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Zastosowand -spektrofotometryczng metode ornaczania
selenu, pozwalajgcq wykryé w materiale biologicznym
0,5 pug Se. Podano sposéb mineralizacji substancji orga-
nicznych przy uzyciu mieszaniny kwaséw azotowego
i madchlorowego.

Omoéwione w poprzedniej pracy (1) tokisykologiczne wlasciwosci se-
lenu oraz jego biologiczna rola jako niezbednego pierwiastka sladowego
uzasadniaja koniecznoé¢é opracowania metody oznaczania tego pier-
wiastka w $rodkach spozywczych, a takze w innym materiale biolo-
gicznym.

Klasyczne metody oznaczania selenu w substancjach organicznych
w przewazajacej wiekszosci polegajg na czeSciowe] mineralizacji na
mokro badanego materialu i izolowaniu selenu za pomocg destylacji
2 kwasem bromowodorowym w postaci lotnego czterobromku selenu
(2—7). Zasadg oznaczania selenu w destylacie jest przewaznie redukcja
polgczen selenu do selenu pierwiastkowego przy zastosowaniu takich
czynnikow redukujgeych, jak np. dwutlenek siarki i chlorowodorek
hydroksyloaminy (2), kwas askorbinowy (4, 8), chlorek cynawy (9), hy-
drazyna (10—12), tiomocznik (13), po czym selen elementarny oznacza
sie wagowo, turbidymetrycznie, miareczkowo (gtéwnie jodometrycznie)
lub kolorymetrycznie. Wigkszos¢ z tych metod nie spelnia wymagan
obecnych, ktorych celem jest oznaczanie mikrogramowych ilosci tego
pierwiastka w materiale biologicznym, co stalo sie niezwykle wazne
z chwilag stwierdzenia fizjologicznej roli selenu i korzystnego dziata-
nia w minimalnych ilosciach w razie schorzen zwierzat na tle niedo-
boru selenu. Odkrycie przez Hoste’a (14) 3,3’-dwuaminobenzydyny ja-
ko specyficznego odczynnika na selen i wykorzystanie jej przy spek-
trofotometrycznym oznaczaniu (15) bylo wielkim postepem w metody-
ce oznaczania selenu. Obecnie stosowane sa do tego celu rowniez me-
tody chromatograficzne (34, 35), polarograficzne (36), a takze metody
oparte na badaniu fluorescencji wywolanej promieniami rentgenowski-
mi (37) oraz na zastosowaniu izotopéw promieniotworezych (38, 39).

Przed wyborem do oznaczania selenu dwuaminobenzydyny, odczyn-
nika na razie trudno dostepnego, probowalam postugiwaé sig latwo
osiggalng kodeing, polecang przez niektérych autorow (16, 17), jednakze
nie otrzymalam zachecajacych wynikéw i zaniechalam dalszych prob
z tym odczynnikiem.
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3,3’-Dwuaminobenzydyna (DAB) jest to odczynnik po raz pierwszy
zastosowany przez Piena do oznaczania dwuacetylu w masle (18). Sci-
sta nazwa tej substancji powinna brzmieé 3,3'-4,4’-czteroaminodwufe-
nyl, lecz przez analogie z benzydyna, od ktorej sie wywodzi, Pien na-
zwal ja 3,3’-dwuaminobenzydyna. Zwigzek ten okazal sie takze czu-
tym odczynnikiem na selen. W przeciwienstwie do wiekszosci reakcji,
stosowanych do wykrywania i oznaczania selenu, reakcja z dwuamino-
benzydyng nie zalezy od proceséw oksydoredukcyjnych. Dwuamino-
benzydyna nie jest utleniana przez kwas selenawy, lecz w reakcji
z nim tworzy barwny (z6lty) zwigzek — piazselenol o pieciocztonowym
pierscieniu:

