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§1. UVOD

Potrosac¢ima se danas nudi veliki izbor dodataka prehrani razli¢itog porijekla. Oznaceni su kao
hrana ¢&ija je svrha dopuna normalnoj prehrani i koncentrirani su izvor vitamina i minerala.!
Opcenito, proizvode se od prirodnih biljnih ili Zivotinjskih sirovina, kao §to su biljke, gljive,
alge, liSajevi, tkiva ribe itd. Takvi proizvodi podrzavaju nutritivne ili druge fizioloske ucinke.
Iako se obi¢no stavljaju na trziste u oblicima doziranja poput lijekova, ova vrsta proizvoda nije
namijenjena lije¢enju ili prevenciji odredenih bolesti.? Njihovi tipi¢ni oblici su kapsule, tablete,
drazeje, ampule s teku¢inom, boce s kapaljkom i drugi slicni oblici tekuéina i1 praSaka
namijenjeni za konzumaciju u malim, mjernim jedinicama i koli¢inama.?®

S obzirom na vaznost osiguranja sigurnosti hrane, razli¢itim zakonskim zahtjevima
kojih se prehrambena industrija mora pridrzavati, drzave diljem svijeta pruzaju temelj za
osiguranje zastite ljudi 1 interesa potroSaca u vezi s hranom, ukljucuju¢i dodatke prehrani.
Medutim, kvaliteta nekih dodataka prehrani, za ¢iju sigurnost glavnu odgovornost snose
subjekti u poslovanju s hranom koji stavljaju proizvod na trziSte, zabrinjava je identitet njihovih
sastojaka &esto nedovoljno poznat.*

Kako bi se objasnila vaznost procjene kvalitete 1 pristupa testiranju toksicnosti, na
europskoj razini postoje razlicite smjernice. Smjernice se odnose na oznac¢avanje i oglaSavanje
ovih proizvoda, ali proizvodaci ostaju relativno slobodni u proizvodnji dodataka prehrani.*
Dodatci prehrani moraju biti u skladu s opéim Zakonom o hrani, ali jo§ uvijek ne postoji
centralizirana zakonska procedura odobravanja na nivou europske zajednice za koriStenje
razli¢itih biljaka u hrani.*®> Europska agencija za sigurnost hrane (engl. European Food Safety
Authority, EFSA) je tijelo EU koje daje znanstvene savjete i procijene rizika kemikalija u hrani
za ljudsko zdravlje te informira o postoje¢im i novim rizicima povezanim s prehrambenim
lancem. Kako bi dala neke uskladene informacije i pomogla u procesu procjene rizika, EFSA
je stvorila bazu podataka o botanickim sastojcima koji se mogu koristiti u hrani.%” Ova baza
nije sveobuhvatna i nema pravnu snagu, ali je korisna u razlu¢ivanju biljaka ili spojeva od
moguceg znacaja za zdravlje ljudi. Prema smjernicama za ocjenu sigurnosti botanickih
proizvoda, (engl. Safety assessment of botanicals and botanical preparations intended for use
as ingredients in food supplements) prijeko su potrebni podaci o kemijskom sastavu botanickog

sastojka i postupku pripreme biljnih dodataka prehrani.*® Biljni dodatci prehrani koji se mogu
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proizvoditi u obliku kapsula, pilula u prahu, tekuéine i ulja, sadrze sloZenu matricu s razli¢itim
dijelovima biljaka od cijele biljke do plodova, korijena, rizoma, cvjetova, sjemenki, kora,
stabljika i lis¢a, te dodanih sastojaka poput, aminokiselina, ugljikohidrata, polisaharida i soli.
U cjelokupnom dijelu koji se odnosi na kemijski otisak sastojaka, elementno profiliranje ima
vodecu ulogu u karakterizaciji, odnosno identifikaciji i kvantificiranju glavnih i elemenata u
tragovima.®910

Za elementnu analizu dodataka prehrani s razli¢itim popratnim tvarima u matrici
uzorka mogu se koristiti razli¢ite spektrometrijske tehnike.® Izbor analiticke tehnike najvise
ovisi o osjetljivosti metode i o prirodi uzorka. Tehnike atomske apsorpcijske spektrometrije s
plamenom ili grafitnom peci u pravilu imaju moguénost istovremenog odredivanja samo jednog
elementa, dok spektrometrijske emisijske tehnike temeljene na plazmi s optickom ili masenom
detekcijom omoguéuju istovremeno odredivanje viSestrukog broja elemenata (do 89 elemenata)
u razli¢itim matricama uzoraka.'"** Navedene spektrometrijske tehnike su sposobne prikupiti
velike skupove podataka o elementnom sastavu §to omogucuje izgradnju velike baze podataka
za profiliranje uzoraka.

Kemometrijska obrada tako velikih skupova podataka koriStenjem univarijatnih i
multivarijatnih statistickih alata daje vrijedne informacije u klasifikaciji biljaka i dobivenih
biljnih dodataka.'>*® Metode multivarijatne statistika kao $to su analiza glavnih komponenti
(PCA), parcijalna diskriminantna analiza najmanjih kvadrata (PLS-DA) i hijerarhijsko
grupiranje (HCA), alati su istrazivacke analize podataka (engl. exploratory dana analysis,
EDA) koji omoguéuju razumijevanje razlika izmedu uzoraka sa sli¢nim karakteristikama.*®
Razlikovanje i razvrstavanje velike grupe uzoraka u klastere grupira uzorke sa sli¢nim
karakteristikama kao $to su elementni profil ili specifi¢ni marker elementi. Ovo je osobito vazno
za kontrolu kvalitete, kao i za taksonomske svrhe i provjeru autenti¢nosti podrijetla proizvoda.

U ovom radu razvijena je jednostavna i brza analiticka metoda za odredivanje sadrzaja
selenija u biljnim dodatcima prehrani primjenom elektrotermi¢ke atomske apsorpcijske
spektrometrije na principu in situ hvatanja razvijenog hidrida u grafitnoj kiveti obloZenoj
iridijem (HG-ETAAS). Postupak priprave uzoraka razli¢itih formulacija biljnih dodataka
prehrani ukljucivao je mikrovalno potpomognuta razgradnja. Razvijeni su postupci prethodne
redukcije selenijevih spojeva i ispitan njihov utjecaj na ucinkovitost odredivanja tj. selektivnost

I osjetljivost.
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Za odredivanje dvadeset i Cetiri elementa (Se, Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe,
Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Sbh, Sr, Tl, V, Zn) optimizirana je metoda primjenom
spektrometra masa uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-MS) nakon mikrovalno
potpomognute razgradnje uzoraka. Dobiveni rezultati mjerenog sadrzaja selenija usporedivani
s kvantitativnim podatcima dobivenim metodom elektrotermi¢ke atomske apsorpcijske
spektrometrije na principu in situ hvatanja razvijenog hidrida u grafitnoj kiveti oblozenoj
iridijem, HG-ETAAS. Ucinkovitosti obje metode za odredivanje selenija procijenjene je i
usporedena koriStenjem istog skupa uzoraka.

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi sastavne odnose izmedu velikog skupa analiziranih
uzoraka. Stoga je elementni profil uzoraka podvrgnut kemometrijskoj analizi koja se temelji na
statistiCkim alatima PCA, PLS-DA i HCA. U literaturi nedostaju takve sveobuhvatne analize i
usporedbe razli¢itih dodataka prehrani biljnog podrijetla. Vecéina objavljenih radova bavi se ili
manjim brojem elemenata u biljnim dodatcima prehrani ili su fokusirani na ograni¢eni broj
predstavnika botanike.!’?! U ovom radu prikazano je elementno profiliranje reprezentativnih
biljnih dodataka prehrani koji su nabavljeni na hrvatskom trzistu (Zagreb) u obliku kapsula,
praha, dzema ili tekucine i prvo je izvjesce o elementnom profiliranju opseznog skupa razli¢itih
biljnih dodataka prehrani dostupnih na hrvatskom trzistu. Primijenjene metode multivarijatne
analize grupirale su analizirane uzorke isticanjem njihovih sli¢nih karakteristika, koji proizilaze
iz zajednickih elementnih profila, a definirani su takoder i oni elementi (elementi markeri) koji
najvise doprinose razlikovanju uzoraka. Neki biljni dodatci prehrani s iznimnim svojstvima
koji su proizasli iz odredenih botanickih, okoliSnih i proizvodnih znacajki postali su jasno

uodljivi.
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§2. LITERATURNI PREGLED
2.1. Selenij u hrani

Selenij putem biljaka ulazi u hranidbeni lanac. Sadrzaj selenija u biljnim vrstama razlikuje se
ovisni o dostupnoj koncentraciji u tlu, svojstvima tla (pH tla, redoks potencijalu, sadrzaju vode
i drugim tvarima) te o kemijskom obliku selenija.??2°

Iako biljke nemaju poznate fizioloSke potrebe za selenijem, neke biljne vrste imaju
sposobnost da asimiliraju i akumuliraju velike koli¢ine selenija iz tla i vode. Takve biljke koje
su hiperakumulatori selenija (> 1000 mg kg suhe tvari), poput livadnog kozlinaca (Astragalus
cicer L.) i vrste Xylorhiza, uspje$no rastu na tlima izuzetno bogatim selenijem. Brazilski
oraSasti plodovi, kao i vrste kupusa (smeda gorusSica, uljana repica, suncokret, brokula i kupus)
1 luka (CeSnjak, luk, poriluk i1 divlji poriluk) su sekundarni akumulatori koji ucinkovito
akumuliraju selenij u rasponu od 100 do 1000 mg kg suhe tvari i bogati su izvori selenija u
hrani ¢covjeka. Ne-akumulatori su biljne vrste koje pohranjuju selenij u koncentracijama < 100
mg kg suhe tvari i ne mogu prezivijeti ili su slabijeg rasta ako rastu na tlima bogatim selenijem
kao npr. trave i Zitarice (pSenica, zob, raz i je¢am). 222428

Biljke mogu asimilirati selenij u obliku selenata, selenita ili njegovih organskih spojeva
kao Sto su SeCys 1 SeMet, ali ne mogu primiti koloidno vezani elementarni Se ili metalne
selenide.?*?%2° Anorganski oblici selenija (selenat i selenit) se primarno apsorbiraju i
transformiraju kao dva dominantna bioraspoloziva oblika u prirodnom okruzenju. UnoSenje
selenata i selenita u biljke posredovano je aktivnim transportnim mehanizmima. Biljke
uglavnom koriste fosfat kao nosa¢ za ugradnju selenita, dok selenat koristi aktivnosti
transportera sulfata.?? Organske spojeve selenija (selenometionina i selenocisteina) biljke
ugraduju pomoéu enzima, transportirajuéa ATP fosfohidrolaza (adenozin trifosfat, ATP).24?’
Sposobnost nekih biljaka kao §to su ¢esSnjak, luk i brokula da akumuliraju i transformiraju
anorganske oblike selenija u bioaktivne organske spojeve vazno za ljudsku prehranu i
zdravlje.?5?” Selenometionin je glavni organski oblik selenija u Zitaricama, mahunarkama i
soji, te u kvascu koji se koristi u dodatcima prehrani.??2°

Smatra se da je prosje¢na koncentracija selenija u tlima diljem svijeta oko 0,4 mg g *,

dok tla bogata selenijem sadrze > 2 do 5000 mg g 1).%* Podrugja s tako neuobicajeno visokim
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koncentracijama selenija u tlu su dijelovi Wyominga, Sjeverne i Juzne Dakote u SAD-u, Punjab
u Indiji, okrug Enshi i Hubei u Kini i dijelovi Irske, Kolumbija i Venezuela. To se takoder
odrazava na visoke koncentracije Selenija u tjelesnim teku¢inama stanovnika (koncentracija
selenija u krvi > 1000 pg L) i klinickim znakovima selenoze tj. trovanja selenijem u
stanovnika tih podrugja.?3?*?® Vige vrijednosti unosa selenija zabiljezene su i u stanovnika
Japana, Kanada, Svicarska i Finske dijelom zbog tretiranja tla gnojivom obogaéenim selenijem.
S druge strane, velike povrsine tla koje su siromasne selenijem rasprostru se u sjeveroisto¢noj
Australiji, juznoj i sredi$njoj Kini, Novom Zelandu, Istoénom Sibiru, Sjevernoj Koreji, Nepalu,
Tibetu, Saudijskoj Arabiji, Egiptu, Brazilu, Indiji, Burundiju i Novoj Gvineji i dijelovima
Europe (dijelovi Svedske, Skotske, Velike Britanije, Francuske, Belgije, Srbije, Slovenije,
Spanjolske, Portugala, Turske, Poljske, Njemacke, Danske, Slovacke, Austrije, Irske, Greke,
Nizozemske, Italije, Ceske i Hrvatske). 322?* Podatci za veé¢inu dijelova Afrike, Juzne Azije i
Juzne Amerike su rijetki ili ih uopée nema, predpostavlja se da je unos unos selenija u tim
podrju¢ima uglavnom nizak.?>%°

SadrZaj selenija u hrani i u stanovnika razli¢itih drZzava svijeta moZe takoder biti
povezan s faktorima kao $to su poljoprivredna praksa, Zetva, nacionalna poljoprivredna i
trgovinska politika drZave te vrstom prehrane, dobi, fizioloskim stanjem pa ¢ak 1 financijskim
mogucnostima pojedinca. Sukladno tome, unos selenija hranom moze se znacajno razlikovati
ovisno o regijama. Opcenito u svijetu unos selenija je od 3 do 7000 ug Se u danu po kg tjelesne
mase, u mnogim dijelovima svijeta na donjoj granici.?® Uslijed nedostatka selenija u tlu
prehrambeni proizvodi imaju vrlo nisku razinu §to je izazvalo sve vece zanimanje za razvoj
prehrambenih proizvoda i1 dodataka prehrani obogacenih selenijem. Agronomskom
biofortifikacijom (gnojidba) ili genetickom biofortifikacijom (geneticko poboljSanje usjeva)
povecava se bioloSki raspoloZiva koncentracija selenija u jestivim dijelovima kultiviranih
biljaka.?24272% Fortifikacija tla gnojivima obogadenim selenijem mozZe znatno povedati udio
selenija u usjevima koji rastu na tlima s niskom udjelom selenija. Primjerice, sadrzaj selenija u
rizi poveéan je trostruko s 0,4 + 0,2 ug g na 1,12 pg g* do 3,16 pg g* primjenom gnojiva
obogadéenog selenijem u obliku natrijevog selenita i natrijevog selenata.>® Maseni udjeli selenija
u Zitaricama uzgojenim na tlima tretiranim sa Se-dopiranim gnojivom bili su od 0,128 ug g*
do 1,05 pg gt u odnosu na < 0,100 pg g u nedopiranim Zitaricama i linearno su ovisili o

koncentraciji selenija u primijenjenom folijarnom gnojivu.®:
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Prema podatcima Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization,
WHO) namirnice osobito bogate selenijem su: jetra i bubreg (od 0,4 pg g do 1,5 pg g2), hrana
izmora (od 0,1 pg gt do 0,4 pg g), Zitarice (< 0,1 pug g do 0,8 pug g), mlijecni proizvodi (<

1).%2 Sli¢ne podatke 0 sadrzaju selenija

0,1 ug gt do 0,3 pg g?), te voée i povrée (< 0,1 pug g
navode i drugi autori: u zitaricama 0,01 pg g i 0,55 pg g%, u misiénom mesu goveda 0,25 pg
g!, u mlijeku i mlijeénim proizvodima 0,001 pg gt do 0,17 pg g™* te niZi selenij u voéu (0,06 —
0,13 pug u naranci i 0,07 pg u jabuci na 100 g svjeze mase) u usporedbi s povréem (0,03 ugu
rajéici do 3,1 pg u kupusu na 100 g svjeze mase).?+3%-3

Usporedive sa tim razinama bile su i koli¢ine selenija u nekim prehrambenih proizvoda
iz ruralnog podrucja isto¢ne Hrvatske uz rijeku Dravu i Savu: 0,687 pug g* do 1,18 pug g u
mesu, 0,571 pug g do 0,859 pg g* u ribama, 0,177 pg g u jajima te najnize koli¢ine u voéu
0,008 pg g* do 0,046 pg g i povréu 0,006 pg g do 0,0661 pug g1.3® U tkivima smedeg
medvjeda ulovljenih u Hrvatskoj masene koncentracije selenija bile su najvise u korteksu
bubrega (1,75 pg g1), potom u tkivu jetre (0,409 pg g?) i najnize u misi¢ju (0,139 pg gt).¥’

U Europi se prosjeéni unos selenija razlikuje po drzavama, u Svedskoj je procijenjen
na 38 pg u danu, u Nizozemskoj na 67 pg u danu te Svicarskoj na 70 pug u danu. U Finskoj je
porast sa 30 pg u danu na 113 pg u danu zbog nacionalnog programa suplementacije.?? U
stanovnika SAD-a procijenjeni dnevni unos selenija 71 pg u danu i 152 pg u danu, dok je u
Kanadi nesto veci s rasponom od 98 pg u danu do 224 pg u danu. Keshan i Kashin Beck su
teSke bolesti nedostatka selenija zabiljezene u Kini i srednjoj Srbiji zbog niskog unosa selenija
od 7 pg do 11 pg u danu.?43

Za veliki dio populacije putem redovite prehrane nije zadovoljen preporuc¢eni dnevni
unos (engl. Recommended Dietary Allowance, RDA) koji za odrasle osobe iznosi 55 pg u danu
(prema Nacionalnoj akademiji znanosti SAD-a).® Na temelju epidemioloskih studija, Agencija
za zastitu okoliSa Sjedinjenih Americ¢kih Drzava (engl. United States Environmental Protection
Agency, U. S. EPA) utvrduje oralnu referentnu dozu (Oral Reference Dose, RfD) za selenij od
5 ug po kg tjelesne mase u danu.® Stru¢njaci s americkog Instituta za medicinu utvrdili su
dopustenu gornju granicu (engl. Tolerable Upper Intake Levels, UL) na 400 pg u danu i razinu
bez uocenih stetnih ucinaka (engl. No Observed Adverse Effect Level, NOAEL) od 850 pg u
danu na temelju simptoma klinicke selenoze u opseznoj studiji provedenoj u stanovnika
Kine.333:3% Za Europu, EFSA preporuéa nesto veéi i specifiéniji unos (engl. Adequate Intake,

Al) od 70 pug u danu za odrasle i 85 pg u danu za dojilje (dodatni unos selenija od 15 pg u danu
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pokriva koli¢inu selenija izlu¢enog u maj¢inom mlijeku). Za djecu i adolescente, unos selenija
je prosiren iz unosa za odrasle izometrijskim skaliranjem i primjenom faktora rasta te iznosi od
15 pg u danu za djecu < 1 godine do 3 godine, 20 pg u danu za djecu od 4 godine do 6 godina,
35 ug u danu za djecu od 7 godina do 10 godina i 55 pg u danu za adolescente od 11 godina
do 14 godina. Gornja granica unosa (UL) je 300 pg u danu.*%42

Antropogene aktivnosti mijenjaju prirodnu dinamiku metala povecavaju¢i njihovu
dostupnost. Rudarstvo, intenzivna poljoprivreda, Sumarstvo i kréenje Suma spadaju u one
aktivnosti koje pogoduju poveéanju koncentracije metala, uklju¢ujuéi zivu, arsen i selenij u
okolisu.?* Kemijski je dobro poznato da selenij ima znaGajan afinitet za Zivu i potencijal

neutralizirati toksi¢no djelovanje MeHg kada je molarni omjer Se:Hg ve¢i od jedan.**#

2.1.1. Bioloska uloga selenija u ljudskom tijelu

Selenij je element u tragovima koji ima vazne fizioloske funkcije u organizmu. Sudjeluje
U mnogim procesima, ponajprije u antioksidativnoj obrani i modulaciji imunoloskog
odgovora.®® Na bioraspolozivost selenija utje¢e njegov kemijski oblik (znacajno je veéa za
organske oblike selenija) te zna¢ajke organizma kao $to su stanje uhranjenosti, dob i spol.26:28:46
Iako je selenij esencijalni nutrijent za ljude, raspon koncentracija izmedu nedostatka 1
toksicnosti vrlo je uzak i ovisi 0 kemijskom obliku selenija. Nedostatak selenija mogu¢ je pri
unosu < 20 pg u danu, a toksiénost kod > 850 pg u danu.***’ Nedovoljan unos moZe rezultirati
zastojem u rastu, poremecajem u metabolizmu kostiju i abnormalnostima u funkciji
Stitnjage. 242454648 Simptomi toksi¢nosti selenija ukljuéuju umor, poremeéaje u vezivnom
tkivu kao i u kardiovaskularnom, gastrointestinalnom, zivéanom i respiratornom sustavu.3334

S obzirom na esencijalnost selenija, provedena su brojna istraZivanja o primjeni i
ucincima njegovih razlicitih organskih i anorganskih spojeva na zdravlje ljudi. Bioloska
funkcija selenija povezana je s njegovom ugradnjom putem aminokiseline selenocisteina
(SeCys) u mnoge druge proteine vazne za metabolizam.*%>* Istrazivanja su pokazala da se u
organizmima sisavaca nalazi oko stotinjak selenoproteina, a najvazniji su antioksidativni
enzimi glutation peroksidaza i tiorodoksin reduktaza te selenoproteini (SelP, SelS, SelW)
odgovorni za skladitenje i transport selenija.*®°1>? Selenij je u prirodi prisutan u organskim
oblicima, ponajprije u aminokiselinama SeCys i SeMet te u anorganskim oblicima koji su

glavni izvor selenija hranom i ukljucuju selenate, selenite, selenide i elementarni Se. Spomenuti
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organski i anorganski spojevi, kao i sintetski diselenidi ili nanocestice selenija, rabe se u
obogadéenju prirodnih proizvoda, poput probiotika, kvasca i zelenog ¢aja.6:48:4951

Podatci o metabolizmu selenija tj. njegovih (anorganskih i organskih oblika) ovisno o
izvoru iz razli¢itih namirnica i dodataka prehrani ukazuju na razlike u apsorpciji kod ljudi.
Apsorpcijski putovi jo§ nisu u potpunosti istrazeni.*>*® Veéina oblika selenija se u¢inkovito
apsorbira, ali se selenati i seleniti slabije zadrzavaju u tijelu u odnosu na organske oblike SeMet
i SeCys. Metabolizam apsorbiranog selenija u organizmu ovisi o obliku u kojem je prisutnan u
plazmi. Selenat, selenit, SeMet i SeCys ulaze u ,,bazen* selenida iz kojeg se se selenij koristi
za sintezu selenoproteina ili se izlu¢uje urinom kao selenosecer. Medutim, SeMet moze takoder
biti izravno i nespecifi¢no ugraden u proteine kroz zamjenu metionina. Odvojeni put ugradnje
slijedi organski spoj, c-glutamil metilselenocistein, koji se nalazi u kupusnjaéama, pri cemu se
prvo pretvara u Se-metilselenocistein, a zatim se transformira g-liazom u metilselenol, koji se
izlu¢uje uglavnom izdisanjem i urinom,26:45°3

Koristeno je nekoliko pristupa za mjerenje bioraspolozivosti selenija u raznim vrstama
hrane §to ukljucuje mjerenje promjene koncentracije selenija u plazmi, mjerenje aktivnosti
enzima glutation-peroksidaze (GPx) i studije apsorpcije/retencije. Razvijene su tehnike s
upotrebom stabilnih izotopa selenija za oznacavanje endogenih oblika selenija u hrani.
Opcenito, selenij se apsorbira ucinkovito, ali nije moguce dodijeliti specificne brojke za
zadrzavanje i bioraspolozivost pojedinim oblicima selenija zbog sloZzenih matrica hrane. Pod
pretpostavkom da je SeMet glavni oblik u mesu, veéina selenija iz te namirnice se apsorbira i
nesto vise od polovice zadrzava u tijelu tj. ne izluCuje se urinom. Selenij u brazilskim
aktivnosti u eritrocitima. Promjene u statusu selenija koje odrazavaju promjene u unosu
dogadaju se u razdoblju od nekoliko tjedana ili mjeseci. Nekoliko selenoproteina ukljucujuéi
selenoproteine P i W te GPx S$iroko su koristeni kao biomarkeri selenija. Funkcionalani
biomarkeri su korisni samo ako se mogu lako izmjeriti u dostupnim tkivima, poput krvi.
Najces¢i biomarker je selenoprotein P za koji se ¢ini da doseze maksimum nakon 2 do 4 tjedna

suplementacije i dobro korelira sa koncentracijama selenija u plazmi. Selenoprotein P ¢ini

selenoproteina, ukljuéujué¢i GPx. 515254
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Dokazano je da selenij svojim svojstvima sudjeluje u zastiti ljudskog organizam od
Stetnih ¢imbenika, kako kemijskih, kao $to su lijekovi koji imaju ozbiljne nuspojave, teSkih

metala, mikotoksina i pesticida, tako i fizi¢kih, kao $to je toplinski stres ili magnetska polja.*®
2.1.2. Selenij u dodatcima prehrani

