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WPLYW WZBOGACENIA JADALNYCH SIEWEK BROKULU
SELENEM NA AKTYWNOSC ANTYOKSYDACYJNA
ORAZ ZAWARTOSC CHLOROFILU

EFFECT OF SELENIUM ENRICHMENT OF EDIBLE BROCCOLI SEEDLINGS
ON ANTIOXIDANT ACITIVITY AND CHLOROPHYLL CONTENT

Abstrakt: Selen jest niezbednym mikroelementem o wtasciwosciach przeciwutleniajacych. Brokut ma zdolno$¢
do akumulowania selenu z gleb i pozywek wzbogacanych w jego zwiazki. Celem prezentowanej pracy byla ocena
wplywu dodatku selenu (w postaci Na,SeO;) na aktywno$¢ antyoksydacyjna i zawarto$¢ chlorofilu w jadalnych
siewkach brokutu. Zastosowano rézne st¢zenia Na,SeOs: 10, 50 oraz 100 pg na 1 g nasion. Obserwacje
morfologiczne siewek brokutu na wczesnych etapach kietkowania pozwalaja na stwierdzenie, ze dodatek
selenianu(VI) sodu przyspiesza proces kietkowania nasion i wyksztatcania korzenia zarodkowego. Siewki brokutu
hodowane z dodatkiem selenianu charakteryzowaty si¢ wigksza biomasa w poréwnaniu do ro$lin kontrolnych.
Oznaczajac st¢zenie chlorofilu, stwierdzono, ze st¢zenie chlorofilu a byto wyzsze niz chlorofilu b zaréwno
w kontroli, jak i w siewkach hodowanych z dodatkiem selenianu. Dodatek selenianu przyspieszal proces
wytwarzania chlorofilu w siewkach brokulu, co wyraznie stwierdzono w czwartym dniu hodowli. Dodatek
selenianu stymulowat takze wytwarzanie chlorofilu b w siewkach brokutlu w poczatkowym okresie ich wzrostu.
Stezenie chlorofilu w probkach z selenianem bylo wyzsze niz w kontroli w poczatkowym okresie wzrostu siewek.
Jednak w kolejnych dniach hodowli zawarto$¢ chlorofilu w kontroli zwigkszata si¢ szybciej niz w probkach
z selenianem. Wewnatrzkomorkowe stgzenie selenu wptywa na procesy fizjologiczne zachodzace w rolinach.
Oznaczajac catkowitg zdolnos¢ antyoksydacyjna w ekstraktach z siewek brokutu, stwierdzono, ze w czwartym
dniu hodowli zawarto$¢ antyoksydantow wyrazona w ekwiwalencie troloksu byta podobna w prébkach
kontrolnych i rosnacych w obecnosci selenianu. W 5 i 6 dniu hodowli obserwowano spadek catkowitej zdolno$ci
antyoksydacyjnej (CZA) we wszystkich probkach. W széstym dniu hodowli siewki rosnace w obecnosci selenianu
charakteryzowaly si¢ nizsza warto$cia CZA niz obiekt kontrolny. Zwiazki selenu w zaleznosci od st¢zenia moga
dziata¢ prooksydacyjnie na komérki roslin.

Stowa kluczowe: selenian(VI) sodu, siewki brokutu, aktywnos¢ antyoksydacyjna, zawarto§¢ chlorofilu

Wstep

Selen jest niezbednym mikroelementem o wlasciwosciach przeciwutleniajacych.
Optymalna dzienna dawka Se dla cztowieka to 50+200 pg, natomiast dawka ponad
600800 pg staje si¢ toksyczna [1]. Selen wchodzi w sktad enzyméw, wystepuje
m.in. w peroksydazie glutationowej, ktéra bierze udzial w rozktadzie nadtlenku wodoru
oraz chroni przed utlenianiem lipidéw [2]. Selen odgrywa wazng rol¢ w zapobieganiu
choréb sercowo-naczyniowych [3] oraz nowotworom [4, 5]. RoS$liny zawieraja niewielkie
ilosci selenu. Na pobieranie selenu wptywa pH gleby oraz temperatura otoczenia. Rosliny
r6znig si¢ zdolnosciag do pobierania i akumulowania selenu. Zawarto$¢ selenu w wigkszosci
roslin uprawnych jest mata i nie przekracza 1 pg-g”' s.m. Istnieje jednak grupa produktéw
ro§linnych, takich jak: nasiona jeczmienia, soi, jadalne czeg$ci szparaga, kalarepy, cykorii
oraz orzechy kokosowe, bogata w selen [6]. Szczegdlnie bogate w selen sg gatunki targanka
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(Astragalus) [7]. RoSliny z rodziny Cruciferae charakteryzujg si¢ znacznie wigkszg
zawarto$cia selenu niz np. satata, pomidor czy truskawki [8].

