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Abstract |

Abstract

Am Anfang dieser Arbeit stand die Entwicklung eines Verfahrens der Hydrid-
Atomabsorptionsspektrometrie (HG-AAS), um auf ihren Selengehalt zu untersuchende Pro-
ben schnell und zuverlassig analysieren zu kénnen. Dazu wurde eine Methode entwickelt,
die es erstmalig erlaubt, samtliche vorbereitenden Arbeitsschritte komplett und geschlossen
in einer Mikrowelle auszufiihren. Mittels dieser Selenanalytik wurde nun untersucht, wie sich
mit Hilfe der Fllssig-Blattapplikation das essentielle Spurenelement Selen schon zu Anfang
der Nahrungskette einfach und gut dosierbar in diese einbringen lasst und somit von Beginn

an die positiven Effekte des Selens in allen Stufen zum Tragen kommen.

So gelang es auch in einem vom Selenmangel besonders betroffenen Gebiet durch die Ap-
plikation von Natrium- oder Calciumselenat wahrend der Wachstumsphase von Weidegras
den Selengehalt des Pflanzenaufwuchses auf ein tierernahrungsphysiologisch bedeutsames
Niveau anzuheben. Die Futterung von Milchkiihen mit derart selenangereicherter Silage
fuhrte zu einer deutlichen Erhdohung des Selengehaltes der Milch. Er stieg innerhalb von
einigen Wochen um den Faktor > 5 an und folgte dabei binnen 24-48 Stunden der sinken-
den bzw. steigenden Selenkonzentration im Grundfutter. Eine Zufutterung von anorgani-
schem Selen ergab dagegen keinen Einfluss auf den Selengehalt der Milch. Es zeigte sich,
dass das in der Milch enthaltene Selen tGberwiegend in proteingebundener Form vorliegt: Zu
etwa gleichen Teilen im Kasein und den Molkenproteinen bei herkdmmlicher Milch, bei den
selenangereicherten Proben dagegen enthielten die Molkenproteine einen gréReren Selen-
anteil als die Kaseine. Der Erh6hung des Selengehaltes der Milch sind allerdings aus tierge-
sundheitlicher Sicht Grenzen gesetzt. Legt man aber eine fur Milchkiihe noch gesundheitlich
positiv wirkende Aufnahmemenge zugrunde, bedeutet dies eine Verdreifachung gegentber

dem gegenwartigen Versorgungsniveau beim Menschen.

Als noch effizienter erweist sich eine direkte Selenanreicherung pflanzlicher Nahrungsmittel.
Ebenfalls durch Flissig-Blattapplikation gelang es, den Selengehalt von Weizen auf ein
ernadhrungsphysiologisch bedeutsames Niveau anzuheben. Mahlversuche legten zudem dar,
dass sich eine solche Selenanreicherung auf alle Mahlerzeugnisse verteilt, &hnlich wie bei
Weizen von selenreichen Bdden. Bei einem Selengehalt von 220 pg/kg Weizen und einem
durchschnittlichen taglichen Verzehr von 250 g des daraus gebackenen Brots lie3e sich die
Aufnahmemenge an Selen auf die von der EU empfohlene Menge von 56 pg Se/Tag erhé-
hen (momentanes durchschnittliches Aufnahmeniveau: 35,5 ug Se/Tag), unabhangig davon,

ob das Brot aus Vollkorn- oder Auszugsmehlen gebacken wurde.



Abstract 1

The starting point of this work was the development of a hydride atomic absorption spec-
trometry (HG-AAS) method for fast and reliably measurements of trace selenium contents in
samples. A sample preparation method was developed which permits disintegration and pre-
reduction of the samples in a completely closed microwave oven system. Thereby, it is pos-
sible to examine how the leaf liquid application of selenium effects its introduction at the

beginning of the food chain.

By leaf liquid application of sodium- or calcium-selenate during the growth phase of pasture
grass its selenium content could be raised significantly. Feeding of selenium-enriched silage
to milk cows (in an area particularly concerned by the lack of selenium) led to a measurable
increase in the selenium content of their milk. The content rose distinctly within a few weeks,
from less than 5 to more than 25 pg L™ following the sinking and/or rising selenium concen-
tration in the basic fodder within 24—48 hours. Feedings with inorganic selenium did not re-
sult in an influence on the selenium content of the milk. Selenium incorporated into the milk
was shown to be present predominantly in protein-bound form; in equal amounts in casein
and whey proteins in un-enriched milk. The selenium-enriched samples exhibited a greater
proportion of whey proteins than caseins. To preserve animal health, limits are set on the
selenium content of milk. However, an intake of 6 mg Se through the fodder has a positive
effect on the milk cow and creates a trebled diet-related selenium intake for humans through

milk.

An even more efficient way to produce selenium enhancement would be through the direct
selenium enrichment of vegetable foods. Through leaf liquid application, the selenium con-
tent of wheat was successfully raised to a nutritionally important level. Meal trials also sug-
gested that such selenium enrichment distributes selenium to all meal products, similar to the
enrichment of wheat from selenium-rich soils. With a selenium content of 220 pg kg™ realized
in wheat and an average daily consumption of 250 g of bread baked from this wheat, the
selenium intake could achieve the EU recommendation of 56 ug Se/day (actual status: 35,5

ug Se/day), independent of whether bread was baked from full grain or superfine flours.
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1 Einleitung

1.1 Bedeutung des Spurenelementes Selen im Uberblick

Das Element Selen wurde 1817 von dem schwedischen Chemiker Berzelius entdeckt und
von ihm nach der griechischen Mondgéttin Selene benannt — in Anlehnung an die nahe Ver-

wandtschaft mit dem nach der Erde (gr. Tellus) benannten Element Tellur (HOLLEMANN, 1995).

Bis Mitte des 20. Jahrhunderts noch ausschlief3lich als ein geféhrliches Umweltgift und Kan-
zerogen eingestuft, erlebte die Selenforschung einen tief greifenden Wandel seit der Entde-
ckung der Essentialitat des Selens: 1957 zeigten SCHWARZ und FOLTZ, dass durch Selenzu-
lage eine Lebernekrose bei Ratten verhindert werden kann; 1970 erbrachten THOMPSON und
ScoTT den experimentellen Nachweis, dass Selen fir zahlreiche Tierarten essentiell ist. Drei
Jahre spéter wiesen FLOHE et al. sowie ROTRUCK et al. Selen bei diesen Tierarten als integ-

ralen Bestandteil der Glutathion-Peroxidase nach.

1975 schliel3lich entdeckten AWASTHI et al. Selen auch in der Glutathion-Peroxidase des
Menschen, womit die Essentialitat von Selen auch fir den Menschen nachgewiesen war.
Inzwischen ist allgemein anerkannt, dass organische Selenverbindungen antioxidative, an-
tiinflammatoriche sowie antikanzerogene Wirkungen besitzen und sie fiir eine Reihe lebens-

wichtiger Stoffwechselvorgdnge im Kérper unersetzlich sind.

Besondere Aufmerksamkeit erfuhr dieses Spurenelement in den sechziger und siebziger
Jahren des 20. Jahrhunderts, als sich herausstellte, dass zwei schwere endemische Erkran-
kungen in China, die Keshan-Krankheit und das Kaschin-Beck-Syndrom, auf einen aliment&-
ren Selenmangel zuriickzufiihren waren. Bei der Keshan-Krankheit? handelt es sich um eine
todlich verlaufende Kardiomyopathie, bei der nach einer 2 — 6-monatigen Induktionsperiode
die akute Verlaufsform unbehandelt zu Herzmuskelnekrosen fiihrt; die Erkrankten versterben
innerhalb von 24 — 48 Stunden nach dem Auftreten der ersten Symptome an akutem Herz-

versagen und Lungent’jdem (FORCHHAMMER und BOCK, 1991; WOLFFRAM, 1992; SCHRAUZER, 1998).
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Das Kaschin-Beck-Syndrom oder ,Big Joint Disease” hingegen ist eine Erkrankung, die mit
auRerst schmerzhaften, entzindlich-degenerativen Gelenksdeformationen einhergeht; be-

troffen waren vor allem die kargen Gebirgsregionen Chinas (SOKOLOFF, 1985; 1988; PENG et al., 1992;
REILLY, 1996a).

Obwohl z.B. die Keshan-Krankheit schon seit 1907 beobachtet und seit 1935 unter diesem
Namen beschrieben wurde, kam es zu einer Zuspitzung vor allem infolge Maos rigoroser
Besiedlungspolitik, als wahrend der chinesischen Kulturrevolution Hunderttausende von
Menschen in vormals wenig bevdlkerte Gebiete Chinas umgesiedelt wurden. Auf der Suche
nach moglichen Ursachen der Endemien stellte sich erst Jahre spéter heraus, dass das

Erdreich und die dort kultivierten Pflanzen extrem wenig Selen enthielten.

Daraufhin bekamen in den sechziger Jahren zuerst 36.600 Kinder (versuchsweise Uber 4
Jahre hinweg), anschlieRend Uber 1,5 Mio. Personen dieses Spurenelement in Form von
Natriumselenit verabreicht. Als dadurch beide Erkrankungsarten deutlich zuriickgingen, setz-
te eine groRangelegte Selenforschung ein (GE et al.,, 1983; GU, 1983; LITOV, 1991; ANDERSEN und NIEL-
SON, 1993; REILLY, 1996a; SCHRAUZER, 1998). ES zeigte sich sehr bald, dass Selen den zentralen,

essentiellen Funktionsbestandteil in einer Reihe lebenswichtiger Proteine bildet (BEHNE et al.,
1996; 2000).

Bei einer ungenigenden Zufuhr tGber die Nahrung kommt es zur Aktivitdtsbeeintrachtigung
dieser Selenoproteine, speziell der Selenoenzyme und dies auch schon in einer milden Se-
lenunterversorgung, wie sie in zahlreichen europaischen Landern vorherrscht (GASNIER, 2002).
Kdnnen diese Enzyme infolge eines Selenmangels nicht in ausreichendem Maf3e syntheti-
siert werden oder ihre volle Aktivitat entwickeln, wirkt sich dies auf die verschiedensten Or-

gansysteme aus und fihrt zu vielfaltigen Funktionsstérungen und Erkrankungen.

Man geht heute davon aus, dass neben den oben beschriebenen Endemien auch allergi-
sche, rheumatische und autoimmune Ereignisse mit einem Selenmangel in einen &tiologi-
schen? Zusammenhang gebracht werden kénnen. Anscheinend zahlen darunter nahezu alle
Krankheiten, die mit Stoffwechselstérungen im weitesten Sinne im Zusammenhang stehen;
von psychiatrischen und neurologischen Beschwerden angefangen, Uber bakterielle und

virale Infektionskrankheiten bis hin zu manifesten kardiovaskularen® Erkrankungen (vIRTAMO

1
2

Benannt nach dem Landkreis Keshan in der Provinz Heilongjiang.

Atiologie: Lehre von den Ursachen der Krankheiten.

® Das Herz-Kreislauf-System betreffend; aktuell in den Fokus des Interesses geruckt ist ein Zusammenhang zwischen kardio-
toxisch wirkenden Viren (z.B. Coxsackie B4) und der Inzidenz an Herzinfarkten.
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et al., 1985; SUADICANI et al., 1992; NEVE, 1996; URSINI et al., 1998; RAYMAN, 2000a, b; BROOME et al., 2004). Zahl-
reichen Studien zufolge fihrt ein Selenmangel bei Mensch und Tier aul3erdem sowohl zu

fetalen Anomalien als auch zu Infertilitat (MAIORINO et al., 1998).

Wie sich dieses weitreichende therapeutische Spektrum der durch einen Selenmangel aus-
geldsten Erkrankungen erklart, ist letztlich nicht bis in alle Details bekannt, wird aber aktuell
in zahlreichen Studien weltweit untersucht. So gilt es aber als gesichert, dass bestimmte
Selenoenzyme eine Schlusselstellung bei der Replikation der DNS einnehmen, d.h., dass sie
essentiell an der Zellteilung sowie an der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren beteiligt sind
(ALLAN et al., 1999). Ebenfalls belegt werden konnte, dass bestimmte Selenoenzyme bei der
Faltung und Stabilisierung der Tertidrstruktur von Proteinen eine Rolle spielen und sie in den
Prostaglandin-Metabolismus eingreifen, in dem auch die etablierten entziindungshemmen-
den Medikamente wie Acetylsalicylsaure (miTcHELL, 1997) und Glucocortikoide (BARNES, 1998)

ansetzen.

Epidemiologische Human-Studien geben zudem Hinweise darauf, dass die Selenaufnahme,
praziser ausgedrickt, der Versorgungsstatus mit Selenoproteinen mit chronisch-
degenerativen Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems sowie Krebs assoziiert ist (z.B.
Clark-Studie) (P und GANTHER, 1992; CLARK et al., 1996; FLEET und MAYER, 1997; REILLY, 1998; RAYMAN, 2000a;
WHANGER, 2002; REID et al., 2002). Andere Studien gehen von einer direkten antikarzinogenen bzw.
protektiven Wirkung des Selens aus (BEHNE und KYRIAKOPOULOS, 1997; MUKHOPADHYAY-SARDAR et al.,
2000); in Langzeit-Doppelblindstudien wurde supplementiertes Selen mit einer signifikanten
Reduktion bei Lungen-, Colorektal-, Leber-, Haut- und Prostatakrebs assoziiert (LEVANDER,
1987; IP und GANTHER, 1992; REDDY, 1996). Immunmodulatorische Effekte von Selen und Selenopro-

teinen werden ebenfalls proklamiert (MCKENZIE et al., 1998; COMBS, 2000).

Selen entfaltet seine antioxidativen Wirkungen in-vivo ausschlie3lich in organischer Form,
genauer gesagt, eingebunden in die verschiedenen Selenoenzyme. Anorganisch, wie z.B.
als (lésliches) Selenit oder Selenat kann es dagegen durchaus als starkes Oxidationsmittel
im Stoffwechsel in Erscheinung treten (CADENAS, 1997; SEKO und IMURA, 1997). Daher wurde z.B. in
Japan der Einsatz anorganischer Selenpraparate fir alle Tierarten komplett verboten (HERR-

MANN, 2001)".

' REILLY (1998) berichtet davon, dass unter bestimmten Vorraussetzungen, Tieren zugefiittertes Natriumselenit bei diesen

mutagen wirken kann.
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Klassische Antioxidantien wie die Vitamine A, C und E, Flavonoide/Polyphenole etc. und die
Selenoproteine besitzen zwar synergistische Wirkungen untereinander (DIPLOCK, 1978; LEVAN-
DER, 1987; BIESALSKI et al., 1997), kdnnen sich jedoch gegenseitig nicht vollstandig substituieren
(CHENG et al., 1999a). ES ist diesbezlglich tierexperimentell nachgewiesen worden, dass der
oxidative Schutz, den Selenoenzyme gewadhrleisten, z.B. nicht durch Vitamin E ersetzbar
istY. So bekamen Mause, die mit Paraquat® geimpft worden waren, in einer Gruppe Glu-
tathion-Peroxidase, in der anderen a-Tocopherol verabreicht. Selbst in hohen Dosen konnte
a-Tocopherol die Versuchstiere nicht vor dem durch das Herbizid hervorgerufenen oxidati-
ven Stress schiitzen, im Gegensatz zur selenhaltigen Glutathion-Peroxidase (CHENG et al., 1999

a, b).

Dass Selen seine vielfaltigen Aufgaben im Organismus nicht als einfaches Antioxidans, son-
dern vor allen Dingen als essentieller Bestandteil komplexer Enzymsysteme in Form von
Selenocystein erflllt, hatte SCHWARz (1976) schon lange vermutet und postuliert. Seine
Ansicht konnte jedoch erst mit dem Uber 10 Jahre spéter erbrachten Nachweis des stdchio-
metrischen Selengehaltes des gereinigten Selenoenzyms Glutathion-Peroxidase und dessen
Strukturaufklarung stichhaltig bestéatigt werden. Anhand dieses Enzyms wurde die katalyti-
sche Rolle des Selens 1992 erstmals belegt (RocHER, 1992). Zusammenfassend liegt die vor-
rangige Stellung der Selenoenzyme darin begrindet, dass sie ihre komplexen Aufgaben
nicht nur lokal in den Zellmembranen verrichten (wie beispielsweise Vitamin E), sondern
dass sie sie in ubiquitdren Vernetzungen auch in Plasma, Zytosol und samtlichen Zellkom-

partimenten, einschliel3lich Mitochondrien und Zellkernen, entfalten.

Eine ausreichende bis optimale Versorgung mit diesem essentiellen Spurenelement sollte
daher von groBem Interesse fir die Volksgesundheit sein. Fir die européische Union emp-
fiehlt das Scientific Committee on Food (SCF) einen PRI-Wert (Population Reference Intake)
von 56 pg/Tag (v, 1993). Dieser Wert deckt sich gut mit der neueren amerikanischen Rec-
ommended Dietary Allowance (RDA) der National Academy of Sciences von 55 pg/Tag (insti-
tute of Medicine, 2000) und liegt im Bereich der DGE Schéatzwerte von 30 — 70 pg/Tag (D-A-CH, 2000).
Andere Autoren (zZIMMERLI et al., 1995; SCHRAUZER, 1998; BROOME et al., 2004) sehen eine optimale
Selenversorgung — im Hinblick auf eine Pravention — sogar erst ab einer Aufnahme von 200

bis 400 pg/Tag als gegeben an.

' Obgleich dennoch ein hoher Synergismus besteht.

® Ein Bipyridinium-Derivat, das als Herbizid Anwendung findet.
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Den genannten Empfehlungen steht in Deutschland eine tagliche Zufuhr von 41 pug bei Méan-
nern und 30 g bei Frauen gegeniber (ANKE und SCHUMANN, 1999), im Gebiet der neuen Bundes-
lander sogar nur 20 — 25 pg/Tag® (SILL-STEFFENS et al., 2001). Im Vergleich zu den oben genann-
ten Empfehlungen sind dies zu niedrige Werte, wobei die Selenaufnahme der mitteleuropéi-

schen Bevolkerung sogar noch abnimmt (SCHRAUZER, 1998).

Die Griinde sind zum einen die geringen Bodenselengehalte in der Bundesrepublik Deutsch-
land sowie in weiten Teilen Nordeuropas, zum anderen ein zum Teil als kritisch anzusehen-
der niedriger Boden-pH-Wert? und eine dadurch bedingte Festlegung des wenigen Selens
im Boden®. Dies fiihrt in einigen Regionen Deutschlands, z.B. der Eifel, zu vergleichbar

geringen Selengehalten im pflanzlichen Aufwuchs wie in der Keshan-Region Chinas.

Ein weiterer Grund ist der starke Riickgang des Imports nordamerikanischen Getreides, das
wegen seines vergleichsweise hohen Selengehaltes® direkt oder indirekt (Futtergetreide)
einen grofRen Anteil an der Selenversorgung hatte (MACPHERSON et al., 1993; 1997; SCHRAUZER, 1998).
So lag der Selengehalt des in Deutschland verbackenen Brotgetreides 1968 noch zwischen
100 — 300 pg kg™, was bei einem durchschnittlichen Brotverzehr von 250 g/Tag einer Selen-
zufuhr von 25 — 75 pg/Tag entsprach. 1988 flhrte der Verzehr der gleichen Brotmenge (11 —
25 ug Se kg™ Brotgetreide) zu einer Selenaufnahme von 5 pg/Tag (BRUGGEMANN und OCKER,
1990; 1992; BOSSELMANN et al., 1991), was weniger als 10% der empfohlenen Tagesration ent-

spricht.

Die dadurch bedingte Verschlechterung der Selenversorgung der Bevolkerung innerhalb der
letzten Jahrzehnte in Deutschland wie auch in anderen Teilen Europas ist durchaus drama-

tisch und wird auch dort mit Sorge betrachtet (RaYmAN, 1997).

Geschlecht nicht naher unterschieden.

Trotz heute wesentlich geringerer Saure- und Schwefeleintrdge wirken die jahrzehntelangen Belastungen erheblich nach.
Zudem blieben die Stickstoffeintrage mit dem Niederschlag seit Mitte der 80er Jahre auf nahezu unverandert hohem Niveau.
Fazit: Die aktuelle Saurebelastung Uberschreitet die nachhaltige Pufferkraft der Boden noch immer (insbesondere in mittel-
gebirgsbetonten Weichwassergebieten), z.T. wird dem aber durch Kalken entgegengewirkt (Europaische Umweltagentur,
2004).

Besonders betroffen sind moorige und anmoorige Standorte sowie Marschen (KEMIRA, 2004).

* mit bis zu 1,5 mg Se kg™ T™M (REILLY, 1996).
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2 Zielsetzung

2.1 Hintergrund

In einigen La&ndern mit geringen Bodenselengehalten wie z.B. Finnland und Neuseeland
wurde staatlicherseits Mitte der 1980er Jahre der Zusatz von Selen zu mineralischen Din-
gemitteln fur Getreide verordnet (REILLY, 1996b; 1998; KEMIRA, 2004). Durch den Zusatz von max. 16
mg Se kg™ sollte eine Steigerung von ~10 ug Se kg™ TM auf 100 pg Se kg™* TM im Brotge-
treide erzielt werden. Aufgrund einer unkontrollierten Anreicherung im Boden wurden in den
folgenden Jahren jedoch schwankende und zum Teil zu hohe Selengehalte festgestellt®

(VENALAINEN et al., 1997), ein methodischer Nachteil, den es zu verbessern galt.

Eine Alternative dazu stellt die Flissigapplikation dar: Wasserlosliche Selensalze werden
den Pflanzen direkt aufgespriht, wodurch diese das Selen durch die Blatter resorbieren
kdnnen (HANDRECK, 1995; DJUJIC et al., 2000). Dadurch ergibt sich eine weitgehende Umgehung des
Systems Boden?, ein Faktor, der einen groRen Vorteil gegeniiber der konventionellen Fest-

“3) mit Selen darstellt.

stoff-,Dlngung
Eines der in Deutschland vom Selenmangel besonders betroffenen Gebiete ist die Hocheifel.
Landwirtschaft spielt in dieser strukturschwachen Region eine wichtige Rolle. Der Selensta-
tus dort ist allerdings so schlecht, dass - ohne Gegenmal3nahmen zu ergreifen - bereits fur
einen Selenmangel typische, pathogene Verénderungen an Weidetieren zu beobachten
waren. Eine Moglichkeit, die Selenversorgung zu verbessern, ist die Grinlanddingung mit
Selen. Das Einbringen dieses Spurenelementes schon am Anfang der Nahrungskette er-
scheint sinnvoll, da es das pflanzliche Keimungsverhalten bzw. Wachstum positiv beeinflus-

sen kann (BEN-HAYYIM et al., 1993; HOLLAND et al., 1993; 1994; NAQVI et al., 1995; HAJ-BAKRI, 1996).

Des Weiteren bestiinde ein groRer Vorteil darin, dass sich mit Hilfe der Pflanzenerndhrung
die Selenversorgung der gesamten Nahrungskette bei Bedarf gezielt auf das gewinschte
Niveau einstellen lieRe. So kbnnten alle Tiere eines Bestandes, selbst bei extensiver Wirt-
schaftsweise, Uber das Grundfutter adaquat versorgt werden, auch die ansonsten regelma-

Big unterversorgten Kélber, das Jungvieh bzw. alle Weidetiere®.

Nach Verfiitterung rund 700 pg Se kg™ FM in Schweineleber. 1990 wurde daraufhin eine Begrenzung der Selenzugabe in
Mehrstoffdiingern auf 6 mg Se kg™ festgelegt.

Da dieser aufgrund von Faktoren wie mineralischer Beschaffenheit, pH-Wert und Schwermetallbelastung das Selen u.a. Uber
lonenaustausch zu binden vermag, hat die Flussig-Blattdiingung grof3e Vorteile gegenuber der Feststoffdiingung.

Im Zusammenhang mit der Selenausbringung soll von ,Dingung“ gesprochen werden, obwohl die Rolle des Selens als
Pflanzennéhrstoff und somit als Dingungskomponente im eigentlichen Sinne weiterhin umstritten ist.

Im Gegensatz zur ansonsten angewandten Selensupplementierung einzig Uber Kraft- und/oder Mineralfutter.
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GemalR der deutschen Pflanzenschutz-Anwendungs-VO vom 27.07.1988 und dem deut-
schen Diingemittelrecht ((LUGE und EMBERT, 1996) bestand allerdings damals (bis 2001)Y ein
Anwendungsverbot fiir Selenverbindungen im Pflanzenbau. Jedoch konnte aufgrund einer
Ausnahmegenehmigung der Bezirksregierungen Trier und Koblenz (nach Auswertung eines
Pilotversuchs 1997 auf einer Grasflache von 60 ha) ab 1998 ein GrofRversuch auf 1.700 ha
Weideland durchgefuhrt werden.

Zur Anwendung kam hierbei eine Applikation des Selens in Form von (Natrium-)Selenat, der
Bindungsform, die von Pflanzen am effektivsten aufgenommen wird (GUPTA und WINTER, 1989;
CHEN et al., 2002; HOSCH, 2002). ES wird in flissiger Form in Kombination mit handelsiblichen
Stickstoffdiingern den Pflanzen aufgespriht, wodurch im Rahmen einer routinemalfigen

Flissigdiingung kaum Mehrkosten anfallen.

2.2 Aufgabenstellung

Zu Uberpriifen war nun hierbei, in welcher Applikationsform, in welcher Dosierung und in
welchen Zeitrdumen die Dingung erfolgen sollte. Erwartet wurde nicht nur eine Erhdéhung
des Selengehaltes im Grasaufwuchs und eine Verbesserung des Selenstatus der Tierpopu-
lationen, sondern auch eine Erhéhung des Selengehaltes in der Milch der Weidetiere, womit
gleichzeitig ein Beitrag zur Verbesserung der Selenversorgung der Bevolkerung geleistet

werden konnte.

Uber das zu erwartende Ausmaf der Erhohung und damit Giber deren mdgliche ernéhrungs-
physiologische Relevanz fir den Menschen lieRen sich bisher keine Aussagen machen.
Allerdings lagen Berichte Uber jahreszeitliche Schwankungen des Selengehaltes in der Milch
vor; als Ursache vermutete man neben biochemischen Prozessen im Tier auch saisonal

bedingte Unterschiede im Selengehalt des Futters (DESCHUYTERE et al., 1987; KOOPS et al., 1989).

! Seit 2001 ist in Deutschland eine Selenmenge von 10 mg kg™ Mehrstoffdiinger zugelassen, sofern das Selen aus den natiir-

lichen Selengehalten der eingesetzten Rohstoffe stammt — allerdings wird dieser Wert bei keinem der aktuell auf dem Markt
befindlichen Dingern erreicht.
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Es galt daher zu uberpriufen, wie sich das Uber die Dingung zugefigte Selen Uber die ein-
zelnen Milchfraktionen verteilt bzw. ob sich (Protein-)Fraktionen mit ausreichend hohem
Selengehalt und so hoher Bioverfligbarkeit isolieren lassen, dass sie sich zur Selensupple-

mentierung von Lebensmitteln eignen.

Frihere Untersuchungen zeigen, dass das Selen in der Milch hauptsachlich in proteinge-
bundener Form vorliegt (DEBSKI et al., 1987, MILNER, 1990; VAN DAEL, 1992; SHEN et al. 1996), allerdings
variieren die Angaben Uber die Verteilung in den beiden Hauptfraktionen Kasein und Mol-

kenproteinel) (DEBSKI et al., 1987; DESCHUYTERE et al., 1987; VAN DAEL et al., 1991; RODRIGUEZ et al., 1997).

Wiirde sich das zusétzliche Selen beispielsweise in einem hohen Mal3e in der Fraktion der
Molkenproteine wiederfinden lassen, stellte dies eine Wertsteigerung der in betrachtlicher
Menge anfallenden Molke dar (Molke fiel 1997 z.B. in einer H6he von ca. 11,4 Mio t als ein
Reststoff bei der K&se- und Kaseinherstellung in den deutschen Molkereien an (GOBEL, 1999)).
Diese Erh6hung der Attraktivitat des Reststoffes Molke wéare ein Argument dafur, die darin
enthaltenen Molkenproteine als wertgebende Komponente anderen Lebensmitteln zuzufi-

gen.

Des Weiteren sollten verschiedene Getreidearten, die entweder als tierisches Kraftfutter
dienen oder direkt fur die menschliche Erndhrung gedacht sind, ebenfalls mittels Selenflis-
sigdiingung behandelt werden. Untersucht werden sollte, ob und wenn ja, mit welchen Appli-
kationsgaben erndhrungsphysiologisch bedeutsame Niveaus erreicht werden kénnen. Hin-
tergrund waren Untersuchungen, die darauf hinweisen, dass die Verschlechterung der ge-
samteuropéischen Situation direkt mit der starken Reduzierung der nordamerikanischen

(besonders selenreichen) Getreideimporte zusammenhangt (MACPHERSON et al., 1993; 1997;
SCHRAUZER, 1998; RAYMAN, 2000a; 2002).

Neben quantitativen Aussagen Uber den Selengehalt in den Milch- und Getreideproben war
es daruiber hinaus auch von Interesse, Aussagen Uber deren Bioverfligbarkeit treffen zu
kénnen. Denn um die Selenversorgung des Menschen beurteilen oder gar Ernahrungs-
empfehlungen geben zu kdnnen, reicht es nicht aus, die Selenaufnahme anhand der Selen-

gehalte der verzehrten Lebensmittel abzuschatzen.

' Gruppe der Milchproteine, die nach dem isoelektrischen Fallen der Kaseine bei pH 4,6 oder nach der Labgerinnung der Milch

bei der Késeherstellung in der Molke verbleiben. Es handelt sich hierbei hauptséchlich um p-Lactoglobulin, a-Lactalbumin,
bovines Serumalbumin, Immunglobuline sowie die Proteose-Peptone (EIGEL et al., 1984).



Kap. 2 Zielsetzung 9

Zur Erreichung dieser Ziele war es aber zu Beginn der Arbeit erst einmal notwendig, eine
Analysenmethode zu entwickeln, die es erlauben sollte, Spuren von Selen in den verschie-

densten biologischen Materialien schnell und trotzdem prézise bestimmen zu kénnen.

Besonderes Augenmerk lag dabei auf einer optimierten Probenvorbereitung, dem geschwin-
digkeitsbestimmenden Schritt bei der FI-HG-AAS wie sie im Labor der Fa. RSW (Ormont,
Eifel) zum Einsatz kam. Angestrebt wurde, alle der eigentlichen Analytik vorgeschalteten
Schritte wie die Veraschung, die Vorreduktion und die Eliminierung interferierender Stick-
stoffverbindungen in mdglichst wenigen Schritten geschlossen in einem Mikrowellensystem
durchfiihren zu kénnen und dabei Selenverluste und mdgliche Kontaminationen auf ein Mi-

nimum zu reduzieren.
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3 Grundlagen

3.1 Abiotische Rolle des Selens

3.1.1 Industrielle Bedeutung

Selen (chem. Symbol: Se) ist ein Element der 6. Hauptgruppe des Periodensystems und
steht mit der Ordnungszahl 34 unterhalb des Schwefels und tber dem Tellur. Sein relatives
Atomgewicht betragt 78,96 und es existieren sechs natlrliche, nichtradioaktive Isotope.
Durch Elementumwandlung® lassen sich jedoch auch Radioisotope herstellen; so hat z.B.
5Se als weicher Gammastrahler mit einer Halbwertszeit von 120,4 Tagen seit 1962 in der

Nuklearmedizin eine breite Anwendung gefunden? (SCHRAUZER, 1998; KYRIAKOPOULOS und BEHNE,
2004).

Die Weltproduktion dieses Halbmetalls liegt bei 1.500 — 2.000 t (REILLY, 1993; BEDWAL et al., 1993;
UNI TERRA, 1999), wovon das meiste bei der Aufarbeitung sulfidischer Kupfererze gewonnen
wird. Zunehmende Bedeutung erlangt aber auch das Auslaugen selenhaltiger Flugstaube
aus Kohleverbrennungsanlagen sowie das Recycling von Elektronikschrott. Ein Drittel des
insgesamt produzierten Selens wird in hochreiner Form aufgrund seiner besonderen photo-
elektrischen Eigenschaften in der Reproduktionstechnik (Xerographie) sowie in geringerem
Male zur Herstellung von Photozellen und elektrischen Gleichrichtern eingesetzt. Die
gréfiten Abnehmer aber sind die Glas- und die Keramikindustrie, hier wird das Selen z.B. in

Form von Cadmiumsulfoselenid als rotes Pigment verwendet.

Weitere Anwendungsgebiete sind der Gebrauch von Selenverbindungen in Schmiermitteln,
in der Fotographie und als Legierungsbestandteil bei der Herstellung von Automatenstahlen
und Kupferlegierungen. Zudem werden Selensalze zur Schadlingsbekdampfung und im
Pflanzenschutz sowie in Selenmangelgebieten zur Supplementierung in Futter- und Dinge-
mitteln eingesetzt. Als Katalysator wird es in der chemischen Industrie bei der Oxidation

organischer Verbindungen genutzt (SCHMIDT und BAYER, 1988; LANGNER, 1993; SAGER, 1994; HOLLE-
MANN, 1995; SCHRAUZER, 1998).

' Von den insgesamt 17 bekannten Radionukliden zerfallt Se-79 mit einer Halbwertszeit von mehr als 65.000 Jahren am

langsamsten und Se-91 zerfallt mit 0,27 Sekunden am schnellsten.

Durch Weiterentwicklung der Methoden, insbesondere durch die Verwendung eines Se-Tracers sehr hoher spezifischer
Aktivitat, der durch Langzeitbestrahlung von hochangereichertem ™Se mit thermischen Reaktorneutronen hergestellt wurde,
|asst sich die Selektivitdt noch weiter erhéhen.

2
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Tabelle 1: Wichtige Selenverbindungen und deren Verwendung (nach LANGNER, 1993)
Selenverbindung Verwendung
Selendioxid organische Chemie, Zusatz in Schmierstoffen
selenige Saure Herstellung von Seleniten: Zink- und Bariumselenit

als Additive in der Glasherstellung, Natriumselenit als

Zusatz in Futtermitteln

Selensaure starkes Oxidationsmittel zur Herstellung von z.B.
Natriumselenat zur Flachglas- und Keramikherstel-

lung

Selenwasserstoff zur Herstellung von chemischen Verbindungen fur

Infrarot-Optiken, Solarzellen

Selendisulfid pharmazeutische Verwendung in Antischuppen-
shampoos

organische Aminosauren, Enzyme, Proteine (Selenomethionin,

Selenverbindungen Selenocystein, Se-methyl-selenocystein) zur Ver-

wendung in der pharmazeutischen Industrie

3.1.2 Selenin der Umwelt

In der Haufigkeitsliste der in der Erdkruste vorkommenden Elemente steht Selen an 60.
Stelle mit einem Durchschnittsgehalt von 0,05 mg kg™ (4 GréRenordnungen weniger als der
chemisch verwandte Schwefel) und ist somit &hnlich selten wie Gold. Da Selen jedoch
ubiquitar verbreitet ist, kommt es in Spuren in fast allen Gesteinen, Béden und Gewassern

VOr (HOLLEMANN, 1995; REILLY, 1996a).

Der Selengehalt in der Umwelt unterliegt jedoch starken regionalen Schwankungen: Er
betragt in der Atmosphare landlicher Gebiete 0,05 pg m™ Luft und stieg" in Industriegebieten
bis auf 1,0 pg m™ Luft an (ELMADFA, 1986). Die deutlich hdheren Werte in der N&he von Indust-
riezonen waren primar auf die Selenemissionen von Stein- und Braunkohlekraftwerken
zurlickzufiihren (GISSEL-NIELSEN et al., 1984; HARTFIEL und BAHNERS, 1987); sie filhrten obendrein zu
hoheren Selengehalten im Boden sowie in der darauf wachsenden Pflanzensubstanz

(WIESNER et al., 1982; HARTFIEL und SCHULTE, 1988; SCHOLZ, 1988). SO fand BAHNERS 1987 in Bodenpro-

' Vor der flachendeckenden Einfihrung von Gaswaschern und Schadstofffiltern in Kraftwerken und Industriebetrieben.
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ben aus Schleswig-Holstein", dem Ruhrgebiet und dem Raum Salzgitter-Braunschweig
deutlich héhere Selengehalte als in angrenzenden Gebieten. Bis in die 1980er Jahre war der
Netto-Seleneintrag in die Bdden industrienaher Standorte héher als deren Entzug Uber

geerntetes Pflanzenmaterial, Auswaschung oder Biomethylierung (HAYGARTH et al., 1991).

In erster Linie aber stammt das Selen im Boden aus der Verwitterung des Ursprungsgesteins
und ist somit stark abhangig von dessen Ausgangskonzentration (SCHULTE, 1988; ZIMMERLI und
HALDIMANN, 1997): Vulkangestein enthalt nur niedrige Selenkonzentrationen (~0,09 mg kg™),
Sedimentgestein, wie z.B. Schiefer kann mehrere mg Se kg”' aufweisen, metamorphische
Gesteine nehmen eine Mittelstellung ein — der durchschnittliche Selengehalt mitteleuropai-

scher Gesteinsarten liegt zwischen 0,004 — 0,80 mg kg™ (WILBER, 1980; HAYGARTH, 1994).

Der unterschiedliche Selengehalt des Erdreichs ist dariber hinaus abhangig vom Typ des
Bodens und vom Niederschlag. Die gute Wasserldslichkeit vieler Selensalze hat zur Folge,
dass Selen, genauso wie Jod, in regenreichen Landern leicht aus dem Erdreich ausgewa-
schen wird (LANNEK und LINDBERG, 1975; MATHIS, 1982; SCHRAUZER, 1998), SO dass in weiten Teilen
Europas bei Mensch und Tier ein Jod- und Selenmangel gleichzeitig auftritt?. Besonders
selenarm sind Gebiete, die wahrend der Eiszeiten von Gletschern bedeckt waren, also
insbesondere Skandinavien, aber auch Mitteleuropa. Deutschland weist eine von Norden
nach Siden abfallende Bodenselenkonzentration auf; alle deutschen Bdden (abgesehen von

Léss und Keuper) sind vergleichsweise selenarm (MATHIS et al., 1982; VOLAND et al., 1987; HARTFIEL
und BAHNERS, 1987; ANKE et al., 1998).

Weltweit gesehen befindet sich ein extrem niedriger Selengehalt (0,09 — 0,17 mg kg™)
insbesondere in China in einem von Sidwesten nach Osten verlaufenden Areal, das sich bis
in die angrenzenden Gebiete Russlands erstreckt. Auch in Neuseeland, in groRen Teilen
Australiens, im Osten der USA und Kanadas sowie in den skandinavischen Landern sind die
Bdden sehr arm an Selen. Demgegenlber enthalt das Erdreich in den siidwestlich gelege-
nen Staaten der USA, im Nordwesten Chinas, in Israel und Venezuela teilweise soviel Selen
(> 1,7 mg kg™'), dass die darauf wachsenden Pflanzen fiir Nutztiere toxisch wirken und eine

Selenose hervorrufen kdnnen (MAYER, 1998; GASNIER, 2002).

Die hohen Gehalte der schleswig-holsteinischen Bodenproben wurden auf windverschleppte Emissionen aus Grof3britannien
zurlickgefiihrt (HARTFIEL und SCHULTE, 1988).

Ein kombinierter schwerer Jod- und Selenmangel scheint die Ursache von myxédematdsem Kretinismus zu sein, wahrend
alleiniger Jodmangel zu neurologischem Kretinismus fihrt (CONTEMPRE et al., 1991a, b). Eine geniigende Jodversorgung
sollte immer die Voraussetzung fiir eine Selensupplementierung sein (KOHRLE, 1994a, b; OSTER, 1996).
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Innerhalb des Bodens nehmen die Selengehalte im Mittel vom Oberboden zum Unterboden
hin ab und von Ackerbdden zu Griinlandbdden hin zu" (HARTFIEL und BAHNERS, 1987; MATZKA,
1997). Bei den Selenspezies im Erdreich handelt es sich um eine variierende Mischung aus
unléslichen Seleniden, elementarem Selen, unldslichen Pyrit-Selenit-Komplexen, |8slichen
Selensalzen (Selenite, Selenate) und organischen Selenverbindungen (Humate und Fulvate
sowie Selenoaminosauren). Durch Verwitterung der meist sulfidischen Selenminerale
werden i.d.R. Selenide zu léslichen Seleniten oxidiert. Die organischen Selenverbindungen
entstehen bei der Humifizierung pflanzlicher Rickstande bzw. durch mikrobielle Prozesse
und werden von den Pflanzen, mit Ausnahme der Selenoaminosauren, nicht direkt aufge-

nommen (MATHIS et al., 1982; WOLFFRAM, 1991; SCHRAUZER, 1998).

Entscheidend fir die Selenumsetzung sind die chemisch-physikalischen Bodenbedingungen:
pH-Wert, Bindungskapazitat (korreliert mit der Masse der im Boden enthaltenen organischen
Substanz), Klima, Bodenfeuchte, Redox-Bedingungen, Beluftungszustand und Tongehalt.
Daher ist der Gesamtselengehalt eines Bodens kein alleiniger Indikator fur die Selenversor-

gung der darauf wachsenden Pflanzen (YLARANTA, 1983).

Tonhaltige Bdden (besonders Kaolinite) sind zwar oft selenreicher als Sandbdden, die
Selenaufnahme durch die Pflanzen ist wegen der geringeren Festlegungsrate auf sandigem
Grund jedoch hdher (GISSEL-NIELSEN, 1993). Bei der Verwitterung von in tonhaltigen Béden
enthaltenen Eisensulfiden bilden sich Fe(OH); und Sulfate; das in ihnen enthaltene Selen
wird zunadchst nur zur selenigen Saure oxidiert. In sauren Béden (pH 4,5 — 6,5) verbindet
sich diese mit dem Fe(OH); unter Bildung von schwerléslichen Komplexen — in diesen
kolloidalen Verbindungen ist das Selen so fest gebunden, dass es weder fiir Pflanzen

verflgbar ist noch vom Regen ausgewaschen wird (REILLY, 1996a).

Dieser Effekt war auch in China in der Region Keshan festgestellt worden, wo zusatzlich zum
geringen Bodenselengehalt eine Hyperaziditat vorherrscht, die in Verbindung mit einem

hohen Eisenvorkommen die Verfiigbarkeit des Selens fir Pflanzen extrem vermindert
(SCHRAUZER, 1998).

In alkalischen Boden sind diese Komplexe dagegen nicht existenzfahig. Die entstehende
selenige Saure (bzw. deren Anion) bleiben frei und kénnen von der Pflanze direkt aufge-

nommen werden. Durch weitere Oxidation kdnnen jedoch auch Selenate entstehen, weshalb

' Die Griinde fiir die niedrigeren Gehalte im Ackerboden liegen wahrscheinlich in einem starkeren Entzug durch die angebau-

ten Feldfriichte sowie in einer standigen ,Verdunnung® mit Unterboden beim regelmaRigen Pfligen.
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gut bellftete, alkalische Bdden das Selen vielfach als von Pflanzen leicht assimilierbares

Selenat" enthalten (vON DORST und PETERSON, 1984; GISSEL-NIELSEN, 1993; BRUSS et al., 1997).

Staunasse und saure Béden dagegen weisen eine Reihe von unglinstigen Faktoren auf: Sie
reduzieren die Selenate zu (dann festgelegten) Seleniten, diese kénnen durch Mikroorga-
nismen methyliert und damit via gasférmiger Verbindungen dem Boden entweichen. Ande-
rerseits kann mikrobiell das Selenit wieder zum Selenat oxidiert und anschliefend ausgewa-

schen werden, wobei bei nassen Bbéden die Auswaschungsrate grundsatzlich héher ist

(GEERING et al., 1968; GISSEL-NIELSEN, 1976; BRUGGEMANN und OCKER, 1992; PFANNHAUSER, 1992b; SCHRAUZER,
1998).

Dabei kann Selenat ins Grundwasser bzw. in durchflieRende Gewasser gelangen (SCHMIDT und
BAYER, 1988). Natiirliches Frischwasser hat einen Selengehalt von etwa 0,1 — 2 pg L™ (EINBRODT

und MICHELS, 1984), der Grenzwert fir Trinkwasser? betragt 10 ug Se L™ (BARWALD et al., 1994).

