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STRESZCZENIE

W przeprowadzonym doswiadczeniu badano wptyw sktadu diety i jej suplementacji wybranymi witaminami z grupy B na
stezenie selenu w surowicy krwi i tkankach oraz aktywnos¢ peroksydazy glutationowej w krwi i wgtrobie samcow szczura.
Zwierzeta, w wieku 5 miesigcy, podzielono na trzy grupy i Zywiono ad libitum, granulowanymi mieszankami. Grupe I mieszankq
podstawowq zawierajqcg m.in. petne ziarna zboz, grupe Il mieszankq zmodyfikowang, w ktorej petne ziarna zboz zastgpiono
makq pszenng i czesciowo sacharozq i grupe Il mieszankq zmodyfikowang suplementowang nadmiarowo witaminami B,
B, B i PP. Doswiadczenie trwato 6 tygodni, w trakcie ktorych na biezqco obliczano ilos¢ spozytej paszy, a raz na tydzien
kontrolowano mase ciata zwierzqt. Po zakonczeniu doswiadczenia w krwi i w wqtrobie oznaczano aktywnos¢ GSH-Px
metodq spektrofotometryczng natomiast w surowicy krwi, miesniach i w watrobie stezenie selenu metodq fluorymetryczng.
Stwierdzono, ze zmiana skiladu diety i jej supelmentacja wybranymi witaminami z grupy B, sprzyjata obnizaniu zawartosci
selenu w badanych tkankach, a spadek ten wynikat nie tylko ze zmniejszonego spozycia badanego pierwiastka, ale tez ze
zwiekszonego jego zuzywania, wymuszonego zachodzgcymi pod wplywem skiadu diety i jej suplementacji, przemianami.

ABSTRACT

The influence of diet ingredients and its supplementation with chosen B group vitamins on concentration of se-
lenium in blood serum and tissues and activity of glutathione peroxidase in blood and liver of male rats was examined in
the conducted experiment. The animals, aged 5 months, were divided into three groups and fed ad libitum with granulated
mixes. Group I with basic mix containing among other things full grains, Group II with modified mix in which full grains
were exchanged for wheat flour and in part with saccharose and Group III with modified mix supplemented in excess with
vitamins B, B,, B, and PP. The experiment was conducted for six weeks during which the amount of consumed feeding stuff
was calculated currently and once a week body mass of the animals was checked. When the experiment was finished the
activity of GSH-Px was determined by spectrophotometric method in blood and liver whereas concentration of selenium
in blood serum, muscles and in liver by fluorometric method. It was ascertained that the change of diet ingredients and its
supplementation with chosen group B vitamins was in favour of lowering the amount of selenium in the examined tissues,
and the decrease was not only the result of lower amount of the consumed element, but also of its increased usage, forced
by the changes taking place under the influence of diet components and its supplementation.
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WSTEP

Prowadzac na zwierzetach modelowych badania
nad wptywem suplementacji diety witaminami z gru-
py B, stwierdzono m.in. niekorzystne zmiany stezen,
w krwi i watrobie, nieenzymatycznych sktadnikow
obrony antyoksydacyjne;j tj. glutationu zredukowanego
(GSH) i catkowitych grup sulfhydrylowych (-SH) oraz
zawartosci dialdehydu malonowego (MDA) bedacego
markerem wolnorodnikowych proceséw peroksydacji
lipidow. Zmiany wyraznie wskazujgce na nasilenie,
pod wplywem zastosowanej suplementacji, reakcji
wolnorodnikowych [7].

Jednym z wazniejszych enzymow bariery antyok-
sydacyjnej w organizmie jest peroksydaza glutationu
(GSH-Px), ktorej zadaniem jest m.in. katalizowanie
redukcji nadtlenkow lipidowych z uzyciem glutationu,
zapobiegajace szerzeniu si¢ procesu utleniania lipidow
[3]. Natomiast aktywnos¢ GSH-Px w duzym stopniu
zalezy od zawartosci selenu wystgpujacego w centrum
aktywnym tego enzymu [17], przy czym rola tego pier-
wiastka w organizmie jest o wiele szersza i dotyczy m.
in. udzialu w odpornosci organizmu, profilaktyce scho-
rzen wirusowych, nowotworowych i uktadu krazenia.

