljiv vnos anorganskega arzena v telo postavil PTWI (Provisional Tolerable Weekly
Intake), ki znasa 15 pg/kg telesne teze na teden. Odbor za onesnazevala v prehranski verigi
Evropske agencije za varno hrano EFSA (European Food Safety Authority) je v porocilu iz
leta 2009 na podlagi novih toksikoloskih Studij zakljucil, da predlagani PTWI ni vec
primeren. Studije so namreé¢ pokazale, da anorganski arzen povzro¢a raka pljug, seénega
mehurja in kozZe ter ima vrsto drugih Skodljivih u€inkov pri izpostavljenosti niZji od tiste,
ki jo je postavil JECFA. Obmoc¢je BMDLy; (Benchmark Dose Lower Confidence Limit je
odmerek, pri katerem s 95% verjetnostjo pricakujemo, da se Skodljiv u¢inek ne bo pojavil
pri 99 % ljudeh ali vec), doloceno s strani EFSA, se giblje od 0,3 do 8 ug na kilogram
telesne teze na dan, kar pomeni, da za dolo¢ene ljudi ni izkljuceno tveganje (EFSA, 2009).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

3.1.1 Vzorci

Nas$ vzor¢ni material so bili celodnevni obroki vojaske hrane, skupaj 15 vzorcev. Hrana je
bila pripravljena skladno s predpisanimi jedilniki in recepturami za pripravo jedi v
Slovenski vojski (Pograjc, 2001). Jedilniki so predstavljeni v preglednici 1. VVzorce smo
vzoréili v vojasnici Vipava v letu 2005, in sicer v mesecih: maj, oktober in november.

Za dolocanje arzena smo uporabili tudi nekaj vzorcev ribjih izdelkov, kupljenih v vecjih
trgovskih centrih v Ljubljani marca 2005 (Volk, 2006). Ti vzorci so predstavljeni v

preglednici 2.
Preglednica 4.: Jedilniki celodnevnih vojaskih obrokov, vzoréenih v vojasnici Vipava leta 2005 (Pograjc,
2011)
Celodnevni Zajtrk Kosilo Velerja
obrok
bela kava cveta¢na juha rizota s svinjskim mesom
med mesne kroglice paradiznikova solata
maslo paradiznikova omaka sadna pijaca
1 sunka, presana, pusta pire krompir kruh
jabolko sestavljena solata
kruh sadna pijaca
kruh
sadje (banana)
Caj paradiznikova juha z rizem golazeva juha
sirni namaz dunajski zrezek, svinjski krof
mortadela peceni krompir kruh
2 rulada sestavljena solata ledeni caj
jabolko pomaranc¢a
kruh kruh
sadna pijaca

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 4: Jedilniki celodnevnih vojaskih obrokov, vzoréenih v vojasnici Vipava leta 2005

(Pograjc, 2011)

Celodnevni Zajtrk Kosilo Vederja
obrok
¢aj gobova juha, instant bograé golaz
pariska salama puranov zrezek kruh
maslo smetanova omaka banana
jogurt, tetrapak kruhovi cmoki, ind.
3 bombeta sestavljena solata
hruska sadna pijaca
kruh kruh
pomaranca
¢aj zdrobova juha pis¢. obara z zelenjavo
ribe z zelenjavo goveji zrezek vaniljeva rezina
topljeni sir kranjska omaka gosti sok, breskev, 0,2 |
strukelj petersiljev krompir sadje (hruske)
4 jabolko sestavljena solata kruh
kruh sadna pijaca, 0,5l
sadje (pomaranca)
kruh
bela kava krompirjeva enolonénica makaronovo meso
sirni namaz, 100 g hrenovke zelena solata
: mortadela, 50 g sladica (napolitanke) sadje (jabolko)
sadje (hruske) sadje (banana) kruh
kruh kruh
Fruc, 500 ml
kruh, 2 kosa juha prezganka ricet s suhim mesom
jabolko, 2x zelenjavni riz kruh, polbeli
sirni namaz s smetano ocvrto pis¢ancje bedro kompot
muesli z mlekom, 126 g zelena solata + radi¢ s
Mlinotest krompirjem
® ledeni ¢aj, breskev, 0,5 | kruh, polbeli
mini rulada Gorenjka
pomaranca
ledeni ¢aj, breskev, 0,51

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 4: Jedilniki celodnevnih vojaskih obrokov, vzoréenih v vojasnici Vipava leta 2005

(Pograjc, 2011)

Ce:)obdrr(;«i:-(vni Zajtrk Kosilo Vecerja
¢aj, zeliséni grahova kremna juha osli¢ po dunajsko
zimska salama, 70 g Cebulna brzola krompirjeva solata
¢okoladni namaz, 40 g omaka ledeni ¢aj

7 kruh, polbeli krompirjevi svaljki kruh, polbeli

zelena solata + radi¢ s
sok, redek, 2 dcl, pakirano krompirjem
jabolko (slaba) kruh, polbeli
Fruc, kor., pomaranca, 0,5 |
mleko gobova juha sirovi ravioli
¢okoladni namaz postrv po trzasko omaka
kruh, polbeli petersiljev krompir zeljna solata s fizolom

8 sendvic, ind. brokoli z margarino sadje
ledeni Caj radi¢ s krompirjem kruh, polbeli
banana kruh, polbeli

rulada
bela kava zelenjavna juha goveji golaz
maslo, 20 g svinjska pecenka polenta
marmelada, 25 g zelenjavni riz + omaka zelena solata

9 jetrna pasteta, 50 ¢ rdeca pesa v solati rulada
kruh, polbeli kompot, mesani kruh, polbeli
jabolko kruh, polbeli

Fruc, korenje
¢aj, zeliséni paradiznikova juha z rizem krompirjeva musaka
konzervirana meSana
kranjska klobasa ocvrte sardele solata

10 kruh, polbeli krompirjeva solata jabolko
kola¢ s ko$¢ki ¢okolade kruh, polbeli teko¢i sadni jogurt, 250 g
hrugke gosti sok, breskev, Fructal kruh, polbeli
gorcica

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 4: Jedilniki celodnevnih vojaskih obrokov, vzoréenih v vojasnici Vipava leta 2005

(Pograjc, 2011)

Ce:)obdrr(;«i:-(vni Zajtrk Kosilo Vecerja
bela kava cvetacna juha rizota s svinjskim mesom
med mesne kroglice radi¢ s krompirjem
maslo paradiznikova omaka banana (neto)

11 Sunka krompirjev pire ledeni caj
kruh fizolova solata kruh
jabolko sok, 2 dcl

kruh brokolijeva juha
¢aj kostna juha z zakuho skutini §truklji
puranov zrezek v smetanovi
sir, lahki Jost omaki kompot, hruskov
sunka, presana krompirjevi ocvrtki kruh, polbeli

12 zemlja, velika zelenjavna obloga
kruh, polbeli radi¢ s krompirjem
jabolko kruh, polbeli

jabolko
¢aj, zelenjavni pasulj carski prazenec
topljeni sir suho meso jaboléni pire
ribe z zelenjavo paprika, vlozena

13 kruh, polbeli kruh, polbeli
sirova $trucka vaniljeva rezina, ind.
¢okoladno mleko jabolko
hruske gorcica

ledeni ¢aj
bela kava kostna juha z zakuho Spageti z gobami
trdo kuhano jajce sesekljana pecenka zelena solata
pasteta iz zelenjave in