3.2 Biotische Rolle des Selens

3.2.1 Pflanzen und Selen

Bei der geographischen Einteilung in Selenmangelgebiete und in Regionen mit ausreichen-
der Selenversorgung werden nicht die Bodengehalte, sondern die Selenkonzentrationen der
darauf wachsenden Pflanzen herangezogen. Der Gehalt der Pflanzen variiert entsprechend
der Selenverteilung und der Verfligbarkeit im Boden, der Pflanzenart und des Wachstums-
stadiums (SELENIUM, 1987). Beeinflussender Faktor ist der pH-Wert, so wird Selen aus alkali-

schen Bdden im allgemeinen besser aufgenommen als aus sauren Bdden (KESSLER, 1987;
EDELBAUER, 1994; KOUTNIK und INGR, 1998).

An vielen Anbaustandorten ist in den letzten Jahrzehnten die Selenaufnahme durch die
Pflanzen zurick gegangen. Die Grinde liegen zum einen in einer zunehmenden Versaue-
rung der Boden (falls durch Kalken dem nicht entgegen gewirkt wird), zum anderen darin,
dass bei intensiver Bewirtschaftung der Entzug aus dem Boden hdher liegt als der Selenein-
trag (TERRY et al.,, 2000; CARVALHO et al., 2003). Negative Einflussgré3en sind zudem der Schwerme-
tallgehalt des Bodens (Pb, Cd, Hg, Zn, Sn) sowie der Einsatz sulfathaltiger Dlingemittel, die

die Selenaufnahme der Pflanzen kompetitiv hemmen (NRC, 1989a; RICHTER und BERGMANN, 1994;
MURPHY und QUIRKE, 1997; ANKE et al., 1998).

' In trockenen Béden wird es nicht so schnell ausgewaschen.

2 Laut Trinkwasser-VO vom 22.05.1986. Dies entspricht auch dem Grenzwert des WHO-Standards.
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Als Fazit ergibt sich daraus in den meisten Fallen, dass es (bei ausreichenden Selengehal-
ten) kaum eine Korrelation zwischen dem Gesamtselengehalt des Bodens und der darauf
wachsenden Pflanzen gibt. Allerdings, wo die Béden sowieso schon selenarm sind, ist es
i.d.R. auch der Pflanzenaufwuchs (DOWNES et al., 1979; COMBS und COMBS, 1986; WOLFFRAM, 1991;
EDELBAUER, 1994; WILPINGER et al., 1998). Ob Selen auch flr Pflanzen essentiell ist, wird seit Giber 50
Jahren diskutiert, konnte aber bislang nicht bewiesen werden (LAUCHLI, 1993; ELLIS und SALT, 2003).
Es liel sich jedoch nachweisen, dass Selen das Keimungsverhalten bzw. Wachstum positiv
beeinflussen kann sowie die negativen Auswirkungen biotischer und abiotischer Stressfakto-

ren mindert (BEN-HAYYIM et al., 1993; HOLLAND et al., 1993; 1994; NAQV/ et al., 1995; HAJ-BAKRI, 1996).

Selen kann von Pflanzen entweder als Selenat, Selenit oder in Form von Selenoaminosau-
ren aufgenommen werden (WOLFFRAM, 1991; KOUTNIK und INGR, 1998). Besonders effektiv wird
Selenat Uber einen aktiven Schwefel-Carrier durch die Membranen der Wurzelzellen trans-
portiert. Selenoaminosauren wie Se-Met kdnnen von der Pflanze entsprechend der Michae-
lis-Menten-Kinetik aufgenommen werden. In der Pflanze selbst wird Selenat einfacher und
schneller zum apikalen Teil transportiert als Selenit oder Selenoaminosauren, was seine
Ursache wahrscheinlich darin hat, dass diese Verbindungen direkt in der Wurzel dem

Proteinmetabolismus zugefiihrt werden (TERRY et al., 2000).

Nach ROSENFELD und BEATH (1964) lassen sich drei Pflanzengruppen bezlglich ihrer

Selenspeicherfahigkeit und Verwertung unterscheiden:

1. Pflanzen, die Selen in sehr hohem Ausmal’ akkumulieren und Selengehalte von bis zu
20 — 30 g kg”' TM aufweisen kénnen (sogenannte ,Indikatorpflanzen*).

2. Pflanzen, die Selen maRig akkumulieren (30 — 100 mg kg™ TM bei entsprechend hohen
Selenkonzentrationen im Boden; sogenannte ,sekundare Indikatorpflanzen® oder ,Absor-
bierer*).

3. Pflanzen, die Selen normalerweise nicht akkumulieren (< 30 mg kg™ TM)
(MARYLAND et al., 1989; BANUELOS und MEEK, 1990; BELL et al., 1992; GUO und WU, 1998).

Gruppe 1 umfasst Spezies der Gattungen Astragalus (Tragant), Haplopappus, Machae-
ranthera, Neptunia, Oonopsis, Stanleya und Xylorrhiza. Die Selentoleranz dieser Hyperak-
kumulatoren kommt durch den unspezifischen Einbau des aufgenommenen Selens in ihre
Proteine sowie durch die anschliefende Umwandlung der Selenoaminosauren in physiolo-

gisch wenig aktive Derivate wie Se-Methyl-selenocystein oder Selenocystathion zustande
(ALLAWAY, 1973; BROWN und SHRIFT, 1982; GISSEL-NIELSEN et al., 1984; STUNZI, 1989; SCHMOGER, 2000).
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Wird eine gewisse Selenkonzentration in der Pflanze Uberschritten, erfolgt eine Ausschleu-
sung in Form elementaren Selens, ihre Blatter kbnnen dadurch eine rote Farbung annehmen.
Es handelt sich hierbei um einen Abbaumechanismus, da elementares Selen auf Pflanzen
nur eine geringe Giftwirkung ausiibt". Ein weiterer Entgiftungsmechanismus ist die Methylie-

rung, wobei flichtiges Dimethylselenid entsteht (SCHRAUZER, 1998; TAGMOUNT et al., 2002; ELLIS und
SALT, 2003).

Das Vorkommen dieser spezialisierten Pflanzen beschrankt sich natirlicherweise auf
Regionen mit stark selenhaltigen Béden?; die Aufnahme solcher Pflanzen durch Weidetiere
kann zu akuten oder chronischen Selenvergiftungen filhren, die Krankheitsbilder sind als

Blind Staggers, Hoof-Drop und Alkali Disease bekannt (SHRIFT, 1973; COMBS und COMBS, 1986;
REILLY, 1998).

Pflanzen aus der 2. Gruppe, zu der u.a. Spezies der Gattungen Aster, Atriplex, Castilleja und
Grindelia gehdren und deren Aufnahme ebenfalls zu Selenvergiftungen fuhren kann, unter-
scheiden sich von denjenigen der ersten Gruppe (abgesehen von einem geringeren Selen-
gehalt) dadurch, dass ein groRerer Anteil des enthaltenen Selens in Form von Selenaten

vorliegt (STADTMAN, 1974; WILBER, 1980; COMBS und COMBS, 1986).

Die grofite Bedeutung fur die menschliche und tierische Erndhrung haben allerdings Pflan-
zen, die Selen nicht akkumulieren (Gruppe 3). Diese Gruppe, die den weitaus grofiten Anteil
aller Pflanzenarten reprasentiert, umfasst auch die meisten Nahrungs- und Futterpflanzen
(NEUMANN-MUMME und BRONSCH, 1991). In ihnen liegt das Selen Uberwiegend in organischer,
proteingebundener Form vor, wobei Selenomethionin als haufigste Selenoaminosaure

dominiert (ULLREY, 1981; COMBS und COMBS, 1986; STADLOBER et al., 2001).

Das Selen folgt hier dem Schwefel-Assimilationsweg, es wird von den Wurzeln durch das
Xylem in die Blatter transportiert, wo es dann in den Chloroplasten von den schwefelassimi-
lierenden Enzymen metabolisiert wird (PILON-SMITS et al., 1999; TERRY et al., 2000). In dieser Gruppe
werden selten Gehalte von 50 mg Se kg TM iberschritten, ohne dass sich das Selen
negativ auf das Pflanzenwachstum auswirkt (ULLREY, 1974). Allerdings Iasst sich durch Selekti-

on eine steigende Selentoleranz bzgl. des Wachstumseinflusses erzielen (WANG et al., 1999).

' Im Gegensatz zu vielen anderen Selenverbindungen, vor allem anorganischen, iibt elementares Selen auf Organismen i.d.R.

die geringste toxische Wirkung aus, jedoch wirkt auch elementares Selen in hohen Konzentrationen wachstumshemmend.
Sie zeigen als ,Indikatorpflanzen” das Vorhandensein besonders hoher Selenkonzentrationen im Boden an.
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3.2.2 Selen als Spurenelement

Die Gesamtheit der tierischen und pflanzlichen Organismen besteht zu 96% aus den Makro-
elementen C, O, N, H; weitere 3,6% entfallen auf die Mengenelemente P, Ca, K, Mg, Na, S,
Cl. Alle Ubrigen Elemente, die am Aufbau der Biosphare mit einem Massenanteil von insge-
samt nur 0,4% beteiligt sind, werden entsprechend ihres Gehaltes unter dem Begriff Spuren-
element (< 50 mg kg” Korpergewicht')) zusammengefasst. Die lebensnotwendigen unter
ihnen kénnen als ,essentielle Spurenelemente“ auf die physiologischen Vorgange im Orga-

nismus einen wesentlichen Einfluss ausiiben (KIEFFER, 1984; FRIEDEN, 1985; BEHNE und IYENGAR,
1989).

Als essentiell werden im menschlichen und tierischen Organismus die Spurenelemente Fe, |,
F, Zn, Cu, Mn, Cr, Mo, Co, Ni und Se bezeichnet, deren Abwesenheit oder Mangel zu
Veranderungen im Stoffwechsel und im Extremfall zu klinischen Symptomen fihrt. Alle
iibrigen Elemente, welche sich in Konzentrationen von < 50 mg kg~ Kérpergewicht im
Organismus auffinden lassen, ohne dass eine biologische Funktion bekannt ist, bezeichnet

man als akzidentielle Spurenelemente oder Ultraspurenelemente (KIRCHGERNER, 1989).

Selen ist das einzige Spurenelement, dessen Stoffwechsel und Gewebsverteilung direkt
genetisch kontrolliert wird® (BEHNE und KYRIAKOPOULOS, 1997; DREHER et al., 1997; WEISS et al., 1997). Die
Selenkonzentration im gesunden, erwachsenen Menschen betragt dabei zwischen 0,14 —

0,29 mg kg™ Kérpergewicht (HESEKER, 2001; GASNIER, 2002).

Die Bereiche einer mangelnden, suboptimalen, optimalen, subtoxischen und toxischen
Versorgung (Abb.1) sind fiir jedes essentielle Element verschieden. Die Bioverfiigbarkeit der
einzelnen Mengen- und Spurenelemente wird von ihrem Gehalt im Organismus beeinflusst;
die biologische Wirkung dieser Elemente ist dariber hinaus von den jeweilig vorliegenden

Element-Spezies abhangig.

1

) Ausnahme: Eisen ist im Korper zu 50 - 60 mg kg'1 Korpergewicht enthalten.

Nach der Entdeckung eines die Inkorporation von Selen in Form von Selenocystein in spezifische Proteine steuernden
Codons.
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Abb. 1: Lebensfahigkeit eines Organismus als Funktion der Konzentration eines

essentiellen Elementes (Dosis-Wirkungs-Beziehung)

(nach FRIEDEN, 1985; PFANNHAUSER, 1988)

3.2.3 Selen in der Tiererndhrung

Selen” wird vom tierischen (und menschlichen) Organismus besser als andere Spurenele-

mente wie z.B. Zn, Cu, Mn oder Fe aufgenommen (DANIELS, 1996; SCHRAUZER, 1998). Die Resorp-

tion und die Verteilung in den verschiedenen Organen hdngen von der Spezies? des zuge-

fuhrten Selens sowie einer Reihe weiterer Faktoren (Antagonisten/Synergisten in der Nah-

rung, Versorgungsniveau, Aufnahmezeitraum, physiologische Disposition des Organismus

und Tierart) ab (COMBS und COMBS, 1984; 1986; WURMLI, 1989).

1

Natriumselenit.

2 (von lat.: species = Anblick, Gestalt, Begriff): In der Chemie eine Atom- oder Molekiilart, besonders dann, wenn die

Konstitutionen noch nicht bekannt sind (FALBE und REGITZ, 1995).

Sowohl aus pflanzlichen Quellen, als auch aus Supplementen bzw. isolierten Formen in Form von Selenomethionin oder
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Tracer-Studien ergaben, dass Selen” hauptséachlich im Diinndarm und Zwélffingerdarm
absorbiert wird (WHANGER et al., 1976; FORTH et al., 2001). Zudem findet in den Vormagen von
Wiederkauern praktisch keine Absorption statt (WRIGHT und BELL, 1966). Monogastrier haben eine
deutlich hohere intestinale Resorptionsrate als Wiederkauer, bei denen anorganische
Selenverbindungen in den Vormagen zu schwer- bzw. unléslichen Metallseleniden reduziert

werden konnen — in einem Ausmal} von bis zu 70% (OLDFIELD, 1985; WOLFFRAM und SCHARRER,
1986; COMBS und COMBS, 1986; WOLFFRAM, 1991).

Nach der Resorption gelangt das Selen an Plasmaproteine gebunden zu allen Geweben, wo
es dann an unterschiedlichsten biochemischen Reaktionen beteiligt sein kann. Im Allgemei-
nen besteht eine positive Korrelation zwischen der Héhe der Selenaufnahme und dem
Gehalt im tierischen Organismus (SHAMBERGER, 1983; COMBS und COMBS, 1986; HINTZE et al., 2001). Die
Rangfolge der Selenkonzentration in verschiedenen Organen ist bei allen Tierarten bemer-
kenswert ahnlich. Auf die TM bezogen fallt sie in dieser Reihenfolge ab:

» Spermien, Niere?, Schilddrise, Hypophyse3), Leber, Pankreas, Herz, Skelettmusku-

latur (GRAMM et al., 1992).

Dies lasst auf eine dem Verteilungsmuster entsprechende Bedeutung dieses Spurenelemen-
tes in den einzelnen Organen schlieBen. Bei einem Mangel wird Selen vor allem in Hoden,
Schilddriise und Hypophyse® konserviert; bilanzmaRig betrachtet®, enthalten die Muskeln

40%, die Leber etwa 30% und die anderen Organe jeweils 10% des Gesamtkdrperselens
(COMBS und COMBS, 1986; OSTER et al., 1988; SILL-STEFFENS et al., 2001).

3.2.4 Selenausscheidung beim Tier

Selen kann Uber Harn, Kot, Atemluft und Milch ausgeschieden werden (WIESNER et al., 1974).
Beim Monogastrier erfolgt die Exkretion hauptsachlich renal als Trimethylselenonium-lon
((CH3)sSe™) (LEVANDER und BAUMANN, 1966; NAHAPETIAN et al., 1983; BARCELOUX, 1999; PATCHING und
GARDINER, 1999). Uber den Kot (liberwiegend bei Wiederkéuern) wird intestinal nicht resorbier-
tes Selen wieder ausgeschieden. Es wird jedoch auch eine enterohepatische Reabsorption
des Selens zum Bilanzausgleich, ahnlich der des Kupfers, vermutet (OSTER und SIEVERS, 1995).
Bei steigender Selenaufnahme wird zunehmend mehr Selen wieder entfernt. Dies geschieht
zunachst nur renal (SCHONTHALER, 1998). Nur bei extremer Uberversorgung bzw. im Zuge der

Detoxikation entstehen im Koérper methylierte Organoselenverbindungen, die leicht ausge-

Sowohl organische als auch anorganische Verbindungen.

Aufgrund ihrer Funktion als Hauptausscheidungsorgan, siehe Kapitel 3.2.4.

Hirnanhangsdrise

Diese ungefahre Verteilung ist bei allen Tierarten bemerkenswert ahnlich (BEHNE und WOLTERS, 1983).
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schieden werden kénnen: Die beiden Dimethylderivate Dimethylselenid (CH;-Se-CHs3) und
Dimethyldiselenid (CH;-Se-Se-CH3) werden entweder exhaliert oder durch die Haut abgege-

ben (BURK et al., 1972; COMBS und COMBS, 1986).

3.2.5 Selenmangelkrankheiten beim Tier

Verallgemeinert lasst sich sagen, dass bei Jungtieren die Krankheitsbilder einen schwereren
Verlauf zeigen als bei adulten Tieren. Selenmangel-Erkrankungen haben vor allem bei
Nutztieren eine praktische Bedeutung (woLFFRAM, 1992). Die besondere Empfindlichkeit von
Wiederkauern fur einen Selenmangel ist zumindest teilweise darauf zuriickzufihren, dass
durch die Bildung schwer- bzw. unl6slicher Selenide durch die reduzierenden Bedingungen
in den Vormagen die Bioverfiigbarkeit des mit der Nahrung aufgenommenen Selens wesent-
lich verschlechtert wird (siehe Abschnitt 3.2.3).

Bei Nutztieren verursacht ein Selenmangel neben Infertilitdt (SELENIUM, 1987; CAPAUL et al., 1989;
JASKOWSKI, 1993; KLAWONN et al., 1996; MAIORINO et al., 1998) vorrangig die so genannte Weil3-

muskelkrankheit, die vor dem Erkennen der kausalen Faktoren zum Teil erhebliche wirt-

schaftliche Verluste bedingte (woLFFRAM, 1992). Sie trat in vielen Landern mit einer intensiven
Viehzucht auf und aufert sich in Form von Lahmungserscheinungen der Extremitaten und
der Atemmuskulatur sowie in einer Muskeldegeneration mit Weilfarbung infolge von Kalzi-
umablagerungen. Die Tiere verenden oft schon wenige Stunden nach dem Auftreten der

ersten Symptome.

Vor der Einflihrung einer systematischen Zuflitterung von Selen verloren die Landwirte in
selenarmen Gegenden, wie z.B. im US-Bundesstaat Oregon, bis zu 50% ihrer Lammer?.
Besonders gehauft trat die Weilmuskelkrankheit nach einer Uberdiingung von Weideland
mit sulfathaltigen? Diingern wie z.B. Ammoniumsulfat auf. Grundsatzlich kann es bei allen
Tierarten bei einem Selenmangel zu einer Schadigung der quergestreiften, bei Gefliigel auch
der glatten Muskulatur kommen. Des Weiteren ist auch mehr oder weniger haufig die Herz-
muskulatur betroffen. Beim Gefllgel, vor allem bei Kiken, fuhrt dieser Mangel zur Entste-

hung der so genannten exsudativen Diathese®, die unter anderem durch eine erhdhte

Permeabilitat der Kapillaren charakterisiert ist.

1

) In Estland, Neuseeland und der Turkei wurden bei bis zu 20 — 30% der L&mmer diese Krankheitssymptome beobachtet.

Antagonismus Selen-Schwefel siehe Kapitel 3.2.1.
% Spezifische Krankheitsbereitschaft, auf unterschiedliche Reize immer in der gleichen Art und Weise, namentlich mit
Ubermafigen Exsudationen (Austreten von Flussigkeiten) an Haut und Schleimhauten, zu reagieren.
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Eine weitere Erkrankung bei jungen Kiiken ist die erndhrungsbedingte Pankreasatrophie’’,

die vor allem durch einen Selenmangel hervorgerufen wird, obwohl bei dieser Krankheit auch
hohe Dosen von Vitamin E die Entstehung verhindern kénnen (comBs und comBs, 1986). Dieser
Mechanismus einer Tocopherolsupplementierung hilft auch bei anderen Erkrankungen, z.B.

der enzootischen Muskeldystrophie? bei Kalbern (SCHRAUZER, 1998).

Tabelle 2: Selenabhangige Erkrankungen beim Tier (nach VAN VLEET, 1980)
Spezies Klinisches Bild
Rind (adult) paralytische Myoglobinurie (Stérungen der Muskelfunktion)

Retentio secundinarum (Nachgeburtsverhaltung)
Kimmern

Mastitis (Brustentziindung)

Kalb WeilRmuskelkrankheit
Kdmmern

Schaf (adult) Unfruchtbarkeit
Kimmern

Lamm Weillmuskelkrankheit
Kdmmern

Pferd Skelettmuskeldegeneration

schlechte Rennkondition

Fohlen Weillmuskelkrankheit

Steatitis (yellow fat disease)

Schwein Hepatosis diatetica (toxische Leberschadigung)
Ulcus oesophagogastricum (Magengeschwiir)

Maulbeerherz-Krankheit

Geflugel exsudative Diathese (s.0.)
Pankreasnekrose
Enzephalomalazie (Gehirnerweichung)

Muskeldegeneration (glatte und quergestreifte)

Hund Skelettmuskeldegeneration

Katze Steatitis (yellow fat disease)

! Stoérung der Bauchspeicheldrise
2 Infektiose, nichtneurogene Muskelschwunderkrankung. Fiihrt bei 13% aller deutschen Kalber zum Tod (KEMIRA, 2004).
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3.3 Biochemische Funktionen des Selens
3.3.1 Verteilung im menschlichen Korper

Selen kommt in allen Korperzellen und -flussigkeiten des Menschen vor. Die hdchsten
Konzentrationen finden sich (in absteigender Reihenfolge) in Schilddrise, Niere, Leber,
Hoden, Milz, Herz, Prostata, Lunge, Skelettmuskulatur, Gehirn, Vollblut, Plasma, Galle.

Von den insgesamt nur 3 — 20 mg Selen” im menschlichen Kérper befinden sich 40 — 50%
im Muskelgewebe, gefolgt von Knochen, Haut und Darm mit insgesamt ~27%, der Leber mit

8%, dem Blut mit ebenfalls 8% und der Niere mit 4% (DANIELS, 1996; SILL-STEFFENS et al., 2001).

Tabelle 3: Selenkonzentrationen in verschiedenen Landern und einzelnen Organen
(nach OSTER et al., 1988)

Leber Niere Muskeln Herz
Deutschland 0,291 pg g’ 0,771 g g’ 0,111 g g’ 0,170 g g"
Neuseeland 0,209 ug g” 0,750 ug g” 0,061 ugg” 0,190 pg g~
USA 0,540 ug g™ 1,090 ug g’ 0,240 ug g™ 0,280 ugg"
Japan 2,300 ug g 1,500 ug g™ 1,700 ug g™ 1,900 ug g™

Bei Selenmangelperioden weicht das Verteilungsmuster von dem in den ausreichend
versorgten Zeiten ab: Eine bevorzugte Selenversorgung ist dann dem Gehirn, dem Endokri-
num? und den Keimdriisen vorbehalten. Die Selen-Pools im Muskel und der Leber werden

zugunsten dieser Organe relativ schnell mobilisiert (SCHEID, 1989; OSTER, 2003).

3.3.2 Physiologische Eigenschaften des Selens

Im menschlichen und tierischen Organismus wird Selen hauptsachlich in Form der Amino-
saure Selenocystein vorgefunden. In dieser kovalenten Bindungsform (bt Selen seine
wichtigsten biologischen Funktionen aus. Selenocystein wird spezifisch in das aktive Zent-
rum verschiedener Enzyme eingefligt, die enzymatische Aktivitat dieser Proteine ist dadurch
stark selenabhangig (PATCHING und GARDINER, 1999; ARTHUR, 2000). Da der spezifische Einbau des

Selenocysteins vom UGA-Codon® in der mRNA codiert wird, wird sie auch als die 21.

1
2
3

3-6 mg in Selenmangelgebieten wie Neuseeland bis 13-20 mg in gut versorgten Gebieten (DANIELS, 1996).

Die Gesamtheit der hormonproduzierenden Driisen mit innerer Sekretion.

Da Selenocystein kein eigenes Codon im genetischen Code besitzt, muss es sich dieses mit dem Signal fir das Ende der
Translation (Stop-Codon) teilen.
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proteinogene Aminosaure bezeichnet (Low und BERRY, 1996 ; REILLY, 1996a; GLADYSHEV und KRYUKOV,

1999; RAYMAN, 2000a).

In physiologischen Mengen aufgenommenes Selen wird Uber einen intermediaren Selen-

Pool in eine Reihe von Proteinen eingebaut. Diese Selenoproteine lassen sich grob in drei

Gruppen einteilen:

1. Selenbindende Proteine, die vermutlich Uber Transport- und Speicherfunktionen
verfligen.

2.  Nicht-spezifische Selenoproteine, bei denen das Selen unspezifisch als Schwefelana-
logon eingebaut wird (Uberwiegend als Selenomethionin, seltener als Selenocystein).

3.  Spezifische Selenoproteine, die in ihrem aktiven Zentrum Selen enthalten (Seleno-
cystein), das fur die biologische Aktivitat verantwortlich ist. Diese spezifischen Proteine

sind im eigentlichen Sinne die Selenoproteine (REILLY, 1996a; BEHNE und KYRIAKOPOULOS,
1997).

Alle Selenoproteine sind dadurch gekennzeichnet, dass die Selenol-Gruppe des Seleno-
cysteins bei physiologischem pH-Wert ionisiert vorliegt. Dadurch ist sie chemisch reaktiver
als die nichtionisierte Thiolgruppe des Cysteins — dies ist jedoch auch gleichzeitig der Grund

fur die Toxizitat des organisch gebundenen Selens (SCHRAUZER, 1998).

Die molekularen Grundlagen der Funktionen des Selens im Zellstoffwechsel sind in den
letzten Jahren zunehmend aufgeklart worden. Bisher wurden 35 Selenoproteine beim
Menschen entdeckt, wobei die jeweilige Aufgabe noch nicht bei allen bekannt ist (GIVENS et al,,
2004). Man geht davon aus, dass es noch weitere (insgesamt ca. 50 — 60) solcher spezifi-
schen Selenoproteine in unserem Korper gibt, deren genaue Struktur und Funktion bislang
noch nicht erforscht sind (SILL-STEFFENS et al., 2001). Sicher identifiziert und in ihrer spezifischen
Rolle beschrieben wurden bis jetzt zwolf funktionelle Selenoproteine bei Saugetieren und

sieben weitere bei Bakterien (ANKE und SCHUMANN, 1999).

Eine Reihe von ihnen weist antioxidative Eigenschaften auf. Beim Schutz von Lipiden vor
einer Oxidation zeigt sich zudem eine synergistische Beziehung zwischen Selen und Vita-
min E (LEVANDER, 1987; ELMADFA und LEITZMANN, 1990; BIESALSKI et al., 1997). Im Falle einer Mangelver-
sorgung mit Selen stellt eine homodorhetische Regulation sicher, dass die Selenoproteine, die
die lebenswichtigsten Funktionen erfillen, bevorzugt mit Selen versorgt werden (KIRCHGERNER,
1989; PATCHING und GARDINER, 1999). Die bisher am besten verstandenen Selenoproteine sind im

Folgenden aufgefiihrt:
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3.3.3 Essentielle Selenoproteine

3.3.3.1 Glutathion-Peroxidasen (GSH-Px)

Die wichtigste biochemische Rolle kommt dem Selen als Bestandteil der Wirkungsgruppe in
der Glutathion-Peroxidase (GSH-Px)" zu, deren wesentliche Rolle der Schutz vor intra- und
extrazellularen Sauerstoffradikalen und Hydroperoxiden ist (FLOHE et al., 1989; 1997; 1998; 2000). Die
Glutathion-Peroxidase kann in allen Geweben nachgewiesen werden in denen oxidative
Prozesse ablaufen (REILLY, 1998). Nach der Umwandlung der primar in den Mitochondrien
laufend entstehenden Sauerstoffradikale zu H,O, und O, durch die zink- und kupferabhangi-
gen Superoxid-Dismutasen, tbernimmt die GSH-Px deren weiteren Abbau. Sie sorgt fir die
Reduktion von H,0, zu Wasser und von Lipid- oder Cholesterol-Hydroperoxiden zu entspre-

chenden Alkoholen (SCHRAUZER, 1998; ARTHUR, 2000).

Dadurch wirkt dieses Enzym protektiv gegen Folgeprodukte reaktiver Sauerstoffverbindun-
gen und ist somit am Schutz der Lipide und Biomembranen des Organismus vor Oxidation
malfgeblich beteiligt (URSINI und BINDOLI, 1987; FLOHE et al., 1997). Im ersten Schritt dieser katalyti-
schen Reaktion werden die Hydroperoxide mit der Selenolatform der GSH-Px zu Alkoholen
reduziert, wobei die Selenolatreste zur Selenylsdure reagieren. Das nun eingreifende
Glutathion bildet mit ihr ein Selensulfidaddukt. Ein zweites beteiligtes Glutathionmolekul dient
als Reduktionsaquivalent, dabei regeneriert es die GSH-Px (STRYER, 1991; URSINI et al., 1985; 1995;
FLOHE et al., 1989; 1997). Die Regeneration des oxidierten Glutathions (GSSG) wiederum erfolgt
mit Hilfe der NADPH+H"-abhangigen Glutathion-Reduktase, wobei Glucose-6-phosphat als

Energiequelle dient (SCHRAUZER, 1998).

Besonders gefahrdet sind die mehrfach ungesattigten Fettsauren in den Zellmembranen.
Werden sie von Radikalen angegriffen, kommt es zur Lipidperoxidation sowie zur Auslésung
einer Kettenreaktion. Somit erklaren sich die daraus resultierenden Membranveranderungen
der Zelle mit Permeabilitatsstorungen bei einem maRigen Radikalaufkommen sowie der
Zelluntergang bei einer hohen Belastung (URSINI und BINDOLI, 1987; THOMAS et al., 1990). Die perma-
nente Bildung von freien Radikalen bei der Energiegewinnung in den Mitochondrien stellt

demnach eine stindige Bedrohung fiir das Uberleben der Zellen aller Organe dar?.

' 1957 erstmals von MILLS et al. in der Erythrozytenmembran entdeckt. Es besteht aus vier homologen Untereinheiten, die
jeweils ein Molekll Selenocystein enthalten; wird das Selenocystein durch das schwefelhaltige Cystein ersetzt, bewirkt dies
einen rapiden Rickgang der Enzymaktivitat (PATCHING und GARDINER, 1999).

Daraus wird deutlich, dass der Sauerstoff einen ebenso lebensnotwendigen, wie tddlichen Effekt auf die Zellen ausubt: Auf
der einen Seite ist er zur Energiegewinnung unabdingbar, auf der anderen Seite bedroht er dabei ihr Uberleben durch die
laufende Bildung dieser zelltoxischen Sauerstoffradikale.

2
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Zur Lésung dieses Problems entwickelte der Organismus die antioxidative Abwehr. Die
essentielle Aufgabe der hierfiir eingebundenen GSH-Px ist die Erhaltung eines geregelten
Gleichgewichtes zwischen Bildung und Neutralisierung der Sauerstoffradikale. Verschiebt
sich diese fein geregelte Balance, das Redox-Gleichgewicht, zugunsten einer verstarkten

Radikalbildung, entsteht der oxidative Stress (SIES et al., 1985; 1998).

Identifiziert sind vier verschiedene Glutathion-Peroxidasen:

» Cytosolische, erythrozytare oder klassische GSH-Px (cGSH-Px)
» Plasma-GSH-Px (pGSH-Px)

» Phospholipid-Hydroperoxid-GSH-Px (PH-GSH-Px)

» Gastrointestinale GSH-Px (GI-GSH-Px)

Am besten untersucht ist die cGSH-Px (GPX-1; EC 1.11.1.9). In allen Geweben von Sauge-
tieren, in denen verstarkt oxidative Prozesse ablaufen, konnte sie in hoher Konzentration
nachgewiesen werden (BEHNE et al., 2000). Eine besonders starke Anreicherung findet sich
deshalb in Schilddrise, Erythrozyten, Thrombozyten, Phagozyten, Leberzellen und den
Augen (BAYER, 1996); die Aktivitat der cGSH-Px") kann bei suboptimaler Selenversorgung als
Mald zur Abschatzung des Selenstatus und der Selenzufuhr herangezogen werden (PFANN-
HAUSER, 1992b; AKESSON et al., 1997; MAYER, 1998). Durch eine spezifische Reaktion mit reduziertem
Glutathion als Wasserstoffdonator verhindert sie oxidative Abbauvorgange in der Zelle. So
schitzt die cGSH-Px z.B. Hamoglobin und die Erythrozytenmembran vor der oxidativen
Zerstorung durch Hydroperoxide, Hydroxylradikale oder nascierenden Sauerstoff aus dem

Fettsaureabbau (zZIMMERLI et al. 1995; REILLY, 1996a; SCHRAUZER, 1998).

Die Synthese der pGSH-Px erfolgt in den Nieren?, hier erfilllt sie wahrscheinlich auch ihre
antioxidative Funktion und schitzt Membranen vor der oxidativen Zerstdrung (REILLY, 1996a).
Die genaue Funktion der pGSH-Px ist zwar noch unbekannt, dies spielt aber keine Rolle,
wenn es um die Beurteilung des Selenstatus geht, da hierbei nur ihre Aktivitat gemessen

wird (BIESALSKI et al., 1997).

Ein Mangel flihrt zu einer verringerten Herstellung der vasodilatatorisch wirkenden Prostacycline sowie zu einer verstérkten
Bildung der aggregatorisch wirksamen Thromboxane (RAYMAN, 2000a). Zudem (bt sie (zusammen mit der pGSH-Px) einen
dampfenden Effekt auf den Prostaglandin-Leukotrien-Stoffwechsel aus, woraus ihre antiinflammatorische Wirkung bei akuten
sowie chronischen Entziindungsprozessen resultiert (NEVE, 1995; 1996).

Geringere Mengen auch im Herzen, in der Plazenta, in gastrointestinalen Zellen sowie in Lunge und Schilddrise, jedoch
nicht in der Leber.
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Die PH-GSH-Px wird vor allem in endokrinen Geweben und Reproduktionsorganen expri-
miert, kann aber auch Cholesterol-Hydroperoxide bzw. Hydroperoxid-Gruppen in peroxidier-
ten Phosphatiden in allen Membranen reduzieren — eine Erklarung fir den Synergismus mit
Vitamin E (MAIORINO et al., 1992; URSINI et al., 1995; DIPLOCK, 1994). Sie reduziert wasserunlosliche
Substrate wie Hydroperoxide von Phospholipiden in Zellmembranen sowie Cholesterin-
hydroperoxide (wahrend die cGSH-Px nur hydrophile Peroxide reduziert). Eine besondere
Bedeutung nimmt die PH-GSH-Px beim Prozess der Spermatozoidentwicklung ein und steht

somit mit der mannlichen Fruchtbarkeit in Verbindung.

Die Bedeutung der GI-GSH-Px ist bislang Uber weite Strecken noch ungeklart. Sie kommt als
gewebsspezifisches Enzym vor allem im Darm, der Leber und pathologisch auch in Mamma-
karzinomzellen vor (ZIMMERLI et al., 1995; CHU et al., 1999). In Zeiten eines Selenmangels bleibt die

Aktivitat der GI-GSH-Px noch lange erhalten (WINGLER et al., 1999a-c; BRIGELIUS-FLOHE et al., 2001).

3.3.3.2 Dejodasen

Selen ist nicht nur als Antioxidans bedeutend, sondern auch fir den Schilddriisenstoffwech-
sel (FORCHHAMMER und BOCK, 1991), was auch dadurch verdeutlicht wird, dass die Schilddriise die
hdchste Selenkonzentration aller menschlichen Organe aufweist (SILL-STEFFENS et al., 2001). Die
Dejodasen? regulieren den Schilddriisenstoffwechsel sowohl in der Schilddriise selbst, aber
ebenso in allen peripheren Organen (StGERMAIN und GALTON, 1997; BIANCO et al., 2002). Fur die
Dejodierung von Schilddriisenhormonen stehen drei verschiedene Dejodasen zur Verfligung,

sie alle bendtigen Selen in ihrem aktiven Zentrum (St GERMAIN und GALTON, 1997).

Das Selenoenzym Typ | 5’-Jodthyronin-Dejodase (ID-l) gehoért zu den unmittelbar lebens-

notwendigen Enzymen. Es katalysiert als wichtigstes Enzym in Schilddriise, Leber, Niere,
Hypophyse sowie im ZNS die Umwandlung von Thyroxin (T,) in die physiologisch aktive
Form Trijodthyronin (T3) und den Abbau von rT; zu 3,3°-T,. Damit ist dieses Enzym mal3geb-
lich am Metabolismus des Schilddriisenhormons Thyroxin beteiligt (BEHNE et al., 1988; 1990; BAYER,

1996; ANKE et al., 1998). Wegen seiner Essentialitat wird es vorrangig mit Selen versorgt (D-A-CH,
2000).

' Die wahrend der Spermatogenese sich an der Basis des Flagellums akkumulierenden Mitochondrien bilden an ihrer

AuRenmembran eine verdichtete keratinartige Kapsel, die zu tber 50% aus dem mitochondrial capsule selenoprotein be-
steht, das als PH-GSH-Px identifiziert wurde (ARTHUR, 2000).

Die Aktivitat der Dejodasen wird reguliert Gber die Wirkung von TSH, durch Schilddriisenhormone, Kalte, ein erhdhtes
Kohlenhydratangebot sowie Selen. lhre Enzymaktivitdt nimmt ab durch die Wirkung einiger Zytokine, beim Fasten und bei
schweren Allgemeinkrankheiten (Nieder-T3-Syndrom). Allerdings kommt es nur im ausgepragten Selenmangel infolge einer
verringerten Dejodaseaktivitat zu einer verminderten Konversion von T, zu T; — jedoch fiihrt ein gleichzeitig bestehender
Jodmangel in diesem Fall zur Entstehung einer Hypothyreose (GASNIER, 2002).

2
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Die Typ Il 5’-Dejodase (ID-Il) katalysiert ebenfalls die Dejodierung von T4 zum aktiven Tj

sowie die 5"-Monodejodierung (SCHRAUZER, 1998) und wird vor allem bei der Hypothyreose" im

ZNS, in der Hypophyse sowie in der Plazenta expremiert.

Die Typ Ill 5-Dejodase (ID-1l1) katalysiert die Inaktivierung von T, zum inaktiven rT; und den

Abbau von T3, vor allem zum 3,3"-T,. Sie wird fast Gberall im Kérper expremiert.

3.3.3.3 Selenoprotein P (SeP)

Das Selenoprotein P ist das Enzym mit dem hochsten Selengehalt. Es findet sich im Blut-
plasma und macht etwa 60 — 80% der Plasmaselenkonzentration aus (WILSON und TAPPEL, 1993;
ZIMMERLI et al., 1995). Es wird in der Leber gebildet, in das Plasma abgegeben und bindet sich
an Heparin? und Zellmembranen. Immunbiologische Untersuchungen haben gezeigt, dass
die SeP-Konzentration® im Plasma stark mit der Selenaufnahme variiert, jedoch auch von

anderen Faktoren wie z.B. Rauchen und der geographischen Lage beeinflusst wird (THoMsON
et al., 1985; SWANSON, 1990).

Seine hohe Prioritat bei der Sattigung mit Selen weist auch auf eine wichtige Funktion im
Korper hin (p-A-CH, 2000). Selenoprotein P wird ahnlich wie die cGSH-Px als guter Indikator fiir
den Selenstatus angesehen, gegenwartig gibt es daflir aber noch keine breit eingefiihrte

Bestimmungsmethode (GARMANN, 2000).

3.3.3.4 Thioredoxin-Reduktase (TxR)

Die erst vor einiger Zeit entdeckte Thioredoxin-Reduktase sorgt fir die Aufrechterhaltung der

intrazelluldaren und intranukledren Redoxsysteme, insbesondere in den immunkompetenten

Zellen (MARCOCCI et al., 1997). Dabei katalysiert dieses Enzym die NADPH-abhangige Reduktion

Herabgesetzte Tatigkeit der Schilddriise.

In Mastzellen gebildeter (und darin mit Histamin vorkommender), die Blutgerinnung hemmender, die Fibrinolyse und

Fettklarung fordernder Wirkstoff.

* EKMEKCIOGLU (2000) erwahnt eine eventuelle antioxidative Wirkung im Plasma und im Extrazellularraum aufgrund seiner
reduzierenden Wirkung gegenuber Phospholipidhydroperoxiden. Im Organismus ist SeP assoziiert mit Endothelzellen und
wird in allen Geweben, bevorzugt im Gehirn, eingelagert. Es handelt sich um ein Enzym, welches das GefaRendothel vor
oxidativem Stress schiitzen kann, indem es die Peroxidation der ungesattigten Fettsduren in Lipiden hemmt (ARTEEL et al.,
1999; BROWN und ARTHUR, 2001). Die Endothelzellen stellen eine konstante Quelle von Stickstoffmonoxid (NO) dar, das
mit Superoxid-Radikal-Anionen (O2") Peroxonitrit (ONOQ) bildet. Das Selenoprotein P vermag diese entziindungsférdernde
und DNA-Bruch verursachende Substanz zu reduzieren und hat somit eine groRe Bedeutung beim Plasmaschutz (PERS-
SON MOSCHOS, 2000). In jingster Zeit ist das Selenoprotein P im Blut als der Vermittler des Selens aus der Nahrung in die
Gewebe identifiziert worden. Auch eine mdgliche Rolle als Marker im Rahmen der Krebsfriiherkennung wird diskutiert
(SCHOMBURG et al., 2003), ebenso wie bei der Detoxikation von Metallen (PATCHING und GARDINER, 1999).

2
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des Redoxproteins Thioredoxin und erflullt damit eine wichtige Aufgabe im Gesamtkomplex

der Zellatmung (PATCHING und GARDINER, 1999).

Alle biologischen Funktionen der TxR bleiben bei einem milden Selenmangel unbeeinflusst,
erst bei starkem Selenmangel kommt es zu deren Funktionsbeeintrachtigung. Der Grund
liegt in einer Umverteilung zu Ungunsten anderer, untergeordneter Enzymsysteme, wobei
die TXR" anscheinend prioritdr mit an der Spitze der selenabhéngigen Enzyme zu stehen

scheint (GASNIER, 2002).

3.3.3.5 Selenoprotein W (SeW)

Selenoprotein W ist ein kleines, intrazellulares Protein mit nur einem Selenocysteinrest;

lokalisiert wurde es im Skelettmuskel, dem grél3ten Selenspeicher. Es bindet Glutathion und
hat vermutlich auch eine antioxidative Funktion (BURK und HILL, 1999). Ein Einfluss auf den

Muskelstoffwechsel wird diskutiert (EKMEKCIOGLU, 2000).

3.3.4 Detoxikation von Schwermetallen durch Selen

Alle Elemente mit einer hohen chemischen Affinitat zu Schwefel (u.a. As, Hg, Cd, Cu, Sn,
Zn, Pb, Ni, Co, Sb, Bi, Ag, Tl, Mo, V) verbinden sich mit Selen unter Bildung von Metallsele-
nid-Eiweillkomplexen, die i.d.R. mit dem Urin ausgeschieden werden. Diese Wechselwirkung

stellt einen natirlichen Entgiftungsmechanismus flir solche Metalle dar (WHANGER, 1982;
LEITZMANN und HAHN, 1996).

Nach einer Reaktion mit diesen Selenantagonisten ist das Selen dann fiir den Organismus
nicht mehr verfligbar. Deshalb kann eine hohe Belastung mit derartigen Elementen den
physiologischen Selenbedarf betrachtlich erhdhen (SCHRAUZER, 1998; SILL-STEFFENS et al., 2001).
OSTER (2003) empfiehlt eine ausreichende Selenversorgung besonders auch bei Amalgam-

plombentragern.