e=—=N

NH, NH, S N=—="CSe
HINO_O‘NHI N QHlseO}_. HIOO,“‘ +6HIO

Istnieje wiele metod oznaczania selenu opartych na pomiarze ab-
sorpcji (5, 6, 15, 19—24, 28) lub fluorescencji (25—27) widma piazse-
lenolu, a takze metod, w ktérych stosuje sie DAB i oznaczanie spek-
trofotometryczne w polgczeniu z techniky izotopows (7) lub oznacza-
niem polarograficznym (29). Tylko niektére z przytoczonych prac do-
tyczg oznaczania selenu w materiale biologicznym, wiekszosé opisa-
nych metod stosowano do oznaczania $ladéw selenu w substancjach
mineralnych, jak np. w kwasie siarkowym, arsenie, siarce, tellurze.

Przy opracowaniu opisanej nizej metodyki spektrofotometrycznego
oznaczania Se wzorowano sie cze$ciowo na pracy Chenga (19), wpro-
wadzajgc pewne modyfikacje do metody, stosowanej przez autora do
oznaczania $ladow selenu w arsenie.

Sposéb postepowania ustalono, postugujac sie roztworami wzorco-
wymi przygotowanymi z seleninu sodu oraz z dwutlenku selenu, przy
czym-dla obu roztworéw otrzymano pokrywajgce sie krzywe absorpcji,
co pozwolilo wyeliminowaé oznaczenie zawartosci selenu w substan-
cjach wzorcowych metodami konwencjonalnymi.

Stwierdzono, ze maksimum absorpcji piazselenolu (mierzonej na
spektrofotometrze Colemana) przypada na 420 mu, co jest zgodne
z danymi z pi$miennictwa.

Zbadano wplyw obcych jonéw na wyniki oznaczania selenu. Stwier-
dzono, ze obecnosé¢ jonéw Na, K, Ca, Mg, Zn, SO, nie wywiera wply-
wu na wyniki oznaczenia, a przy zastosowaniu 0,1 M roztworu wer-
senianu dwusodowego (s6]1 dwusodowa EDTA) nie przeszkadzaja takze
jony Fe, Cu, Pb, Mo, POy, nawet w ilosciach stokrotnie przewyzsza-
jacych ilosci selenu.

Poza wspomnianymi jonami, ktére bez zastosowania EDTA moga
przeszkadzaé¢ w oznaczeniu, niekorzystny wplyw moglyby mie¢ tylko
te substancje, ktore albo utleniajg DAB, albo redukujg selenin do Se
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pierwiastkowego. Wobec tego jednak, ze opisany nizej sposéb poste-
powania eliminuje obecnos¢ tych czynnikéw, metode naleiy uznaé za
specyficzng i selektywng dla Se.

Przy oznaczaniu selenu w substancjach organicznych waznym zagad-
nieniem jest sposéb mineralizacji. W zwigzku z lotnoscig polgczen sele-
nu nie mozna stosowaé spalania na sucho w zwyktych warunkach. Da-
je ono dobre wyniki jedynie przy zastosowtaniu specjalnych aparatéow,
pozwalajgcych na spalanie w strumieniu tlenu w temperaturze 800—
—900° (30—32).

Przeprowadzono szereg prob mineralizacji substancji organicznej na
mokro, stosujgc przy tym nastepujgce kwasy w réznych stosunkach
ilosciowych: 1) kwas azotowy -+ kwas siarkowy, 2) kwas azotowy
+ kwas siarkowy z dodatkiem HgO jako katalizatora, 3) kwas azoto-
wy + kwas siarkowy + kwas nadchlorowy, 4) kwas azotowy + kwas
nadchlorowy. '

Jako ostateczny sposob mineralizacji wybrano spalanie mieszaning
kwasow azotowego i nadchlorowego w stosunku 3:1, dajgce najbar-
dziej zadowalajace wyniki, korzystne tez z tego wzgledu, ze dzieki
wyeliminowaniu kwasu siarkowego unika sie tworzenia — w czasie
spalania substancji bogatych w waph — osadu siarczanu wapnia, prze-
szkadzajgcego w dalszym oznaczaniu selenu; kwas nadchlorowy ma
natomiast te zalete, ze dzieki wysokiej roazpuszczalnosei wiekszosei
nadchloranéw zapobiega sie klopotliwemu wytrgcaniu osadow.

