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WYKORZYSTANIE METODY HPLC DO OZNACZANIA Se(1V) 1 Se(VI)
W WODACH MINERALNYCH

Streszczenie

Metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej z odwréconymi fazami (RP-HPLC) badano spe-
cjacji selenu w naturalnych wodach mineralnych. Wykresy kalibracyjne byty linearne z bardzo dobrym
wspotczynnikiem korelacji. Czas retencji Se(I1V) wynosit 2,27 min, a Se(VI) 4,37min. Proponowana me-
toda RP-HPLC-UV daje odzysk 99,6%. Najwyzszg zawartos¢ selenu(l1V) stwierdzono w wodach mineral-
nych: “Oda”; “Nateczowianka” i “Muszynianka”, a najnizszg w “Ostromecko citron”. Najnizszg zawar-
tos¢ Se(VI) stwierdzono w wodzie gazowanej “Galicjanka”. Zawarto$¢ selenu w badanych prébkach wod
mineralnych nie przekraczata dopuszczalnych norm. Proponowana metoda RP-HPLC-UV moze by¢
wykorzystana do badania specjacji selenu w wodach mineralnych.

Wprowadzenie

Jednym z mikroelementéw, ktéry w ostatnich latach wzbudza zainteresowanie ze
wzgledu na swoje wiasciwosci jest selen. Jeszcze na poczatku XX wieku uwazano ten
pierwiastek za najbardziej toksyczny, powodujacy wiele objawdw chorobowych u
ludzi i zwierzat [6]. Dopiero w potowie XX wieku ulegt zmianie poglad na temat roli
selenu w zywieniu. Do zmiany tej przyczynili sie m.in. dwaj badacze Schwarz i Foltz
[21], ktérzy wykazali, ze brak selenu w diecie prowadzi do groZznych zaburzeh meta-
bolicznych, ktére mozna usunaé podajac jego mate dawki. W 1951 r. selen zostat zali-
czony do niezbednych pierwiastkéw $ladowych dla zwierzat, a pdzniejsze badania
udowodnity, ze jest on takze niezbedny dla ludzi. Obecno$¢ selenu w przyrodzie jest
niezmiernie wazna. Stezenie, przemiany i akumulacja selenu w srodowisku zalezg od
wartosci pH, warunkoéw redukujgco-utleniajacych, temperatury, obecnosci substancji
nieorganicznych i/lub organicznych, jak réwniez od dziatalnosci drobnoustrojéw. Ra-
zem procesy te stanowig cykl biogeochemiczny [17]. Selen wchianiany jest przez ro-
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$liny z gleby lub z atmosfery, potem ulatnia sie przez procesy biometylowania, wresz-
cie dostarczany jest zwierzetom i ludziom. Jest on niezbedny do rozwijania metod
specjacji niezawodnych i czutych, pozwalajacych na oznaczenie catkowitej jego za-
wartosci, ale rowniez do okreslenia roznych jego form fizykochemicznych (specjacja)
[19].

Toksycznosc i aktywnos¢ biologiczna selenu zalezg od jego formy fizykochemi-
cznej. Zmiana charakteru pierwiastka, z niebezpiecznego na prozdrowotny, nastepuje
w bardzo waskim zakresie stezenia. Dla dorostych zalecana dawka dzienna wynosi 70
fig Se/dzien, podczas gdy zawarto$¢ toksyczng oszacowano na poziomie 800 fig
Se/dzieh [17]. Toksyczno$¢ wobec ekosystemdw zmienia sie w zaleznosci od formy
wystepowania selenu. Moze on byé obecny tak w postaci nieorganicznej na réznych
stopniach utlenienia (-2,0,+4,+6), jak i w postaci organicznej (aminokwasy i zwigzki
metylowe) [4]. Postacie nieorganiczne seleniny i seleniany sg w szczegolnosci tok-
syczne. Czesto spotykang formg aminokwasowa selenu jest selenometionina (SeMet) i
selenocysteina (SeCys) [2],

W naturalnych wodach selen wystepuje przewaznie w utlenionych formach
Se(1V) jako selenin (SeC=2) i Se(VI) jako selenian (Se042) [8]. W kwasnych glebach,
mato napowietrzonych, selen jest obecny jako selenek metaliczny nierozpuszczalny, a
w glebach zasadowych, dobrze napowietrzonych, obecne sg seleniany rozpuszczalne i
bezposrednio przyswajalne przez rosliny [9].