' Sieistan der Synthese von Desoxyribonukleotiden beteiligt (EKMEKCIOGLU, 2000) und gehért zu einem Enzymsystem, das

bei der Replikation die Bausteine der DNS-Synthese, die Desoxyribonukleotide, zur Verfligung stellt. Es reduziert die Ribose
in Nukleosid-Diphosphaten zu Desoxy-Ribose. Dieses Enzymsystem besteht aus der Ribonukleotid-Reduktase, dem Thiore-
doxin und der TxR (FOLLMANN und HABERLEIN, 1996; ASLUND und BECKWITH, 1999). Es lieRen sich bislang jedoch bei
Weitem noch nicht alle ihrer komplexen Aufgaben klaren (FLOHE, 1997), selbst im gut geklérten E.coli-Metabolismus sind
ihre eigentlichen Aufgaben noch unklar (ASLUND und BECKWITH, 1999). Fir Saugetiere besitzen sie eine vitale Bedeutung,
beispielsweise fuhrt die Abwesenheit des TxR-Gens bei Knock-out-Mausen zu fetaler Letalitadt (MATSUI et al., 1996).
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3.3.5 Toxizitat

Selen ist einer der Mikronahrstoffe mit der geringsten therapeutischen Breite" (Bundesgesund-
heitsblatt 2002; SCHLATTER, 2003). Neben Essentialitat und praventiver Wirkung darf die Gefahr der
Selenintoxikation bei chronisch erhéhter Selenaufnahme nicht auRer Acht gelassen werden;
bis zur Entschlisselung seiner positiven biologischen Wirkungen in der zweiten Halfte des
20. Jahrhunderts war ausschliellich die Giftigkeit dieses Elementes bekannt. Die chronische
Aufnahme von mehr als 800 ug Selen pro Tag® wird als ein Uberschreiten des Marginal
Daily Safe Selenium Intake angesehen (SCHRAUZER, 1998) bzw. es gilt ein NOAEL (No Obser-
vable Adverse Effect Level) von 850 ug Se/Tag (scF, 2000). Die National Academy of Sciences
ermittelte fiir Selen einen Tolerable Upper Intake Level (UL) in Héhe von 400 pg/Tag® fir

Erwachsene.

Aus dem Aktivitatsverlauf des Selenoenzyms 5°-Jodthyronin-Dejodase schlieRen BRATTER
und NEGRETTI DE BRATTER (1996) auf eine sichere Obergrenze der Selenaufnahme im
Bereich von 350 — 450 ug/Tag. Sie postulieren, dass eine langer andauernde Aufnahme von
maximal 5 ug Selen/Tag pro kg Kérpergewicht zu keinerlei gesundheitlichen Stérungen flhrt.
Andere Studien nennen 724 oder 853 ug/Tag als NOAEL (ANKE und SCHUMANN, 1999). Diese

oberen Grenzwerte kdnnen mit einer normalen Erndhrung nicht erreicht werden (SCHRAUZER,
1998).

Mengen von mehr als 3.000 ug pro Tag uUber langere Zeit eingenommen, kdnnen zu toxi-
schen und neurologischen Symptomen flihren (EKMEKCIOGLU, 2000). Akute Selenvergiftungen
treten nach ANKE und SCHUMANN (1999) bei einer Aufnahme von 3.200 bis 6.700 pg/Tag auf.
Die durch Selen hervorgerufene Toxizitat ist in ihrem Ausmalf von der beteiligten Selenspe-
zies abhangig. So sind anorganische Selenverbindungen i.d.R. giftiger als organische

(SPALLHOLZ und RAFFERTY, 1987; WELZ und SPERLING, 1997) und dabei Selenit toxischer als Selenat
(PATCHING und GARDINER, 1999; WELZ und SPERLING, 1997).

Die Giftwirkungen des Selens werden erklart durch Verdrangung des Schwefels aus Sulf-
hydrylverbindungen, Hemmung von Enzymsystemen, Stérungen des Porphyrin- und Kreati-
ninstoffwechsels sowie Methylierungsvorgangen. Nach lokalem Kontakt an Haut- und
Schleimhauten werden durch Selen und seine Verbindungen in hohen Dosen Veratzungen

bis Nekrosen und Kontaktdermatitis hervorgerufen. Nach oraler Aufnahme kodnnen akut

' Sicherheitsfaktor 10

% Bei Erwachsenen.

% Dieser Wert resultiert aus der Division des NOAEL von 800 pg/Tag durch einen Uncertainty factor (UF), der mit zwei
angegeben wird.
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starke gastrointestinale Symptome sowie chronisch gastrointestinale Erscheinungen wie
Diarrh6 oder Obstipation”, daneben ZNS-Reizerscheinungen, Leber-, Nieren- und Myokard-

schaden beobachtet werden (FALBE und REGITZ, 1995; HAHN et al., 2002).

Eine Selenvergiftung macht sich durch folgende Symptome bemerkbar (ANKE und SCHUMANN,
1999):

e Irritation der Schleimhaute der oberen Luftwege

e Foetor ex ore (Mundgeruch) nach Knoblauch

o Kopfschmerzen und Schwindel, Heiserkeit

e Mdudigkeit und Erschopfung

e Gewichtsabnahme

e Stérungen des Haar- und Fingernagelwachstums, Haarausfall, Onycholysis?

e Hautekzeme

e gastrointestinale Beschwerden und Erbrechen

o periphere Neuropathien mit Parésthesien®

e Selenrhinitis®

Als Ursachen fur Selenvergiftungen kommen Selenstdube bei der industriellen Kupfer-

schmelze, Unfélle, Suizidversuche und Fehldosierungen in Betracht (REILLY, 1998; SCHRAUZER,
1998).

3.4  Selenmangel-Krankheiten beim Menschen

Grundsatzlich muss zwischen einem mit dem Leben nicht vereinbaren extremen und einem

milden Selenmangel unterschieden werden.
3.4.1 Keshan-Krankheit

Die bekannteste Krankheit, die ohne Zweifel mit einem Selenmangel in Verbindung steht, ist
die Keshan-Krankheit (benannt nach dem Landkreis Keshan in der Provinz Heilongjiang),
eine tddlich verlaufende Kardiomyopathie, die friher in den typischen Selenmangelgebieten
Chinas auftrat (YANG et al., 1984; FORCHHAMMER und BOCK, 1991; WOLFFRAM, 1992). Diese Kardiomyo-

pathie entwickelt sich, wenn der Selengehalt der Nahrung unter 40 ug kg™ TM liegt oder die

Stuhlverstopfung

weiche Néagel

degeneratives Nervenleiden mit Fehlempfindungen des Tastsinns
Nasenschleimhautentziindung
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Selenaufnahme weniger als 20 pg/Tag betragt (SCHMIDT und BAYER, 1988). In den Endemie-
Regionen wurden teilweise nur 10 — 15 ug Se/Tag aufgenommen und die durchschnittlichen
Blutselenwerte lagen unterhalb von 10 pg L™ (BAYER, 1996), (eine Ubersicht iiber die Selensta-
tuswerte zeigt Tab. 4 auf). Die Keshan-Erkrankung® kann heutzutage durch die wéchentli-
che Verabreichung von 0,5 — 1 mg Natriumselenit an die betroffene Bevoélkerung verhindert
werden (LITOV und COMBS, 1991; BRUGGEMANN und OCKER, 1992). Durch diese gezielte Supplementie-
rungsmalinahme konnte die Keshan-Erkrankung so weit zurlickgedrangt werden, dass

heutzutage mit weniger als 1 Todesfall/100.000 Einwohnern gerechnet wird (Gu, 1983).

3.4.2 Kaschin-Beck-Syndrom

In bestimmten Gebirgsregionen Chinas, Nordkoreas und Ostsibiriens tritt eine entzindlich-
degenerative Gelenkerkrankung? auf, das Kaschin-Beck-Syndrom (HOU et al., 1984; ANDERSEN
und NIELSON, 1993; BAYER, 1996; MAYER, 1998). Die Krankheit bewirkt schwere Stérungen des
Wachstums bei Kindern. Es wird vermutet, dass die befallenen Gelenke durch Sauerstoffra-
dikale zerstort werden. Als Ursache wird in den jeweiligen Gebieten eine unzureichende
Selenversorgung mit der Nahrung von nur 20 pg kg" TM gesehen. Das Kaschin-Beck-
Syndrom kann, sofern die Krankheit noch nicht zu weit fortgeschritten ist, durch eine Selen-

supplementierung positiv beeinflusst werden (FORCHHAMMER und BOCK, 1991; SCHRAUZER, 1998).
3.4.3 Selen bei rheumatisch-arthritischen Erkrankungen

Bei rheumatisch-arthritischen Erkrankungen sind, ahnlich wie beim Kaschin-Beck-Syndrom,
toxische Sauerstoffradikale fir die auftretenden Gelenkschaden verantwortlich. Norwegische
Studien zeigten bei rheumatisch erkrankten Patienten erniedrigte Selenspiegel, die durch die

Entgleisung des Peroxidstoffwechsels erklart werden kénnen®.

' In den selenarmen Keshan-Krankheitsgebieten haben Kinder meist ein pastdses Aussehen, weshalb sie eigentlich gesund

und kraftig erscheinen. Bei erkrankten Erwachsenen sind die Zahne durch vermehrte Kalkeinlagerung und Stérungen der

Dentinbildung oft sehr gro und kalkweiB3, trotz dieser markanten dufleren Erscheinungen lasst sich ein Selenmangel nur

durch eine entsprechende Blutuntersuchung feststellen (SCHRAUZER, 1998).

Dystrophische Osteoarthrose und Spondyloarthrose.

% Selen ist in den befallenen Gelenken besonders angereichert und fungiert Uber die GSH-Px als Modulator bei allen
entziindlichen Prozessen; es steigert die Prostaglandin-Biosynthese und regt wahrscheinlich auch die Bildung von Leukotrie-
nen an. Supplemente zeigen in manchen Rheumafallen eine giinstige therapeutische Wirkung. Es kann allerdings nicht in
jedem Fall mit einer Besserung gerechnet werden, da es auch vom Stadium der Erkrankung abhéngt, ob eine Reversibilitat
besteht. Die Wirkung hangt entscheidend von der Dosierung ab; allerdings kann die GSH-Px-Aktivitat durch Selengaben
nicht unbegrenzt gesteigert werden: Selen kann nur dann antioxidativ wirken, wenn genligend Glutathion zur Verfligung steht
bzw. wenn der Glutathion-Reduktasemechanismus voll funktionsfahig ist. Es werden aber auch Einzelfalle beschrieben, bei
denen nach mehrjahriger Krankheitsdauer hochdosierte Selengaben (1 mg Selenit/Tag) eine Dauerheilung mit kompletter
Beschwerdefreiheit brachten. Zur Unterdriickung von peroxidativen Zellschadigungen empfiehlt die British Arthritis Associati-
on deshalb eine Selensupplementierung und eine Gabe der Vitamine A, C und E bei Rheumapatienten (SCHMIDT und
BAYER, 1988).

2
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3.4.4 Selen und kardiovaskulére Erkrankungen

In Europa liegt keine endemisch vorkommende klinische Symptomatik vor, die einem Defizit
von Selen in der Nahrung zuzuordnen ist. Allerdings wird in Regionen mit einem Selenman-
gel das gehaufte Auftreten von kardiovaskuldren Erkrankungen wie Apoplex”, koronarer
Herzerkrankung und Herzinfarkt?) in Zusammenhang gebracht. In der Diskussion steht dabei
auch die Frage, inwieweit diesen Erkrankungen mit einer Selensupplementierung vorgebeugt

werden kann (VIRTAMO et al., 1985; LOCKITCH et al., 1990; SALONEN et al., 1982; 1987; KUKLINSKI et al., 1990;
OSTER, 1992; SUADICANI et al., 1992; NEVE, 1996; URSINI et al., 1998; RAYMAN, 2000a; b; KOHRLE et al., 2000).

Die Auswirkungen eines Selenmangels auf kardiovaskuldre Erkrankungen belegen zahlrei-

che in- und auslandische Studien:

» Eine amerikanische Untersuchung ergab, dass die Sterberate an Herz-Kreislauf-
Erkrankungen in Gebieten mit guter Selenversorgung erheblich niedriger lag als in Se-
lenmangelgebieten (SHAMBERGER, 1976)

» Eine darauf folgende Studie aus Finnland zeigte einen praventiven Effekt von Selen auf
Myokardinfarktinzidenz und kardiovaskularen Tod mit zunehmendem Blut-Selenspiegel;
in einer spateren prospektiven Studie fand die gleiche Forschergruppe eine 2 — 3-fach
hoéhere Morbiditats- und Mortalitatsrate im Vergleich zur Kontrollgruppe bei Personen mit
einer Serumselenkonzentration unter 45 pg L™ (SALONEN et al., 1982)

> In weiteren Studien wurde vermutet, dass ein Schwellenwert von 60 ug Se L™ im Plasma
als unterste Grenze gilt und von daher eine préaventive Wirkung erst ab > 60 pg L™ anzu-
setzen ist (SCHMIDT und BAYER, 1988). Diese Annahme ist insofern berechtigt, da die Entste-
hung einer Herz-Kreislauf-Erkrankung nicht nur durch Fehlernahrung begunstigt wird,
sondern auch durch eine unzureichende Selenzufuhr (SCHRAUZER, 1998). Beispielsweise
wurde in der 10-Center-EURAMIC-Studie eine signifikant inverse Beziehung zwischen
dem Selengehalt in den Nageln der Probanden und einem Myokardinfarktrisiko deutlich.
Dies traf insbesondere flr Deutschland zu, dem Zentrum mit den niedrigsten Bodense-

lenwerten in Europa (KARDINAAL et al., 1997).

Derzeit wird davon ausgegangen, dass bestimmte Selenoenzyme der Entstehung von

Thromben und Thrombembolien entgegen wirken kénnen. Mit ihrer Hilfe soll es zu einer

' Schlaganfall
2 Haufigste Todesursache in der westlichen Welt.
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verringerten Ansammlung von oxidiertem LDL in der Arterienwand kommen, ebenso wie zu

einer adaquaten Vasodilatation" und zu einer verminderten Thromboxanbildung?.

3.4.5 Selen und Krebs

In ahnlicher Weise wurde auch eine Assoziation zwischen Selenmangel und der Inzidenz
von Karzinomen in einer Vielzahl von epidemiologischen und retrospektiven Studien nach-
gewiesen. Die bekanntesten Interventionsstudien sind die Qidong-, die Linxian- und die

Clark-Studie (REILLY, 1996a; SCHRAUZER, 1998).

3.4.5.1 Epidemiologische Untersuchungen

Die Ergebnisse epidemiologischer Studien sind meist nicht ausreichend genug, um daraus
gesicherte Schlussfolgerungen ziehen zu kénnen. Allerdings deuten viele Studien® darauf
hin, dass ein niedriger Selenstatus mit einem erhéhten Krebsrisiko korreliert; nur in einigen
wenigen Studien konnten keine statistischen Zusammenhange zwischen den Selenparame-

tern und der Krebsentstehung beobachtet werden (ALAEJOS und DiAZ ROMERO, 1995; ZIMMERLI et al.,
1995; FOSTER und SUMAR, 1997).

3.4.5.2 Qidong-Studie

Die Qidong-Studie (1984-1990) lieferte den ersten Nachweis, dass sich bestimmte Krebsar-
ten beim Menschen durch Erhéhung der Selenzufuhr verhindern lassen. Die Untersuchun-
gen wurden in China in einem Gebiet nérdlich von Shanghai durchgefiihrt, einer Region mit

einer hohen Erkrankungsrate an primarem Leberkrebs. Daran beteiligt waren mehr als

! Weiterstellung von Blutgefalien.

2 Dies geschieht anscheinend folgendermalfien: Der protektive Effekt von Selen auf das GefalRsystem hangt mafRgeblich von
der Aktivitat der Glutathion-Peroxidasen ab. Ist ihre Aktivitdt bei einem Selenmangel verringert, fallen zunehmend mehr
Hydroperoxide bzw. freie Radikale aus Phospholipiden und Lipoproteinen an. Diese schadigen zum einen direkt das Gefa-
Bendothel durch Oxidation von Membranlipiden, wodurch Uber eine Akkumulation von oxidiertem LDL in der Arterienwand die
Entstehung von Arteriosklerose begiinstigt wird (SALONEN et al., 1988; SATTLER et al., 1994; NEVE, 1996; VITOUX et al.,
1996; ARTEEL et al., 1999). Zum anderen wird eine adaquate Vasodilatation dadurch verhindert, dass diese Hydroperoxide
aulerdem die Prostaglandinsynthese des Endothels hemmen, mit der Folge einer verringerten Synthese von Prostacyclinen,
die normalerweise fiir eine GefaRerweiterung sorgen. Obendrein sollen diese bei Selenmangel im Uberschuss vorhandenen
Radikale Uber einen stimulierenden Effekt auf die Thromboxanproduktion auch eine gesteigerte Plattchenaggregation zur
Folge haben, mit der Folge einer erhéhten Thrombemboliengefahr (NEVE, 1996; RAYMAN, 2000a).

Es wurden auch Studien durchgefiihrt, in denen die Selenwerte vor Ausbruch einer Krebserkrankung mit denen von nicht an
Krebs Erkrankten verglichen wurden. Aus einer Studie, die in den USA von WILLETT et al. (1983) durchgefiihrt wurde, ergab
sich, dass Krebspatienten bereits 1 — 5 Jahre vor dem Ausbruch oder der Diagnose der Krebserkrankung niedrigere Se-
rumselenkonzentrationen aufwiesen als nicht erkrankte Personen.



Kap. 3 Grundlagen 34

130.000 Menschen aus funf verschiedenen Stadten. Die Einwohner einer Stadt wurden flnf
Jahre lang mit Natriumselenit angereichertem Speisesalz (anstelle des normalerweise
verwendeten) versorgt. Daraufhin begann die Leberkrebshaufigkeit nach 1,5 Jahren deutlich
abzusinken, wahrend sie in den anderen vier Stadten (Kontrollgruppe) gleich blieb. Die
Schlussfolgerung war, dass eine Selenanreicherung von Salz eine einfache und effektive

Methode darstellt, um das (Leber-)Krebsrisiko in Risikogebieten zu senken (REILLY, 1996a;
SCHRAUZER, 1998).

3.4.5.3 Linxian-Studie

Die Einwohner des Landkreises Linxian/China weisen eine hohe Erkrankungsrate an Speise-
réhrenkrebs auf. In der Interventionsstudie erhielten jeweils 3.700 Teilnehmer Supplemente,
die entweder Selen + R-Carotin + Vitamin E (Gruppe A), Retinol + Zink (Gruppe B), Ribofla-
vin + Niacin (Gruppe C) oder Vitamin C + Molybdan (Gruppe D) enthielten. Als Ergebnis
zeigte sich, dass in Gruppe A die wenigsten Todesfalle auftraten, allerdings ist dabei die

Aussagekraft beziglich der Wirkung des Selens nur gering (REILLY, 1996a; SCHRAUZER, 1998).

3.4.5.4 Clark-Studie

In ihrer ersten Interventionsstudie zeigten 1996 CLARK et al. erstmals einen inversen Zu-
sammenhang zwischen Krebsrisiko und Serumselenspiegel, indem sie bei 1.312 randomi-
sierten Patienten mit Basaliom® den Effekt von 200 ug Se/Tag versus Placebo auf die
Basaliom-Rezidivrate untersuchten?. Zwar kam die Studie in diesem Zusammenhang zu
keinem positiven Ergebnis, es zeigte sich aber eine um 56% erniedrigte Krebsmortalitat
insgesamt sowie eine um 37% niedrigere Krebsinzidenz® (63% weniger Prostatakrebs, 58%

weniger Kolonkarzinome und ein um 47% geringeres Auftreten von Lungenkarzinomen)
(FLEET und MAYER, 1997).

' Basalzellkarzinom. Haufigster boésartiger Tumor der Haut. Basaliome fihren zu typischen Hautveranderungen im Bereich der
Augenlider.

% Die Studie erstreckte sich von 1983-1996.

® Anscheinend resultiert eine antiproliferative Wirkung aus einem verbesserten GSSG:GSH-Verhaltnis sowie einer Beeinflus-
sung der Synthesestadien durch Selen. Zuséatzlich zeigten biochemische Analysen von TH4-Zellen, dass eine Selengabe
insgesamt die antioxidative Aktivitat verstérkt. Die Behandlung mit Selen bewirkte vermehrt eine dosisabhangige Reduktion
von oxidiertem Glutathion, d.h. eine Verbesserung des GSSG:GSH-Verhaltnisses. Dariber hinaus waren die Glutathionaktivi-
tat sowie das Verhaltnis von oxidiertem NADP gegeniiber reduziertem NADPH signifikant unter Selentherapie erhoht (LE-
BOEUF et al., 1985). In einer anderen Arbeit wurde belegt, dass Selen signifikant die Angiogenese und damit die Progressi-
on von Mammakarzinom hemmte (JIANG et al., 1999).
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3.4.6 Selen zur Pravention vor degenerativen Erkrankungen

Hervorzuheben ist die Bedeutung von Selen als Antioxidanz fur die Pravention degenerativer
chronischer Erkrankungen. Entstehung und Verlauf von Arteriosklerose, seniler Makola-
degeneration der Netzhaut des Auges, Augenlinsentribung, entziindlichen Gelenkerkran-
kungen, Fotoalterung der Haut und einige weitere Erkrankungen sind demnach auf reaktive
Sauerstoffspezies zurlickzufihren. Der antioxidativen Kapazitat des menschlichen Organis-

mus wird bei diesen Krankheiten eine wichtige Rolle zugesprochen.

Eine Reihe von epidemiologischen Studien zeigt einen Zusammenhang auf zwischen
Selenmangel und einer steigenden Anfélligkeit flr verschiedene GefalRerkrankungen,
erhdhter Blutplattchenaggregation, Andmie und erhéhtem Blutdruck. Weitere Krankheiten,
die mit einem niedrigen Selenstatus in Verbindung gebracht werden, sind Multiple Sklerose,
Muskeldystrophie'), zystische Fibrose?, Erkrankungen der Atmungsorgane, HIV / AIDS,
Hauterscheinungen wie Psoriasis® und Stérungen im Immunsystem®. Bei der totalen
parenteralen Ernahrung und der kiinstlichen Ernahrung spielt die Selensubstitution eine nicht
zu unterschatzende Rolle (OSTER et al., 1983; 1986; 1989; 1990; PETRIE et al., 1989; ROY et al., 1990, RAYMAN,

1997; MCKENZIE et al., 1998; PATCHING und GARDINER, 1999; SCHOMBURG et al., 2003).

3.5 Versorgungslage beim Menschen

3.5.1 Methoden zur Ermittlung des Selenstatus

Ein ausgepragter Selenmangel deutet sich oftmals schon anhand klinischer Symptome wie
Skelettmuskelschmerzen, Myopathien, Pseudoalbinismus, gestreifter Fingernagel oder
schuppiger Haut an. Allerdings kann ein Selenmangel im allgemeinen erst mit Hilfe spezifi-
scher Blutuntersuchungen diagnostiziert werden. Fir eine eindeutige Definition des Selen-
bedarfs gibt es bis dato noch keine abgesicherten Erkenntnisse, allerdings wird nach derzei-
tigem Stand die maximale Aktivitat der Glutathion-Peroxidase (GSH-Px) als Berechnungs-

grundlage fir die tagliche Selenzufuhr herangezogen.

Nicht-neurogene Muskelschwunderkrankung

Mukoviszidose (Zystische Fibrose) ist eine erbliche, nicht heilbare Erkrankung.

Schuppenflechte

Darlber hinaus nennen REILLY (1996) und SCHRAUZER (1998) noch Morbus Crohn, plétzlichen Kindstod, Diabetes
mellitus, Kropfbildung, Apoplexie und Colitis ulcerosa als Gesundheitsstérungen beim Menschen, die mit einem Selenmangel
assoziiert sind.

2w N =
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Die Selenkonzentration in Serum, Plasma, Vollblut und Erythrozyten korreliert sehr eng mit
der Selenaufnahme, sowohl bei niedriger als auch hoher Zufuhr. Sobald sich die Selenauf-
nahme erhoéht, steigt auch die Konzentration der jeweiligen Parameter. Dabei muss zwischen

Erythrozyten-, Serum- bzw. Plasmaparametern unterschieden werden (BAYER, 1996; MAYER,
1998).

Auch die physiologische Disposition des Individuums und die spezifische Kinetik des be-
trachteten Enzyms dirfen dabei nicht auRer Acht gelassen werden (MARKTL, 2001). Der Selen-
gehalt der Erythrozyten kann als Langzeitparameter angesehen werden, da diese im Ver-

gleich zu anderen Kérperzellen eine lange Lebenszeit" aufweisen (OLIVIERI et al., 1994).

Dagegen spiegeln die Selenwerte im Plasma oder Serum kurzfristige Veranderungen in der
Selenversorgung wider (BAYER, 1996). Eine lineare Korrelation liegt zwischen dem Selengehalt
des Blutes und der Erythrozyten-GSH-Px-Aktivitat vor. Diese Beziehung besteht maximal bis
zu Selenwerten von etwa 160 ug L™, d.h. 110 pg Selen waren mit der Nahrung zuzufiihren,
um die Aktivitat der GSH-Px auf ihnrem Maximum zu halten; bei Werten < 32 pug L™ muss mit

Mangelsymptomen gerechnet werden (VAN DEN BRANDT et al., 1993).

Stellvertretend flir die Selenversorgung des Korpers kann der Selengehalt im Blutserum, im
Vollblut oder im Urin gemessen werden; am aussagekraftigsten jedoch ist die Bestimmung
aus dem Vollblut. Nach dieser Messmethode lasst sich vom Gehalt der Blutzellen auf den

der Korperzellen riickschliel3en (SILL-STEFFENS et al., 2001).

Tabelle 4: Selenstatuswerte (nach SILL-STEFFENS et al., 2001)

erniedrigt optimal erhdht
Vollblut? (ug Se L™ <85 120-160 > 230
Blutserum (ug Se L™), <65 100-135 > 190
' 120 Tage

2 Die Werte liegen wegen des héheren Gehaltes in den Erythrozyten etwa 1,3-fach hoher.
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Weitere Beurteilungsparameter sind die Konzentration an Selenoprotein P, das T4:T3-
Verhaltnis sowie der Selengehalt in den Haaren und Nageln. Dabei handelt es sich neben
Langzeit- und Kurzzeitparametern auch um Bioverfiigbarkeitsindikatoren. Wahrend Selen im
Gewebe akkumuliert wird, ist die Versorgung der Selenoproteine und der damit verbundenen

Enzymaktivititen homdorhetisch reguliert (LOMBECK, 1990; LONGNECKER et al., 1993; EKMEKCIOGLU,
2000; ALAEJOS et al., 2000).

Die verschiedenen Parameter werden vom Ernahrungsstatus des Organismus und der aus
dem Verdauungstrakt aufgenommenen Selenspezies beeinflusst. WANG und LOVELL (1997),
die Selen in verschiedenen Bindungsformen an Fische verfutterten, mussten feststellen,
dass der ermittelte Selenstatus sowohl von der Selenquelle abhangt als auch zwischen den
verschiedenen Vergleichskriterien variiert. So kann z.B. infolge einer unspezifischen Sele-
nomethionin-Inkorporierung bei hohem Angebot die Selengewebekonzentration hoch sein,

bei gleichzeitig niedriger Aktivitat der von Selenocystein abhangigen Selenoproteine (PAT-
CHING und GARDINER, 1999; JOCHUM, 1999).

Konsequenterweise erfordert die exakte Bestimmung des Selenstatus eine simultane
Messung verschiedener Parameter. Die Selenverteilung zwischen den Parametern und die

aus dem Verdauungstrakt aufgenommene Selenspezies sollten dazu bekannt sein (PATCHING
und GARDINER, 1999; FINLEY, 1999).

3.5.2 Zufuhrempfehlungen

Bei der Beurteilung der Selenversorgung werden immer nur die Zufuhrwerte (d.h. die Selen-
gehalte der Nahrung) betrachtet, da es Uber die genaue Bioverfiigbarkeit von Selen nur
wenige wissenschaftlich gesicherte und eindeutige Erkenntnisse gibt. Es ist zur Zeit noch
nicht eindeutig geklart, welche Selenmenge mit der Nahrung zugefiihrt werden muss, um die
GSH-Px maximal zu aktivieren. Laut US-amerikanischer Empfehlungen (RDA) der National
Academy of Sciences ist dazu eine tagliche Zufuhr von 0,87 pg Se kg™ Kérpergewicht/Tag
erforderlich. Dies entspricht einer Menge von 60,9 yg Se/Tag bei einem 70 kg schweren

Erwachsenen (NRC, 1989b).
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Neuere offizielle US-Empfehlungen geben 55 ug Se/Tag an (institute of Medicine, 2000). Diese Zahl
deckt sich gut mit den PRI-Werten (Population Reference Intake) des Scientific Committee
on Food (SCF) von 56 ug/Tag fir die europaische Union (Eu, 1993) und liegt im Bereich der

DGE Schatzwerte von 30 — 70 ug/Tag (p-A-CH, 2000).

Die neueren RDA-Werte, die im April 2000 von The National Academy of Sciences (Food
and Nutrition Board FNB und US National Research Council) herausgegeben wurden, liegen
mit ihrer Empfehlung von 55 ug/Tag flir Manner und Frauen unter ihren Empfehlungen von
1989. Fir Schwangere wird eine zusatzliche Aufnahme von 10 pg/Tag empfohlen, fir
Stillende von 20 pg/Tag'). Die Ermittlung dieser RDA-Werte beruht auf der Séttigung der
klassischen GSH-Px unter Einbeziehung einer Neuseelandstudie von 1999, die das Institute

of Medicine konservativ interpretierte.

RAYMAN (2000a) stitzt sich bei ihrer Bedarfsermittiung fur die tagliche Selenaufnahme
ebenfalls auf die Neuseelandstudie von 1999. Dabei schliel3t sie sich der Interpretation der
Autoren der Studie an. Unter Anwendung der gleichen Rechenmethoden, die auch von der
National Academy of Sciences herangezogen wurden, ermittelte sie jedoch einen beachtlich
héheren Bedarfswert von 73 pg/Tag. Ahnlich hoch liegen die Empfehlungen des Department
of Health (UK) mit Reference Nutrient Intakes (RNIs) von 75 ug/Tag fir Manner und

60ug/Tag fur Frauen (REILLY, 1998).

Einen noch hoheren Bedarf ermittelten BROOME et al. (2004) in einer Doppelblindstudie.
Gegenstand der Untersuchung war die Reaktion des Immunsystems auf die orale Gabe
eines Polio-Virus Vakzins und die Mutationsrate sich im Faeces befindlicher Zellen. Sie
stellten fest, dass zwar das Immunsystem um so starker aktiviert war, je hoher der Grad der
Selensupplementierung lag, aber dieses selbst in der hochste Stufe von 100 ug Se/Tag?
noch nicht optimal agierte®. Des Weiteren fanden sie heraus, dass das zusétzlich verab-
reichte Selen (zu den durchschnittlich in GroRbritannien aufgenommenen 34 ug Se/Tag) zu

einem grofRen Teil erst mal die defizitdren Selen-Pools im Koérper auffillte.

' Um den Verlust durch die Muttermilch auszugleichen.

2 Gestaffelt waren die Gaben in Nullprobe, + 50 pg Se, + 100 pg Se.
% Die Immunantwort wurde gemessen anhand der Produktion von y-Interferon und anderen Zytokinen, der T-Zellen Proliferati-
on und der Anzahl an T-Helferzellen.
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Als vorlaufiges Resultat liegt ihre Zufuhrempfehlung einerseits bei tUber 150 ug Se/Tag
andererseits aber auch bei deutlich unter 450 ug Se/Tag (der von britischen Gesundheitsex-
perten als unbedenklich angesehenen Obergrenze). Der Grund fir diese Vorsicht beruht auf
einer amerikanischen Studie von DUFFIELD-LILLICO et al. (2003), die einen Anstieg an
Hautkrebsinzidenzen bei daflir anfalligen und zuvor daran erkrankten Personen im Rahmen
einer Supplementierung mit taglich 200 ug Selenhefe diagnostizierten (Selenausgangsstatus

sowie sonstige Selenaufnahmemengen leider unbekannt).

3.5.3 Humaner Versorgungsstatus mit Selen

Eine dramatische Entwicklung in der Selenversorgung beklagen REILLY (1998) und RAYMAN
(1997; 2000a; 2002) fur Grofl3britannien. Die tagliche Selenaufnahme reduzierte sich dort von
durchschnittlich 60 pg im Jahre 1978 auf 29 bis 39 pg im Jahre 1995. Als Hauptgrund wird
der auf EU-Vereinbarungen beruhende Ersatz des selenreichen amerikanischen Weizens
durch selenarmes, lokal angebautes Brotgetreide angeflihrt. Diese Einfuhrrestriktion hat

natlrlich auch die Selenversorgung in den Ubrigen EU-Landern verschlechtert.

Zur Bestimmung der diatetischen Selenzufuhr in Deutschland wurden 1996 in Jena Duplikat-
untersuchungen (n=168) vorgenommen. Hiernach nahmen Frauen durchschnittlich 30 ug
und Manner 41 ug Selen pro Tag auf (ANKE und SCHUMANN, 1999). Andere Verzehrdaten sowie
die Daten der VERA-Studie aus den Jahren 1987/88 ergaben gerade bei jungen Menschen

eine noch mal um 8 — 10 ug geringere Aufnahme von Selen (REUTER, 1996; D-A-CH, 2000).

Diese Werte liegen somit an der unteren Grenze des DGE-Schatzwertes bzw. darunter und
unterhalb der Gbrigen Zufuhrempfehlungen (z.B. RDA 55 ug/Tag und SCF 56 ug/Tag). Die
Selenzufuhrmenge ist im Vergleich zu anderen Industrienationen sehr niedrig und fiihrt zu
keiner Sattigung der GSH-Px-Aktivitdt im Serum. Daher muss die Selenversorgung in
Deutschland als marginal bis defizitar betrachtet werden, insbesondere im Hinblick auf die

praventiven Selenwirkungen (ANKE und SCHUMANN, 1999; OSTER, 2003).

Zum Vergleich enthalt Tabelle 5 eine Aufstellung Uber die Selenversorgung in ausgewahlten

europaischen Landern (MATEK et al., 2000).
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Tabelle 5: Durchschnittliche tagliche Selenaufnahme mit der Nahrung (MATEK et al., 2000)
Durchschnittliche
Land Aufnahme in pg/Tag Ermittlungsmethode
Deutschland 355 DP (ANKE und SCHUMANN, 1999)
Osterreich 34,5 DP (PFANNHAUSER, 1992b)
Schweiz" 69 DP (ZIMMERLI et al., 1995)
Belgien 471+ 13,2 DP, Brussel
284+114 DP, Littich
453+ 17,2 DP, Antwerpen (ROBBERECHT et al., 1994)
Frankreich 49 1+ 25 DP, Krankenhauskost (ROBBERECHT et al., 1994)
Spanien 92-98 DP, Galicien (BENEMARIYA et al., 1993)
Turkei 23 + 11 DP, landliche Bevdlkerung (EL-HALLAQ et al., 1992)
81 + 41 DP, stadt. Bevélkerung (ROBBERECHT et al., 1994)
Finnland 25 Verzehrdaten 1984
952) Verzehrdaten 1986 (VARO etal., 1988)
Slowakei 322+48 DP, Krankenhausrestaurant
(KADRABOVA et al., 1998)
Kroatien 33,17 £ 8,82 DP, erwachsene Frauen (MATEK et al., 2000)

DP = Duplikatuntersuchung

3.5.4 Vulnerable Bevdlkerungsgruppen

Abgesehen von der in Deutschland ohnehin unglinstigen Selenversorgung gibt es Bevolke-
rungsgruppen mit erhdhtem Risiko eines Selenmangels (siehe Tab. 6). Dieser kann nutritiv
bedingt sein oder auf erhéhte enterale, renale oder hamorrhagische Verluste zurtickgefihrt

werden (GABMANN, 1996).

1

) Die Schweiz importiert selenreiches Brotgetreide aus Amerika.

Ab 1983/84 wurde in Finnland eine Selendiingung der Béden zur Anreicherung des Getreides eingefiihrt.
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Tabelle 6: Bevolkerungsgruppen mit erhéhtem Risiko eines Selenmangels

A. nutritiv bedingter Mangel

Veganer

extrem einseitig Ernahrte (z.B. Alkoholiker)
mittels Sonde Ernahrte (z.B. PKU"-Nahrung)
parenteral Ernahrte

Dialysepatienten

Hungernde

Personen mit Anorexia nervosa

Personen mit Bulimie

B. durch vermehrte Selenverluste bedingter Mangel

1. enterale Verluste bei
schweren Diarrhéen Uber langere Zeit
Maldigestion
Malabsorption

Laxantienabusus

2. renale Verluste bei
negativer Stickstoffbilanz
Diuretikatherapie
nephrotischem Syndrom
glomularem und tubuldrem Nierenschaden mit Proteinurie

Diabetes insipidus

3. hamorrhagische Verluste bei
Hypermenorrhoen

starken hamorrhoidalen Blutungen

! Phenylketonurie: eine autosomal-rezessiv vererbbare (1:10.000) Stoffwechselerkrankung.
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Auch nicht gestillte Sauglinge und hier insbesondere Frihgeborene mit geringen pranatal
angelegten Selenspeichern gehéren zu den vulnerablen Bevdlkerungsgruppen (LOMBECK,

1990).

3.6 Lebensmittel als Selenquellen

In pflanzlichen und tierischen Lebensmitteln kommt Selen hauptsachlich an Proteine gebun-
den vor. Dabei ist der Selengehalt in pflanzlichen Lebensmitteln vom jeweiligen Anbaugebiet
abhangig, bei tierischen Lebensmitteln beeinflussen die Haltung und der Einsatz von Selen-
zusatzen im Tierfutter die Héhe des Selengehaltes (comBs, 1988; OSTER, 2003). Dort, wo die
Bdden selenreich sind (z.B. Kanada, Mittlerer Westen der USA, Venezuela), spielen protein-
reiche tierische Lebensmittel in der Selenaufnahmebilanz keine so groRe Rolle; hier stellen

Getreideprodukte die Hauptselenquelle dar (SCHRAUZER, 1998; HINTZE et al., 2001).

Die tagliche Selenaufnahme aus Lebensmitteln in % der Gesamtselenaufnahme in West-
deutschland gemal Abb.2 (OSTER et al, 1988) zeigt, dass den tierischen Nahrungsmitteln in
Deutschland die gréRere Bedeutung in der Selenversorgung zukommt"), dabei stellt Seleno-

cystein die Hauptselenquelle dar.

FOSTER und SUMAR (1997) zeigten anhand von Untersuchungen in GroRbritannien, dass
sich aber in der Zeit zwischen 1978 und 1995 die Bedeutung verschiedener Lebensmittel flir
die Selenversorgung signifikant gewandelt hat. Wahrend 1978 noch 50% der Selenversor-
gung aus dem Verzehr von Getreide resultierten, trugen Zerealien 1995 nur noch zu 18% zur

Selenversorgung bei.

Im Gegenzug erhohte sich dadurch der Anteil der Selenaufnahme aus Fleisch von 28%
(1978) auf 40% (1995); die Aufnahme aus Gemduse stieg von 3% auf 11% (diese letztge-
nannten prozentualen Werte dricken aber nur eine Verschiebung der Relationen in Bezug
auf die gesunkene Gesamtselenaufnahme dar, ihre absoluten Werte stiegen nicht an). Diese
Studie lasst vermuten, dass Vegetarier und Veganer in Europa nicht ausreichend mit Selen

versorgt sind (FOSTER und SUMAR, 1997).

' Jedoch ware die tagliche Selenaufnahme um 10 — 13 pg geringer, wenn eine Supplementierung zum Tierfutter nicht

stattfinden wirde (OSTER, 2003).
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Die schlechtere Versorgung von Vegetariern wird von SCHUBERT und LEUPOLD (2001)
bestatigt, wahrend ALAEJOS et al. (2000) gegenteiliger Ansicht sind. Einschrankend gilt es
aber zu berlcksichtigen, dass die Autoren ihre Aussagen jeweils auf der Grundlage der
unterschiedlichen Versorgungssituation ihrer Heimatlander" (siehe auch Tab. 5) tétigten.

Ein starkes Unterversorgungsrisiko besteht allerdings bei strengen Vegetariern®) und Vega-

nern (GIBSON, 1994; LEITZMANN und HAHN, 1996).

Brot Wurst
7,5% 7,7% Rindfleisch
3,0%

Schweinefleisch

17,4%
Eier
13,2%
Gefllgelfleisch
Milch und Kése 7,5%
6,3%
Anderes
Kartoffeln und Mehlprod. 7 9%
7,3% e
Gemduse und Obst Getrankg LSJr:/dSuppen
6,9% =7
Abb. 2: Tagliche Selenaufnahme aus Nahrungsmitteln in % der

Gesamtselenaufnahme in Deutschland (nach OSTER et al., 1988)

' UK: FOSTER und SUMAR (1997), D: SCHUBERT und LEUPOLD (2001), Spanien: ALAEJOS et al. (2000).
2 Die nur selten Eier und Milchprodukte konsumieren.
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Tabelle 7: Mittlerer Selengehalt verschiedener in Deutschland verzehrter
Lebensmittel (nach BACH et al., 1990; SOUCI et al., 2000)

Nahrungsmittel

Selengehalt
(ug/100 g verzehrbarem Anteil)

Getranke:
Fruchtsaftgetrank
Kakao 3,5% Fett
Vollmilch

0,05*
1,04 *
1,4 » (Variation 1,3-13)

Fleisch und Fleischerzeugnisse:

Bockwurst 7,69~
Salami 9,47 */6,97
Kochschinken 14,89 *
Kalbsleberwurst 2422 *
Kaiserbraten 33,96 *
Fisch und Fischerzeugnisse:

Fischstabchen 36,87 *
Brathering 48,48 *
Geflugel:

Putenrollbraten 22,70 *

Hahnchenschlegel

31,56 * /7,3 * (Variation 6,0-14)

Teigwaren und Eier:
Nudeln (ohne Ei)

Vollkornnudeln

Eiernudeln

Huhnerei

2,39
2,81*

20,0 A (Variation 13-66)
10,0 #

Brot und Backwaren:

Roggenbroétchen
Knéackebrot
Hefezopf

Leinsamenbrot

1,31 */ 3,0 A (Variation 3,0-3,9)
2,21*
413~
6,78 *
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Nahrungsmittel

Selengehalt
(ug/100 g verzehrbarem Anteil)

Milchprodukte und Kése:

Fruchtjoghurt 3,5% Fett 0,99 *

Quark 2,527* /5,0 (Variation 1,0-9,0)
kérniger Frischkase 3,46 *
Emmentaler 7,18*/11,04
Camembert 30 - 60% Fetti. Tr. 7,66 * /2,6 » (Variation 1,5-6,0)
Cheddarkase 11,04

Butter 0,27 */ 1,2 » (Variation 0,3-1,8)
Kartoffeln und Kartoffelprodukte:

Knddel, halb & halb 0,33 *

Pommes frites 0,39 *
Salzkartoffeln 0,41*
Kartoffelsalat 1,30 *

Obst:

Birnen < 0,02 * /0,589 * (Variation 0,4-8,0)
Bananen 0,03 */ 1,4 » (Variation 1,0-17)
Mandarinen 0,08 */ 2,4 » (Variation 0,8-21)
Kirschen 1,2 A (Variation 1,0-1,3)
Sonstiges:

Nutella 1,16 *

Ketchup 0,17 *
Remouladensolie 1,98 *

Cornflakes

3,74 * [ 2,6 * (Variation 2,4-2,8)

* = Angaben laut BACH et al., 1990
A= Angaben laut SOUCI et al., 2000

Tabelle 7 zeigt exemplarisch Selengehalte in pg/100 g verzehrfertigem Anteil in haufig

verzehrten deutschen Lebensmitteln. Dabei ist zu beachten, dass diese Werte wegen der

unterschiedlichen Anbaugebiete bzw. Futterungsbedingungen nur

Momentaufnahmen

darstellen. Selengehalte sind in gangigen Nahrwert-Tabellen nur fir einige Nahrungsmittel

angegeben, meist mit dem Hinweis auf eine grolie Variationsbreite (soucl et al., 2000).
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3.7 Bioverfugbarkeit von Selen

Vom Selengehalt der verzehrten Lebensmittel allein lasst sich nicht unbedingt auf den
Versorgungszustand des Konsumenten schlieRen. Die Bioverfligbarkeit von Selen ist
abhangig von der Lebensmittelmatrix, den anderen Bestandteilen der Nahrung und dem

Gesundheits- und Ernahrungsstatus des Organismus (LEVANDER, 1983; GIBSON, 1994; PATCHING und
GARDINER, 1999).

Ein groRer Unterschied hinsichtlich der Bioverfligbarkeit von Selen aus verschiedenen
Lebensmitteln ist z.B. bei Pilzen (=niedrig) und Paranlissen (=hoch) dokumentiert (CHANSLER et al.
1986). Zudem scheint sie durch die Art der Nahrungszubereitung, wie z.B. Kochen oder
Backen (ORTUNO et al., 1996; FINLEY, 1999) sowie bei Milchprodukten durch Fermentation positiv

beeinflussbar zu sein (ALM, 1983).