U svrhu nadoknadivanja smanjenog preherambenog unosa selenija (<40 pg u danu) ili u
terapijske svrhe (od 200 pg u danu do 300 pg u danu) konzumiraju se razli¢iti dodatci
prehrani.?® Na trzistu se potrosa¢ima nudi veliki izbor dodataka prehrani razli¢itog podrijetla,
uglavnom multimineralni i multivitaminski dodatci, posebno kvasac obogaéenim selenijem kao
samostalni dodatak te biljni dodatci prehrani. Navedene vrste proizvoda nisu namijenjene za
lijecenje ili sprijecavanje bolesti iako medu potroSacima razvijenih zemalja postaje uobicajena
praksa uzimanje istih u svrhu ,sprije€avanja“ odredenih karcinoma i ucinaka starenja. Uski
raspon izmedu terapijskih i toksi¢nih doza selenija, kao i ovisnost ucinka selenija o
primijenjenom obliku, dozi i nacinu lijeCenja, Cini izbor najuc¢inkovitijeg dodatka vrlo
slozenim, 3455557

Razli¢itim analitickim pristupima postignut je napredak u poznavanju kemijskih oblika
selenija u biljkama.?® Osobita paznja posveéena je istrazivanjima kemijskih oblika selenija u u
¢esnjaku, gljivama i razli¢itim vrstama orasastih plodova poznatih po visokom sadrzaju selenija
i blagotvornom djelovanju na zdravlje. Cesnjak i gljive su i &est satojak dodataka prehrani. Spoj
SeMet je identificiran postupakom ekstrakcije iz proteina pomocéu proteoliticke razgradnje.
Takoder su identificirani i specifi¢ni metaboliti: y-glutamil-Se-metilselenocistein i y-glutamil-
Se-metilselenometionin u ¢esnjaku, Se-metilselenocistein u ¢esnjaku i luku, SeMet u japanskoj
ljutoj rotkvi obogacenoj selenijem, te SeCys i njegovi y-glutamil derivati u orasastim
plodovima.®® Biljne dodatke prehrani koristi oko 70 do 80% svjetske populacije. Koncentracije
selenija u biljnim dodatcima prehrani su u rasponu od 25,0 ug g do 42,5 ug g%, sto odgovara
45 % do 76 % ukupne preporucene koligine selenija za odrasle.®

U oboga¢enom kvascu ili algama uzgojenim na obogac¢enom mediju, selenij iz
anorganskih soli prelazi u organske oblike selenija koji imaju bolju biodostupnost.*® Spoj
SeMet se moze metabolizirati nespecificno poput metionina i vezan je na razli¢itim mjestima u
proteinima dok se SeCys slaze u dimere s di-selenidnom vezom ili Se-S vezom, koja utjece na
funkcionalnost enzima.>? Selenocistein ima visoku reaktivnost i zato je uglavnom prisutan u

obliku derivata kao §to su dimerizirani oblik selenocitina (SeCys2) ili metilirani oblik metil-
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seleno-cistein (MeSeCys) koji je Cest sastojak dodataka prehrani.*® Potonji nije upisan na
pozitivnu listu mineralnih tvari koje se mogu Koristiti u proizvodnji dodataka prehrani. 22°°3
Prema regulativi, organski spojevi mogu biti prisutni u dodatcima prehrani samo iz oboga¢enog
kvasca Saccharomyces cerevisiae.’®>® Kvasac je najpopularniji oblik uzgojen u prisutnosti
selenita ili selenata, koji moze akumulirati selenij do masenog udjela od 3000 mg kg*.%%
Atraktivan je izvor selenija zahvaljujuci svojoj relativno niskoj cijeni i visokom sadrzaju
selenometionina koji djeluje kao prekursor za sintezu selenoproteina. Selenizirani kvasac se
Cesto koristi u dodatacima prehrani kao bioaktivni oblik selenija. Vecina selenija prisutna u
seleniziranim uzorcima kvasca (oko 70%) je u obliku SeMet.?®>° Analiti¢ki zahtjev industrije
odnosi se na provjeru minimalnog sadrzaja SeMet (obicno > 60 %) u kvascu bogatom selenijem
1 dokaz odsutnosti (< 2 %) selenita 1 selenata. Kvasac bogat selenijem moZe se karakterizirati
metaboli¢kim profilom Se (selenometabolom), koji je karakteristiCan za soj kvasca i parametre
fermentacije i moze biti dragocjen otisak podrijetla pripravaka dostupnih na trziStu i
ponovljivosti proizvodnje. Frakcija metabolita selenija topljiva u vodi ¢ini od 15 % do 30 %
ukupnog selenija i sadrZi vise od 50 spojeva koji se mogu detektirati.>**°

Osim opisanih oblika selenija, selenita, selenata, SeMet ili biofortificirani selenizirani
kvasac ili alge, pojavljuje se sljedec¢a generacija dodataka selenija S manjim rizikom od
prekomjerne suplementacije, koji se temelje na oblicima selenija s nizom toksi¢nos$¢u, vecom

bioraspolozivo$¢u i kontroliranim otpustanjem, kao §to su neutralne nanocestice selenija

(SeNP) i selenizirani polisaharidi (SP).>°
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2.2. Kemijski oblici selenija

Selenij ima relativnu atomsku masu 78,96 a.j.m. i atomski broj 34. Pripada grupi halkogenih
elemenata (16/VIA), kemijskih svojstava slicnih svojstvima sumporu i teluriju. Njegov polozaj
u periodnom sustavu i elektronicka konfiguracija svrstavaju selenij u vaznu skupinu polumetala
ili metaloida kao i sumpor, reagira i s metalima i nemetalima, pri ¢emu nastaju spojevi koji

sadrze selenidni ion, Se*” (H2Se, AlsSey, (CH3),Se i NazSe).*? Pojavljuje se u $est oksidacijskih

stanja: Se(-11) (selenidi, Se?), Se(0) (elementarni stabilan i netopljiv), Se(IV) (selenit, SeOs%)
i Se(V1) (selenat, SeO4%). Oksidacijsko stanje Se(ll) ne postoji u prirodi. Selenij se pojavljuj u
tlu uglavnom u obliku selenata koji su stabilni u kiselom i u Iuznatom mediju i mogu se
reducirati u elementarni selenij koji je nedostupan biljkama. Selenij tvori halogenide izravhom
kombinacijom s fluorom, klorom i bromom, ali ne i s jodom. Takoder formira oksihalide.
Primjer, oksiklorid (SeOCl2) je snazno klorirajuc¢e sredstvo i oksidans te je sposoban
eksplozivno reagirati s drugim tvarima. Prirodno stabilni izotopi selenija su: "Se, "Se, ’Se,
83e, se i 82Se, a najzastupljenija su dva izotopa, 3°Se (49,8 %) i "®Se (23,5 %). Veca
zastupljenost ovih izotopa u odnosu na preostale omogudila je istraziva¢ima znacajan napredak
u razumijevanju biologkih svojstava selenija i njegove bioraspolozZivosti.?>3238

Anorganski oblici selenija, seleniti i selenati prisutan u vodi i tlu, biljke i gljive mogu lako
pretvoriti u hlapljive spojeve. Selenati su stabilni u kiselom i u luZznatom mediju i mogu se
reducirati u elementarni selenij koji je nedostupan biljkama. U organskim spojevima selenij je
kovalentno vezan, C-Se: aminokiselinama (SeMet, SeCys, metilselenocistein,
metilselenometionin, selenoholin, selenobetain i selenoglutation), metiliranim oblicima

[metilselenol (MeSeH), dimetilselenid (Me2Se), dimetildiselenid (Me2Se2), trimetilselenonij

kation (Me3Se+), dimetilselenonil (Me2SeOz2), dimetilseleninil (Me2SeO), dimetilselenosulfid
(MeSSeMe), selenourea (Se=C(NH2)2] te drugim spojevima Se (selenopeptidi, selenoproteini,

selenoenzimi, selenoseceri).?®3 Organski spojevi selenija su manje stabilni pri izlaganju
svjetlosti ili toplini 1 lakSe se oksidiraju od njihovih sumpornih analoga. Neki hlapljivi organski
spojevi selenija, poput dimetil selenida (DMSe) i dimetil diselenida (DMDSe) produkt su
biometilacije anorganskog selenija od strane mikroorganizama.®® SloZenije selenoamino

kiseline (npr. SeMet 1 SeCys) mogu se na¢i u bioloskim tkivima kao posljedica bioloskih
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putova pomocu kojih se selenij ugraduje u proteine. Proteini koje sintetiziraju biljke i zivotinje
sadrze SeMet kao glavni oblik selenija.

Sadrzaj selenija u hrani te njegovi molekularni 1 biokemijski procesi u ljudskom
organizmu povezani su sa sadrzajem i meduodnosom selenijem u tlu i biljkama.>? Spoznaje o
kemijskim oblicima selenija mogu osigurati razumijevanje kemijskih i biokemijskih reakcija,
pruzajuéi tako informacije o toksi¢nosti. Toksi¢nost spojeva selenija opada u nizu: seleniti >

selenati > organoselenij > selenoaminokiseline.5!
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2.3. Analiticke metode za odredivanje selenija

Tijekom posljednjeg desetljeCa sve je vei interes razliCitih institucija i medunarodnih
regulatornih tijela za razvoj metodologije za istrazivanja selenija i njegovih kemijskih oblika u
hrani 1 dodatcima prehrani. Prema literaturnim podatcima, koriStene su razliCite analiticke
metode za odredivanje ukupnog selenija i njegovih anorganskih i organskih oblika u razli¢itim
matricama hrane. Ovisno o rabljenoj tehnici i njenim zahtjevima, sadrzaju selenija u uzorku,
sastavu matrice i kemijskom obliku selenija koristene su razli¢ite tehnike priprave uzoraka:
suho spaljivanje, ekstrakcija i mikrovalno potpomognuta razgradnja s dusi¢énom kiselinom ili
smjesom perklorne, dusi¢ne i sumporne kiseline uz vodikov peroksid.#®2%® Ve¢ina tih metoda
ima ogranicenja bilo u smislu iskoristenja ili osjetljivosti §to je zahtijevalo kontinuirani razvoj
novih, brzih i pouzdanijih ili poboljSanje postoje¢ih analiti¢kih tehnika. To je omogucila
moderna analiticka oprema, poboljSani laboratorijski postupci, paZljiva kontrola kvalitete, te
dostupnost certificiranih referentnih materijala (engl. Certified Reference Material, CRM).
Danas su metode za odredivanje ukupnog selenija relativno dobro razradene, a najcesce su
koristene atomske apsorpcijske spektrometrije (AAS) i spektrometrija masa uz induktivno
spregnutu plazmu ICP-MS 38:10.13.14.67-75

Za vecinu spektrometrijskih metoda, osim analize neutronskom aktivacijom (engl.
Instrumental Neutron Activation Analysis, INAA) i analize rentgenskom fluorescencijom (X-
ray Fluorescence, XRF), uzorak se mora podvrgnuti odredenim preliminarnim koracima koji
obi¢no ukljucuju neki oblik oksidacije za uklanjanje organske tvari i dovodenje elementa u
mineralizirano stanje.®%-"2 Postupkom suhog spaljivanja uzorak se spaljuje na Vvisokoj
temperaturi u peci ili u nekoj drugoj vrsti uredaja za grijanje u prisutnosti zraka ili kisika do
dva dana. Postupak se smatra prikladnim i Cesto se rabi unato¢ riziku od gubitka selenija.
Prednost ovog nacina priprave uzoraka je Sto omogucuje koristenje relativno velikih koli¢ina
uzorka. Opisani su postupci koriStenja programiranih elektriénih pec¢i u kojima se uzorci
spaljuju automatskim ugadanjem temperature i vremena za svaki korak mineralizacije.”

Mokro spaljivanje je nacin pripreme primjenjiv za vecinu matrica. Obi¢no se koristi
mala koli¢ina uzorka. Ovisno o prirodi uzorka koji se analizira naj¢eS¢e se Kkoristi duSicna
kiselina ili smjesa dusi¢ne i perklorne kiseline koja uvelike pospjesuje proces oksidacije.’>™
Posljednjih godina je uveliko prihvaéena mikrovalno potpomognuta razgradnja. Koristenje

zatvorenog sustava omogucuje smanjenje vremena potrebnog za razgradnju, a takoder i
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vjerojatnost kontaminacije iz vanjskih izvora. Sustavi su prilagodljivi, relativno se lako
automatiziraju, a budu¢i da se radi o zatvorenom sustavu, minimizirani su i gubici. Medutim,
koli¢ina uzorka je ogranicena i nije prikladna za odredivanje elementa prisutnih u hrani koji su
na ili blizu granice detekcije. Metoda se pokazala posebno ucinkovitom za pripremu uzoraka
hrane za analizu hlapljivih elemenata ukljuCujuci selenij i rutinski se koristi u mnogim
analitickim laboratorijima. Dokazano je da koristenje dusi¢ne kiseline i vodikovog peroksida
potpuno mineralizira organske spojeve selenija, izbjegavajuci koristenje vise opasnih reagensa,
kao §to su sumporna ili perklorna kiselina. 313 7-72

Takozvana tehnika ,.slurry*, koja se odnosi na suspenziju uzorka u otopini smjese
HNOs/Triton X-100, pokazala se u¢inkovitom za odredivanje niskih koncentracija selenija u
1iZi i rizi obogacéenoj selenijem te uzorcima kvasca obogaéenim selenijem.*

Za analizu kemijskih oblika selenija u uzorcima hrane izbor ekstrakcijskih postupaka je
sirok: od jednostavne ekstrakcije s vodom do ekstrakcije kemijskim otapalima ili kompleksnijih
metoda kao Sto su enzimske hidrolize, destilacije, ekstrakcija fluidom pri superkriticnim
uvjetima, ekstrakcija tekuce-tekuce, ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid-Phase Extraction,
SPE), izluzivanje, mikro ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid Phase Microextraction,
SPME).”> " Pri izboru tehnike ekstrakcije i prikladnog ekstrkcijskog otapala treba uzeti u obzir
kemijski oblik selenija, svojstva matrice i mogucnosti primijenjene tehnike. Obi¢no je potreban
kompromis izmedu djelotvornosti postupka ekstrakcije tj. analitickog povrata i1 oCuvanja
analita. Usporedba razli¢itih postupaka ekstrakcije najbolji je nacin dobivanja pouzdanih
informacija. Spoj SeMet je glavni oblik identificiran u proteinima enzimskom ili kiselinskom
razgradnjom.>’ Dobar analiti¢ki povrat postize se slozenim postupkom koji obuhvaéa 16-satni
refluks s metansulfonskom kiselinom (CH403S) ili trostrukom razgradnjom s proteazom.>® U
kompleksnim matricama je tesko istovremeno zadovoljiti kriterije robusnosti i osjetljivosti.
Pregledom literature o analizi selenija istaknuti su problemi vezani za analizu ovog elementa
uglavnom zbog relativno niskog sadrzaja selenija u hrani. Kemijski oblici selenija u hrani su
kovalentno vezani sa drugim komponentama, posebice proteinima. Dodatci prehrani su po
svom sastavu kompleksne matrice §to ukazuje na vaznost odabira tehnike razgradnje uzoraka

za analizu i tehnike mjerenja.
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2.3.1. Znacajke analitickih metoda atomske spektrometrije u analizi hrane

Metode atomske spektrometrije koje se obicno koriste za odredivanje ukupnog selenija u hrani
su: elektrotermicka atomska apsorpcijska spektrometrija (ETAAS), atomska apsorpcijska
spektrometrija generiranja hidrida (HG-AAS), atomska fluorescencijska spektroskopija (AFS-
AAS), a u manjoj mjeri atomska emisijska spektrometrija uz induktivno spregnutu plazmu
(ICP-OES) te spektrometrija masa uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-MS).”8® Kontinuirani
izvor zracenja visoke razlucivosti (HR-CS) u kombinaciji s ETAAS jo$ je jedna alternativna
tehnika za odredivanje selenija.>>%

Plamena atomska apsorpcijska spektrometrija (FAAS) je jedna od tehnika koja se
najcesc¢e koristila za odredivanje elemenata u hrani. Ova analiticka tehnika je izvanredna po
svojoj selektivnosti, brzini i niskim tro§kovima rada.!® Medutim, potrebna je veéa koli¢ina
uzoraka, i karakterizira ju losija osjetljivost i nize granice detekcije, (limit of detection, LOD)
za selenij je LOD 1,0 mg L u usporedbi sa tehnikom HG-AAS (LOD =2 pg L) ili ETAAS
(LOD = 4 pg L) 105696
Neke od navedenih metoda mogu biti i obi¢no jesu povezane s hidridnom tehnikom (HG),
poznate kao HG-AAS, HG-AFS, HG-ETAAS i HG-ICP-OES. Svaka od ovih tehnika ima

prednosti i nedostatke, primjena strogo ovisi 0 obliku prisutnog selenija u
uzorku 71.74,83,84,86,88,97-99

Elektrotermicka atomska apsorpcijska spektrometrija (ETAAS)

Metoda ETAAS je vrlo prikladna za rutinsku analizu elemenata u tragovima u uzorcima
hrane.>®8478-81 Relativno je jeftina, jednostavna i zahtijeva mali volumen mjerne otopine uzorka
(od 5 uL do 20 pL).%° Vrlo je osjetljiva te se njome postizu vrlo niske granice detekcije, izmedu
0,1 i 5pg L16667768 |nterferencije matrice uvelike se eliminiraju tehnikom Zeemanove
korekcije i /ili modifikatorima matrice. No, pogreske u kvantifikaciji i dalje su moguce i tijekom
susenja mjerne otopine i nestanka analita prije atomizacije uslijed njegove hlapljivosti.??
Potrebno je precizno kontrolirati temperaturu prije i za vrijeme uklanjanja matrice i temperaturu
atomizacije.®* Prisutnost matrice izaziva kemijske interferencije i poveéava osnovnu apsorpciju
(engl. background).®* Tehnike za kompenzaciju efekta zaostale matrice su optimiranje
temperaturnog programa za tocno odredenu matricu, uporaba kemijski aktivnog pogodnog

plina u vrijeme zagrijavanja, primjerice kisika za uklanjanje matrice od anorganskih tvari,
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vodika za vrijeme atomizacije, jer stvara redukcijsku atmosferu i modifikatora matrice koji
utjecu na hlapljivost matrice ili odredenog analita (npr. Ni za lako hlapljivi Se).6#% Zbog niske
granice detekcije, selektivnosti 1 osjetljivosti moguce je analizirati organske i anorganske oblike
selenija u razli¢itim matricama hrane, ako se pri tome koriste odgovaraju¢i modifikatori
matrice. U¢inkovitost modifikatora u koli¢inama od samo nekoliko mikrograma pripisuje se
¢injenici da tijekom faze pirolize (od 400 °C do 800 °C), vjerojatno stvaraju stabilnu
intermetalnu ¢vrstu vezu s analitom. NajceS¢e koristeni kemijski modifikatori matrice su:
paladijev nitrat, magnezijev nitrat, amonijev fosfat, nikal nitrat, etilendiamintetraoctena kiselina
(EDTA) i askorbinska kiselina. 678397101 Modifikatori su prou¢avani za odredivanje razli¢itih
elemenata u razli¢itim matricama hrane. Selenij je element koji ima vrlo nisku valnu duljinu za
apsorpciju te razliite matrice izazivaju kemijske interferencije i povecavaju osnovnu
apsorpciju. Stoga je iznimno vazno koristiti modifikator pri odredivanju selenija. Upotreba
oblozene platforme L’vovljeve kivete s W-Rh oblogom pokazala se u¢inkovitijim od amonijeva
fosfata, magnezijeva nitrata i paladija koji se najéescée koriste se kao kemijski modifikatori.
Za odredivanje selenija u biljkama se ipak najbolje pokazalo koristenje modifikatora Pd(NOz3)2
i Ir.367 Oblaganje grafitne kivete paladijem nije bilo moguée formirati stalni paladijev premaz
te je za analizu selenija potrebno je dodati i nikal sto je omogucilo stvaranje kompleksa
"niklovog selenida" koji je dovoljno stabilan da ostane na povrsini grafita do faze atomizacije i
otpustanja selenijevih atoma.'® Prema Klasifikaciji modifikatora iridij pripada skupini
elemenata (rutenij, paladij, rodij, iridij) koji se mogu reducirati u elementarno stanje tijekom
pirolize. 291 U suvremenim pristupima poboljsanja osjetljivosti odredivanja istaknula se
tehnika uporabe iridijem oblozene grafitne kivete, kojom je moguce posti¢i ukoncentriravanje
analita u samom procesu mjerenja. Iridijem obloZena grafitna kiveta, za odredivanje selenija
omogucuje temperaturu pirolize od 800, 1200 i 1400 ° C. Ista kiveta se moZze koristiti za 700
temperaturnih ciklusa.®”1%* Prednost pred obrade povrsine kivete s modifikatorom je ta da se
moze ocistiti prije analize, ¢cime se smanjuje signal slijepe probe. Primjerice, ukupni i rezidualni
sadrzaj selenija u ljekovitom bilju koji se koristi za lijeCenje raka i razliCitih bolesti ekstrahiran
je mikrovalno potpomognutom ekstrakcijom i klasi¢nom ekstrakcijom u vodenom mediju te
analiziran. Nadalje, uporabom iridijem oblozene kivete odreden je sadrzaj selenija u vodenom
ekstraktu u rasponu od 1,09 pg g* do 2,23 ug g $to odgovara 21 % do 33 % ukupnog sadrzaja

selenija.%?
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Atomska apsorpcijska spektrometrija visokog razlu¢ivanja s kontinuiranim izvorom
zracenja (HR-CS-AAS) je prosirila mogucnosti konvencionalnih AAS metoda. Uporaba
ksenonove lu¢ne lampe kao kontinuiranog izvora zrac¢enja visokog intenziteta i poluvodickog
detektora (engl. charge coupled device, CCD) s 588 piksela, omogucuje automatiziranu
korekciju pozadine poboljSavajuci granicu detekcije. Tehnika HR-CS-AAS je koriStena za
kvantificiranje ukupnog sadrzaj selenija u dodatcima prehrani sa primjenom razli¢itih
kemijskih modifikatora (paladijev nitrat i magnezijev nitrat). Optimizacijom temperature
pirolize (1050 °C) i temperature atomizacije (2000 °C) postignute su granice detekcije (Limit
of Detection, LOD) i granice kvantifikacije (Limit of Quantification, LOQ) 0,10 ug g™ odnosno
0,34 ng g13% Primjenom HR-CS-AAS metode odredivan je selenij u uzorcima hrane

(kukuruzno, rizino, zobeno 1 heljdino brasno, ¢esSnjak, brusnice, goji bobice i grozdice).

Atomska apsorpcijska spektrometrija generiranja hidrida (HG-AAS)

Tehnika generiranja hidrida (HG) daje niz prednosti za analizu, ukljucujuéi visoku ué¢inkovitost
transporta analita u atomski spektroskopski detektor i u¢inkovito odvajanje matrice, $to Cesto
dovodi do smanjenja smetnji 1 poboljSanja granica detekcije. Ima Siroku primjenu za
odredivanje selenija u uzorcima vode, tla, hrane i biljaka.®®"183% Jedna je od tradicionalnih
tehnika uvodenja otopina uzorka u kvarcnu kivetu kao atomizacijski izvor atomskog
apsorpcijskog spektrometara (Q-FAAS) sto uz prethodno generiranje hidrida osigurava brz,
jednostavan i jeftin pristup za odredivanje selenija.”® Za stvaranje kemijski hlapljivog spoja
(engl. chemical vapour generation, CVG) najcesce je kao redukcijski agens koristen natrijev
borhidrid u kiselom mediju (NaBH4/HCI).%%" Razmatrani su uéinci redukcije L-cisteinom i
kiselinama kao $to su oksalna, vinska, adipinska, salicilna i neke aminokiseline.®® Nastali plin
vodikov selenid (H2Se) prenosi se u zagrijanu kvarcnu celiju i prati se apsorpcija
ultraljubicastog zraCenja (obi¢no 196 nm za Se). Parametari koji bi mogli utjecati na osjetljivost
metode HG-AAS su izvedba sustava, vrsta i koli¢ina kiseline, koli¢ina natrijeva borhidrida i
temperatura.®?