Kapusta oraz brokut maja zdolno$¢ do akumulowania selenu z gleb wzbogacanych
w jego zwiazki. Prowadzone sg prace w licznych o$rodkach majace na celu wzbogacenie
ro$lin jadalnych w selen, tak aby staty si¢ one zrédlem jego biodostepnych form [9]. Jest to
szczegblnie istotne, gdyz w Europie wystepuja niedobory selenu w glebach, co wptywa na
sktad zywnos$ci. Ro§liny wzbogacane w selen moga by¢ potencjalnym suplementem jego
zwigzkéw [10, 11]. Liczne badania wykazaty, iz wzbogacenie brokutu w Se wywiera
korzystny wplyw na zapobieganie chorobom nowotworowym [12-15]. Brokut gromadzi
selen jako Se-metyloselenocysteing, zwigzek o wlasciwosciach przeciwnowotworowych.
Nasiona brokutu kietkujace na pozywkach wzbogaconych w selen miaty zdolno$¢ do
akumulowania duzych iloéci tego zwigzku [12]. Kietki brokutu zawierajg tez duze ilo$ci
sulforofanu. Zwiazek ten powstaje w nasionach i nie jest produkowany podczas wzrostu
ro§lin [16]. Jedna siewka brokulu zawiera taka sama ilo$¢ sulforafanu jak w pelni
wyrosniety (dojrzaty) brokut [17].

Celem prezentowanej pracy jest ocena wptywu dodatku selenu (w postaci Na,SeOs) na
aktywno$¢ antyoksydacyjng i zawartos¢ chlorofilu w jadalnych siewkach brokutu. Wyniki
te poréwnywano z préba kontrolng bez dodatku selenu.

Materialy i metody

Do badan zastosowano nasiona brokutu - nasiona na kietki zakupione w firmie PNOS
w Ozarowie Mazowieckim S.A. Nasiona kietkowaty na szalkach Petriego wylozonych
bibutg filtracyjna, w naturalnych warunkach o$wietlenia, w temperaturze 22°C. Na szalke
odwazono 1 g nasion brokutu i dodawano roztworu selenianu(VI) sodu. Zastosowano rézne
stezenia Na,SeOs: 10, 50 oraz 100 pg na 1 g nasion. Réwnoczesnie przygotowano obiekt
kontrolny, gdzie nasiona zwilzano woda destylowang. W kolejnych dniach nasiona
podlewano woda w miar¢ potrzeby. Material do badan zbierano od 4 do 6 dnia.

Do przygotowania ekstraktéw do pomiaru zawarto$ci chlorofilu zbierano po 0,5 g
siewek bez okryw nasiennych. Siewki homogenizowano z wodg, a nast¢pnie dodawano
acetonu do stezenia 80%, tak by objetos¢ prébki po ekstrakcji wynosita 50 cm’.
W badanych ekstraktach z siewek brokutu oznaczono ilo$¢ chlorofilu a i b oraz a+b
w $wiezej masie siewek metoda spektrofotometryczng, opisang przez Blamowskiego
i Borowskiego [18].

Aktywnos$¢ antyoksydacyjng ekstraktow z siewek brokutu oznaczono metoda
z zastosowaniem rodnika DPPH (/,I-difenylo-2-pikrylohydrazyl). Ekstrakty do pomiaru
aktywno$ci antyoksydacyjnej przygotowano, homogenizujac 0,5 g siewek bez okryw
nasiennych z 5 cm’ wody, otrzymany homogenat odwirowano. Do 50 mm’ ekstraktu
z siewek dodawano po 1500 mm’ etanolowego roztworu DPPH. Podczas reakcji DPPH
z antyoksydantem stabilny rodnik DPPH przejmuje elektrony od antyoksydanta i zanika
jego fioletowe zabarwienie. Spadek absorbancji mierzono w stosunku do prébki kontrolnej
(roztwér DPPH + etanol) po 30 minutach od zainicjowania reakcji przy diugosci fali
A =517 nm [19]. Zawarto$¢ antyoksydantéw wyrazano w uM troloksu na 1 g $§wiezej masy
siewek.
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Wiyniki, ich oméwienie i analiza

