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Determination of zinc, copper and
selenium in pseudocereals by the
method of inductively coupled
plasma with mass spectrometry

Pseudograins are a group of grains with a better nutritional pro-
file than traditional grains such as corn, rice, or wheat. When it

comes to the macronutrients, they are superior compared to other ingredients.
They represent the source of biologically valuable amino acids, lipids and indigesti-
ble carbohydrates, which serve as prebiotic. Moreover, they have essential micronu-
trient composition, including trace elements - zinc, copper, and selenium.

These elements were quantitatively determined in pseudograins such as buckwheat,
quinoa, amaranth, and millet by the Inductive Coupled Plasma Mass Spectrometry
(ICP-MS). Herein we report the results obtained. All examined pseudograins con-
tain a substantial amount of zinc, copper and selenium. A significant amount of
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copper is present in the buckwheat (0.59 + 0.00 mg/100g) and selenium in ama-
ranth (31.73 £ 2.43 mg/100g), which makes over 40% of the Recommended Daily
Allowance (RDA).

These microelements have an irreplaceable role in the physiological functioning of
our organism, and their lack or excess can lead to numerous pathological conditi-
ons. Therefore, the pseudograins are an excellent source of these microelements and
should be included in the everyday diet.

('University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry, A. Kovaciéa 1, 10 000 Zagreb,
Croatia, *University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry, Department of Phar-
maceutical Botany, Schrottova 39, 10 000 Zagreb, Croatia, *University of Zagreb Faculty of
Pharmacy and Biochemistry, Department of Medical Biochemistry and Hematology, Doma-
gojeva 2, 10 000 Zagreb, Croatia, *Sample Control d.o.o., Puskariceva 18, 10250 Lucko)

Uvod

s Danas, zivedi u vrlo uzurbanom svijetu ¢esto optereceni svako-
dnevnim obavezama i nedostatkom vremena, pravilna i kvalitetna prehrana bit-
nija je nego ikad. Jedan je od temeljnih elemenata zdravlja na koje mozemo utje-
cati, §to izravno pridonosi cjelokupnoj kvaliteti Zivota. Upravo iz toga razloga,
osvije$tenost o namirnicama koje unosimo prehranom sve vise raste. Stoga ne
¢udi da pseudozitarice, neko¢ zaboravljena skupina namirnica koja u posljed-
njih nekoliko godina opravdano dobiva sve vecu pozornost, postaje sveprisutna.

Njihov uzgoj zapoceo je jos prije nove ere, a pojedine vrste primjenjivale su
i drevne civilizacije Maja, Inka i Azteka (1). Nutritivno su bogatije od tradicio-
nalnih Zitarica, kao $to su psenica, riza i kukuruz, sadrze nesto manje ugljikohi-
drata, ali vi$e proteina i lipida, kao i vitamina i minerala te topljivih i netopljivih
prehrambenih vlakana (2).

U sastav proteina tih namirnica ulaze esencijalne aminokiseline koje su
visoke bioraspolozivosti, u povoljnom omjeru, bez ogranicavaju¢ih aminokise-
lina. Ogranicavajuc¢e aminokiseline su one koje su u pojedinoj namirnici pri-
sutne u najmanjoj koli¢ini, zbog ¢ega ne dolazi do dovoljne i pravilne sinteze
proteina. U skupini Zitarica, lizin je ¢esto ograni¢avaju¢a aminokiselina, dok je u
skupini pseudozitarica prisutan u dovoljnoj koli¢ini potrebnoj za pravilnu sin-
tezu proteina kod odraslih osoba, ali i djece u rastu i razvoju. Nizak je udio pro-
lamina u proteinima, stoga su pseudozitarice pogodna zamjena za namirnice
koje sadrze gluten (1), $to je posebno vazno za ljude oboljele od celijakije.