W badaniach nad specjacjg stosowane sg prawie wszystkie znane metody anali-
tyczne, w tym r6zne odmiany chromatografii. Jedng ze stosowanych metod chromato-
graficznych w badaniach specjacji jest metoda wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej (HPLC) [18].

Celem niniejszej pracy bylo wykorzystanie metody wysokosprawnej chromato-
grafii cieczowej z odwrdéconymi fazami (RP-HPLC) do badania specjacji selenu w
wybranych naturalnych wodach mineralnych.

Materiat i metody badan

Materiat do badan stanowito 11 réznych wéd mineralnych, w 1,5 litrowych bu-
telkach plastikowych, zakupionych w punktach handlu detalicznego na terenie todzi.
Byly to: Muszynianka, Nateczowianka, Oda, Multi Vita, Mazowszanka, Ostromecko
citron, Zdroje Grodziska, Krakowianka, Fructom i Galicjanka, gazowane i niegazowa-
ne.

We wszystkich badanych prébkach, formy selenu (specjacja) oznaczano wysoko-
sprawng chromatografig cieczowg (HPLC), stosujagc aparat firmy Dionex-Softran Gm-
bH (Szwecja) wyposazony w degazer DG-1310, pompe p580A HPG, autosampler
Gina 50T, piec STH 585, detektor UV/VIS UVD 170s oraz dodatkowo wyposazony w
program Chromeleon ver 6.00.
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Odczynniki i roztwory

a) dejonizowana woda destylowana o przewodnictwie 0,03 |iS,

b) metanol do HPLC, cz.d.a., firmy POCh-Gliwice,

c) 5 mmol/1 fosforan tetrabutyloamoniowy, cz.d.a., firmy Fluka,

d) jako roztwér podstawowy (A) stuzyt roztwor selenianu(l1V) sodu Na2SeCss przygo-
towany ze statego odczynnika cz.d.a., firmy Fluka. W celu jego przygotowania
odwazano 2,190 g + 0, 0001 g Na2SeCss i rozpuszczano w dejonizowanej - desty-
lowanej wodzie w kolbie miarowej o poj. 1000 ml,

e) jako roztwor podstawowy (B) stuzyt roztwor selenianu(V1) sodu Na2Se04przygo-
towany ze statego odczynnika cz.d.a., firmy Aldrich. W celu jego przygotowania
odwazano 2,393 g £ 0,0001 g NaZ2Se04i rozpuszczano w dejonizowanej, destylo-
wanej wodzie w kolbie miarowej o poj. 1000 ml.

Swieze standardy SeC=2 i Se042 (pojedyncze lub mieszane) byly przygotowy-
wane codziennie, z roztworéw podstawowych A i B. Roztworami roboczymi byty
$wieze standardy.

Rozdziaty chromatograficzne uzyskiwano na kolumnie z fazg odwrdocong C18,
(250 x 4,0 mm; 5 (jm, firma Z.0.Ch. Lublin). Jako faze ruchomg stosowano mieszani-
ne 5 mmol/1 fosforanu tetrabutyloamoniowego, 50/50 woda/metanol o pH 3,4. Szyb-
kos¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 1 ml/min. W badaniach stosowano detekcje
przy dtugosci fali 0 = 210 nm. Badane prébki byty sagczone przez sgczki Filtrak Sorte:
390 O 125 mm (Ref. Nr:3.103.125) przed injekcjg na kolumne. Objeto$¢ badanych
prébek byta stata i wynosita 5 (.1 Wszystkie warunki pomiaréw uprzednio zoptymali-
zowano.

Odzysk badano metoda dodatku znanej ilosci wzorca selenu.

Wyniki i ich omdwienie

Wykresy kalibracyjne miaty postaC linii prostej, o wspotczynniku korelacji
r > 0,999. Na rys. 1 zamieszczono wykres kalibracyjny roztworéw standardowych
selenu (IV) i (VI). Czas retencji Se(IV) wynosit 2,27 min, a Se(VI) 4,37 min (rys. 2.).
Wzgledne odchylenie standardowe (R.S.D.) Se(IV) wynosito 1,89%, a Se(VI) 2,87%.
Limity detekcji wynosity odpowiednio 0,14 ng (7 (0g) - jon Se(IV) i 2 ng (100 fig/l) -
jon Se(VI). Proponowana przez nas metoda RP-HPLC-UV daje odzysk 98,3 % przy
1,0 J,o/ml Seo32'i 97,4% przy 1,0 |ig/ml Se042'