3.7.1 Definition der Bioverfligbarkeit

Eine allgemeingultige Definition zur Bioverfugbarkeit existiert nicht. FAIRWEATHER-TAIT
(1992) definiert sie als den Anteil eines Inhaltsstoffes im Lebensmittel, der fur die normalen
Kdrperfunktionen nutzbar ist. Eine detailliertere Definition bezeichnet Bioverfiigbarkeit als
das Ergebnis einer Reihe von metabolischen Prozessen, wie Verdaulichkeit, Loslichkeit,
Absorption, Aufnahme und Abgabe durch Organe, enzymatische Transformation, Sekretion
und Exkretion. Daher kann die Bioverfugbarkeit als Mal} der Verwertung eines Nahrstoffes
zur Erhaltung der ,normalen“ Strukturen und der physiologischen Prozesse eines Organis-

mus unter festgelegten Bedingungen definiert werden (WOLFFRAM, 1991; FAIRWEATHER-TAIT, 1999;
ROIG, 1999).

Sie hangt von der Spezies' des Elementes, dem Vorhandensein anderer Nahrungskompo-
nenten sowie dem physiologischen Status des einzelnen Organismus ab (SNOOK et al., 1983; SHI
und SPALLHOLZ, 1994; FOSTER und SUMAR, 1997; WEN et al., 1997). Kontrovers diskutiert wird, inwieweit

die Speicherung im Kdérper zur Bioverfligbarkeit zu zahlen ist (REILLY, 1996a).

! (von lat.: species = Anblick, Gestalt, Begriff): In der Chemie eine Atom- oder Molekilart, besonders dann, wenn die
Konstitutionen noch nicht bekannt sind (FALBE und REGITZ, 1995).
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3.7.2 Einflussfaktoren auf die Bioverfugbarkeit

Grundsatzlich wird die Bioverfiigbarkeit eines Spurenelements von anderen Bestandteilen
der Nahrung wie Proteinen bzw. Aminosauren, Kohlenhydraten, anderen Metallionen,
Ballaststoffen, Fettsauren, Vitaminen und Phytaten beeinflusst" (ORTUNO et al, 1996). Die
Faktoren, die zu einer héheren Bioverfligbarkeit fliihren, sind molekulare Verbindungen, die
Bindungen mit dem Mineral eingehen. Im Gegensatz dazu bilden die hemmenden Faktoren
entweder unldsliche Komplexe oder die Mineral-Inhibitor-Verbindung kann nicht intakt

absorbiert werden (HOUSE, 1999).

Das Wissen Uber diese Interaktionen ist hauptsachlich qualitativ; der Mangel an quantitativen
Ergebnissen lasst noch keine Abschatzung zu, inwieweit sie erndhrungsphysiologisch
signifikant sind (viLLs, 1985). Untersuchungen zur Bioverfugbarkeit liegen hauptsachlich far
Calcium, Eisen, Zink, Kupfer, Jod, Mangan, Magnesium und Phosphor vor (HOUSE, 1999). Da
das chemische Verhalten von Selen im Vergleich zu anderen Spurenelemente recht kompli-
ziert ist, lassen sich die bei anderen Elementen gewonnenen Erkenntnisse nicht einfach auf

Selen Ubertragen.

Wahrend die meisten anderen Spurenelemente als Kationen elektrostatische Komplexe mit
Liganden wie Proteinen und Aminosauren bilden, ist Selen kovalent an Kohlenstoff, Schwe-
fel, Sauerstoff und Wasserstoff gebunden. In vielen Eigenschaften dhnelt Selen dem Schwe-
fel. So hat auch Selen eine Affinitdt zu Schwermetallen wie Cadmium, Silber und Quecksil-
ber (LONNERDAL, 1985). Einen fordernden Einfluss auf die intestinale Verfligbarkeit von Selen
wird Aminosauren (insbesondere Methionin), Vitamin E und hohen Konzentrationen an
Vitamin A und anderen Antioxidantien zugesprochen, wohingegen Schwermetalle und

Schwefelverbindungen einen hemmenden Effekt auf die Absorption haben (LomBECK, 1990;
EKMEKCIOGLU, 2000).

3.7.3 Resorption von Selen

Bioverflgbarkeit setzt immer erst die Absorption voraus. Hauptresorptionsort fiir Selen ist der
Diinndarm?. Dabei unterliegen die verschiedenen Selenspezies einem jeweils spezifischen

Absorptionsmechanismus:

1

) Phosphorverbindungen haben keinen Einfluss auf den Selenmetabolismus.

Neben Blind- und Dickdarm; Hauptaufnahmeort ist das Duodenum.
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» Selenomethionin, die haufigste Selenaufnahmeform in der Nahrung sowie Selenocystein
werden Uber den gleichen Na*-abhangigen Aminosauren-Transportmechanismus aktiv

absorbiert wie die analogen Thioaminosauren (LONNERDAL et al., 1992; SCHRAUZER, 1998; FORTH
etal., 2001)
> Die Resorption von Selenit erfolgt Na*-unabhangig (passiver Transport) und kann auf

zwei Wegen erfolgen: Entweder nach der Bildung von Selenodicystein mittels Aminosau-

ren-Carrier im DUnndarmepithel oder durch Glutathion Uber y-Glutamyl-Transferase (a-
LAEJOS und DIAZ ROMERO, 1995; TYRALA et al., 1996; ORTUNO et al., 1996)
> Die Aufnahme von Selenat erfolgt aktiv sowohl durch einen Na*/Selenat-Co-Transport-

Mechanismus als auch durch einen OH-Austauschmechanismus' (WURMLI et al., 1989
WOLFFRAM, 1991; VENDELAND et al., 1992; FORTH et al., 2001).

Selenomethionin, Selenocystein und Selenat werden aufgrund ihres aktiven Resorptionsme-
chanismus in einem gréReren Ausmald absorbiert als Selenit (ALAEJOS und DiAZ ROMERO, 1995;
TYRALA et al., 1996), wobei aber bei steigender Selenaufnahme die Resorptionsraten grundsatz-

lich sinken (LEVANDER et al., 1983; SHEN et al., 1997; FAIRWEATHER-TAIT, 1997; 1999).

Im einzelnen werden in der Literatur zu den verschiedenen Spezies folgende Absorptionsra-
ten angegeben:

Selenomethionin:

> Inisolierter Form 95-98% (DREOSTI, 1986; DANIELS, 1996), 96-97 % (PFANNHAUSER, 1992a), bis 98%
(ANKE und SCHUMANN, 1999), bis 100% (BIESALSKI und GRIMM, 2002)

» Aus realer Nahrung 50-80% (FORBES und ERDMAN, 1983; ROBINSON und THOMSON, 1983; MUTANEN,
1986; DIPLOCK, 1987; DANIELS, 1996), 50-90% (BIESALSKI und GRIMM, 2002; OSTER, 2003)

Selenocystein:

» Aus gemischter Kost 50-90% (BIESALSKI und GRIMM, 2002; OSTER, 2003)

Selenat:

>  94% (ORTUNO et al., 1996), 95% (THOMSON und ROBINSON, 1986), 95-98% (DREOSTI, 1986; DANIELS,
1996), 97% (VAN DAEL et al., 2002)

Selenit:

> 48-89%32) (SCHMIDT und BAYER, 1988), 62% (THOMSON und ROBINSON, 1986; ORTUNO et al., 1996), 68%

(EHRENKRANZ et al., 1991), 73% (VAN DAEL et al., 2002), 84% (ANKE und SCHUMANN, 1999).

' In der Biirstensaummembran der mittleren und distalen Diinndarmabschnitte; eine Reihe zweiwertiger lonen (z.B. Sulfat,

Thiosulfat, Molybdat, Chromat, Oxalat, Oxalacetat) kdnnen die Aufnahme des Selenats kompetitiv hemmen.
2 89 + 5% bei der Verabreichung von Tabletten, die 50 ug Selen in Form von markiertem Natriumselenit (Radiotracer)
enthielten. Nach 14-tagiger Gabe sank diese auf 48 + 6%.
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Die Grinde fur diese zum Teil stark variierenden Angaben der Absorptionsraten sind:

» Die untersuchten Personen weisen in den einzelnen Studien oftmals einen unterschiedli-
chen (Ausgangs-)Zustand auf (Alter, Geschlecht, Gesundheits- und Ernahrungsstatus)

» Es gibt Unterschiede bzgl. der Aufnahmebedingungen (Selenspezies isoliert oder als
Nahrungsbestandteil zugefihrt)

» Die Bestimmungsmethoden variieren (von kurzfristigen Untersuchungen mittels Radi-

otracern bis hin zu langerfristig angelegten Isotopen-Bilanzstudien) (DANIELS, 1996; FAIR-
WEATHER-TAIT, 1997).

Als Fazit ergibt sich aber bzgl. der Absorptionsraten folgende abfallende Reihenfolge:

Selenomethionin > Selenat (> Selenocystein) > Selenit (ZIMMERLI et al., 1995; DANIELS, 1996; VAN
DAEL et al., 2002).

Ein In-vitro-Versuch, bei dem die vier verschiedenen Selenspezies Selenat, Selenit, Seleno-
methionin und Selenocystin einer simulierten gastrointestinalen Digestion unterzogen
wurden, konnte die oben beschriebenen Absorptionsverhéltnisse anhand der ermittelten
Diffusibilitat bestatigen. Dabei zeigte er auch den Einfluss der Randbedingungen auf:

Die verschiedenen Selenspezies wurden je einmal mit Milch und einmal mit Wasser einer
simulierten Digestion unterzogen. Dabei zeigte sich, dass die Unterschiede in der Diffusibili-
tat nicht nur auf Beeinflussungen durch andere Milchbestandteile beruhen, sondern im
Wesentlichen auch auf Interaktionen mit den Verdauungsséften, die groRe Mengen an

Enzymproteinen enthalten (SHEN et al., 1997).

3.7.4 Methoden zur Bestimmung der Bioverfligbarkeit von Selen

3.7.4.1 In-vivo-Studien

Strenggenommen sollten Untersuchungen zur Bioverfligbarkeit auf In-vivo-Studien beruhen.
In-vivo-Studien am Menschen sind aber abgesehen von ethischen Bedenken sehr zeitrau-
bend, teuer und schwierig durchzufiihren. Manchmal liefern sie auch recht unterschiedliche
Ergebnisse, weil sie von der jeweiligen physiologischen Disposition des Organismus beein-

flusst werden (SCHRICKER et al., 1981).

In-vivo-Studien an Labortieren sind nicht so teuer, haben aber den Nachteil der nicht auszu-
schlielRenden Unterschiede in der Verdauung und der Absorptionskapazitat zwischen Tier

und Mensch. lhre Aussagekraft ist daher wegen der Unsicherheit der Ubertragbarkeit der
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Ergebnisse vom Tier auf den Menschen begrenzt (LARSSON et al., 1997; ELMADFA und LEITZMANN,
1998).

Herauskristallisiert haben sich bei der In-vivo-Bestimmung der Bioverfugbarkeit von Selen

drei verschiedene Herangehensweisen, wobei die erste und zweite Variante am haufigsten

zur Anwendung kommen:

1. Die Absorption und Retention von Selen in bestimmten Organen oder Geweben wird
mittels markierter Selenisotope gemessen.

2. Die Aktivitat der GSH-Px in verschiedenen Geweben oder die Plasmaselenkon-
zentration wird herangezogen.

3. Die Pravention vor Mangelkrankheiten, d.h. der Einfluss einer Selensupplementierung
auf die Haufigkeit oder den Schweregrad bestimmter Selenmangelkrankheiten (z.B.
Keshan-Krankheit oder Lebernekrose bei Ratten) wird beurteilt. Der Nachteil hierbei

ist, dass bestimmte Selenmangelsymptome vorausgesetzt werden (WOLFFRAM, 1991;
FAIRWEATHER-TAIT, 1997).

Da die MessgroRRen fur den Selenstatus noch nicht endgultig geklart sind, sollte die Bestim-
mung der Bioverfuigbarkeit von Selen auch die Bestimmung der GSH-Px-Aktivitat beinhalten.
Beim Vergleich der mit verschiedenen Modellen ermittelten Werte fur die Bioverfigbarkeit
von Selen aus verschiedenen Selenquellen kénnen nur maRige Ubereinstimmungen zwi-
schen den Modellen aufgezeigt werden. Deswegen ist es schwierig, die Bioverfligbarkeitsra-

te fur ein bestimmtes Lebensmittel auf einen bestimmten Wert festzulegen (woLFFRAM, 1991).

3.7.4.2 In-vitro-Methoden

Alternativ . zu Human- und Tier-In-vivo-Studien wurden verschiedene In-vitro-Verfahren
entwickelt. Auch wenn es nicht moglich ist, ,im Erlenmeyerkolben® alle physiologischen
Verdauungsbedingungen zu simulieren, so erlauben In-vitro-Studien doch eine gute Ab-

schatzung der Bioverfligbarkeit von Spurenelementen (SHEN et al., 1993; ORTUNO et al., 1996).

In-vitro-Methoden zur Untersuchung der Bioverfugbarkeit kdnnen grob in drei Typen klassifi-
ziert werden, gemald: Methoden, die auf der Bestimmung

I. 16slicher Komponenten unter simulierten Verdauungsbedingungen fulRen;

Il. dialysierbarer Komponenten unter simulierten Verdauungsbedingungen basieren;

lll. des molaren Verhaltnisses zwischen komplexbildenden Faktoren und dem Mineralge-

halt in der Nahrung beruhen.
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Die von MILLER et al. (1981) gemaR dem Typus Il entwickelte!, von SHEN et al. (1993)
erstmals auf Selen in Milch angewandte und von BUTH (2001) validierte? In-vitro-Methode
zur Bestimmung der Dialysierbarkeit des Selens wurde im Rahmen dieser Arbeit angewandt.
Ihr grofier Vorteil liegt in der Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit mit Human-In-vivo-

Studien® (LUTEN et al., 1996).

3.7.5 Selenmetabolismus

Die vorherrschende Form in der Nahrung ist das Selenomethionin. Die wichtigsten anorgani-
schen Vorkommen in der Nahrung bzw. im Trinkwasser sind Selenat (Se0,*) und Selenit
(Se03?), die allerdings vor ihrem direkten Einbau in Selenoproteine (als Selenocystein) erst
zu Selenid (Se?) reduziert werden miissen. Sowohl organisches als auch anorganisches
Selen kann vom Korper verwertet werden, allerdings sind durch Schwermetallbelastung

entstandene stabile Metallselenide sowie elementares Selen nicht metabolisierbar (REILLY,
1996a; BARCELOUX, 1999).

Die Aufnahme des Selens (durch die Mucosa) hangt dabei von drei Faktoren ab:

1. Chemisch-physikalische Verflugbarkeit im Verdauungstrakt, d.h. der Anteil, der auf die
Resorption vorbereitet ist (= bioverfigbarer Anteil).

2. Absorptionsprozess im Umfang der Aufnahme des Elementes von der Mucosazelle,
sein Transport durch die Zelle und der Transfer in den Blutstrom.

3. Transformation des Selens in die biologisch aktive Form (SHEN et al., 1996).

Selen in Gestalt von Selenit wird von den Erythrozyten selektiv und schnell aufgenommen
und in diesen zu Selenid reduziert. Dieses wird, an Albumin gebunden, zu den Geweben

transportiert, in denen anschlieRend der Einbau in die Selenoproteine erfolgt (PATCHING und
GARDINER, 1999).

Sie wurde von MILLER et al. (1981) zur Untersuchung der Bioverfugbarkeit von Eisen aus komplexen Mahlzeiten entwickelt.
SCHRICKER et al. (1981) verglichen die Ergebnisse, die dabei gewonnen wurden, mit Ergebnissen aus Human- und Tier-
studien (Ratte) und kamen zu dem Schluss, dass eine statistisch signifikante Ubereinstimmung zwischen Human-In-vivo-
Studie und In-vitro-Studie besteht. Auch auf dieser Methode basierende In-vitro-Untersuchungen auf Zink-, Eisen- und
Calciumbioverfiigbarkeit zeigen eine gute Ubereinstimmung mit In-vivo-Studien (ZEMEL, 1984).

Aufgrund der Evaluierung der Wiederfindungsrate und der Bestimmung des jeweiligen Vertrauensbereiches.

In einem Interlaboratory Trial wurde diese leicht modifizierte und in einigen Details spezifizierte Methode von MILLER et al.
(1981) auf eine Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit mit Human-In-vivo-Studien untersucht. Dabei wird die Reproduzier-
barkeit als akzeptabel im Vergleich mit Bio-Essay-Methoden beurteilt. Eine gewisse Ubereinstimmung der In-vitro-Methode
mit den Absorptionswerten von Nichthameisen aus In-vivo-Untersuchungen wurde festgestellt.
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Anorganische Selensalze sind aber nicht so effizient, den Blut-Selenstatus aufrechtzuerhal-
ten wie Selen aus Weizen oder Hefe') (DANIELS, 1996; FAIRWEATHER-TAIT, 1997), wobei Selenit und
Selenat in Lebensmitteln natiirlicherweise nur in geringen Mengen enthalten sind?’ (zIMMERLI
et al., 1995). Resorbiertes Selenomethionin hingegen wird unspezifisch ins Plasmaalbumin und
in das Hamoglobin der Erythrozyten eingebaut (WASCHULEWSKI und SUNDE, 1988) und so durch
den Korper transportiert. Bei Seleniiberschuss kann Selenomethionin auch willkirlich in
andere Proteine eingebaut werden, in denen es dann Methionin ersetzt, was vom Korper
toleriert wird (SCHRAUZER, 2000). Die Einbaurate hangt vom Proteinhaushalt und vom jeweiligen
Methioningehalt der Nahrung ab (LomBECK, 1990). Selenomethionin erflllt keine mit Selen
zusammenhangende Redoxfunktion in den Proteinen, so wie sie von Selenocystein bekannt

ist (PATCHING und GARDINER, 1999).

Da es jedoch genau wie Methionin vom Menschen nicht selbst synthetisiert werden kann,
stellt sich die Frage, ob Selenomethionin spezifisch essentielle oder vorteilhafte Funktionen
im Organismus ausibt (SCHRAUZER, 2000). Auf jeden Fall stellt es einen gewissen Selen-Pool
dar (BIESALSKI und GRIMM, 2002), der im Rahmen des normalen Protein-Turnovers dem Organis-

mus zur Verflgung steht.

Dazu haben JANGHORBANI et al. (1990) das Two Compartment Model (Zwei Speicher Modell)

aufgestellt. Sie unterscheiden zwischen folgenden Selen-Pools:

»  Pool 1 beinhaltet vom Selenit-Metabolismus stammende Endprodukte wie Selenopro-
tein P, GSH-Px, DMSe, TMSe sowie intermediare Formen aus dem Glutathionzyklus.
Er wird auch Selenite-Exchangeable Metabolic Pool (Se-EMP) genannt.

»  Pool 2 besteht aus unspezifisch eingebautem Selenomethionin, das als Speicher dient

und Selen an Pool 1 abgeben kann.

Pool 1 enthalt damit das metabolisch austauschbare Selen und ist fir die Konzentration der
GSH-Px verantwortlich. Ist diese (und mdglicherweise auch andere Selenoenzyme) mit
Selen gesattigt, wird wahrscheinlich der Uberschuss an Selen aus dem Se-EMP in der Leber
gespeichert oder ausgeschieden. Der Se-EMP kénnte auch als Maf3 fur den Selenstatus des

Menschen herangezogen werden (MELTZER et al., 1992; PFANNHAUSER, 1994; DANIELS, 1996).

Daraus resultiert, dass die Selenkonzentration im Blutplasma bei Selenzufuhr als Selenit (oder auch Selenat) nicht so stark
ansteigt wie bei der Gabe von Selenomethionin. Dies impliziert aber auch, dass eine chronische Uberdosierung von Seleno-
methionin toxischer wirkt, als anorganisches Selen, da Se-Met starker akkumuliert wird (LONNERDAL et al., 1992; DANIELS,
1996).

Hauptsachlich stammen aufgenommene Selenite und Selenate aus dem Trinkwasser.
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3.7.6 Selenausscheidung beim Menschen

Nur ein Teil des mit der Nahrung aufgenommenen Selens wird in biologisch aktive Formen
Uberfiihrt. Verluste entstehen durch nichtresorbiertes Selen, das wieder ausgeschieden wird.
Von dem tatsachlich absorbierten Anteil ist jedoch auch nicht alles von physiologischer
Bedeutung, da ein variabler Teil ohne Nutzung fir spezifische Prozesse sofort Gber Lunge

und Niere ausgeleitet werden kann (PATCHING und GARDINER, 1999).

Die Gesamtmenge an Selen im menschlichen Kérper betragt zwischen 3 — 20 mg"). Die
tagliche Ausscheidung ist abhangig von der Zufuhr und betragt im Mittel 52 + 23 ug Se/Tag,

dies entspricht etwa 0,4% der Menge des Gesamtkdrperselens (GASNIER, 2002).

Die Abgabe des Selens erfolgt iiber Harn, Faeces und Atemluft?, wobei der Harn® der
primare Ausscheidungsweg fiir Selen (in Form des Trimethylselenonium-lons (CH3);Se™) ist
(SCHMIDT und BAYER, 1988; FOSTER und SUMAR, 1997). Dagegen ist die Ausscheidung Uber den Stuhl

von geringer Bedeutung, es sei denn, die Zufuhr mit der Nahrung ist sehr hoch®.

3.8 Selenanalytik

3.8.1 Methoden der Selenanalytik

Zur Selenanalyse kénnen je nach Aufgabenstellung, zu erwartenden Selengehalten und
natdrlich Laborausstattung die verschiedensten Techniken eingesetzt werden:
I. Atomspektrometrische Methoden, untergliedert in:
1. Emissions-Spektrometrie
» Plasma-Emissions-Spektrometrie (ICP-OES/ICP-AES): Nur fir hohe Selenkon-

zentrationen geeignet, da die Selenemissionslinie im spektrometrisch schwer er-

fassbaren UV-Bereich liegt®. Nachweisgrenze: 50 ug L™ (SLAVIN, 1992; TYLER, 1995;
KLANTSCHI et al., 1996)

3-6 mg in Selenmangelgebieten wie Neuseeland bis 13-20 mg in gut versorgten Gebieten (DANIELS, 1996).

Bei extremer Seleniliberversorgung bzw. im Zuge der Selendetoxikation entstehen im menschlichen Koérper methylierte
Organoselenverbindungen. Die entstehenden Dimethylderivate werden entweder exhaliert oder durch die Haut abgegeben
(BARCELOUX, 1999; PATCHING und GARDINER, 1999).

Die Normalwerte fiir die Abgabe im Harn liegen bei < 0,1 mg L", Werte ab 0,2 mg L sind Indikatoren firr eine Selenintoxika-
tion (JANGHORBANI et al., 1984; ELMADFA und LEITZMANN, 1998).

Nur bei oraler Gabe von 1 mg Selenit oder Selenat wurden nennenswerte Mengen (38% bzw. 6%) exkretiert.

Zusatzlich kénnen spektrale Interferenzen durch Matrixelemente derart dominant sein, dass sie sich nicht korrigieren lassen
und daher auf eine weniger empfindliche Emissionslinie ausgewichen werden muss.
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» Noch ungeeigneter ist aus den oben genannten Grinden die Flammen-

Emissions-Spektrometrie (FES): Nachweisgrenze: 1.000 pg L™ (TYLER, 1995).

2. Absorptions-Spektrometrie
» Flammen-AAS: Nur fir hohe Selenkonzentrationen geeignet, da die Eigenabsorp-
tion der Flamme unterhalb 210 nm sehr ausgepragt ist"’.
Nachweisgrenze: 100 pg L™ (SLAVIN, 1992; WELZ und SPERLING, 1997)
» Graphitrohrofen-AAS (GF-AAS/ETA-AAS): Gut geeignet flir Proben mit unkompli-

zierter Matrix, z.B. Wasserproben. Nachweisgrenze: 0,5 — 2 pg L™ (KLANTSCHI et al.,
1996; WELZ und SPERLING, 1997)
» Hydrid-Atomabsorptionsspektrometrie (HG-AAS): siehe Kap. 3.8.2ff

3. Fluoreszenz-Spektrometrie

» Rodntgen Fluoreszenz-Spektrometrie (XRF): Nur flr hohe Selenkonzentrationen

geeignet. Nachweisgrenze: 1.000 g L

» Atom Fluoreszenz-Spektrometrie (AFS):

e HG-AFS: Probenvorbereitung wie bei der HG-AAS (siehe Kap. 3.8.2.3), hoher

Probendurchsatz. Nachweisgrenze: 2 — 5 ng L (PSA, 1999; CAVA-MONTESINOS et al.,
2003)

e Laserangeregte AFS: Nachweisgrenze: 1,5 ng L™ (HEITMANN, 2001).

II. Massenspekirometrische Methoden, davon am besten etabliert bzgl. der Selenanalytik:
» |ICP-MS (siehe Kap. 3.8.3ff)
[ll. Neutronenaktivierung
» Radiochemische Neutronenaktivierungsanalyse (RNAA): Nachteile: Standortge-
bundenheit an einen Forschungsreaktor, hohe Investitionskosten. Vorteile: Hohe

Selektivitat, geringer Probenbedarf. Nachweisgrenze: < 1 ug L™

» Instrumentelle Neutronenaktivierungsanalyse (INAA): Nachteile: Standortgebun-
denheit an einen Forschungsreaktor, hohe Investitionskosten. Vorteile: Hohe Se-

lektivitat, geringer Probenbedarf, einfache Probenvorbereitung. Nachweisgrenze:

<1 ug L™ (HAJ-BAKRI, 1996).

3.8.2 Atomabsorptionsspektrometrie (AAS)

Grundlage der Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) ist die Absorption von elektromagneti-

scher Strahlung in Gasen im Bereich des optischen Spektrums? (o170, 1995). Eine Hohlkatho-

' Empfindlichste Absorptionslinie des Selens: 196,0 nm

2 Wird ein polychromatischer Lichtstrahl durch ein Gas im atomaren Zustand geschickt, so wird davon Strahlung ganz
bestimmter Wellenldngen absorbiert.
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denlampe (HKL) mit dem zu analysierenden Element als Kathode erzeugt aufgrund einer
elektrischen Glimmentladung das Emissionsspektrum des betreffenden Elements. Im
Strahlengang befindet sich im Atomizer (der Atomisierungseinheit) die zu analysierende
Probe im Gaszustand, deren Atome im Bereich der Resonanzlinie absorbieren’. Mit Hilfe
eines Monochromators® wird nur der Bereich dieser Resonanzlinie betrachtet und deren

Schwéchung von einem Detektor registriert®) (SCHWEDT, 1995; KLANTSCHI et al., 1996).

3.8.2.1 Hydridverfahren in der Atomabsorptionsspektrometrie (HG-AAS)

Die Eigenschaften der schwereren Elemente der IV., V. und VI. Hauptgruppe des Perioden-
systems, aus wassrigen Losungen mit geeigneten Reduktionsmitteln gasférmige, kovalente
Hydride zu bilden, wird schon seit langem, z.B. in der Marshschen*) oder der Gutzeitschen®
Probe genutzt (DITTRICH und MANDRY, 1986). HOLAK setzte erstmals 1969 die Hydridtechnik in
Kombination mit der AAS ein®. Diese Technik ist bei allen Elementen anwendbar, die in
leicht fliichtige und leicht zersetzbare Hydride berfilhrt werden kénnen”, dazu zéhlen

Germanium, Zinn, Blei, Arsen, Antimon, Bismut, Tellur und Selen (HILL et al., 1995).

Die von HOLAK eingefiihrte Matrixabtrennung fiir flichtige Elementhydride in Verbindung mit
der AAS bringt eine Reihe von Vorteilen, die sich in einer Steigerung des Nachweisvermo-
gens ausdricken:
» Abtrennung des Analyten von der Probenmatrix und dadurch Anreicherung des Ana-
lyten
» Ausbleiben moglicher Interelementstérungen bei der Atomisierung

» Beseitigung eventueller spektraler Interferenzen (BARTH et al., 1992).

Die Intensitdt des Primarlichtes wird dabei geschwacht. Spektrallinien, die nicht in Absorption treten, werden nicht ge-
schwacht.

Fur die Detektion wird ein Monochromator mit einem photoelektrischen Empfanger verwendet. Im Monochromator wird die
elektromagnetische Strahlung an einem optischen Gitter wellenlangenabhangig aufgetrennt, die interessierende Spektrallinie
selektiv auf den Empfanger abgebildet und die Strahlungsleistung gemessen.

Die Intensitat der Resonanzlinie steht in unmittelbarem Zusammenhang zur Zahl der absorbierenden Teilchen N — entspre-
chend dem Lambert-Beerschen Gesetz: E = € ¢ d = log (lo / 1) (KUNZE, 1990). Die Intensitat l, des Primarlichtes wird auf
folgende Weise geschwacht: | = exp (-k c I).

Historische Methode zum Arsennachweis bei Vergiftungsfallen: Generiertes AsH; zerfallt zu einem charakteristischen
Arsenspiegel.

wie 1), jedoch Arsennachweis mittels Abscheidung von metallischem Silber aus Silbernitrat.

Indem er das aus einer salzsauren Probenldsung durch Zink generiertes AsH; mit einem Inertgasstrom austrieb und der AAS
zufiihrte.

Die erste Eigenschaft ist wichtig fir das eigentliche Trennverfahren, die zweite fur den Bestimmungsschritt (Atomisierung).
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3.8.2.2 FlieRinjektions-HG-AAS (FI-HG-AAS)

Die FlieRRinjektionsanalyse (FIA) wurde erstmals 1975 von RuUzICKA und HANSEN beschrie-
ben. Die dabei angewandte Technik der Fliel3injektion (FI) eignet sich als Online-
Kopplungskomponente und als Erganzung zu anderen Analysenverfahren, wie beispielswei-
se in Verbindung mit der AAS. Das FlieR3injektionssystem fungiert dabei als Interface zwi-
schen den Proben und dem Analysengerat, indem es den Analyten auf seine Detektion im

Analysengerat vorbereitet (SCHRADER et al., 1989; BURGUERA und BURGUERA, 1995).

Bei der FI-Technik wird ein vorgegebenes, genau definiertes Volumen (diskretes Volumen)
einer flussigen Probe in einen kontinuierlich flieBenden, nicht durch Gasblasen segmentier-
ten Fliissigkeits- bzw. Tragerstrom injiziert" (RUzICKA und HANSEN, 1988; SCHRADER et al., 1989). Als
das eigentliche Trennverfahren und darauf folgenden Bestimmungsschritt (Atomisierung)
fungiert das Hydridverfahren in der Atomabsorptionsspektrometrie (HG-AAS) (DAMKROGER,
1995). Die Bildung des Monoselans erfolgt aus salzsaurer Lésung durch Reduktion von SeO3*
mit Natriumborhydrid (NaBHy,).

Dies geschieht nach folgendem Mechanismus:

- Bildung des nascierenden Wasserstoffs (H,asc.) als Reduktionsmittel
BHy + H +3H,0 — H3BO; + 8 Huse.

- Reduktion des Se(lV) zum Selenwasserstoff
6 Hoase. + S€03” + 2 H" — SeH,T + 3 H,0

- Wasserstoffentwicklung?
BHy + H" + 3H,0 — H3BO; +4 H,T

Ein Inertgasstrom (Argon) dient dazu, den entstandenen Selenwasserstoff in eine beheizte
Quarzkivette zu leiten, wo er dann atomisiert und im Strahlengang eines monochromati-

schen Linienstrahlers detektiert wird (BYE und LUND, 1988; WELZ und SPERLING, 1997).

Die injizierte Probe bildet im Tragerstrom eine Zone; dabei kénnen die Betriebsparameter so gewahlt werden, dass es zu
einer zeitlich konstanten, minimalen Vermischung zwischen Probe und Tragerstrom kommt, die zu jedem beliebigen Zeit-
punkt reproduzierbar ist. Das Analytsignal erreicht dadurch unabhangig von der Analytkonzentration immer zum selben
Zeitpunkt nach dem Start der Analytbestimmung sein Maximum und kehrt zum selben Zeitpunkt zur Basislinie zurtick (WELZ
und GUO, 1992). RUZICKA und HANSEN (1988) nennen diesen Prozess ,kontrollierte Dispersion*.

Der Wasserstoff dient dazu, den Selenwasserstoff auszutreiben, wobei dann beide durch einen Inertgasstrom (Argon) in eine
beheizte Quarzkivette geleitet werden. Dort entstehen aus dem Hydrid unter Beteiligung von Wasserstoff-Radikalen und
Sauerstoff freie Atome (Atomisierung). Die Wasserstoff-Radikale entstehen durch Reaktion des Wasserstoffs mit Sauerstoff,
der in geloster Form in der Reaktionslésung und in Spuren im Inertgasstrom vorliegt.
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Die FI-Technik bietet aufgrund ihrer Miniaturisierung im Vergleich zu Ublichen Batch-
Systemen” zahlreiche Vorteile (cAMMANN, 2001). Hierzu gehdren der um eine bis zwei Gréfen-
ordnungen geringere Verbrauch an Probe und Reagenzien sowie eine um den Faktor 50
hohere Empfindlichkeit. Weitere Vorteile sind die leichte Automatisierbarkeit und die hohe
Probenfrequenz; das Kontaminationsrisiko ist im Spurenbereich durch Arbeiten im geschlos-

senen System und durch die geringeren Reagenzmengen deutlich minimiert (WELZ und SCHU-
BERT-JACOBS, 1989; BURGUERA und BURGUERA, 1995).

3.8.2.3 Probenvorbereitung fir die FI-HG-AAS

Die FI-HG-AAS? ist eine der gebrauchlichsten Methoden in der Selenanalytik und die
Methode der Wahl fir die Bestimmung von Selen im Spurenbereich aufgrund ihrer ver-
gleichsweise geringen Kosten, der niedrigen Nachweisgrenze, ihrer hohen Prazision und

Richtigkeit verbunden mit einem hohen Probendurchsatz (MAYER et al., 1992; JIMENEZ DE BLAS et al.,
1996).

Eine Besonderheit der AAS-Technik ist aber die extreme Abhangigkeit des Messsignals von
der Wertigkeitsstufe des untersuchten Elements (GUO et al., 1989; CERVERA und MONTORO, 1994).
Daher ist eine der Voraussetzungen fir die Anwendung der Hydrid-AAS-Technik sowie
deren Kopplung mit einem FI-System (FIA-AAS), dass die zu bestimmenden Elemente in
ionogener, anorganischer Bindungsform sowie in wassriger Losung vorliegen. Biologische
Proben missen demzufolge zuerst komplett mineralisiert werden, d.h. dass die (organische)
Matrix in einem der Bestimmung vorgeschalteten Schritt von dem gesuchten Spurenelement

abgetrennt werden muss.

Der zu diesem Zweck durchzufiihrende Aufschluss tGibernimmt dabei mehrere Aufgaben:
» Mineralisierung der organischen Probenmatrix

Umwandlung der Spurenelement-Spezies in eine wasserlosliche Form
Homogenisierung der Spurenelemente in der Probe

Uberfihrung, wenn méglich, in die gewiinschte Wertigkeitsstufe

YV V V V

Abtrennung von stérenden Matrixbestandteilen (JACKWERTH und GOMISCEK, 1984).

' Vor der Entwicklung der FI-Technik stellten sogenannte Batch-Methoden den Ubergang von Probe und Analysengerét dar.

Bei dieser Technik werden die Probe und das Reagenz im satzweisen Betrieb zur Reaktion gebracht; der entstandene Analyt
kann dann detektiert werden (KARLBERG und PACEY, 1989).
2 Zum ersten Mal koppelte ASTROM 1982 die FI-Technik mit dem Hydrid-AAS-Verfahren bei der Bestimmung von Bismut.
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Als Methode flr die Veraschung geologischer und biologischer Proben hat sich seit etwa
1988 die Mikrowellenaufschlusstechnik” immer weiter etabliert (D UNEMANN, 1994). Die Griinde
liegen auch hier im hohen Probendurchsatz sowie in der Mdglichkeit, (im Gegensatz zu
vielen anderen Aufschlussverfahren) Reaktionsparameter, wie z.B. Druck und Temperatur,
kontinuierlich messen zu kénnen (TAYLOR et al., 2001). Eine nur geringe Menge an Aufschlussre-
agenzien (und somit niedrige Blindwerte fiir niedrige Nachweisgrenzen) sowie der Schutz vor
dem Verlust leicht flichtiger Elementspezies (wie beim Selen) stellen weitere Vorteile dieser

Technik dar (RHOADES, 1996).

Ein kritischer Punkt in der Probenvorbereitung ist die Eliminierung stérender Matrixbestand-
teile der Probe selbst oder zugefiigter Aufschlussreagenzien. So kann die Selenbestimmung
mittels Hydridtechnik durch NO,™ stark verfalscht werden. Nitrite sind entweder ein naturlicher
Probenbestandteil, oder sie entstehen durch Reduktion wahrend eines oxidativen Aufschlus-
ses mit Salpetersaure. Durch saure Disproportionierung des Nitrits resultieren als die eigent-

lichen Stérsubstanzen flichtige Stickoxide (NO, NO,, N,Os;, N.,O4) oder Nitrosylchlorid2)
(BROWN et al., 1981; CUTTER, 1983; SINEMUS et al., 1986; WELZ und SPERLING, 1997).

Diese nitrosen Intermediate sind die Ursache von Signaldepressionen durch die Oxidation
des entstandenen Selenwasserstoffs bzw. sind Verursacher spektraler Stérungen — eine
Schwachstelle in den bisher bestehenden Methoden. Es bestand daher zu Beginn der hier

vorgestellten Arbeit ein groRer Bedarf bzgl. der sicheren Ausschaltung dieser Fehlerquellen
(SCHLOSKE et al., 2002).

3.8.3 ICP-MS als elementspezifisches Detektionsverfahren

Das Prinzip der ICP-MS beruht auf der lonisierung des zu analysierenden Materials in einem
Plasma bei etwa 5.000°C. Zur Erzeugung des Plasmas wird ein hochfrequenter Strom in
ionisiertem Argon induziert®.. Nach dem Fokussieren in der sogenannten lonenoptik wird der

lonenstrahl im eigentlichen Massenspektrometer in lonen unterschiedlicher Masse getrennt.

Dabei sind jedoch die Mikrowellen (v = 2,45 GHz) aufgrund ihrer niedrigen Energie selbst nicht in der Lage, Molekulbindun-
gen direkt aufzubrechen. Sie kdnnen lediglich die Rotationsanregung von Dipolen und die Molekularbewegung durch Wande-
rung von lonen (Primarerhitzung) bewirken (NADKARNI, 1984). Es wird daher die Bezeichnung Mikrowellen-unterstutzter
Aufschluss gewahlt. Die Durchdringung von MW-transparenten Materialien (Glas, PTFE) ist unendlich groR, die von MW-
reflektierenden Materialien (Metalle) ist hingegen Null. Die Absorptionsrate (tan §) hat in MW-absorbierenden Materialien
(H20 und andere dipolige Substanzen) einen endlichen Wert.

% Durch Reaktion mit HCI.

Aus diesem Plasma werden die lonen durch zwei Blenden, die als Sampler und Skimmer bezeichnet werden, in das Vakuum
des Massenspektrometers uberfuhrt.
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Weil jedes Element mindestens ein Isotop aufweist, dessen Masse bei keinem natlrlichen
Isotop eines anderen Elements auftritt, ist die Masse eine charakteristische Eigenschaft der
Elemente und eignet sich somit zum qualitativen Nachweis. Mit der ICP-MS als eine der
nachweisstarksten Methoden in der Elementspurenanalytik, kénnen fir viele Elemente in

wassrigen Lésungen Nachweisgrenzen von 0,1 — 0,01 pg L™ erreicht werden.

Zum Spektrum der Anwendungen der ICP-MS gehdéren Proben aus dem medizinischen,
biologischen und dem geologischen Bereich ebenso wie umweltrelevante und industrielle

Proben (MCLAREN, 1992).

Die hierbei praktisch erreichbaren Nachweisgrenzen sind zum einen von den lonisierungs-
graden der Elemente im Plasma abhéngig" (ARVIS et al, 1992). Zum anderen sind in der
analytischen Praxis die Nachweisgrenzen haufig durch Interferenzen oder Blindwerte
limitiert, die, wenn sie nicht erkannt werden, auch die Richtigkeit der Analysenergebnisse

beeintrachtigen kdnnen?) (DATE et al. 1987; GRAY und WILLIAMS, 1987).

So kommt es etwa durch Rekombinationsprozesse im Plasma wie auch im Interface-Bereich
haufig zur Oxidbildung. Durch die Vielfalt der beteiligten Spezies ergeben sich so komplexe,
von vielen Faktoren beeinflusste Untergrundspektren, die nur in sehr begrenztem Umfang

vorhergesagt werden k('jnnen3) (TAN und HORLICK, 1987; KAWAGUCHI et al., 1987; JARVIS et al., 1992).

In modernen Geraten werden insbesondere zwei Prinzipien der Massentrennung eingesetzt,
die sich hinsichtlich Empfindlichkeit und Auflésungsvermoégen unterscheiden. Bei den haufig
angewendeten Quadrupolfiltern (Bahnstabilitatsspektrometern von vergleichsweise niedriger
Aufldsung (AULINGER, 1968)) werden nur lonen voneinander getrennt, die sich mindestens um
eine Masseneinheit voneinander unterscheiden (Einheitsauflésung). Solche Gerate sind sehr

kompakt und relativ einfach aufgebaut.

Im ICP betragt der lonisierungsgrad von Elementen mit einer lonisierungsenergie < 9 eV mehr als 90%, dies trifft fur die
meisten Elemente zu.

Spektrale Interferenzen sind auf den Zusammenfall isobarer Atom- oder Molekilionen mit dem zu bestimmenden Isotop
eines Elementes in einer Linie des Massenspektrums zuriickzufiihren. Molekulionen kénnen durch die Reaktionen des
Arbeitsgases (Ar) mit den Atomen der verwendeten Losungsmittel, der Umgebungsluft oder der Proben entstehen. Die
Bildungswahrscheinlichkeit wird im wesentlichen von den Plasmabedingungen bestimmt.

Es wurden zahlreiche Verfahren zur Reduzierung oder Vermeidung spektraler Interferenzen entwickelt; grundsatzlich ist aber
die Verwendung einer hohen Massenaufldsung das effektivste Mittel zur Vermeidung spektraler Interferenzen. Das mas-
senspektrometrische Auflésungsvermogen ist allgemein definiert als R = m/Am,,, A wobei m die Massenzahl ist, bei der R
bestimmt wird, Amp,, ist der kleinste Massenabstand, bei dem zwei im Spektrum benachbarte lonensorten gleicher Intensitat
noch getrennt erscheinen.
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Das beschrankte Auflésungsvermdgen flhrt aber in vielen Fallen dazu, dass spektrale
Interferenzen die Bestimmung der zu analysierenden lonen stdren’) (HIEFTJE, 1992; EVANS und
GIGLIO, 1993). Eine weitere Moglichkeit, spektralen Interferenzen zu begegnen, ist der Einsatz
einer Kollisionszelle. Ihr Vorteil gegenlber hochaufloésenden Geraten besteht darin, dass es
nicht zu einer Reduzierung der Empfindlichkeit durch sinkende Transmission kommt. Die
Kollisionszelle bewirkt die Beseitigung der Argoninterferenzen durch Gasphasenreaktionen

mit einem StoRgas?®) (FELDMANN et al., 1999).

3.8.4 Selenbestimmung mit ICP-MS

Fur das Element Selen mit einer ersten lonisierungsenergie von 9,75 eV liegt der lonisie-
rungsgrad deutlich niedriger als bei den meisten anderen Elementen, so dass es bei der
Bestimmung mit der ICP-MS im Vergleich zu den meisten anderen Elementen weniger
empfindlich ist. Natiirlich vorkommendes Selen besteht aus den Isotopen "*Se (0,9%), "°Se
(9,0%), ""Se (7,6%), "®Se (23,5%), *°Se (49,8%) und *Se (9,2%). Fir eine Bestimmung
mittels ICP-MS bedeutet dies, dass sich die Empfindlichkeit auf diese sechs Isotope entspre-
chend ihren Haufigkeiten verteilt. Die Auswahl eines Isotops fir die analytische Bestimmung
kann aber nicht nur unter den Gesichtspunkten der Haufigkeit erfolgen, es missen zudem

die Moglichkeiten von nichtspektralen und spektralen Interferenzen bedacht werden.