Biorac pod uwage role selenu w organizmie, po-
wszechno$¢ stosowania przez spoleczenstwo réznego
rodzaju suplementacji oraz fakt wzbogacania zywnosci
w witaminy z grupy B, czgsto w iloSciach wigkszych
niz deklarowane [10] postanowiono zbada¢, na modelu
zwierzecym, jaki wpltyw wywiera zmiana sktadu diety
i jej suplementacja wybranymi witaminami z grupy B na
stezenie selenu w surowicy krwi, jego zawarto$¢ w wybra-
nych tkankach oraz aktywnos¢ peroksydazy glutationowe;.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenie (po uzyskaniu zgody Lokalnej Ko-
misji Etycznej 17/2009) przeprowadzono w wiwarium
Zaktadu Fizjologii Zywienia Cztowicka, na 36 samcach
szczurow rasy WISTAR, w wieku okoto 5 miesiecy,
ktore przebywaty w indywidualnych klatkach, w kli-
matyzowanym wiwarium, w temperaturze 21 + 1°C,
cykl jasnos¢/ciemnos¢ 12h/12h.

Zwierzeta podzielono na 3 grupy zywieniowe (po
12 osobnikow w kazdej), o Sredniej masie ciata 434,9
g + 29,1 g i zywiono ad libitum granulowanymi mie-
szankami, wyprodukowanymi z tych samych, poza
roznicujgcymi, komponentow, po wdrozeniu proce-
dury 5.14.5 ,,Czyszczenie maszyn i urzadzen”, przez
Wytworni¢ Pasz w Kcyni. Grupa I otrzymywata mie-
szanke podstawowa zawierajacg migdzy innymi petne
ziarna pszenicy 1 kukurydzy. Grupa II i III mieszanke
zmodyfikowang, w ktorej w stosunku do mieszanki

podstawowej, petne ziarna pszenicy zastgpiono maka
pszenng, a 50% kukurydzy - sacharoza.

W celu ustalenia sktadu chemicznego zastosowa-
nych w do$wiadczeniu pasz, przeprowadzono pod-
stawowe analizy chemiczne. Z przygotowanych prob
zgodnie z normami [5] pobrano nawazki (po 4 z kazdej),
w ktorych oznaczono procentowg zawartos¢: biatka
ogolnego, thuszczu surowego, suchej masy i popiotu
ogodlnego. Wzgledng zawarto$¢ weglowodanow obli-
czono z roznicy pomiedzy suchg masg a suma bialka,
thuszczu 1 popiotu. W probkach obu rodzajow pasz,
oznaczono réwniez zawarto$¢ selenu, metoda fluory-
metryczng, wg Watkinsona [19], zmodyfikowang przez
Grzebute 1 Witkowskiego [9], przy uzyciu spektrofluoro-
metru RF-5001 PC Schimadzu. Pelny sktad zastosowa-
nych w doswiadczeniu pasz przedstawia tabela 1, a ich
sktad chemiczny tabela 2. Pasze byty izokaloryczne.

Tabela 1. Procentowy udziat sktadnikow w zastosowanych
paszach
Percentage of components of fodders

Nazwa komponentu Pasza Pasza
podstawowa (%) | zmodyfikowana (%)

Pszenica 36,4 6
Kukurydza 20 10
Otreby pszenne 20 20
Serwatka suszona 3,0 3,0
So6l pastewna 0,3 0,3
Sruta sojowa 48% 18 18
Kreda pastewna 1,5 1,5
Fosforan 2-CA 0,8 0,8
Maka pszenna typ 500 - 30,4
Sacharoza - 10