14 morskih rib kremna Spinaca banana cela
kruh, polbeli krompirjev pire ledeni caj
francoski roglji¢ kruh, polbeli kruh, polbeli
jabolko nektar iz pomarané

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 4: Jedilniki celodnevnih vojaskih obrokov, vzoréenih v vojasnici Vipava leta 2005
(Pograjc, 2011)

CeLobdrr;elz(vni Zajtrk Kosilo Vecerja
¢aj, sadni, filter goveja juha z zakuho kuhana govedina
piséancje prsi v ovitku, 50 g | pecen pis¢anec, bedra kremna $pinaca
maslo, 2 x 15 g ohrovtova prikuha s krompirjem | petersiljev krompir

15 kruh, polbeli konzervirana solata, meSana jabol¢ni zavitek
Strukelj zdrobov narastek kruh
hruska kruh

jaboléni nektar, 2 dcl

Preglednica 5.: Seznam vzorcev ribjih izdelkov, kupljenih marca 2005 v Ljubljani (Volk, 2006)

Ribji - Vrsta Lot Neto | Masa Rok Proizvajalec*/
. Naziv izdelka . . masa | mesa .
izdelek dodatka Stevilka uporabe drzava
(9) (9)

Sardine v Rastlinsko 31. 12. y

1 rastlinskem olju | olje PAL 115 855 2010 AlHrvaska
Tuna v olivnem . . 31.12. ..

2 olju Oljéno olje | L4099 B 160 1147 2008 Alltalija
Fileti skuSe v Semensko | P29 U04 Do konca y

3 semenskem olju | olje 02 125 918 leta 2005 B/Hrvaska
Tunina v 31.12. ..

4 naravnem soku B L4279N | 160 102,7 2007 Alltalija
Fileti skuSe v Naravni 21. 4. ..

S lastnem soku (lastni) sok L-031021 | 125 1 80.3 | 5505 AlSlovenija
Losos v lastnem 3113P08 17. 8.

6 soku 13C 170 126,9 2005 AI/ZDA

*Z velikimi ¢rkami so oznaceni razli¢ni proizvajalci
Certificiran referen¢ni material (CRM)

Za preverjanje pravilnosti in obnovljivosti analizne metode pri dolo¢anju vsebnosti arzena
in selena smo analizirali dva certificirana referen¢na materiala:
= Certificiran referen¢ni material (CRM) Typical Diet 1548a,
= Certificiran referen¢ni material (CRM) DORM-2 Dogfish Muscle and Liver
Certified Reference Materials for Trace Metals.
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Reagenti:

Pri pripravi raztopin in vzorcev smo uporabljali deionizirano vodo (Milli Q, Milipore) in
naslednje kemikalije:

koncentrirana HNO3, 65 % (Merck, suprapur),

koncentrirana H,SO4, 96 % (Merck, suprapur),

koncentrirana HCI, 30 % (Merck, suprapur),

koncentriran H,0,, 30 % (Merck, p. a.),

metanol (Merck p. a.),

NaOH (Fluka),

NaBH, (Karl Erbach),

Nazszog (Fluka),

V,05 (Merck, p. a.),

raztopina V205 v H,SOy4: 3,4 g V205 smo razred¢ili na 30 ml z Milli Q vodo in nato
dodali 170 ml koncentrirane H,SO4 pri 4 °C; raztopino smo hranili v temnem
prostoru,

1,2 % NaBH, v 0,1 mol/l NaOH: 2 g NaOH smo raztopili v 500 ml Milli Q vode,
dodali 6 g NaBHy, in shranili pri 4 °C do porabe; raztopino smo pripravljali dnevno,
standardna raztopina na zalogo Se(1V) v 5 % HNOj3 (Merck, 1005 + 10 mg/1),
standardna mese¢na raztopina Se(IV) (10pg/l); delovne standarde z nizjimi
koncentracijami smo dobili z redéenjem te raztopine z 0,5 M HCI; vse standardne
raztopine smo hranili v hladilniku,

tedensko smo pripravili raztopino s 100 ng Se/g iz standardne mese¢ne raztopine
Se(1V), dnevno pa raztopine iz 100 ng Se/g raztopine s koncentracijami 0,2-5 ng
Se/g , z red¢enjem z 0,5 M HCI zaradi nestabilnosti raztopin,

AsB (Community Bureau of Reference — BCR; CRM 626, arsenobetaine solution),
MMAA (darilo Karl-Franzens University Graz, Avstrija),

raztopine arzenovih spojin, ki vsebujejo 1000 mg/l arzena (As(111), As(V), MMAA,
DMAA, vse Merck, Nem¢ija) ali 1000 mg/l AsB, so pripravljene v vodi in
shranjene v hladilniku,

delovne raztopine arzenovih spojin s koncentracijo 10-100 ng/ml so pripravljene
dnevno sveze.

Aparature:

analitska tehtnica (METTLER AE 240 S),

avtomatska tehtnica (METTLER PM 460 DR),

mlin (FRITSCH),

ahatni planarni mikro mlin (FRITSCH, Pulverisette 7),
grelni blok (Termoproc TBGE),
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e atomski fluorescenc¢ni spektrometer (EXCALIBUR, PS Analytical),
e peristalti¢na Crpalka (ISMATEC, MCP 380),

e rekorder (SERVOGOR 102),

e rotavapor (Biichi),

e ultrazvocna kopel,

e HPLC peristalticna ¢rpalka (KNAUER).

Vzorci za dolo¢itev arzena z radiokemiéno nevtronsko aktivacijsko analizo so bili obsevani
v jedrskem reaktorju (TRIGA MARK II, Institut Jozef Stefan v Ljubljani).

3.2 METODE DELA

Odvzem in priprava vzorcev za analizo

Obroke, ki so jih pripravili v vojasnici v Vipavi, Smo vzor€ili po vnaprej doloenem
protokolu. Za analizo smo odvzeli 15 celodnevnih vojaskih obrokov. Vsak celodnevni
obrok smo odvzeli v treh ponovitvah (Pograjc, 2011). Obroki so vsebovali zajtrk, kosilo in
vecerjo. Vzorce smo v vojaski kuhinji odvzeli enkrat dnevno in jih predhodno stehtane
dostavili na Oddelek za zivilstvo Biotehniske fakultete v Ljubljani.

3.2.1 Protokol za vzorcenje celodnevnih obrokov hrane (Stibilj in sod., 2002)

Celodnevne jedilnike smo vzor¢ili meseca maja, oktobra in novembra 2005. Za pravilne
analizne rezultate je odvzem tipi¢nega vzorca na ustrezen nacin zelo pomemben in lahko
odlo¢ilno vpliva na rezultate analize. Pri odvzemu celodnevnega jedilnika smo upostevali
naslednje:

e Odvzeli smo posebej vsak obrok in vedno vse tri dnevne obroke. Vsak je
predstavljal povprecen vojaski obrok in je vseboval vse z jedilnikom predpisane
jedi. Celodnevni jedilniki so bili vzoréeni v vojaski kuhinji, kjer dnevno pripravijo
vsaj 100 obrokov.

e Obroke smo odvzeli neposredno z delilne linije. Odvzeli smo priblizno deseti,
petdeseti in osemdeseti vzorec, torej je bil vsak analizirani celodnevni obrok
povprecje treh celodnevnih obrokov.

e Vsako jed smo pred tem, ko smo jo dali v posodo, stehtali. Mase smo vpisovali v
priloZen obrazec.

e Obrok smo s kroznika stresli neposredno v suho in ¢isto plasticno posodo S
pokrovom. Do dostave vzorca na dogovorjeno lokacijo smo vzorec hranili v
hladilniku.