Gerade bei der Bestimmung von Selen bietet sich der Einsatz der Kollisionszelle an, weil
hierdurch erst eine Bestimmung auf den Hauptisotopen méglich wird (FELDMANN et al., 1999). FUr
nichtspektrale Interferenzen gilt nach allgemeiner Erfahrung, dass schwerere Elemente mit
niedrigen lonisationspotentialen die grofleren Matrixeffekte erzeugen, wobei leichtere

Elemente mit héheren lonisierungspotentialen starker beeinflusst werden (OLIVARES und HOUK,
1986; EVANS und CARUSO, 1992; JARVIS et al., 1992).

Auch die Anwesenheit von Elementen in hohen Konzentrationen kann die Empfindlichkeit fir die Bestimmung anderer
Elemente erheblich beeinflussen (Matrixeffekte, nichtspektrale Interferenzen). Eine hohere Massenauflosung kann unter
Verwendung eines magnetischen Sektorfeldanalysators realisiert werden. In entsprechenden Geraten wendet man dabei
meist eine Doppelfokussierung an, in der die lonen in einem elektrostatischen Analysator hinsichtlich ihrer Energie und in
einem magnetischen Sektorfeldanalysator entsprechend ihrer Masse fokussiert werden, wobei die resultierende Aufldsung
durch die Breite der Ein- und Austrittsspalte bestimmt wird. Solche doppelfokussierenden Sektorfeldgerate zeichnen sich
durch eine erhohte lonentransmission und einen extrem niedrigen Untergrund aus, so dass sie im Vergleich zu Quadrupolge-
raten eine deutlich héhere Empfindlichkeit erreichen, die aber von der Auflésung abhangig ist und bei einer Steigerung dieser
von 300 auf 3.000 etwa um eine GréRenordnung abnimmt. Werden solche Gerate mit relativ geringer Auflésung betrieben,
kann man mit ihnen in deutlich niedrigere Konzentrationsbereiche als mit Quadrupolgeréten vordringen, wobei dann aber
haufig Blindwerte zum limitierenden Faktor fur die Nachweisgrenzen werden. Die heute kommerziell erhaltlichen hochaufl-
senden ICP-Massenspektrometer lassen eine Massenauflosung von bis zu 12.000 zu, mit der alle Ublichen Interferenzen, bis
auf wenige Ausnahmen, getrennt werden kdnnen.

meist H,



Kap. 3 Grundlagen 61

Bei der Analyse biologischer Proben kdnnen zusatzlich weitere Effekte zum Tragen kom-
men, wenn es infolge eines hohen organischen Anteils in der Probenlésung zu Ablagerun-
gen an Sampler und Skimmer oder zu Anderungen der Plasmabedingungen und in der Folge
zu Signaldriften kommt. Im Falle des Selens ist flr die Frage einer geeigneten Isotopenaus-
wahl zunachst einmal festzustellen, dass alle Isotope bis auf ""Se durch isobare Interferen-
zen gestdrt werden. Das Isotop “Se ist zudem aufgrund seiner zu geringen Haufigkeit

(0,9%) von vornherein fur eine Bestimmung ungeeignet.

Die Isotope "“Se und ®Se sind durch “Ge und "°Ge iiberlagert, wobei in beiden Fallen
Aufldsungen von Gber 30.000 zu einer Trennung notwendig waren. Die Isotope ®Se, %Se
und Se sind durch die Kryptonisotope der entsprechenden Masse {iberlagert. Auch hier
waren Massenauflosungen von weit Uber 20.000 notwendig, um eine interferenzfreie Be-
stimmung moglich zu machen. Drastische Stérungen betreffen vor allem das Hauptisotop
83e"). Ebenso ist je nach Probenmaterial eine Uberlagerung der Isotope ®°Se und ®Se

durch %zn"0* bzw. %6Zn'®0* in Betracht zu ziehen.

Da die meisten der hier zu untersuchenden Proben durch die Zugabe von Salzsaure Chlorid
enthalten, kann die Bestimmung des Isotops "’Se durch “°Ar’’Cl* gestort sein. Am ehesten
geeignet fiir eine Bestimmung mit der ICP-MS erscheinen somit die Isotope "’Se und %Se,
obwohl wie bereits erwahnt das Isotop ""Se durch vorhandenes Chlorid gestért werden

konnte.

Das ebenfalls fir Interferenzen in Frage kommende Krypton liegt normalerweise im Arbeits-
gas nur in sehr geringen Mengen vor, so dass eine Untergrundkorrektur ausreicht, die
Bestimmung insbesondere mit dem Isotop %Se durchzufiihren. Fiir die Isotope "'Se und #*Se
reicht normalerweise eine Massenauflosung von bis zu 10.000 zur Abtrennung signifikanter
spektraler Interferenzen aus. Hier ist Einsatz der ICP-HEX-MS (Hexapol) die Methode der
Wahl, da alle bisher beschriebenen Argoninterferenzen sich durch den Einsatz von Wasser-

stoff in der Kollisionszelle beseitigen lassen.

' Durch die lonen “Ar*°Ar* und “°Ar*°Ca’*, entsprechendes gilt auch fiir ®Se und "®Se, welche durch die lonen ®Ar*°Ar" bzw.

BArBAr* (iberlagert sind. Weil aber bei den zur Untersuchung vorliegenden biologischen Proben “Ca*Ca- und **K*'K-
Interferenzen nicht auszuschlieRen sind, ist mit einer mdglichen Stérung des Hauptisotops *°Se zu rechnen. Fiir die quantita-
tive Selenbestimmung steht das Isotop "°Se zu Verfiigung, das zu 23,5% im natiirlichen Selen vorkommt.
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3.8.5 Vergleich von ICP-MS und FI-HG-AAS

Beide im Rahmen dieser Arbeit angewandten Analysenmethoden haben ihre spezifischen

Vor- und Nachteile in Bezug auf die durchgeflihrten Selenanalysen.

Vorteile der FI-HG-AAS:
» Relativ geringe Anschaffungs- und Unterhaltskosten
» Hoher Probendurchsatz
» Robuste Technik

Vorteile der ICP-MS:

» Nachweisstark (~ 1 Groflenordnung empfindlicher als FI-HG-AAS)
Hohe Préazision und Richtigkeit
Moglichkeit zur Messung verschiedener Isotope eines Elementes

Eignung zur Online-Kopplung mit chromatographischen Methoden (z.B. HPLC, CE)"

YV V V VY

Multielementfahigkeit (MICHALKE und SCHRAMEL, 1998).

Als Fazit ergibt sich daraus, dass fir Routinemessungen im Spurenbereich (= 0.25 ng Se
mL™") die FI-HG-AAS die effizientere Methode ist, fiir empfindlichere Messungen bzw. bei

spezifischen Anwendungen aber die Vorteile der ICP-MS zum Tragen kommen.

' Die HPLC-ICP-MS-Kopplung kann bereits als Standardmethode der Elementspeziesanalytik angesehen werden. Zunehmend

gewinnt auch die CE-ICP-MS-Kopplung an Bedeutung. Die Vorteile der CE sind kurze Analysenzeiten, hohe Trennleistung
und geringe Betriebskosten. Der grofte Vorteil der CE ist die Mdglichkeit, verschiedene Analysenmodi wie Kapillarzonenelek-
tophorese, Isotachophorese, Kapillarzonen-Isoelektrische-Fokussierung und Mizellare elektrokinetische Kapillarchroma-
tographie zu verwenden (MICHALKE, 2000).
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4 Material und Methoden

4.1 Chemikalien

4.1.1 Chemikalien fur Probenaufschluss und Selenanalytik (FI-HG-AAS)

Amidoschwefelsaure (HSO3NH,), pro analysi, M = 97,09 g mol™ [Sulfamidsaure, Sulfamsau-
re, Amidosulfonsaure], Merck, Art.Nr. 1.00103.0250

Flusssaure 40% (HF), Suprapur®, M = 20,01 g mol™, o = 1,13 kg L™ [Fluorwasserstoffsaure],
Merck, Art.Nr. 1.00456.2500

Natriumborhydrid (NaBH,), pro analysi (> 96%), M = 37,83 g mol”" [Natriumboranat, Natrium-
tetrahydroborat], Merck, Art.Nr. 1.06371.0100

Natriumhydroxid (NaOH), pro analysi, M = 40,0 g mol™", Merck, Art.Nr. 1.06498.0500

Natriumselenat (Na,SeQO,), purum p.a., M = 188,94 g mol”, Fluka, Art.Nr. 71948

Salpetersaure 65% (HNO3), pro analysi, M = 63,01 gmol”, 6 = 1,40 kg L
Merck, Art.Nr. 1.00456.2500

Salzsaure, rauchend 37% (HCI), zur Analyse, ¢ = 1,19 kg L', Merck, Art.Nr. 1.13386.2500

Selen-Standardlésung (1000 + 5 mg L™ SeO, in Salpetersaure 0,5 mol L),
Merck, Art.Nr. 1.19796.0500

Sulfanilamid (C¢HgN,O,S), zur Analyse, M = 172,21 g mol™, Merck, Art.Nr. 111799

Wasser, reinst (spezifischer Widerstand: 20 MQcm) als Reagenz, Merck, Art.Nr. 100473

Wasser, deionisiert (spezifischer Widerstand: > 0.4 MQcm) als Reinigungsmedium
(lonenaustauscher, ELGA Labwater)

Wasserstoffperoxid 30% (H.0,), Suprapur®, M = 34,01 g mol, s = 1,12 kg L™
[Wasserstoffsuperoxid], Merck, Art.Nr. 107298

4.1.2 Chemikalien fiir Probenaufschluss und Selenanalytik (ICP-MS)
Ammoniumformiat, MicroSelect, M = 63,06 g mol”, Fluka, Art.Nr. 09735
Methanol (MeOH), gradient grade, LiChrosolv®, Merck, Art.Nr. 106007
Salpetersaure 65% (HNO3), pro analysi, M = 63,01 gmol”, 6 = 1,40 kg L
Merck, Art.Nr. 1.00456.2500
Tribromessigsaure (TBAA), purum, M = 296,76 g mol™, Fluka, Art.Nr. 90720
Wasser, reinst (spezifischer Widerstand: 20 MQcm) als Reagenz, Merck, Art.Nr. 100473
Wasser, deionisiert (spezifischer Widerstand: > 0.4 MQcm) als Reinigungsmedium

(lonenaustauscher, ELGA Labwater)
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4.1.3 Referenzmaterial (CRM)

BCR 189 wholemeal flour (Se: 132+ 10 ng g™)
GBW 07601 human hair (Se: 600 + 10 ng g™
GBW 07604 poplar leaves (Se: 140 + 10 ng g ™)
NIST 1570a spinach leaves (Se: 117 +9ngg™)
NIST 8435 whole milk powder (Se: 131 + 14 ng g™)

41.4 Chemikalien fir Milchanalytik

Dichlormethan (CH,Cl,) [Methylenchlorid], zur Analyse, Merck, Art.Nr. 106050

Essigsaure 96%, zur Analyse (verdiinnt auf 0,1 N), Merck, Art.Nr. 100062

Natriumhydroxid (NaOH), pro analysi, M = 40,0 g mol”', Merck, Art.Nr. 1.06498.0500 (gelost
in Wasser, reinst zu 0,1 N — Natronlauge)

Wasser, reinst (spezifischer Widerstand: 20 MQcm) als Reagenz, Merck, Art.Nr. 100473

Wasser, deionisiert (spezifischer Widerstand: > 0.4 MQcm) als Reinigungsmedium

(lonenaustauscher, ELGA Labwater)

4.1.5 Chemikalien fiir EiweiBbestimmung nach Kjeldahl

Borsaurelésung 4% (40 g Borsaure, Merck, Art.Nr. 100165 in 1000 mL Wasser, reinst geldst)

Bromthymolblau (Indikator®, ACS), Merck, Art.Nr. 1.03026.0025

Kjeldahl-Tabletten (Missouri-Katalysator), Merck, Art.Nr. 1.16469.0250

Natriumcarbonat-Decahydrat (Na,CO3; 10 H,0), zur Analyse, M = 286,14 g mol™,
Merck, Art.Nr. 1.06391.1000

Natronlauge, min. 32% (zur N-Best.), Merck, Art.Nr. 1.05590.9025

Tashiro-Indikator (L6sung), Fluka, Art.Nr. 36083

Titrisol® Salzs&ure, ¢(HCl) = 0,1 mol L', Merck, Art.Nr. 1.09973

L-Tryptophan, Merck, Art.Nr. 1.08374.0100

Schwefelsdure 95-97% p.A., Merck, Art.Nr. 1.00732.2500

' 0,1 g in 100 mL Ethanol (20%), Umschlagsbereich pH 5,8 — 7,6.
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4.1.6 Joghurtfermentation

Joghurt-Kultur: klassisch (Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus), Fa. Bionic (Niebdill)

“I)_Kultur: L+ (Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus,

Bifidobacterium bifido), Fa. Bionic (Niebdll)

D-Glucose Monohydrat, reinst, M = 198,17 g mol™, Fluka, Art.Nr. 16301

~Joghurt

4.1.7 Chemikalien fir Digestionsversuche

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) Titriplex® Ill-Lésung, Merck, Art.Nr. 109992
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs), zur Analyse, M = 84,01 g mol™", Merck, Art.Nr. 106329
Natriumhydroxid (NaOH), pro analysi, M = 40,0 g mol™", Merck, Art.Nr. 1.06498.0500
Natriumselenat (Na,SeQ,), purum p.a., M = 188,94 g mol”, Fluka, Art.Nr. 71948

Salzséure 30% (HCI), Suprapur®, o = 1,16 kg L', Merck, Art.Nr. 100318

Wasser, reinst (Millipore Wasserreinigungssystem mit Organex Patrone)

Wasser, deionisiert, als Reinigungsmedium

4.1.8 Enzyme fir Digestionsversuche

Pepsin (vom Schwein), SIGMA, Art.Nr. P 7000 (EC 4.4.243)
Pankreatin (vom Schwein), SIGMA, Art.Nr. P 1750
Gallen-Extrakt (vom Schwein), SIGMA, Art.Nr. B 8631

4.1.9 Chemikalien fir Getreideanalytik
Ethanol 96%, Merck, Art.Nr. 159010
Wasser, reinst (Millipore Wasserreinigungssystem mit Organex Patrone)

Wasser, deionisiert, als Reinigungsmedium

4.2 Selenanreicherung der Pflanzen durch Fliissig-Blattapplikation
Calciumselenat, technisch, M = 183,04 g mol™, Fa. Degussa

Natriumselenat, technisch, M = 188,94 g mol”’, Fa. Degussa

Salpetersaure 64-66% (HNO;), reinst, M = 63,01 g mol™, Fluka, Art.Nr. 070086,

verdinnt auf 5 — 10%

! Joghurt ist ein Sauermilcherzeugnis, das ausschlieRlich aus den Bakterienstammen Streptococcus thermophilus und Lacto-

bacillus bulgaricus hergestellt werden darf. Joghurtahnliche Sauermilcherzeugnisse, die nicht mit diesen Bakterienkulturen
hergestellt werden, dlrfen nicht als Joghurt bezeichnet werden (z.B. Bioghurt, Biogarde, Sanoghurt).



Kap. 4 Material und Methoden 66

4.3 Gerate und Hilfsmittel

4.3.1 Stickstoff-, Kohlenstoff- und EiweiRbestimmung

Hauptgerat: Vario EL, Fa. Elementar (Hanau, Deutschland)
mit Warmeleitfahigkeitsdetektor (WLD)

Aufschlusstemperatur: 950 - 1.800°C

Software: V1.3

Drucker: Fa. Hewlett-Packard, HP 690C

4.3.2 Mikrowellenunterstiitzte Probenvorbereitung

4.3.2.1 Probenaufschluss (fiir alle Materialien), Vorreduktion, Denitrifikation

Mikrowellenaufschlussgerat: Fa. MLS (Leutkirch, D), ETHOS+plus 1000/HT6 (900W)
mit HTR-300/6 S Hochtemperaturrotorsystem

Aufschlussbehalter: 6 HTV-CE Hochdruckbehalter (PFA®) 100 mL
mit 30 mL Quarz-Einsatzen QS 50 (Fa. MLS)

Software: Easy WAVE

Drucker: Fa. Hewlett-Packard, HP 690C

4.3.2.2 Probenaufschluss fiir pflanzliches Material (mit geringem Fett- und Proteingehalt)
Mikrowellenaufschlussgerat: Fa. CEM (Matthews, USA), Modell MDS-2000 (650W)

Aufschlussbehalter: 12 Teflon PFA® Mitteldruckbehalter ACV (Fa. CEM)
mit 30 mL Quarz-Einsatzen QS 50 (Fa. MLS)

Software: PrepLink™ (P/N 920145)

Drucker: Fa. Hewlett-Packard, HP Thinkjet

4.3.2.3 Probenaufschluss fir ICP-MS
Mikrowellenaufschlussgerat: Fa. MLS (Leutkirch, Deutschland), Mega 240 ST (500W)
Aufschlussbehalter: 6 PTFE-Mikroeinsatze 50 mL
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4.3.3 FI-HG-AAS
Hauptgerat:
Probengeber:

Fl-System:

Flussrate HCI-Tragerlosung:

Flussrate NaBH,4-Ldsung:
Flussrate Probenldésung:

Atomisierungseinheit:

Heizquelle:

Temperatureinstellung:

Strahlungsquelle:

Monochromator-Spaltbreite:

Software:

Drucker:

43.4
Hauptgerat:

Probeneintragsystem:
HPLC-Pumpe

Software:

Drucker:

Varian SpectrAA 220 Fast Sequential

SPS-5 Probenautomat

VGA-77, Fa. Varian (Mulgrave, Australien)

mit Gas-Flissigkeitsseparator

1 mL min™ (Tygon-Schlauch)

1 mL min™ (Tygon-Schlauch)

5,5 mL min™" (Tygon-Schlauch)

T-tube atomizer aus Quarz"

Lange: 170 mm, I.D.: 4 mm innen / 13 mm aul3en

a) Luft/Acetylenbrenner Mark VI

b) elektrische Kuvettenheizung in Keramikrohre (geschlitztes
Mehrlochrohr (Thermo-Kelis KER 520, Fa. Metoxit)

Uber stufenlos regulierbaren Niederspannungstransformator
gekoppelt mit Ni-CrNi-Temperatursensor (AD 595, type K)
Varian UltrAA-Hohlkathodenlampe (15 mA)

Wellenlange: 196,0 nm

D,-Untergrundkompensation

1,0 nm

Version 2.10 FS (Multitasking)

Fa. Hewlett-Packard, HP 690C

ICP-MS

Plattform ICP-MS Analysegerat, Fa. Micromass

mit Kollisionszellen-Technik

Micromist-Zerstauber mit Cinnebar-Spriihkammer,
wassergekihlt (4°C), Fa. GlassExpansion (Australien)
Fa. Waters, 626

MassLynx™

Fa. Fujitsu, DX 2400

' Zur Stabilisierung der optimalen Reaktionstemperatur und zur Selbstreinigung muss die Kivette schon mindestens eine
halbe Stunde vor den Messungen vom Brenner erhitzt werden. Der sich im Laufe der Zeit in der Klvette bildende weilRe Be-
lag sollte von Zeit zu Zeit durch das Einlegen in 40%-ige Flussséure entfernt werden.
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Reversed Phase:

Saule

mobile Phase

Aufnahmerate

Probenvolumen

lonen-Paar:
Saule

mobile Phase

Aufnahmerate

Probenvolumen

4.3.5
Analysenwaage
Aufschlussgerat
Destillationseinheit
Digital-Burette
Dispenser
Gaswascher
Heiz/Magnetrihrer
pH-Meter
Wagepapier

4.3.6

Labormuhle

Nachmehlsieb

Eurospher 100A, C18, 5 uym, 250 *4,0 mm
30 mM Ammoniumformiat pH 3,0
MeOH/H,O 5:95 (v/v)

750 uL min™

50 pL min™

Nucleosil 120A, C18, 5 ym, 250 *4,0 mm

30 mM Ammoniumformiat pH 3,0; 10 mM TBAA pH 5,0
MeOH/H,O 5:95 (viv)

750 pL min™

50 pL min™’

EiweiBbestimmung nach Kjeldahl

AB 204-5, Fa. Mettler-Toledo GmbH (Schweiz)
Turbotherm TT 125, Fa. Gerhardt (Bonn)
Vapodest 20, Fa. Gerhardt (Bonn)

TITREX 2000, Fa. Witeg

LABMAX, Fa. Witeg

Fa. Gerhardt (Bonn)

MR 3001, Fa. Heidolph

pH 320, Fa. WTW

Pergamentpapier (N-frei), Fa. Schleicher & Schuell

Weizenvermahlung
Fa. Brabender Quadrumat Senior
mit Kleieschleuder (250 um)

Maschenweite 224 ym



Kap. 4 Material und Methoden

69

4.3.7
Analysenwaage
Heizplatte
Infrarottrockner
Joghurtbereiter
Kdhlschrank
Kugelmuhle
Laborwaage

Magnetrihrer

pH-Meter (digital)
Probenmuhle
Schuttelwasserbad
Thermometer (digital)
Trockenschrank:
Ultraschallbad:
Wasserbad:

Zentrifuge

4.3.8
Dialyse-Schlauch:

Kimwipe®
Moulinette®

Parafilm M®
Porzellanschalen
Verschlussklammern

Wageglaschen

Sonstige Gerite

Typ AT 200, Fa. Mettler-Toledo GmbH (Schweiz)

Fa. Gerhardt (Bonn)

LJ16 Moisture Analyzer, Fa. Mettler-Toledo GmbH (Schweiz)
Typ 3516, Fa. Severin

Typ LS 3701V, Fa. Linde

MM 2000, Fa. Retsch (Haan)

Typ PM 2000, Fa. Mettler-Toledo GmbH (Schweiz)

Typ Combimag RET, Fa. IKA Labortechnik

(stufenlos verstellbar: 0-1100 min™, beheizbar: 20-300°C)
Typ 647, Fa. Knick (Berlin)

P 20, Fa. Nemera (Italien)

Typ 1083, Fa. Gesellsch. f. Labortechnik (Burgwedel)
Typ lkatron ETS D3, Fa. IKA Labortechnik

Typ B 6200, Fa. Heraeus (Osterode/Harz)

Sonorex RK 510 H, Fa. Bandelin (Berlin)

W 13, Fa. Haake (Karlsruhe)

Universal Junior Il, Fa. Heraeus (Osterode/Harz)

Sonstiges Material

Spectra/Por Standard regenerated Cellulose (RC) Dialysis
Membrane

Spectra/Por Membrane MWCO: 6 — 8.000; Semi-permeable
Membrane, Flat width 31 £ 2 mm; i.D.: 20,4 mm
Prazisionswischtlicher Kimwipe Lite, Fa. Kimberley-Clark
Fa. Moulinex

Fa. American Can Company (Greenwich, USA)

Fa. Haldenwanger

Toppits®

Fa. Merck
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4.4 Arbeitsvorschriften

4.4.1 Bestimmung des Feuchtigkeitsgehaltes
1. Zu untersuchende Probe mit je 3 — 5 g in Wageglaschen einwiegen.
2. Untersuchungsmaterial fiir 2 h in den Trockenschrank stellen (bei 105°C oder 130°C)".
3. Nach der Trocknung Wageglaschen mit Inhalt erneut auswiegen.
4. Berechnung des Feuchtigkeitsgehaltes w pro 100 g Probe gemaf § 35 LMBG, L 16.01-1
bzw. ICC-Standard Nr. 110/1 (AGF, 1994)°):
a 100

m

a = durch die Trocknung erfolgte Massenabnahme in g

m = Probeneinwaage in g

4.4.2 Probenvorbereitung fiir die Selenanalytik

1. Auf Selen zu untersuchendes (Pflanzen-)Material bei Temperaturen < 70°C trocknen®

2. Untersuchungsmaterial mit Hilfe einer Probenmuihle zerkleinern und homogenisieren
(je kleiner die Probenmenge, die fur die Analyse verwendet wird, desto homogener muss
das zu untersuchende Material sein)?.

3. Da die Spurenelementangaben sich i.d.R. auf die Trockensubstanz beziehen, muss von
einem Teil des getrockneten Untersuchungsgutes eine Feuchtigkeitsbestimmung
durchgeflhrt werden, um dessen Wert das spatere Analysenergebnis korrigiert wird

(siehe 4.4.1 Bestimmung des Feuchtigkeitsgehaltes).

4.4.3 Stickstoff- und Kohlenstoffbestimmung

Da die Zugabemenge der Aufschlussreagenzien beim mikrowellenunterstiitzten Probenauf-
schluss fir die HG-AAS primar vom Kohlenstoffgehalt (untergeordnet auch vom Stickstoff-
gehalt) der zu untersuchenden Proben abhangt, wurden diese Gehalte zuvor analytisch
bestimmt.

1. Das zu analysierende, feingemahlene Material in Zinnhllsen abwiegen (50 — 100 mg)

Die Trocknungstemperatur wird als Index angegeben.

Oder mit einem Infrarottrockner.

Da Selen in einer Vielzahl leicht flichtiger Verbindungen vorliegen kann, bzw. diese wahrend der Probenvorbereitung zu
bilden vermag, musste wahrend der offenen Verfahrensschritte mit relativ niedrigen Temperaturen gearbeitet werden, da
oberhalb dieser Temperatur leicht flichtiges Dimethylselenid (DMSe) aus der Probe entweichen kann (ASHER et al., 1967).
Inhomogenitaten kdnnen durch Mehrfachbestimmungen erkannt werden.
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2. Diese einem Vario EL, Fa. Elementar, mit Warmeleitfahigkeitsdetektor zufiihren™®.

Eine rauscharme Warmeleitfahigkeitszelle dient als Detektor fir alle Elemente im

gesamten dynamischen Nachweisbereich (WINKLER et al., 2001).

4.4.4 Mikrowellenunterstiitzter Probenaufschluss (FI-HG-AAS)

1.

Die feingemahlenen, homogenisierten Proben werden in die Quarzeinsatze
eingewogen?, dabei richtete sich die Einwaage nach ihrem Kohlenstoffgehalt

(1,4-2,8 mg C/mL Behaltervolumen, siehe Tabelle 8); sie sollte aber immer mindestens
200 mg betragen®.

Anschlielend Salpetersaure (1,2 mL/100 mg C) und das selbe Volumen an
Wasserstoffperoxid hinzufiigen.

Die Quarzeinsatze in die PFA-Behalter stellen und diese zusatzlich mit je 5 mL H,O
(zur Absorption der exothermen Warmemenge) und 5 mL H,0,

(zur Oxidation der entweichenden Stickoxide) befiillen®.

Fett- oder proteinreiche Proben (z.B. Milchprodukte) wurden im MLS-Mikrowellengeréat
aufgeschlossen (20 min bei 200°C), wahrend Pflanzenproben im CEM-Instrument

(30 min bei 140°C) behandelt wurden.

Die Behalter werden gedffnet, nachdem sie auf mindestens 80°C abgekuhlt sind
AnschlieBend die Quarzeinsatze vorsichtig herausnehmen und die PFA-Inliner mit deio-

nisiertem Wasser aussplulen.

4.4.5 Mikrowellenunterstiitzte Vorreduktion und Denitrifikation (FI-HG-AAS)

1.
2.

Den Inhalt der Quarzeinsatze in die gereinigten PFA-Behalter GUberspulen.

Dazu 15 mL Salzsaure sowie eine definierte Menge an Amidoschwefelsaure

(1,4 g mL" HNO3) geben.

AnschlieRend die Behalter im MLS-Mikrowellengerat (ETHOS+plus) 10 min bei 150°C
thermostatisieren.

Nach dem Abkiihlen erfolgt die Uberfiihrung der Lésung in Messkolben.

Diese 5 min im Ultraschallbad entgasen.

Mit Reinstwasser auf 50 mL auffullen.

Arbeitsprinzip ist die Jet-Injection des Sauerstoffs direkt am Ort der Probe. Ofentemperaturen bis 1.800°C sorgen fir voll-
standige Verbrennung auch schwieriger Substanzen. Die Gaskomponententrennung nach dem purge-and-trap Prinzip sichert
einen groRen dynamischen Bereich fiir Elementgehalte und Konzentrationsverhéltnisse bei gleichzeitig hoher Nachweisstar-
ke.

Dadurch keine Probleme mit statischen Aufladungen — im Gegensatz zu Teflonbehaltern.

Um madgliche Inhomogenitéten der (feingemahlenen) Probe auszugleichen.

Messungen zeigten, dass im Absorptionsmedium keinerlei Selen gefunden werden konnte bzw. der Selengehalt unterhalb
der Nachweisgrenze von 0,099 ng mL” lag.
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Tabelle 8: Dosierungsangaben fir die Probenvorbereitung
Einwaage (TM 105°C) Aufschluss-|Reagenzien (ing) (in mL)
entspricht Spinat / Grassilage Rohmilch Haare Vollblut HNO3 H202 Amido- HCI
mg C /100mL | Soja 40%C | 42-46%C 48-53%C 45%C 49%C (65%ig) (35%ig) schwefels. | (37%ig)
150 375 335 300 335 300 1,7 1,7 2,38 15
160 400 355 320 355 320 1,85 1,85 2,59 15
170 425 380 340 380 340 2 2 2,8 15
180 450 400 360 400 360 21 21 2,94 15
190 475 425 380 425 380 2,2 2,2 3,08 15
200 500 445 400 445 400 2,3 2,3 3,22 15
210 525 470 420 470 420 2,4 2,4 3,36 15
220 550 490 440 490 440 2,5 2,5 3,5 15
230 575 510 460 510 460 2,65 2,65 3,7 15
240 600 535 480 535 480 2,75 2,75 3,85 15
250 625 555 500 555 500 2,9 2,9 4,06 15
260 650 580 520 580 520 3 3 4,2 15
270 675 600 540 600 540 3,1 3,1 4,34 15
280 700 625 560 625 560 3,2 3,2 4,48 15
290 725 645 580 645 580 3,35 3,35 4,69 15
300 750 670 600 670 600 3,45 3,45 4,83 15
4.4.6 Selenanalytik (FI-HG-AAS)

Von den 50 mL Probenaufschluss (im Messkolben) Aliquote a 10 mL fur das Standard-
additionsverfahren (Nachweisgrenze: 0,10 ng mL™) entnehmen™).

Zur Aufstockung kommt eine Standard-Stammlésung (1 mg Se(IV) L™) zum Einsatz?,
wdchentlich angesetzt aus einer Selen-Standardidsung (1000 + 5 mg L™ SeO, in Salpe-
tersaure 0,5 mol L™).

Eine NaBH,-Losung mit der Konzentration 3 g L ansetzen, stabilisiert mit 0,1 - 0,5%
NaOH (Flussrate 1 mL min™).

Eine Tragerldsung mit einer HCl-Konzentration® von 7 mol L™ anmischen (Flussrate
1 mL min™).

Die Temperatureinstellung der elektrischen Kiivettenheizung mit Hilfe des stufenlos regu-

lierbaren Niederspannungstransformator auf 800°C einstellen.

Eine direkte Messung gegen eine Eichkurve hatte vorausgesetzt, dass Probe und Eichlésung die gleiche Matrix besitzen. Ist

dies nicht gegeben, bestehen aufgrund unterschiedlicher physikalischer (Viskositat, Oberflachenspannung etc.) sowie chemi-
scher Eigenschaften der Losungen (unerwiinschte chemische Reaktionen, Stdr-lonen) Gefahren einer Fehimessung. Bei
unbekannten oder stark wechselnden Probenzusammensetzungen muss daher stets das Standardadditionsverfahren einge-
setzt werden. Hierbei wird mit Bezugslésungen kalibriert, welche durch Zugabe zunehmender Volumina der (Selen-) Stan-
dardlésung zu gleichen Volumina der Probenlésung erstellt werden. Tragt man die fir die einzelnen Bezugslésungen erhal-
tenen Extinktionswerte gegen die zugesetzten Konzentrationen auf, so erhalt man eine Bezugskurve, welche die Extinktion-
sachse in einem Punkt > 0 schneidet. Die Steigung der Bezugskurve ist spezifisch fur das zu analysierende Selen in der un-
bekannten Probenldsung, seine Konzentration wird durch Extrapolieren der Bezugskurve bis zur Extinktion Null ermittelt.

0,5 mL Se-Standardidsung (1 g Se L) in 500 mL Messkolben geben, mit Aqua dest. bis zur Marke auffilllen und schiitteln.
Die gleiche Saure, die auch zur Vorreduktion verwendet wird.
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6. Zur Qualitatssicherung wird in jeder Aufschlussreihe (= 6 Proben) mindestens eine Probe
mit zertifiziertem Referenzmaterial (BCR 189 und NIST 1570a) mitgeflhrt.

4.4.7 Mikrowellenunterstiitzter Probenaufschluss (ICP-MS)

1. Die zu analysierenden, gefriergetrockneten Proben zu einem mdglichst homogenen Pul-
ver mischen.
Ungefahr 0,3 g dieses Pulvers in die Teflonbehalter einwiegen.
Mit 0,5 mL H,O, und 4,0 mL konzentrierter HNO; fir den anschlieRenden Aufschluss
vorbereiten™).

4. Der Aufschluss erfolgt tber jeweils 24 Minuten bei einer Leistung bis maximal 500 W.

Tabelle 9: Temperaturprogramm des Mikrowellenaufschlusses
DAUER LEISTUNG
10 min 250 W
30s ow
3 min 350 W
30s ow
5 min 500 W
5 min 250 W
10 min Ventilieren

4.4.8 Selenanalytik (ICP-MS)

1. Die aufgeschlossenen Proben 1:10 mit Reinstwasser verdinnen.

2. Als internen Standard 10 ppb Rhodium zusetzen.

3. Einen Teil der so vorbereiteten Probe jeweils in den automatischen Probengeber des
Micromass Plattform ICP-MS Analysegerates stellen.

4. Folgende ICP-MS Parameter im Rahmen der taglichen Feinabstimmung einstellen:

Kiihlgas: 13,0 — 14,0 L min™
Hilfsgas: 1,10 — 1,20 L min™
Zerstaubergas: 0,60 — 0,80 L min™
Leistung: 1.250 — 1.350 W

Kollisionsgase:  He: 3,0 mL min™ und H, 6,0 mL min™

' Die Aufschlussgefalle wurden zuerst durch einen Reinigungsaufschluss mit 2,5 mL konzentrierter HNO; und 2,5 ml H,O und

anschlieRendem mehrfachen Umspllen mit Reinstwasser vorbereitet; dieser Reinigungsschritt wurde auferdem nach jedem
Probenaufschlussdurchgang wiederholt.
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Samtliche Auswertearbeiten (quantitative Auswertung, Auswertung chromatographischer
Signale) wurden mit der MassLynx™ Software von Micromass durchgefiihrt. Grundsatzlich
sind alle Daten sowohl auf dem 78er als auch auf dem 80er Selenisotop ausgewertet wor-
den. Fir die hier zugrundegelegten quantitativen Ergebnisse wurde aber nur das Isotop "®Se

39 K41

herangezogen, um evtl. Stérungen durch “°Ca*’Ca oder K auszuschlieRen.

Tabelle 10:  Madgliche spektrale Interferenzen auf den Selenisotopen (nach THOMAS, 1999)

Selenisotop Interferenz notwendige Auflésung
“Se SArEAr* 9.475
Scrrelt 7.922
OArs? 9.511
“Ge* 56.938
BArEAr* 7.081
®Se OAries? 7.405
“Ge* 34.571
®ArPca* 6.947
OArert 9.182
BAreArH 5.749
"Se BKr* 25.192
“OAreAr* 9.970
®Se 8K 549.254
OArBAL* 9.688
80ge PAr*’ca’ 9.455
#3'%0"0"0* 1.984
82Kt 25.393
OArAr'H'H* 3.455
823e 380" 00" 2.283
%zn'0* 19.316
¥Br'H* 11.055
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4.4.9 Gewinnung der Milchproteinfraktionen

1.

Die zu untersuchenden Milchproben mittels einer Zentrifuge von ihrer Fettphase trennen
(15 min mit 2.200 x g bei 3-4°C) gemall SLMB, 1/1.10.3.

2. Anschliel3end in die Proteinfraktionen Kasein und Molkenproteine trennen.

Das Kasein dazu aus der verdiinnten Magermilch (1:9) mit 0,1 N Essigsaure bei pH 4,6
ausfallen.

Mit 3.600 x g abzentrifugieren.

5. Waschen, mit 0,1 N Natronlauge bei pH 7,0 aufnehmen und wieder bei pH 4,6 ausfallen.

Die Molkenproteine durch Hitzekoagulation mittels kurzem Aufkochen des 1. Filtrates
ebenfalls bei pH 4,6 ausfallen und waschen (Aqua dest. + Dichlormethan) gemal SLMB,
1/1.10.3 bzw. § 35 LMBG, L 16.01-1.

4410 EiweiBbestimmung nach Kjeldahl (in Anlehnung an § 35 LMBG, L 01.00-10 sowie

L 17.00-15)

Die Analyse gliedert sich in zwei getrennt zu betrachtende Prozesse, den Aufschluss (Mine-

ralisation des organischen Materials mit konzentrierter Schwefelsdure) und die Bestimmung

des entstandenen Ammoniums. Zwecks Beschleunigung der Aufschlussgeschwindigkeit

(Van't Hoff) wird zur Siedepunktserhéhung Kaliumsulfat zugesetzt. Die Menge wird so be-

messen, dass eine optimale Aufschlusstemperatur von 380-400°C gefahren werden kann;

dies wird erreicht, wenn das Verhaltnis H,SO, (in mL) zur Salzmenge (in g) zu Beginn des

Aufschlusses zwischen 1,7 und 2 Iiegt”.

. Zu untersuchende Proben werden mittels einer Analysenwaage auf 0,1 mg genau in N-

freiem Wagepapier eingewogen und quantitativ in die Aufschlusskolben tberflhrt.

Die Hohe der Einwaage hangt primar von der Inhomogenitit des Probenmaterials ab?.
Folgende Einwaagen haben sich dabei bewahrt:

- bei homogenen Proben: 0,2-10g

- bei Proben mittlerer Homogenitat: 1,0-2,0 g

- bei Proben schlechter Homogenitat: 1,5-3,0 g oder mehr

1

2

Liegt der Siedepunkt zu hoch, treten ab 410°C Stickstoffverluste auf. Zusatzlich zum Kaliumsulfat wird als Katalysator Kup-
fersulfat zugegeben (fertige K,SO,/CuSos,-Mischungen als Missouri-Katalysator in Tablettenform: 0,4 g CuSo4 pro 100 g
K2S0,), jedoch ist hierbei eine um 50% langere Aufschlusszeit notwendig als bei den friher verwendeten, teilweise hoch
toxischen Quecksilber- und Selenkatalysatoren.

Nach Mdglichkeit wird die Einwaage aber auch so gewahlt, dass der zu erwartende N-Gehalt der Probe 10 mg nicht unter-
schreitet.
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3. Die beim Aufschluss bendtigte Schwefelsduremenge wird von drei Faktoren bestimmt:

- H,SO,, die bei der Oxidation der organischen Substanz zu CO, und H,O verbraucht
wird

- H,SO,, die wahrend des Prozesses verdampft (< 1,5 mL h'1)

- HyS0O,, die sich mit K;SO4 zu KHSO,4 umsetzt (pro g K.SO4 0,3 mL)

Wahrend die beiden letzten Faktoren bei gleichen AufschluRbedingungen konstant sind,

ist die Schwefelsauremenge, die zur Oxidation bendétigt wird, von der Einwaage und der

organischen Zusammensetzung abhangig (zur Oxidation von Fett und Eiweil3 wird 2-

3mal soviel H,SO,4 gebraucht wie fir Kohlenhydrate). Weiterhin ist zu berlicksichtigen,

dass zum Ende des Aufschlusses noch ein Uberschuss von freier Schwefelséaure vor-

handen sein muss (das Verhaltnis von H,SO,4 zur Salzmenge darf einen Wert von 0,9

nicht unterschreiten).

4. Zum besseren Ldsen der Probe und im Hinblick auf eine weniger schdumende Anfangs-
reaktion sollte der oben beschriebene Ansatz schon ein Tag vor dem eigentlichen Auf-
schluss angesetzt werden.

5. Die Kolben nun in den Heizblock stellen, den Rechen aufsetzen und ein Ende des Re-
chens mit einem saurefesten Schlauch mit dem Gaswascher verbinden (Lésung im Gas-
wascher: 600 g Natriumcarbonat werden in 2,8 L Wasser geldst und 100 mg Bromthy-
molblau hinzugegeben).

6. Am Turbotherm wird nun fir die erste halbe Stunde die Leistung auf 50% eingestellt und
danach auf 100% hochgefahren. Nach dem Klarwerden der Lésung bzw. einer Hellgrin-
Farbung wird noch 30 min weiter erhitzt.

7. Nach Abkihlung werden die Kolben mit je 100 mL Aqua dest. aufgefillt und in den Va-
podest eingesetzt. Mit Natronlauge wird der nun als (NH;).SO, vorliegende Stickstoff ei-
ner alkalischen Hydrolyse unterzogen und der dabei entstehende Ammoniak mittels einer
Wasserdampfdestillation in 50 mL einer 2 — 4%igen borsaurehaltigen Vorlage Ubergetrie-
ben").

8. Diese Losung wird anschlieBend mit einer Mineralsaure bekannten Titers titriert (i.d.R.
0,1 N HCI). Die Erfassung des Endpunktes (pH 4,6 + 0,1) erfolgt potentiometrisch (+ evil.
der Zugabe eines geeigneten Indikators/Tashiro-Indikator).

9. Vom titrierten Volumen der MaBlésung wird das ermittelte Volumen des Blindwertes
abgezogen (dieser resultiert aus der Verdinnung der Vorlagenldsung sowie mdglichen

N-Kontaminationen).

! Zugabemengen vor der Destillation: pro 5 mL H,SO, 20 mL Aqua dest. und 20 mL Natronlauge 32%. Im Gegensatz zur

Methode des Auffangens mit Schwefelsdure genau bekannten Titers, ist bei der Borséure keine exakte Konzentration vorge-
schrieben, sondern lediglich ein Uberschuss.
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10. Die Berechnung des Proteingehaltes” geschieht folgendermaRen:

(V-Vo) x N x 1,4007
Protein (g/100 g TM) = x F
m

V =V, : Verbrauch an HCI in mL abziglich Verbrauch flr Blindwert

N : Normalitat der HCI (hier 0,1)

M : Probeneinwaage in g

F : Proteinfaktor der entsprechenden Matrix (5,7 fir Weizen und Weizenprodukte),

gemal ICC-Standard Nr. 105 (AGF, 1994).

4.411 Joghurtherstellung

1.
2.
3.

1 L Milch bis nahe an den Siedepunkt erhitzen (85-90°C).

Abkuhlen auf 42°C und Temperatur halten.

1,7 g Starterkultur, 3,3 g D-Glucose in die temperierte Milch einrihren (bis sich alles
geldst hat).

Beimpfte Milch in die Glaser des Joghurtbereiters geben und verschliel3en.

Den Ansatz 4 — 6 h im Joghurtbereiter bei 42°C fermentieren lassen (wahrend der Fer-
mentation Erschitterungen des Gerates vermeiden).

Nach Beendigung der Fermentation Joghurt 12 h im Kihlschrank reifen lassen.

4.4.12 Verdauungssimulation

44121 Gastrale Phase

© No bk wbd =

9.

Die zu untersuchende Probe (falls erforderlich) homogenisieren / Moulinette®.

Probe (20 - 90 g) in 250 mL Enghals-Erlenmeyerkolben (mit Rihrfisch) geben.

Mit Wasser auf 90 g Einwaage aufflillen und mischen (Rihrfisch).

Mit 6 M HCI auf pH 2,0 einstellen.

Nach 10 min pH-Einstellung Uberprifen und ggf. nachjustieren.

3 mL frisch zubereitete Pepsinlésung dazugeben und mit Wasser auf 100 g auffillen.
Enghals-Erlenmeyerkolben mit Parafilm M® verschlieRen.

Mischen und 2 h bei 37°C im Schiittelwasserbad inkubieren (~100 - 120 Anschlége min™,
Armbewegung 2 cm).