Na uginkovitost redukcije selenija u HoSe utjecu koegzistiraju¢i ioni Fe**, Cu?*, Ni?*,
Co?*, Sh?* i As*, As®* i Sb®" koji takoder mogu reagirati s NaBHy i stvoriti odgovarajuée
spojeve. loni bakra u koncentraciji > 10 000 pg L™ znatno smanjuju apsorpciju selenija $to se
moze poboljsati upotrebom otopina HCI od 12 mol L™ umjesto 6,0 mol L. Ostali istrazivani

ioni nisu utjecali na odredivanje selenija.82#3# U pogledu visoke selektivnosti tehnike HG-
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AAS, proudavan je u¢inak razli¢itih iona na odvajanje Se*'. Sustavnim proucavanje
interferiraju¢ih iona u flotaciji 1 mg L™ Se** pogresku vecu od 5 % nisu uzrokovali navedeni
ioni: Caz, Mg%, Sr?+, Cd%, Pb®, Pt? i Li*. Medutim, ioni Cr¥*, Mn?, Co?, Sc3, Te?, Fe®,
Pd?, Aur, Bi%, Zr*, Ti*, V*, Cu?, i Ni*>* masenih koncentraciji > 200 mg L™ uzrokovali su
pozitivne smetnje.®®

Osjetljivost tehnike Q-FAAS ogranic¢ena je smetnjama uzrokovanim kontaminacijom
unutarnje povrsine kvarcne cijevi.?®8 Medutim, ova tehnika ima neke nedostatke koji bi se
mogli pojaviti u procesu stvaranja i oslobadanja hidrida, tijekom transporta do atomizacijske
¢elije, te u plinskoj fazi tijekom koraka atomizacije. Upotreba in situ hvatanja hidridnih para u
grafitnu pe¢ (HG-ETAAS) povecava relativau mo¢ detekcije kao rezultat pred koncentracije
analita.®®®” Kao prikladna alternativa koristena je tehnika generiranja elektrokemijske pare
(engl. Electrochemical Vapour Generation, ECVG) tj redukcija analita u hlapljive kemijske
oblike koristenjem elektri¢ne struje u mediju mineralne kiseline.*"%

U usporedbi s drugim tehnikama generiranja, koristenje ograni¢enog broja kemikalija,
kao Sto su organske kiseline niske molekularne mase ili drugih kemikalija kao Sto su alkoholi
ili aldehidi prednosti se daje UV-fotokemijskom generiranju (engl. UV photochemical vapor
generation, UV-PVG). Koristenjem mravlje kiseline, koncentracije 0,5 mol L kao
fotokemijskog agensa tijekom UV potpomognute konverzije selenita iz kondenzirane u
plinovitu fazu postignuta je vrlo niska granica detekcije, 40 ng L. Mehanizam reakcije nije
potpuno razjaSnjen zbog slozene prirode fotoreakcija. Pretpostavlja se stvaranje reaktivnih
radikala koji nastaju fotolitickom razgradnjom organskih kiselina 1 kontroliraju redukciju
analita. U novije vrijeme koriSten je fotokataliticki sustav za generiranje na bazi nano-
poluvodica (Ag-TiO2/UV-PVG, ZrO2-TiO2/UV-PVG) i detekcija hlapljivih kemijskih oblika
pomoéu metoda AFS ili ICP-MS.*" Za odredivanje selenija u uzorcima vode koristen je
automatizirani sustav koji spaja elektrokemijski sustav generiranja hidrida (Electrochemical
Hydride Generation, ECHG) s ET-AAS i grafitnom cijevéicom oblozenom paladijevim
modifikatorom te kvarcnom kapilarom kao suceljem. Ukupna uc¢inkovitost generiranja hidrida
elektrokemijskim sustavom je loSija (71 £ 7 % za stanicu | i 80 £ 5 % za stanicu 1) od
generiranjem hidrida kemijskim putem (redukcijom NaBH4 u kiselom mediju, 94 + 5 %).%’

U literaturi je opisano i nekoliko drugih tehnika koje ukljucuju generiranje hidrida za
odredivanje selenija u razliitim uzorcima. Generiranje hidrida elektrotermic¢kim otparavanjem

vezanim na opticku emisijsku spektrometriju uz mikrovalno induciranu plazmu (HG-ETV-
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MIP-OES), odnosno generiranje hidrida vezano uz opticku ili masenu spektrometriju uz
induktivno spregnutu plazmu (HG-ICP-OES ili HG-ICP-MS), obi¢no dopustaju istovremena
viSe-elementna odredivanja. Uporabom ovih metoda osiguravaju se granice detekcije ispod ng
L 1.9 No, efikasnost primjene tehnike generiranja hidrida ovisi o kemijskom obliku selenija u

uzorku.28

Atomska emisijska spektrometrija uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-OES)

U kasnim 1980-ima postignuto je znacajno poboljsanje analitickih tehnika, zamjenom acetilena
i drugih plinova za plamen koristenih u tehnici AAS plazmom za atomizaciju u ICP-OES i
srodnim tehnikama. Ekscitacijski izvor mogu biti induktivno spregnuta argonska plazma (ICP),
istosmjerna argonska plazma (engl. Direct Current Plasma, DCP) ili mikrovalno inducirana
plazma (engl. Microwave Induced Plasma, MIP).8%%! Budu¢i da su temperature u rasponu od
5000 do 9000 K, kemijske interferencije poput emisije molekulskih vrpci rijetko se dogadaju.
Uzorak se uvodi preko rasprsivaca u komoru za rasprsivanje. Atomska emisijska spektrometrija
uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-AES/OES) omogucuje istovremenu analizu vise
elemenata i u mnogim sluéajevima pruza to¢nost usporedivu s metodom ETAAS. Postala je
metoda izbora u mnogim laboratorijima jer omogucuje odredivanja viSe elemenata u jednoj

mjernoj otopini uzorka za razliku od metode ETAAS kojom se odreduje jedan element.®*3

Spektrometrija masa uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-MS)

Spektrometrija masa uz induktivno spregnutu plazmu medunarodno je prihvacena metoda za
kvantitativnu multielementnu analizu, 1316556988 9194102 7 a%ainije prednosti metode ICP-MS
su selektivnost i visoka osjetljivost. Metoda ICP-MS omogucuje odredivanje razli¢itih stabilnih
izotopa u razli¢itim vrstama uzoraka.!® Analizatori masa su komercijalno dostupni u
izvedbama: kvadrupolni sustav Q-1CP-MS, sustavi s trostrukim kvadrupolom (QQQ) i sustavi
sa sektorskim analizatorom masa visokog razlucivanja (sf-ICP-MS) koji poboljsava osjetljivost
detekcije od 10 do 100 ili ¢ak do 1000. Tehnikom sf-ICP-MS mogu se razlikovati interferencije
i izotop elementa buduéi da je razlu¢ivanje spektrometra masa 7500 do 10 000.1%2

Analiza selenija metodom ICP-MS otezana je pojavom nekoliko izobarnih
interferencija na glavnim izotopima.??> Tablica 1. prikazuje preklapanje izotopa i izobarne

interferencije na izotopima selenija.
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Tablica 1. Preklapanje izotopa i izobarne interferencije na izotopima selenija

Interferncije

Element Se Zastupljenost I_Dreklapanje I.Dollatomsk_g dvostruko nabijenih
(m/z) izotopa, % izotopa % interferencije iona

Se 74 0,9 "Ge (36,3) 148Nd, 1485 m?2*

Se 76 9,4 ®Ge (7,6) BAr,* 152gm2+, 192G g2+

Se 77 7,6 40Ar37C|+ 154Sm2+1 154Gd2+

Se 78 23,8 40Ar38Ar+ 1566d2+, 146Dy2+

Se 80 49,6 40Ar4OAr+ 1GOGd2+, 160Dy2+

Se 82 8,7 Kr (11,6) 16apy2+ 164 2+

Od $est stabilnih izotopa selenija, mase 'Se sa zastupljenoséu od 23,8 % i %Se sa
zastupljeno$cu od 49,6 %, su najvece osjetljivosti. Medutim, dimerni ioni argon-argon od
OArBArt i “Ar*%Ar* mogu stvarati interferencije pri odredivanju selenija. Osim toga, Kr, koji
je potencijalna neéisto¢a argona, preklapa se s 8Se i #Se. Povijesno gledano, ""Se i 82Se u
izotopi najcesSc¢e birani za analizu selenija u razli€itim uzorcima hrane. U odredivanju izotopa
823e interferira 8'Br'H*, dok "’Se se moZe odredivati samo u uzorcima s relativno niskim
koncentracijama klorida zbog interferencija s “°Ar3’Cl. Smanjiti ili potpuno eliminirati
interferencije moguce je uporabom dinamicke reakcijske ¢éelije (engl. dynamic reaction cell,
DRC) ili diskriminacije kineti¢ke energije (engl. Kinetic Energy Discrimination, KED)®>88

Reaktivni plin vodik se koristi se u rijetkim situacijama u kojima nacin sudara He nije dovoljno
u¢inkovit, na primjer BArtH*, ©Art i “©Ar*0* na ¥K*, “Ca* i °Fe*. Za suzbijanje
poliatomskih iona iz plazme kao $to su ArO™ i Ar." koristi se reaktivni plin vodik, ionizacijskog
potencijala (15,5 eV). Molekule Hz reagiraju s ArAr* ionima, ali ne reagiraju s ionima selenija,
$to omoguéuje bolju detekciju selenija.®®%° Medutim, to ne znaéi nuzno da su sve vrste reakcija
odnosno interakcija izmedu H> 1 iona analita zanemarive. Kada se poveca brzina protoka Ho,
dolazi do gubitka iona Cu* i As™, medutim gubitak tih iona je relativno mali u usporedbi s

gubitkom uzrokovanim drugim reaktivnijim plinovima.>%




8§ 2. Literaturni pregled 21

2.4. Multivarijatna statisticka analiza mjernih rezultata

Multivarijatna analiza podataka predstavlja skup statisticko-matematic¢kih postupaka u analizi
mjernih podataka s primjenom u predvidanju vise varijabli koje su u medusobnim odnosima u
sustavima visoke kompleksnosti i optimizaciji modela pomoc¢u kojih je moguée opisati i
predvidjeti ponasanje takvih sustava. Dostupnost racunalnih programa potrebnih za slozena
izraCunavanja omogucuju primjenu razli€itih statistickih tehnika multivarijatne analize.

Analiza glavnih komponenti (engl. Principal Component Analysis, PCA) i hijerarhijska analiza
Klastera (engl. Hierarchical Cluster Analysis, HCA) su multivarijantne statisticke tehnike koje
omogucuju analizu sli¢nosti ili razlika izmedu uzoraka u skupovima s velikim brojem podataka,

kao §to je homogenost ili heterogenost, grupiranje uzoraka prema stupnju sliénosti. $1>19103.104

2.4.1. Metoda analize glavnih komponenti (PCA)

Ova metoda primjenjuje se za redukciju dimenzionalnosti i interpretaciju podataka, gdje glavne
komponente objasnjavaju varijabilnost podataka na najkoncizniji na¢in, pri ¢emu Se pronalaze
1 tumace skrivene sloZene 1 slucajno odredene odnose (sli¢nosti 1 razlike) izmedu znacajki u
skupu podataka. Glavni ciljevi metode PCA su redukcija 1 analiza linearne povezanosti veceg
broja multivarijatno distribuiranih, medusobno koreliranih varijabli. Metoda ima za cilj
dobivanje manjeg broja novih varijabli, medusobno nekoreliranih uz minimalni gubitak
informacija. Najveci broj novih varijabli koji moZe nastati jednak je broju izvornih. Zbrajanjem
varijanci svih izvornih varijabli dobije se ukupna varijanca, a dio ukupne varijance objasnjava
jedna glavna komponenta (PC) poznata i kao svojstvena vrijednost, latentni korijen ili eigen
vrijednost (eigenvalue). Prva glavna komponenta ima najvecu svojstvenu vrijednost, PC1,
druga manju, PC2, treca jo§ manju, PC3 i tako dalje. Suma svih svojstvenih vrijednosti jednaka
je ukupnoj varijanci, a cilj je izdvojiti Sto veci dio ukupne varijance u nekoliko prvih glavnih

komponenata i na taj naéin reducirati broj izvornih varijabli.%-1518.103.104

2.4.2. Hijerarhijska analiza klastera (HCA)

Pojam analiza klastera ili grupiranja podataka obuhva¢a metode koje su primarno korisne za

pronalaZenje i stvaranje vidljivih struktura unutar promatranih i danih podataka. Analiza
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klastera je zajednicki naziv za skup razli¢itih klasifikacijskih postupaka, koji se ne temelje na
nekim odredenim statistickim testovima. Za razliku od drugih statistickih metoda, ova analiza
najcesce se koristi u slucajevima kada josS nemamo unaprijed (tj. u eksplorativnom dijelu
istrazivanja) definirane tvrdnje koje Zelimo testirati. Kako se analiza klastera i diskriminantna
analiza odnose na problem klasifikacije objekata u kategorije, diskriminantna analiza zahtjeva
poznavanje grupne pripadnosti za jedinice koje koristimo za utvrdivanje klasifikacijskih
pravila.

Cilj analize klastera jest utvrdivanje homogenih grupa ili klastera tj. razvrstavanje
sluc¢ajeva (tocki pracenja) u grupe tako da stupanj povezanosti izmedu ¢lanova istog klastera
bude jak ili slab. Rezultiraju¢i klasteri bi tada trebali pokazivati visoku unutarnju (unutar
klastera) homogenost 1 visoku vanjsku (izmedu klastera) heterogenost. Svaki klaster tako
opisuje klasu kojoj pripadaju njegovi ¢lanovi. Euklidska udaljenost obi¢no daje sli¢nost izmedu
dva uzorka, a udaljenost se moze predstaviti razlikom izmedu analitickih vrijednosti iz
uzoraka, 145,103,104

Postupci PCA i HCA su korisni alati za diferencijaciju i klasifikaciju biljnih uzoraka
prema profilu elemenata. Stoga su ove metode primjenjive u kontroli kvalitete ishodnih biljnih
materijala i njihovih preradenih dodataka u smislu osiguranja njihove sigurnosti, kvalitete i

uéinkovitosti.®®

2.4.3. Diskriminantna analiza (DA)

Diskriminantna analiza je metoda koja omogucava utvrdivanje koje varijable prave razliku
izmedu dviju ili viSe prirodno formiranih grupa/objekata. Cilj analize je da se definira manji
broj novih varijabli, koje bi opisale razlike medu grupama. Te se nove varijable nazivaju
diskriminantnim varijablama na temelju kojih istraziva¢ moze izvrsiti diskriminaciju izmedu
razli¢itih (prirodno formiranih) grupa i klasificiranje entiteta (objekata) u razlicite grupe s

veéom toénoséu nego §to je slucajna (nasumicna) klasifikacija. 214102103
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije, uredaji i pribor
3.1.1. Kemikalije i certificirani referentni materijal, CRM

- klorovodi¢na kiselina, w (HCl) > 37 % (Ultratrace for trace analysis, Scharlab S.L.,
Scharlau, Barcelona, Spanjolska)

- dusicna kiselina, w (HNOz3) > 69 % (Ultratrace for trace analysis, Scharlab S.L. Scharlau,
Barcelona, Spanjolska)

- referencijski standard iridija, koncentracije y (Ir) = (1000 + 2) mg L™ (Bernd Kraft GmbH,
Duisburg, Njemacka)

- narijev hidroksid (pellets for analysis), w (NaOH) > 99 % (Emsure 1SO, Merck KGaA,
Darmstadt, Njemacka)

- natrijev borhidrit, w (NaBH4) > 98 % (Emsure 1SO, Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka)

- vodikov peroksid, w (H202) = 31 % (Ultrapur, Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka)

- destilirana deionizirana voda, stupnja cisto¢e 18,2 MQ cm (Milli-Q 1Q 7000 system,
Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka)

- referencijski standard selenija koncentracije, v Se (IV) = (1000+5) mg L™ u 0,5 mol L*
HNO3 (Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka)

- multielementni referencijski standard 2A koncentracije y (Ag, Al, As, Ba, Be, Ca, Cd, Co,
Cr, Cs, Cu, Fe, Ga, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Rb, Se, Sr, Tl, U, V, Zn) = 10 pg mL?,
(Agilent Technologies, Santa Clara, SAD)

- referencijski standardi koncentracije: y (Mo) = 1000 mg L%; v (Hg) = 1000 mg L%; y (Au) =
1000 mg L%; v (B) = 1000 mg L (Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka)

- unutarnji standard (engl. Internal Standard Stability, ISTD), koncentracije y (Bi, Ge, In, Li®,
Sc, Th, Y) = 10,0 ug mL* (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD)

- optimizacijska otopina koncentracije y (Ce, Co, Li, Mg, TI, Y) = 10 mg L™ (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA)
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- certificirani referentni materijal (CRM) ili (Standard Reference Material, SRM) za provjeru
efikasnosti priprave i to¢nost analiticke metode:

SRM 1573a - Tomato leaves (National Institute of Standards and Technology NIST,

Gaithersburg, Maryland, SAD)

SRM 1570a - Spinach leaves (National Institute of Standards and Technology NIST,

Gaithersburg, Maryland, SAD)

SRM 1568b - Rice flour (National Institute of Standards and Technology NIST, Gaithersburg,

Maryland, SAD)

SRM 1548a - Typical diet (National Institute of Standards and Technology NIST, Gaithersburg,

Maryland, SAD)

SRM 3280 - Multivitamin/Multielement tablets (National Institute of Standards and Technology

NIST, Gaithersburg, Maryland, SAD)

SRM 1567a - Wheat flour (National Institute of Standards and Technology NIST, Gaithersburg,

Maryland, SAD)

SELM 1 - Selenium enriched yeast (National Research Council, NRC, Kanada)

IAEA 359 — Trace and minor elements in cabbage (International Atomic Energy Agency, Be,

Austria)

BCR 414 - Plankton (Joint Research Centre, Institute for Reference Materials and

Measurements, Geel, Belgia)

3.1.2. Uredaji i ostali pribor

- tarionik od ahata sa tu¢kom, promjera 80 i 150 mm, (Sigma-Aldrich Handels Gmbh, Bec,
Austria)

- sistem za mikrovalnu razgradnju uzoraka, (Ethos Easy, SK-15 high-pressure rotor,
Milestone, Srl Sorisole (BG), Italia)

- Analiticka vaga s podijeljkom 1d = 0,1 mg, XP205DR (Mettler-Toledo, Switzerland)

- Uredaj za deionizaciju vode, Milli Q IQ 7000 (Millipore, Merck KGaA, Darmstadt,
Njemacka)

- Posudice za mjerenje s navojem, 30 mL, polipropilen PP (Sarstedt AG and Co, Nimbrecht,
Njemacka)

- automatske pipete razli¢itih volumena s bezbojnim nastavcima (Eppendorf, Njemacka)
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3.2. Uzorci biljnih dodataka prehrani

Uzorci biljnih dodataka prehrani ispitani u ovom radu predstavljaju hrvatsko (zagrebacko)

trziSte 1 prikupljeni su putem razliCitih kanala distribucije (online, ljekarne, supermarketi i

drogerije) a njihov opis prikazan je u tablici 2.

Tablica 2. Opis i porijeklo uzoraka biljnih dodataka prehrani

Oznaka Proizvodac

10

11

12

13

14
15

16
17
18
19

SAD

SAD

SAD

UK
Indija
SAD
Rusija
SAD
Belgija

UK

Hrvatska

Kina
Slovenija
Indija
Indija
Indija
Indija
Indija
Indija

Biljni dodatci prehrani - Opis, Sastav

Spirulina, (100 % mikroalga), prirodni uzgoj na farmi u Kona, Hawaii,
USA, vitamini B1, B6, B12, E, 64 % proteini; beta-karoten; klorofil;
minerali Fe i Na

Spirulina (modro-zelena alga), vitamini C, E i B; minerali jod, brom,
mangan, kalij, Zeljezo esencijalne amino kiseline

Spirulina, viSestani¢ne modro-zelena alga (Arthrospira platensis) uzgojena
na sun¢anoj obali Kona, Hawaii, USA, proteini; zasi¢ene masene kiseline;
fikobiliproteini; karotenoidi; polisaharidi; vitamini A, K1, K2, B12;
minerali Fe, Mg, Mn, Cr, Na, K

Spirulina, (modro-zelena alga) organski uzgoj svjeZa izvorska voda),
vitamini B1, B6, B12, E; proteini (64 %); beta-karoten; Klorofil i Fe
Spirulina, (modro-zelena mikroalge): 1,33 % klorofila; biljni proteini;
beta-karoten; masne kiseline; vitamini B1, B2, B6, B12, E; minerali Ca,
Fe, Na, K, Zn, Se

Spirulina, visestani¢ne modro-zelene alga (Arthrospira platensis), 100 %
vegan; vitamini A, K, B12 i Fe

Ekstrakt kupine (Spirulina platensis, Vaccinium myrtillus,
Eleutherococcus, Helianthus tuberosus), Cr

Spirulina, 100 % prirodna, proteini, vitamini i minerali, Chlorella

Organski uzgojena Chlorella spp, klorofil; multivitamini A, C, B1, B2, B3,
B6, B12; Fe, Mg, K

Crvena algae (Lathothamminum sp.), alge jezera Klamath, smeda Algae
(Ascophyllum nodosum); Dunaliella Salina Algae; vitamini C, B12, Ca, Fe
i beta-karoten

Ekstrakti citrusa (Citrus sinensis, L Osbeck, Citrus aurantium, subsp.
Amara, Citrus paradisi, Paulinia cupana); ekstrakt i smede morske alge
Ascophyllum nodosum

Spirulina (iz organskog uzgoja), 100 %, viSestani¢na modro-zelena alga
raste u slatkovodnim jezerima

Spirulina, 50 %, Chlorella; 20 %, Barleygrass; 10 %, lucuma; 10 %
klorofil; vitamin C i mineral Fe

Ashwagandha, VidarlKanda, Guduchi, Gokshura, Amla, Satavari

Ajurvedska formulacija (Emblica offcinalis)

Ajurvedska formulacija (Bacopa monnieri, Glycyrrhiz glabra, Asparagus
racemosus, Piper longum, Withania somnifera)

Ajurvedska formulacija, nepoznatog sastava

Ajurvedska formulacija (Picrorhiza kurroa, Eclipta alba, Rubia cordifolia,
Saussurea lappa, Cossia tora, Albizia lebbeck)

Ajurvedska formulacija, sivananda; vitamini A, B1, B2, B6, B12, C, D

Oblici

Tableta

Tableta

Prah

Prah

Tableta

Prah

Kapsula
Kapsula

Tablete

Kapsula

Kapsula

Prah

Prah
Tableta
Tableta
Tableta
DzZem
Tableta

Dzem
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.. Ajurvedska formulacija (Ashoka, Shatavari, Vasaka); Ekstrakt Saraca

20 Indija i S Kapsula
indica Dashamoola i Syiploces racemose
Ajurvedska formulacija, (Albizia Lebbeck, Ocimum sanctum, Curcuma

21 Indija longa, Ipomoea turpethum, Teminalia chebula, Zingiber officinale, Piper  Tableta
longum, Piper nigrum, Sipernat)
Ajurvedska formulacija, Dabur madhuvaani, Elaichi (Elettaria

22 Indija cardamomum), Vanslochan (Bambusa arundinacia), Dalchini DzZem
(Cinnamomum zeylanicum)

. Ajurvedska formulacija, (Ashtavaraga yukta .