28

Oresnik B. Vsebnost selena in arzena v celodnevnih obrokih slovenske vojske.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2016

e Vzorec smo dostavili v hladilni torbi ali izolirani (termo-) posodi na Oddelek za
zivilstvo Biotehniske fakultete v Ljubljani.

e Jedi, ki so industrijsko pakirane, kot npr. porcijska marmelada, paSteta, jogurti,
pakirane pijace in sadje, smo prav tako hranili v hladilniku v PE vrecki in jih oddali
v analizo skupaj z vzorcem, ki je bil v posodi.

e Pijaco, ki je bila sestavni del obroka, smo zbrali posebe;j v ¢isti posodi.

e Kruh, ki je sestavni del celodnevnega jedilnika (vojaki si lahko dodatno vzamejo do
500 g), smo prilozili preostalemu vzorcu ter ga shranili v ¢isto PE vrecko.

3.2.2 Homogenizacija celodnevnih obrokov

Celodnevne obroke hrane smo najprej stehtali Zze v vojaski kuhinji. Na Oddelku za
zivilstvo Biotehniske fakultete v Ljubljani smo iz obrokov odstranili neuzitni del (kost,
olupek, koza) in jih ponovno stehtali. Za homogenizacijo smo uporabili meSalnik S
titanovimi nozi. Po koncanem homogeniziranju smo celotno koli¢ino vzorca razdelili na
podvzorce in jih shranili v zamrzovalniku pri —21 °C. Vzorce smo nato liofilizirali.

Petnajst liofiliziranih podvzorcev smo prenesli na Odsek za znanost o okolju na IJS.
Vzorce smo zmleli v mlinu Fritsch, Pulverisette 7 (hitrost 4, ¢as mletja 9 minut). Velikost
delcev je bila manjsa od 0,2 mm. Do analize smo vzorce hranili v dobro zaprtih posodah v
hladilniku pri 4 °C.

3.2.3 Dolocitev selena
3.2.3.1 Razkroj vzorcev

Visoke 50-mililitrske teflonske posodice smo 24 ur namakali v raztopini reagenta (10%
Micro 90), potem 24 ur v raztopini HNO3 : H,O = 1 : 1 in jih nato sprali z deionizirano
vodo Milli Q (Millipore). V te stehtane posodice smo odtehtali od 0,2 do 0,3 g vzorca.

Za razkroj smo dodali 0,5 ml koncentrirane H,SO4 in 1,5 ml HNOjs in ¢ez no¢ segrevali pri
80 °C v zaprtih posodicah v aluminijastem bloku na elektricni plos¢i. Nato smo
temperaturo poviSali na 130 °C in segrevali Se eno uro. Raztopine smo ohladili na sobno
temperaturo, dodali 2 ml konc. H,0, in v odprtih posodicah segrevali $e 15 minut pri 115
°C, ponovno dodali 2 ml H,O; in segrevali pri isti temperaturi $¢ 10 minut. Na sobno
temperaturo ohlajenim vzorcem smo dodali 0,1 ml razt. V,0s v H,SO4 in priblizno 20
minut segrevali pri 115 °C do pojava modre raztopine. Za redukcijo smo ohlajenim
raztopinam dodali 2,0 ml konc HCI in segrevali 10 minut pri 90 °C. Po redukciji smo
ohlajene raztopine redcili na 20 g z Milli Q.
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Na enak nacin kot vzorce smo pri vsaki seriji pripravili tudi certificiran referen¢ni material
(Total Diet 1548a) in slepe vzorce (samo reagenti).

Uporabili smo tudi metodo standardnega dodatka, in sicer smo k alikvotu vzorca s
predhodno ugotovljeno vsebnostjo selena dodali:

e enako maso selena, kot je bila ugotovljena v alikvotu vzorca,

e 2-krat ve¢jo maso selena, kot je bila ugotovljena v alikvotu vzorca,

e 3-krat ve¢jo maso selena, kot je bila ugotovljena v alikvotu vzorca.
Masa alikvota vzorca je bila 0,2 g.

Standardne raztopine Se(IV) so bile pripravljene z 0,5 M HCI z red¢enjem osnovne
raztopine Se(IV) (raztopina na zalogo). Vsebnost selena v vzorcu smo izracunali s
pomocjo umeritvene krivulje, ki smo jo pripravili dnevno z dnevno pripravljenimi
selenovimi standardi, v enakem mediju kot vzorce.

3.2.3.2 Doloditev selena s HG-AFS

Vsebnost selena v nasih vzorcih smo dolocali s HG-AFS. Shema sistema HG-AFS je
predstavljena na sliki 6.

N,

HCl —=— ——> 111" n
peristaltiéna oy B
nosilna tekocina ] érpalka N 4 =nuln_11m%<=}:detlemja
alivoree | - j plinov AFS

—)
NaBH — = =_>J { u ﬁ
) ) M| Gtalnik
V; signala
v odpad
L

Slika 6: Shema sistema HG-AFS

Hidridna tehnika v povezavi z AFS je metoda z visoko obcutljivostjo, saj hidridna tehnika
vkljucuje locitev analita od osnove, s tem pa se izognemo interferencam (Dedina, 1995).
Uporablja se za dolocitev elementov v sledovih, kot so As, Se, Sn in Te. Osnova hidridne
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tehnike je locitev elementov, ki tvorijo hlapne hidride, od osnove vzorca. Sestavljena je iz
dveh procesov:
- sprostitev hidrida iz raztopine vzorca (pretvorba analita v nakisanem vzorcu od
hidrida in pretvorba v plinsko fazo),
- transport spro$¢enega hidrida s tokom nosilnega plina do atomizerja (Dedina,
1995).

Princip AFS je absorpcija svetlobe, ki jo prosti atomi absorbirajo iz Crtastega ali
kontinuiranega izvora, pri prehodu iz vzbujenega v osnovno stanje pa fluorescirajo.
Poznanih je ve¢ vrst fluorescence, ki imajo razlicen nacin vzbujanja in oddajanja svetlobe.
Pri AFS se fluorescirana svetloba §iri na vse strani in jo merimo z detektorjem, ki je
nameséen pravokotno na smer svetlobe iz vira za vzbujanje. Detektorski sistem je obi¢ajno
fotopomnozevalka (Vandecasteele in Block, 1993).

Merili smo pri optimalnih pogojih, ki so navedeni v literaturi (Mazej, 2002). Za nosilno
teko¢ino smo uporabili 2 mol/l HCI s pretokom 1 ml/min. V kriznem spoju sta reagirali
nosilna tekoc¢ina z 2 mol/l raztopino HCI (pretok 8 ml/min) in 1,2 % raztopino NaBH, v
0,1 mol/l raztopini NaOH (pretok 3 mL/min). Pretoke na peristalticni ¢rpalki smo
uravnavali s cevkami razli¢nih notranjih premerov (0,76 mm; 1,02 mm; 2,06 mm) iz
Tygona LFL. Povezava med injektorjem in separatorjem je bila narejena iz cevi (notranji
premer 0,51 mm) in spojev PEEK-a (polietereterketon). V plinsko-tekocinskem separatorju
(A-tip, PS Analytical) je prislo do locitve plinske in tekoc¢e faze. Argon (260 ml/min) je
odnesel nastala plina H,Se in H; skozi susilec plinov (Perma Pure Products), kjer smo kot
su$ilni plin uporabili duSik (3 1/min), v atomski fluorescencni spektrometer. Nastali
selenovi atomi so absorbirali svetlobo s selenove Zarnice z votlo katodo z dodatnim
napajanjem (Super Lamp Photron, valovna dolzina 196 nm; primarni tok 20 mA,
sekundarni tok 25 mA). Odziv detektorja smo zabelezili z rekorderjem in izmerili viSine
vrhov.