Tabela 2. Sktad chemiczny pasz zastosowanych w doswiad-

czeniu

Chemical composition of fodders used in the ex-

periment

Komponent Pasza Pasza
podstawowa zmodyfikowana

Biatko ogotem [%] 19,1 18,5
Thuszcz surowy [%] 2,8 2,3
Weglowodany [%] 63,8 65,5
Sucha masa [%] 91,8 92,3
Popiot ogélem [%] 6,1 6,0
Energia brutto
[kcal/g] 3,99 3,98
[kJ/g] 16,73 16,67
Energia metaboliczna
[kcal/g] 3,57 3,57
[kl/g] 14,95 14,94
Selen [ug/g paszy] 0,709 0,723

Do picia zwierzeta grupy I i Il otrzymywaty czy-
sta, odstang wode wodociagowa. Zwierzeta grupy 111,
w porze wzmozonej aktywnosci, otrzymywaty 30 ml
wodnego roztworu witamin, w ilosciach: B - 0,560 mg,
B, -0,130 mg, B, - 0,490 mg, PP - 5,25 mg w przelicze-
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Tabela 3. Wpltyw sktadu diety i jej suplementacji witaminami na badane parametry u samcow szczura (x = SD, n = 36)
The effect of diet type and supplementation on the examined parameters in male rats (x + SD, n = 36)

Pasza
Pasza Pasza .
zmodyfikowana Istotnos¢
Badane parametry podstawowa zmodyfikowana . .
+ suplementacja roznic
(a) (b) ©
Spozycie paszy [g] 7653+ 62,4 754,8 + 46,4 738,6 + 24,1 -
Spozycie paszy 164,14 13,1 158,14 6,8 156,04 5,3 a-c*
[g/100g masy ciata]
SpozycieSe 116,3+£9,3 1143 +4,9 112,8 +3,8 a-c*
[ug/100g masy ciata]
Przyrosty masy ciata 48+ 1.1 49413 55413 B
[g/100g paszy] T v T
Ttuszez okotojelitowy a-c**
+ + +
[2/100g paszy] 0,22 £ 0,04 0,26 £ 0,05 0,33 +£0,05 b - o*

* ** _rOznica istotna statystycznie p < 0,05; 0,01
* ** _statistically significant difference p <0.05; 0.01

niu na 100 g paszy, co 5x przekraczato ilosci, o ktore
zostata zubozona pasza w trakcie zamiany sktadnikow
(wielko$¢ zastosowanej suplementacji do pewnego
stopnia imitowata sposob suplementacji u ludzi). Po
wypiciu witamin zwierzeta dopajano czysta odstana
woda wodociagowa.

Doswiadczenie (po jednotygodniowym okresie kon-
dycjonowania zwierzat) trwato 6 tygodni, w trakcie kto-
rych na biezaco obliczano ilo$¢ spozytej paszy, a w grupie
suplementowanej takze ilo$¢ pobranych witamin oraz
raz na tydzien kontrolowano masg¢ ciala zwierzat. Po
zakonczeniu doswiadczenia zwierzgta uspiono aneste-
tykiem (Ketanest) i pobrano krew, w ktdrej oznaczono
aktywno$¢ peroksydazy glutationowej (GSH-Px, E.C.
1.11.1.9) wg metody Puglia i Velentine [16], przy uzyciu
zestawu diagnostycznego RANSEL (RS 505 Randox, W.
Brytania) i spektrofotometru Metertech SP-8001.

Oznaczenia aktywnosci peroksydazy glutationowej
w watrobach wykonano wedtug tej samej metody i przy
uzyciu tych samych odczynnikow jakie wykorzystano
do okreslenia jej aktywnosci we krwi, po uprzednim
przygotowaniu probek watroby do analizy (homogeni-

zacja 1 g tkanki w 10 ml izotonicznego buforu fosfo-
ranowego o pH 7,4, w temp. 4°C w homogenizatorze
MPW-120, nastepnie liza komorek poprzez trzykrotne
zamrazanie 1 rozmrazanie, wirowanie w wirowce la-
boratoryjnej MPW-365 w temp. 4°C przy predkosci
8 000 obr.xmin ). W surowicy krwi, wypreparowanych
migsniach (w m. quadriceps femoris, m. biceps femoris,
m. semimembranosus, m. adduktor femoris, m. super-
ficialis gluteus) oraz w watrobach badanych zwierzat
0znaczono rowniez stezenie selenu wg tej samej meto-
dy jaka zastosowano przy oznaczaniu jego zawartosci
w paszy. Thuszcz okotojelitowy wypreparowywano na
biezaco i wazono z doktadnoscia do 0,001 g. Uzyskane
wyniki poddano jednoczynnikowej analizie wariancji,
przy uzyciu komputerowego programu statystycznego
Statistica®, z zastosowaniem testu Duncana.