23 Indija (Kombinacija 44 s b ke 1 minerali) : Dzem

24 Indija Ajurvedska_l formulacija (_Bo_syvellia serrata, Commiphp_ra wightii, Alp_inia Tableta
galanga, Tinospora cordiofilia, Glycyrrhiza glabra, Tribulus terrestris)

25 Indija AjU(vefiska fqrmglaci_ja, e_kstrakt korﬁjer?a Cappari_s spino_sa; Tamaris Tableta
gallica; Terminalie ajrun; Slamum nigr; Cassa acidentalis
Ekstrakt kore garcinije (Garcinia cambogia); ekstrakt Balsamodendron

2 Indija mL_JkuI; ekstrakt Iist(_)va _Gymnema sylvestre; e_kstrakt _kor_e voca hebulske Kapsula
mirobalanke (Terminalia chebula); ekstrakt sjemenki Trigonella foenum
graecum
Ajurvedska formulacija, (Didymocarpus pedicellata, Saxifraga ligulata,

27 Indija Rubia cordifolia, Cyperus scariosus, Achyranthes aspera, Onosma Tableta
bracteatum,Vernonia cinerea, Hajrul Yahood Bhasma, Shilajeet)

28 Indija Eks'grakt (Chif:(_)riu.m. intybus, Phoenix dactylifera, An_drogrgp_his_ Kapsula
paniculate, Vitis vinifera, Phyllanthus amarus, Emblica officinalis)

29 indii Ekstrakt (Bacopa monnieri, Centella asiatican, Withania somnifera,

ndija S ] ; . L Tableta

Evolvulus alsinoides, Nardostachys jastamansi, Valeriana wallichi)

30 Indija Ekstrakt korijer]a (Berberis_ aristata,.Embica officinglis, Th«_aminalla Tableta
chebula, Theminalla belerica, Cassia fistula, Bauhinia veriegata)

31 Indija Listovi nima (Azadirachta Indica) Prah

32 Slovenija Ekstrakt svjeze brokule (Brassica oleracea, Ver. Cymosa) Kapsula

33 Hrvatska Ekstrakt svjeze brokule (Brassica oleracea Ver. Cymosa) Kapsula
ekstrakt suSenog ruzmarina (list); koncentrat povréa Crucifera (brokula,

34 UK cvjetaca, kupus i mrkva); ekstrakt susene kurkume (korijen); koncentrat tableta
rajéice; kadulja (list); klin¢i¢ (cvijet)

35 Njemacka Suhi standardizirani ekstrakt ploda platana (Si!ybum _ma_riar)um); _suhi kapsula
ekstrakt listova arti¢oke (Cynara scolymus); vitamini E i minerali Zn, Se

36 Hrvatska Ekstrakt listova arti¢oke (Cynara scolymus) Tableta

37 Hrvatska Ekstrakt sj emenki platana; ekstrakt listova artiCoke s cinarinom; listovi Kapsula
zelene masline

38 Bugarska Tribulus terrestris L Kableta

39 Hrvatska Lepidium meyenii Kapsula

40  Srbija Humulus lupulus, Mellissa, Origanum vulgare, Ginko biloba Kapsula

41 EU Elfstrak'_[ listova korejskog ginsenga, Tribulus terrestris); ekstrakti voca; Tableta
minerali Zn, Se

42 indii Ajurvedska formulacija, (Tribulus terrestris, Asteracantha longifolia,

ndija . . . Kapsula

Prunus amygdalus, Blepharisedulis, Crocus sativus)

43  SAD Organski uzgojene gljive (Cordyceps sinensis s.l., Ganoderma lucidum) Kapsula

44 Slovenija Gljive, Shii-take (Letinus edodes) Kapsula

45  Slovenija Gljive (Ganoderma lucidum); minerali Ca, Fe, K, Na, Mn, Zn. Ag, Ba Kapsula

46  SAD Gljive (Ganoderma lucidum var resinaceum) Kapsula

47 Japan Micelij japanske medicinse gljive; rizino brasno; Mg stearat Kapsula

48 Rusija Ekstrakti listova maline; breskve; kore limuna; bije; vitamini E, A, C Kapsula

49 Rusija Elfstrak’_[i listova maline, borovnice, sjemenki grozda; vitamini C, E i Kapsula
minerali Se, Zn, Mn

50 Hrvatska Ulje ¢esnjaka (Allium sativum) Kapsula

51 Hrvatska Laneno ulje (Linum usitatissimum), , 85 % omega 3 Kapsula
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52 Egipat Pepermint ulje (B.P. 80) Kapsula
53 Italija Ekstrakt soje (Glycine Max) i korijena biljke Yam (Dioscorea Opposita)  Tableta
54| Ekstrakt fermentirane soje (DT56a, Glycine max.); mljevene sjemenke

zrael I : BRI Kapsula
ana (Linum usitatissimum)
. . Prah od mladih listova je¢ma, (Hordeum vulgare, Oryza sativa); organski

55 Njemacka uzgojena smeda riza; viiamini fﬁ, C,Ki minengali Ca, 1)3/ e, Na, M)g, Kg Prah

56 Indija Stabljike je¢ma, (Hordeum vulgare); vitamin C i minerali Ca, Fe, Na Tableta

57 Kina Ekstrakt korijena (Panax Ginseng) Tableta

58 Indija Dumbir (Zingiber officinalis) Kapsula

59 Svicarska Suhi ekstrakt korijena koprive (Urtica dioica, Cucurbita pepo); vitamin E  Kapsula

60 Hrvatska Ekstrakt crvene rize pomoc¢u kvasca Monascus purpureus Kapsula

61 Hrvatska Ekstrakt fermentirane crvene rize Kapsula

62 Svicarska Bazga (Sambucus nigra L.) i vitamin C Kapsula

63 Slovenija Virjpva liza (Viti§ vinifera); ekstrakt zelenog ¢aja (Camellia sinensis); Kapsula
rajcica u prahu (likopen), resveratrol

64 Hrvatska Ekstrakt aronije (Aronia melanocarpa); vitamini C, B3, B2, A, D3 Kapsula

65  Hrvatska Ekstrakt Phaseolus_ vul_garis [ plod bez sjemenki, Vaccinium myrtillus Kapsula
L., Herba Polygoni Avicularis, Caryophylate

66 Hrvatska _Suhi e_k_strakt dijela kore Lapacho (Tabebuia avellanedae, Tabebuia Kapsula
impetiginosa)

67 Indija Mjesavina ekstrakta listova i praha biljke Sena (Cassia augustifolia) Kapsula

68  Srbija Ekstrakt korijena Amorphophallus japonica Kapsula

69 SAD IIJ((;;Z rﬁllaéje kandze (Uncaria tomentos); oksindol, alkaloidi; rizine mekinje Kapsula

70 Hrvatska Su_hi_eks_trakt Passiflora incarnata, Valeriana officinalis, Melissa Tableta
officinalis

71 SAD Ekstrakt Sillibum marigum; vitamini B1, B2, B6, B12 Kapsula

79 SAD E.kstrakt. u prjahu Garcinia mangostana L.,. ek.strakt zelenog .éaja; ekstrakt Kapsula
sjemenki grozda, grejpa, nara; prah borovnice i ploda borovnice
Organski sok od mrkve i organske bobice acerole; vitamini A, C; alfa-

73 Japan ) Prah
karoten; beta-karoten

74 Hrvatska Suhi ekstrakt aronije (Aronia melanocarpa) Kapsula

75 Svicarska Cimet u prahu (Cinnamomum zeylanicum); minerali Cr, Zn Tableta

76 UK Ekstrakti listova ruzmarina (Rusmarinum officinalis), korijer_\a kc_)zl_inca Prah
(Astragalus membranaceour), kurkume (Curcuma longa); vitamini A, C, E

77 SAD Ekstrakt voc¢a Garcinie (Garcinia cambogia); Cr Prah

78 SAD Ekstral§t Camellia sines.is, Malva §ylvestris, Hibiscus sabdariffa L, Prah
Elettaria cardamomum; ekstrakt limuna

79 Hrvatska Suhi ekstrakt korijena bijelog sljeza (Althaea officcinalis) Tekucina

80 Hrvatska Biljni bijeli trputac (Plantago lanceolata) Tekudéina

81 Hrvatska Ekstrakt kozlinca i sjemenki grozda Kapsula
Stanice kvasca (Saccharomyces cerevisiae); eteri¢no ulje narance; vitamini

82 Hrvatska C.B6. B2, E i(Zn y ) ! Kapsula

83 Hrvatska Ekstrakt kore cejlonskog cimeta (Ciinnamomum zeylanicum); inulin Kapsula

84  Njemacka Linum usitatissimum, Pipminella anisum Tableta

85 Indija Ekstrak.t Gymnema sylxestre, Pferoca.rpys' marsgpium, Glycirmiza glabra, Tableta
Casearia esculanta (visekomponentni biljni proizvod)

86 UK Polygonum cuspidatum (korijen), 50 % resveratrol Kapsula

87 Italija Alkoholni ekstrakt konopljike, 65 % (Vitex Agnus-castus L) Tekucina
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3.3.  Instrumenti

3.3.1. Atomski apsorpcijski spektrometar s elektrotermickom atomizacijom vezan na sustav
generiranja hidrida (HG-ETAAS)

U ovom radu razvijena je jednostavna i brza analiticka metoda za odredivanje selenija u biljnim
dodatcima prehrani pomocu elektrotermi¢ke atomske apsorpcijske spektrometrije na principu
in situ hvatanja razvijenog hidrida u grafitnoj kiveti obloZenoj iridijem. Mjerenja su izvedena
na atomskom apsorpcijskom spektrometru s elektrotermi¢kom atomizacijom, uz Zeemanov
efekt, AAS 700 P vezan na sustav za generiranje hidrida, model HS 60, (Analitik Jena AG,

Jena, Germany), prikazanom na slici 1.

Slika 1. AAS 700 P sa HG sustavom, model HS 60

Kao izvor zracenja koristena je lampa sa Supljom katodom (engl. Hollow Cathode lamps, HCL)
jakosti elektricne struje 8,0 mA, valne duljine 196,0 nm i optickim prorezom mjerne zrake 1,2
nm.

Za transport otopine kalibracijskog standarda/mjerne otopine uzorka do reakcijske
jedinice koristena je jednokanalna pumpa. Za transport natrijeva borhidrata, klorovodi¢ne
kiseline i otpadih reagesa (iz separatora plin-teku¢ina u spremnik) koriStena je trokanalna

pumpa. U reakcijskoj jedinici selenij iz mjerne otopine u kiselom mediju (3 % HCI) reakcijom
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sa redukcijskim reagensom 0,3 % NaBHj4 razvija plinoviti hidrid, H.Se, kako je prikazano u
jednadzbi (1) i (2).

BHs + H* + 3H,0 —H3BOs + 8H 1)
H.SeOs3 + 6 H —H3Se + 3 H20 (2

Nakon prolaska kroz reakcijsku jedinicu, faze se odvajaju u separatoru plin-tekucina.
Generirani hidrid, H2Se kontinuirano putuje strujom inertnog plina (argona) i uvodi se kanilom
od titanija u iridijem oblozenu grafitnu kivetu.

Temperaturni program grafitne peci za in situ hvatanje razvijenog vodikovog selenida
(H2Se) i atomizaciju selenija prikazan je u Tablici 3. Optimalna temperatura atomizacije
selenija uz minimalne interferencije je 2100 °C. Integriranjem apsorbancije (peak area) signali
daju vrijednosti od dva uzastopna mjerenja. Putem softvera ASpect LS 1.5.3.0. Softvare,

Analytik Jena AG, Jena, Germany, kontrolirane su sve funkcije instrumenta.

Tablica 3. Radni parametri HG-ETAAS ZEEnit 700P i HG sustava, HS 60

Radni parametri HG-ETAAS

Tip lampe Suplja katodna lampa (HCL)
Jakost elektri¢ne struje za lampu 8,0 mA

Opticki prorez mjerne zrake 1,2 nm

Valna duljina Se 196 nm

Nacin integracije Povrsina pika

Standardna piroliticka Kiveta bez
platforme, obloZena iridijem

Radni parametri tehnike generiranja hidrida, HS 60

Tip grafitne kivete

Nacin rada Kontinuiran
Brzina pumpe 3mLs!
Volume uzorka 10 mL
Ciklus obogacivanja 1

Vrijeme opterecenja mjernom otopinom 16 s

Vrijeme reakcije 30s

Vrijeme oplahivanja 10s

Vrijeme ispiranja I5s

Protok plina 100 mL min!
Nosac otopine 3 % HCI
Reduciraju¢i reagens 0,3 % NaBHs u 0,1 % NaOH

Ciscéenje 15 s (sa kiselinom)
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Temperaturni program grafitne pe¢i, AAS ZEEnit 700P

No. Korak Temp./ Brzinapostiz.  Vrijeme zadrzav. Vrijeme/s Protok

°C temp./°C st temp./s plina
(argon)

1 Susenje 300 300 2 2.9 Min.

2 Piroliza 310 50 20 20,1 Maks.

3 AZ* 310 0 6 6 Bez plina

4 Atomizacija 2100 1200 5 6,8 Bez plina

5 Ciscéenje 2100 500 4 41 Maks.

*automatic zero, AZ

U radu su koriStene piroliticke grafitne kivete bez platforme oblozene s 200 pg Ir,
deponiranjem pet replika od 50 pL osnovne otopine iridija, masene koncentracije 1000 mg L
uz temperaturni program prikazan u tablici 4. Iridijem obloZena kiveta koristila se do 300
atomizacija bez ponovnog oblaganja. Nakon atomizacije, uslijedilo je ¢iS¢enje grafitne kivete
od zaostajanja reakcijskog plina (selenij hidrida). Kako bi se izbjegao gubitak iridija

temperatura ¢i§¢enja nije prelazila temperaturu od 2200 °C.

Tablica 4. Temperaturni program oblaganja grafitne kivete s iridijem

Vrijeme Vrijeme Plin (argon)
Element  Korak Temp./°C postizanja zadrZavanja
temp./°C st temp. [s]
Susenje 90 5 40 Maks.
Susenje 110 1 40 Maks.

Ir Susenje 130 1 40 Maks.
Piroliza 1200 300 26 Bez plina
Atomizacija 2100 500 8 Bez plina
Ciscenje 2100 0 5 Srednje

3.3.2. Spektrometar masa uz induktivno spregnutu plazmu, ICP-MS

U ovom radu koristen je spektrometar masa uz induktivno spregnutu plazmu, ICP-MS 7900, 1
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) sa shematskim prikazom na slici 2. nakon
prethodnog optimiranja radnih parametara koji su prikazani u tablici 5. Konstantan protok
otopine kalibracijskog standarada/mjerne otopine u pneumatski rasprsiva¢ od borsilikatnog
stakla, MicroMist uz dotok plina argona osigurava peristalticka pumpa. U komori za
rasprSivanje od kvarcnog stakla, tzv. Scott double-pass izdvajaju se male kapljice (< 10 pm)

acrosola a vece kapljice kondenziraju i odvajaju u odpad. Izvor ionizacije je induktivno
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spregnuta plazma koja se odrzava putem radio frekventnog polja od 1550 W. Ioni iz plazme se
usmjeravaju u spektrometar masa kroz sucelje koje je pod vakuumom. Podrucje sucelja se
sastoji od dvaju metalnih konusa (nikal), svaki s malim otvorom (0,6 mm do 1,2 mm) kako bi
se ioni elektrostati¢ki usmjeravali kroz ionske le¢e. Nakon §to se ioni uspjesno ekstrahiraju iz
podrugja sucelja, oni se usmjeravaju u glavnu vakuumsku komoru s nizom elektrostatickih leca.
Ionska zraka, koja sadrzi sve analiticke 1 matri¢ne ione, napusta ionsku optiku i prolazi u
kvadrupolni spektrometar masa, frekvencije 3 MHz, s mogu¢nosc¢u skeniranja masa u rasponu
od 5 do 240 m/z (AMU). loni analita prolaze kroz srediste kvadrupola i razdvajaju se prema
njihovom omjeru mase i naboja (m/z). Dospjeli ioni se detektiraju na detektoru sa diodnim
nizom uz fotomultiplikator. Koncentracija elementa je proporcionalna broju iona. Faktor
proporcionalnosti se odreduje mjerenjem Kkalibracijskih otopina. Sustav za uklanjanje
interferencija je oktopolska reakcijsko/kolizijska ¢elija uz inertni plin helija i reakcijski plin
vodika. Uginkovitost plazme Se provjerava na snazno vezanu molekulu CeO (14°Ce®O*/14°Ce*
<1,5 %).

' !

(mi

l:v-ﬁ
|

‘ J‘ | Ty A__}4
~/

Uvodenje uzorka Plazma Opticki elementi  Reakcijsko Kvadrupol Detektor
(lece) kolizijska celija

Slika 2. Shematski prikaz kvadrupolnog sustava, ICP MS

Tablica 5. Radni parametri ICP-MS 7900 (Agilent Technologies, Japan)

Parameteri

snaga radio frekventnog generatora (RF) 1550 W

dubina uzorkovanja 10,0 mm

plazma plamenik-H 0,1 mm

plazma plamenik-V 0,1 mm

peristalticka pumpa 0,10 rps

protok plina za plazmu 15 L/min

protok plina za oplahivanje 0,12L/min

protok plina nosaca 1,05 L/min

rasprsivac MicroMist (borosilikatno staklo)

komora za rasprSivanje Scott double-pass (kvarc), hladenje na 2 °C
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konus
konus

granice za dvostruko nabijene ioni i

Nikal, promjer otvora 1 mm
Nikal, promjer otvora 0,45 mm

140Ce2+/140Ce+ <3’0 %

okside 140Cet®0*/M0Ce* <1,5 %

No gas He H2
protok kolizijsko-reakcijskog plina / 5,0 mL/min 6,0 mL/min
ekstrakcijska leca 1 ov ov ov
ekstrakcijska le¢a 2 -190 V -190 V -190 V

mjereni izotopi

118, 23Na, 24Mg, 27A|, 39K, 44(:3., 51V, 52Cf,
Mn, °Fe, **Co, ®Ni, ®3Cu, ®zn, "As, "8Se,
888r, 96MO, lllcd’ 121sb’ 13783., ZOZHg, 208Pb,
205T|
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3.4. Postupak priprave uzoraka za mjerenje selenija metodom
HG-ETAAS

3.4.1. Homogenizacija uzoraka

Biljni dodatci prehrani su kompleksne matrice u kojima su prisutne amino kiseline, razliciti
dijelovi biljaka, ugljikohidrati, polisaharidi, soli i drugi sastojci. Prethodna priprema uzoraka
biljnih dodataka prehrani ovisi o prirodi uzorka, odnosno nalazi se u ¢vrstom (kapsule, pilule
praskasti uzorci), tekuéem ili uzorku bogatom lipidima (uljne kapsule). Da bi se dobio
reprezentativan uzorak, slu¢ajnim odabirom uzeto je 10 jedinica iz originalnog uzorka svake
marke 1 homogenizirano u fini prah u tarioniku od ahata. Kapsule s teku¢im sadrzajem su
otvorene ili izrezane jednokratnim sterilnim skalpelom. Sadrzaj kapsula je istisnut u tarionik i
dobro promijesan. Tekuéi uzorci su homogenizirani okretanjem oko 15 min na rotacionoj

mijesalici prije uzimanja odgovarajuceg alikvota za razgradnju
3.4.2. Razgradnja uzorka

Priprava mjernih otopina biljnih dodataka prehrani provedena je u zatvorenom sustavu za
razgradnju s pomoc¢u mikrovalova (Ethos Easy, Milestone Srl, Sorisole (BG) Italy) opremljenim
rotorom sa 15 reakcijskih posuda, izradenih od fluoriranog polimera (politetrafluoretilena,
PTFE), prikazan na slici 3. Maksimalna snaga sistema je 1800 W, a maksimalna temperatura
do 220 °C. Kontrola temperature postize se putem infracrvenog senzora koji automatski

optimizira snagu magnetrona.

[mrl

Slika 3. Sustav za mikrovalnu razgradnju uzoraka Ethos Easy
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Prije svakog seta razgradnje, PTFE posude su ¢is¢ene dusi¢nom kiselinom primjenom
programa za ¢iSéenje sustava za mikrovalnu razgradnju preporucenim od strane proizvodaca.
Tijekom priprave uzoraka kao i mjernog postupka koristena je destilirana deionizirana voda,
(18,2 MQ cm) pripravljena primjenom sustava Mili-Q za pro¢is¢avanje vode. Ostali koristeni
reagensi takoder su visoke analiticke ¢istoce. Stakleno i plasti¢no laboratorijsko posude je prije
uporabe namoceno u nitratnoj kiselini 24 sata, a zatim tri puta isprano destiliranom
deioniziranom vodom.

Dva alikvota priblizne mase 0,3 g od svakog homogeniziranog biljnog dodatka prehrani
izvagani su u PTFE posude, dodano je 2,0 mL destiliran deionizirane vode i 5,0 mL
koncentrirane dusi¢ne kiseline (69 % m/v) te ostavljeno na sobnoj temperaturi 10 minuta. Zatim
je dodano 2,0 mL vodikovog peroksida H20- (30 % m/v). Kako bi izbjegli pjenjenje i prskanje,
posude su ostavljene 20 minuta na sobnoj temperaturi, postavljene u sustav za mikrovalnu

razgradnju pri programu prikazanom u tablici 6.

Tablica 6. Program razgradnje u zatvorenom sustavu za mikrovalnu razgradnju

Korak Vrijeme, min Temperatura, °C
1 25 200

2 25 200

3 20 hladenje

Nakon zavrSetka razgradnje, ohladene posude su paZzljivo otvorene i1 otopine prebacene u PP
posude, dopunjene sa destiliranom deioniziranom vodom na masu od 25 g. U svakom setu
razgradnje obradene su dvije slijepe probe i dva neovisna uzorka certificiranog referentnog
materijala. Otopine za mjerenje su po potrebi visestruko razrjedivane tako da je koncentracija

selenija bila u linearnom podrucju kalibracijske krivulje.

3.4.3. Redukcija Se(VI) u Se((1V)

Nakon mikrovalne razgradnje, priprava mjernih otopina za analizu selenija HG-ETAAS
metodom zahtijeva dodatni korak kemijske obrade radi za pretvorbe svog prisutnog selenija u
Se(1V) jer samo ionski tetravalentni selenij (selenit) formira selan, H>Se. Na isti nacin se i.
heksavalentni selenij (selenat) u mjernim otopinama stanadarda mora reducirati u Se(lV) prije

razvijanja hidrida.
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Redukcija Se(VI) u Se(lV) izvedena je zagrijavanjem smjese alikvota (12,5 mL) otopine
razgradenog uzorka i 4 mol L™t HCI (faktor razrjedenja 4) u vodenoj kupelji (Grant, LSB Aqua
Pro, UK) na temperaturi od 90 °C tijekom 30 minuta, prikazano na slici 4. Otopine se ohlade
na sobnu temperaturu prije mjerenja. Redukcija selenija iz visokog oksidacijskog stanja Se(V1)

u kiselom mediju u nize oksidacijsko stanje Se(IV) prikazano je jednadzbom (3):

H.SeOs + 2 CI + 2 H* —H2SeOs3 + Cl + H20 3

S

Slika 4. Vodena kupelj za redukcija selenija

3.4.4. Mjerni postupak za metodu HG-ETAAS

Prije svakog mjerenja pripravljene su otopine kalibracijskih standarda u koncentracijskom
rasponu od 0,025 pg L™t do 0,50 pg L™t u 4 mol Lt HCI iz referencijskog standarda selenija Se
(1V), koncentracije, y = (1000 % 5) mg L. Takoder su svjeze pripravljene 0,3 % (v/v) otopina
NaBHs iz 3 % (w/v) NaBHj4, stabilizirane s 0,1 % (m/v) NaOH i otopina 3 % (v/v) HCI. Za
redukciju Se(VI) u Se(IV) u mjernim otopinama uzoraka koristena je 4 mol L HCI.
Koncentracija HCI za razrjedenje mjerenih otopina uzoraka bila je uskladena sa koncentracijom
kiseline u kalibracijskim otopinama, budu¢i da osjetljivost odziva znacajno ovisi o kiselosti
matrice. Stoga, ako su izmjerene koncentracija selenija prelazile linearni raspon kalibracijske
krivulje, ispitne otopine su viSestruko razrjedivane dodatkom 4 mg L HCI umijesto
destiliranom deioniziranom vodom. Slijepe probe i certificirani referentni materijali podvrgnuti

su identicnom postupku kao 1 ispitni uzorci.
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Prethodno reducirane i po potrebi prethodno razrijedene ispitne otopine i kalibracijske
otopine mjerene su pomoc¢u HG-ETAAS na principu in situ hvatanja razvijenog hidrida u

grafitnoj kiveti oblozenoj iridijem, shematski prikazanog na slici 5.

Reakcijska
Pumpa jedinica
Ir obloZena
grafitna
Uzorak n _ kiveta
O Separator
_—>
3% HCI n
— O e
0,3 % NaBH4

Argon " T

Slika 5. Shematski prikaz rada HG-ETAAS

Provedena su dva uzastopna mjerenja i dobiveni su podaci o integriranoj apsorbanciji
(peak area) signala. Koncentracije selenija u ispitnim otopinama su dobivene izravno iz
kalibracijske krivulje nakon korekcije za slijepu probu. Maseni udio selenija izraZen je u
jedinicama pg kg, izra¢unat obzirom na odvagu i razrjedenje. Sve navedeno obavljaja se
automatski u skolpu ASpect LS programa AAS uredaja.

Kontrola analitickog postupka provedena je provjerom slijepih proba svakog seta
razgradnje uzorka koje prolaze kroz cijeli analiti¢ki postupak ukljuujuéi razgradnju,

razrijedenja i analizu.
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3.5. Postupak priprave uzoraka za mjerenje elemenata metodom ICP-MS

3.5.1. Priprava uzoraka za metodu ICP-MS

Priprava mjernih otopina biljnih dodataka prehrani provedena je u zatvorenom sustavu za
razgradnju s pomoc¢u mikrovalova prema postupku ve¢ opisanom u poglavlju 3.4.2. Nakon
razgradnje 1 hladenja, otopine razgradenih uzoraka su kvantitativno prebacene u plasti¢ne
posudice volumena 50 mL i dopunjene do 50 g sa destiliranom deioniziranom vodom. Na isti
nacin su pripravljene slijepe probe uzorka i certificirani referentni materijali. Po potrebi, mjerne
otopine se visestruko razrjeduju tako da je ocekivana koncentracija analita u linearnom
podrudju kalibracijske krivulje. Efikasnost priprave i1 to¢nost analiticke metode kontrolirana je

certificiranim referentnim materijalima te dodatno metodama unutarnjeg standarda.

3.5.2. Mjerni postupak za metodu ICP-MS

Za odredivanje 24 elementa (Se, V, Cr, Co, Ni, Cu, As, Mo, Cd, Sb, Se, Al, As, B, Ba, Ca, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Sh, Sr, Tl, V, Zn) optimirani su parametri
mjerenja tehnikom ICP-MS u svim uzorcima biljnih dodataka prehrani.

Kalibracijske otopine standarada pripremljeni su iz multielementnog referencijskog
standarda i pojedina¢nih referencijskih standarda u 2,5 % (m/v) HNOs. Kalibracijske otopine
standarada Zive pripravljeni su u smjesi u 2,5 % (m/v) HNOszi 1,5 % (m/v) HCI. Kalibracijske
krivulje izradene su putem softvera (MassHunter 4.4, Agilent Technologies) iz izmjerenih
intenziteta u odnosu na koncentracije za svaki element u kalibracijskim otopinama uz dodatak
unutarnjeg standarda.