Pravilnost in obnovljivost metode smo preverili z uporabo standardnih referen¢nih
materialov Typical Diet 1548a in DORM 2.

3.2.4 Dolocitev arzena in njegovih spojin
3.2.4.1 Dolocitev arzena z radiokemicno nevtronsko aktivacijsko analizo (RNAA)

RNAA uporabljamo za dolo€anje nekaterih elementov, ki so problemati¢ni za analizo z
drugimi kemijskimi metodami (npr. Au, As, I, Se) v nizkih koncentracijskih obmocjih. Ta
vrsta analize je primerna za bioloske materiale in kot referen¢na metoda za ostale analizne
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tehnike. Pri tej metodi po obsevanju vzorca sledi separacija motecih komponent matriksa
0z. koncentriranje posameznega induciranega nuklida. Ker odstranimo negativen vpliv
matrice, RNAA metoda omogoc¢a dolo¢anje elementov v sledovih.

Vsebnost arzena v vzorcih smo dolo¢ili z RNAA, kot je opisana v literaturi (Byrne in
Vaskelj, 1974).

Metoda zahteva posebne pogoje dela, zato je Ze tehtanje in priprava vzorcev za analizo
potekala v drugem laboratoriju, v Cisti sobi. Najprej smo v polietilenske ampule, o¢iscene z
raztopino HNOg3 in vode (1 : 1), odtehtali priblizno 2,0 g vzorca, ampule zatalili ter zavarili
v PVC vrecke. Vzorce smo skupaj s standardi z znano koncentracijo (10 ng As/g) obsevali
v pnevmatskem sistemu jedrskega reaktorja TRIGA MARK II InStituta JoZef Stefan v
Ljubljani, kjer je bil fluks nevtronov 1,5 - 10 ncm?™ in pa v vrtiljaku reaktorja, s
pretokom nevtronov 1,8 - 10" ncm?s™. Cas obsevanja smo prilagodili pri¢akovanim
koncentracijam arzena v vzorcu.

Po razpadu kratkozivih izotopov, to je 1-2 dneva po obsevanju, je sledila radiokemic¢na
separacija arzena. Obsevane vzorce smo s spiranjem polietilenske ampule z nekaj mL
koncentrirane HNOj3 prenesli v kvaréno Kjeldahlovo bucko. Pred kemijskim razkrojem
smo v bugko dodali 200 mg raztopine arzenovega nosilca (1 mg As mL™) in 7 ml H,SO, (1
: 1, v/v). Nato smo s segrevanjem in dodajanjem koncentrirane HNOj3 vzorce razkrojili do
SO;3 par, do svetlo rumene barve. Sledila je popolna odstranitev dusikovih oksidov, in sicer
z dodajanjem H,0O, ter ponovnim segrevanjem do SOz par, do brezbarvne raztopine.
Raztopino smo iz bucke prelili v 1ij lo¢nik ter bucko spirali z 2 mL H,SO, (1 : 1) in vodo
do volumna 15 mL. Po ohladitvi raztopine smo v lo¢nik odpipetirali 4 mL 5 M KJ in 6 mL
toluena, raztopino 2 minuti stresali ter vodno fazo zavrgli. 5 mL organske faze smo
odpipetirali v Stevno kiveto (Byrne in Vaskelj, 1974).

Gama aktivnost izoliranega nuklida "°As smo merili na Ge-detektorju z utorom (Well New
— type). Cas merjenja gama aktivnosti vzorca je bil odvisen od pri¢akovane vsebnosti
arzena v vzorcu. Pri enaki geometriji smo izmerili tudi aktivnost °As v standardni
raztopini.

3.2.4.2 Dolocitev arzenovih spojin

Za separacijo in dolocitev arzenovih zvrsti smo uporabili teko¢insko kromatografijo visoke
lo¢ljivosti (HPLC) z uporabo UV-fotoreaktorja ter atomsko fluorescencno spektrometrijo
(AFS) s hidridno tehniko (HG) (Slejkovec in sod., 1999).
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3.2.4.2.1 Ekstrakcija arzenovih spojin

V centrifugirko smo zatehtali 1 g vzorca in dodali 35 ml metanolno-vodne mesanice (9 +
1). MeSanico smo 24 ur stresali na stresalniku pri sobni temperaturi. Po stresanju je sledilo
centrifugiranje ekstraktov na 3200 o/min, 5-10 minut. Tekoc¢o fazo smo prelili v bucko,
ostanek pa ponovno ekstrahirali s 15 ml topila metanol-voda (9 : 1) in topilo nato odstranili
z rotavaporjem. Tako pridobljene posusene ostanke smo raztopili v 5 ml destilirane vode in
jih prefiltrirali skozi 0,45 um membranski filter. Vodne raztopine ekstraktov smo do
analize hranili v hladilniku pri 4 °C.

3.2.4.2.2 Separacija in detekcija

Za dolocitev As(IIl), As(V), MMAA in DMAA smo uporabili metodo HPLC-HG-UV-
AFS. Vzorec smo injicirali z injektorjem, ki vbrizga preko in-line filtra (0,45 pm) v
predkolono in dalje v anionsko kolono (Hamilton PRP-X100). Sledilo je on-line nakisanje
s HCI in mesSanje z NaBH, (oba smo dodali s peristalti¢no ¢rpalko). Hy, ki se je tvoril, je
reagiral z As(lll), DMAA, MMAA in As(V) in tvoril ustrezne hidride — dimetilarzin
(DMA), monometilarzin (MMA) in AsH3. Mesanica tekoc¢ine in plinov (mobilna faza z
vzorcem, Kislina, borohidrid, H, in hidridi) se je v separatorju plina in tekodin A-tipa
(GLS, PS Analytical) lo¢ila na tok teko¢ine (odpadek) in plinov. Argon (nosilni plin) je
odnesel iz GLS vse pline, ki so se on-line posusili v Perma-pure susilcu (on-line susenje s
tokom dusika) in prisli v AFS. V AFS je H; zgorel z majhnim difuzijskim plamenom, v
katerem je arzenov hidrid razpadel. Koncentracijo arzena smo izmerili z AFS-detektorjem.
Za umerjanje smo uporabljali meSanico standardnih raztopin As(IIl), As(V), MMAA in
DMAA. Stabilnost sistema smo preverjali s periodi¢nim injiciranjem standardov na kolono
(2 standarda, 4-6 vzorcev, 2 standarda).