WYNIKI

Analizujac wptyw zmiany skladu diety i jej suple-
mentacji wybranymi witaminami z grupy B, na wielkos¢

Tabela 4. Wptyw skladu diety i jej suplementacji witaminami na st¢zenie selenu i aktywnos$¢ peroksydazy glutationu w
badanych tkankach samcow szczura (x = SD, n = 36)
The effect of diet type and supplementation on selenium levels and glutathione peroxidase activity in male rats

tissues (x £ SD, n = 36)

Pasza
Pasza Pasza zmodyfikowana Istotnos¢
Badany parametr podstawowa zmodyfikowana . e
+ suplementacja roznic
@ (b) ©
Se w surowicy [upg/ml] 0,508 £ 0,10 0,524 £ 0,05 0,515+ 0,06 -
_ sk
Se w miesniach [pg/g] 0,101 £ 0,01 0,133 £0,01 0,119 + 0,01 a-b,c
. b-a, c**
Se w watrobie  [pg/g] 0,470 + 0,07 0,584 + 0,06 0,457 + 0,09
GSH-Px w krwi a-b*, c**
+ + + ’
[Ule bialkal 73,9 +22.,6 554+21,5 433+10,8 b - o
GSH-Px w watrobie [U/g bialka] 1549 + 444 786 + 242 621 + 127 a-b, c**

* ** - rdznica istotna statystycznie p < 0,05; 0,01
* % _ statistically significant difference p <0.05; 0.01
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spozycia paszy i przyrosty masy ciata stwierdzono,
ze pomimo izokalorycznosci zastosowanych pasz,
najmniej i istotnie mniej w pordwnaniu do pozosta-
tych grup spozywaly, w g/100 g masy ciata, zwierzeta
grupy suplementowanej, co przektadato si¢ na istotnie
mniejsze spozycie selenu (Tab. 3). Temu najmniejszemu
spozyciu paszy towarzyszyly jednak wyzsze, w prze-
liczeniu na 100 g spozytej paszy, przyrosty masy ciata
1 gromadzenie wisceralnej tkanki thuszczowe;.

Analizujac stezenie selenu w surowicy krwi bada-
nych zwierzat nie stwierdzono istotnych réznic pomig¢dzy
grupami doswiadczalnymi. Stwierdzono jednak wplyw
zmiany sktadu diety i jej suplementacji na zawartos¢
tego pierwiastka w mig$niach i watrobie. Istotnie wyzsza
zawarto$¢ selenu, w stosunku do zwierzat zywionych
pasza podstawowa, obserwowano w mig¢sniach i watrobie
zwierzat na paszy zmodyfikowanej. Natomiast zastoso-
wana suplementacja nieznacznie obnizata jego zawartos¢
w mie¢sniach i istotnie w watrobie (Tab. 4).

Stwierdzono, ze zmiana sktadu diety spowodowata
rowniez istotny spadek aktywno$ci peroksydazy gluta-
tionowej (GSH-Px) w pelnej krwi 1 watrobie badanych
zwierzat, a zastosowana suplementacja jeszcze ten efekt
nasilata (Tab. 4).