Unutarnji standard masene koncentracije 200 pg L™ (Bi, Ge, In, Li®, Sc, Th, Y) uveden
pomocu peristaltiCke pumpe zajedno s otopinamas, standarda za kalibraciju, slijepim probama
1 ispitnim otopinama u pneumatski rasprsivac 1 komoru za rasprSivanje te sluzi kao ionizacijski
pufer kako bi se kompenzirali ué¢inci matrice i drift te poboljSala preciznost mjerenja. Putem
softvera uredaja omoguceno je pracenje omjera signala mjernog elementa i signala odabranog
unutarnjeg standarda sa matricom.

Optimizacija radnih uvjeta unutar instrumenta (osjetljivost) s obzirom na nastajanje
dvostruko nabijenih iona i oksida provodila se sa optimizacijskom otopinom masene

koncentracije, y (Ce, Co, Li, Mg, TI, Y) = 1 pug L koja sadrzi ione koji pokrivaju &itavo
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podrucje masa i ione koji su skloni formiranju oksida ili dvostruko nabijenih ¢estica. U ovom
radu koriSten je oktopolni sustav (Octopole Reaction System, ORS) uz inertni plin helij i
reaktivni plin vodik za uklanjanje interferencija poliatomnih iona. Hz je koriSten pri analizi
selenija 1 kalcija. Mjerenja berilija, bora i aluminija provedena su u na¢inu rada bez uvodenja
plina (zzv. ,, No gas*) a ostali elementi su mjereni u inertnom plinu He. Sustav je ispiran s 2,5
% (v/v) HNOz i 1,5 % (v/v) HCI 15 minuta prije ugadanja instrumenta.

Kontrola priprave i mjernog postupka provedena je pripravom i mjerenjem svakog
uzorka i certificiranog referentnog materijala u duplikatu. Koncentracija svakog elementa je
nakon preracuna s obzirom na odvagu i razrijedenje prikazana kao maseni udio. Maseni udio
Se, V, Cr, Co, As, Mo, Cd, Sb, Hg, Tl i Pb izraZen je u pg kg™* a maseni udio B, Na, Mg, Al
K, Ca, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Sr i Ba izrazen je u mg kg'l.

Za odredivanje selenija metodom ICP-MS odabran je izotop "®Se sa zastupljenosti od

23,6 % uz reakcijski plin Hz i unutarnji standard "*Ge.
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3.6. Statisticka obrada

Statisticka obrada podataka provedena je koristenjem programskog paketa Statistica verzija
13.5 (TIBCO Software Inc., SAD). Masena koncentracija elemenata Se, Al, As, B, Ba, Ca, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Sb, Sr, Tl, V i Zn, dobivene metodom ICP-
MS i masena koncentracija selenija dobivena metodom HG-ETAAS su obradene automatskim
skaliranjem i logaritamskom transformacijom §to je rezultiralo korelacijskom matricom od 87

slucajeva i 25 varijabli.

Takav skup podataka podvrgnut je multivarijatnoj statistici (PCA, PLS-DA, HCA) kako bi se

procijenile medusobne sli¢nosti i nepodudarnosti izmedu uzoraka.

Generirani su dijagrami varijabilnosti rezultata 1 dijagram varijabilnog optere¢enja. Provedena
je parcijalna diskriminacijska analiza najmanjih kvadrata (PLS-DA) kako bi se poboljsala
klasifikacija uzoraka. Generirane su vrijednosti parametra znacajnosti varijabli (engl. variable
importance parameter, VIP) koje omogucuju odredivanje kandidata markerskih elemenata za
diferencijaciju skupina uzoraka. Kako bi se identificirala struktura unutar skupa dobivenih
podataka, na istoj je matrici provedena hijerarhijska analiza klastera (HCA) koriStenjem
euklidske udaljenosti uz potpunu vezanost, odnosno maksimalnu udaljenost izmedu svih
mogucih parova opazaja u dva klastera. Dobiveni dijagram, odnosno dendrogram, koriSten je

za klasifikaciju analiziranih uzoraka dodataka prehrani.
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Rezultati odredivanja selenija metodom HG-ETAAS
4.1.1. Validacijski parametri metode

Metodom HG-ETAAS ispitiani su postupci odredivanja ukupnog sadrzaja selenija u obliku
selenita Se(IV) u razli¢itim formulacijama biljnih dodataka prehrani. Mjerenja su provedena u
linearnom dinami¢kom rasponu kalibracije od 0,025 pg L™ do 0,5 pug L2, uz visestruko
razrjedivanje 4 mol L™t HCI kiselinom za koncentracije selenija iznad gornje granice linearnog

dinamickog raspona kalibracije. Rezultiraju¢a kalibracijska krivulja prikazana je na slici 6.
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Slika 6. Kalibracijska krivulja za odredivanje selenija (HG-ETAAS)

Iz dobivenih mjerenja i1 pripadajucih koeficijenata korelacije vidljivo je da je linearnost
kalibracijskih krivulja iznimno zadovoljavaju¢a (R = 0.9999). Takoder je pozadinski Sum
(background) sveden na minimalne razine S$to svakako poboljsava detekcijske granice.
Preciznost mjerenja selenija u iridijem obloZenoj kiveti izrazena kao relativno standardno
odstupanje je iznimno zadovoljavajuca s rasponom od 0,3 % do 0,6 %.

Znacajna prednost metode HG-ETAAS je potpuno odvajanje selenija iz matrice ¢ime
su uklonjene uobicajene interferencije koje se javljaju uporabom metode bez generiranja
hidrida. Tehnika na principu in situ hvatanja razvijenog selenida koji kontinuirano putuje

strujom inertnog plina argona, protoka 100 mL min? u grafitnu kivetu oblozenu iridijem
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dopusta adsorptivno prikupljanje selenida. Dakle, primjenom niza uzastopnih koraka
pretkoncentracije povecavala se osjetljivost odredivanja.

Svaki uzorak je pripravljen i mjeren u duplikatu kao dva neovisna uzorka. Mjerni signali
(peak area) dva uzastopna mjerenja uzorka u duplikatu i certificiranog referentnog materijala

(NIST 1573) s precizno$éu mjerenja od 0,5 % do 1,1 % prikazani su na slici 7.

0.5 [Uzorak 7-1 0.3 ] Uzorak 7-1R 03] NIST 1573a
14| RSD1.1% ABS 0.1281 04 | RSD 0.9% ABS 0.1273 04| RSD0.5%
g 03 g 03 g 13 ABS 0.0935
a 8
% 02 | ABS 0.1262 ; 02] \Bs 01989 3 0.2
g 0 < 0.1 < 0.1 JABS 0.0942
0.0 0.0} 0.0 - .
01 0.1 0.1

00 05 L0 15 20 25 30 6003 10 1y 20 23 3D 0o 065 L0 13 a0 25 30

Time [s] Time [5] Time [3]

Slika 7. Signali selenija u dva neovisna uzorka biljnog dodatka prehrani i certificiranog

referentnog materijala, SRM 1573a (Tomato Leaves)

Metoda je validirana kroz sve stupnjeve analiticCkog procesa na odabranim matricama
prikazani su rezultati analize tri razli¢ite matrice CRM i validacijski parametri metode HG-
ETAAS. Horwitzov omjer (HorRat) kao jedan od kriterija za procjenu prihvatljivosti metode
s obzirom na preciznost iskazuje se kao omjer relativnog standardnog odstupanja (Relative
Standard Deviation, RSDRr) izra¢unatog iz analize podataka i relativnog standardnog
odstupanja odgovarajuce predvidene obnovljivosti (Predicted Relative Standard Deviation,
PRSDR). Parametar se izra¢unava pomoéu Horwitzove jednadzbe (4):1%

PRSDr (%) = 2C %15 4)

gdje je C maseni udio analita izrazen u pg kg™

Relativna standardna odstupanja ponovljivosti (RSDr) su u rasponu od 1,03 % do 4,23 %, a

relativna standardna odstupanja obnovljivosti (RSDr Horwitz) varirala su od 12,28 % do 16,41
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%. Dobivene HorRat vrijednosti od 0,084 do 0,258 su bile manje od 0,3 tj. HorRat << 1 tj.
ispod kriti¢ne vrijednosti 2,0 ili 1 < HorRat < 2 $to se moZe objasniti manjim brojem izvedenih

mjerenja na odabranim certificiranim materijalima.

Tablica 7. Validacijski parametri metode HG-ETAAS

Tomato Spinach
CRM Leaves Leaves

NIST 1573a  NIST 1570a NIST 1568b

Rice flour

Certificirana vrijednost £
ProSirena mjerna nesigurnost

(factor pokrivanja) ug kg 54,3+2 1152+4.3 366.1+3.8
XcrxUct (k=2)

Broj uzoraka, N 6 6 6
Srednja vrijednost ug kg 53,4 113 366
Standardno odstupnje, Stdev, ug kgt 226 3,22 3,76
Toc¢nost % 98,3 98,2 100
Ponovljivost, r ug kgt 6,32 9,02 10,52
RSDr Horwitz % 16,41 14,66 12,28
HorRat 0,258 0,194 0,084

Analiticka to¢nost je procijenjena iz dobivenih prosje¢nih masenih udjela selenija i
certificiranih vrijednosti u rasponu od 98 % do 100 %. Prosje¢na relativna standardna
odstupanja u odredivanju razlicitth CRM bila su manja od 3 % (od 0,71 % do 5,2 %) a na
uzorcima u prosjeku do 5 % (1,1 % do 11,3 %). Granica detekcije za selenij dobivena izraunom
standardnog odstupanja regresijskog pravca iznosi LOD = 0,011 pg L?, dok granica

kvantifikacije ( LOQ) iznosi 0,023 pg L, kako je prikazano u tablici 8.
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Tablica 8. Izracun LOD i LOQ za selenij iz standardnog odstupanja regresijskog pravca

metode HG-ETAAS

Se (HG-ETAAS)

ug L Abs. AbSigr, Razlika/Abs Razlika? Abs

Slijepa proba 0,000 0,0071  0,0065 0,00061235 0,000000
Standard 1 0,025 0,0180  0,0165 0,00147251 0,000002
Standard 2 0,050 0,0268  0,0266 0,00023267 0,000000
Standard 3 0,100 0,0448  0,0466 -0,00184701 0,000003
Standard 4 0,250 0,1054  0,1069 -0,00148606 0,000002
Standard 5 0,500 0,2083 0,2073 0,00101554 0,000001
0,00000000 0,000009
Sres 0,00152
nagib pravca 0,40159
odsjecak 0,00649

Granica detekcije (ug L™?) 0,011

Granica kvantifikacije (ug L) 0,023

Za procjenu nesigurnosti izmjerenih analitiCkih rezultata dobivenih ovom metodom

moze se koristiti standardno odstupanje za ponovljivost. Na temelju prihvatljivih parametara

validacije za preciznost, to¢nost, granicu detekcije i granicu kvantifikacije, metoda je prikladna

za odredivanje selenija u biljnim dodatcima prehrani.

Obzirom na razli¢ite sastave biljnih dodataka prehrani koriSteni su i drugi CRM,

uskladeni sa sastavom matrice i o¢ekivanim masenim udjelima selenija. Rezultati analize CRM

i analiticki povrati prikazani su u tablici 9.

Tablica 9. Rezultati analize CRM (prikazani kao srednja vrijednost (x) + standardno odstupanje

(o) 1 analiticki povrat

Certificirana Izmjerena Analiticki ~ Broj
vrijednost + vrijednost +  povrat uzoraka.
CRM prosirena mjerna  standardno N
nesigurnost odstupanje
Hg kg™t Hg kg™ %

SRM 1573a Tomato Leaves 543+2 .0 53,7+2,7 92,8 -103 6
SRM 1570a Spinach Leaves 1152 + 4,3 113,143,2  93,4-101 6
SRM 1568b Rice flour 365 + 29 366 + 3,8 98,7 - 102 6
SRM 1548a Typical Diet 245 + 28 234 +£11 91,1-99,9 3
SRM 3280 Multivitamin
Multielement Tablets 17421 + 450 16408+513 90,9-96,5 3
IAEA 359-Cabbage 120 £ 11 116 £ 2,4 98,1 - 95,3 2
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SRM 1567a Wheat flour 1100 + 200 1027 + 11 94,1-927 2
BCR 414 Plankton 1750 + 100 1619+1.1 92,5-935 2
NRC SELM 1 Selenium 2037897 +

Enriched Yeast 2031000 + 70000 25884 101-99,4 2

Kontrolna karta analitickog povrata selenija za razli¢ite CRM prikazano u slici 8. Kontrolne
granice su postavljene na granice rasipanja (£ 3o) izraCunom iz pripadajuéih statistickih
parametara (aritmeticke sredine mjerenja, raspona i veli¢ine uzoraka). Donja kontrolna granica
(Lower Control Limit, LCL) je 90 %, a gornja kontrolna granica (Upper Control Limit, UCL)
je 110 %.

Kontrolna karta analitickog povrata selenijai CRM (HG -ETAAS)
115

110

105

100

95

90

85

SRM 1573a Tomato Leaves SRM 1570a Spinach Leaves ® SRM 1568b Rice flour

SRM 1548a Typical Diet @ SRM 3280 Multivitamin/Multielement Tablets @ SRM 1643f Trace Elements in Water
IAEA 359-Cabbage ® SRM 1567a-Wheat flour @® BCR 414 Plankton

NRC SELM 1 Selenium Enriched Yeast — Median —JCL

— |

Slika 8. Kontrolna karta analitickog povrata selenija u razlicitim CRM

Analiticki povrat selenija primjenjenom metodom HG-ETAAS snazno ovisi o vremenu
koje je proteklo izmedu redukcije Se(VI) do Se(IV) i1 generiranja hidrida. Ukoliko se mjerne
otopine ne mogu analizirati odmah nakon njihove pripreme, primjenjuje se ¢iS¢enje otopine
argonom protoka (0,5 L min argona) tijekom postupka redukcije kako bi se uklonili kloridi iz
otopine i odrzala stabilnost mjerne otopine tijekom 188 h (~ 8 dana).®” Osim uobicajenih
svakodnevnih varijacija osjetljivosti, integrirani signali absorbancije nisu pokazali bilo kakvu
tendenciju smanjenja jer je generiranje hidrida slijedilo odmah nakon redukcije §to je i

potvrdeno dobrim analitickim povratom. Nize vrijednosti analitickih povrata dobivene su s
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povecanim vremenom izmedu redukcije i odredivanja uslijed moguce povratne oksidacije
Se(IV) do Se(VI) klorom koji nastaje u procesu redukcije. Potvrda tome je analiti¢ki povrat na
CRM BCR 414 (Plankton) dobiven odmah nakon redukcije (92,5 %). Tjedan dana poslije
redukcije, analiticki povrat je dobiven 78,2 % 1 65,8 %.

Udaljenost izmedu vrh kanile od titanija kojom uvodimo razvijeni selenid u iridijem
oblozenu grafitnu kivetu nema utjecaja na analiticki signal $to je prednost u odnosu na druge
in-situ uredaje za prikupljanje hidrida.®2

Literaturni podatci izdvajaju dvije vrste interferencija koje se javljaju tijekom metoda
temeljenih na generiranju hidrida. Jedna od njih je vezana za konvencionalne HG tehnike
(atomizacija u kvarcnoj ¢eliji) 1 interferencije uslijed prisustva hlapljivih elemenata koji
medusobno interferiraju.}%® Medusobne interferencije elemenata koji tvore hidride opéenito su
puno manje za metodu HG-ETAAS nego za HG-AAS s kvarcnim atomizatorom,81:8384

Literaturni podatci takoder ukazuju na $est elemenata: Ag*, Co?", Cu?*, Fe®* , Ni?* i
Pb?*, koji mogu uzrokovati medusobne interferencije. loni Co?" i Pb?* interferiraju sa selenijem
u masenoj koncentraciji iznad 10 pg L 2, dok Fe®* i Ni?* stvaraju interferencije ako su prisutni
u masenim koncentracijama iznad 100 pg L .1

Koncentracije selenija odredivane metodom HG-ETAAS se ne razlikuju znacajno od
koncentracija selenija dobivenih usporednom metodom ICP-MS $to ukazuje da masene
koncentracije nikla nisu utjecali na odredivanje selenija u uzorcima. Masene koncentracije
olova u $est uzoraka su na granici utjecaja (~10 pg L™?). Jedan uzorak, oznake 63 pokazao je
masenu koncentraciju olova od 68,1 pg L™ i masenu koncentraciju selenija od 0,65 ug L™.
Masena koncentracija selenija izmjerena u istom uzorku metodom ICP-MS je 0,57 pg L™
Uzorci 81 i 85 s masenom koncentracijom olova od 15,61 pg L™ i 32,24 pg L™ sadrze selenij
izmjeren u masenoj koncentraciji od 530 pug L i 97,3 pg L. Masena koncentracija selenija
izmjerena u istim uzorcima ICP-MS metodom su 503 pg L i 110 pg L iz ¢ega bi se dalo
zakljuciti da interferencija navedenih kationa pri odredivanju selenija nije bilo.

Maseni udjeli selenija odredivani metodom HG-ETAAS prikazani su u tablici P1 (u
poglavlju 7. Dodatak) u rasponu od 3,47 ug kg™ do 88 700 pg kg®. Najveéi maseni udjeli
selenija od 12,8 pg g™ do 88,7 pg g* detektirani su u dodatcima prehrani koji u svom sastavu
sadrze razliCite ekstrakte (korejskog ginsenga, listova maline, breskve, borovnice, arti¢oke,
kore limuna, ploda sjemenki grozda, ekstrakt biljke, Astragalus, Silybum marianum, Tribulus

terrestris, stanice kvasca Saccharomyces cerevisiae. U C¢istim modrozelenim algama
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(Arthrospira platensis) udjeli selenija su od 0,096 pg g do 2,06 pg g* dok je u veéini biljnih
dodataka selenij prisutan u rasponu od 0,004 pg g* do 0,622 ug g sto je podjednako masenim

udjelima selenija prema literaturnim podatcima (0,06 pg g™ do 0,58 pg g2) 27
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4.2. Rezultati elementne analize metodom ICP-MS

Opcéenito, dodaci prehrani biljnog podrijetla sadrze puno vise elemenata od deklariranih na
etiketama.>®® Za analizu metodom ICP-MS odabrani su toksiéni metali: Al, As, Cd, Ni, Hg, Cr,
Pb, Sb; elementi od nutritivnog znacaja: Se, Ca, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, V, Zn i
elementi koji do sada nisu proucavani u biljnim dodacima: B, Ba, Sri TL

Cesto su opisivani problemi interferencija spektralnog i kemijskog tipa te postizanja
zadovoljavajuée osjetljivosti.** Stoga su optimizirani uvjeti mjerenja radi kontrole utjecaja
interferencija. Odabrani su najosjetljiviji izotopi i primijenjene su reakcijsko/kolizijski plinovi
za smanjenje poliatomskih smetnji. Prema ionizacijskom potencijalu i analiti¢koj masi, svaki
izotop je bio povezan s unutarnjim standardom. Parametri mjernog postupka: izotopi elemenata,
reakcijsko/kolizijski plin, unutarnji standardi te podrug¢je linearnosti, koeficijent korelacije (R);
LOD i LOQ prikazani su u tablici 10.

Tablica 10. Parametri metode ICP-MS: izotopi elemenata, reakcijsko/kolizijski plin, ISTD te
podrugje linearnosti, koeficijent korelacije (R), granica detekcije (LOD) i granica
kvantifikacije (LOQ)

Reakcijski/ Unutarnji ~ Podru¢je  Koeficijent Granica Granica

Element Masa kolizijski  standard  linearnosti  korelacije  detekcije odredivanja
plin (ISTD) ug L R ug L ug kgt

B 11 bez plina OLi 0,05-50 0,9998 0,216 36
Na 23 He 3¢ 1,00 - 500 0,9999 1,38 230
Mg 24 He 53¢ 0,50 - 500 1,000 0,590 98
Al 27 bez plina 3¢ 0,05 - 100 0,9999 0,483 80

K 39 He 5S¢ 2,50 - 500 1,000 4,44 740
Ca 40 H: 5S¢ 0,50 - 500 0,9999 1,49 248
\ 51 He 5S¢ 0,05 - 50 1,000 0,006 1,0
Cr 52 He 5S¢ 0,05 -100 1,000 0,048 8,0
Mn 55 He 5S¢ 0,05 -100 1,000 0,048 8,0
Fe 56 He 5S¢ 0,05 -100 1,000 0,121 20
Co 59 He 103RN 0,05 -100 1,000 0,009 1,5
Ni 60 He 103RN 0,05 -100 1,000 0,121 18
Cu 63 He 103Rh 0,05 -100 1,000 0,047 8,0
Zn 66 He 53¢ 0,05 -100 1,000 0,180 30
As 75 He 2Ge 0,05 -100 1,000 0,014 2,0
Se 78 H: 2Ge 0,05 -100 1,000 0,013 2,2
Sr 88 He 103Rh 0,05 -100 1,000 0,048 8,0
Mo 95 He 103Rh 0,05-10 0,9999 0,007 1,0

Cd 111 He 31 0,05 -20 1,000 0,008 1,4
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Sb 121 He By 0,05 -50 1,000 0,006 1,0
Ba 137 He 1597 0,05 - 100 1,000 0,296 50
Hg 202 He 1By 0,05-2,5 0,9999 0,002 0,35
Tl 205 He By 0,05-10 1,000 0,004 0,67
Pb 208 He 18y 0,05-50 1,000 0,015 2,5

Pomocu softvera je omoguéeno pracenje omjera signala mjernog elementa i signala
odabranog unutarnjeg standarda sa matricom. Analiti¢ki povrat unutarnjih standarda prikazana

je u jednom setu mjerenja u zadanim granicama od 65 % do 130 % prikazani su na slici 9.
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Slika 9. Analiticki povrat unutarnjih standarda (ISTD) vezanih na mjerene elemente ICP-MS

Za provjeru kalibracijskih krivulja svih odredivanih elemenata koriSten je kao
referencijski standard drugog izvora, NIST SRM 1643f, Trace Elements in Water (certificirana
vrijednost za selenij je 11,97 ug L1+ 0,14 ug L™). Na slici 10. je prikazana kontrolna karta sa
kontrolnim granicama, donja kontrolna granica (Lower Control Limit, LCL) je 85 %, a gornja
kontrolna granica (Upper Control Limit, UCL) je 115 %. Analiticki povrat mjerenih elemenata

0d 90 % do 110 % je unutar zadanih granica i bez znacajnih odstupanja.
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Slika 10. Kontrolna karta SRM 1643f, Trace Elements in Water

Mjereni i certificirani sadrzaj elemenata u dva CRM dobiven metodom ICP-MS

prikazan je u tablici 11. Opcenito, dobiveni rezultati su prihvatljivi znajuéi da to¢nost ICP-MS

metode obi¢no ovisi o sloZenosti matrice 1 rasponu koncentracija analita. Stoga, primijenjeni

postupak analiticke pripreme i prilagodenih instrumentnih radnih parametara pokazuje

prikladnost za pouzdano odredivanje sadrzaja elemenata u razgradenim uzorcima biljnih

dodataka prehrane.

Tablica 11. Rezultati analize dva CRM (3280 Multivitamin /Multielement Tablets i 1573a

Tomato Leaves prikazani kao srednja vrijednost (x) + standardo odstupanje (o)

SRM 3280 SRM 1573a
Elementi Multivitamin/Multielement tablets (N=4) Tomato leaves (N=5)
Certificirane Izmjerene  Analiticki ~ Certificirane Izmjerene  Analiticki
vrijednosti vrijednosti povrat/%  vrijednosti vrijednosti povrat/%
B mg kgl 141+7 136 +7 96,3 33,1+04 30.7+3 92,8
Na  mgkg" 33020 346+ 11 105 1364 138+ 3 101
Mg  mgkg® 67800+4000 63100+ 3000 93,1 12000 (a) 11000 + 300 91,4
Al mgkg' - - 598+ 7 557+ 21 93,1
K mg kg 53100+ 7000 48300+ 4500 90,9 26800 £ 500 25000 + 1000 94,5
Ca mgkg? 1110005000 7100%0* 104  50450+550 4850041100 96,0
vV mgkg" 8000 +410 8690+410 109 83534 759 + 49 90,8
Cr mg kg™ 93700 +2700 90500 + 3000 96,.6 1990+ 30 1780 = 60 89,6
Mn mg kgt 1440 + 110 1420 + 210 98,3 246 £ 7 234 £ 13 94,8
Fe mg kg* 12400 + 900 11100 + 600 89,9 368+4 340+9 92,4
Co mgkg" 810+10 840 + 23 104  577+7 554 + 16 95,9
Ni mg kg 8,43 +0.30 7,82+ 0,60 92,8 1,58+ 0,04 1,46 + 0,03 92,1
Cu mg kg™ 1400 + 170 1300 + 120 93,2 4,70+0,14 4,37+0,31 93,0
Zn mg kg™ 10200 + 800 9600 + 500 95,0 30,9+0,6 29,1+2 4 94,1
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As mgkgl 132+44 123+ 6 935  113+2 118 +5 104
Se  mgkg! 17400+400 17700 +1100 102 54,3+20 57,4 +3,0 106
sr mgkg! 298+0.2 30,9+0,5 104 859 83,0+4,5 97,6
Mo  mgkg?t 70700 +4500 75200 + 3300 106 460 426 + 35 92,7
cd mgkg' 80,1+0,9 86,6 + 4 108 1520+ 30 1390 + 30 91,7
Sb mgkg! 142+6 145+ 5 894 61,9+372 57,8+ 4,9 93,3
Ba mgkg! - - - 639 59,2 +2,3 93,9
Hg  mgkg! - - - 341+15 30,7+2,5 89,9
Pb  mgkg? 273+2 253 +9 92,8

3 Informativne vrijednosti za elemente

Koncentracije 24 elementa u 87 analiziranih uzoraka biljnih dodataka prehrani izrazene
su g kgt i mg kgt ovisno o dobivenom koncentracijskom nivou, prikazani su u tablicama P1
i P2 (u poglavlju 7. Dodatak).