Za separacijo AsB smo uporabljali kationsko (Alltech Adsorbosphere SCX) kolono.
Efluentu smo on-line s peristalticno ¢rpalko dodali raztopino kalijevega persulfata
(K2S,0g) in NaOH. Efluent s persulfatom in NaOH je nato tekel skozi UV-enoto (FEP
Teflon cevka navita okrog UV zarnice) in nato v enoto za tvorbo hidridov, kot je ze
opisano pri dolo¢anju anionskih spojin (As(I11), As(V), MMAA in DMAA).
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA
4.1 PRIMERNOST IN ZANESLJIVOST UPORABLJENIH METOD

Vsebnost selena smo analizirali z metodo HG-AFS. Z metodo standardnega dodatka,
izraCunom izKkoristka celotnega analiznega postopka in dolocitvijo vsebnosti selena v
standardnih referen¢nih materialih Smo ugotavljali primernost metode na tako kompleksnih
vzorcih, kot so celodnevni vojaski obroki.

4.1.1 Metoda za doloditev selena

e lzkoristek celotnega postopka

Izkoristek celotnega analiznega postopka smo dolo¢ili tako, da smo vzorcu z znano
predhodno doloc¢eno vsebnostjo selena dodali razlicne mase standardnih raztopin selena in
jih razkrojili v zaprtih teflonskih posodah. Za ta postopek smo izbrali tri vzorce obrokov, in
sicer vzorec z najmanjSo, vzorec s srednjo in vzorec z najvecjo vsebnostjo selena.
Vsebnost selena po razkroju smo dolocili iz umeritvene Kkrivulje. V preglednici 6 so
rezultati posameznih dolocitev izkoristka in njegova povprecna vrednost. Povprecen
izkoristek celotnega postopka je bil 92,6 + 8,4 %.

Preglednica 6: Izkoristek celotnega analiznega postopka za razkroj selena v zaprti teflonski posodi

” Masa Se (ng) Izkoristek
Vzorec Dolocitev - - o
V alikvotu vzorca | Dodana | Pri¢akovana | lzmerjena (%)

la 9,96 10,37 20,33 18,16 89,33

1b 10,09 10,34 20,43 16,75 81,99

2a 9,63 20,70 30,33 26,90 88,69
Obrok 1

2b 10,02 20,68 30,70 25,53 83,16

3a 9,63 31,07 40,70 37,60 92,38

3b 9,83 31,10 40,93 38,00 92,84

la 17,52 20,94 38,46 32,03 83,28

1b 16,99 21,10 38,09 34,55 90,71
Obrok 13

2a 17,70 41,62 59,32 59,57 100,42

2b 17,45 41,72 59,17 61,41 103,79

la 27,90 26,33 54,23 47,55 87,68

1b 27,86 26,17 54,03 48,17 89,15
Obrok 8

2a 27,79 52,24 80,03 85,09 106,32

2b 26,93 52,19 79,12 83,90 106,04

povprecje = SD 92,6 + 8,4
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Maso selena v alikvotu vzorca smo izracunali na osnovi predhodno dolo¢ene koncentracije
selena v vzorcu. Maso selena smo dodali s standardnimi raztopinami s koncentracijami:
103,76 ng/g v vzorec 1 in 523,46 ng/g v vzorca 8 in 13.

e Zanesljivost in pravilnost metode za dolo¢anje selena

Zanesljivost in pravilnost metode smo preverili z doloCitvijo vsebnosti selena v
standardnih referencnih materialih. Uporabili smo standardni referencni material Typical
Diet 1548a, ki je po naravi najbolj podoben naSim vzorcem in standardni referencni
material Dogfish Muscle Certified Reference Material for Trace Metals (DORM 2).
Podatke smo podali kot povpreéje + standardni odmik (preglednica 7).

Preglednica 7: Vsebnost selena v standardnih referenénih materialih (ng/g suhe snovi vzorca)

Vsebnost selena

Certificirana vrednost

Vzorec (ng/g)*
x+ SD (ng/g)
Typical Diet
218+ 11 (n=9 245 £ 28
(SRM 1548a) (n=9)
Dogfish Muscle Certified
Reference Material for Trace | 1267 £63 (n=3) 1400 + 90

Metals

*n = §tevilo dolo¢itev, vsaka doloéitev je bila narejena v treh ponovitvah

Kot je razvidno iz preglednice 7, smo z naSo analizo v referen¢nem materialu Typical Diet
dolo¢ili 218 + 11 ng Se/g, medtem ko je certificirana vrednost 245 + 28 ng Se/g. V
referenénem materialu DORM 2 je nasa vrednost znaSala 1267 + 63 ng Se/g, certificirana
vrednost pa je 1400 + 90 ng Se/g.

Za preverjanje pravilnosti in zanesljivosti smo uporabili tudi kontrolni diagram za
doloc¢anje selena v standardnem referenénem materialu Typical Diet. Rezultati so znotraj
obmocja med spodnjo in zgornjo opozorilno mejo.
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Datum posamezne analize

CV - certificirana vrednost (0,245 mg/kg), MN — merilna negotovost (0,028 mg/kg), SOM - spodnja
opozorilna meja (CV — 2-MN), ZOM — zgornja opozorilna meja (CV + 2-MN), SKM — spodnja kritiéna meja
(CV —3-MN), ZKM - zgornja kriti¢na meja (CV + 3-MN)

Slika 7: Kontrolni diagram dolo¢anja selena v standardnem referenénem materialu Typical Diet 1548a

4.1.2 Metoda za doloéitev arzena

e Rezultati pravilnosti in ponovljivosti metode za dolo¢anje arzena

Pravilnost in obnovljivost postopka smo preverili s certificiranim referen¢nim materialom
Typical Diet 1548a (preglednica 8).

Preglednica 8: Vsebnost celotnega arzena v certificiranem referenénem vzorcu

Celokupni arzen (pg/g)
Referen¢ni material

Certificirana vrednost Naga Studija

CRM 1548a Typical Diet 0,20+ 0,01 0,19+ 0,01

Primerjava rezultatov za vsebnost arzena v certificiranem referencnem vzorcu nase analize
s certificirano vrednostjo kaze na dobro ujemanje.
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4.2 VSEBNOST SELENA V CELODNEVNIH VOJASKIH OBROKIH

Namen nasega dela je bil ugotoviti vsebnost selena v petnajstih celodnevnih vojaskih
obrokih Slovenske vojske, vzoréenih v vojasnici Vipava. Vzor¢ili smo po 5 vzorcev v treh
razli¢nih obdobjih, in sicer od 9. do 16. maja, od 20. do 27. oktobra in od 14. do 22.
novembra leta 2005. Rezultati so predstavljeni v preglednicah 9 in 10 ter shematsko
prikazani na sliki 8.

Preglednica 9: Vsebnost selena v vzorcih celodnevnih vojaskih obrokov, podana v ng/g suhe snovi

Vaoree swhasnov | Y
(%) x + SD
Obrok 1 18,61 561
Obrok 2 21,25 50+3
Obrok 3 22,76 85+4
Obrok 4 20,02 83+4
Obrok 5 23,36 77+2
Obrok 6 20,97 64 £2
Obrok 7 21,36 112+7
Obrok 8 24,86 136 £3
Obrok 9 22,64 59+2
Obrok 10 24,40 115+5
Obrok 11 23,13 56+ 6
Obrok 12 26,27 52+4
Obrok 13 24,17 95+3
Obrok 14 22,66 138 £ 4
Obrok 15 26,14 71+5
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Preglednica 10: Vnos selena (ng/dan) s celodnevnimi vojaskimi obroki

Opis vzorca Masa vzorca VsebnosE Se Dnevni vnos Se
Sestava Vzorec (9 (ng\/,gos :;:)ega (ng)
Obroki, ki ne Obrok 1 3635 10,35 37,64
vsebujejorib "o oo 3181 10,60 33,71
Obrok 3 3260 19,32 62,97
Obrok 5 3150 18,04 56,81
Obrok 6 3766 13,33 50,21
Obrok 9 3090 13,29 41,08
Obrok 11 3284 13,04 42,83
Obrok 12 2748 13,72 37,69
Obrok 15 3706 18,46 68,40
Povprecje 14,46 47,93
Obroki, ki Obrok 4 3392 16,59 56,28
vsebujejoribe "oy o7 3444 23,90 82,30
Obrok 8 3330 33,89 112,83
Obrok 10 2975 28,11 83,61
Obrok 13 3040 22,87 69,51
Obrok 14 3268 31,29 102,27
Povprecje 3285 26,11 84,47
Povprecje vseh 62 54
obrokov :

V preglednici 10 so podani rezultati vsebnosti selena v celodnevnih vojaskih obrokih.