DYSKUSJA

Analizujac wplyw zastosowanych diet na wielko$¢
spozycia i przyrosty masy ciata stwierdzono, ze dieta,
w ktorej pelne ziarna zbo6z izokalorycznie zastgpiono
maka pszenng i sacharoza, sprzyjata zmniejszonemu
spozyciu paszy, a zastosowana suplementacji jeszcze
ten efekt poglebiata. Temu zmniejszonemu spozyciu
towarzyszyty jednak zwigkszone, w przeliczeniu na
jednostke spozytej paszy, przyrosty masy ciata, w po-
réwnaniu z przyrostami obserwowanymi u zwierzat nie
suplementowanych oraz istotnie wigksze gromadzenie
wisceralnej tkanki thuszczowej. Efekt ten zwiazany byt
z wptywem, na okreslone tory metaboliczne, suplemen-
towanych witamin. Szczegdlnie tiaminy bioracej udziat
w przemianach glukozy w szlaku pentozofosforano-
wym, stuzacym do syntezy NADPH, zuzywanego do
syntez redukujacych, w tym do syntezy kwasow tlusz-
czowych. Stymulujacy wptyw w tym zakresie mogty
réwniez wywiera¢ kwas pantotenowy oraz witamina
B, wzmagajaca aktywnosc delta-saturazy.

Stwierdzone zmniejszone spozycie paszy, przekta-
dato si¢ na zmniejszone spozycie selenu, ktore jednak
nie znalazto odbicia w stezeniu tego pierwiastka ani
w surowicy krwi, ani w jego zawarto$ci w badanych
tkankach, a wprost przeciwnie. Zawarto$¢ selenu w mig-
s$niach i watrobie zwierzat zywionych pasza zmodyfiko-
wang byta istotnie wigksza od zawartosci stwierdzane;j
w tkankach zwierzat zywionych pasza podstawowa.

Selen jest obecny we wszystkich tkankach i stanowi
pule utrzymujaca homeostaze tego pierwiastka w orga-
nizmie [1]. U samcéw dodatkowo znaczna jego ilos¢
zdeponowana jest w jadrach w celu ochrony struktury
mitochondriéw plemnikéw przed procesami oksydacyj-
nymi [18]. Selen wchlonigty z przewodu pokarmowego
jest poczatkowo wigzany przez erytrocyty oraz przez
albuminy i globuliny krwi, a nast¢pnie transportowany
do tkanek. Biorac pod uwage obserwowany efekt mozna
przypuszczac, ze przyczyng wzrostu jego zawartosci w su-
rowicy krwi i w tkankach mogta by¢ zmniejszona, w paszy
zmodyfikowanej, ilo$¢ sktadnikéw mineralnych, w tym
magnezu. Jimenez 1 wsp. [11] wykazali, ze niedobory
magnezu powodujg wzrost stezenia selenu w surowicy
krwi 1 tkankach, kosztem jego zawartosci w erytrocytach.
Wyzsza zawarto$¢ selenu w mig$niach badanych szczuréw
mogla wynika¢ rowniez z jego wigkszego deponowania
w tej tkance, jako endogenngo buforu dla zapewnienia
homeostazy w okresie niedostatecznego dowozu w diecie
[2]. Natomiast réznice w zawartosci selenu w badanych
tkankach pomig¢dzy grupa suplementowang i niesuple-
mentowang, mogly wynika¢ migdzy innymi z réznic
W natezeniu przemian glukozy w krwi badanych zwierzat.
We wczesniejszych badaniach wiasnych wykazano juz, ze
suplementacja zastosowanej diety wybranymi witamina-
mi z grupy B obniza stezenie glukozy we krwi poprzez
wprowadzenie jej w szlak pentozowofosforanowy [8]. Me-
chanizm tego zjawiska moze by¢ zwigzany z zuzywaniem
selenu do wzmozonej biosyntezy peroksydazy glutationu,
wymuszonej wzrostem natgzenia wolnorodnikowych
reakcji, zwigzanych z przemianami glukozy.