Dialyse-Schlauch vorbereiten, ein Ende zuknoten.

10. Bruttogewicht nach Pepsinverdauung notieren (Kolben aufden gut trocknen).

' Zur Uberpriifung der Methode auf Richtigkeit wird der Stickstoffgehalt von 0,2 g Tryptophan nach der oben beschriebenen

Methode bestimmt.
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11. Vom Pepsin-Verdauungsbrei drei 20 g Aliquote entnehmen (2 in 250 ml Weithals-
Erlenmeyerkolben fir Digestion; eine in Bechergefal} fur Titrierung).

12. Die zwei Weithals-Erlenmeyergefalie zwischenzeitlich in Eiswasser kihlen.

4.412.2 Graduelle pH-Verschiebung

Mit der 3. Probe im Becherglas die titrierbare Saure ermitteln:

1. 5 mL frisch zubereitete Pankreas-Galle-Mischung dazugeben.
2. Mit 0,5 M NaOH auf pH 7,5 einstellen.

3. Nach 10 min Wartezeit Gberprifen und ggf. nachjustieren.

4

Die entsprechende Menge 0,5 M NaOH notieren.

44123 Intestinale Phase

1. Die beiden 20 g Proben 5 min im Schittelwasserbad (37°C) erwarmen.

12. Je ein Dialyse-Schlauch gefullt mit Wasser und 0,5 M NaHCO3; auf 25 mL aufflullen
(Menge NaHCO; entspricht der titrierten Menge 0,5 M NaOH nach Punkt 4. s.0.);
(Schlauchlange von Klammer zu Klammer ca. 250 mm), das vormals offene Ende mit ei-
ner Toppits®-Klammer fest verschlieRen.

13. Nach 30 min im Schuttelwasserbad den pH-Wert notieren (sukzessiver pH-Anstieg im
Pepsin-Digestat).

14. 5 mL Pankreatin-Galle-Mischung hinzufligen (pH-Sonde damit abspulen).

15. 2 h bei 37°C im Schiittelwasserbad inkubieren (Offnung mit Parafilm M® verschlieRen).

16. Anschliefiend pH-Wert (Retentat) messen und notieren (pH-Sonde mit Wasser abspdilen).

17. Dialyseschlauch herausnehmen, mit H,O absplilen, vorsichtig trocknen -> Papiertuch.

18. Dialysat in LDPE-Flasche fiillen und wiegen.

19. Retentat in LDPE-Flasche fiillen und wiegen (mit Abspllflissigkeiten).

Pepsin-Verdauungs-Lésung: (frisch anzusetzen)

16 g Pepsin (P-7000) in 100 mL 0,1 M HCI I6sen

(3,2 gin 20 mL 0,1 M HClI reicht fir 3 verschiedene Lebensmittel; 3 x 3 mL oder
24gin15mL 0,1 M HCI

Pankreatin-Galle-Mischung: (frisch anzusetzen)

4 g Pankreatin (P-1750) und 25 g Gallen-Extrakt (B-8631) in 1 Liter 0,1 M NaHCO; l6sen
(0,4 g Pankreatin und 2,5 g Galle in 100 mL 0,1 M NaHCOs reicht flir 3 LM ; 3 x 15 mL oder
0,3 g Pankreatin und 1,875 g Galle in 75 mL 0,1 M NaHCO;)
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4.4.13 Gefriertrocknung

1. Die zu trocknenden Proben (homogenes Lebensmittel, Dialysat, Retentat) fir mindestens
24 h bei —26°C in ihren LDPE-Flaschen einfrieren.

2. Danach die Deckel abschrauben, die Offnungen mit Kimwipe® —Papiertiichern unter
Zuhilfenahme von Gummibandern abdecken und in vakuumgeeignete Glasgefalie setzen.

3. Bei einem Druck von ~10°® bar lyophilisieren (kann bei den Retentaten bis zu 7 Tage
dauern).

4. Gravimetrisch die TM bestimmen.

4.4.14 Aschebestimmung (gemaR ICC-Standard Nr. 104/1 (AGF, 1994) bzw. § 35 LMBG, L
16.01-2)

Zu untersuchendes Mahlprodukt mit je 3-4 g einwiegen.

Untersuchungsmaterial mit 1-2 mL Ethanol durchfeuchten und anschlieffiend abflammen.

Zur vollstandigen Veraschung Probe 2 h in den 900°C hei3en Muffelofen schieben.

Abkuhlen auf Zimmertemperatur in einem Exsikkator.

Auswiegen des Ruckstandes.

o~ w N =

Berechnung des Aschegehaltes (Aschegehalt wa in 100 g TM) gemaR:

(mz—m;)100 100
wa =

Mo 100 —w

m, = Masse der leeren Veraschungsschale
m, = Masse der Veraschungsschale mit Glihrickstand
mgy = Probeneinwaage in g

w = Feuchtegehaltin g/100 g

4.4.15 Backversuch (in Anlehnung an ICC131 (AGF, 1994), Vollkornbrot)

Pro Brot 250 g Vollkornmehl mit 200 mL lauwarmem Wasser versetzen.

1,5 g NaCl sowie 12,5 g frische Backhefe hinzufligen und alles durchkneten.
Teig 2 h Gehen lassen, anschlieRend wieder durchkneten.

Teig noch mal 2 h Ruhen lassen, im Anschluss daraus Laibe formen.

Brot 40 min bei 200°C im Backofen backen.

Nach dem Auskihlen Brote in Gefrierbeutel verpacken und Tieffrieren.

o~ wh =
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4.5 Selenanreicherung der Pflanzen durch Fliissig-Blattapplikation

Die Selenapplikationen auf den pflanzlichen Aufwuchs im Rahmen der Pilot- und Grol3versu-

che erfolgten in Kombination mit einem Stickstoff-Flissigdinger

» AHL (Ammoniumnitrat-Harnstoff-Lésung’)

Zusammensetzung Gewichts-% Volumen-%
Gesamt-Stickstoff 30 39
davon Ammonium 7,5 9,75
davon Nitrat 7,5 9,75
davon Harnstoff 15 19,5
oder
» NP-Lésung (10 + 34)
Zusammensetzung Gewichts-% Volumen-%
Gesamt-Stickstoff 10 14
davon Ammonium 10 14
wasserlosliches P,0Os5 34 48

dem 3 — 10 g Selen (als Natriumselenat ha™) zugesetzt wurden (je nach Versuchsansatz).
Zur Anwendung kam hierbei eine Applikation des Selens in Form von (Natrium-)Selenat, der
Bindungsform, die von Pflanzen am effektivsten aufgenommen wird (GUPTA und WINTER, 1989)
oder als Calciumselenat. Es wird in flissiger Form in Kombination mit den ubrigen (Dun-
gungs-)komponenten den Pflanzen aufgespriuht, wodurch diese das Selen direkt durch die
Blatter resorbieren kdnnen (HANDRECK, 1995). Die Nullproben wurden analog mit Stickstoffdiin-

gern ohne Selenzusatz behandelt.

Alternativ zu diesen klaren Lésungen sind auch Diinger-Suspensionen wie z.B. ROSAL® mit
variablen Anteilen an N, P, K, Mg, Ca, Na als Mischungspartner geeignet. Allerdings sinkt die
Selenaufnahmerate in Kombination mit diesem Dingungssystem, ausgeldst durch lonenan-
tagonismen (Ca, Mg, K) und einem friiheren Ausbringungszeitraum mit der damit verbunde-

nen geringeren Blattflache, auf 15% ab.

' Der Ammoniumnitrat-Anteil steht der Pflanze kurz- bis mittelfristig zur Verfiigung.
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Bei der Anwendung klarer Dingerldsungen werden zuerst AHL und NP-LA&sung in Abstim-

mung auf den Bedarf von Boden und Pflanze gemischt:

Tabelle 11:  Anmischung beider Losungen gemaR:

kg P/ha — 0 kg 10 kg 20 kg 30 kg 40 kg 50 kg
kg P/ha | oL 21L 42 L 63 L 83 L 104 L
10 kg 26 L 18 L 11L 3L - -

20 kg 51L 44 L 36 L 29L 21L 14 L
30 kg 77L 69 L 62 L 54 L 47 L 40 L
40 kg 103 L 95 L 88 L 80L 73 L 65 L
50 kg 128 L 121L 113 L 106 L 98 L 91L
60 kg 154 L 146 L 139 L 131L 124 L 116 L
70 kg 179 L 172 L 165 L 157 L 150 L 142 L
80 kg 205L 198 L 190 L 183 L 175 L 168 L
90 kg 231L 223 L 216 L 208 L 201L 193 L
100 kg 256 L 249 L 241 L 234 L 226 L 219L

Bei einem Nahrstoffbedarf von beispielsweise 80 kg N und 30 kg P-Os je Hektar ergibt sich
eine Mischung bestehend aus 183 Liter AHL und 63 Liter NP-L6sung. Dieser Mischung wird
in der Feldspritze bei laufendem Rihrwerk 1 L der Selenat-Losung zugesetzt, die folgende

Selen-Dosierung enthalt:

(Zielwert — Istwert) [mg kg™'] x Ertragserwartung [kg] x 100

Dosierung [mg] =
Ausnutzungsrate [%]

Die errechnete Natriumselenat-Menge wird zuvor in 1 L Wasser unter Erwarmen und steti-
gem Ruhren vollstandig geldst (bei Calciumselenat muss dieses in 1 Liter 5-10%iger Salpe-

tersaure gelost werden)
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Tabelle 12: Selendosierung bei Griinlandaufwiichsen

Ertragsziel pro Schnitt | Selenausbringung entspricht: Na,SeO,? |entspricht: CaSe0,>
30dtha 1,26 g ha™ 3,01 gha 1,91 g ha”
35dtha’ 1,47 g ha™ 3,51 gha’ 2,22 gha’
40 dtha™ 1,68 g ha™ 4,01 gha’ 2,54 g ha™
45 dt ha™ 1,89 g ha™ 452 gha’ 2,86 g ha”
50 dt ha™ 2,10 g ha” 5,02 g ha™ 3,18 g ha™
55 dt ha™ 2,31 gha’ 5,52 g ha™ 3,50 g ha™
60 dt ha™ 2,52 gha’ 6,02 g ha 3,81 gha’

Die Ausbringung erfolgt groRtropfig*? mit einer 8-Lochdiise bei einem Druck von 1,0 bar.
Das in der AHL-LAsung enthaltene Nitrat beglnstigt die Selenaufnahme durch die Pflanze —

gleichzeitig wird die Verdunstungsrate der Selenatlésung reduziert.

4.6 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden nach der DIN-Methode (indirekte Methode,
Kalibrierkurvenmethode) (DIN 32645, 1994) unter Berlicksichtigung von KoLB et al. (1993) mit
Hilfe von Microsoft Excel berechnet®). Die Nachweisgrenze® stellt bei vorgegebenem Fehler-
risiko eine Entscheidungsgrenze fir das qualitative Vorhandensein eines Bestandteiles dar;
sie ist unter Einbeziehung eines Vertrauensbereiches einer analytischen Methode per Defini-
tion die kleinste gerade noch feststellbare Massenkonzentration einer Komponente in der

Probe”.

Die Tabelle bezieht sich auf einen Ausgangswert von 20 ug kg'1 Pflanzen-TM, einen Zielwert von 150 pg kg'1 Pflanzen-TM
bei einer Selenaufnahmerate von 31%.

2 NaySeO,: M = 188,936 g mol™" = 78,96 g Se mol™' Na,SeO, = 41,8% Se

® CaSeO,: M =183,04 g mol = 78,96 g Se mol" CaSeO, = 43,1% Se

Die groftropfige Ausbringung mit speziellen Disen (LP-Disen, RAINDROP-Drusen) bei geringem Spritzdruck senkt mogli-
che N-Verfliichtigungen sowie mégliche Atzschaden (ANGER, 1988).

Sowohl bei den Nachweis- wie den Bestimmungsgrenzen handelt es sich um Schatzwerte. Sie sind nicht genau bekannt, weil
sie ihrerseits der Streuung bei der Messung unterliegen. Sie sind jedoch sehr hilfreich fur vergleichende und orientierende
Betrachtungen und stellen insofern wichtige KenngréRen dar (KLANTSCHI et al., 1996).

Neben der Nachweisgrenze existieren verschiedene weitere Begriffe, wie Nachweisvermogen, Erfassungs- oder Bestim-
mungsgrenze, die nicht immer einheitlich definiert und interpretiert werden.

Setzt man deren Konzentration weiter herab, wird die gemessene physikalische GroRe, d.h. das analytische Signal so klein,
dass es nicht mehr von der Fluktuation des Untergrundsignals oder des Blindwertes unterschieden werden kann. Bei der
Selenbestimmung im Spurenbereich ist eine tiefe Nachweisgrenze der Analysenmethode bei hoher Prazision entscheidend.
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Die Bestimmung der Nachweisgrenzen erfolgt nach verschiedenen Verfahren; daher sollte
neben der quantitativen, zahlenmafligen Angabe immer auch das Berechnungsmodell mit

angegeben werden). Die reale Nachweisgrenze liegt erfahrungsgemaR iber dem ideellen,

instrumentellen Wert, da reale Proben i.d.R. einen Aufschluss, eine Extraktion oder eine
Verdiinnung verlangen und Matrixkomponenten ihren Einfluss ausiiben. So werden Nach-
weisgrenzen in vielen Fallen durch die Fluktuation der Blindwerte bestimmt und nicht nur
durch die Empfindlichkeit des Analysengerates (KLANTSCHI et al., 1996). Daher hat die Hohe der
Blindwerte &g und die der Blindwertstreuungen sg einen unmittelbaren Einfluss auf den

Messwert xy an der Nachweisgrenze und auf die Nachweisgrenze cy selbst:

Xn= &g+ 3 sp

on = f(x)

Die Fluktuation der Blindwerte wird hervorgerufen u.a. durch die Lésungsmittel, die verwen-
deten Aufschlussreagenzien, sdmtlichen GefalRoberflachen und den Kontaminationseinfluss
der Laborluft (MATTER, 1994; KLANTSCHI et al., 1996).

Zur quantitativen Ermittlung der Nachweisgrenze cy kommen hauptsachlich zwei Methoden
zum Einsatz, die im wesentlichen auf der linearen Regression der Kalibrierung beruhen und
in der Atomspektrometrie verbreitet angewendet werden:

» Die Leerwertmethode

» Die Kalibrierkurvenmethode

Die Leerwertmethode basiert auf der direkten Messung der Streuung des Leerwertes, d.h.

der Intensitatsstreuung der Probe mit der analytischen Konzentration c, = 0. Eine verbreite-
te Art der statistischen Definition der Nachweisgrenze cy spektrometrischer Verfahren beruht

auf der Berechnung®:

Haufig wird bei der Angabe von Nachweisgrenzen in der Instrumentalanalytik nicht das gesamte Analysenverfahren mit
einbezogen, sondern durch die Verwendung von reinen Standardldsungen lediglich die idealisierte Nachweisgrenze des ana-
lytischen Grundverfahrens betrachtet. Bei der Charakterisierung und dem Vergleich von Analysengeraten reprasentiert die
instrumentelle Nachweisgrenze eine rein apparative Grofe.

Aus beispielsweise 10 Wiederholungsmessungen leitet sich die Standardabweichung sy des Leerwert- bzw. Untergrundsig-
nals ab. Der Wert des Signals lunerguna Wird als gleichwertig betrachtet wie der Ordinatenabschnitt a der linearen Kalibrier-
funktion.

Der Multiplikator 3 der Standardabweichung ist auf die angenommene Normalverteilung der einzelnen Messwerte der Unter-
grundmessung zurlickzufiihren. Bei der Leerwertmethode handelt es sich um eine rein instrumentelle Nachweisgrenze. Zur
Begriffserklarung: Der Blindwert resultiert aus der Messung der Kalibrierlésung ohne den Analyten, d.h. ohne das zu analy-
sierende Element und ohne die Probenmatrix. Der Leerwert ergibt sich aus der Messung einer Ldsung, die in der Zusam-
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3'sy
CN =
b
cn = instrumentelle Nachweisgrenze
sy = berechnete Standardabweichung aus der wiederholten Messung

des Leerwert- oder Untergrundsignals

b = Steigung der Kalibrierkurve (analytische Empfindlichkeit)

Die Ermittlung der Nachweisgrenze nach der Kalibrierkurvenmethode ist aufwandiger. Hierzu

wird der statistisch berechenbare Vertrauensbereich der Kalibriergeraden herangezogen
(meist eine 95%-ige Sicherheit der t-Verteilung nach Student) bzw. der Toleranzbereich der
Kalibriergeraden (ebenfalls eine 95%-ige Sicherheit der t-Verteilung), der die EinflussgroRen

des gesamten Kalibrierverfahrens zur Bestimmung der Nachweisgrenze miteinbezieht.

Eine weitere Mdglichkeit, aus den Daten der Kalibriergeraden einen Wert fur die Nachweis-

grenze zu erhalten, benutzt die sogenannte Reststandardabweichung so":

3'30

cN= ———

b

Die Angabe einer instrumentellen Nachweisgrenze ist fur die vergleichende Charakterisie-

rung analytischer Methoden gebrauchlich?.

Von grélRerer Relevanz als die Nachweisgrenzen sind in der Praxis oftmals die Bestim-

mungsgrenzen (die Bestimmungsgrenze ist die kleinste Konzentration, die bei vorgegebe-
nem Fehlerrisiko noch quantitativ bestimmt werden kann). Sie liegen durch den Einbezug
eines Sicherheitsfaktors hoéher als die Nachweisgrenzen und stellen im Routinebetrieb das
realistischerweise erreichbare untere Limit flr die Selenbestimmung dar. Die Bestimmungs-

grenze cg ist definiert als:

10'SU

mensetzung der Probenldsung inklusive deren Matrix entspricht, jedoch nicht das zu analysierende Element enthalt, was sich
in der Praxis meist nur schwer realisieren lasst.

Die Streuung der y-Werte (Extinktion) um die Kalibriergerade.

Sie Iasst sich auf zwei Arten verbessern: Zum einen fiihrt eine Erhéhung der analytischen Empfindlichkeit, z.B. durch Ver-
wendung eines empfindlicheren Detektors oder eine verbesserte Anregung des atomisierten Selens zu niedrigeren Nach-
weisgrenzen. Zum anderen filhrt eine Senkung der Fluktuation des Untergrundsignals, z.B. durch die Optimierung der Gera-
teeinstellungen, ebenfalls zu einer Verbesserung der Nachweisgrenzen.
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cg= ——

b

Das DFG-Eichkurvenverfahren (1991) legt ein Signifikanzniveau (a)" von 0,05 (95% statisti-
sche Sicherheit, < 5% Fehlerrisiko) zugrunde. Die DIN-Methode berechnet Werte wahlweise
mit einem Signifikanzniveau (a) von 0,01 (99% statistische Sicherheit, < 1% Fehlerrisiko) und
0,05 (95% statistische Sicherheit, < 5% Fehlerrisiko). Bei beiden Methoden werden Kalibrier-
geraden mit Standards sehr niedriger (Selen-)Gehalte mdglichst in unmittelbarer Nahe der
Nachweisgrenze erstellt; es sind jeweils mindestens 6 Kalibrierstandards in méglichst aqui-
distanten Schritten notwendig, die aus voneinander unabhangigen Verdinnungen stammen

mussen.

Wahrend der Routineuntersuchungen wurde die Nachweisgrenze Uber verdinnte Standard-
I6sungen Uberpruft. Dabei sollte die Signalhéhe dem fiinffachen des Grundrauschens ent-

sprechen (Tab. 18 im Anhang).

' Das Signifikanzniveau a bezieht sich auf Fehler der 1. Art.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Methodenentwicklung Selenanalytik (FI-HG-AAS)

Die im Rahmen dieser Arbeit zu untersuchenden Proben sollten im Labor der Fa. RSW (Or-
mont, Eifel) analysiert werden. Hauptaugenmerk lag dabei auf der Selenanalytik mittels dort
vorhandener FI-HG-AAS-Ausstattung. Allerdings konnten damit zu Beginn keine zufrieden-
stellenden Analysenergebnisse erzielt werden — auch nicht nach Arbeitsanweisung des Her-
stellers oder nach Literaturvorschriften. Als Schwachpunkt entpuppte sich dabei insbesonde-
re die Probenvorbereitung. Ein Ziel war es daher, alle der eigentlichen Analytik vorgeschalte-
ten Stationen wie die Veraschung, die Vorreduktion und die Eliminierung interferierender
Stickstoffverbindungen in mdglichst wenigen Schritten geschlossen in einem Mikrowellensys-
tem durchfihren zu kénnen und dabei Selenverluste und mogliche Kontaminationen auf ein
Minimum zu reduzieren. Zur Optimierung wurde eine Simplex Multifactor Optimisation Strat-
egy angewandt, beriicksichtigend, dass viele Parameter miteinander verknipft sind und nicht

fur sich alleine betrachtet werden kGnnen (SNEDDON, 1990).

5.1.1 Optimierung der Signalempfindlichkeit

Eine Grundvoraussetzung fiir die quantitative Bestimmung von Elementen im Spurenbereich
mittels FI-HG-AAS-Technik ist eine hohe Empfindlichkeit'). Die Messprazision und Wieder-
holprazision sind um so gréRer, je héher die Steigung der Kalibrierfunktion ist. Die Erzeu-
gung, Sammlung und Zufihrung des Monoselans (Selenhydrids) in die eigentliche Messein-

heit ist dabei ein bedeutender Punkt und von einer Reihe von Faktoren abhangig.

Neben dem Selen selbst, beeinflussen zwei Hauptfaktoren die Bildung des Selenhydrids:
Punkt 1: Die Menge an Natriumborhydrid (NaBH,)
Punkt 2: Die Menge an Hydronium-lonen (H30") / pH-Wert

Die Flussraten (Zufuhrmengen) sind aber durch die Peristaltikpumpe der Gaserzeugungs-
einheit determiniert, es bleibt daher nur eine Variation durch die jeweilige Konzentration der

Lésung selbst.

' d.h. eine groRe Steigung der Kalibrierfunktion (Bezugsfunktion) des Atomabsorptionsspektrometers. Bei einer geringen

Steigung der Bezugsfunktion wirken sich Schwankungen, die durch das Analysengerat verursacht werden, starker aus als bei
einer groRReren Steigung.
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Im ersten Schritt (Punkt 1) wurde die optimale NaBH4-Konzentration" ermittelt. Empfehlun-
gen aus der Literatur fiir ein FI-System reichen hierbei von 2 — 20 g L™ (WELZ und SPERLING, 1997;
DAMKROGER et al., 1997b; BRUNORI et al., 1998; GALLIGNANI et al., 2000). Die eigenen Untersuchungen
zeigten einen Intervall hoher Empfindlichkeit im Bereich von 1,5 — 13 g NaBH, L, mit einem
flachen Maximum (bei 20 ug Se(IV) L") im Bereich von 3 — 6,5 g NaBH, L™ (Abb. 3).

Dazu wurden, von Standardlésungen ausgehend, Selenlésungen verschiedener Konzentra-
tionen (2 pg Se(IV) L™, 10 ug Se(1V) L™ und 20 pg Se(IV) L) mit Natriumborhydridlésungen
unterschiedlichen Gehaltes umgesetzt. Da mdoglichst geringe Borhydridkonzentrationen das
Risiko von Ubergangsmetall-Interferenzen verringern (VOTH-BEACH und SHRADER, 1985; WELZ und
SPERLING, 1997), wurde fiir die weiteren Untersuchungen mit einer Konzentration von 3 g L
gearbeitet. Die NaBH4-L6sung muss alkalisiert sein, um eine vorzeitige Zersetzung zu ver-
hindern. Sichergestellt wurde dies durch die Zugabe von 0,1 — 0,5% NaOH; bei hoheren

Konzentrationen zeigte sich ansonsten eine Verringerung der Signalempfindlichkeit.

0,500 -
-@-24g Se(IV)/L
0,400 - -m- 10pg Se(IV)/L
- 20ug Se(IV)/L
S 0,300 -
2
=
15 0,200 -
0,100 1 /&
I
/4

01 2 3 45 6 7 8 9101112 13 14 15 16 17 18
NaBH4 Konzentration (g/L)

Abb. 3: Einfluss der Natriumborhydrid-Konzentration auf die Extinktion in
Abhangigkeit der Selenkonzentration

' Da die Konzentration an Natriumborhydrid im FI-System die freigesetzte Menge des Wasserstoffs und des Selenhydrids
bestimmt, ist die Ermittlung der optimalen Boranat-Konzentration von groRRer Wichtigkeit.
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Ganz im Gegensatz zu der einschlagigen Empfehlung, die Borhydrid-Lésung jeden Tag
frisch zuzubereiten, ergab eine (bei 3°C gelagerte) Lésung auch noch nach 12 Monaten die
gleiche Extinktionshohe? (Abb. 4 und Tab. 17 im Anhang).
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0,600 ~
0,500 +

0,400 -

Extinktion

0,300 -
0,200 ~

0,100 ~

0,000 -

S o 2

< O O & 5N

N (I/& rb’\ R &O @00 \@
v Vv NS

Abb. 4. Einfluss der Lagerdauer einer NaBH;-L6sung auf die Extinktionshohe

! Wasserige Losungen von Natriumboranat mussen alkalisch stabilisiert werden (darum immer zuerst das Natriumhydroxid
einwiegen, mit etwas Aqua dest. versetzen und anschlieRend das abgewogene Boranat dazugeben).
2 Der Grund liegt wahrscheinlich in der hohen Reinheit des heutzutage kommerziell erhaltlichen Natriumborhydrids.
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Zu Punkt 2: Die HCI-Konzentration" der Tragerldsung war dagegen von einem weniger kriti-

schen Einfluss; ein leichtes Optimum zeigte sich bei 7 mol L™ (Abb. 5).
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Abb. 5: Einfluss der HCI-Konzentration auf die Extinktion

Ebenfalls untersucht wurde der Einfluss der Atomisierungstemperatur auf die Signalempfind-
lichkeit. Anfangs wurde mit Hilfe eines Acetylenbrenners die Quarzkuvette als Atomisie-
rungseinheit beheizt?), wobei zwecks Ermittlung der optimalen Atomisierungsbedingungen

die dazu nétigen Gasflussmengen (Sauerstoffquelle: Raumluft) bestimmt wurden (Abb. 6).

' Die gleiche Saure, die auch zur Vorreduktion verwendet wird.

%2 Die Temperatur muss auf der einen Seite hoch genug sein, um eine mdglichst komplette Atomisierung des einstrémenden
Selenhydrids gewahrleisten zu kénnen, auf der anderen Seite darf sie nicht zu hoch sein, um eine zu hohe Gasdiffusion und
damit zu geringe Empfindlichkeit zu vermeiden.
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Einfluss der Durchflussmenge an Luft beim Acetylenbrenner auf die

Extinktion (Durchflussmenge Acetylen’: 1,50 L min™)

Abb. 6:

Eine Reihe von Verbesserungen brachte der Austausch des Acetylenbrenners gegen eine

selbstgebaute elektrische Klvettenheizung, deren Vorteile sich folgendermal3en darstellen:

» hohere Empfindlichkeit (Faktor 2-3 gegenuber der Flammenheizung, siehe Abb. 8)

» geringere laufende Betriebskosten

> eine flammenlose und damit arbeitstechnisch sicherere Arbeitsweise

(Messserien kdnnen auch automatisiert und unbeaufsichtigt durchgeflhrt werden)

» und dies zu einem Bruchteil der Kosten einer kommerziell erhaltlichen Lésung.

Die Temperatureinstellung erfolgte Uber einen stufenlos regulierbaren Niederspannungs-

transformator in Verbund mit einem Ni-CrNi-Temperatursensor; auch hier wurde die héchste

positive Korrelation “Temperatur in Bezug auf die maximale Signalempfindlichkeit” ermittelt:

Diese lag bei 800°C (Abb. 7).

! Vorgabe Fa. Varian. Ein Verandern dieses Parameters brachte keinerlei Vorteile.
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1,200 -

Extinktion

Einfluss der Klvettentemperatur auf die Signalempfindlichkeit (Extinktion)
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Abb. 8:

4 8 12 16 20 24
Mg Se(IV)/L

Vergleich der Extinktion' zwischen o Flammen- und A elektrisch
beheizter Quarzkivette

' Nachweisgrenze

(LOD): Flamme: 0.28 ng mL™, elektrisch beheizt: 0.099 ng mL™ (siche Tab. 18 im Anhang)
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5.1.2 Probenaufschluss

Um sichergehen zu kénnen, dass die Mineralisation der zu untersuchenden Proben auch
vollstandig erfolgt, wurden die Aufschlussbedingungen mit Hilfe zertifizierten Referenzmate-
rials’ (CRM) méglichst gleicher Matrix (im Vergleich zu den zu untersuchenden Proben)
optimiert. Dies waren BCR 189 wholemeal flour, NIST 8435 whole milk powder, NIST 1570a
spinach leaves und GBW 07604 poplar leaves. Wichtig hierbei ist, den Kohlenstoff- und
Stickstoffgehalt der zu untersuchenden Proben zu kennen, da davon die Zugabemenge der
Aufschlussreagenzien abhangt (die Gehaltsbestimmung dieser beiden Elemente? erfolgte

analytisch mittels Warmeleitfahigkeitsdetektion).

Die Einwaage fur einen Aufschluss sollte wenigstens 200 mg betragen, um maogliche Inho-
mogenitaten der (feingemahlenen) Probe ausgleichen zu kdnnen, dabei aber auch im Be-

reich von 1,4 - 2,8 mg C mL™ Aufschlussbehaltervolumen liegen (WURFELS et al., 1987; WURFELS,
1988).

Zur Mineralisation und um méglichst klare Aufschlisse erzielen zu kénnen, kam eine Mi-
schung aus Salpetersaure und Wasserstoffperoxid zum Einsatz. HNO; alleine fuhrt zu
blau/braun gefarbten Lésungen, welche noch Stickoxide enthalten®, eine der Hauptstérquel-
len in der Selenanalytik mittels HG-AAS. Der Zusatz von H,O, bringt zudem noch weitere
Vorteile:

» Verringerung einer Matrixerweiterung durch eine Mineralsdure®

» Erhohung des Oxidationspotenzials

» Druckerniedrigung (und damit mégliche hohere Aufschlusstemperaturen) durch eine

Oxidierung von Stickoxiden zurtick zum HNO;

Die besten Aufschlussergebnisse wurden unter Einsatz von 1,2 mL HNO; + 1,2 mL H,O, pro
100 mg C bei allen untersuchten CRMs zur Methodenvalidierung erzielt. Dartber hinaus
wurde der Einfluss der Aufschlusszeit sowie der Temperatur auf die Selen-
Wiederfindungsrate fiir eine Reihe von Referenzmaterialien (Spinatblatter, Vollmilchpulver,

Vollkornmehl, Pappelblatter und Menschenhaar) ermittelt (Abb. 22-26 im Anhang).

Die Entwicklung qualifizierter Messverfahren im Spuren- und Ultraspurenbereich erfordert den Einsatz zertifizierter Refe-
renzmaterialien (CRMs), die in der Routineanalytik neben Ringversuchen als laufende Verfahrenskontrolle dienen, da absolu-
te Messverfahren nicht verfiigbar sind (STOEPPLER und NURNBERG, 1984; STOEPPLER, 1993).

Einen ersten Uberblick liber die C-Gehalte biologischer Proben kann man sich auch in Tabellenwerken, wie denen von
WURFELS et al. (1987), WURFELS (1988), JACKWERTH und WURFELS (1994) verschaffen.

Ein Entgasen mit Hilfe von Ultraschall erwies sich als sehr zeitintensiv und dennoch unvollstandig.

Ein Teil der fur einen kompletten Aufschluss erforderlichen Salpetersaure wird durch H,O, ersetzt.
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Dabei zeigte sich, dass sich pflanzliche Proben einfacher aufschlieRen lassen als tierisches
Material, exemplarisch erkennbar an den beiden CRMs Spinatblatter und Vollmilchpulver
(Abb. 9).
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Abb. 9: Einfluss von Aufschlusszeit und Temperatur auf die Wiederfindungsrate von

Selen in den Referenzmaterialien NIST 1570a spinach leaves (o,0) und NIST
8435 whole milk powder (A ,eo,¢)[n = 15]

Abgesehen von der Menge und Zusammensetzung der Aufschlusssaure, kristallisierte sich
die Veraschungstemperatur als der determinierende Parameter heraus: Je héher die Tempe-
ratur, desto vollstandiger der Aufschluss.

Die Zeitdauer zeigte einen geringeren Einfluss, speziell bei niedrigeren Temperaturen. In
Ubereinstimmung mit anderen Autoren (VIJAN und LEUNG, 1980; WURFELS, 1988) stellte sich heraus,
dass proteinreiche Proben nach rabiateren Aufschlussbedingungen verlangen, um auch so
stabile Verbindungen wie Selenomethionin, Selenocystein oder Trimethylselenonium auf-

schlie3en zu kdnnen (WELZ und SPERLING, 1997).
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5.1.3 Vorreduktion und "Denitrifikation”

Nach Abschluss der Mineralisation liegt das Selen, abhangig von den Aufschlussbedingun-
gen, in wechselnden Verhaltnissen in den Oxidationsstufen +4 und +6 vor. Allerdings kann
nur Selen in der Oxidationsstufe +4 bestimmt werden, da nur Selen(lV) durch NaBH, voll-
standig zu SeH, reduziert wird". Zur quantitativen Uberfiihrung in die Oxidationsstufe +4
dient der Arbeitsschritt der Vorreduktion, tblicherweise durchgefiihrt in offenen Gefallen mit

4-7molarer HCI Uber einen Zeitraum von 20-60 min bei Temperaturen von 60-100°C (CUTTER,

1978; VIJAN und LEUNG, 1980; JULSHAMN et al., 1982; PETTERSSON und OLIN, 1991; OLIVAS et al., 1994; HILL et al,,
1995; ALLABASHI et al., 1997; DAMKROGER et al., 1997b; MINDAK und DOLAN, 1999).

Diese Faktoren (Zeit, Saurekonzentration und vor allen Dingen Temperatur) stellen dabei
einen kritischen Punkt bei der Vorreduktion dar (PETTERSSON und OLIN, 1991; WELZ und SPERLING,
1997; DAMKROGER et al., 1997b). Eine schnellere und sichere Methodik der Reduktion von Se(VI)
zu Se(lV), basierend auf der Mikrowellentechnik, wurde daher von einer Reihe von Autoren
vorgestellt. Die Vorteile liegen nicht nur in einer gréReren Zeitersparnis, sondern auch in

einer Verringerung der Kontaminationsgefahr bzw. eines méglichen Elementverlustes (coso-
FERNANDEZ et al., 1995; FERRI und SANGIORGIO, 1996; BRUNORI et al., 1998; GALLIGNANI et al., 2000).

Bei allen Experimenten wurde eine HCI-Konzentration von ~9 mol L™ (15 mL HCI 37% pro ~5
mL Aufschlusslésung) gewahlt. Diese hohe Konzentration (pH < 0,5) beschleunigt die Vorre-
duktion sowie das (spatere) Entgasen des Monoselans aus der Probenlésung (AGTERDENBOS
et al., 1990). Des Weiteren werden dadurch Stérungen durch Ubergangsmetalle ausgeschaltet.
Diese Elemente hemmen die quantitative Bildung des Monoselans; ein Erhéhen der Saure-
konzentration fordert die Léslichkeit dieser zuvor reduzierten, feinst verteilten Metallpartikel®
(ITOH et al., 1988; HERSHEY und KELIHER, 1989/90; WELZ und SPERLING, 1997). HCI-Konzentrationen > 7 mol

L™ verhindern mégliche Interferenzen durch die Bildung von Chloro-Komplexen (viJaN und
LEUNG, 1980).

Als Ergebnis der reduzierenden Bedingungen durch die Salzsaure enthielt die vormals klare
Lésung stérende Stickoxide (siehe Kap. 3.8.2.3). Versuche, diese mit Hilfe von Druckluft
oder Ultraschall auszutreiben, verliefen erfolglos. Selbst nach Uber einer Stunde und langer
gab es keine zufriedenstellenden Ergebnisse. Um diese stérenden Stickstoffverbindungen zu

eliminieren, bietet sich die Zugabe von Sulfanilamid (CgHsN.O,S) (CUTTER, 1978) oder Ami-

! Liegt Selen urspriinglich in der Oxidationsstufe (-2) vor, liefert es nur 5-10% der Empfindlichkeit des Selenitsignals, wahrend

Selen(VI) gar nicht zum Selenwasserstoff reduziert wird und somit kein Messsignal erhalten werden kann.
2 Diese entstehen vor der Hydridbildung durch Reduktion von (Ubergangs-)Metallionen mit NaBH,. SeH, wird an der Metall-
oberflache adsorbiert und zersetzt.
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doschwefelsdure (HSO3NH,) (DAMKROGER et al., 1997a; b) zur Probenldsung an. Diese Reagen-
zien entfernen die unerwlinschten N-Verbindungen auf chemischem Wege, indem sie sie

zum elementaren Stickstoff reduzieren (*Denitrifikation)".

Die Verwendung von Sulfanilamid ist dabei auf den Einsatz in Batch-Systemen beschrankt,
da sich hierbei unlésliche Reaktionsprodukte bilden, die das FI-System verstopfen wiirden.
Als Denitrifikationsmittel kommt daher fiir die FI-HG-AAS nur Amidoschwefelsaure in Frage.
Diese entfernt die Nitrit-lonen, die Intermediate der stérenden Stickoxide, gemaf folgender

Gleichung:

H*
NO, + HSO;NH, N2T+ HSO, + H,O

Ihre Einsatzmenge richtet sich dabei nach der Menge der zugegebenen Salpetersaure beim
Aufschluss. Gemal der Stdéchiometrie obiger Gleichung mussen pro mL HNO; (65%) 1,4 g
Amidoschwefelsaure zugesetzt werden, um alle interferierenden Stickstoffverbindungen zu
entfernen. Innovativ war es hierbei nun, diese zwei Arbeitsschritte (Vorreduktion und Denitri-

fikation) in einem Durchgang in der Mikrowelle auszuflihren (SCHLOSKE et al., 2002).

Da wahrend der Denitrifikation der Druck in den Aufschlussbehaltern stark ansteigt, kann es
ratsam sein, diese Stufe der Probenvorbereitung in zwei Schritten?) durchzufiihren, je nach-
dem, wie druckstabil die Einsatze sind. Abhangig vom verwendeten Mikrowellensystem ist
diese Methode praziser (Abb. 27 im Anhang) sowie zwei- bis viermal so schnell wie in einem

offenen System.

Zur Optimierung der Reduktionsparameter kamen Aliquote aufgeschlossenen Referenzmate-
rials (NIST 1570a spinach leaves und NIST 8435 whole milk powder) zum Einsatz, pur sowie
aufgestockt mit einer dem Gehalt der Aufschlussliésung in etwa entsprechenden Menge an
Se(VI). Die Selen-Wiederfindungsrate der aufgestockten Lésungen diente als Gradmesser
der Effektivitat der Selenat-Vorreduktion®), als Ergebnis zeigte sich, dass eine Reaktionszeit
von 10 min bei 150°C zu einer vollstandigen Vorreduktion fihrt (Abb. 10).

1

) Urspriinglich die Bezeichnung fiir den bakteriellen Abbau von Nitraten und Nitriten zu Stickstoff im Boden.

Falls der Maximal-Druck erreicht wird: MW stoppen, Behalter abkiihlen, Entliiften und ein zweites Mal hochfahren.
3 Matrixangereicherte Losungen sind fir solche Wiederfindungsuntersuchungen am besten geeignet, da sie - im Gegensatz zu
einer rein wassrigen Lésung - am realistischsten die Verhaltnisse bei einer Vorreduktion wiedergeben (HILL et al., 1995).
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Abb. 10 Einfluss der Vorreduktionszeit und Temperatur auf die Wiederfindungsrate von

Selen in NIST 1570a spinach leaves (Se: 117 + 9 ng g') ohne (T, A ) sowie
nach einer Aufstockung mit 2ug Se(VI) L™ (g,0) [n = 4]

5.1.4 Ergebnisse der Methodenentwicklung Selenanalytik (FI-HG-AAS)

Basierend auf den beschriebenen Einzelschritten zur Optimierung sowohl der Probenvorbe-
reitung als auch der eigentlichen Selenbestimmung mittels FI-HG-AAS wurde hiermit eine
Methode entwickelt, die exakt und zugleich schnell genug ist, um auch lange Reihen von
Untersuchungsmaterialien sicher analysieren zu kdnnen. Ganzlich neu war nun hierbei, dass
samtliche Schritte sowohl des Probenaufschlusses als auch der nachfolgenden Vorreduktion
und Denitrifikation in geschlossenen Gefaf3en in einem Mikrowellengerat ausgefuhrt wurden.
Daraus resultiert nicht nur eine enorme Zeitersparnis (gegenuber herkdmmlichen, in der
Literatur beschriebenen Verfahren), sondern auch ein weitest gehender Schutz vor Element-
verlust und Kontaminationen. Ein weiterer Beitrag zur Automatisierung und Empfindlichkeits-
verbesserung lag in der Implementierung einer selbst entwickelten, elektrisch beheizten

Atomisierungseinheit in der AAS, die somit komplett unbeaufsichtigt betrieben werden kann.
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5.2 Dingungsversuche

5.2.1 Selenanreicherung von Grassilage durch Fliussig-Blattapplikation

Bereits im Jahr 1987 wurden Befunde publiziert (HARTFIEL und BAHNERS, 1987), dass der Selen-
mangel in den Eifelbdéden auch zu extrem niedrigen Selengehalten im Weidegras fuhrt. Um
eine fur den Selenstatus des Rindes als optimal angesehene Aufnahmemenge von 4 — 6 mg
Se/Tag (EICKEN et al., 1992; KOLB und GRUN, 1995; TRAN, 1995; WOLF et al., 1998a-c) €freichen zu kénnen,
wurde ein Selengehalt von 150 — 350 pg Se kg TM" in der Silage angestrebt®). Diese Se-
lengehalte werden an dem untersuchten Standort Eifel auf Grund der niedrigen Selengehalte

der Béden in der Grassilage bisher bei weitem nicht erreicht (2,4 — 57,4 ug Se kg™ TM).

Im Jahr 1997 wurden im Rahmen eines Pilotversuchs 3 g Se ha™ in Fliissigdiinger AHL auf
zur Silagegewinnung ausgewiesene Weideflachen (60 ha) appliziert. Es konnte eine Erho-
hung des Selengehaltes im Grasaufwuchs von 37 pg Se kg™ TM (Ausgangswert) auf durch-
schnittlich 317 pg Se kg"' TM erzielt werden. Daraufhin wurde 1998 ein GroRversuch mit
5 g Se/ha® auf einer Grasflache von 1.700 ha Weideland durchgefiihrt. Zur Anwendung kam
ebenfalls wieder AHL sowie alternativ ein Suspensionsdiinger (ROSAL®); die Nullproben

wurden analog mit Stickstoffdiingern ohne Selenzusatz behandelt.

Es zeigte sich, dass

» bei Verwendung des Ammoniumnitrat-Harnstoff-Fllissigdiingers (AHL) mit der Appli-
kation von 5 g Se ha™ bzw. beim Suspensionsdiinger (ROSAL®) mit 10 g Se ha™ die
erwiinschten Selenkonzentrationen im Gras erreichbar sind und somit die Zugabe der
Selenate zum Flussigdlinger (AHL) die effektivste Diingungsvariante darstellt

» zur Erzielung der gewlinschten Selengehalte der Grasaufwuchs nach jedem Ernte-
schnitt (2—4/Jahr) neu mit Selen gediingt werden muss, da nur eine geringe Nachhal-
tigkeit gegeben ist (Abb. 11).

' Bei Beginn des Projektes war dies die Vorgabe von Prof. Hartfiel (Emeritus des Inst. f. Tierernahrung, Landw. Fak. Univ.
Bonn; beratend tatig fiir die Fa. RSW)

Abhangig davon, ob z.B. selenangereichertes Kraftfutter zugefittert wird oder zusatzlich anderes, selenreicheres Grundfutter
zur Anwendung kommt.

Diese Erhéhung von 3 auf 5 g Se ha™ fand statt, um auch bei schlechten Wetterbedingungen einen geniigend hohen Selen-
gehalt in der Silage zu erhalten — verdiinnen mit unbehandelter Silage kann man dann bei Bedarf immer noch.