Pseudozitarice sadrze i $irok spektar mikronutrijenata — vitamina i minerala.
Oni su osobito vazni za pravilno funkcioniranje cijelog organizma. Od vitamina
su u vecoj mjeri prisutni vitamini A, E, B6 i folna kiselina, dok se od minerala
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isti¢u fosfor, kalcij, kalij, magnezij i Zeljezo. Posebno treba ista¢i mikroelemente
u tragovima - cink, bakar i selen (2). Oni imaju vaznu ulogu u antioksidacij-
skom sustavu organizma, kao i u pravilnoj funkciji imunosnoga sustava te broj-
nim drugim fizioloskim procesima, a upravo kroz unos pseudozitarica mozemo
osigurati dio preporuc¢enoga dnevnog unosa.

U ovom radu su prikazane vrijednosti fizioloski vaznih elemenata u trago-
vima: cinka, bakra i selena izmjerenih metodom induktivno spregnute plazme s
masenom spektrometrijom (Inductive Coupled Plazma Mass Spectrometry — ICP-
MS) te su iste usporedene s podatcima iz literature.

Eksperimentalni dio

Uzorci za analizu

Uporabljeni su uzorci heljde, kvinoje i prosa iz standardnoga uzgoja, nabavljeni
u trgovackim centrima. Osim tih uzoraka, rabljeni su i uzorci iz tzv. ,,BIO® uzgoja
$to podrazumijeva da je proizvod uzgajan u ekoloskim uvjetima, bez upotrebe
pesticida te da ne sadrzi teske metale. Primijenjeni uzorci iz ,,BIO® uzgoja (heljda,
kvinoja, amarant i proso) kupljeni su u specijaliziranoj trgovini za ,,BIO proiz-
vode, dok je uzorak ,,BIO® amaranta nabavljen u veledrogeriji.

Priprema uzoraka

Uzorci su prvotno samljeveni pomoc¢u mehanickoga mlina (FOSS Cemotec 1090
- Hilleroed, Danska). Zatim je na analitickoj vagi (OHAUS Pioneer PA224C -
Greifensee, Svicarska) odvagano po 2 grama svakoga uzorka plasti¢nim ¢agicama
koje su sastavni dio kiveta u kojima se provodi spaljivanje. Casice su prije samoga
postupka vaganja zajedno s kivetama podvrgnute postupku ¢iS¢enja s 5 mL kon-
centrirane dusi¢ne kiseline (LabExpert/KEFO d.o.o0. - Ljubljana-Crnuce, Slove-
nija) i 5 mL destilirane vode uz zagrijavanje u mikrovalnoj pe¢i (BERGHOF
Speedwave Xpert — Eningen, Njemacka). Nakon vaganja uslijedila je priprema
uzoraka za spaljivanje. Casice s izvaganim uzorcima ubacene su u o&iséene kivete
te je u svaku dodano po 1 mL 30 %-tnog vodikovog peroksida (Lach-Ner — Nera-
tovice, Ceska) i 3 mL TraceSELECT >69 %-tne dusi¢ne kiseline (Honeywell —
Charlotte, Sjeverna Karolina, SAD). Zatim su pripremljene kivete s uzorcima
postavljene u mikrovalnu pec te je pokrenut program spaljivanja u trajanju od 40
minuta, pod tlakom od 35 bara uz zagrijavanje do 190 °C. Po zavrsetku postupka
spaljivanja i hladenja, sadrzaj svake kivete prebacen je u zasebnu Falcon kivetu
volumena 50 mL. U svaku Falcon kivetu s uzorkom dodano je 700 uL TraceSE-
LECT 43-47 %-tne klorovodi¢ne kiseline (Honeywell - Charlotte, Sjeverna Karolina,
SAD), 250 uL standarda zlata (1000 ug/mL Au u 20 % HCI; Agilent Technologies

221



222

ZNANSTVENI RADOVI « L.Vukovié, Z. Male3, K. Barisi¢, A. Ilija3, D. Verbanac: Odredivanje cinka, bakra i selena u
pseudozitaricama metodom induktivno spregnute plazme s masenom spektrometrijom, Farmaceutski glasnik 78, 5-6/2022

- Santa Clara, Kalifornija, SAD) te je ostatak volumena do 50 mL nadopunjen
destiliranom vodom. Uzorci su kao takvi pripremljeni za mjerenje na uredaju
ICP-MS Agilent 7800 (Agilent Technologies — Santa Clara, Kalifornija, SAD).