Potwierdza to obserwowany istotny spadek ak-
tywno$ci GSH-Px tak w osoczu krwi jak i w watrobie
badanych zwierzat, wskazujacy na wzrost natezenia
proceséw wolnorodnikowych, ktorych przyczyng byta
zmiana sktadu diety oraz zastosowana suplementacja.
Obserwowany spadek st¢zenia badanego enzymu mogt
wynika¢ z braku w diecie zmodyfikowanej wielu, na-
turalnie wystgpujacych w petnych ziarnach pszenicy
1 kukurydzy, antyoksydantow, takich jak: witamina E,
kwasy fenolowe, likopen, zeaksantyna i inne. Wykazano
juz, ze niedobory naturalnych, obecnych w diecie anty-
oksydantéw powodujg wigksze zuzycie glutationu zre-
dukowanego [7], ktéry nie tylko bezposrednio reaguje
z pojawiajacym si¢ w srodowisku rodnikiem hydroksy-
lowym, rodnikami organicznymi i nadtlenkiem wodoru,
ale jest tez substratem dla peroksydazy glutationu [4].
Przyczyna mogta by¢ rowniez zmniejszona w diecie
zmodyfikowanej zawarto$¢ cynku. Kim 1 wsp. [12]
w badaniach na szczurach, wykazali dodatnig korela-
cje pomigdzy zawarto$cig cynku w diecie, a stezeniem
peroksydazy glutationu w surowicy krwi.

Natomiast obserwowany wzrost natezenia ne-
gatywnych zmian w postaci dalszego obnizania si¢
aktywnosci peroksydazy glutationu zachodzacej pod
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wplywem zastosowanej suplementacji, mégt wynikaé
z kilku przyczyn. Pierwsza przyczyna to wzrost nate-
zenia przemian glukozy i zwigzanych z tym procesow
wolnorodnikowych, natomiast druga to stwierdzone
gromadzenie wisceralnej tkanki ttuszczowej. W licz-
nych badaniach wykazano juz, ze zjawisko to jest nieza-
leznym czynnikiem wzrostu natgzenia procesow wolno-
rodnikowych 1 peroksydacji lipidow [14]. Zwigkszona
oksydacja kwasow ttuszczowych ostabia reakcje komo-
rek watroby na insuline, co stymuluje glukoneogeneze,
zwigksza stgzenie glukozy, biosynteze triacylogliceroli
i cykl sie¢ zamyka. Nie bez wptywu na obnizanie aktyw-
no$ci GSH-Px, musiato by¢ tez zmniejszone spozycie
selenu, jego zuzywanie do syntezy enzymu i w efekcie
obnizenie jego zawartosci, szczegdlnie w watrobie, co
jak wykazali Payne 1 Southern [15] jest czynnikiem
limitujacym biosynteze peroksydazy glutationu.

Oceniajac calo$¢ zaistniatych zmian stwierdzono,
ze zmiana sktadu diety, polegajaca na zamianie petnych
ziaren zb6z na bialg make i sacharoze, i jej suplementa-
cja wybranymi witaminami z grupy B, moze sprzyjac,
poprzez rézne mechanizmy wpltywu, na obnizanie za-
wartosci selenu w tkankach, wpltywajac tym samym na
homeostazg ustroju. W przeprowadzonym doswiadczeniu
wptyw ten dal si¢ zauwazy¢ m. in. w obnizeniu aktywno-
$ci jednego z wazniejszych enzymow antyoksydacyjnych
- peroksydazy glutationu. Z danych literaturowych wyni-
ka, ze obnizona zawartos$¢ selenu oraz spadek aktywnosci
GSH-PX w watrobie wptywa nie tylko na funkcjonowa-
nie selenoprotein ale réwniez genéw zaangazowanych
w ksenobiotyczny metabolizm watrobowy [6]. Liczne
sa rowniez doniesienia mowiace o roli niedoboru selenu
w zaburzeniach gospodarki lipidowej [13] i chorobach
uktadu sercowo-naczyniowego [20].

WNIOSKI

Analiza uzyskanych wynikow pozwolita na stwier-
dzenie, ze:

1. zmiana sktadu diety i jej supelmentacja wybranymi
witaminami z grupy B, sprzyjala obnizaniu zawar-
tosci selenu w badanych tkankach,

2. spadek zawartosci selenu wynikat nie tylko ze
zmniejszonego spozycia badanego pierwiastka, ale
takze ze zwigkszonego jego zuzywania, wymuszo-
nego przemianami zachodzacymi pod wpltywem
sktadu diety 1 jej suplementac;ji.
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