StanovniStvu Hrvatske, osobito u glavhom gradu Zagrebu nudi se $irok izbor biljnih
dodataka prehrani koji se koriste za potporu zdravlju, ublazavanje simptoma i lijeenje bolesti.
U Hrvatskoj je radena procjena kumulativnog dnevnog unosa nekoliko metala (Pb, Cd, As, Hg,
Cr, Ni i Zn) u ljekovitim biljkama/proizvodima na bazi bilja (N = 14). Nekoliko analiziranih
formulacija imalo je maseni udio olova (3,86 pg g*), kroma (64,4 pug g%) i nikla (339 ug g%)
iznad maksimalno dopustenih granica.”® Zbog razli¢itog podrijekla biljnih dodataka, razligitog
sastava biljnih vrsta i njihove razli¢ite namjene, bilo je neprakti¢no obuhvatiti sve potencijalno
prisutne elemente. Odabir elemenata vodio se ¢injenicom da se u dodatcima biljnog podrijekla
moguca kontaminacija toksi¢nim metalima (As, Cd, Ni, Pb, Sb), uzrokovana kontaminacijom
biljnog materijala tijekom uzgoja zbog prirodne ili antropogene kontaminacije okoliga.?%7°%2

U nekoliko biljnih dodataka prehrani, kao $to su ajurvedski pripravaci, alge te pripravci
s ekstraktima biljaka (Bacopa monnieri, Lepidium meyenii, Hordeum vulgare, Vitis vinifera,
Camellia sinensis, Zingiber officinalis, Astragalus), nadeni su nezeljeni toksi¢ni elemenati u
relativno visokim masenim udjelima. Mjereno je 1,47 pg g i 17,3 pug gtarsena te 1,59 pg g
i 11,4 pg g™* olova u uzorcima sa ekstraktima Vitis vinifera, i Camellia sinensis, te 454 pg g i
8,94 ug g zive u jednoj ajurvedskoj formulaciji odnosno u uljnom pripravku biljke peperminta.
Opcenito, literaturni podatci o biljnim dodatcima ukazuju na minimalne masene udjele Zive od
0,0001 pg gt do 0,08 pg gt. Medutim, postoje izvjeséa i o visokim masenim udjelima Zive,
npr. 4,29 pg g! u uzorku alge Chlorella pyrenoidosa.’* U biljnim dodatcima koji se
tradicionalno koriste u ajurvedi, Ziva je pronadena u masenim udjelima od 0,2 ug g* do 171
000 pg g?, pri ¢emu je najveéi maseni udjel pronaden u uzorku pripravka yogendra ras.

Prosje¢ni maseni udio Zive u uzorcima bio je 11 800 pg g*. Arsen je bio prisutan u rasponu od
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0,2 do 89 800 ug g s prosje¢nim masenim udjelom od 2300 pg g dok je olovo bilo prisutno
u masenim udjelima od 0,5 pg g do 60 000 pg g™ s prosjeénim masenim udjelom od 1000 pg
gL

Ostali ¢cimbenici koji mogu utjecati na sadrzaj Sirokog spektra kemijskih elemenata (Al,
Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni i Zn) su: sposobnost biljaka da selektivno akumuliraju odredene
elemente, geokemijske karakteristike tla (npr. selenij u tlu)), uvjeti uzgoja biljaka, proces
proizvodnje i neprikladno skladistenje.®'% Esencijalni elementi utvrdeni nagim istraZivanjem
(Ca, K, Mg i Na) vazni su za normalno odvijanje metaboli¢kih procesa.?! Bakar i cink su
neophodni metali za tjelesne funkcije kao enzimski kofaktori. Vrlo su vazni za funkcije
sredi$njeg zivéanog, imunoloskog, kostanog i reproduktivnog sustava.®?! Aluminij se smatra
potencijalno toksiénim elementom za Zive organizme.!®?' Glavni uéinci kroma na ljudski
organizam na$iroko su proucavani, posebice u slu¢ajevima iritacije probavnog sustava, anemije
i oste¢enja muskog reproduktivnog sustava.’”®81% Vanadij i selenij su esencijalni elementi u
tragovima, vazni za enzimske i metabolicke reakcije.?!'1®® Mangan je vazan aktivator enzima i
pomaze u regulaciji oksidativne fosforilacije, metabolizma mukopolisaharida i kolesterola te
ciklusa uree 2108

Koncentracije elemenata u biljnim dodacima prehrani su varijabilne. U nekim
slu¢ajevima literaturni podatci su slicni rezultatima dobivenim u ovom radu, medutim,
usporedba je teSka zbog primjene razlicitih analitickih metoda, pripreme 1 porijekla uzoraka.

Elementi kao $to su bor, stroncij, barij, i talij koji do sada nisu proucavani u biljnim
dodatcima prehrani nadeni su u masenim udjelima: bor od 0,143 pg g do 2150 pg g™, stroncij
0d 0,010 pg g* do 1100 pg g2, berilij od 0,010 pug gt do 76,8 pg g i talij od 0,001 pg g do
0,659 pg g Analizirani uzorak s ekstraktom vinove loze (Vitis vinifera) i zelenog ¢aja
(Camellia sinensis) sadrzi vise razine Sri T1 (1100 pg g1 i 0,659 pg g1). Utvrdeno je da uzorak
27 sa sastojcima: Didymocarpus pedicellata, Saxifraga ligulata, Rubia cordifolia, Cyperus
scariosus, Achyranthes aspera, Onosma bracteatum,Vernonia cinerea, Hajrul Yahood
Bhasma, Shilajeet sadrzi maseni udio bora 2150 pg g2, a uzorak 29 s ekstraktiom Bacopa

monnieri sadrzi maseni udio barija 76,8 pg g*.
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4.2.1. Rezultati odredivanja selenija metodom ICP-MS

Mijerenja selenija provedena su u linernom kalibracijskom podruéju (0,05 pg L™ do 100) pg L-
1Y uz razrijedenja za koncentracije selenija iznad gornje granice linearnog dinami¢kog raspona
kalibracije. Kalibracijska krivulja selenija sa koeficijentom korelacije (R=1,000) prikazan je na
slici 11.

78 Se [H2] ISTD :72 Ge [H2]
x10 -1 | y = 0.0044 * x + 2.7450E-005
R = 1.0000
DL = 0.000179 ppb
BEC = 0.00629 ppb

6

78 Se [H,]

-E%f Standardi  Konc. [ug L'Y]  RSD[%] cPs
calBlk 0.00 0.9 5
Calstd 1 0.05 2.8 43
CalStd 2 0.10 5.0 82
R Calstd 3 0.48 3.3 359
Calstd 4 0.98 1.4 750
Calstd 5 2.43 1.4 1817
CalStd 6 4.98 1.4 3802
Calstd 7 9.63 0.8 7571
Calstd 8 20.0 3.0 14644
CalStd 9 49.7 22 36768
CalStd 10 100 0.4 72273
o 50.0 100.0 '

Conc(ppb)
—

Slika 11. Kalibracijska krivulja selenija (ICP-MS)

Rezultati odredivanja selenija u biljnim dodatcima prehrani metodom ICP-MS prikazani

su u tablici P1 (u poglavlju 7. Dodatak) i kre¢u se u rasponu od 2,33 pg kg™do 83 900 ug kg™
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4.3. Usporedba rezultata analize selenija metodom HG-ETAAS i ICP-MS

Masena spektrometrija s induktivno spregnutom plazmom postala je metoda izbora zbog svoje
brze, precizne, to¢ne i niske razine detekcije. Izvedbe ICP-MS ne ovise o specificnom
oksidacijskom stanju selenija.*>% Medutim, analiza selenija tehnikom ICP-MS komplicirana je
zbog pojave nekoliko spektralnih interferencija na glavnim izotopima jer selenij ima relativno
visoku energiju ionizacije (IP = 9,75 eV). Za ovu tehniku vezu se interferencije visokog
intenziteta s glavnim izotopima selenija izvedenim iz plina argona kao izvora plazme (**Ar*°Ar
na 8Se i 3BAr*°Ar na 8Se). Obi¢no se takve smetnje mogu ukloniti upotrebom kolizijsko-
reakcijskih ¢elija koje koriste H> (IP = 15,5 eV). Postoji manji gubitak energije analita
upotrebom Ha u usporedbi s tezim He, a to obi¢no poboljsavalo osjetljivost.>>¢869109 vjsoki
sadrzaj anorganskih tvari u uzorcima moze uvelike utjecati na odredivanje selenija tehnikom
ICP-MS. Iako je odredivanje selenija primjenom metode ICP-MS dobro utemeljeno jos uvijek
nedostaju usporedbe mjerenih rezultata s konvencionalnim analitickim metodama koje su
pogodne za kompleksne matrice.>® Biljni dodatci prehrani sa slozenim matricama mogli bi
izazvati dodatne poremecaje u plazmi koji mogu utjecati na to€nost analize selenija. 1z tog
razloga, koristena je komplementarna tehnika HG-ETAAS za odredivanje selenija u istom
skupu uzoraka.

StatistiCka usporedba sadrzaja selenija, dobivena dvjema razliitim instrumentnim
tehnikama, provedena je dvostranim t-Studentovim testom (Paired Two Sample for Means) na
razini znacajnosti P = 0,05. Izracunata t-vrijednost od 1,7440 bila je niZza od kriti¢ne t-
vrijednosti 1,9879, §to upuéuje na zaklju¢ak da se mjerne sposobnosti dvije metode nisu se
znacajno razlikovale, Na slici 12. prikazan je dijagram pravoktunika ili box-plot dijagram
sli¢nog stupnja rasprsenosti podataka dobivenih metodama HG-ETAAS i ICP-MS. Stoga, obje
metode jednako ispunjavaju zahtjeve za odredivanje sadrzaja selenija u biljnim dodatcima

prehrani.
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Usporedba metoda za odredivanje selenija
(HG-ETAAS 1 ICP-MS)

6.0
5.0
4.0 °
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1.0 1

(1]
® o000

W Sel96 W79 Se [H2]

Slika 12. Box-plot dijagram selenija u skupu analiziranih uzoraka sa srednjim vrijednostima
(25. 1 75. percentila i whiskers at + 1.5H)

Granica detekcije, granica odredivanja i preciznost dobivene za metode HG-ETAAS i
ICP-MS usporedene su istim ili sliénim metodama iz literature, prikazano u tablic 12. Metode
HG-ETAAS i ICP-MS su sli¢ne metode obzirom na parametre granice detekcije i preciznosti.

Sli¢nost prema razmatranim parametrima pokazuje i metoda generiranja hidrida uz
proto¢no ubrizgavanje s atomskom apsorpcijskom spetromretrijom uz grafitnu pe¢ (engl. Flow
Injection Hydride Generation Graphite furnace Atomic Absorption Spectrometry, FI-HG-
ETAAS).”

Tablica 12. Usporedba parametara: granica detekcije (LOD), granica kvantifikacije (LOQ) i
preciznost izrazene kao relativno standarno odstupanje (RSD) metoda HG-ETAAS i ICP-MS

primjenjenih u ovom radu sa metodama opisanih u literaturi

Metode LOD LOQ RSD/ % N  Reference

ICP-MS ugL? 0013 pgkgl 2,2 15-13 87 g\r/'g“rﬂ]eggﬂa metoda u
HG-ETAAS ugL®t 0011 pgkg? 1,89 141 g7 BUTHECR metoda u
ICP-MS ug kgt 50 10 Augustssona i sur. 2021.
HG-ETAAS pg L? 1,3 pgLt 40 3 Ueta i sur. 2020.

USA DMSPE

HNTs Mg L 001 pgL?' 0,03 6-9 Krawczyk-Coda 2019.
HR-CS-ETAAS

ICP-MS ugkg! 04 3 Airtonisur. 2018.
HR-CS-ETAAS gLt 0,04 Butcher 2017.
ICP-MS pg kgt 10 Chevallier i sur. 2015.

HR-CS-ETAAS ugkg! 100  pgkg® 340 7 Almeida i sur. 2015.
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JUSA-IL-DLLME

ETAAS (deuterijska pg L*

lampa)

ETAAS (deuterijska
lampa)

HG-AAS

HG-AAS

ICP-MS

ETAAS (Zeeman)

ICP-MS

HG-ETAAS
ETAAS (Zeeman)
ICP-MS

HG-AFS

HG-AAS

ET-AAS
(deuterijska lampa)

HG-AAS
HG-AFS
FI-HG-ETAAS

Mg L
ug L*
Mg L
ug L*

ug L*
FI-HG-ETAAS ng/L
Mg L
gLt
Mg L
Hg kg™
Mg L
Mg L™
Mg L
Mg L™
Mg L™

0,012

4

7,6
18
0,125

0,03
0,09
0,100
4,72
0,02
13
0,02

0,030

0,02
0,011
0,06

g L™

ng kgt

ng kgt
ng kgt
ug kg
ug L™

ug Lt

ug kg
ug L

mg L™
Hg kg

0,04

52

25
25,0
870
0,2
0,30

15,7

0,038
3

2-4
3-10
03-1

10

<10
<3

19

8

Tuzen i sur. 2015.

Kazi i sur. 2014.

Zhang i Zhao 2013.
Kazi i sur. 2014.
Sullivan i sur. 2013.
Silva i sur. 2013.
Pacquette i sur. 2012.
Marval-Leon i sur. 2012.
Shaltout i sur. 2011.
Traipop i sur. 2010.
Awvula i sur. 2010.
Reyes i sur. 20009.
Igbal i sur. 2008.

Tuzen i sur. 2007.

AKI i sur. 2006.
Garcia i sur. 2005.
Ajtony i sur. 2005.

4 USA-IL-DLLME (engl. Ultrasound assisted ionic liquid dispersive liquid liquid microextraction)
Ultrazvuéno potpomognuta mikroekstrakcija disperzivne teku¢ine iona
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4.4. Elementno profiliranje uzoraka multuvarijatnim statistickim
metodama

Na temelju univarijantnog statistiCkog ispitivanja (Tukey test) dobivena je elementna

distribucija unutar velikog skupa analiziranih uzoraka koja je graficki prikazana na Slici 13.
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Slika 13. Elementni profili analiziranog skupa uzoraka prikazani Box-plot dijagramom

Specificne znacajke u skupu podataka svake varijable prikazane su koriStenjem
dijagrama pravokutnika. Svaki okvir obuhvac¢a podatke: srednju vrijednost, ve¢u ili manju
vrijednost, tzv. autlier, donji i gornji kvartil unutar 1,5 interkvartilnih udaljenosti.

Glavni sastojci svih analiziranih uzoraka su Na, Mg, K i Ca sa srednjim vrijednostima
masenih udjela od 2900 mg kg, 2700 mg kg%, 9200 mg kg, odnosno 16 600 mg kg*. Elementi
srednjeg podru¢ja masenih udjela od (31,8 mg kg™ do 1050 mg kg™*) su B, Al, Mn, Fe, Zni Sr.
Razine u tragovima i ultra-tragovima (od 21,7 pg kg do 11400 pg kgt) ukljuéuju sadrzaj Se,
V, Cr, Co, Ni, Cu, As, Mo, Cd, Sb, Hg, Tl i Pb. Promatrajuci sve sastavnice, vjerojatnost je da
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Imaju simetri¢nu distribuciju. Nekoliko iznimaka s negativnom asimetrijom su elementi K, Co
1 Mo. To implicira distribuciju unutar promatranja, ali takoder implicira i kvalitetu mjerenja.
Negativna asimetrija sasvim je razumljiva s obzirom na kompromisne uvjete snage plazme,
protoka i standardnog Sarznog protokola za ICP-MS mijerenja, koji su ostali konstantni tijekom
svih analiza uzoraka. Ovi elementi obi¢no zahtijevaju dodatno ugadanje radnih uvjeta
instrumenta u nacinu mjerenja s jednim elementom. Buduc¢i da je vise-elementna ICP-MS
analiza provedena koristenjem jedinstvenih radnih parametara za sve elemente, o¢ekivana je
manja asimetrija unutar skupa podataka.

Kako bi se otkrile sastavne skupine ispitivanih uzoraka, provedena je multivarijatna
statistiCka analiza dobivene matrice. Analiza glavnih komponenti pokazala je da prvih pet
svojstvenih vrijednosti korelacijske matrice ¢ini 80 % ukupne varijance skupa podataka. Prve
dvije komponente, koje objasnjavaju 66 % ukupne varijance, prikazane su na slici 14a.

Faktorska opterecenja svakog elementa prikazana su na slici 14b.
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Slika 14a. Klasifikacija uzoraka analizom glavnih komponenti (PCA), dijagram grupiranja u

prve dvije glavne komponente PC1 | PC2
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Slika 14b. Faktorska opterecenja varijabli u sustavu PCA1 / PCA2

Dijagram grupiranja, pokazao je tri skupine uzoraka. Prvu skupinu s uzorcima 35, 41,
48, 49, 81 1 82 duz pozitivne PC2 osi karakterizira veci doprinos Se 1 Zn. Druga skupina, koju
su Cinili uzorci 50, 51, 52, 79 1 87 koji su smjesteni duz PC1 osi, karakterizirana je negativnim
doprinosom varijabli Se, Zn, T, Na i Fe. Ve¢ina uzoraka pripadala je sredi$njoj skupini u kojoj
se ne moze jasno razluciti doprinos pojedinih varijabli. Uo¢eno je da su uzorci 23, 63 i 83 malo
odmaknuti od vecine uzoraka iz tre¢e skupine. Kako bi se razjasnila aglomeracija u tre¢em
srediStu, znacCaj elemenata je procijenjen izraCunavanjem parametra znacajnosti varijabli (VIP)
koriStenjem linearne diskriminantne analize PLS-DA. Prikladnost metode ve¢ je prikazana u
nekoliko studija elementnog profiliranja biljnih kultura i biljnih proizvoda.®6-1820.110

Statisticka obrada podataka izdvaja elemente Na, Fe, Co, TI, Zn i Se s
diskriminiraju¢om snagom ve¢om od 1,0 $to je prikazano naslici 15. Stoga se ti elementi mogu

smatrati potencijalnim markerima za diferencijaciju izmedu klastera uzoraka dodataka
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prehrani. Medutim, manji broj ispitanih uzoraka koji se nalaze izmedu pozitivnhe PC2 i

negativne osi PC1 pokazao je izravnu vezu s markerskim elementima.
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Slika 15. Dijagram vaznosti varijabli (VIP) potencijalnih markera elemenata za biljne dodatke

prehrani

U svrhu boljeg pojasnjenja skupine uzoraka, provedena je hijerarhijska analiza
klastera (HCA) na istom skupu podataka.''! Primijenjena je Euklidova matrica udaljenosti i
pravilo potpune vezanosti pri aglomeraciji. Odnosi izmedu uzoraka prikazani su dijagramom

stabla, odnosno dendrogramom, koji prikazuje obrazac sli¢nosti izmedu uzoraka (slika 16).
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Slika 16. Dendrogram generiran iz HCA za 87 uzoraka biljnih dodataka prehrani

Na slici 16. vidljivo je da su svi ispitani uzorci svrstani u tri skupine. Isti broj klastera
dobiven je i analizom PCA. Medutim, bolja diskriminacija uzoraka koji su bili gusto naslagani
u najve¢em PCA klasteru postignuta je analizom HCA. Ovi uzorci su spje$no razvrstani u manje
podskupine. Klaster sa uzorcima 50, 51, 52, 79 i 87 izdvojen je jednako kao i primjenom PCA
analize. Uzorci pripadasju skupini koju predstavljaju uljni i tekuéi oblici biljnih dodataka
prehrani. U usporedbi s ostalim analiziranim uzorcima, ovu skupinu ¢ine dodatci s najnizim
masenim udjelima svih mjerenih elemenata. U ovu grupu spadaju i uzorci kapsuliranih ulja,
kao Sto su ulje ¢eSnjaka, ulje paprene metvice i ulje sjemenki lana. Ovom skupu pripadaju i
tekuce formulacije Vitex Agnus-castus i Althaea officcinalis.

Drugi klaster se sastoji od dva podklastera. Prvi podklaster se odnosi na uzorke 35, 41,
48, 49, 81 i 82 s visim masenim udjelom Se i Zn nego $to su mjereni U ostalim uzorcima.
Opcenito, sastojao se od uzoraka kapsula i tableta ekstrakata sjemenki grozda, lis¢a maline,

kvasca, plodova sikavice i liS¢a arti¢oke. Neki od tih uzoraka bili su obogadeni Zn i Se, kako je
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I deklarirano na njihovim pakiranjima. Raspon masenih udjela Se i Zn je bio u rasponu od 13
mg kgti 89 mg kg?, odnosno od 2,9 mg kgti 13,5 mg kg™. Drugi potklaster sastoji se od
uzoraka 19, 37, 43, 46, 47, 57, 59, 62, 68, 71, 73, 78 i 80 gdje se ubrajaju tablete i kapsule
ajurvedske formulacije, mjeSavine organskih gljiva, ekstrakti korijena Panax Ginseng,
Amorphophallus japonica, Urtica dioica, Cucurbita pepo. Uz njih se mogu se na¢i | uzorci koji
sadrzavaju biljni materijal Siloyum marianum i Amorphophallus.

Nekoliko deklaracija ovih dodataka prehrani otkriva dodatak vitamina kao S§to su
vitamin A, C, Bz, B3, B12 i D3. S obzirom na elemente markere dobivene metodom PLS-DA,
ovu skupinu karakterizira relevantan doprinos Co. Uzorak ekstrakta kore cejlonskog cimeta 83
povezan je uz drugi klister, kao odvojeni uzorak. Elementni sastav ovog uzorka nije pokazao
znacajan maseni udjel drugih elemenata markera osim Se. Medutim, moZe se vidjeti da su
prijelazni metali, s izuzetkom Cr, i elementi u tragovima kao $§to su Hg, As, Cd i Pb bili prisutni
u nizim masenim udjelima nego u ostalim uzorcima.

Dva brojnija podklastera predstavljala su tre¢i klaster analiziranih dodataka prehrani.
Prvi se sastojao od trideset uzoraka oznacenih brojevima 2, 8, 9, 11, 13, 15, 17, 22, 28, 32, 33,
34, 36, 38, 40, 53, 54, 55, 56, 61, 64, 66, 69, 70, 72, 73, 74, 76, 84, 86. Biljni dodatci prehrani
od zelenih algi i vrsta modrozelenih cijanobakterija pripadali su ovom potklasteru. Ovdje se
mogu na¢i dodatci proizvedeni od biljnih vrsta, primjerice: brokule, articoke, Emblica
offcinalis, Tribulus terrestris, Aronia melanocarpa, Linum usitatissimum i Polygonum
cuspidatum. Ovaj podklaster karakterizirala je kombinacija niskog do umjerenog masenog
udjela Se zajedno s niskim masenim udjelom Mn i umjerenim do visokim masenim udjelom
Fe. Za usporedbu, maseni udjeli elemenata za vrste Tribulus terrestris dobiveni su metodom
neutronske aktivacijske analize (NAA) u opseznoj studiji Tkachenka i sur. ?* Njihova mjerenja
detektirala se masene udjele selenija u rasponu od 8 pg kg* do 120 pg kg?. 2 U ovom
istrazivanju uocen je maseni udio selenija od 24 pg kg u uzorku Tribulus terrestris.
Ayurvedska formulacija, oznaena kao uzorak 23, odvojena je od ove podskupine. Razlika se
moze naci u neproporcionalno vecoj koncentraciji Hg i Pb u usporedbi s istim sadrzajem
elemenata u susjednim uzorcima. Ovaj dodatak prehrani, po konzistenciji slican dzemu sastojao
se od 44 razlicite biljke. Za neke od njih, poput preslice i izdanaka bambusa, vec¢ je potvrdeno
da su biljke koje doprinose povisenom sadrzaju Zive u dodacima prehrani.'*%?

Drugi dio treceg klastera ¢inili su uzorci 1, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 21, 24,
25, 26, 27, 29, 30, 31, 39, 42, 44, 45, 58, 65, 67, 75, 77 i 85. Ovaj klaster karakterizirao je
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umjeren do visok maseni udio Se, a maseni udjeli drugih elemenata su bile nizi od masenih
udjela elemenata u uzorcima koji pripadaju drugom klasteru. Karakterizira ga i kombinacija
elemenata Ca, Mg, V, Tl i Cr, koji su umjereno visih masenih udjela nego u ostalim uzorcima.

