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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.>%
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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, Phoeni