Mineralizacje przeprowadzano w kolbach stozkowych poj. 500 ml,
zgodnie z obserwacjg Gorsucha (33), ktéry zaleca ten sposéb spalania
W razie niemozno$ci korzystania ze specjalnego aparatu do spalan.
Wysokie stosunkowo boki kolb stozkowych oraz niewielki otwor
stwarzajg mozliwos¢é deflegmacji przy spalaniu, dzieki czemu unika
si¢ strat w czasie mineralizacii.

Przy opracowywaniu warunkéw mineralizacji jako substancjg orga-
niczng postugiwano sie kwasem taninowym, maka i suszem marchwi
z dodatkiem znanych iloSci wzorca; dla poréwnania wykonano takze
oznaczenia selenu w zmineralizowanych roztworach wzorcowych.

Jak wspomniano wyzej, sposéb postepowania przy oznaczaniu sele-
nu ustalono w oparciu o metodyke podang przez Chenga (19). Wpro-
wadzone odstepstwa od teéj metodyki polegaja na: 1) zastosowaniu in-
nych zwigzkéw selenu do przygotowania roztworéw wzorcowych; 2)
ustaleniu czasu powstawania piazselenolu na 1 godzine; 3) prze-
prowadzaniu calego oznaczenia (lgcznie z ekstrakeja toluenem) w cy-
lindrach z doszlifowanymi korkami; 4) bezposrednim pomiarze absor-
pcji, bez wirowania wyclagow toluenowych; ponadto metode przysto-
sowano do oznaczania Se w substancjach organicznych.

OPIS METODY
1. Odczynniki

kwas azotowy cz. d. a. (c. wi 1,40),

kwas nadchlorowy cz. d. a. 60%,

kwas solny cz. d. a. (c. wi. 1,19),

wodorotlenek amonu cz. d. a. stez. i roztwér 7 M,
kwas mrowkowy cz. d. a. roztwor 2,5 M,
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purpura m-krezolowa 0,1% roztwér w 50% alkoholu,

wersenian dwusodowy (s61 dwusodowa EDTA) cz. d. a. roztwoér 0,1 M,
toluen cz. d. a.,

chlorowodorek 3,3’-dwuaminobenzydyny *), (prod. ,Prolabo”, Paryz),
roztwor 0,5%b.

Roztwory wzorcowe w zaleznosci od posiadanych odeczynnikéw moz-
na przygotowaé z seleninu sodu lub z dwutlenku selenu.

a. Przygotowanie roztworu z seleninu sodu:
roztwor A: 0,5476 ¢ NaySeO; (cz. d. a.) rozpusci¢c w wodzie destylo-
wanej w kolbie mierniczej na 250 ml. 1 ml roztworu zawiera 1 mg Se;
roztwor B: 10 ml roztworu A rozcienczyé woda destylowang w kol-
bie mierniczej na 10 ml. 1 ml roztworu zawiera 100 ug Se; roztwor
C (roboczy): 10 ml roztworu B rozcienczy¢ woda destylowang w kol-
bie mierniczej na 100 ml. 1 ml roztworu zawiera 10 nug Se.

b. Przygotowanie roztworu z dwutlenku selenu:
roztwor A’: 0,3513 g SeOy (cz. d. a.) rozpusci¢ w wodzie destylowanej
w kolbie mierniczej na 250 ml. 1 ml roztworu zawiera 1 mg Se; roz-
twor B’: 10 ml roztworu A’ rozcienczy¢ wodg destylowang w kolbie
mierniczej na 100 ml. 1 ml roztworu zawiera 100 wg Se; roztwér C’
(roboczy): 10 ml roztworu B’ rozcienczyé wodg destylowang w kolbie
mierniczej na 100. 1 ml roztworu zawiera 10 pg Se.