Uzorci spiruline temeljeni na Arthrospira platensis, koji su ve¢inom bili smjesteni u
ovoj skupini, karakterizirani su izrazenijim masenim udjelom Fe i Cr od uzoraka spiruline iz
prvog podklastera. U literaturi je zabiljezen visok sadrzaj zeljeza u havajskoj spirulini u
usporedbi s drugim vrstama plavozelenih cijanobakterija.'®” Autori su deklarirali raspon
masenih udjela Zeljeza u uzorcima spiruline od 280 mg kg™ do 3500 mg kg™, $to opéenito
odgovara masenim udjelima Zeljeza odredenim u ovoj studiji od 110 mg kg™ do 2500 mg kg™.
Vise maseni udjeli zeljeza u Arthrospiri nego u dodacima na bazi Chlorelle takoder odrazavaju
dodatak Zeljeza u mediju za uzgoj ove vrste alge.*? Elementi u uzorcima spiruline u ovom
istrazivanju usporedeni sa literaturnim podatcima nisu se znacajno razlikovali. Mjereni su
maseni udjela u rasponu: Ca (od 500 mg kg do 10500 mg kg?), K (od 5740 mg kg* do 16700
mg kg, Mn (od 6 mg kg do 443 mg kg?), V (od 115 pg kg do 12600 pg kg?), Zn (od 8 mg
kg do 58 mg kgt), Hg (od 2,7 ug kg do 16 pg kg?) i Cu (od 0,5 pg kg* do 12,3 mg kg™b).
Unutar ovog drugog dijela treceg klastera mogu se pronaci i uzorci peruanskog ginsenga,
cejlonskog cimeta, dumbira i liS¢a neema. Nadalje, vecina uzoraka pripremljenih kao
ajurvedska mjesavina biljaka pripadala je ovom klasteru. Prema literaturnim podatcima,
katranska smola koja se Cesto koristi kao baza za ajurvedske formulacije, obogaéena je
esencijalnim elementima kao $to su Ca, Mg i K. Literaturni podatak o masenom udjelu Ca od
145 000 mg kg u katranskoj smoli, usporediv je s masenim udjelom Ca 154 000 mg kg
izmjerenim u uzorku ajurvedske formulacije broj 20 u ovom radu. Raspon masenog udjela K
od 2200 mg kg™ do 39 800 mg kgt i Mg od 186 mg kg™ do 27 900 mg kg utvrden u ovom
radu sasvim je usporediv s podacima iz literature.*®

Medutim, koriStenje smole takoder pridonosi ve¢em sadrzaju toksi¢nih elemenata kao
§to je Cr. U ovom radu, raspon masenih udjela Cr u ajurvedskim formulacijama bio je izmedu
353 ug kgti 9830 pg kg2, dok je u objavljenoj studiji Aldakheela i suradnika srednja vrijednost
iznosila 7400 pg kg1t

U ovom radu utvrdeno je grupiranje uzoraka ajurvedskih formulacija izmedu drugog i
treceg klastera. Ukupno sadrzaj metala iz drugog klastera moze se klasificirati kao opc¢enito
nizak, dok je u tre¢em klasteru prevladavao veci sadrzaj metala. UoCena odstupanja mogu se

pripisati dvjema vrstama postupaka pripreme, odnosno tradicionalnoj tzv. rasashastra, u kojoj
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se biljke namjerno kombiniraju s metalima (npr. zivom, olovom, zeljezom, cinkom) i
mineralima i pripremi biljnih pripravaka bez dodataka metalnih soli (kasthausadhi). Velika
varijabilnost elementnog sastava ispitivanih ajurvedskih pripravaka proizlazi i iz Sirokog
asortimana koristenih sastojaka.®®? U prija$njim istrazivanjima ajurvedskih formulacija, u
uzorcima kupljenim u Indiji odreden je sadrzaj teskih metala. Prikazani su udjeli metala u
rasponu: Cr (od 370 pg kg™ do 9100 pg kg™), Pb (od 410 g kg™ do 5000 pg kg), Hg od 3640
ug kg do 49 400 mg kg?) i As (od 6 mg kg*do 388 mg kg?) proizvoda na bazi metala.
Ajurvedski pripravci kupljeni na talijanskom trzistu sadrzavali su zna¢ajno nize vrijednosti Hg
i As.® Usporedujué¢i ove podatke s elementnim sastavom ajurvedskih dodataka prehrani
prisutnih na hrvatskom trzistu, mogu se izvu¢i sli¢éna zapazanja. Naime, u ovom istraZivanju
izmjereni maseni udjeli Cr, Pb, Hg i As (od 353 pg kg* do 9830 ug kg™t), (od 150 pg kg do
5370 pg kg™), (od 3 pg kg do 155 pg kg™t) odnosno (od 16 pg kg™ do 1600 pg kg™?) nisu se
znadajno razlikovali od sadrzaja istih metala s talijanskog trzista.’

Uzorak 63 istice se uz ovaj potklaster kao zaseban. Radi se o kapsulama ekstrakta
vinove loze 1 zelenog ¢aja u kombinaciji s likopenom 1 resveratrolom. Divergencija uzorka 63
od ostalih uzoraka ovog klastera uocena je kroz najvece izmjerene masene udjele Al (23 000
mg kg1), As (17 300 pg kg™), Sr (1100 mg kg™t) i Ba (1500 mg kgl). To se moze objasniti
sposobnoséu biljke ¢aja da akumulira tisuéu miligrama Al po kilogramu u suhe mase.!4115
Osim toga, izraZen sadrzaj Ba i Sr moZze se pripisati prisutnosti vinove loze u kapsulama ovog
uzorka. Njihove koncentracije Cesto odrazavaju geokemiju tla budud¢i da sadrzaj Ba i Sr u
finalnim proizvodima nije pod utjecajem tehnologkog postupka vinove loze.!1

Primijenjena kombinacija eksploratornih metoda statisticke analize dobivenih masenih
udjela elemenata omogucuje identifikaciju elementnih profila dodataka prehrani. Koristenjem
kombinirane multivarijatne statistike utvrdeni su diskriminacijski markeri izmedu cijelog skupa
analiziranih elemenata. Stovise, prednosti obje metode PCA i HCA ovdje su prikazane kroz
medusobno usporedivu klasifikaciju brojnih uzoraka biljnih dodataka. Grupiranje uzoraka

prema njihovim slicnim elementnim profilima takoder omogucuje razlikovanje nekoliko

uzoraka iznimnih znacajki u elemetnom profilu.
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§5. ZAKLJUCAK

» U ovom radu istrazene su postojecée i razvijena jednostavna analitiCka metoda za
odredivanje selenija u obliku selenita, Se(IV) pomocu elektrotermicke atomske
apsorpcijske spektrometrije na principu in situ hvatanja razvijenog hidrida u grafitnoj
kiveti oblozenoj iridijem, (HG-ETAAS) u razli¢itim formulacijama biljnih dodataka
prehrani.

» Optimizirana je razgradnja uzoraka i dodatni korak kemijske obrade za pretvorbu svih
specija selenija u Se(IV).

»  Efikasnost metode provjerena je kroz sve stupnjeve analitiCkog procesa analizom
razli¢itih certificiranih referentnih materijala (N = 10) koje su po sastavu matrice uzoraka
i o¢ekivanim koncentracijskim nivoima selenija najsli¢niji uzorcima.

» Postignuto je potpuno odvajanje selenija iz matrice ¢ime su uklonjene uobicajeni
interferencije koje se javljaju uporabom ETAAS metode. Osim uobic¢ajenih svakodnevnih
varijacija osjetljivosti, integrirani signali apsorbancije nisu pokazali bilo kakvu tendenciju
smanjenja §to je i potvrdeno dobrim analitickim povratom od 91 % do 103 %.

» Metoda je validirana kroz sve stupnjeve analitickog procesa. Na temelju prihvatljivih
vrijednosti za preciznost (od 1,1 % do 11,3 %), to¢nost (od 91 % do 103 %), granicu
detekcije (0,011 pg L) i granicu kvantifikacije (0,023 pg L) metoda je prikladna za
odredivanje biljnih dodataka prehrani.

» U 87 uzoraka biljnih dodataka prehrani izmjereni su maseni udjeli selenija u rasponu od
3,47 ug kg™ do 88 651 ug kgt

» Ucinkovitosti obje metode statisticki Su usporedene te njihove mjerne moguénosti nisu
pokazale znacajne razlike.

» Glavni sastojci biljnih dodataka prehrani su Na, Mg, K i Ca, dok su elementi srednjeg
raspona masenih udjela: B, Al, Mn, Fe, Zn i Sr. Metali u tragovima su: Se, V, Cr, Co, Ni,
Cu, As, Mo, Cd, Sb, Hg, Tl i Pb.

» Multivarijatna PCA analiza pokazala je tri skupine dodataka prehrani bez jasnog
medusobnog razlikovanja. Medutim, dobivena kombinacija elementnih opterecenja dovela
je do uspjesne diskriminacije dodataka prehrani obogacenih Se i Zn iz veéine ispitivanih

uzoraka.
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» Skupine ajurvedskih dodataka i razliCite skupine uzoraka spiruline uspje$no Su
Klasificirane.

» Specifi¢nosti nekoliko razli¢itih uzoraka, koji su proizvedeni kao mjeSavina biljaka,
upucuju na utjecaje botanickih, okolisnih i/ili proizvodnih uvjeta na dobivene elemente.

» Prepoznati su markerski elementi: Se, Na, Fe, Co, Tl i Zn.

» Ostvareni rezultati mogu posluzit kao znanstvena podloga uredenju sustava kontrole
kvalitete dodataka prehrani. Daljnja istrazivanja bi trebala ukljucivati odredivanje dodatnih
elemenata, kao $to su elementi rijetkih zemalja (engl. Rare Eath Elements REE) i nemetala

za pojasnjenje medusobnih odnosa izmedu skupa tako slozenih uzoraka.
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§ 7. Dodatak

§7. DODATAK

viii

Tablica P1) Maseni udjeli elemenata (ug kg™) u biljnim dodatcima prehrani dobiveni metodom ICP-MS i maseni udio selenija dobiven metodom
+ standardo odstupanje (o) mjerenja dva neovisna uzorka svakog

HG-ETAAS predstavljeni kao srednja vrijednost (X)

homogeniziranog biljnog dodatka hrani

Broj Se 78Se[H;] | 51V [He] 52Cr[He] | 59Co[He] | 75As[He] | 95Mo[He] | 111 Cd[He] | 121 Sb[He] | 202 Hg[He] | 205 TI[He] | 208 Pb [He]
uzoraka | [HG-ETAAS] | [ICP-MS] [ICP-MS] [ICP-MS] [ICP-MS] | [ICP-MS] | [ICP-MS] | [ICP-MS] | [ICP-MS] [ICP-MS] [ICP-MS] | [ICP-MS]
1 206092 1890482 661070 16700£110 675090 410414 86011 61.0+14 19.60.5 13.6£0.8 36.0+2.1 103+1
2 90.2+2.3 78.89.1 294+2 487+3 2465 791%9 2881 26.6+2.7 7.90£0.22 4.22+0.10 80.6+1.9 2762
3 206043 1850410 6290100 22800+480 334070 304+1 518+9 42.8+0.9 34.60.1 15.5£0.5 89.4+2.8 111+4
4 10843 1185 1170260 4190110 33930 382415 198422 72.8£1.0 38.40.6 12.4+0.1 40.620.7 135080
5 96.4+2.1 93.643.6 1260090 2090£75 30849 949+10 28818 94.7+1.1 16.7+1.3 12.6£15 21.50.7 904+11
6 608+3 595+1 4420+70 15200+300 1190060 36613 90026 444475 31.0+1.2 4.56+0.56 29.2+0.7 66.4+2.6
7 133+2 129+4 19747 48200028500 171#1 447+2 98+4.2 51.8+2.6 19.2+3.2 9.80+0.48 23.7+0.5 48749
8 31.6+1.4 35.0+7.6 155+3 185+9 216+3 103+2 495+8 3.7020.27 1.06:0.21 4.23+0.52 3.77+0.12 39.7+1.1
9 23.6+1.3 22.5+0.7 1155 444433 33747 95426 283+2 14.9+0.7 11.2+0.6 2.61+0.24 20.8+2.1 349+3
10 1186 106211 37302630 1740+430 410485 8270+120 1590230 259+33 48.0+7.1 15.9+0.4 5.49+0.09 349+16
11 62.9+0.2 62.5+2.7 24848 667+21 80.5+0.2 2530290 221+2 19.2+0.1 32.3+0.4 6.38+0.15 4.75:0.03 52.6+1.2
12 21948 215+18 97640 245090 360+3 248+2 38448 90+2.6 69.8+5.7 8.07+0.10 72.5+0.1 987+60
13 58.7+0.9 52.7+5.6 412421 185070 2267 2814 416+3 54.3+4.8 21.4+1.0 5.51+0.94 13.30.6 8804
14 1683 153+1 1890+2.2 5920+290 36947 1020+440 41448 16.7+2.3 20.3+3.1 42.3+9.1 20.8+0.7 1330484
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5 25.7+5.3 23.2+1.1 113015 5070180 352+40 12246 1689 19.9+0.4 10.0£1.5 22.9+6.8 6.14+0.08 489+10
16 91.7+8.7 88.7+1.6 220090 2690130 40313 22319 427+3 1418 50.5+7.9 6.28+1.14 35.6+2.6 135090
17 9.03+0.38 6.20+0.24 240%5.8 172418 11623 2537 41.045.0 7.04+2.43 <1.0 42.9+3.5 3.95+0.87 34613
18 147+12 148+4 1290+3.6 9830140 180040 160030 555+38 137+3 <1.0 10.0£0.7 31.240.7 133050
19 8.44+0.16 5.24+0.42 3.63+0.49 1120477 24.240.1 5.01+0.36 36.7+4.0 3.64+0.43 <1.0 0.797+0.230 2.89+0.87 84.0£16
20 55.5+0.4 45.7+0.15 688+15 979+110 376+1 445+1 13645 34.4+4.7 16.0+4.8 4.64+0.06 28.9+1.2 870450
21 82.5+1.7 86.8+9.6 1980+110 5260+530 564+45 16520 678+88 53.3+3.1 <1.0 8.78+0.54 23.7#1.8 947460
22 7.45+1.08 3.79+0.52 200+3 353+14 19.6+0.4 16.5+1.8 55.742.0 10.0+£2.5 <1.0 7.74%0.32 1.85+0.74 386+38
23 39.5+1.1 <22 270+18 1700100 25943 132047 27.1+0.54 4.85+1.6 26.4+1.9 | 45400059000 | 0.767+0.057 176013
24 17247 17045 2060+4.2 2430465 48342 308+9 261+13 53.1#1.9 39.9+1.6 15547 18.0+0.4 709+4
25 203+8 1953 89304680 500040 1650100 65034 591+41 14910 45.8+3.4 10.7+0.64 43.1£2.7 2000+120
26 46.5%3.2 41.3+37 308002600 38104240 712457 284423 577427 2504 <1.0 3.13+0.72 15.9+0.6 1350%57
27 1280 127425 2010+48 2710415 510426 366+4 485+3 54.0+3.1 2.15+1.33 11.442.0 51.0£1.3 926+32
28 108+1 10042 598+3 718+46 328+2 32245 748421 17.6+4.7 <1.0 4.12+0.56 38.0£0.1 1512
29 16623 16623 6220+280 6090230 135090 1280+120 498+37 134425 <1.0 36.1£2.7 82.745.3 2770+150
30 14127 1370 4230+210 9930820 6908 851+19 915+14 11843 <1.0 7.86+1.05 38.4+2.6 1780+29
31 621+1 495+7 5670+140 1410004570 128049 536415 144010 27.6+0.1 36.0+2.4 42.2+6.52 29.9+0.9 19302250
32 92.9+0.7 90.8+1 78.7+3.0 55319 1351 15.7+0.5 40848 1736 2.68+0.5 2.75+0.45 53.3+2.2 27.5+0.3
33 34.240.9 30.1+0.3 32.9+1.4 212415 16511 8.47+0.37 379413 76.8+3.7 1.84+0.54 2.26+0.33 56.5+0.9 18.90.3
34 16.620.5 14.621.2 744%3 17704560 10111 16.420.3 183+1 254+6.8 7.89+0.44 1.34+0.39 15.7+1.8 45.4+1.3
35 60400£7200 | 5520046700 <1.0 15317 28.242.1 12.30.6 38.0+1 30.1+0.9 1.29+0.63 0.980+0.663 39.3£1.1 55.2+0.6
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36 54445 4872 427+15 83748 10243 92.3+3.8 3267 45.9+4.4 8.61+0.15 2.47+0.08 5.35+0.15 29.1+0.2
37 89.4+6.5 83.845.5 1.430.39 92.9+16 23.6+2.5 16.5+2.1 24.0+0.3 8.00+1.5 3.97+0.49 <0.35 5.160.07 24.4£7.1
38 23.7+4.9 20.2+1.7 1720150 40173 36527 12710 22.0£1.2 9.80+1.33 <1.0 2.70+1.30 14.0¢1.2 57.8+0.7
39 13.8+0.8 8.07+0.21 502+34 172040 87.8+4.3 711427 182+19 423427 84.5+2.2 4.13+0.69 168+10 1790100
40 81.7+2.8 80.3+1.0 33.443.2 736466 288+7 108+4 191413 6.51+0.16 15.7+1.0 3.13+0.71 14.9+0.1 54.5+0.4
41 12800320 12200690 75.1+10 166+14 38.2+1.2 15.7+0.7 16.3¢5.0 4.95+0.31 <1.0 3.4740.18 5.34+0.01 44,2438
42 345+7 33943 61804200 41104350 1400+200 419427 901+32 89.5+11 64.0£6.1 9.26+2.54 27.3+1.0 169031
43 54.740.1 38.3+2.4 3.08+0.43 21.8+1.6 22.4%0.5 15146 659+12 10.6+0.42 <1.0 2.29+0.15 10.8+1.8 5.13+0.42
44 27.3+15 18.4+0.2 22804280 1950+44 397429 391471 538+19 54,2433 27.4+4.8 7.29+0.19 40.1£10 697494
45 21.640.1 16.1+0.4 920+18 1120£70 1711 1612 5709 30.8+1.9 13.6+0.2 2.65+0.31 18.7+2.8 308+9
46 34.1#1.3 33.5+1.8 <1.0 18.5+2.3 15.740.7 2459 899+38 6.98+0.75 1.840.30 5.78+0.96 8.18+0.54 4.83+2.05
47 1212 11942 16.5+2 125410 1305 656+36 12545 3.81+0.46 8.00£0.10 0.672+0.051 4.82+0.48 2.61£0.77
48 16100+240 15100350 808+9 80856 181+1 1253 10142 60.4+0.4 13.9+0.5 63.8+1.1 49.6+0.8 693+9
49 3440005500 | 29500+700 1130110 1110130 243426 291435 14043 59.4+8.7 32.845.8 5.29+0.07 184+11 1050+15
50 14.5+1.6 8.49+0.21 <1.0 <8.0 <15 4.02+0.02 3.12+2.44 <14 <1.0 0.34620.014 4.43+0.59 <25
51 11.4+2.9 3.24+0.70 <1.0 <8.0 <15 <2.0 <1.0 <14 <1.0 <0.35 2.9+0.523 3.50£0.29
52 19.30.8 18.30.2 <1.0 <8.0 <15 <2.0 240.25 <14 <1.0 894058 0.914+0.03 <25
53 6.43+0.73 9.04+3.42 637+1 124019 32.8+2.3 68.5+16 2362 10.4+0.8 <1.0 2.08+0.28 4.33+0.50 49.4%0.7
54 294+13 287+1 32.0+3.9 13748 63.743.2 12.620.3 136024 15624 2.68+0.26 2.07+0.42 1.47+0.37 34.1+0.9
55 22.1+0.6 20.1+0.57 21742 4652 34.240.8 37.5+0.6 109029 22.1+0.1 1.93+0.68 5.43+0.29 242472 97.1¢15
56 35.2+15 30.6+1.2 86930 5220+14 159+3 17241 110011 69.6+6.2 35.4+8.0 8.51+0.41 8.98+0.64 103065
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57 10.0+0.8 <2.2 20.5+1.6 2430£240 34.6+3.7 7.48+0.93 24.1+0.6 9.60+1.84 9.70+1.43 3.29+0.69 9.80+0.35 161+18
58 111+1 96.3+2.6 4710+48 35800+3000 1040+40 44655 1930+4 53.9+5.0 21.4+34 15.4+5.4 31.1+0.8 1370+140
59 49.0£5.4 61.3+4.3 50.7+0.1 149+13 33043 347+13 55.4+3.2 5.28+0.24 6.89+0.44 0.858+0.081 16.6+0.8 6.65+2.16
60 32.5£1.7 21.4+1.6 57.0+2.4 2179 31.4+0.3 40.9+1.5 441423 5.64+0.13 14.3+1.98 1.38+0.11 3.71+0.05 651+49
61 29.7+0.9 29.3£3.5 11749 729+1 42.2+1.2 79.7£1.6 427461 83.1+0.8 3.01+0.88 0.775+0.319 7.94+0.55 46.6+2.5
62 10.9+1.3 12.9+3.3 82.4+4.7 437+47 29.2+2.7 26.5+0.8 14943 2.56+0.38 7.22+0.48 1.23+0.32 35.6+9.5 54.2+3.1
63 108+1 95.242.5 5590+62 4080+6.3 1850+22 17300+150 2080+100 39.0+4.5 48.8+3.6 16.1+1.23 659428 11400+360
64 10.0+2.2 9.92+1.55 14948 500+45 51.5+2.6 18.4+0.6 34.9+0.1 15.1+0.5 6.97+0.24 1.02+0.03 3.17+0.23 110+2
65 45.6+3.1 46.0+6.6 1560+48 2180+390 57637 718+41 257+11 13445 16043 11.4+0.3 41.9+1.3 885+21
66 105+2 104+2 203+2 767+47 39048 565+19 46518 11.0+0.2 16.5+1.5 1.59+0.23 15.6+0.4 94.3+0.4
67 1370+20 1350+15 495430 1750+140 21949 301+25 488+41 6.87+0.20 38.6+3.8 18+1.3 22.0+0.8 840+98
68 8.10+0.97 6.89+0.61 27.0+0.4 86.5+5.4 2.93+0.37 4.19+0.29 53.4+2.3 83.7+11 1.50+0.29 1.11+0.14 4.60+0.23 27.0+8.7
69 11843 112+4 162+13 37445 84.0+4.1 25615 634128 9.63+0.33 8.69+0.72 5.34+1.33 5.63+0.11 121416
70 18.2+3.5 19.6+6.7 371+19 305485 236+83 172462 66.9+23 5.68+1.76 1.18+0.41 0.512+0.162 5.01+1.19 42.3+13
71 94.2+5.7 98.1+14 8.18+0.61 408+21 389+1 101+4 291+10 6.51+0.68 5.62+0.25 5.26+0.27 3.59+0.54 32.9+0.4
72 57.7+0.5 63.8+8.2 250+1.0 1580+370 139+1 128+2 321+3 13.5+0.5 5.57+0.28 4.32+0.19 7.79+0.15 13648
73 18.8+0.8 18.3+0.4 27.3+x1.0 62.7+6.9 25.3+1.2 27.5+0.5 60.0+0.4 5.60+0.33 1.05+0.10 1.09+0.34 3.26+0.48 5.72+0.06
74 16.8+3.4 16.7x0.7 257+4 88868 111+1 36.8+1.2 75.6+0.5 31.3+¥2.7 10.6+0.48 3.40+0.04 3.86+0.22 234+1
75 47.7+4.7 45.8+3.2 802+38 30300+620 79.0+0.3 20.1+0.8 87.2+0.7 34.4+2.5 7.43+0.20 8.35+2.04 46.8+1.9 271+2
76 23.2+4.8 13.3+3.7 501+15 1240+17 82.2+2.6 46.6+2.3 62.2+5.0 284+2 6.24+0.27 2.18+0.59 9.78+0.79 103+1
77 24.7+0.3 21.5¢1.1 8560+123 74000+3800 535+6 14345 147+1 389+14 5.00+1.20 2.45+0.51 7.00+0.23 489+4
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78 14.80.1 14.7+1.7 57.242.9 598+106 195+1 43.8+2.5 24.9+0.6 3.98+0.66 4.49+0.47 8.41+1.49 75.5+0.7 32.8+3.9
79 3.47+0.49 <2.2 7.88+0.25 14.9+1.8 8.88+0.10 13.621.1 6.72+1.37 <14 6.34+0.95 1.3620.44 <0.67 9.57+0.30
80 21.9+0.2 20.8+1.5 5.91+0.02 12.4+4.2 21.1+05 13.80.9 16.4%3.6 3.910.32 7.74+0.18 2.02+0.46 1.0120.24 10.80.9
81 8870045600 | 83900+8900 14345 265+11 12804150 87.9+0.8 11548 17948 6.62:+0.89 <0.35 22.5+1.3 2600+11
82 16200950 183003400 127+4 67948 19345 16.2+1.7 87.0+0.4 11.3+2.2 1.31+0.05 <0.35 472405 1113
83 622+2 530426 53.6+1 8030+13 25.8+2.4 4.64%0.73 15.6+2.7 <14 1.00+0.32 <0.35 4.93+0.59 2.4740.47
84 96.5+7.4 10111 4641 888+39 13043 55.240.1 38445 22.0£1.1 6.90+0.67 3.06+0.41 6.35+0.86 1549
85 13448 13343 3340+150 7770340 71050 588+30 999+37 38.3+6.7 50.1+0.2 13.50.8 46.3+1.0 53704130
86 60.5+2.3 51.14#2.6 1710447 2420+74 247434 56.743.3 1610+29 23.742.1 16448 6.86+1.48 16.5+0.6 52.9+1.5
87 8.18+1.32 2.33+0.58 1.38+0.38 16.6+5.0 15.9+0.3 2.16+1.06 8.69+3.64 <14 1.07+0.69 <0.35 <0.67 8.36+1.46
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Tablica P2. Maseni udjeli elemenata (mg kg™) dobiveni metodom ICP-MS predstavljeni kao srednja vrijednost (xX) * standardo odstupanje (o)
mjerenja dva neovisna uzorka svakog homogeniziranog biljnog dodatka hrani