Princip metode

Sadrzaj cinka, bakra i selena u pseudozitaricama odreden je metodom induk-
tivno spregnute plazme s masenom spektrometrijom. Metoda induktivno spre-
gnute plazme s masenom spektrometrijom temelji se na djelovanju plina, najce-
$¢e argona ili helija, koji se na vrlo visokoj temperaturi, koja moze iznositi i do
10 000 K, ionizira i pretvara u plazmu. Uz visoku temperaturu i napon dolazi do
ubrzanoga gibanja kationa argona i elektrona pod utjecajem elektri¢noga polja u
nastaloj plazmi te velikoga broja sudara iona plina, pri ¢emu nastaje vrlo visoka
energija ionizacije. Nastala energija ionizacije dovoljna je za kidanje kemijskih
veza izmedu atoma razli¢itih molekula u uzorku, odnosno za atomizaciju mole-
kula elemenata u tragovima. Zbog toga $to im je prva energija ionizacije niza od
prve energije ionizacije plina (argona ili helija), gotovo svi atomi periodnoga
sustava elemenata se pod utjecajem visoke temperature plazme i ioniziranoga
plina ioniziraju. Nastali ioni odvajaju se metodom masene spektrometrije. Odva-
janje se temelji na omjeru mase i naboja te se naj¢es¢e odvija pomoc¢u kvadru-
pola filtera masa. Odvojeni ioni dolaze do detektora te nastaje signal koji detek-
tirane ione obiljezava u jedinicama po sekundi (counts per second — CPS). CPS se
odnose na broj iona koji detektor zabiljezi u jednoj sekundi. Vrijednost CPS se
prevodi u jedinicu koncentracije na temelju prethodno napravljene kalibracije
standarda, iz koje se izvodi kalibracijska krivulja pomocu koje se ocitaju dobi-
vene koncentracije pojedinih elemenata u uzorku (3).

Mjerenje

Polozaji uzoraka najprije su upisani u Microsoft Excel tablicu povezanom sa
softwareom ICP-MS-a (Agillent 7800), uzorci su zatim postavljeni na upisane
polozaje u uredaj za automatsko uzorkovanje povezan s ICP-MS-om, pusten je
argon potreban za ionizaciju uzoraka te je pokrenuta kalibracija nakon koje je
uslijedilo mjerenje. Mjerenje je odradeno u triplikatu.

Obrada rezultata

Dobivenim rezultatima mjerenja u triplikatu izrazenim kao CPS izracunata je
srednja vrijednost i standardna devijacija. Konacni je rezultat prikazan kao
(mg/100 g ug/100 g) svakoga elementa od interesa (cink, bakar i selen) u odabra-
nim uzorcima namirnica (heljda, kvinoja, amarant i proso).
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Rezultatii rasprava

SadrZaj cinka, bakra i selena u pseudoZitaricama

Odredivanje koli¢ine cinka, bakra i selena u pseudozitaricama metodom induk-
tivno spregnute plazme s masenom spektrometrijom provedeno je u triplikatu.
U tablici 1. rezultati su prikazani kao srednja vrijednost uz standardnu devija-
ciju. Izmjerene vrijednosti mikroelemenata ne odstupaju znacajno od vrijedno-
sti navedenih u literaturi za pojedine pseudozitarice (4).

Tablica 1. » Rezultati kvantitativne analize cinka (mg/100g), bakra (mg/100q) i selena (ug/100g) u
pseudozitaricama u triplikatu, srednje vrijednostii standardne devijacije

.BIO"
heljda

cink  1,64+0,24 1,91+0,04 2,24+0,08 2,36t+0,55 2,17+0,03 1,92+0,14 1,69+0,17
bakar 0,46:0,11 0,59+0,00 0,48+0,01 0,44+0,02 0,49+0,02 0,47:£0,10 0,33+0,11
selen 4,50+3,70 4,03+#3,31 6,90+554 3,63+1,00 31,73+2,43 6,97+5,68 7,90+4,87