Analiza specjacji selenu w badanych prébkach

Przydatnos¢ metody RP-HPLC-UV do oznaczania specjacji selenu wykazano ba-
dajac wybrane probki naturalnych wod mineralnych. Pomiary kazdej prébki wykonano
w trzech powtorzeniach. Metoda RP-HPLC-UV, w przypadku kazdej z badanych pro-
bek, daje odzysk 99,6% (2,42% R.S.D). Czas retencji piku Se(IV) wynosit od 2,44 min



WYKORZYSTANIE METODYHPLC DO OZNACZANIA Se(lV) i Se(VI) W WODACH.. 89

Rys. 1. Wykres kalibracyjny roztworéw standardowych selenu(1V) i selenu(V1).
Fig. 1L Calibration plot of standard solutions of selenium(l1V) and selenium(V1).

Rys. 2. Chromatogram probki roztworu standardowego selenu(1V) i selenu(VI).
Fig. 2. Chromatogram of the standard solution of selenium(IV) and selenium(V1).

do 2,60 min, zas piku Se(VI) 4,24-4,53 min. Taki sam czas retencji piku Se(IV) - 2,59
min uzyskano na chromatogramach naturalnych wéd mineralnych: Muszynianka, Na-
feczowianka, Multi Vita, Mazowszanka, Zdroje Grodziska i Krakowianka. Podobny
czas retencji piku Se(VI) - 4,38 min uzyskano na chromatogramach wod mineralnych
takich, jak: Muszynianka, Multi Vita i Zdroje Grodziska. Najwiekszg absorbancje od
Se(lV) stwierdzono na chromatogramie wody mineralnej gazowanej “Fructom” -
49,521 [mAU], a najnizszg na chromatogramie wody niegazowanej “Muszynianka” -
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Rys. 3. Chromatogram probki wody mineralnej niegazowanej “Oda”
Fig. 3.  Chromatogram of the sample of mineral water “Oda”

Czas [min]
Rys. 4. Chromatogram prébki wody mineralnej “ Nateczowianka”
Fig. 4. Chromatogram of the sample of mineral water “Nateczowianka”.

Rys. 5. Chromatogram prébki wody mineralnej gazowanej “Zdroje Grodziska”.
Fig. 5.  Chromatogram of the sample of sparkling mineral water “Zdroje Grodziska”.
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Rys. 6.  Chromatogram probki wody mineralnej gazowanej “Krakowianka”.
Fig. 6.  Chromatogram of the sample of sparkling mineral water “Krakowianka”.

Rys. 7. Chromatogram prébki wody mineralnej gazowanej “Ostromecko citron”.

Fig. 7. Chromatogram of the sample of sparkling mineral water “Ostromecko citron”.

Rys. 8. Chromatogram probki wody mineralnej gazowanej “Fructom”.
Fig. 8.  Chromatogram of the sample of sparkling mineral water “Fructom”.
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3,725 [mAU]. W badanych wodach uzyskano niskie absorbancje od Se(VI) - 0,010 do
14,728 [mAU]. Rys. 3-8 przedstawiajg chromatogramy wybranych prébek natural-
nych wod mineralnych gazowanych i niegazowanych. W wodzie mineralnej gazowa-
nej “Oda” nie stwierdzono obecnosci piku Se(IV). W wodach mineralnych gazowa-
nych “Fructom” i “Krakowianka” oprocz piku Se(1V) i Se(VI) stwierdzono dodatkowy
pik, ktéry moze by¢ pikiem pochodzacym od innego pierwiastka wystepujacego w
tych wodach. Na chromatogramie probki wody mineralnej niegazowanej “Oda” pik
Se(IV) wyraznie odbiega swym ksztattem od pozostatych, co moze by¢ spowodowane
interferencja z innym skfadnikiem zawartym w tej wodzie. We wszystkich badanych
prébkach wod pik Se(VI) jest mniejszy od piku Se(1V). Otrzymane piki selenu sg po-
dobne swym ksztattem i czasami retencji do pikéw przedstawionych w pracy Jen-Fon
Jen i wsp. [7]. W tab. 1. podano wyniki zawartosci Se(l1V) i Se(VI) w naturalnych wo-
dach mineralnych. Srednia zawarto$¢ Se(1V) w badanych wodach wynosita 4,10 jag/I,
a Se(VI) 4,27 |xg/l. Najwyzsza zawartos¢ selenu(lV) stwierdzono w wodzie mineralnej
niegazowanej “Oda”, a najnizszg w wodzie mineralnej gazowanej “Ostromecko ci-
tron”. Woda mineralna gazowana “Galicjanka” charakteryzowata sie najnizszg zawar-
toscig Se(VI). Mediana z 11 wdéd mineralnych wynosita w przypadku Se(lV) 3,8,