VR

ey

obrokom §t. 8. Dnevni vnosi selena se med seboj zelo razlikujejo.

Najvecji vnos selena je bil z obroki, ki so vsebovali ribe. Povprecen dnevni vnos selena z
obroki, ki so vsebovali ribe (obrok 4, 7, 8, 10, 13 in 14), je znasal 84,5 pug Se, medtem ko
je bil povprecen dnevni vnos selena z obroki, ki niso vsebovali rib, 47,9 pg Se.

Ugotavljamo, da je vnos selena s celodnevnimi vojaskimi obroki ustrezal Prehranskim
priporo¢ilom za Slovensko vojsko (2004), ki ocenjujejo, da je primeren vnos dosezen s 30—
70 ng Se/dan.

Analizirani jedilniki so bili hranilno ustrezni. Pograjc in sod. (2010) so ugotovili, da je bila
energijska vrednost veCine obrokov glede na priporo¢en celodnevni energijski vnos pod



38

Oresnik B. Vsebnost selena in arzena v celodnevnih obrokih slovenske vojske.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2016

priporo¢enimi vrednostmi za naporne telesne aktivnosti. Energijsko ustreznost so
zagotovili z dodatkom kruha za 2000 kJ na dan. Razlog za nizjo energijsko vrednost, glede
na raziskavo v letu 2002, je lahko zmanjSanje Stevila obrokov.

Neujemanje izra¢unanih vrednosti in vrednosti dobljenih z analizo je lahko posledica tega,
Korousi¢ Seljak in sod. (2013) so izraCunali vsebnost selena v teh obrokih s pomocjo
prehranskih tabel. Ugotovili so, da je razlika med izraCunanimi in analiziranimi vrednostmi
velika (slika 8). Za izboljSanje izracunavanja vrednosti iz prehranskih tabel, bi bilo
potrebnih ve¢ analiz zivil.

10.0%
5.0% I
0.0% - : . : . ——

-5.0% L o

-10.0% —

-15.0% o
-20.0%
-25.0%
-30.0%

-35.0% —
-40.0%

¢.§z~ o;&\e ch. '.&\@ I % ’\&% a® Qfo 2 o N X2 ‘egt'

Slika 8: Razlika med izraGunanimi in analiziranimi vrednostmi hranil (Korousi¢-Seljak in sod., 2013)

Dnevni vnos selena ni odvisen samo od sestave obrokov, ampak tudi od koli¢ine obroka.
Koncentracija selena v obroku 6 je znasala 13,3 ng Se/g svezega vzorca, v obroku 12 pa
13,7 ng Se/g sveZzega vzorca. Zaradi velike razlike v masi celotnega dnevnega obroka je bil
dnevni vnos Se z obrokom 6 50,2 ug Se, z obrokom 12 pa le 37,7 ng Se.
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obrok 1
obrok 2
obrok 3
obrok 4
obrok 5
obrok 6
obrok 7
obrok 8
obrok 9
obrok 10
obrok 11
obrok 12
obrok 13
obrok 14
obrok 15

B obroki, ki ne vsebujejo rib
|

m obroki, ki vsebujejo ribe

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0
vsebnost selena (ng/dan)

Slika 9: Vnos selena (pg/dan)

Na sliki 9 je razvidna razlika v koli¢ini selena, ki so jo s celodnevnimi vojaskimi obroki
zauzili vojaki Slovenske vojske. Z modro barvo so oznaceni vzorci obrokov, ki so
vsebovali ribe oziroma ribje izdelke. lzstopata vzorca obrok 8 s 112 pg Se/dan in vzorec
obrok 14 s 102 pg Se/dan. Najmanjsi vnos Se je bil z vzorcem obroka 2, ¢eprav je bil po
masi peti najlazji vzorec.

Med obroki, ki niso vsebovali rib, vsebujejo najvec¢ selena vzorci obrokov 3, 5, 6 in 15. Na
vedjo vsebnost selena v teh vzorcih so vplivali meso in mesni izdelki, ki so prav tako bogat
vir selena v hrani.

4.2.1 Primerjava vsebnosti selena z literaturo

Referen¢ne vrednosti za vnos hranil 2004 ocenjujejo, da je primeren dnevni vnos selena za
odrasle med 30 in 70 ug. Enako vrednost opredeljujejo tudi Prehranska priporocila za
Slovensko vojsko (Prehranska priporocila..., 2004). Rezultate nase $tudije smo primerjali s
podatki iz literature (preglednica 11).
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Preglednica 11: Dnevni vnosi selena (pg) v razli¢nih drzavah

Driava Dnevni vnos Vir
Se (ng)
40 Pokorn in sod., 1991
Slovenija 87 Smrkolj in sod., 2004
63 Nasa $tudija
5 27,3 Klapec in sod., 1988
Hrvaska 33,9 Matek in sod., 2000
ZDA 60-168
Kanada 168
Japonska (tipi¢na hrana) 100
Japonska (z ribami bogata hrana) 500
— - Combs in Combs, 1986
Kitajska (obmogje s selenozo) 4490
Kitajska (obmocje s Keshanovo
. 11
boleznijo)
Svedska 10-95
Italija 25
Poljska 19-32 Ratkovska in sod., 2003
Velika Britanija 44,7
Svica 70 Foster in Sumar, 1997
Finska 125
Avstralija 57-87 Reilly, 1996
Belgija 28-61
Francija 29-43
Nizozemska 67
Rayman, 2000
Danska 38-47
Nemcija 35
Slovaska 38
Auvstrija 37-52 Li insod., 1999

Rezultati kazejo, da je vnos s celodnevnimi vojaskimi obroki hrane, dobljen z naSo Studijo,
primerljiv z dnevnimi vnosi selena v drugih drzavah. Podoben dnevni vnos selena kot v
Sloveniji je ugotovljen na Nizozemskem in v Svici, veliko niZji dnevni vnos selena pa
ugotavljajo v Italiji, Nem¢iji in na HrvaSkem. Vecja vsebnost selena je ugotovljena na
Japonskem, Kitajskem, v ZDA in Kanadi. VVsebnost selena v hrani je odvisna predvsem od

vsebnosti tega elementa v zemlji, kar pojasnjuje razlike v dnevnem vnosu med drzavami

po svetu (Reilly, 2002).
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4.2.2 Vsebnost arzena v celodnevnih vojaskih obrokih

Vsebnost arzena v petnajstih celodnevnih vojaskih obrokih smo analizirali z radiokemicno
nevtronsko aktivacijsko analizo (RNAA). Ta metoda je zelo obcutljiva, meja detekcije je
0,1 ng/g vzorca in nam omogoca zanesljivo dolocitev arzena v ultra nizkih koncentracijah,
kot smo jih pricakovali v vzorcih, ki ne vsebujejo rib. Pri analizi dveh vzorcev celodnevnih
obrokov, ki sta vsebovala ribe, smo med postopkom naredili napako, zato za obroka
Stevilka 10 in 13 nimamo podatkov. Rezultate, dobljene v preostalih 13 vzorcih
celodnevnih vojaskih obrokov, prikazuje preglednica 12.