2. Mineralizacja: ‘

Badang probe w ilosci 2—10 g (materiat roslinny wysuszony w su-
szarce 'w temp. 60° umieszcza sie w kolbie stozkowej poj. 500 ml, za-
lewa sie 10—30 ml kwasu azotowego, tak aby cala proba byla zwil-
zona i pozostawia pod przykryciem na 2—3 godziny. Nastepnie dodaje
sie kwas nadchlorowy w takiej ilosci, azeby stosunek HNO; :HCIO,
wynosit 3:1, po czym kolbe umieszczong na siatce azbestowej ogrze-
wa sie ostroznie, stopniowo zwiekszajgc plomien palnika. W razie
Sciemnienia proby przerywa sie ogrzewanie i po ostygnieciu dodaje
sie jeszcze po kilka ml kwasu azotowego i nadchlorowego (zachowujgc
stosunek 3:1), ogrzewa w dalszym ciggu az do catkowitego zminera-
lizowania préby i wydzielania sie obfitych bialych dyméw kwasu nad-
chlorowego. Po ostygnieciu dodaje sie 20 ml wody destylowanej,
w dalszym ciggu ogrzewa i od momentu ponownego ukazania sie bia-
tych dyméw HCIO, ogrzewanie kontynuuje sie przez 10 minut. Wy-
gotowanie proby z woda ma na celu calkowite usuniecie kwasu azo-
towego, przeszkadzajgcego w oznaczaniu selenu. Nastepnie do zimne-
go roztworu dodaje sie 5 ml kwasu solnego i ogrzewa przez kilka mi-
nut, przeprowadzajagc w ten sposéb redukcje sze§ciowartosciowych po-
tgczen selenu do czterowarto$ciowych, gdyz tylko takie reagujg z 3,3-
dwuaminobenzydyng. Roztwér przenosi sie ilosciowo do kolbki mier-
niczej na 25 lub 50 ml, uzupelnia do kreski wodg destylowang i po-
biera odpowiednig ilo§é do oznaczenia.

*) Rozpoczecie doSwiadezen umozliwilo mi otrzymanie prébek odezynnika od
p. J. Pien, dyrektora Laboratories Laiterie des Fermiers Réunis. St. Ouen (Sei-
ne) oraz prof. Keithei Ueno, Kyushu University, Fukuoka, Japonia, za co na tym
miejscu dziekuje, ‘

ST TN el . S
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3. Oznaczanie selenu

Do cylindrow z doszlifowanymi korkami (poj. 80—100 ml) pobiera
sie z kolbek po 5—10 ml zmineralizowanych roztworow (w razie po-
brania z poszczegolnych kolbek mniejszych ilosci mnalezy uzupelni¢ za-
wartosci wszystkich cylindrow woda destylowang do 10 ml) i dopro-
wadza pH badanych roztworéw do 2—3 stezonym wodorotlenkiem
amonu wobec 1 kropli roztworu purpury m-krezolowej (zmiana bar-
wy z czerwonej na zoita). Nastepnie do cylindrow dodaje sig¢ po 2 ml
kwasu mrowkowego (w obecnosci HCOOH szybciej tworzy sig barwne,
polgczenie Se z DAB), 10 ml wersenianu sodowego i 2 ml 0,5%0 rozt-
woru 3,3’-dwuaminobenzydyny. W momencie dodawania odczynnika
pH roztworu powinno wynosi¢ 2—3, gdyz przy tej wartosci pH od-
czynnik nie ulega utlenianiu. Zawartosé cylindrow miesza sie wirowym
ruchem i pozostawia w, temperaturze pokojowej na 1 godzine. Po
uplywie tego czasu pH roztworow doprowadza si¢ 7 M roztworem
NH,OH do 7—8 (zmiana barwy z zo6itej na fioletowoczerwonawg); jest
to wartosé pH, przy ktérej nastepuje catkowita ekstrakcja piazseleno-
lu toluenem. Z biurety odmierza si¢ do cylindréw po 10 ml toluenu,
zamyka korkiem i wytrzasa silnie cylindry przez 30 sekund. Po roz-
dzieleniu sie warstw $cigga sie pipetami warstwy toluenowe do pro-
bowek i mierzy absorpcje na spektrofotometrze Colemana przy 420 mu.