Tabela 1
Zawartosci Se(1V) i Se(VI) w analizowanych naturalnych wodach mineralnych [jng/1].
Content of Se(1V) and Se(VI) in analysed natural mineral waters [jug/l].
Woda mineralna Zawartos¢ Se(1V) Zawartos¢ Se(VI)

p Mineral water Se(IV) content** Se(VI) content**

1 “Oda” * 6,84+0,40 7,82+0,30

2 “Oda” 7,84+0,35 8,02+0,95

3 “Muszynianka” 4,68+0,20 4,90+0,12

4 “Nateczowianka” 4,69+0,30 4,80+0,15

5 “ Multi Vita” 3,08+0,16 3,99+0,08

6 “Mazowszanka” 3,80+0,18 4,09+0,15

7 “Galicjanka” * 2,69+0,25 0,94+0,55

8 “Zdroje Gordziska”* 2,14+0,25 1,54+0,25

9 “Krakowianka”* 5,42+0,21 5,72+0,14

10 “Ostromecko citrén”* 1,42+0,10 2,23+0,16

u “Fructom”* 2,50+0,11 3,00+0,30

*gazowane / sparkling

**$rednia + odchylenie standardowe / average + standard deviation
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za$ Se(VI) 4,09. Uzyskano wyzszg wartos¢ kwartyla w odniesieniu do Se(VI). Podob-
ne wyniki zawartosci selenu uzyskali Sikorowska [20] oraz Duda [3], a takze Mastow-
ska [10-15], nie notowano natomiast tak wysokich zawartosci jakie podajg Arruda,
Gallego i Valcarcel [1]. W niniejszej pracy stwierdzono wyzsze poziomy selenu we
wszystkich badanych produktach, w stosunku do oznaczonych przez Varo i wsp. [22],
co wigze sie z faktem niskiej zawartosci selenu w produktach zywnosciowych Finlan-
dii. Zawartos¢ selenu w badanych prébkach naturalnych wod mineralnych nie przekra-
czata dopuszczalnych norm okre$lonych przez WHO [5, 16].

Podsumowanie

Whyniki badan wskazujg na mozliwos¢ réwnoczesnego oznaczania Se(lV) i
Se(VI) w wodnych roztworach metodg RP-HPLC z detektorem UV. Proponowana
przez nas metoda moze z powodzeniem stuzy¢ do badania specjacji selenu w wodach
mineralnych.

Fragmenty pracy byty przedstawione podczas V Sesji Miodej Kadry Naukowej
PTTZ, 29-31.05.2000 r. w Ryni.
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APPLICATION OF HPLC METHOD FOR ANALYSIS OF SE(IV) AND SE(VI)
IN MINERAL WATERS

Summary

The aim of the study was application of a high performance liquid chromatography (HPLC) with UV
detector for selenium speciation in samples of mineral water. Basic solutions 1000|ig/l Se03"'and Se042"
were prepared by dissolving 2,190 g of Na2Se03 and 2,393 g Na2Se04 in 1000 ml of water, respectively.
Recent standards Se03 and Se042 (single or mixed) were prepared every day from the basic separation
of Se(1V) and Se(VI) was obtained using a C 18 column (250x4.0mm; 5jim) with mobile phase comprising
5mmol/Iphosphate tetrabutylammonium, 50/50 water.methanol at pH 3,4. Flow rate was Iml/min. Detec-
tor was set at 210 nm. Injection volume was 5 jil. Retention time of selenium(1V) was 2.27 min and of
selenium(VI) 4.37 min. Recovery of Se determined using a HPLC method was 99.6 %. The determined
content of Se(IV) was 4,10 |ig/l and Se(VI) - 4,27 juyl The method worked out can be therefore recom-
mended for determination of Se in samples of mineral water.