,BIO"
kvinoja

.BIO* .BlO"

heljda
amarant proso

kvinoja proso

SadrZaj cinka u pseudoZitaricama

Izmjereni sadrzaj cinka u uzorcima pseudozitarica iznosi od 1,64 do 2,36 mg na
100 g pojedine vrste pseudozitarice (tablica 1.). Usporedba srednjih vrijednosti
rezultata odredivanja cinka u 100 g uzorka pseudozitarica takoder je prikazana
vertikalnim stupcastim dijagramom (slika 1.). U uzorku ,,BIO® heljde izmjerena
je najniza koli¢ina cinka, 1,64 mg na 100 g uzorka, dok ga je u uzorku kvinoje
najvide, 2,36 mg cinka na 100 g uzorka kvinoje. Treba istaknuti da na apsorpciju
cinka utjece fitinska kiselina, takoder prisutna u pseudozitaricama, koja smanjuje
njegovu bioraspolozivost na nacin da veze cink u gastrointestinalnom traktu (5).
Iz toga razloga, preporuceni dnevni unos cinka ovisi o dnevnom unosu fitinske
kiseline te moze iznositi od 7,5 do 12,7 mg (6). Iako je u organizmu prisutan u
vrlo maloj koli¢ini od svega 50 ug/kg (7), cink je ukljucen u brojne kataliticke,
strukturne i regulacijske funkcije u razli¢itim fizioloskim procesima. Ima izni-
mno vaznu ulogu u odrzavanju integriteta cjelokupnoga imunosnog sustava.
Takoder sudjeluje u aktivaciji i inhibiciji brojnih enzima i transkripcijskih ¢im-
benika djeluju¢i kao njihov kofaktor, diferencijaciji i proliferaciji stanica, apop-
tozi, sintezi i popravku DNA i RNA, stani¢noj signalizaciji, stabilizaciji strukture
stani¢ne membrane, odrzavanju izvanstani¢noga matriksa, a pokazuje i antiok-
sidacijsko djelovanje (7, 8). Djeluje i na sredi$nji Ziv¢ani sustav gdje sudjeluje u
regulaciji sna i pamcenja (9) te pridonosi odrzavanju mentalnoga zdravlja (8).
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Manjak kao i suvisak cinka dovode do neravnoteze u izvodenju navedenih fizi-
ologkih procesa, a posljedi¢no i do narusavanja cjelokupne homeostaze orga-
nizma, stoga je za pravilno odvijanje fizioloskih funkcija nuzna optimalna kon-
centracija cinka (8, 10).

2,5
Slika 1. € Usporedba
5 sadrzaja cinka
(mg/oog) u
pseudozitaricama
o 1,5 —
(=]
o
—
~
o0
€ 4 _
1,64
0,5 —
0
"BIO" heljda heljda "BIO" proso proso amarant "BIO" kvinoja  kvinoja

SadrZaj bakra u pseudoZitaricama

Usporedba srednjih vrijednosti rezultata odredivanja bakra na 100 g pojedinih
pseudozitarica prikazana je vertikalnim stupcastim dijagramom (slika 2.). U
prosu je izmjereno 0,33 mg bakra na 100 g uzorka, $to je najniza koli¢ina u
odnosu na ostale uzorke. U heljdi je izmjereno 0,59 mg bakra na 100 g uzorka,
§to iznosi oko 40 % preporucenog dnevnog unosa (6). Iako je bakar u ljudskom
organizmu prisutan u tragovima, u koli¢ini od priblizno 100 mg (11, 12), bitan
je kofaktor u brojnim enzimima $to ga ¢ini esencijalnim mikronutrijentom (11,
13). Jedan od procesa u kojima sudjeluje je oksidacijska fosforilacija, u kojemu

07

Slika 2. €4 Usporedba
sadrzaja bakra
(mghoog)u
pseudozitaricama

"BIO" heljda heljda "BIO" proso proso  "BlO"kvinoja kvinoja amarant
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ima funkciju kofaktora enzima citokrom-oksidaze. Sudjeluje i u procesu apsor-
pcije zeljeza kao sastavni dio transportnoga proteina ceruloplazmina te u obrani
organizma od slobodnih radikala kao dio antioksidacijskoga sustava (14).