Nalezy pamietaé o wykonaniu $lepej préby z kazdej nowej partii
kwaséw i wodorotlenku amonu uzytych do mineralizacji i zobojetnia-
nia badanych prob.

Probe ,,zerowg” oraz skale wzorcowa przygotowuje sie jednoczesnie
z prébami badanymi w nastepujacy sposob: do cylindréw pobiera sie
roztwér wzorcowy C (lub C) w ilosci odpowiadajacej 0,5,1,2,3,4....
20 ug Se, uzupelnia wodg destylowang do takiej samej objetosci, jaka
zajmuja w cylindrach zobojetnione wodorotlenkiem amonu proby (z61-
to zabarwione), dodaje jedna krople wskaznika i nastepnie wszystkie
odezynniki, analogicznie jak do prob badanych; probe ,,zerowsy” sta-
nowi odpowiednia iloé¢ wody destylowanej.

Precyzje metody (odchylenie standartowe) ilustruja tabele 1 i II;
podane wyniki dotycza mineralizacji roztworéw wzorcowych oraz
kwasu taninowego, maki i suszu marchwi z dodanymi ilosciami selenu.

Opisana powyzej spektrofotometryczna metoda pozwala na ozna-
czanie 0,5 ng Se w zmineralizowanej probie substancji organicznej,
przy czym w zakresie do 30 pg krzywe kalibracji podlegajg prawu
Lamberta-Beera. .

Na wyniki korzystnie wplywa przeprowadzanie calego oznaczenia
w cylindrach, dzieki czemu unika sie ewentualnych strat, spowodo-
wanych przenoszeniem badanych roztworéw do rozdzielaczy, w kto-
rych Cheng poleca wykonywa¢ ekstrakcje toluenem. Stwierdzono tak-
ze, ze niekonieczne jest zalecane wirowanie warstw toluenowych, gdyz
po $ciagnieciu ich pipetami sg dostatecznie klarowne i mozna od razu
oznaczaé ich absorpcje. (W wyjatkowych, bardzo rzadkich wypadkach
pojawienia si¢ nieznacznego zmetnienia, wystarczajace jest przesacze-
nie przez zwykly suchy saczek).

Sposob mineralizacji przeprowadzanej w kolbach stozkowych przy
zastosowaniu do spalania mieszaniny kwasu azotowego i nadchloro-
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Tabela I
Roztwér wzorcowy Odchylenie Standartz)-
we odchy-
Zawartos¢ ug Se Wykryto ug Se ng 9 lenie S (2)*)
4,00 4,20 40,20 + 5,00
3,95 — 0,05 —1,25
8,00 6,90 — 1,10 — 13,70
7,45 — 0,55 — 17,00
10,00 9,90 — 0,10 — 1,00 6,96
10,00 0,00 0,00
9,60 -—0,40 — 4,00
9,70 — 0,30 — 3,00
9,80 - 0,20 — 2,00
20,00 17,60 — 2,40 — 12,00
*) Obliczono wg wzoru (19): S = l/ I (% odchylenie)®
n—1
Tabela 1II
Produkt Se pg Odchylenie Standartowe
dodano wykryto Lg | 9 odchylenie S (%)
4,00 3,90 —0,10 —2,50 '
3,70 — 0,30 — 17,50
Susz marchwi 8,00 7,90 — 0,10 — 1,25 5,28
7,90 — 0,10 — 1,25
10,00 9,50 — 0,50 — 5,00
9,30 — 0,70 — 17,00
4,00 3,90 — 0,10 — 2,580
3,95 — 0,05 —1,25
3,70 —0,30 — 7,50
8,00 7,00 — 1,00 — 12,50
Maka 7,20 — 0,80 — 10,00 9,62
7,90 — 0,10 — 1,25
7,70 — 0,30 — 3,75
10,00 8,20 — 1,80 — 18,00
9,10 — 0,90 —9.00
2,00 2,10 -4-0,10 -+ 5,00
1,90 —0,10 — 5,00
Kwas 2,20 40,20 | 410,00 5,02
taninowy 10,00 10,00 0,00 0,00
10,00 0,00 0,00
9,50 — 0,50 — 5,00