2

3
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Abb. 11: Selengehalte in Grassilage nach einer einmaligen Gabe von 5 g Se ha™ [Ge-

halte im 1. und 2. Schnitt, Vergleich der beiden Diingungssysteme ROSAL®
(Suspensionsdiinger) und AHL (Flissigdinger) im Jahr 1998, n = 16]

Mithin ist es auch bei diesem extrem selenarmen Standort mdglich, durch Flissig-
Blattapplikation von Selen wahrend der Wachstumsphase den Selengehalt des Pflanze-
naufwuchses auf ein tierernahrungsphysiologisch bedeutsames Niveau anzuheben [bei den
Versuchen im Jahr 1998 z.B. von durchschnittlich 16 pyg (mind.: 3,1 ug, max.: 29,5 ug) auf
bis zu mehr als durchschnittlich 300 pg (mind.: 121 pg, max.: 572 ug) Se kg™ TM]" (Abb.
11).

Die Effizienz der Flissig-Blattapplikation zeigt folgende Bilanz (Tab. 13), aus der hervorgeht,
dass bei der AHL-Variante mehr als ein Drittel des ausgebrachten Selens von den Pflanzen
direkt aufgenommen wurde. Dies stellt einen groRen Vorteil gegentber der konventionellen
Feststoffdingung mit Selen dar, wie sie z.B. in Finnland im Rahmen des staatlich verordne-
ten Dlngungsprojektes zum Einsatz kam. Hier traten aufgrund einer unkontrollierten Anrei-

cherung des Selens im Boden stark schwankende Selengehalte im Pflanzenaufwuchs auf
(VENALAINEN et al., 1997).

' Die starken Unterschiede in den Einzelwerten lassen sich mit jeweils unterschiedlichen Witterungsbedingungen unmittelbar

nach den Applikationen erklaren (insbesondere Regenschauer wirken sich ungunstig auf die Selenaufnahme auf).
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Tabelle 13:  Effizienzvergleich der beiden Selendlingungsvarianten von Weidegras mit
AHL und ROSAL®

Variante Ertrag |Nullprobe Aufnahme |ROSAL Aufnahme | AHL Aufnahme
[kg TM ha] | [mg Se kg™ TM] [mg Se ha™"] | [mg Se kg™ TM] [mg Se ha] | [mg Se kg™ TM] [mg Se ha™]

1. Schnitt 5.000 |0,0163 82 0,1363 682 0,3133 1567

2. Schnitt 3.000 |0,0147 44 0,0351 105 0,0755 227

Gesamtaufnahme 126 787 1793

Dosierung 5000 5000

Aufnahmerate 15,7% 35,9%

Im Jahre 1999 wurde erganzend ein Grinland-Dingungsversuch unternommen, ob Calci-
umselenat’’ dieselbe Wirkung zeigt wie das bisher verwendete Natriumselenat. Dazu wurde
auf abgesteckten und markierten Parzellen (3 x 5 Meter) einer extensiv genutzten Dauerwie-
se? mit einer Handsprilhpumpe auf den jeweiligen Arealen 7,5 mg Se/15 m?-Parzelle (dies

entspricht 5 g Se ha™") in Form von Calciumselenat oder Natriumselenat ausgebracht®).

Als Ergebnis zeigte sich, dass in Lésung gebrachtes Calciumselenat dieselbe Wirkung zeigt
wie Natriumselenat (die Selengehalte sowohl im ersten als auch im zweiten Schnitt weisen

keine signifikanten Unterschiede zueinander auf).

Dies bestatigten auch die Praxisversuche des Jahres 1999. Bei der AHL-Variante (Flussig-
dinger) ergaben sich im Durchschnitt die ahnlichen bis gleichen Ergebnisse wie im Jahr
zuvor, bei der Diingung mit ROSAL® (Suspensionsdiinger) zeigte sich nach einer Erhéhung
der Dosierung von 5 g Se ha™ auf 10 g Se ha™, dass sich die Werte denen der AHL-Variante

(mit 5 g Se ha™") anglichen.

1
2

Kommerziell liefersicherer und guinstiger erhaltlich.

Mit Eifel-typischem Bewuchs: Raygras, Wiesenrispe, Wiesenschwingel, Kammgras, Wiesenkrauter.

® Die Parzellen waren durch Abstandsparzellen voneinander getrennt; auBerdem wurde eine unbehandelte Parzelle zur
Kontrolle untersucht.
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Abb. 12: Selengehalte in Grassilage nach einer einmaligen Gabe von 5 g Se ha™

(Gehalte im 1. und 2. Schnitt, Vergleich der beiden Salze Natriumselenat und
Calciumselenat im Jahr 1999, n = 9)

5.3  Fltterungsversuche
5.3.1 Selenanreicherung in Milch nach Fitterung selenangereicherter Grassilage

Im Rahmen von Praxisversuchen wurden in den Jahren 2000 bzw. 2001 auf zwei Hofen (A
und B) Milchkihe der Rasse Schwarzbuntes Niederungsvieh zunachst mit Grassilage aus
nicht selengediingten Parzellen, dann mit selenangereicherter Grassilage und in der Regel

wirtschaftseigenem Kraftfutter unter Ausschluss weiterer Selenquellen gefuttert.

Die durchschnittliche tagliche Grassilage-Aufnahme lag bei 12 kg TM/Tier und 5 kg TM Kraft-
futter; die durchschnittliche tagliche Milchleistung bei ca. 17,25 kg/Tier. Die zu den Untersu-
chungen verwendeten Milchproben entstammten den Sammelgemelken der jeweiligen Her-
den (Hof A: 25 Tiere, Hof B: 40 Tiere).

Bei einem ersten Versuch im Jahr 1999 zeigte sich eine Steigerung von durchschnittlich
14 ug Se L Milch (Werte der Kontrollgruppe) auf durchschnittlich 38 ug Se L™ (siehe Tab.
23 im Anhang) nach Selen-Flissig-Blattapplikation.
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Aulerdem konnte gezeigt werden, dass die Zufuhr von Selen in anorganischer Form [z.B.
als Mineralfutter (30 — 80 mg Se kg’ FM), als kommerzielles Kraftfutter (gesetzlicher
Hochstwert laut Futtermittel-VO™: 500 ug Se kg™ FM), als selenhaltige Lecksteine, durch
tierarztliche Injektionen, intraruminal applizierte Pellets oder Boli] zwar zur Verbesserung der
Gesundheit der Rinder beitragen kann, aber die Selenkonzentration in der Milch nicht we-

sentlich erhoht wird.

Bei allen in den darauf folgenden Jahren durchgefiihrten Untersuchungen bestatigte sich,
dass sich nach Fitterung der Kiihe mit selenangereicherter Grassilage (> 100 pg kg™ TM)

die Selengehalte in den Milchproben ebenfalls signifikant erhéhen.

Verdeutlicht wird dieser Befund anhand der Auswertung des in Abb. 13 skizzierten Futte-
rungsversuchs (Jahr 2000, Milchkihe des Hofs A): Durch Fitterung aus Silos mit Grassila-
gen unterschiedlicher Selengehalte wurde die Selenzufuhr durch dieses Grundfutter von
46 pg kg™ T™M auf 113 ug kg™ TM und spater auf 227 pug kg™ TM gesteigert.

Die Selengehalte der Milchproben stiegen analog ebenfalls stufenweise von 37,9 ug kg™ T™M
(= 4,6 pug Se L™? auf zunachst ca. 100 pg (= 12,1 ug Se L) und dann bis auf ca. 170 ug
kg”" TM (= 20,6 ug Se L ™).

Parallel wurde Ende Oktober aus tiergesundheitlichen Griinden auch mit anorganischem
Selen versetztes Mineralfutter verabreicht (~100 g/Tier, entspricht ~10 mg SeO3*). Dies
zeigte jedoch in Ubereinstimmung mit den bereits diskutierten Befunden aus dem Vorver-
such des Jahres 1999 keine erkennbaren positiven Auswirkungen auf den Selengehalt der
Milch [der mittlere Selengehalt sank sogar leicht von 107,6 (= 13,0 ug Se L) auf 98,8 ug Se
kg" TM (= 11,9 yg Se L™) (Abb. 13)].

' EC Directive 70/524 (MAFF, 2000).
2 Umrechnung ausgehend von durchschnittlich 12,1% TM in Vollmilch (siehe Tab. 23 im Anhang).
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Abb. 13: Selengehalt der Milch (Vollmilch) in Abhangigkeit vom Selengehalt der

Grassilage

Die allenfalls geringe Auswirkung von Gaben mit anorganischem Selen ist durch Beobach-
tungen von ComBS und CoMBS (1986) sowie WOLFFRAM (1991) plausibel. Sie fanden, dass
im Pansen von Milchkuhen eine Reduktion von anorganischem Selenit und Selenat zu nicht
mehr resorbierbaren Metallseleniden stattfindet, und zwar in betrachtlichem Ausmaf (bis zu
70%).

Die Beobachtung, dass der Selengehalt der Milch durch Zufuhr von Selen in anorganischer
Form nicht wesentlich erhéht wird, bestatigen auch die Ergebnisse der Arbeiten von ORTMAN
und PEHRSON aus den Jahren 1995-99 (PEHRSON und ORTMAN, 1995; ORTMAN und PEHRSON, 1997;
1999): Diese Autoren berichten Uber eine signifikante Steigerung der Selengehalte der Milch
bei einer Milchvieh-Gruppe, die mit organischem Selen angereichertes Futter erhielt (3 mg
Selen in Form von Selenhefe/Tag); im Gegensatz dazu konnten bei zwei Gruppen, denen
Natriumselenit bzw. —selenat (3 mg Selen in Form des jeweiligen Selensalzes/Tag) verab-

reicht wurde, keine signifikanten Steigerungen gegeniiber der Nullgruppe erzielt werden™.

' Zu shnlichen Schlussfolgerungen kommt LEIBETSEDER in seinen 2000 bzw. 2001 vorgestellten Untersuchungen. Hier lie3

sich durch die Gabe von 5 mg Se/Tier und Tag sowohl in anorganischer (Natriumselenit) als auch organischer Form (selen-
angereicherte Hefe) eine Erhéhung des Milchselengehaltes gegeniiber der Kontrollgruppe (1 mg Se/Tier und Tag) erzielen.
Allerdings zeigte sich auch hier, dass die Gabe von organisch gebundenem Selen die wirksamere Supplementierungsform
darstellt: Die Selengehalte der organisch-supplementierten Milchproben lagen nach 105 Tagen um den Faktor > 2,5 Uber
denen der anorganisch-supplementierten Proben (sowie um den Faktor > 6 UGber der Kontrollgruppe). Die gleiche Kernaussa-
ge, namlich dass eine signifikant starke Erhéhung des Milchselengehaltes nur mit der Verfiitterung von Selenhefe erzielt
werden kann wurde auch von GIVENS et al. (2004) nach vom Aufbau her ahnlichen Versuchen getroffen.
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Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Steigerungen des Milchselengehaltes legen daher
den Schluss nahe, dass flussig auf Weidegras appliziertes Selenat von den Pflanzen zu
organisch gebundenem Selen') assimiliert wird, da nur diese Selenspezies eine solche Er-

hoéhung der Selenkonzentration in der Milch bewirken kénnen.

Aus dem oben dargestellten Versuch (Abb. 13) lasst sich aulerdem Uberschlagig der Anteil
der von der Kuh Uber die Milch abgegebenen Selenmenge in Relation zur tGber die Grassila-
ge aufgenommenen Selenmenge abschatzen: Bei einer taglichen Aufnahme von 12 kg
Grassilage-TM (Selengehalt: 226,9 ug kg™ TM) ergibt sich eine tagliche Selenaufnahme der
Kuh von 2,723 mg. Bei einem resultierenden Selengehalt der Milch von ca. 170 pg Se kg™
Milch-TM bzw. 20,57 ug Se kg™ Vollmilch?) und einer durchschnittlichen taglichen Milchleis-
tung von 17,25 kg je Kuh ergibt sich eine durchschnittliche tagliche Ausscheidung von 355
Mg Selen Uber die Milch. Mithin wurden am Ende des in Abb. 13 dargestellten Versuchs ca.

13%* des aufgenommenen Selens (iber die Milch wieder abgegeben.

Um den Zusammenhang zwischen den Selengehalten der Futter-Grassilage und der Milch
noch exakter erfassen zu kénnen, wurden im Januar 2001 bei einem ausgewahlten Betrieb
(Hof B) mit 3 Futtersilos (unterschiedliche Selengehalte in der Silage) alle zwei Tage die
Milchselengehalte verfolgt (Abb. 14). Bis einschliellich dem 07.01. wurde Uber einen Zeit-
raum von mehreren Wochen aus Silo 1 (144,4 ug Se kg™ TM) gefiittert, was zu einem Gehalt
von ca. 13 ug Se L™ Milch fiihrte. Bereits zwei Tage nach Umstellung auf Futter aus Silo 2
(664,8 pg Se kg’ TM) war eine, wenn auch noch geringe, Erhéhung des Milchselengehalts
nachweisbar. In den darauf folgenden Tagen war eine relativ gleichmafige Steigerung des

Selengehalts zu beobachten.

Am 14.01. wurde dann, zu einem kleineren Anteil, Futter mit geringerem Selengehalt aus
Silo 3 zugemischt. Aufgrund der Tatsache, dass in der Folge die Milchselengehalte starker
als erwartet abnahmen, wurde geschlossen, dass die Inhalte der Silos schlecht vermischt
waren, so dass die Futteraufnahme der Tiere hauptsachlich aus Bestanden des frischeren
Silos 3 erfolgte. Als daraufhin sorgfaltiger gemischt wurde, begann zwei Tage danach erneut
ein stetiger Anstieg der Milchselengehalte. Die Ergebnisse dieses Versuchs belegen deut-
lich, dass der Milchselengehalt sehr rasch, innerhalb von 24 — 48 Stunden, dem steigenden

bzw. sinkenden Selengehalt im Grundfutter folgt.

' Dies ist auch bei einer Aufnahme (iber die Wurzeln der Fall (STADLOBER et al., 2001).
2 Umrechnung ausgehend von durchschnittlich 12,1% TM in Volimilch (siehe Tab. 23 im Anhang).
* Bei GIVENS et al. (2004) ergab sich bei ihren Selenanreicherungsversuchen in der Milch eine Ubertragungsrate von 10,9%.



Kap. 5 Ergebnisse und Diskussion 104

26

?\5:&1
4
24 ~Sy
5 22 8.1.-14.1. Silo 2
= mit
c 2
o= 664,8 ug Se’kg TM
3 20 A 277
8 : ; . besser
> 6 t 15.1. Silo 3 mit
] % sei )
18 85,4 ug Selkg T™M durchmischt
lose gemischt mit
16 pis 7.1. silo 1 5 Silo 2
mit 144,4 ug 3
14 Selkg TM &N
05 <9
12 ‘ ‘
Q. Os 2N 12} 7. 7 75 7> 7 2 25 EN
k207‘07 ‘ 0207 0207 ‘907‘07 707‘07 007‘07 ‘ 07‘07 0707 k90707 70)4' O, 0707 0707
Abb. 14: Verlauf des Milchselengehaltes in Abhangigkeit vom Selengehalt der Silage

(Erlauterungen siehe Text)

Um abschatzen zu kénnen, ob die Hohe des Selengehaltes der Milch die Verteilung des
Selens auf die verschiedenen Milchfraktionen beeinflusst, wurden 11 Proben (mit unter-
schiedlichen Selengehalten) aus verschiedenen Milch erzeugenden Betrieben der Versuchs-
region fraktioniert und analysiert (Abb. 15). Dabei stammen die in Abb. 15 rechts gruppierten

Proben von Tieren, die vorher mit selenangereicherter Silage gefuttert wurden.

Bei den nicht mit Selen angereicherter Silage gefiitterten Tieren zeigten sich in den Milch-
proben etwa gleich hohe Selenkonzentrationen in den Kasein- und Molkenproteinfraktionen.
Bei allen selenreicheren Proben dagegen enthielten die Molkenproteine einen grofieren
Selenanteil als die Kaseine (besonders deutlich bei den Proben 5, 7 und 10). Anscheinend
wird in diesen Fallen das durch die Blattapplikation zusatzlich aufgenommene Selen bevor-
zugt in die Molkenproteine eingelagert. Dies kdonnte damit zusammenhangen, dass in den
Molkenproteinen der Anteil an Thioaminosauren mit 5,4% hdher liegt als der in den Kasei-
nen (3,3%). Mdglicherweise wird bei einem erhéhten Angebot an Selen der Schwefel in
diesen Aminosauren teilweise durch Selen ersetzt [aufgrund der héheren nukleophilen Reak-
tivitat des Selens bilden sich bevorzugt C-Se-Bindungen, selbst wenn alkylierbare Schwefel-

verbindungen in groBem Uberschuss vorliegen (SCHRAUZER, 1998)].
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Zur Absicherung dieser vorlaufigen Schlussfolgerungen sind weitere Untersuchungen mit
héheren Probenzahlen erforderlich.
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Abb. 15: Selengehalte der Milchproben und ihren Proteinfraktionen
(Probenzuordnung siehe Text)

Bei zusatzlicher Bericksichtigung des gemessenen Durchschnittsproteingehalts der unter-
suchten Milchproben von 3,53% (+ 0,30%) und der Relation von 76-86 zu 14-24 der Gehalte
von Kasein zu Molkenproteinen in diesen Proben, lasst sich abschatzen, dass das in der
Milch enthaltene Selen lberwiegend in den Proteinen gebunden ist: Bei den hier untersuch-
ten Proben zu 35 — 63% in der Kaseinfraktion und zu 15 — 28% in den Molkenproteinen. Dies
soll am Beispiel der Probe 10 erlautert werden: Diese Vollmilch-Probe hat eine Trockenmas-
se von 12,1%, einen Selengehalt von 176 ug kg TM und einen Proteingehalt von 3,55%.
Das Protein besteht zu 79% aus Kasein und zu 18% aus Molkenproteinen. Mithin entfallen
2,80 g Kasein und 0,64 g Molkenprotein auf 12,1 g Milch-TM bzw. 231 g Kasein kg™ Milch-
TM und 53 g Molkenprotein/kg Milch-TM. Gemessene Selengehalte von 280,2 ug kg™ Ka-
sein bzw. 530,4 ug Se kg Molkenprotein entsprechen 64,7 ug Se/231 g Kasein bzw. 28,1
Mg Se/53 g Molkenprotein. Somit errechnet sich fir Probe 10, dass 36,8% des gesamten
Selens (176 ug kg™ Milch-TM) in Kasein und 16,0% in den Molkenproteinen gebunden sind.
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Die bisher publizierten Ergebnisse (MATHIAS et al., 1967; YOSHIDA et al., 1981; DEBSKI et al., 1987; DE-
SCHUYTERE et al., 1987; VAN DAEL et al., 1991; RODRIGUEZ et al., 1997) zur Verteilung des Selens auf Mol-
kenproteine und Kasein sind zum Teil widersprichlich, grétenteils unvollstandig (haufig
fehlen Werte fir die Molkenproteine) und dadurch schwer untereinander und mit den hier

gefundenen Daten vergleichbar (siehe Tab. 14).

Tabelle 14: Literaturwerte zu Selengehalten in der Milch und ihren Proteinfraktionen

Selengehalt Anteil des Selens |absoluter Wert Anteil des Selens  |absoluter Wert Autoren

der Milch im Kasein (Kasein TM) in Molkenproteinen |(Molkenprotein TM)

98 ugL” 60% MATHIAS et al., 1967

64 ug L” 40% YOSHIDA et al., 1981

10ug L’ 29% DEBSKI et al., 1987

11-14 pgkg” T™ 140-160 ug kg’ TM 610-720 pg kg” TM|DESCHUYTERE et al.,

1987

10,6-11,2 ug kg” T™ 55-75% 153-355 ug kg’ TM 17-38% 130-270 ug kg’ TM|VAN DAEL et al., 1991

16+/-51 ug L’ 75,1% 108+/-37 ug kg™ RODRIGUEZ et al.,
™ 1997

Es fallt auf (Abb. 15), dass auch bei ahnlichen Selengehalten in der Vollmilch die Verteilung
des Selens auf die beiden Hauptproteinkomponenten starken Streuungen unterliegt. Uber
die Ursachen kénnen hier nur Vermutungen angestellt werden: In Frage kommen u.a. unter-
schiedliche genetische Dispositionen, Fitterungseinflisse, speziell auf die Selenaufnahme
antagonistisch oder synergistisch einwirkende (Spuren-)Elemente oder auch hormonelle

Ursachen.

Festzuhalten bleibt, dass eine Erhdéhung der Zufuhr organisch gebundenen Selens zu einer
Erhéhung des Milchselengehaltes fiihrt und die Selengehalte der beiden Proteinkomponen-
ten Kasein und Molkenprotein deutlich angehoben werden, wobei sich beim Durchschnitt der

untersuchten Proben die Selenkonzentration in den Molkenproteinen am starksten erhohte.

5.3.2 Untersuchung der Bioverfugbarkeit des Selens in Milch und Milch-
Fermentationsprodukten

Erganzend zu den quantitativen Aussagen Uber den Selengehalt in der Milch bzw. deren
Proteinfraktionen wurde auch der Versuch unternommen, die Bioverfligbarkeit der enthalte-
nen Selenspezies zu ermitteln. Dazu wurde die von MILLER et al. (1981) entwickelte", von
SHEN et al. (1993) erstmals auf Selen in Milch angewandte und von BUTH (2001) validierte

In-vitro-Methode zur Bestimmung der Dialysierbarkeit des Selens herangezogen.

' Zur Untersuchung der Bioverfligbarkeit von Eisen aus komplexen Mahlzeiten.
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Proben nativer und selenangereicherter Milch sowie daraus hergestellter Fermentationspro-
dukte (Joghurt"-Kultur: klassisch und ,Joghurt“-Kultur: L+ [probiotisch]) wurden dem In-vitro-
Verdauungsprozess unterworfen und die erhaltenen Digestate (Dialysate und Retentate)

einer Selenanalyse mittels ICP-MS zugefiihrt?).

Der durch die Digestitionsenzyme eingebrachte Selen-Blindwert lag aber so hoch, dass bei
keiner der Proben eine gesicherte Quantifizierung Uber der Bestimmungsgrenze erzielt wer-
den konnte® (siehe Tab. 24 im Anhang). Daher musste die Fragestellung beziglich der Bio-
verflgbarkeit sowohl des nativ vorhandenen als auch des zusatzlich eingebrachten Selens

unbeantwortet bleiben.

5.3.3 Beitrag der Selenanreicherung in Milch zur Verbesserung der humanen Selen-
versorgung

Mit Hilfe der Flissig-Blattapplikation auf Weidegras lasst sich das essentielle Spurenelement
Selen schon zu Anfang der Nahrungskette einfach und gut dosierbar in diese einbringen, so
dass von Beginn an die positiven Effekte des Selens in allen Stufen zum Tragen kommen.
Der madgliche Beitrag eines dadurch erhdhten Milchselengehaltes zu einer verbesserten
Selenversorgung der Bevélkerung lasst sich mit Hilfe einer Uberschlagsrechnung abschét-
zen: Zurzeit liegt der mittlere tagliche Milchkonsum bei 229 g sowie der durchschnittliche
Verzehr von Milchprodukten (vor allem Kase) bei 40 g (KIEFER et al., 2002). Berlicksichtigt man
einen durchschnittlichen Selengehalt (in Deutschland) in der Milch von 14,1 ug kg™ (souci et
al., 2000*) bzw. in den Milchprodukten von 10—-80 pg kg™ (BACH et al., 1990) ergibt sich eine durch-

schnittliche tagliche Selen-Aufnahme Uber diese Produktgruppe von etwa 3,6—6,4 ug.

Steigern liel3e sich diese Aufnahmemenge durch eine Erhdhung des Milchselengehaltes (wie
in den obigen Versuchen durchgefiihrt); allerdings sind dem aus tiergesundheitlichen Griin-
den Grenzen gesetzt: Ab einer regelmalligen Aufnahmemenge von mehr als 8,4 mg Se/Tag
bzw. 0,54 mg Se kg”' TM kann es zu Leberschaden und Leistungsminderungen des Milch-

viehs kommen (KOHLER et al., 1993; 1994; WOLF, 1998c).

Joghurt ist ein Sauermilcherzeugnis, das ausschlieRlich aus den Bakterienstdmmen Streptococcus thermophilus und Lacto-
bacillus bulgaricus hergestellt werden muss. Joghurtéhnliche Sauermilcherzeugnisse, die nicht mit diesen Bakterienkulturen
hergestellt werden, dlrfen nicht als Joghurt bezeichnet werden (z.B. Bioghurt, Biogarde, Sanoghurt).

Die Multielementanalyse wurde durch ICP-MS mit Kollisions-Zellentechnik in Kooperation mit Dr. C. Thomas von der Firma
Micromass (Dortmund) durchgefiihrt.

Weder mittels lonen-Paar- noch Reversed Phase-Analytik.

* Siehe auch eigene Untersuchungen: 14 ug L™ (Kap. 5.3.1), publiziert in WALDNER et al., 2000.
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Legt man eine fur Milchkihe noch gesundheitlich positiv wirkende Aufnahmemenge von
6 mg Se/Tag zugrunde, so kann von einem Milchselengehalt von 45 pg/L" und dementspre-
chend von einer durchschnittlichen taglichen Selenaufnahme Uber diese Produktgruppe von
etwa 11,5-20,5 pg? ausgegangen werden. Dies wiirde im Schnitt in etwa einer Verdreifa-
chung bzw. einer Steigerung um 11 ug Se/Tag gegeniber dem Ausgangswert bedeuten.
Geht man von einem durchschnittlichen Versorgungsstatus der deutschen Bevdlkerung von
35,5 ug Se/Tag aus (siehe Tab. 5) und strebt als Mindestwert die von der EU empfohlene
Aufnahmemenge von 56 ug Se/Tag bzw. eine von vielen Autoren empfohlene héhere Dosis
an, so wurde dieser Wert durch selenangereicherte Milch(-Produkte) allein nicht zu erreichen

sein. Diese kdnnten jedoch einen wichtigen Beitrag dazu leisten.

Weiter erh6hen lielRe sich diese Aufnahmemenge jedoch durch einen gezielten Einsatz von
selenangereicherten Molkenproteinen bei der Herstellung von Milch- sowie anderen Le-
bensmittelprodukten. Technologisch interessante Aspekte der Molkenproteine sind bei-
spielsweise ihre gute Loslichkeit auch in stark saurem Milieu, was ihre Verwendung z.B. in
Fruchtsaften ermoglicht. Multifunktionell einsetzen lassen sie sich in der Joghurtherstellung.
Hier wirken sie aufgrund ihrer Gelbildungseigenschaften strukturgebend und stabilisierend
und dienen insbesondere in probiotischen Produkten als Substrat fur die eingesetzten Milch-
saurekulturen. Grundsatzlich lassen sich die Molkenproteine mit ihren guten Gelbildungsei-

genschaften auch in vielen weiteren Lebensmittelgruppen erfolgreich verwenden?®.

In den durchgefiihrten Versuchen konnten Gehalte von > 500 pg Se kg™ Molkenprotein-TM
erzielt werden (Abb. 15), womit sich diese Proteinfraktion als Milchkomponente mit der
hdchsten Selenkonzentration herauskristallisierte.

Hauptanwendungsgebiete der auch ernahrungsphysiologisch wertvollen*” Molkenproteine
sind bisher Sauglings- und Kleinkindnahrung, diatetische Lebensmittel sowie Sportlernah-
rung. Ein auslobbar hoher Selengehalt dieser Produkte ware ein weiterer Zusatznutzen, der
durch diese Nahrungsmittel geboten wiirde, die somit als Functional Food® ihren Beitrag zur

Selenversorgung der Bevodlkerung leisten kdnnten.

Dieser Wert ergibt sich gemaR der Extrapolation, dass bei einer Aufnahme von 2,7 mg Se/Tag ein Milchselengehalt von
20,57 ug kg resultiert (Kap. 5.3.1). Laut GIVENS et al. (2004) besteht eine Linearitét der alimentéren Selenaufnahme zum
Milchselengehalt bis zu einem Gehalt von mindestens 80 pg L.

Rechnerisch gemaR der Erhéhung des Milchselengehaltes von 14,1 auf 45 ug L™ (Faktor 3,2).

Zu nennen ware die Zugabe zu fettarmem Wurstbrat, als Dickungsmittel in Sof3en, als Kristallisationshemmer von Wasser in
Eiskrem, in Backwaren als Retrogradationsverzogerer, in Stiiwaren als Hemmer der Zuckerkristallisation.

Molke wurde bisher Ublicherweise grofitenteils als billiges Tierfutter entsorgt bzw. in friheren Zeiten ins Abwasser geleitet
oder auf Feldern verspriiht. Aufgrund der immer weiter steigenden Abwasserabgabekosten und der veranderten Verarbei-
tungsstrukturen in den Molkereien wird daher die Entwicklung geeigneter Aufarbeitungsverfahren und ,Veredlungsméglich-
keiten“ immer notwendiger (BELITZ et al., 2001).

Kurzbezeichnung von Physiologically-Functional Food. Definition: ,The food must be derived from natural substances, is
intended for consumption as part of the daily diet, and has a targeted physiological function when ingested“ (REGESTER et

al., 1996).
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5.4  Selenanreicherung von Getreide durch Flussig-Blattapplikation

5.4.1 Einfluss der Selen-Blattapplikation auf die Selengehalte in Getreidekdrnern

Die dramatische Verschlechterung des gesamteuropaischen Selenstatus in den vergange-
nen 25 Jahren wird in einer Reihe von Studien mit der Reduzierung der nordamerikanischen,

besonders selenreichen Getreideimporte in Verbindung gebracht (MACPHERSON et al., 1993; 1997;
RAYMAN, 1997; SCHRAUZER, 1998).

Nach den erfolgreich verlaufenen Versuchen bezlglich einer Selenanreicherung von Weide-
gras bzw. daraus gewonnener Silage wurde daran anknipfend untersucht, ob sich auch

Getreide derart in seinem Selengehalt steigern lasst.

Verglichen wurden die Selengehalte von Winterweizen, Sommer- und Wintergerste, die im
Rahmen eines ersten Praxisversuchs auf ausgewahlten Anbauflachen jeweils ohne bzw. mit
fliussigen Selenapplikationen angebaut wurden. Die ungediingte Weizenprobe und der mit
7 g Se ha™ (Ernte 2000) bzw. 5 g Se ha™ (Ernte 2001) gediingte Weizen (Triticum aestivum
L.) wurden von zwei nebeneinander liegenden Parzellen (Standort Obersteden) gewonnen.
Die beiden Felder unterschieden sich 2001 allein in der Fruchtfolge des Vorjahres". Kii-
ma/Wetter, Boden, Sorte, Aussaat- und Erntezeitpunkt sowie die Lagerungsbedingungen

waren ansonsten gleich.

Die Selenapplikation erfolgte in Kombination mit einem Stickstoff-Flussigdiinger (AHL), dem
5 bzw. 7 g Selen (als Na,SeO,4 ha™') zugesetzt wurde; die Nullprobe wurde analog mit dem
Stickstoff-Flissigdinger ohne Selenzusatz behandelt. Am selben Standort wurden in glei-

cher Weise die Selendiingungsversuche mit der Sommer- und Wintergerste durchgefuhrt.

Die Ergebnisse der Selenbestimmungen in den beim Praxisversuch gewonnenen Getreide-
proben sind in Tab. 15 sowie zusatzlich (zur besseren Ubersicht) in Abb.16 zusammen-

gestellt?).

Auf der Parzelle, auf der die Selendiingung angewandt wurde, wurden im Vorjahr zur Stickstofferhdhung Leguminosen
(Erbsen) angebaut und eingepfllgt.

Die Tatsache, dass die analysierten Se-Gehalte nicht proportional mit der Menge des ausgebrachten Selens erhoht wurden,
durfte Uberwiegend auf unterschiedliche Witterungseinfliisse wahrend und unmittelbar nach der Ausbringung des Selens im
Jahr 2000 (trockene Wetterlage) bzw. 2001 (Regenschauer) zurtickzufihren sein.
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Tabelle 15:

Flissig-Blattapplikation mit Selen angereichert (jeweils n = 6)

Selengehalte in Getreideproben verschiedener Herkunft, teilweise infolge

Standard-
Herkunft Ernte- Selen%ehalt abweichung
jahr Mg kg” T™M ug kg
Winter_\(veizen Ober§teden 2000 8.0 74
ungediingt Eifel
Winterweizen Obersteden
gediingt (7g Se ha™) Eifel 2000 2206 4.5
Wlnteryvelzen Ober§teden 2001 9.0 6.2
ungediingt Eifel
Winterweizen Obersteden
gediingt (5g Se ha™) Eifel 2001 1090 5.5
Winterweizen Deutschland” 20
(Variation von <10 bis 90)

Weizen Nordamerika 597

(eigene Analyse) 2001 6.5
Weizen Nordamerika" 450

(Variation von 40 bis 1500)

Somm?rgerste Ober§teden 2000 93 1,0
ungedingt Eifel
Sommergerste Obersteden
gediingt (7g Se ha™) Eifel 2000 322.,8 2.9
Wlntergerste Ober§teden 2001 205 06
ungedingt Eifel
Wintergerste Obersteden
gediingt (5g Se ha™) Eifel 2001 2874 3,1

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Analysen bestatigen, dass der Selenmangel in den Eifel-

bdéden auch bei Getreiden zu extrem niedrigen Selengehalten im Erntegut flihrt. Weiterhin

kann gezeigt werden, dass es durch Flissig-Blattapplikation von Selen wahrend der Wachs-

tumsphase auch bei einem extrem selenarmen Standort mdglich ist, den Selengehalt des

Weizens auf ein ernahrungsphysiologisch bedeutsames Niveau (von < 10 ug auf bis zu mehr

als 200 pg kg”' TM) anzuheben (siehe Tab. 15 und Abb.16). In Gerste wurde sogar eine

noch deutlichere Steigerung des Selengehaltes in Folge der Selendiingung beobachtet.

Zwar konnten bei den durchgefihrten Dingungsversuchen die in nordamerikanischem Wei-

zen (iblichen Selengehalte von durchschnittlich 450 pg kg™ TM bisher nicht erreicht werden;

dies sollte jedoch durch eine entsprechende Erhéhung der pro Hektar ausgebrachten Se-

lenmenge mdglich sein.

' Literaturwert: BOSSELMANN et al., 1991.
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Abb. 16 Selengehalte in Getreideproben verschiedener Herkunft, teilweise infolge

Flissig-Blattapplikation mit Selen angereichert

Eine (iberschlagige Bilanzierung ergibt, dass bei einer Dosierung von 7 g Se ha™, einem
Ertrag von ca. 9 t ha” und einem durchschnittlichen Selengehalt von 220 ug Se kg TM
(Winterweizen) bzw. 300 pg Se kg TM (Durchschnitt von Sommer- und Wintergerste) es zu
einer Aufnahmerate von 26 — 39% des ausgebrachten Selens kommt — Werte ganz ahnlich

denen bei der Silage (siehe Kap. 5.2.1).

5.4.2 Weizenmahlversuche

Weiterhin wurden Vergleiche von Mahlversuchen mit selengediingtem gegeniber ungediing-
tem Winterweizen und Proben von nordamerikanischem Muihlenweizen angestellt. Ziel war
die Uberpriifung, ob zusatzlich aufgebrachtes Selen dasselbe Verteilungsmuster in den

Mabhlfraktionen aufweist wie nativ aus dem Boden aufgenommenes Selen (US-Weizen) so-
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wie ob der Selengehalt mit dem Aschegehalt korreliert (Mohskurve) oder mit der Verteilung

der Proteine in den Mahlfraktionen.

In Anlehnung an die Standardmethode Mahlversuch-Weizen (AGF, 1994) wurde Backweizen
(Triticum aestivum L.) der Ernte 2001 des Standorts Obersteden/Eifel (Nullprobe und selen-
angereichert, 5 g Se ha™) sowie US-Weizen (DNS) aus dem laufenden Miihlenbetrieb ver-
mahlen. Nach der Netzung auf 15,5% (Inland) bzw. 16,5% (DNS) Feuchte erfolgte das Ab-
stehen Uber Nacht. Fir die Vermahlung wurde eine Labormiihle mit Kleieschleuder (250 um)

eingesetzt; es folgte eine Nachmehlsiebung tGber 224 ym aus dem Schleudermehl.

Die so erhaltenen sechs Fraktionen (Siebzehnte Durchfiihrungs-vVO, 1982):
Mehl 1

Mehl 2

GrielRkleie

Nachmehl

Feinkleie

Grobkleie

wurden den weiteren Untersuchungen zugefuhrt.

YV V. V V V V

Berechnung der Aschekurve (Siebzehnte Durchfiihrungs-VO, 1982):

Die Fraktionen wurden nach ihrem Aschegehalt aufsteigend geordnet und die Aschegehalte
mit dem Mengenanteil der Fraktion gewichtet (Aschezahl). Die kumulierten Aschezahlen
wurden auf die erreichte Ausbeute bezogen und somit fortschreitend die Mischungsasche

der Fraktionen berechnet.

Berechnung der Selen- und Proteinkurven: Bei gleicher Anordnung der Fraktionen wurden

die Gehalte an Selen bzw. Proteinen kumuliert.

Das uber den Boden aufgenommene Selen wird bei allen Getreidepflanzen in Selenomethi-
onin umgewandelt und in das Pflanzeneiweild eingebaut (EDELBAUER und SPANISCHBERGER, 2000;
STADLOBER et al., 2001). Es ergab sich die Frage, ob dies in gleichem Male auch beim flussig

applizierten Selen der Fall ist.
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Um eine erste grobe Abschatzung dieser auch ernahrungsphysiologisch wichtigen Fragestel-
lung vornehmen zu kénnen, wurde das Korn folgender Proben nach MalRgabe der Stan-
dardmethoden vermahlen und fraktioniert (AGF, 1994):

1. Winterweizen (Standort Obersteden/Eifel), ohne Se-Diingung (Nullprobe)

2. Winterweizen (Standort Obersteden/Eifel), mit Se-Diingung (5g ha™")

3. nordamerikanischer Weizen (DNS) aus dem laufenden Muihlenbetrieb

Fir Proben aus den so erhaltenen Mahlfraktionen wurden dann die Protein- (siehe Abb. 17),
Selen- (siehe Abb. 18) sowie die Aschegehalte bestimmt. Ein analoger Verlauf fir die daraus
berechneten kumulierten Asche-, Selen- und Proteinkurven wiirde auf eine von der Aufnah-
meart (aus selenreichem Boden bzw. durch Flussig-Blattapplikation) unabhangige Verstoff-

wechselung des Selens in der Getreidepflanze hinweisen.

25

Eiweil3 [%/TM] @ Nullprobe (Eifel)
21,27
O mit Se (Eifel) 20,55

20
M nordam. Weizen

Beschittung Mehl 2 Mehl 1 Nachmehl GrieRkleie Feinkleie Grobkleie
1.Schrot

Abb. 17: Proteingehalte der untersuchten Mahlfraktionen [Nullprobe (Eifel, ungediingt);
Eifel, selengediingt (5 g Se ha™); nordamerikanischer Weizen]
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Abb. 18: Selengehalte der einzelnen Mahlfraktionen [Nullprobe (Eifel, ungedingt);
Eifel-Weizen, selengediingt (5 g Se ha™); nordamerikanischer Weizen]
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Abb. 19: Aschekurve sowie die in analoger Weise berechneten Selen- und

Proteinkurven der Mahlfraktionen der Nullprobe
(Eifel-Weizen, ohne Selenapplikation)
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Abb. 20: Aschekurve sowie die in analoger Weise berechneten Selen- und

Proteinkurven der Mahlfraktionen der selengediingten Eifel-Weizenprobe
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Abb. 21: Aschekurve sowie die in analoger Weise berechneten Selen- und

Proteinkurven der Mahlfraktionen des nordamerikanischen Weizens
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Die erhaltenen Aschekurven sind der Mohs’schen Standardkurve gleichermaf’en gut ange-
nahert. Auch die Proteinkurven zeigten qualitativ einen sehr ahnlichen, leicht ansteigenden
und offensichtlich von Standort und Selenapplikation unabhangigen Verlauf. Der erhéhte
Proteingehalt in der mit Selen gediingten Eifel-Weizenprobe gegenilber der ungediingten
dirfte im Wesentlichen auf eine unterschiedliche Fruchtfolge auf den Parzellen (Legumino-

senanbau auf dem mit Selen gediingten Areal) zurlickzuflihren sein.

Fur die errechnete Selenkurve beim US-Weizen (Selen aus dem Boden) ergibt sich ein im
Vergleich zur Proteinkurve parallelverschobener, ebenfalls leicht ansteigender, sehr ahnli-
cher Verlauf wie bei der Proteinkurve. Offensichtlich wird das aus dem Boden aufgenomme-
ne Selen gleichmalig auf die in den einzelnen Mahlfraktionen enthaltenen Weizenproteine
verteilt eingebaut. Die Selenkurven der Mahlfraktionen beider Weizenproben aus der Eifel
verlaufen dagegen fast parallel zur Abszisse. Diese Beobachtung kdnnte einerseits darauf
hinweisen, dass die Verstoffwechselung des Selens in der Weizenpflanze bei der Aufnahme
Uber das Blatt anders verlauft als Uber den Boden. Denkbar ist auch, dass die offenbar
gleichmaRige Verteilung des Selens auf die Proteinfraktionen beim nordamerikanischen
Weizen auf einen Sattigungseffekt der an diesem Standort reichlich mit Selen versorgten

Pflanze zurtckzufuhren ist.

In Anbetracht der nur geringen Abweichung der Selenkurve von der Proteinkurve beim se-
lengedingten Eifel-Weizen kann festgehalten werden, dass sich das nach Flissig-
Blattapplikation im Weizenkorn angereicherte Selen, méglicherweise geringfligig anders als
Weizen von selenreichen Boéden, aber doch immer noch relativ gleichmaRig auf die Proteine
aller Manhlfraktionen verteilt. Damit ist bei Verwendung dieses selenangereicherten Weizens
in sdmtlichen daraus hergestellten Mdllereierzeugnissen auch ein erhdhter Selengehalt zu

erwarten.

5.4.3 Backversuche

Aus dem Vollkornmehl (Backweizen) der Ernte 2000 (Nullprobe und selenangereichert, 7 g
Se ha™) wurden mit handelsiiblicher Backhefe in einem handwerklichen Betrieb Brote und
Brotchen nach Standardrezeptur gebacken und auf den Selengehalt hin analysiert. Dieser
Praxisbackversuch erfolgte in Anlehnung an ICC131 (AGF, 1994). Bei diesen Backversuchen
mit Vollkornmehlen aus ungedingtem und selengedingtem Eifel-Weizen konnten Literatur-

angaben (SCHULTE, 1988; CIAPELLANO et al, 1990; BRUGGEMANN und OCKER, 1992) bestatigt werden,



Kap. 5 Ergebnisse und Diskussion 117

wonach beim Backen kaum Selenverluste auftreten. Wie in Tab. 16 dargestellt, erhdhte sich
der Selengehalt im Brot durch die SelendiingungsmaBnahme (7 g Se ha™') um etwa den
Faktor 10.

Tabelle 16:  Selengehalte in Eifel-Weizen und daraus gebackenen Vollkornbroten
(jeweils n = 6)

Selengehalt Standardabweichung

ug kg’ T™ ug kg T™
Winterweizen
o 1 220,6 45
(gediingt mit 7 g Se ha™):
235,4" 8,5
daraus gebacken: Brotkrume
Brotkruste 227,7" 9,6
Winterweizen (ungedingt
(ung at) 8.0 74
daraus gebacken: ]
25,0" 5,1

Brot gesamt

5.4.4 Beitrag der Selenanreicherung in Weizen zur Verbesserung der humanen Se-
lenversorgung

Durch Selen-Fliissig-Blattapplikation (7 g Se ha™) ist es gelungen, den Selengehalt von Wei-
zen bei einem extrem selenarmen Standort von ca. 10 pg Se kg™ TM auf ca. 220 ug Se kg™
TM (sowie bei Gerste von 10 bis 20 ug Se kg™ TM auf ca. 320 ug Se kg™’ TM) und damit auf
ein ernahrungsphysiologisch bedeutsames Niveau anzuheben. Mahlversuche legten zudem
dar, dass sich eine solche Selenanreicherung auf alle Mahlerzeugnisse verteilt, ahnlich wie
bei Weizen von selenreichen Bdden. Es zeigte sich, dass der Selengehalt nicht mit dem
Aschegehalt korreliert, sondern sich weitgehend analog dem Proteingehalt auf die verschie-

denen Fraktionen verteilt.