Preglednica 12: Dnevni vnos arzena s celodnevnimi vojaskimi obroki

Opis vzorca Vsebnost
Masa AS Dnevni vnos
Sestava \Vzorec vzorca (ng/100 g sveZega
As (ng)
(9) vzorca)

Obroki hrane, Obrok 1 3635 0,52 19
k_ib“e vsebujejo Obrok 2 3181 0,28
ri

Obrok 3 3260 0,24

Obrok 5 3150 0,14

Obrok 6 3766 0,41 15

Obrok 9 3090 0,66 20

Obrok 11 3284 0,61 20

Obrok 12 2748 0,22

Obrok 15 3706 0,21
Povpredje 0,37 12
Standardni odklon 0,19 6
Obroki hrane, Obrok 4 3392 3,36 114
':i'b‘ésebulelo Obrok 7 3444 3,63 125

Obrok 8 3330 6,54 218

Obrok 14 3268 1,29 42
Povprecje 3327 3,71 125
Standardni odklon 274 2,16 72
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V tringjstih celodnevnih vojaskih obrokih, S povpre¢no maso 3327 + 274 g, je bila
vsebnost arzena od 0,14 do 6,54 ug/100 g svezega vzorca. Podatki v preglednici 13 so
podani glede na izvor hrane v obrokih, saj je v obrokih, ki vsebujejo ribe in/ali ribje izdelke
vecja vsebnost arzena kot v hrani, ki ne vsebuje zivil morskega izvora. Kot lahko vidimo iz
preglednice, obroki hrane, ki niso vsebovali rib, vsebujejo v povpreéju 0,37 + 0,19 pg
As/100 g svezega vzorca, obroki, ki so vsebovali ribe pa 3,71 £ 2,16 ug As/100 g sveZzega
vzorca. Dnevni vnos arzena s hrano, ki ne vsebuje rib, se giblje med 4 in 20 pg in je precej
nizji od dnevnega vnosa arzena s hrano, ki vsebuje ribe, ki je v obmocju od 42 do 218 pg.
Najvisja ugotovljena vsebnost arzena v nasih vzorcih torej znasa 218 pg As/dan (3,1 pg na
kilogram telesne teze na dan, pri povprecni tezi 70 kg) in je v obmocju BMDLy;, v katerem
s 95% verjetnostjo pri¢akujemo, da se $kodljiv uéinek ne bo pojavil pri 99 % ljudeh ali
vec.

4.2.2.1 Arzenove spojine v celodnevnih vojaskih obrokih

Poleg vsebnosti arzena smo Zeleli doloditi tudi prisotnost oziroma vsebnost posameznih
arzenovih spojin, in sicer vseh tistih, za katere smo imeli na razpolago standarde. Te
spojine so: arzenit (As(Ill)), arzenat (As(V)), monometil arzenova kislina (MMAA),
dimetil arzenova kislina (DMAA), arzenobetain (AsB), trimetil arzenov oksid (TMAO),
tetrametil arzonijev ion (TETRA) in arzenoholin (AsC). Zaradi majhne vsebnosti arzena v
obrokih, ki niso vsebovali rib, smo na prisotnost arzenovih spojin analizirali le vzorce
obrokov, ki so vsebovali ribe, in poleg teh obrokov smo analize opravili $e v Sestih ribjih
izdelkih. Ti vzorci so predstavljeni v preglednici 5.

Locitev arzenovih spojin v vodnih raztopinah ekstraktov vzorcev ribjih izdelkov in
celodnevnih vojaskih obrokov smo izvedli s HPLC-UV-HG-AFS tehniko na anionski in
kationski koloni. Z anionsko kolono smo ugotavljali prisotnost arzenovih spojin: As(ll1l),
As(V), MMAA in DMAA. Vsebnosti teh spojin v metanol-vodnih ekstraktih liofiliziranih
vzorcev celodnevnih vojaskih obrokov so bile pod mejo zaznavnosti. Meje zaznavnosti so
za vse spojine reda velikosti 0,5 ng/ml ekstrakta, kar pomeni priblizno 3 ng/g suhega
vzorca. Nasli smo le eno anionsko zvrst, in sicer DMAA v vzorcih ribjih izdelkov stevilka
3in 5 (preglednica 13).
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Preglednica 13: Vsebnost DMAA (ng/g) v vzorcih ribjih izdelkov

— -
Vzorec ribjih izdelkoy | VSEPNOStDMAA | Masa jedilnega dela* |\ pn1 o ajiedilni del
(ng/g) (9)

Fileti skuse v

semenskem olju 74 91,8 0,7
Fileti skuSe v lastnem 15.9 80.3 13
soku

* Masa mesa ribe (podatek pridobljen iz deklaracije na embalazi ribjega izdelka, (Volk, 2006))

S kationsko analizo smo ugotavljali vsebnost arzenovih spojin: AsB, TMAO, TETRA in

AsC.

Preglednica 14: Vsebnost arzena in kationskih arzenovih spojin v ribjih izdelkih in obrokih, ki vsebujejo

ribe (ng As/g)

Vsebnost arzena

\VZOrec Celotni As AsB AsC TMAO
spojine (ng/g) (ng As/g) (ng As/g) (ng As/g)

Sardine v

rastlinskem olju 6575 3663

Tuna v olivnem olju 992 200

Fileti skuse v

semenskem olju 2002 232 10 18

Tunina v naravnem

soku 409 223

Fileti skuse v

lastnem soku 1560 157 9 12

Losos v lastnem

soku 301 69 18

Povprecje 757

Obrok 4 158 /

Obrok 7 158 126

Obrok 8 263 176

Obrok 10 / 265

Obrok 13 / /

Obrok 14 54 14

Povprecje 145

Kot je razvidno iz preglednice 14, je arzenobetain glavna identificirana organska arzenova
spojina, ki smo jo nasli v celodnevnih obrokih hrane, ki so vsebovali ribe, in v vzorcih
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ribjin izdelkov. Po doslej opravljenih raziskavah arzen v obliki arzenobetaina ne
predstavlja tveganja za zdravje ljudi, saj spada med netoksi¢ne oblike arzena in naj ne bi
bil karcinogen.

Povprecna vsebnost arzenobetaina v nasih vzorcih je bila 0,15 ug/g. Najmanjsa vsebnost je
bila v obroku 14, 0,01 pg/g, najve¢ja pa v obroku 10, 0,27 pg/g. Vsebnost ostalih
kationskih arzenovih spojin (AsC, TMAOQ) v obrokih so bile pod mejami detekcije, ki so
reda velikosti 0,5 ng/ml ekstrakta oziroma priblizno 3 ng/g suhega vzorca.