wego oraz kwasu solnego do redukcji

zwigzkow selenu jest prosty

i szybki, a odzyskiwanie znanych ilosci selenu, dodawanych do mine-
ralizowanych prob, jest zadowalajgce. W zaleznosci od mineralizowa-
nego materialu uzyskane standartowe odchylenie wynosi 5,28—9,62%b.



Nr 3 Oznaczanie selenu spektrofotometrycznie 309

Dobre wyniki zastosowanego sposobu mineralizacji i redukeji zwigz-
kow Se upraszczaja stosowanag dotychczas metodyke oznaczania sele-
nu w materiale biologicznym.

J. CnyxXepcKa

CIIEKTPO®OTOMETPUYECKUIN METO] OIIPEAEJEHMA CEJIEHA
B PACTUTEJIBHOM MATEPUAIJE

CozgepxaHue

PazpaboraH crneKTpoOoTOMEeTPMYECKMIT METOJ OIIpPEefeieHus CeJieHa NPy IIOMOLIM
2,3’ -nnamunuoben3uanHa. Ilo3Bonsger oH ompenenauTk 0,5 ur cejieHa B npobe pacTUTENL~
HOTO Martepmuajga, npmdeM o0 30 ur cejeHa KpMBag KaamOpanuM IIOABEPTaeTcsa 3a=
xouny Lambert-Beera.

IlpencraBiieH OPOCTOM M OBICTPBII CHOCOD MMHEPaIM3alMyM OPraHUYecKoil cy6-
CTAHIMY, IIPUMEHAS CMeCh 330THOM M XJIOPHOM KMCJIOT a TaKiKe COJNAHOM KMUCIOTHI,
penyumpyoniein coefquHeHna cejgeHa. O0parHoe HonydeHMe NO0ABIAEMBIX M3BECTHBIX
KOJMNMYECTB CeJIieHa Ilepey] MuHepalam3anueir unpolbl, ‘BIOOJHE YIOBJIETBOPUTEILHO,
a CTAHAAPTHOE OTKJIOHEHME B 3aBMCMMOCTM OT MUHEPAAM3OBAHHOTO MaTepuajia BhI-
Hocur 5,28—9,62%.

Xopoiane pe3yNbTaThb! IPMMEHAEMOr0 Criocoba MMHEPAIU3ALMM M PEAYKLUMM COeu~
HEHMIT ceJieHa YNPOLIAIT NPUMEHAEMBLII [0 CMX IIOp METON ONpedeleHus cejeHa
B PacTUTEJbLHOM Marepuale.

L. Stuzewska

SPECTROPHOTOMETRIC METHOD FOR SELENIUM DETERMINATION IN
PLANT MATERIAL

Summary

The described spectrophotometric method with use of 3,3-diaminobenzidine
allows for determination of 0.5 ug selenium in combusted organic substance and
the calibration curve up to 30 ug Se indicates agreement with Lambert-Beer law.

Simple and quick method of mineralization based on combustion with use of
nitrie, perchloric and hydrochloric acids mixture is described. Recovery s
good and Pearson’s coefficient amounts some 5.3—9.6% depending on the ma-
terial.

Satisfactory results of mineralization and reduction of selenium compounds
in described procedure allows to simplify the method used up to date for sele-
nium determination in biological material.
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