SadrZaj selena u pseudoZitaricama

Usporedba srednjih vrijednosti rezultata prikazana je vertikalnim stupcastim
dijagramom (slika 3.). Pseudozitarica u kojoj je izmjeren najnizi sadrzaj selena je
kvinoja. Sadrzi 3,63 ug selena na 100 g uzorka, dok ga je u uzorku ,,BIO“ kvinoje
gotovo tri puta viSe. Znacajno visi sadrzaj selena u odnosu na ostale uzorke
izmjeren je u amarantu, ¢ak 31,73 ug na 100 g, Sto ¢ini 45 % preporucenog dnev-
nog unosa koji iznosi 70 pg za odrasle osobe (6). Visa vrijednost sadrzaja selena
u odnosu na ostale pseudozitarice, koja je potvrdena i u literaturi (4), objasnjena
je svojstvom nakupljanja selena koje je uoceno kod amaranta. Takvo svojstvo
nakupljanja selena posebno dolazi do izrazaja ukoliko je amarant uzgojen na tlu
obogacenom selenom, $to ga ¢ini potencijalnom funkcionalnom namirnicom s
visokim sadrzajem selena (15).

35
Slika 3. » Usporedba

sadrzaja selena 50 N

(ughoog)u -
pseudozitaricama

N
o
|

Hg/100g
—
(%,

10 =

5 —
6,97 7,9 6,9
4,5 1,03 3,63
0

"BIO" heljda  heljda "BIO" proso proso  "BIO"kvinoja kvinoja amarant

Kao i cink i bakar, selen je u ljudskom organizmu prisutan u vrlo malim
koli¢inama, stoga se takoder ubraja u skupinu esencijalnih elemenata u trago-
vima (16).

Iako je prisutan u vrlo niskoj koncentraciji u organizmu, ima ulogu u broj-
nim fizioloskim procesima u kojima sudjeluje kao antioksidans, utjece na meta-
bolizam hormona §titnjace, oksido-redukcijske reakcije te na reproduktivni i
imunosni sustav (17, 18).
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Zakljucak
s Pseudozitarice (heljda, kvinoja, amarant i proso) skupina su
namirnica visoke nutritivne kvalitete, stoga njihovo ukljucivanje u prehranu
moze povoljno utjecati na cjelokupno zdravlje. Imaju povoljan omjer makronu-
trijenata (ugljikohidrata, masti i proteina) te su dobar izvor mikronutrijenata
(vitamina i minerala) kao i ostalih bioaktivnih spojeva kao $to su bio- i polife-
noli te flavonoidi.

Metodom induktivno spregnute plazme s masenom spektrometrijom (ICP-
MS) u ispitivanim uzorcima pseudozitarica odredena je znacajna koli¢ina cinka,
bakra i selena, mikroelemenata vaznih za odvijanje brojnih fizioloskih procesa u
organizmu. Izmjereni sadrzaj cinka u uzorcima pseudozitarica iznosi od 1,64 do
2,36 mg na 100 g uzorka, ovisno o vrsti pseudozitarice. Treba uzeti u obzir da je
bioraspolozivost cinka u pseudozitaricama smanjena zbog prisutnosti fitinske
kiseline koja djeluje inhibiraju¢e na apsorpciju, na nacin da veze cink u gastro-
intestinalnom traktu, stoga se sukladno sadrzaju fitinske kiseline odreduje pre-
poruceni dnevni unos cinka. Pseudozitarice, posebno heljda, su osim cinka
takoder i dobar izvor bakra. Kroz unos 100 g heljde osiguravamo ¢ak 40 % pre-
porucenog dnevnog unosa bakra. Po visokom sadrzaju selena istice se amarant,
koji sadrzi 31,73 ug selena na 100 g uzorka amaranta, §to iznosi 45 % preporuce-
nog dnevnog unosa. Manjak navedenih mikroelemenata, kao i njihov suvisak,
mogu dovesti do raznih fizioloskih poremecaja u organizmu te biti podloga za
razvoj brojnih kroni¢nih bolesti.

Napomena i zahvala - autori su clanovi IRI projekta: ,,FoodForensics — Izrada
neuronskih mreZa (umjetne inteligencije) i razvoj naprednih analitickih metoda
kao alata za forenzicko ispitivanje hrane, dodataka prehrani i ljekovitog bilja“
(KK.01.2.1.02.0142)
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