Bei einem Selengehalt von 220 pg kg™ Weizen und einem durchschnittlichen taglichen Ver-

zehr von 250 g (ELMADFA und BURGER, 1998; EDELBAUER und SPANISCHBERGER, 2000) lieRe sich aus

' Die Werte sind im Vergleich zum Backweizen aufgrund des Selengehaltes der verwendeten Hefe leicht erhdht.
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dem daraus gebackenen Brot die Aufnahmemenge an Selen um etwa 30 ug" von 35,5 ug
Se/Tag (ANKE und SCHUMANN, 1999) auf 65,5 ug Se/Tag erhdhen, unabhangig davon, ob das Brot

aus Vollkorn- oder Auszugsmehlen gebacken wurde.

5.5 Wege zur Verbesserung der humanen Selenversorgung

Ziel der Arbeit war es, durch das Einbringen des Spurenelementes Selen schon am Anfang
der Nahrungskette den Selengehalt ausgesuchter Grundnahrungsmittel zu erhéhen und
damit einen Weg aufzuzeigen, wie die marginale Selenversorgung der europaischen Bevdl-

kerung verbessert werden kann. Dieses Ziel wurde erreicht.

So gelang es, pflanzliche Nahrungs- und Futtermittel gezielt auf zuvor anvisierte Selengehal-
te anzuheben. Diese dienen dann in Form von Getreide entweder direkt der menschlichen
Ernahrung oder bringen indirekt tiber das Grundfutter (Silage) bzw. Kraftfutter (Getreide) den
Selengehalt von Milch(-Produkten) auf flir den Menschen ernahrungsphysiologisch bedeut-

same Hohen und verbessern dabei gleichzeitig die Tiergesundheit des Milchviehs.

Bei der Beurteilung der Selenversorgung werden immer nur die Brutto-Zufuhrwerte (d.h. die
Selengehalte der Nahrung) betrachtet, da es lber die genaue Bioverfiigbarkeit von Selen nur
wenige wissenschaftlich gesicherte und eindeutige Erkenntnisse gibt. Es ist zur Zeit noch
nicht eindeutig geklart, welche Selenmenge mit der Nahrung zugefuhrt werden muss, um die

GSH-Px maximal zu aktivieren - die Meinungen dartuber gehen zum Teil weit auseinander:

So empfiehlt das Scientific Committee on Food (SCF) einen PRI-Wert von 56 pg/Tag (eu,
1993) sowie die amerikanische National Academy of Sciences eine Recommended Dietary
Allowance von 55 pg/Tag (Institute of Medicine, 2000). Die DGE wiederum schatzt die Bandbreite
der Essentialitat auf 30 — 70 pug/Tag (p-A-CH, 2000). RAYMAN (2000a) gibt einen Bedarfswert von
73 ug/Tag an. Ahnlich hoch liegen die Empfehlungen des Department of Health (UK) mit
Reference Nutrient Intakes (RNIs) von 75 pg/Tag fur Manner und 60ug/Tag fur Frauen (REIL-
Ly, 1998). Einen noch héheren Bedarf ermittelten BROOME et al. (2004): Sie stellten fest, dass
zwar im Rahmen ihrer Untersuchungen das Immunsystem um so starker aktiviert war, je

hoher der Grad der Selensupplementierung lag, aber dieses selbst bei der hdchsten Dosie-

' Geht man von einem Selengehalt von 230 ug kg™ Brot-TM aus (Tab. 11) und zieht davon die 25 pg Se kg™ Brot-TM ab, die ja
schon in der Grundversorgung mit einkalkuliert sind, berticksichtigt eine TM von 60%, so kommt man auf eine Aufnahme-
menge von 123 ug Se kg'1 FM. Isst man die ermittelten durchschnittlichen 250 g, sind es etwas Uber 30 ug Se/Tag.
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rung von 100 pg Se/Tag noch nicht optimal agierte. Als vorldufiges Resultat liegt ihre Zu-
fuhrempfehlung einerseits bei Uber 150 ug Se/Tag andererseits aber auch bei deutlich unter
450 pg Se/Tag®. Andere Autoren (ZIMMERLI et al., 1995; SCHRAUZER, 1998) sehen eine optimale
Selenversorgung — im Hinblick auf eine Pravention — sogar erst ab einer Aufnahme von 200

— 400 pg/Tag als gegeben an.

Den genannten Empfehlungen steht in Deutschland eine durchschnittliche Aufnahmemenge
von 35,5 ug Se/Tag gegeniiber® (ANKE und SCHUMANN, 1999). Im Vergleich zu den oben genann-
ten Empfehlungen sind dies zu niedrige Werte, wobei die Selenaufnahme der mitteleuropai-
schen Bevolkerung sogar noch abnimmt (SCHRAUZER, 1998; RAYMAN, 2000a; 2002). Berticksichtigt
man, dass zu Zeiten des Imports amerikanischen Getreides bis in die 1970er Jahre die
durchschnittliche Aufnahme bei 100 — 150 pg Se/Tag lag (SCHRAUZER, 1998; RAYMAN, 2000a; 2002)
und stellt dem die neuesten Erkenntnisse von BROOME et al. (2004) mit ihrer Zufuhrempfeh-
lung von uber 150 ug Se/Tag (s.0.) zur Seite, so muss selbst bei einer konservativen Be-
trachtungsweise zumindest das Erreichen des PRI-Wertes von 55 ug Se/Tag das anzustre-

bende Ziel sein.

Geht man von einem Status quo von 35,5 ug Se/Tag in Deutschland aus, so kdnnten selen-
angereicherte Milch(-Produkte) die Aufnahmemenge um durchschnittlich 11 ug Se/Tag erho-
hen (siehe Kap. 5.3.3). Kédme es allerdings zu einer breit angelegten Selendingung im
Landbau, speziell in bezug auf die Milchwirtschaft, so wiirde im Zuge der Weiterverarbeitung
in grofsen Mengen selenhaltige Molke anfallen, die wiederum stark selenhaltige Molkenprote-
ine (> 500 pg Se kg’ TM) enthalt. Diese Molkenproteine kénnten dann als wertgebende
Komponente anderen Lebensmitteln zugefiigt werden (siehe Kap. 5.3.3) und somit je nach

Hohe der Supplementation die Selenversorgung weiter verbessert werden.

Erganzend oder je nach Ernahrungsgewohnheit (Veganer, Milcheiweiallergiker) als alleini-
ge Supplementierung bieten sich zudem selenangereicherte Getreideprodukte an. Wie in
Kap. 5.4.4 dargelegt, filhrt bei einem Selengehalt von 220 ug kg™ Weizen ein taglicher Brot-
verzehr von 250 g z.B. zu einer Erhéhung von etwa 30 pg. An diese Arbeit anknipfende
Selendiingungsversuche von BODE (2003) zeigten zudem auf, dass die Selengehalte des
Getreides bzw. des daraus gewonnen Vollkornmehls linear der Ausbringungsmenge des

Selens folgen.

Zu den durchschnittlich in GroRbritannien aufgenommenen 34 ug Se/Tag.

Der Grund fiir diese Vorsicht beruht auf einer amerikanischen Studie von DUFFIELD-LILLICO et al. (2003), die einen Anstieg
an Hautkrebsinzidenzen bei daflr anfalligen und zuvor daran erkrankten Personen im Rahmen einer Supplementierung mit
taglich 200 pg Selenhefe diagnostizierten (Selenausgangsstatus sowie sonstige Selenaufnahmemengen leider unbekannt).

® Im Gebiet der neuen Bundeslander sogar nur 20 — 25 pg/Tag (SILL-STEFFENS et al., 2001).
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Mit Hilfe der Selen-Flussig-Blattapplikation ist es also problemlos méglich, an selenarmen
Standorten Futterpflanzen und Getreide gezielt auf zuvor festgelegte Gehalte anzuheben
(bzw. da landwirtschaftliche Produkte stark ihren Umwelteinflissen ausgesetzt sind, ist durch
ein Mischen von Getreide unterschiedlichen Selengehaltes der Zielgehalt immer exakt ein-

stellbar).

5.6  Ausblick

Diese Form der sicheren Erhéhung der Selenaufnahmemenge durch Diingungsmafnahmen
im Getreideanbau wirde Landwirten, dem Muihlengewerbe, Backgewerbe und Handel die
Méglichkeit geben, mit einem auf die Hebung der Volksgesundheit abzielenden Vermark-
tungskonzept neue Absatzmarkte zu erschlieRen. Ein Konzept der ,Funktionalen Spuren-
elemente®, speziell mit Selen, kdnnte neu entstehende Markisegmente mit Produkten aus
kontrollierter, heimischer Landwirtschaft entwickeln. Eine Erweiterung des Kauferpotentials
um die Bereiche Functional Food, Gesundheit und Wellness ware damit erreichbar. Somit
gelange es, dem nicht zuletzt durch einen Importstop amerikanischen Getreides ausgelosten
Selenmangel durch eine Uberall in Europa einfach, billig und sicher durchfiihrbare Selendiin-

gungsmethode bei Getreide zu begegnen.

Um dieses Konzept des ,Funktionalen Selens” auf ein wissenschaftlich gesichertes Funda-
ment stellen zu kénnen, misste geklart werden, welche Selenmenge vom Korper aufge-
nommen werden muss, um die GSH-Px maximal zu aktivieren. Es reicht dabei namlich zur
Beurteilung der Selenversorgung des Menschen oder gar fur Ernahrungsempfehlungen nicht
aus, die Selenaufnahme anhand der Selengehalte der verzehrten Lebensmittel abzuschat-
zen. Vielmehr musste die Bioverfugbarkeit des in den einzelnen Lebensmitteln vorhandenen
Selens, genauer gesagt deren Selenspezies eruiert werden. Damit lie3e sich dann die Netto-
Selenaufnahme aus den einzelnen Lebensmitteln und somit die humane Versorgungslage
sehr viel genauer beurteilen. Ein geeignetes Instrumentarium dazu kann die in Kap. 5.3.2

beschriebene In-vitro-Methode zur Bestimmung der Dialysierbarkeit des Selens darstellen.
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6 Anhang
Tabelle 17: Einfluss der Lagerdauer einer NaBH;-Lésung auf die Extinktionshéhe
(Werte fur Abb. 4 in Kap. 5.1.1)
3 gNaBH, L™ 8 g NaBH, L™
(Extinktion) % RSD (Extinktion) % RSD
frisch 0.697 1.3 0.588 1.1
1 Tag 0.751 0.9 0.611 1.0
2 Tage 0.755 1.2 0.619 1.9
3 Tage 0.746 2.6 0.604 2.8
1 Woche 0.729 0.5 0.615 1.2
2 Wochen 0.738 0.8 0.601 20
1 Monat 0.720 1.1 0.631 1.7
2 Monate 0.751 2.2 0.682 0.7
12 Monate 0.713 2.3 0.632 1.4
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Abb. 22: Einfluss von Aufschlusszeit und Temperatur auf die Wiederfindungsrate von

Selen in BCR 189 wholemeal flour (Se: 132 + 10 ng g™"). Kap. 5.1.2
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Abb. 23: Einfluss von Aufschlusszeit und Temperatur auf die Wiederfindungsrate von
Selen in GBW 07601 human hair (Se: 600 + 10 ng g™'). Kap. 5.1.2
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Abb. 24: Einfluss von Aufschlusszeit und Temperatur auf die Wiederfindungsrate von

Selen in GBW 07604 poplar leaves (Se: 140 + 10 ng g™'). Kap. 5.1.2
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Abb. 25: Einfluss von Aufschlusszeit und Temperatur auf die Wiederfindungsrate von
Selen in NIST 1570a spinach leaves (Se: 117 +9ng g ™). Kap. 5.1.2
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Abb. 26: Einfluss von Aufschlusszeit und Temperatur auf die Wiederfindungsrate von

Selen in NIST 8435 whole milk powder (Se: 131 + 14 ng g™'). Kap. 5.1.2
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Abb. 27: Vergleich der gefundenen Selengehalte in NIST 1570a spinach leaves

(Se: 117 £ 9 ng g™') und NIST 8435 whole milk powder (Se: 131 + 14 ng g™) in
einem offenen Wasserbad und in einem geschlossenen Mikrowellensystem
[n=10]. Kap. 5.1.3

Tabelle 18:  Nachweis- und Bestimmungsgrenzen gemaf DIN 32645 fur die FI-HG-AAS
[n=10]. Erganzung zu Abb. 8, Kap. 5.1.1

charakteristische Konzentration B," 0.083 ng mL™"
Nachweisgrenze (LOD) 0.099 ng mL™"
Bestimmungsgrenze 0.238 ng mL™"
Prazision (%) 4.22 (fir 1 ng mL™)

1.41 (fir 4 ng mL™)
0.46 (fir 8.5ng mL™)

' Gehalt des zu bestimmenden Elementes, der mit einer Extinktion E = 0,0044 (1% Absorptionsgrad) gemessen wird.
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Tabelle 19:  Vergleich der Selengehalte in der Silage ausgewahlter Landwirte im
Rahmen des Pilotversuchs 1997 und des GroRRversuchs 1998

Vergleich Selendiingung 1997 - 1998

Se [mg kg™ 0.Se'97 | 3gha''97 | 5gha™ 98
AHL AHL
Bach, P 0,0403 0,6500 0,5200
Lux, C 0,0240 0,3200 0,2690
Quetsch-H 0,0268 0,1575 0,4789
Haas, H 0,0574 0,3420

Tabelle 20:  Selengehalte in der Silage ausgewahlter Landwirte die nicht am
Selendiingungs-Grof3versuch teilgenommen haben

Versuchsergebnisse Grundfutteranalysen ohne Selendiingung 1998

Versuchsparzelle Se [mg kg']
Balter, G 0,0257
Breuer, H 0,0153
Dahmen, P 0,0295
Faas, A 0,0168
Hermes, G 0,0031
Hillen, W 0,0222
Hoffmann, P 0,0024
Kaufmann, H 0,0180
Kaufmann, R 0,0242
Leinen, H 0,0188
Welter, J 0,0031
arith. Mittel 0,0163
Median 0,0180
geom. Mittel 0,0121
Std.abweich. 0,0095
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Tabelle 21:  Selengehalte in der Silage ausgewabhlter Landwirte, die 1998 im Rahmen des
GroRversuchs 5 mg Se ha™ in Kombination mit AHL ausbrachten

Versuchsergebnisse Selendingung mit AHL 1998

Se [mg kg'']
Versuchsparzelle | 1.Schnitt 2.Schnitt
Bach, P 0,5200
Christen, M 0,4044 0,0602
Hansen, KR 0,4021
Hoverath | 0,5720
Hoverath I 0,2710
Johanns, F 0,3856 0,1600
Klein, J 0,2140
Leisen, H 0,2320
Lux, C I 0,3490
Lux, C 0,1880
Lux, H 0,5630 0,0240
Meiters, W 0,4360
Pauly, W | 0,0163 0,1900
Pauly, W I 0,0167
Quetsch-H 0,4789

Schneider, P | 0,9920 0,0052

Schneider, P I 0,0034

Seifen, J 0,4910 0,0588
Struben, HD 0,4910 0,0816
Thome 0,0409

Vietoris, J | 0,1207

Vietoris, J Il 0,0014

Weber, R 0,0170 0,0245
arith. Mittel 0,3133 0,0755
Median 0,3490 0,0595
geom. Mittel 0,1449 0,0477

Std.abweich. 0,2490 0,0665
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Tabelle 22:  Selengehalte in der Silage ausgewahlter Landwirte, die 1998 im Rahmen des

GroRversuchs 5 mg Se ha™ in Kombination mit ROSAL® ausbrachten

Versuchsergebnisse Selendiingung mit ROSAL 1998

Se [mg kg
\Versuchsparzelle 1.Schnitt 2.Schnitt
Blum, J 0,1090 0,0516
Brodel, M 0,1857 0,0328
Eckertz, G | 0,2160 0,0315
Eckertz G Il 0,1528 0,0391
Haas, HJ 0,0117
Hoss, K | 0,1460 0,0286
Hoss, K |l 0,1240
Johanns, P 0,5460
Klein, KP 0,0596
Theis Fosges 0,0710 0,0270
van Kann, K | 0,0466
van Kann, K Il 0,0928
Weber, P 0,0090
arith. Mittel 0,1362 0,0351
Median 0,1090 0,0322
geom. Mittel 0,0853 0,0342
Std.abweich. 0,1384 0,0091
Tabelle 23:  Selengehalte in Milchsammelproben
(Jan./Feb. 1999, Ormont und Umgebung)
Trockenmasse N | C | S Se[mg kg']inTM |  Protein | S

[%] in TM [%] Mittelwert, korr. in Rohmilch  [%]
Bissels, J 12,82 (87,31W) 4,451 50,08 0,282 0,1191 3,57 0,036
Blum, J 13,47 (87,72W) 3,867 52,91 0,251 0,1413 3,26 0,034
Brodel, M 18 0,0962
Lux, C 13,65 3,958 52,375 0,25 0,2435 3,38 0,034
Meyer-Juchems 13,84 (87,12W) 4,231 51,8 0,26 0,1377 3,66 0,036
Schmitz, HJ 13,98 (86,72W) 4,402 50,205 0,272 0,1259 3,85 0,038
Schneider 12,11 4,321 48,135 0,282 0,1129 3,27 0,034
Johanns, F 13,25 4,241 51,85 0,261 0,2768 3,51 0,035
Gentges, F 13,48 (87,43W) 4,075 50,975 0,257 0,1423 3,43 0,035
Christen, M 13,78 (86,74W) 4,431 51,495 0,268 0,3505 3,82 0,037
Thelen, C 12,77/13,3 (87,72W) | 4,272 49,545 0,269 0,1574 3,41 0,034
Klein, J 13,55 (87,1W) 4,401 52,075 0,269 0,2946 3,73 0,036
Klein, KP 13,19/12,74 (87,5) | 3,948 53,13 0,242 0,1080 3,25 0,032
Hoverath 12,68 (87,88W) 0,2396
Finken, F 12,74 0,1057
Johanns, P 12,13 0,1352
Pinten 11,88 (87,2W) 0,0784
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Tabelle 24:  Versuch der Quantifizierung von Selenomethionin in nativer und selenange-
reicherter Milch sowie daraus hergestellter Fermentationsprodukte

Area (Peak-Flache) Height (Peak-Hohe) BS/Conc. ng Se-meth g’ TM

Standard 10 ppb 39.300 183.195 10,00 10,00
(Se-cys, Se-meth, Se-eth, TMSe)"

Blindwert Dialysat | 690 3.575 0,18 0,18
Blindwert Dialysat Il 826 4.007 0,21 0,21
Vorzugsmilch (frisch) A 872 4.044 0,01 0,22
Vorzugsmilch (frisch) B 873 3.932 0,01 0,22
Vorzugsmilch (gefriergetrocknet) A 822 3.560 0,00 0,21
Vorzugsmilch (gefriergetrocknet) B 821 3.797 0,00 0,21
Milch Kénigs | 736 3.577 -0,02 0,19
Milch Konigs I 924 4.271 0,02 0,24
Milch Konigs I 1.108 5.367 0,07 0,28
Milch Struben 736 3.577 -0,02 0,19
Milch Seifen 977 4.639 0,00 0,25
klassischer Joghurt (Konigs I-111) 888 4.064 0,02 0,23
klassischer Joghurt (Seifen) 803 3.906 0,00 0,20

1

Se-cys = Selenocystein, Se-meth = Selenocystein, Se-eth = Selenoethionin, TMSe = Trimethylselenonium-lon
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Tabelle 25:  Passagenkontrolle der Eifel-Weizenprobe (Nullprobe) zur Berechnung der
Aschekurve sowie der in analoger Weise berechneten Selen- und
Proteinkurven der Mahlfraktionen

Passagenkontrolle

Mihle V

Versuch [Asche |Feuchte |Ausbeu- [Asche |Ausbeute |Aschez. kum. |Gemisch Asche |Ausbeute

A ™ te zahl  [kum.
Beschuttung 1.Schrot 2641,4| 1,478 15,5
Mehl 1 932,3| 0,491 14,7 0,35296| 0,17 35,30% 0,17 0,491 35,3%
Mehl 2 785,8| 0,54 13,82| 0,29749| 0,16 65,05% 0,33 0,513 65,0%
Nachmehl 200,1( 1,154 11,88| 0,07576| 0,09 72,62% 0,42 0,580 72,6%
Feinkleie 116,8| 3,185 11,47| 0,04422| 0,14 77,04% 0,56 0,730 77,0%
GrielRkleie 6,2| 3,361 11,28| 0,00235| 0,01 77,28% 0,57 0,738 77,3%
Grobkleie 466,2| 6,465 12,76| 0,17650| 1,14 94,93% 1,71 1,803 94,9%
Summe 2507,4 0,94927

Versuch [Selen |Feuchte |Ausbeu- |Se- |Ausbeute |Selenz. kum. [Gemisch Selen |Ausbeute

A ™ te lenzah [kum.
Beschuttung 1.Schrot 2641,4( 0,009 I
Mehl 1 932,3| 0,009 14,7 0,35296| 0,00 35,30% 0,00 0,009 35,3%
Mehl 2 785,8| 0,009 13,82 0,29749| 0,00 65,05% 0,01 0,009 65,0%
Nachmehl 200,1| 0,07 11,88| 0,07576| 0,01 72,62% 0,01 0,015 72,6%
Feinkleie 116,8| 0,009 11,47| 0,04422| 0,00 77,04% 0,01 0,015 77,0%
GrielRkleie 6,2| 0,086 11,28| 0,00235| 0,00 77,28% 0,01 0,015 77,3%
Grobkleie 466,2| 0,009 12,76 0,17650| 0,00 94,93% 0,01 0,014 94,9%
Summe 2507,4( 0,009 0,94927

Versuch [Prote- |Feuchte |Ausbeu- (Prote- |Ausbeute |Proteinz. Gemisch Protein [Ausbeute

A in te inzahl {kum. kum.

TM/10

Beschittung 1.Schrot 2641,4
Mehl 1 932,3| 0,692 14,7| 0,35296| 0,24 35,30% 0,24 0,692 35,3%
Mehl 2 785,8| 0,766 13,82| 0,29749| 0,23 65,05% 0,47 0,726 65,0%
Nachmehl 200,1| 1,102 11,88| 0,07576| 0,08 72,62% 0,56 0,765 72,6%
Feinkleie 116,8| 1,239 11,47| 0,04422| 0,05 77,04% 0,61 0,792 77,0%
Griel3kleie 6,2| 1,19 11,28| 0,00235| 0,00 77,28% 0,61 0,793 77,3%
Grobkleie 466,2| 1,425 12,76| 0,17650| 0,25 94,93% 0,86 0,911 94,9%
Summe 2507.,4 0,94927
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Tabelle 26:  Passagenkontrolle der selengediingten Eifel-Weizenprobe zur Berechnung
der Aschekurve sowie der in analoger Weise berechneten Selen- und
Proteinkurven der Mahlfraktionen

Passagenkontrolle

Mihle V
Versuch D [Asche |Feuchte |Ausbeu- |Asche |Ausbeute |Aschez. kum. |Gemisch Asche [Ausbeute
™ te zahl  [kum.
Beschittung 1.Schrot 3638,9| 1,633 14,121
Mehl 2 828,9| 0,428 14,97| 0,22779| 0,10 22,78% 0,10 0,428 22,8%
Mehl 1 1494,6| 0,521 14,51| 0,41073| 0,21 63,85% 0,31 0,488 63,9%
Nachmehl 302,5| 1,421 12,63| 0,08313| 0,12 72,16% 0,43 0,595 72,2%
GrielRkleie 96,1| 2,136 13,41 0,02641| 0,06 74,81% 0,49 0,650 74,8%
Feinkleie 230,7| 3,399 12,04| 0,06340| 0,22 81,15% 0,70 0,865 81,1%
Grobkleie 547,2| 6,731 12,82 0,15038| 1,01 96,18% 1,71 1,782 96,2%
Summe 3500] 1,568 0,96183
Versuch D [Selen |Feuchte |Ausbeu- [Se- |Ausbeute |Selenz. kum. |Gemisch Selen [Ausbeute
TM*10 te lenzah [kum.
Beschittung 1.Schrot 3638,9| 0,109 16,5 |
Mehl 2 828,9| 0,119 14,97| 0,22779| 0,03 22,78% 0,03 0,119 22,8%
Mehl 1 1494,6( 0,064 14,51| 0,41073| 0,03 63,85% 0,05 0,084 63,9%
Nachmehl 302,5| 0,123 12,63| 0,08313| 0,01 72,16% 0,06 0,088 72,2%
Griel3kleie 96,1| 0,088 13,41| 0,02641| 0,00 74,81% 0,07 0,088 74,8%
Feinkleie 230,7| 0,098 12,04| 0,06340| 0,01 81,15% 0,07 0,089 81,1%
Grobkleie 547,2| 0,137 12,82| 0,15038| 0,02 96,18% 0,09 0,096 96,2%
Summe 3500 0,96183
Versuch D |Prote- [Feuchte [Ausbeu- |Prote- [Ausbeute |Proteinz. Gemisch Protein |Ausbeute
in te inzahl {kum. kum.
TM/10
Beschuttung 1.Schrot 3638,9 16,5
Mehl 2 828,9| 1,173 14,97| 0,22779| 0,27 22,78% 0,27 1,173 22,8%
Mehl 1 1494,6( 1,122 14,51| 0,41073| 0,46 63,85% 0,73 1,140 63,9%
Nachmehl 302,5| 1,643 12,63| 0,08313| 0,14 72,16% 0,86 1,198 72,2%
GrielRkleie 96,1| 1,336 13,41| 0,02641| 0,04 74,81% 0,90 1,203 74,8%
Feinkleie 230,7| 1,465 12,04| 0,06340| 0,09 81,15% 0,99 1,223 81,1%
Grobkleie 547,2| 1,66 12,82( 0,15038| 0,25 96,18% 1,24 1,292 96,2%
Summe 3500 0,96183
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Tabelle 27:  Passagenkontrolle der US-Weizenprobe zur Berechnung der Aschekurve
sowie der in analoger Weise berechneten Selen- und Proteinkurven der
Mahlfraktionen
Passagenkontrolle
Muhle V
Versuch B |Asche |Feuchte |Ausbeu- |Asche |Ausbeute |Aschez. kum. [Gemisch Asche |Ausbeute
™ te zahl  |kum.
Beschittung 1.Schrot 3431,9| 1,986 16,5
Mehl 1 817,2( 0,493 16,19| 0,23812( 0,12 23,81% 0,12 0,493 23,8%
Mehl 2 1367,5| 0,528 14,36| 0,39847| 0,21 63,66% 0,33 0,515 63,7%
Nachmehl 306,4( 1,554 13,12| 0,08928( 0,14 72,59% 0,47 0,643 72,6%
Feinkleie 213,2 3,094 13,16| 0,06212( 0,19 78,80% 0,66 0,836 78,8%
Griefkleie 24,6 3,62 14,52| 0,00717| 0,03 79,52% 0,68 0,861 79,5%
Grobkleie 550,1( 7,167 14,52| 0,16029 1,15 95,54% 1,83 1,919 95,5%
Summe 3279 0,95545
Versuch B |Selen |Feuchte |Ausbeu- |Se- |Ausbeute |[Selenz. Kum [Gemisch Selen [Ausbeute
TM*10 te lenzah [kum
Beschuttung 1.Schrot 3431,9] 0,597 16,5 |
Mehl 1 817,2( 0,429 16,19| 0,23812( 0,10 23,81% 0,10 0,429 23,8%
Mehl 2 1367,5| 0,474 14,36| 0,39847( 0,19 63,66% 0,29 0,457 63,7%
Nachmehl 306,4( 0,691 13,12| 0,08928( 0,06 72,59% 0,35 0,486 72,6%
Feinkleie 213,2( 0,623 13,16| 0,06212( 0,04 78,80% 0,39 0,497 78,8%
GrieRkleie 24,6] 0,621 14,52| 0,00717 0,00 79,52% 0,40 0,498 79,5%
Grobkleie 550,1( 0,929 14,52| 0,16029 0,15 95,54% 0,54 0,570 95,5%
Summe 3279 0,95545
Versuch B |Prote- |Feuchte |Ausbeu- |Prote- |Ausbeute |Proteinz. Kum [Gemisch Protein [Ausbeute
in te inzahl [kum
TM/10
Beschuttung 1.Schrot 3431,9 16,5
Mehl 1 817,2 1,518 16,19| 0,23812( 0,36 23,81% 0,36 1,518 23,8%
Mehl 2 1367,5| 1,373 14,36| 0,39847| 0,55 63,66% 0,91 1,427 63,7%
Nachmehl 306,4( 2,127 13,12| 0,08928( 0,19 72,59% 1,10 1,513 72,6%
Feinkleie 213,2( 1,862 13,16| 0,06212( 0,12 78,80% 1,21 1,541 78,8%
GrielRkleie 24,6( 1,726 14,52| 0,00717| 0,01 79,52% 1,23 1,542 79,5%
Grobkleie 550,1( 2,055 14,52| 0,16029( 0,33 95,54% 1,56 1,628 95,5%
Summe 3279 0,95545
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Tabelle 28:  Vergleich der mit verschiedenen Analysenmethoden (Kjeldahl und Elementar)
gemessenen Proteinwerte der Mahlfraktionen

Beschuttung |Mehl 2 Mehl 1 Nachmehl GrieRkleie [Feinkleie [Grobkleie

1.Schrot
o. Se (Eifel) Kjeldahl 8,33 7,35 7,01 10,80 12,20 13,61
o. Se (Eifel) Elementar 7,96 6,83 11,24 11,9 12,57 14,89
mit Se (Eifel) Kjeldahl 13,15 11,89 11,41 16,29 13,33 14,32 16,42
mit Se (Eifel) Elementar 11,57 11,02 16,56 13,38 14,97 16,78
US-Weizen Kjeldahl 15,28 13,82 15,29 21,28 17,43 18,39 20,73
US-Weizen Elementar 13,64 15,07 21,25 17,09 18,85 20,37
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7 Zusammenfassung

Als Voraussetzung fur die hier dargestellten Ergebnisse lag der erste Schwerpunkt dieser
Arbeit in der Entwicklung eines Verfahrens der Hydrid-Atomabsorptionsspektrometrie (HG-
AAS), um die auf ihren Selengehalt zu untersuchenden Proben schnell und zuverlassig ana-
lysieren zu kbénnen. Dazu wurde eine Methode entwickelt, die es erstmalig erlaubt, sdmtliche
vorbereitenden Arbeitsschritte (Probenaufschluss, Vorreduktion und Denitrifikation) komplett
und geschlossen in der Mikrowelle auszufuhren. Daraus resultiert nicht nur eine enorme
Zeitersparnis, sondern auch ein weitest gehender Schutz vor Elementverlust und Kontamina-
tionen. Ein weiterer Beitrag zur Automatisierung und Empfindlichkeitsverbesserung lag in der
Implementierung einer selbst entwickelten, elektrisch beheizten Atomisierungseinheit in der
AAS, die somit komplett unbeaufsichtigt betrieben werden kann.

Mittels dieser Selenanalytik wurde nun untersucht, wie sich mit Hilfe der Flussig-
Blattapplikation das essentielle Spurenelement Selen schon zu Anfang der Nahrungskette
einfach und gut dosierbar in diese einbringen lasst und somit von Beginn an die positiven
Effekte des Selens in allen Stufen zum Tragen kommen. So gelang es auch in einem vom
Selenmangel besonders betroffenen Gebiet, der Hocheifel, durch die Applikation von Natri-
um- oder Calciumselenat wahrend der Wachstumsphase von Weidegras den Selengehalt
des Pflanzenaufwuchses auf ein tierernahrungsphysiologisch bedeutsames Niveau anzuhe-
ben. Eine Erhéhung von durchschnittlich 16 pg auf bis zu mehr als 300 pg Se kg™ Silage-TM
wurde dabei durch eine Dosierung von 5 g Selenat ha™ in Kombination mit dem Fliissigdiin-
ger AHL bzw. durch 10 g Selenat ha™ in Verbindung mit dem Suspensionsdiinger ROSAL®

erzielt.

Die Fitterung von Milchkiihen mit derart selenangereicherter Silage fihrte zu einer deutli-
chen Erhdhung des Selengehaltes der Milch. Er stieg innerhalb von einigen Wochen von
unter 5 auf iber 25 pg L™ und folgte dabei binnen 24 — 48 Stunden der sinkenden bzw. stei-
genden Selenkonzentration im Grundfutter. Eine Zufltterung von anorganischem Selen
ergab dagegen keinen Einfluss auf den Selengehalt der Milch, womit der Schluss nahe liegt,
dass flussig auf Weidegras appliziertes Selenat von den Pflanzen zu organisch gebundenem

Selen assimiliert wird, wie es auch bei einer Aufnahme Utber die Wurzeln der Fall ist.

Es zeigte sich, dass das in der Milch enthaltene Selen Uberwiegend in proteingebundener

Form vorliegt: Zu etwa gleichen Teilen im Kasein und den Molkenproteinen bei herkdmmli-
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cher Milch, bei den selenangereicherten Proben dagegen enthielten die Molkenproteine
einen gréReren Selenanteil als die Kaseine. Der Erhéhung des Selengehaltes der Milch sind
aus tiergesundheitlicher Sicht Grenzen gesetzt: Ab einer regelmafRigen Aufnahmemenge von
mehr als 8,4 mg Se/Tag kann es zu Leberschaden und Leistungsminderungen des Milch-
viehs kommen. Legt man aber eine fir Milchkiihe gesundheitlich positiv wirkende Aufnah-
memenge von 6 mg Se/Tag zugrunde, kann von einem Milchselengehalt von 45 pg L™ und
dementsprechend fur den Menschen von einer alimentaren Selenaufnahme durch Milch
sowie Milchprodukte von durchschnittlich 11,5-20,5 pg/Tag ausgegangen werden. Dies
wuirde im Schnitt in etwa eine Verdreifachung bzw. einer Steigerung von 11 ug Se/Tag ge-

genuber dem gegenwartigen Versorgungsniveau von 3,6—6,4 ug Se/Tag bedeuten.

Als effizienter erweist sich eine direkte Selenanreicherung pflanzlicher Nahrungsmittel. Durch
Fliissig-Blattapplikation (7 g Se ha) gelang es, den Selengehalt von Weizen von < 10 ug Se
kg™® TM auf ca. 220 pg Se kg™ TM (sowie bei Gerste von 10 — 20 pg Se kg™ TM auf ca. 320
ug Se kg™ TM) und damit auf ein ernahrungsphysiologisch bedeutsames Niveau anzuheben.
Mabhlversuche legten zudem dar, dass sich eine solche Selenanreicherung auf alle Mahler-
zeugnisse verteilt, ahnlich wie bei Weizen von selenreichen Bbden. Es zeigte sich, dass der
Selengehalt nicht mit dem Aschegehalt korreliert, sondern sich weitgehend analog dem Pro-
teingehalt auf die verschiedenen Fraktionen verteilt. Bei einem Selengehalt von 220 pg/kg
Weizen und einem durchschnittlichen taglichen Verzehr von 250 g des daraus gebackenen
Brots liel3e sich die Aufnahmemenge an Selen auf die von der EU empfohlene Menge von
56 pg Se/Tag erhéhen (momentanes durchschnittliches Aufnahmeniveau: 35,5 ug Se/Tag),

unabhangig davon, ob das Brot aus Vollkorn- oder Auszugsmehlen gebacken wurde.

An diese Arbeit anknipfende Selendiingungsversuche von BODE (2003) zeigten zudem auf,
dass die Selengehalte des Getreides bzw. des daraus gewonnen Vollkornmehls linear der
Ausbringungsmenge des Selens folgen. Mit Hilfe der Selen-Flissig-Blattapplikation ist es
also problemlos mdglich, an selenarmen Standorten Futterpflanzen und Getreide gezielt auf
zuvor festgelegte Gehalte anzuheben ohne dass (wie bei der Ausbringung von selenhaltigen

Feststoffdiingern) die Gefahr von tberh6hten Selengehalten im Endprodukt besteht.
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Summary

Investigation about the quality and levels of selenium entry in milk and cereals
by selenium leaf liquid application

A prerequisite for this work was the development of a procedure of hydride atomic absorption
spectrometry (HG-AAS), in order to be able to analyse fast and reliably the selenium content
of samples. To that end, a method was developed which permitted preparation procedures
(sample decomposition, pre-reduction and denitrification) to take place completely enclosed
in a microwave oven. This method provides an enormous savings of time, and protection
against element loss and contamination. In addition, the implementation of a proprietary
electrically heated atomisation unit (operating without supervision) in the AAS allowed further

improvement in automation and sensitivity.

Through this selenium analysis procedure, it is possible to examine how the leaf liquid appli-
cation of selenium can be introduced at the beginning of the food chain to produce measur-
able positive effects in all stages. This procedure raised the selenium content of plants
through the application of sodium- or calcium-selenate during the growth phase of pasture
grass to enhance animal nourishment in High-Eifel (Germany), an area particularly con-
cerned by the lack of selenium. Increases on average of 16 pug up to more than 300 ug Se
kg™ of silage dry matter were obtained by a dosage of 5 g selenate ha™ in combination with
the liquid fertilizer AHL and/or by 10 g selenate ha™ in connection with the suspension fertil-
izer ROSAL®.

The feeding of selenium-enriched silage to milk cows led to a measurable increase in the
selenium content of their milk. Content rose distinctly within a few weeks, from less than 5 to
more than 25 pg L™ following within 24 - 48 hours the sinking and/or rising selenium concen-
tration in the basic fodder. Feedings with inorganic selenium resulted in no influence on the
selenium content of the milk — with the conclusion that liquid selenate applied to pasture
grass is assimilated from the plants to organically bound selenium as it is also in case with

an admission over their roots.
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Selenium incorporated into the milk is shown to be present predominantly in protein-bound
form; in equal amounts in casein and whey proteins in un-enriched milk. The selenium-

enriched samples exhibited a greater proportion of whey proteins than caseins.

To preserve animal health, limits are set on the selenium content of milk. A regular intake of
more than 8.4 mg Se/day/cow causes liver damage and results in interrupted milk produc-
tion. An intake of 6 mg however has a positive effect on the milk cow and results in a milk
selenium content from 45 pg L™. This creates a diet-related selenium intake for humans
through milk (or with milk products) of 11.5-20.5 pg/day on average. The result represents an
increase of 11 yug Se/day on average for humans (in comparison to the current support-level
of 3,6—6,4 ug Se/day).

A more efficient way to produce selenium enhancement would be through the direct sele-
nium enrichment of vegetable foods. Through leaf liquid application (7 g Se ha™), the sele-
nium content of wheat was successfully raised from < 10 pg Se kg™ DM to approx. 220 ug
Se kg™ DM (in barley, the content was raised from 10 - 20 pg Se kg™ DM to approx. 320 ug
Se kg™* DM); an important level of nourishment. Meal trials also suggested that such sele-
nium enrichment distributes selenium to all meal products, similar to the enrichment of wheat
from selenium-rich soils. It was apparent that the selenium content does not correlate with
the ash content, but for the most part selenium is distributed according to the protein content
of the different fractions. With a selenium content of 220 pg kg™’ realized in wheat and an
average daily consumption of 250 g of bread baked from this wheat, the selenium intake
could reach the EU recommended amount of 56 ug Se/day (actual status: 35,5 ug Se/day),

independent of whether bread was baked from full grain or superfine flours.

Selenium fertilization attempts of BODE (2003) related to these studies also noted that the
selenium content of this grain and/or full grain flour were equal to the yield quantity of the
selenium additive process. With the help of a selenium leaf liquid application, it would be
easy for growers in selenium-poor locations to raise fodder plants and grain with pre-
determined, intelligently-fixed contents without the danger of an excessive selenium content

in the end product.
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	3.3.3.3  Selenoprotein P (SeP) 
	Nahrungsmittel
	Grundsätzlich wird die Bioverfügbarkeit eines Spurenelements von anderen Bestandteilen der Nahrung wie Proteinen bzw. Aminosäuren, Kohlenhydraten, anderen Metallionen, Ballaststoffen, Fettsäuren, Vitaminen und Phytaten beeinflusst ) (ORTUŇO et al., 1996). Die Faktoren, die zu einer höheren Bioverfügbarkeit führen, sind molekulare Verbindungen, die Bindungen mit dem Mineral eingehen. Im Gegensatz dazu bilden die hemmenden Faktoren entweder unlösliche Komplexe oder die Mineral-Inhibitor-Verbindung kann nicht intakt absorbiert werden (HOUSE, 1999). 
	 
	Das Wissen über diese Interaktionen ist hauptsächlich qualitativ; der Mangel an quantitativen Ergebnissen lässt noch keine Abschätzung zu, inwieweit sie ernährungsphysiologisch signifikant sind (MILLS, 1985). Untersuchungen zur Bioverfügbarkeit liegen hauptsächlich für Calcium, Eisen, Zink, Kupfer, Jod, Mangan, Magnesium und Phosphor vor (HOUSE, 1999). Da das chemische Verhalten von Selen im Vergleich zu anderen Spurenelemente recht kompliziert ist, lassen sich die bei anderen Elementen gewonnenen Erkenntnisse nicht einfach auf Selen übertragen. 
	 
	Während die meisten anderen Spurenelemente als Kationen elektrostatische Komplexe mit Liganden wie Proteinen und Aminosäuren bilden, ist Selen kovalent an Kohlenstoff, Schwefel, Sauerstoff und Wasserstoff gebunden. In vielen Eigenschaften ähnelt Selen dem Schwefel. So hat auch Selen eine Affinität zu Schwermetallen wie Cadmium, Silber und Quecksilber (LÖNNERDAL, 1985). Einen fördernden Einfluss auf die intestinale Verfügbarkeit von Selen wird Aminosäuren (insbesondere Methionin), Vitamin E und hohen Konzentrationen an Vitamin A und anderen Antioxidantien zugesprochen, wohingegen Schwermetalle und Schwefelverbindungen einen hemmenden Effekt auf die Absorption haben (LOMBECK, 1990; EKMEKCIOGLU, 2000). 
	Bioverfügbarkeit setzt immer erst die Absorption voraus. Hauptresorptionsort für Selen ist der Dünndarm ). Dabei unterliegen die verschiedenen Selenspezies einem jeweils spezifischen Absorptionsmechanismus: 
	Ein In-vitro-Versuch, bei dem die vier verschiedenen Selenspezies Selenat, Selenit, Selenomethionin und Selenocystin einer simulierten gastrointestinalen Digestion unterzogen wurden, konnte die oben beschriebenen Absorptionsverhältnisse anhand der ermittelten Diffusibilität bestätigen. Dabei zeigte er auch den Einfluss der Randbedingungen auf: 
	Anorganische Selensalze sind aber nicht so effizient, den Blut-Selenstatus aufrechtzuerhalten wie Selen aus Weizen oder Hefe ) (DANIELS, 1996; FAIRWEATHER-TAIT, 1997), wobei Selenit und Selenat in Lebensmitteln natürlicherweise nur in geringen Mengen enthalten sind ) (ZIMMERLI et al., 1995). Resorbiertes Selenomethionin hingegen wird unspezifisch ins Plasmaalbumin und in das Hämoglobin der Erythrozyten eingebaut (WASCHULEWSKI und SUNDE, 1988) und so durch den Körper transportiert. Bei Selenüberschuss kann Selenomethionin auch willkürlich in andere Proteine eingebaut werden, in denen es dann Methionin ersetzt, was vom Körper toleriert wird (SCHRAUZER, 2000). Die Einbaurate hängt vom Proteinhaushalt und vom jeweiligen Methioningehalt der Nahrung ab (LOMBECK, 1990). Selenomethionin erfüllt keine mit Selen zusammenhängende Redoxfunktion in den Proteinen, so wie sie von Selenocystein bekannt ist (PATCHING und GARDINER, 1999). 
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	4.4 Arbeitsvorschriften 
	1. Zu untersuchende Probe mit je 3 – 5 g in Wägegläschen einwiegen. 
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	1. Auf Selen zu untersuchendes (Pflanzen-)Material bei Temperaturen < 70°C trocknen ) 
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