§ 7. Dodatak

viii

Broj uzorka 11 B [No Gas] | 23 Na[He] 24 Mg [He] | 27 Al [No Gas] 39 K [He] 40 Ca [H;] 55 Mn [He] 56 Fe [He] 60 Ni [He] 63 Cu [He] 66 Zn [He] 88 Sr [He] 137 Ba [He]

[ICP-MS] [ICP-MS] [ICP-MS] [ICP-MS] [ICP-MS] [ICP-MS] [ICP-MS] [ICP-MS] [ICP-MS] [ICP-MS] [ICP-MS] [ICP-MS] [ICP-MS]
1 67.7+1.8 11500+100 5380+10 280+1 14300+100 1620+100 107+1 1360+17 3.95+0.04 12.3+0.2 25.6+0.4 18.2+0.4 2.49+0.03
2 5.98+0.21 18300+500 1680+30 124+4 10000+80 496461 21.5+0.6 349+2 0.896+0.021 1.37+0.04 9.42+0.15 14.3+0.2 1.94+0.04
3 53.8+0.2 6410+170 4790£150 373+4 13800+400 2170+20 75.9+1.1 2510+10 3.63+0.05 5.12+0.09 37.5£0.3 15.9+0.2 2.32+0.03
4 68.3+1.9 418015 3400+20 905+20 12200+8 2620+30 36.0+1.8 1180+70 1.27+0.01 2.83+0.11 23.4+0.8 23.3+1.1 11.8+0.3
5 7.69+0.05 13100+140 2740+40 345+4 8450+20 3000+200 24.0+£0.6 732+19 9.21+0.05 3.06+0.04 10.9+0.5 43.5+0.2 11.0+0.2
6 73.6+3.9 17700+210 4020450 393+20 14400+400 1560+10 136+1 2360+10 6.03+0.07 9.77+0.09 34.3+0.9 9.19+0.15 1.35+0.03
7 12.8+0.4 2560+10 1620+30 168+2 7810+30 2580+70 443+6 255+1 1.61+0.05 2.70+0.06 58.4+1.6 20.9+0.8 28.5+1.0
8 7.32+0.35 4270£70 248040 25.0+0.1 11600+100 1090+140 26.6+0.5 325+2 3.05+0.05 2.78+0.05 13.0+0.1 9.28+0.12 7.17£0.11
9 6.13+0.74 637+10 2110+40 54.8+0.8 7310170 1620+60 42.9+1.8 796+10 0.238+0.003 3.55+0.14 15.1+0.2 10.4+0.4 2.76+0.07
10 61.8+5.3 25200+2900 | 16100+2100 209+29 9180+800 105000+9000 54.2+12 573+20 1.11+0.24 2.38+0.44 9.04£1.55 927+10 6.67+£1.18
11 11.8+0.7 5820+160 1680+40 35.3+1.3 5740+100 4640150 5.83+0.09 10742 1.16+0.03 | 0.513+0.001 7.68+0.19 30.7+1.1 1.52+0.24
12 18.2+1.7 4140+20 355010 322+11 12700+20 2470+30 36.7+0.3 1300+10 1.64+0.05 1.58+0.04 55.8+0.7 44.9+0.2 42.5+0.3
13 24.9+1.6 6000+40 1880+140 18043 1670050 2770£100 32.0+0.1 412+1 1.04+0.04 4.48+0.01 19.5+0.2 19.4+0.2 6.39+0.02
14 10.8+0.5 1760+20 22605 229+2 11300+30 15500+100 32.1+0.2 439+28 2.73+0.07 4.92+0.05 12.8+0.4 60.1+0.1 28.3£0.1
15 6.16+0.25 2400+10 925+10 279+4 9110450 1340+70 36.1+0.4 409+1 2.65+0.04 2.85+0.08 6.25+0.16 7.79+0.19 6.42+0.04
16 23.1+4.9 5031 326080 1170+130 12900+500 9400+100 62.7£1.6 898+34 1.84+0.02 10.2+0.2 25.5£0.4 106+3 65.3£0.2
17 2.41+0.22 343+26 323+20 13043 2580+150 1860+130 9.26+0.45 212+13 1.4+0.09 1.17+0.03 4.74+0.08 5.26+0.21 4.00£0.15
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38.5+0.5 3230+100 516070 8961 3980041200 | 15500+100 2036 16900300 11.840.3 11.1+0.5 30.2+0.1 14041 62.2+0.1
2.04%0.46 51140 19115 12.2¢1.2 2450+160 418+40 10.420.6 17.420.6 0.579+0.032 | 1.05x0.08 1.49+0.21 2.58+0.14 2.34+0.17
13.5+0.8 74204230 873070 484424 8710470 | 154000411000 | 55.8+1.7 356418 0.77740.021 | 1.21%0.01 56.2+0.3 1632 20.8+0.6
32.3+1.3 4360+470 3540300 743+7.4 1370041100 |  14300+400 66.5+6.3 1530150 3.06+0.33 9.30+1.08 17.5+1.3 81.1+7.3 424441
4.21+2.82 104060 1868 76.3+0.34 220070 64064 22.11.0 40.742.9 0.226+0.015 | 1.88x0.07 2.86+0.15 2.590.12 4.81+0.27
1.90+0.08 26543 37245 20442 2070410 571£27 7.81+0.08 29247 1.65+0.04 2.71£0.10 8.05+0.21 3.15+0.09 9.13+0.15
29.2+0.5 68407 11500+100 3334 798020 27400+200 86.6+0.6 77241 4.16+0.06 4.81+0.02 19.2+1.2 51.3+1.3 12.520.1
9.39+0.56 147020 4310480 172090 15300+1000 7250+70 13149 2090460 2.91+0.05 24+1.4 14.3+0.5 69.945.8 75.646.1
65.9+3.7 184090 1730110 712421 657030 13700046000 128+10 118070 29.3+2.1 5.98+0.57 25.0+2.1 62.8+3.3 35.7+1.0
21504240 534010 2310450 916+110 227002600 | 23700+1500 53.5+2.1 148010 2.51+0.08 5.84+0.07 22.240.5 91.1#1.1 45,6215
65.9+25 226090 4210460 87.4+1.9 20500+300 27700+100 22.2+0.4 95.242.7 2.01+0.03 4.12+0.03 5.37+0.3 48.3+0.2 15.7+0.2
26.5+1.4 4330+300 5700+400 40004210 169004800 | 16500+1100 203+11 4100300 5.02+0.35 12.4+0.9 27.8+2.1 83.1+4.0 76.8+4.5
78.8+1.2 151030 27900200 158020 9750+100 8890+130 84.0+0.2 278020 3.53+0.07 7.86+0.20 17.920.2 477415 27.5+0.2
58.142.1 17943 2420440 1380+40 8500490 13300£100 168+2 2360+10 12.440.1 14.1+0.1 13.1+0.5 244+1 40.620.6
30.5+0.5 65010 160030 41.9+1.3 22500+200 3850+110 28.3+0.2 77.9+0.7 4.96+0.09 5.38+0.03 51.40.7 10.420.2 3.43+0.02
24.4%0.2 529+12 1660250 19.8+1.3 21200700 390080 29.1+1.9 61.7+12 3.72+0.27 3.42+0.12 38.4+15 10.8+0.2 3.07+0.08
9.37+0.07 3750430 104020 14.9+0.6 1360+20 131000+3000 | 5.79+1.05 19.5+4.1 1.01#0.01 | 0.581+0.012 | 1.98+0.08 33.9+0.5 13.440.2
25.50.3 116010 3711 1.42+0.3 6560+130 1380260 3.16+0.06 6.41+0.17 | 0.242+0.019 | 0.146+0.028 | 898050 2.02+¢0.01 | 0.353+0.013
8.94+0.53 7050+110 1940+10 34.30.3 22700100 26600200 7.23+0.01 42.2+0.7 0.579+0.003 | 1.25+0.01 11.1+0.9 22.140.3 1.51+0.03
7.690.07 764222 6461 6.08+0.07 3430470 93942 1.35+0.04 10.30.2 0.23740.006 | 2.00x0.03 3.12+0.33 1.95+0.01 | 0.402+0.067
6.86+0.09 14446 1330£120 61.0+4.4 8330460 271429 3.71£0.25 21404200 1.01+0.10 3.3440.01 7.62£0.64 | 0.640+0.05 1.19+0.24
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12.9+0.4 178+6 1430+80 228+17 13200+500 3160+30 31.3+1.9 162+13 1.56+0.07 3.42+0.21 43.4+3.3 15.7+0.8 19.4+1.1
20.9+0.7 378+16 5240£170 36.0£1.5 38200+2500 3460+20 66.1+4.6 28.7+0.4 3.09+0.08 8.28+0.14 34.6+0.4 4.82+0.14 1.30+0.05
1.78+0.406 2737 1270+10 179+37 7635 198+7 1.31+0.02 22.7+2.1 0.188+0.008 | 0.159+0.029 2900+100 1.40+0.04 0.440+0.007
18.3+0.4 607+34 3260+100 1260+40 143000+600 5180+60 11746 1810+90 2.71+0.14 15.240.9 20.6£1.0 59.945.3 30.7£1.3
2.20+0.76 11.9+0.3 1100+20 1.55+0.04 2600+50 80.6+1.1 33.2+¢1.3 9.47+0.42 0.671+0.005 3.16+0.05 17.3+0.2 0.367+0.032 | 0.306+0.012
2.40+0.29 109+2.6 2230+20 827+50 3380450 2744 46.1+2.3 885+11 2.98+0.06 8.60+0.14 44.1+1.3 4.31+0.18 8.78+0.75
1.75+0.15 147+4 1620+50 3626 3690+170 3010+340 22.3+x1.0 360+1 1.88+0.02 6.10+0.31 30.8+0.2 16.2+2.0 3.95+0.16
8.21+0.95 17.6x1.4 1010+10 2.09+0.06 2500+10 88.7+5.0 26.9+0.3 10.9+0.1 0.322+0.003 2.27+0.02 17.7+0.3 0.430+0.01 | 0.235+0.002
12.2+1.0 3520+40 1200+7 1.23+0.04 9410450 12248 12.8+0.1 6.37+0.13 0.826+0.007 | 0.603+0.004 3.82+0.11 0.826+0.05 | 0.420+0.009
5.32+0.07 1040+30 585+2 584+11 3400+10 1340+130 73.5+1.7 24416 1.23+0.04 533+15 5620+100 9.23+0.23 18.8+1.0
18.3+1.7 664+38 1180+100 480+48 8640+700 3730+200 61.3+5.3 384+25 1.68+0.14 714469 7670+300 21.3+x2.0 27.8+4.0
0.882+0.524 78.6+1.5 0.469+0.293 0.117+0.003 5.30+1.59 0.763+0.269 <0.008 0.300+0.224 | 0.026+0.005 <0.008 <0.03 <0.008 <0.05
0.824+0.066 13.4+0.3 8.60+0.16 0.325+0.044 1.75+0.50 18.8+0.2 0.438+0.007 | 0.721+0.493 | 0.089+0.026 <0.008 2.84+2.52 0.118+0.02 | 0.083+0.003
0.143+0.017 <0.23 1.17+0.19 <0.08 2.62+0.20 5.03+1.96 <0.008 <0.02 <0.02 <0.008 <0.03 <0.008 <0.05
11.7+0.4 81.3+0.9 2380+40 786+20 4437 26300+300 2.29+0.05 16245 0.664+0.028 7.17x0.07 2.82+0.05 16.1+0.2 0.639+0.045
33.9+0.1 1742 660090 11.0+0.5 7850+80 2680+70 28.7+0.4 115+1 0.641+0.001 15.2+0.2 80.0+2.7 13.2+0.3 1.38+0.04
0.970+0.137 4320450 1700+20 11743 30800+700 2390+30 22.2+1.6 71.8+4.1 0.365+0.133 3.38+0.07 13.2+0.3 5.06+0.01 6.55+0.08
5.64+0.80 3850+80 1370+10 29045 12000+100 2080+30 24.7+0.1 391+10 2.40+0.13 7.38+0.14 33.4+0.7 13.6+0. 6 5.62+0.29
3.05+0.58 80.6+3.0 1390+100 10.5+1.5 1450450 133+16 11.2+1.0 25.5+2.9 2.93+0.91 4.23+0.46 17.8+1.3 1.11+0.13 1.74+0.28
7.49+0.23 974+67 2580+10 1410440 9670+100 3040+90 160+4 1580+20 17.8+0.2 7.24+0.43 18.1+0.4 20.9+0.7 33.1+0.1
25.8+0.8 632+3 746+12 1.42+0.06 14300+500 322+13 2.06+0.07 8.25+0.56 3.37+0.22 12.1+0.1 17.5+1.0 0.747+0.01 | 0.144+0.007
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8 7. Dodatak viii
3.42+0.07 229080 1100420 25.0+0.4 211060 14622 6.78+0.31 47.142.8 0.605+0.03 | 2.66+0.21 13.540.4 2.60+0.09 1.21+0.23
4.84+0.88 721212 1200200 26.7+0.4 1910210 258+14 19.2+0.2 38.0+0.4 0.988+0.012 | 2.180.11 33.7+0.4 | 0.993+0.041 | 1.12+0.03
13.30.7 82.242.0 1850450 2.81+0.07 11800+400 659:+24 6.72+0.21 19.8+3.4 0.393+0.071 | 0.317+0.034 | 4.63+0.22 4.39+0.22 2.13+0.12
79.9+0.3 4490+30 3780450 22800+400 5210+100 12600200 75.7+15 6830+170 6.97+0.16 5.40+0.08 20.7+0.39 110010 1490430
3.96+0.42 33112 100010 70.7+1.1 209020 919+15 41.1%0.1 56.0+0.86 | 0.479+0.013 | 0.280£0.02 | 5.82+0.19 6.14+0.03 8.21+0.05
25.40.6 24120 380020 6896 22500+400 2690420 368+19 496+13.379 | 4.36+0.33 9.24+0.40 54.3+0.7 13.240.5 19.240.2
48.0+1.1 16600+300 507040 20.6+0.6 23800+100 6670+160 38.1+0.9 45.1+0.364 | 0.966+0.016 | 0.849+0.015 | 4.27+0.14 59.1+1.7 8.62+0.14
69.6+1.1 5020+170 544050 1781 93104700 189004500 38.8+2.5 199+9.332 1.29+0.11 3.99+0.29 12.1+0.9 197+14 275#15
2.61%0.11 29.442.1 433+42 1.560.26 74770 37245 5.48+0.19 7.24+0.354 | 0.0342+0.01 | 0.132+0.008 | 9.96+0.42 4.90+0.36 1.37+0.07
7.79+0.03 156+1.2 1640+40 54.840.3 4460110 7740£30 167+2 78.8£0.41 | 0.338x0.017 | 3.48+0.11 18.7+0.5 30.3+0.9 21.5+0.6
8.55+2.84 2160780 111060 36.8+8.4 10200600 1410260 12.9+4.4 | 401+105.606 | 1.59+0.53 2.52+0.87 10£3.3 3.22+¢1.08 | 0.675x0.18
12.340.5 40146 688+10 5.04+0.68 1110+10 2420450 4.33+0.05 21.4#0.057 | 0.413#0.03 | 0.757+0.037 | 3.44+0.11 6.63+0.09 | 0.796%0.05
14.8+0.3 6949 295020 37.240.2 11900200 171223 16.30.1 33+1.408 4.58+0.06 4.54+0.07 7.600.13 3.47+0.04 1.2520.07
7.30+1.03 2850420 491+10 4.25+0.31 87004100 725+4 2.30£0.07 5.86+0.097 | 0.143+0.022 | 2.85+0.06 450+0.11 8.830.31 3.96+0.02
8.08+0.18 3031 1680220 97.3¢45 4730+40 2140480 96.3+0.8 1010.165 | 0.952+0.031 | 1.45+1.37 13.520.1 14.7+0.3 19.7+0.2
6.880.40 622+8 1360250 2916 290020 619080 1713 286+3.667 | 0.404+0.01 | 4.24%0.06 520060 75.7+0.3 47.3+0.4
71.3£2.7 2100430 1440+10 40.741.3 470090 1120004000 12.0+0.1 40+0.569 | 0.340£0.014 | 0.8+0.006 2.46+0.07 55.4+0.2 30.8+0.2
96.0+0.7 315030 358050 22816 647+1 25600024000 76.3+0.5 459+3.578 7.94+0.35 2.54+0.03 50.5+1.2 84.7+0.3 31.4+0.3
80.7+3.3 6907 115010 599+26 20700+200 370415 454+11 8.61+0.03 3.90+0.09 | 2.32+0.117 | 8.19+0.09 2.76+0.06 7.09+0.08
61.46.0 82.0+2.9 67.6+0.7 3.53+0.04 644217 68.9+15 0.310+0.03 3.46+0.14 | 0.046+0.004 | 0.177+0.047 | 0.090+0.048 | 0.277+0.042 | 0.061+0.004
16.5+0.8 35.0+1.4 134+1 1.28+0.01 1950450 458+1 2.07£0.01 3.33+0.09 | 0.111#0.008 | 0.185+0.006 | 1.56+0.33 | 0.965+0.017 | 0.384+0.01
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7.57+0.09 159010 109010 40.3+0.8 2400100 133010 74.5+1.2 185004200 | 0.826+0.084 | 1.24+0.031 | 135004200 | 5.10+0.02 2.95+0.04
2.26+0.19 8040+30 128027 80.4+0.5 164+1 862420 31.240.1 2780210 0.269+0.01 | 0.637+0.006 | 6490+10 4.85+0.07 1.64+0.02
2.34+0.01 29110 98470 56.3+8.5 140050 265+16 3.00+0.13 33.4+3.0 | 0.150+0.015 | 0.159+0.001 | 0.270+0.03 | 0.919+0.016 | 0.187+0.008
15.0+0.6 53248 98345 20041 366010 2880+30 12.040.1 163+2 1.13+0.03 | 2.99+0.174 | 6.95+0.15 18.8+0.1 4.53+0.02
342425 2170140 385020 1790460 173004900 104002400 84.5+8.7 2500100 6.37+0.32 | 35.742.493 23.041.2 1044 48.243.3
5.42+1.85 30.3+1.8 132070 173+20.736 20.7+0.5 166000+1000 | 5.69+0.04 24446 0.591+0.014 | 0.355+0.002 | 4.10+0.05 52.7+1.0 0.831+0.04
22.1+1.2 9.44+0.27 76.7+1.7 0.757+0.011 563+15 20.3%8.2 0.168+0.008 | 0.463+0.009 | 0.207+0.005 | 0.344+0.023 | 0.536+0.009 | 0.010+0.004 <0.05
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§8. ZIVOTOPIS

Osobni podatci

Ime i prezime:
Datum rodenja:
Mjesto rodenja:

Obrazovanje

2000.

1985.

1980.

Anica Benuti¢
22. ozujka 1962.
Livno, BiH

Magistarski studij biotehnicke znanosti na Prehrambeno-biotehnoloskom
fakultetu, polje: biotehnologija u okviru studija biokemijsko inzenjerstvo.
Magistarski rad na temu ,,Priprava i bioloska aktivnost nekih Schiffovih baza i
benzimidazola“ izradenim pod mentorstvom prof. dr. sc. Vladimira Rapic¢a
Studij prehrambene tehnologije na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu
SveuciliSta u Zagrebu. Diplomski rad ,,Organski derivati arsena u nekim ribama
i lignjama Kvarnerskog zaljeva®“ izradenim pod mentorstvom prof. dr. sc.
Miroslave Fister

opc¢a gimnazija u Livnu

Radno iskustvo

2009 -

1994 - 2009

1991 - 1992

1989 - 1991

Voditelj Odsjeka za metale i metaloide i Nacionalnog referentnog laboratorija
za metale i duSikove spojeve, Sluzba za zdravstvenu ekologiju, Hrvatskog
zavoda za javno zdravsvo, Zagreb

Strucni suradnik u Odsjeku za metale, Sluzba za zdravstvenu ekologiju
Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, Zagreb

Stru¢ni suradnik u Odsjeku za metale, Sluzba za zdravstvenu ekologiju
Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, Zagreb

Mladi istraziva¢, Zavod za organsku kemiju, Prehrambeno-biotehnoloski

fakultet u Sveucilista u Zagrebu
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1987 - 1989 Sanitarni inspektor u Sanitarnoj inspekciji Op¢ine Maksimir, Zagreb

Nastavne aktivnosti:

1989 - 1991 Sudjelovanje u prakticnoj nastavi u okviru kolegija Organska kemija na

Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu u Zagrebu

Clanstvo: Hrvatsko drustvo kemijskih inZenjera i tehnologa

Struc¢no usavrsavanje:

2010.

2004.

2002.

Study visit on official controls on mycotoxins and heavy metals for laboratory
workers from Croatia, The Hague, Netherlands

Workshop on Sample Preparation and Homogenisation for Food and Feed
Analysis, Geel

Food Safety First, Noordwijkerhout

Sudjelovanje u izradbi znanstveno-istrazivac¢kih projekata:

2020 - 2025

2020 - 2023

2007 - 2010

“Istrazivanje paleoklimatske varijabilnosti visoke rezolucije pomocu posrednih
pokazatelja u sigama iz Nove Grgosove spilje”, Hrvatska zaklada za znanost,
Voditelj projekta dr. sc. Petra Bajo Hrvatski geoloski institut.

,Clean label* — razvoj linije mesnih preradevina bez aditiva”, IRI2, PIK
Vrbovec

Oligoelementi u bioloskim matricama 1 kontrola kvalitete multielementnih
profila, (022-0222412-2403), Voditelj: Nikola Ivi¢i¢, Institut za medicinska

istrazivanja 1 medicinu rada, Zagreb,

Anica Benutié¢

Doktorska disertacija



§ 8. Zivotopis iX

Poveznica na CROSBI profil: http://bib.irb.hr/lista-radova?autor=169724
Maticni broj istrazivaca: 169724

Izvorni znanstveni radovi

1

A. Benuti¢, B. Marciu$, Ivan Nemet i Sanda Roncevi¢, Chemometric classification and
discrimination of herbal dietary supplements based on ICP-MS elemental profiling, J
Food Compost Anal, 114 (2022) 104794.

A. Sulimanec Grgec, J. Jurasovi¢, Z. Kljakovi¢-Gaspi¢, T. Orct, I. Rumora Samarin, T.
Janci, A. Sekovani¢, J. Grzunov Letini¢, M. Matek Sari¢, A. Benuti¢, K. Capak i M.
Piasek, Potential risks and health benefits of fish in the diet during the childbearing
period: Focus on trace elements and n-3 fatty acid content in commonly consumed fish
species from the Adriatic Sea, Environ Adv, 8 (2022) 100226.

S. Roncevié, A. Benuti¢, I. Nemet i B. Gabelica, Tin Content Determination in Canned
Fruits and Vegetables by Hydride Generation Inductively Coupled Plasma Optical
Emission Spectrometry (HG-ICP-OES), Int. J. Anal. Chem. 2012 (2012) 1-7.

I. Sutej, K. Pero$, A. Benuti¢, K. Capak, K. Basi¢, K. Rogin-Grget, Salivary calcium
concentration and periodontal health of young adults in relation to tobacco smoking, Oral
Health & Prev Dent. 10 4 (2012) 397-403.

Sudjelovanja na znanstvenim skupovima

1

Benuti¢, J. Pongraci¢, I. Nemet i R. Vazdar, Odredivanje anorganskih specija arsena u
hrani metodom ETAAS uz in situ iridijevu stupicu // Knjiga sazetaka / 25. Hrvatski skup
kemicara i kemijskih inZenjera s medunarodnim sudjelovanjem”, Santi¢, Ana; Pakovi¢,
Marijana (ur.). Zagreb, 2017. (predavanje, domaca recenzija, sazetak, znanstveni).

A. Benuti¢, N. Janev Holcer, J. Jurasovi¢ i S. Roncevi¢, Method development for the
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