Obserwacje morfologiczne siewek brokutu na wczesnych etapach kietkowania
pozwalaja na stwierdzenie, ze wzbogacenie selenem przyspiesza proces kietkowania nasion
i wyksztalcania korzenia zarodkowego. W trzecim dniu hodowli w prébce kontrolnej
peknieta okrywe nasienng mialo 68% nasion, natomiast w prébkach z selenianem(VI) sodu
odpowiednio: 10 pg/l g nasion - 86%, 50 pg/l g nasion - 70% a w probce
100 pg/1 g nasion - 76%. Korzen zarodkowy o dlugosci powyzej 3 mm wyksztalcil si¢
w trzecim dniu hodowli, w prébce kontrolnej, u 34% siewek, a w prébkach z dodatkiem
selenianu(VI) sodu 10 pg/1 g nasion - 52%, 50 pg/l g nasion - 52%, a w prébce
100 pg/1 g nasion - 48%. Siewki brokutu hodowane z dodatkiem selenianu(VI) sodu
charakteryzowaty si¢ wigksza biomasag w poréwnaniu do ros$lin kontrolnych. W széstym
dniu hodowli biomasa siewek rosnacych z dodatkiem selenianu byta o okoto 40% wigksza
niz w probce kontrolnej. Przyrost biomasy pomi¢dzy 4 a 6 dniem hodowli wynosit 95% dla
probki kontrolnej (za 100% przyjeto mase siewek w 4 dniu hodowli dla danej prébki).
Dodatek selenianu wyraznie zwigkszal przyrost biomasy siewek: dla dawki selenianu(VI)
sodu 10 pg/l g nasion o 132%; dla 50 pg/l g nasion o 126%; a dla 100 pg/1 g nasion
0 59%. Rozpuszczalne formy zwigzkéw (seleniany(VI) i seleniany(IV)) sa tatwo pobierane
przez ro$liny [6]. Prace wielu autor6w potwierdzaja, ze selen jest dobrze pobierany
z pozywki, a jego stezenie w organach ro$lin wzrasta. Hawrylak i in. badali zawartodci
selenu w korzeniach kukurydzy w uprawie hydroponicznej i stwierdzili, ze wraz ze
wzrostem jego stezenia w pozywce jego zawarto$¢ w korzeniach byla znacznie wigksza
w postaci selenianu(I'V) niz selenianu(VI) [20].

Teresinski 1 in. podaja, ze selen powoduje u niektérych gatunkéw zaburzenia
kietkowania i wzrostu [21]. Selen na stopniu utlenienia +IV hamuje kietkowania nasion
kolendry, natomiast selen na stopniu utlenienia +VI wptywa na kietkowanie nasion fasoli.
Nadmiar selenu w podtozu moze negatywnie oddzialywa¢ na podziat i wzrost komérek,
hamuje organogeneze, synteze bialek i kwaséw nukleinowych [22]. Hawrylak i Szymanska
zwracaja uwage na fitotoksyczno$¢ réznych form selenu dla korzeni kukurydzy.
Selenian(VI) w stezeniu 25 pmol-dm™ stymulowat elongacje systemu korzeniowego
kukurydzy, natomiast duze dawki selenianu(IV) powodowaly zaburzenia geotropizmu
systemu korzeniowego [20].