4.2.2.2 Primerjava vsebnosti arzena z literaturo

Preglednica 15: Primerjava dnevnega vnosa arzena s celodnevnimi vojaskimi obroki z vnosom arzena v
nekaterih drugih drzavah

Drzava V?ﬁ; /3;Z$)na Vir
Spanija 291 Urieta in sod., 1996
Velika Britanija 120 Ysart in sod., 1999
Hrvagka 11,7 Sapunar - Postruznik, 1996
Belgija < 30-766 Robberecht in sod., 2002
Slovenija 13-545 Stil3i|j in.sod., 2004

12-218 Nasa raziskava

Japonska 195 Yamauchi in sod.,1992

S primerjavo rezultatov nase raziskave s podatki raziskav v nekaterih drugih drzavah
ugotavljamo precejSnjo raznolikost. Najnizje vrednosti navaja Sapunar - Postruznik (1996)
za Hrvasko, le 11,7 pg/dan, najvi$jo vrednost pa podajajo Robberecht in sod. (2002) za
Belgijo, od 30 do 766 pg/dan. Zanimiva je primerjava nasih rezultatov s podobno
raziskavo v Sloveniji iz leta 2004, kjer so Stibilj in sod. doloc¢ali vsebnost arzena v
celodnevnih vojaskih obrokih hrane. Avtorji navajajo spodnjo mejo zelo podobno nasi
vrednosti (13 oziroma 12 pg/dan), medtem ko je zgornja meja 2,5-krat visja. V omenjeni
raziskavi so dolocali vsebnost arzena v 20 celodnevnih vojaskih obrokih in povprecna
masa obrokov je bila 3972 + 405 g, kar je 16 % vec kot v nasi raziskavi.
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SKLEPI

Na podlagi rezultatov analiz, ki smo jih opravili, lahko oblikujemo naslednje sklepe:

Povprecna masa celodnevnih obrokov je bila 3285 g. Najnizja masa posameznega
obroka je bila 2748 g in najvisja masa 3766 g.

Vsebnost selena se je med posameznimi obroki razlikovala. Povpreen dnevni vnos
selena z obroki, ki niso vsebovali rib, je bil 47,9 pg, medtem ko je bil dnevni vnos
selena z obroki, ki so vsebovali ribe, 84,5 ug.

Glede na referenc¢ne vrednosti za vnos hranil (2004) in Prehranska priporocila za
Slovensko vojsko je priporocen dnevni vnos selena pri odraslem ¢loveku med 30 in
70 ng. Povprecen dnevni vnos selena 15 celodnevnih vojaskih obrokov je bil 62,5
ug, kar pomeni, da so rezultati v omenjenem obmocju in da so vojaki z
analiziranimi celodnevnimi obroki pokrili dnevne potrebe po tem elementu.

Za pravilen izraun vnosa selena z obroki je potrebno imeti zanesljive podatke o
njegovi vsebnosti v posameznih zivilih.

Vsebnost arzena se je mocno razlikovala med obroki, ki so vsebovali ribe, in
218 pg. Povpre€en dnevni vnos arzena z obroki, ki niso vsebovali rib, je bil 12 pg.
Dnevni vnos arzena z obroki, ki so vsebovali ribe, je bil 125 pg.

Vsebnosti arzenovih spojin As(ll1), As(V), MMAA, DMAA, TMAO, TETRA in
AsC v celodnevnih vojaskih obrokih so bile pod mejami detekcije, ki so za vse
spojine reda velikosti 0,5 ng/ml ekstrakta, kar pomeni priblizno 3 ng/g suhega
Vvzorca.

V vzorcih obrokov, ki so vsebovali ribe, smo dolodili visoko vsebnost
arzenobetaina (AsB). Na podlagi dobljenih rezultatov ugotavljamo, da je to glavna
organska arzenova spojina v izbranih celodnevnih obrokih in ribjih izdelkih. Arzen
v obliki arzenobetaina je po doslej znanih podatkih zdravju neskodljiv.

Najvisje vsebnosti selena in arzena Smo dolocili v celodnevnih obrokih, ki so
vsebovali ribe.
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5 POVZETEK

Namen nase raziskave je bil ugotoviti dnevni vnos selena in arzena z vojaskimi obroki. Za
doloc¢anje selena smo uporabili metodo HG-AFS. Zanesljivost in pravilnost metode smo
preverjali z dolo¢anjem vsebnosti selena v standardnih referenénih materialih Typical Diet
1548a in DORM2. Arzen smo dolocali z metodo RNAA, njegove spojine pa s HPLC-UV-
HG-AFS.

Z analizo petnajstih celodnevnih vojaskih obrokov, namenjenih profesionalnim vojakom v
vojasnici Vipava, smo ugotavljali, ali dnevni vnos selena ustreza prehranskim priporo¢ilom
za Slovensko vojsko, ki znasa 30-70 ug Se/dan. Povprecen dnevni vnos selena, dobljen z
naso raziskavo, je bil 62,5 ug Se/dan, vsebnosti pa so nihale od 34 do 113 pg Se/dan.

Primerjava dobljenih rezultatov s podatki iz literature kaze, da je vsebnost selena v
celodnevnih vojaskih obrokih iz naSe raziskave primerljiva z dnevnimi vnosi na
Nizozemskem in v Svici. Povpre¢en dnevni vnos selena 63 pg Se/dan je nizji od podatkov,
dobljenih iz raziskave Smrkoljeve in sod. (2004), ki so na podlagi 20 celodnevnih vojaskih
obrokov ugotovili, da je dnevni vnos selena 87 pg. Veliko veéja vsebnost selena v
celodnevnih obrokih je bila ugotovljena na Japonskem, Kitajskem, v ZDA in Kanadi.

Doloc¢ili smo, da je bila vsebnost arzena v obrokih, ki niso vsebovali rib, od 4 do 20 pg, v
obrokih, ki so vsebovali ribe, pa od 42 do 218 ug. Rezultati, dobljeni v vzorcih, ki so
vsebovali ribe, so odvisni od vrste ribe oziroma ribjega izdelka, ki ga je vseboval obrok.

Za analizo vsebnosti arzenovih zvrsti smo uporabili 6 vzorcev ribjih izdelkov (sardine v
rastlinskem olju, tuna v olivnem olju, fileti skuSe v semenskem olju, tunina v naravnem
soku, fileti skuse v lastnem soku in losos v lastnem soku). Le v vzorcih 3 (fileti skuSe v
semenskem olju) in 5 (fileti skuse v lastnem soku) smo dolo¢ili anionsko arzenovo zvrst
DMAA.

V celodnevnih vojaskih obrokih, ki so vsebovali ribe, smo nasli le arzenovo spojino
arzenobetain. Njegova vsebnost v vzorcih je bila med 0,01 pg/g in 0,27 ng/g.

Povpre¢na ugotovljena vsebnost arzena v vzorcih, ki so vsebovali ribe, je bila 125 pg
As/dan (1,8 nug na kilogram telesne teze na dan, pri povprecni tezi 70 kg) in je v obmocju
BMDLy;, v katerem s 95 % verjetnostjo pricakujemo, da se Skodljiv u¢inek ne bo pojavil
pri 99 % ljudeh ali vec.
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Precejsno raznolikost smo ugotavljali pri primerjavi podatkov iz literature in dobljenih
rezultatov o vsebnosti arzena. Zanimiva je predvsem primerjava rezultatov nase raziskave
in rezultatov Stibiljeve in sodelavci (2004), ki so prav tako ugotavljali vsebnost arzena v
celodnevnih vojaskih obrokih. Spodnji vrednosti sta si zelo podobni, in sicer 12 oziroma

ey e

sodelavcev (2004) pa kar 545 ug As/dan.
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