Zawarto$¢ chlorofilu w ros$linach nierozerwalnie wiaze si¢ z produktywnoscia ro$lin
[23]. Podczas kietkowania nasion brokutu licienie wyksztalcajga si¢ w 4 dniu hodowli.
W tym czasie barwniki fotosyntetyczne i struktury chloroplastu syntetyzowane sg de novo
i dlatego tez kietki sa dogodnym modelem do badan nad wptywem selenu na zawarto$¢
chlorofilu. Oznaczajac zawarto$¢ chlorofilu, stwierdzono, ze st¢zenie chlorofilu a bylo
wyzsze niz chlorofilu b zaréwno w kontroli, jak i w siewkach hodowanych z dodatkiem
selenianu(VI) sodu. Dodatek selenianu przyspieszal proces wytwarzania chlorofilu
w siewkach brokulu, co wyraznie stwierdzono w czwartym dniu hodowli. W prébce
z selenianem(VI) sodu 100 pg/1 g nasion st¢zenie chlorofilu a byto o 146% wyzsze niz
w kontroli. W 5 dniu hodowli te réznice zmniejszaty si¢, a w 6 dniu obserwowano nieco
nizsze ste¢zenie chlorofilu @ w prébkach z dodatkiem selenianu niz w kontroli. Dodatek
selenianu(VI) sodu stymulowal takze wytwarzanie chlorofilu b w siewkach brokutu
w poczatkowym okresie ich wzrostu. Stwierdzono, ze w czwartym dniu hodowli siewki
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rosngce z dodatkiem selenianu(VI) sodu o zawartosci 10 pg/1 g nasion charakteryzowaty
si¢ najwyzsza zawartoscig chlorofilu b, o 109% wyzsza niz w kontroli. W nastepnych
dniach hodowli st¢zenie chlorofilu b wzrastato we wszystkich wariantach do$wiadczenia,
jednak réznice pomiedzy prébka kontrolng a prébkami z selenianem zmniejszaly sie.
W sz6stym dniu hodowli w prébkach z selenianem o zawartosci 50 i 100 pg/1 g nasion
stezenie chlorofilu bylo nizsze niz w préobce kontrolnej. Reasumujac, stezenie chlorofilu
w prébkach z selenianem bylo wigksze niz w kontroli w poczatkowym okresie wzrostu
siewek. Jednak w kolejnych dniach hodowli zawarto$¢ chlorofilu w kontroli zwigkszata sig¢
szybciej niz w prébkach z selenianem (rys. 1). Stezenie wewnatrzkomdrkowego selenu
wplywa na procesy fizjologiczne zachodzace w roS$linach. Selenian(VI) jest tatwiej
przyswajalng formg tego pierwiastka, jego pobieranie jest procesem regulowanym
metabolicznie [24].

Zawartosé chlorofilu
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Rys. 1. Wptyw stezenia selenianu(VI) sodu na zawarto$¢ chlorofili w siewkach brokutu

Fig. 1. Effect of sodium selenate concentration on chlorophyll content in broccoli seedlings

Glony Spirulina platensis [25] maja zdolno§¢ do gromadzenia duzych ilosci selenu.
W niskich stezeniach Se zwigkszal produkcje biomasy i wplywal na zawarto$¢ barwnikow
fotosyntetycznych, przy wysokich stezeniach te parametry znaczaco obnizaly sie.
Réwnoczesnie stwierdzono, ze enzymy antyoksydacyjne odgrywaja wazng rol¢ w ochronie
komorek przed stresem wywolanym obecno$cig wysokich dawek Se. Wyzsze stezenia Se
(> 175 mg-dm™) doprowadzity do wzrostu aktywnosci peroksydazy glutationowej (GPX),
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy (CAT) i peroksydazy (POD) oraz do
peroksydacji lipidow (LPO).
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Hawrylak i Szymanska, stwierdzili, ze selenian(VI) o stezeniu 25 pmol-dm™ wykazuje
dziatanie antyoksydacyjne, hamujac proces peroksydacji lipidéw oraz stymulujac elongacje
systemu korzeniowego kukurydzy. Natomiast selenian(VI) o st¢zeniu 50 pmol-dm™ oraz
selenian(IV) o stezeniach 25 i 50 pmol-dm™ powoduje wzrost produktéw peroksydacji
w korzeniach kukurydzy. Selen, niezaleznie od stosowanej formy, wptywa na wzrost
zawartosci glutationu w tkankach korzeni [20].

Wptyw selenu na biosyntezy chlorofilu badano u siewek fasoli mung [26].
Prekursorem porfiryn jest kwas 5-aminolewulinowego, jednak selen nie wplywat na jego
syntez¢. Selen hamuje aktywno$¢ syntezy porfobilinogenu i zmniejszenie catkowitej
zawartosci chlorofilu siewek rosngcych w naturalnym o$wietleniu. Zmiany aktywnosci
syntezy porfobilinogenu byty zalezne od dawki selenu. Wplyw selenu na biosynteze
chlorofilu  potwierdzono w do$wiadczeniach przeprowadzonych na izolowanych
chloroplastach. Réwniez w tych badaniach selen hamowatl aktywno$¢ kluczowego enzymu
dla syntezy chlorofilu [26].

Catkowita zdolnos¢ antyoksydacyjna
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Rys. 2. Wptyw stezenia selenianu(VI) sodu na catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna siewek brokutu oznaczona
metodag DPPH

Fig. 2. Effect of sodium selenate concentration on total antioxidant capacity of broccoli seedlings, determined by
the DPPH method

Metoda oznaczania DPPH pozwala na pomiar zawarto$ci wszystkich zwigzkéw
o wihasciwosciach antyoksydacyjych zawartych w probce. Oznaczajac catkowita zdolnosé
antyoksydacyjng w ekstraktach z siewek brokutu, stwierdzono, ze w czwartym dniu
hodowli zawarto§¢ antyoksydantéw wyrazona w ekwiwalencie troloksu byla podobna
w probkach kontrolnych i rosngcych w obecnosci selenianu. W 5 i 6 dniu hodowli
obserwowano spadek calkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej we wszystkich prébkach.
W széstym dniu hodowli siewki rosnagce w obecnosci selenianu(VI) sodu charakteryzowaty
si¢ nizszg wartoscia CZA niz obiekt kontrolny (rys. 2). Zwiazki selenu w zalezno$ci od
stezenia moga dziata¢ prooksydacyjnie na komérki roslin. Dodatek do podloza selenu na
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+IV i +VI stopniu utlenienia w dawce 0,05 mmol-dm™ w znaczacy sposb zmieniat

zawarto$¢ nieenzymatycznych antyutleniaczy: kwasu askorbinowego, glutationu, fenoli,
flawonoidéw, co, jak sugeruja Telesinski i in., moze by¢ wynikiem wystgpowania stresu
oksydacyjnego w badanych ro$linach dwuli$ciennych [22]. Hawrylak i Szymanska
zwracaja uwage na gromadzenie si¢ produktéw peroksydacji w korzeniach kukurydzy
rosngcej w obecnosci selenianu(VI) o stezeniu 50 pmol-dm™ lub selenianu(IV)
o stezeniach 25 i 50 pmol-dm™. O tym, Ze zwigzki te wptywaja na homeostaze
prooksydacyjno-antyoksydacyjng, $wiadczy tez wzrost zawarto$ci glutationu w tkankach
korzeni po zastosowaniu selenu [20].
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THE EFFECT OF SELENIUM ENRICHMENT OF EDIBLE BROCCOLI
SEEDLINGS ON ANTIOXIDANT ACITIVITY AND CHLOROPHYLL CONTENT

Faculty of Agricultural Sciences in Zamosc, University of Life Sciences in Lublin, Zamo$¢

Abstract: Selenium is an essential micronutrient with antioxidant properties. Broccoli is capable of accumulating
selenium from the soil and from media enriched with its compounds. The aim of the study was to evaluate the
effect of selenium supplements (in the form of Na,SeO;) on the antioxidant activity and chlorophyll content of
edible broccoli seedlings. Different concentrations of Na,SeOs; were used: 10, 50 and 100 pg per 1 g of seeds.
Morphological observations of the broccoli seedlings during the early stages of germination indicate that sodium
selenate supplementation accelerates the germination process and radicle formation. Broccoli seedlings grown
with selenate had greater biomass than the control plants. Determinations of chlorophyll concentration showed that
chlorophyll a concentration was higher than that of chlorophyll 5 both in the control and in the seedlings grown
with selenate. Selenate accelerated the chlorophyll-production process in the broccoli seedlings, which could be
clearly seen on the fourth day of growth. Selenate supplementation also stimulated production of chlorophyll » in
the broccoli seedlings during the initial period of growth. Chlorophyll concentration in the samples with selenate
was higher than in the control in the initial period of growth. On successive days of growth, however, chlorophyll
content in the control increased faster than in the samples with selenate. The intracellular concentration of
selenium affects physiological processes taking place in the plants. Determination of total antioxidant capacity in
the broccoli seedling extracts showed that on the fourth day of growth antioxidant content expressed as trolox
equivalent was similar in the control samples and those grown in the presence of selenate. On days 5 and 6 of
growth, a decrease in TEAC was observed in all samples. On the sixth day, the seedlings grown in the presence of
selenium had lower TEAC than the control samples. Selenium compounds, depending on their concentration, can
have a pro-oxidant effect on the cells of the plants.
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