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sensitive enteropathy

Primena razli¢itih metoda mineralizacije uzoraka
za odredivanje makro i mikroelemenata u mesu
atomskom spektrofotometrijom

Zoran Pavlovic!, Kratak sadrzaj: Odredivanju sadrZaja makro i mikroelemenata u
Milan Miric?, namirnicama atomskom spektrofotometrijom prethodi mineralizacija
Ivanka Miletic?, uzorka. Dve tehnike koje se najduZe i, jos uvek i najéesée primen-
Sladana Sobajic® Jjuju, baziraju se na suvom spaljivanju na definisanoj temeraturi, i na

. vlaznoj digestiji sa mineralnim kiselinama u otvorenim i zatvorenim
1zavod 7a javno zdravlje Posarevac, i J o ! A 1 -
Jovana Serbanoviéa 14, 12000 PoZarevac sistemima. Cilj ovog rada je razvoj brze i ]ednostavne metode miner-
“Farmaceutski fakultet, Univerzitet u Beogradu, alizacije za odredivanje Cu, Fe, Zn, Ca, Mg, Na i K u mesu Poredene
Vojvode Stepe 450, 11221 Beograd su tri razlicite metode miner : suva miner ija, vlazna
u zatvorenim teflonskim posudama i klaslcno vlazno spaljivanje. U
mineralizovanim uzorcima odreden je sadrZaj Cu, Fe, Zn, Ca i Mg
atomskom apsorpcionom spektrofotometrijom, i sadrZaj Na i K at-
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spektrofotometrijom.
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tehnike koje se najduZe i jo$ uvek i najées¢e pri- duzina pripreme i moguénost kontaminacije. Pred-
menjuju baziraju se na suvom spaljivanju na nosti ovog postupka su minimalno angaZovanje
definisanoj temeraturi i na vlaznoj digestiji sa min-  analiti¢ara u postupku pripreme i mnogo nizi detek-
eralnim kiselinama. Obe tehnike imaju prednosti i  cioni limit od vlaznog spaljivanja.

more prevalent than was previously thought. Gluten-sensitive en-
teropathy is the inherited autoimmune condition characterized by
inflammation of the small intestine in response to the ingestion of
gluten present in cereals such as wheat, barley, and rye. Elimina-
tion of the gluten from the diet assigned as medical nutrition therapy
for gluten sensitive enteropathy is the first line of the treatment for
coeliac disease. Gluten-free diet is an effective treatment that can
alleviate symptoms and allows reduction in small intestinal inflamma-
tion and permits mucosal healing with improved absorptive function.
However, gluten free diet is very complex and claimed. Also, strict
adherence and life-long maintenance to the diet is very important
in the aim to prevent macronutrient and micronutrient deficiency.
Except that, regular involvement of the gluten free diet is important
for preventing some complications such as anemia, osteoporosis,
development of a neoplasm, and the risk of additional autoimmune
disorders.

Although there are many attempts for developing alternatives to the
gluten-free diet, it currently still remains the only effective treatment
option for gluten sensitive enteropathy.

Key words: gluten, celiac disease, nutritional status, nutritional deficit,
quality of life.

ograni¢enja. Izbor metode zavisi od elementa koji
se odreduje, njegovog sadrZaja, odnosno primen-
jene metode detekcije, matriksa i drugih faktora.
Suvo spaljivanje (sa ili bez dodatka pomo¢nog
sredstva za spaljivanje) moze da se primeni za
odredivanje vecine metala. U ranijim radovima
prikazana je moguénost gubitka nekih elemenata
usled isparavanja i/ili retencije na zidovima posuda
za mineralizaciju u toku suvog spaljivanja [1,2].
Koirtyohann i sar.[3] su koriste¢i radioaktivne izo-
tope pokazali da pri spaljivanju na temeraturama
ispod 600 oC nema znacajnih gubitaka Cr, Fe, Zn i
Cd, a da je retencija na zidovima platinskih ili silikat-
nih sudova zanemarljiva na temeraturama ispod
5000C. U standardnoj metodi ISO 6869:2000 za
odredivanje sadrzaja Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, K, Na i Zn
u hrani za Zivotinje uzorci se spaljuju na 5500C [4].
Association of Official Analytical Chemists (AOAC)
daje nekoliko metoda za mineralizaciju uzoraka su-
vim spaljivanjem: Ca, Cu, Fe, Mg, Mn i Zn u stoénoj
hrani i hrani za kuéne ljubimce na 550°C [5], Ca,
Cu, Fe, Mg, Mn, K i Zn u biljnom materijalu i hrani
za kuéne ljubimce na 500°C[6] i Pb, Cd, Cu Fe i Zn u
hrani na 450°C [7]. Brojna interlaboratorijska ispi-
tivanja u kojima su uzorci mineralizovani na 450°C
pokazala su odsustvo sistemskih gubitaka [8]. Do-

Vlazno spaljivanje ima univerzalnu primenu
i pod kontrolisanim uslovima moze da eliminise
gubitak isparljivih elemenata. Opisani su mnogi
postupci vlaznog spaljivanja u otvorenim i zat-
vorenim sistemima, odnosno digestionim posudama
[9-13]. Azotna k\sellna se najéeéc'e koristi u vIaznoJ
digestiji, a pored nje koriste se i sumporna i perh-
lorna kiselina i vodonik peroksid. Mineralizacija u
otvorenim sistemima se ubrzava dodatkom katal-
izatora uz obaveznu primenu dodatne aparature za
spreavanje gubitaka isparljivih elemenata. Pred-
nosti vlaznog spaljivanja su krac¢e vreme pripreme
od suvog spaljivanja i moguénost primene za analize
isparljivih elemenata. S druge strane, vlazna miner-
alizacija daje razblazene rastvore uzorka i zahteva
upotrebu kiselina velike &isto¢e, a kod otvorenih
sistema postoji i moguénost kontaminacije. Prime-
na zatvorenih posuda za razaranje pojednostavljuje
postupak, skracuje vreme mineralizacije i znacajno
smanjuje angazovanje analitiara. Za pripremu
uzoraka u zatvorenim sistemima koristi se toplotna
ili mikrotalasna energija.

Upotreba mikrotalasne energije, kao toplotnog
izvora, u vlaznom spaljivanju prvi put je opisana
1975. godine [14]. Od tada su publikovani mnogi
radovi o mikrotalasnoj digestiji uzoraka u otvorenim
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i zatvorenim posudama. Glavna prednost mikrota-
lasne digestije je skraceno vreme pripreme uzoraka
na svega nekoliko desetina minuta, a nedostatak je
cena opreme.

U literaturi se mogu naci podaci i o vlaznom
spaljivanju u zatvorenim teflonskim posudama (tef-
lonska bomba), u kojima se vr$i mineralizacija zag-
revanjem u susnici [12,13,15-18]. Ovaj nacin miner-
alizacije traje nesto duze od mikrotalasne digestije,
ali je za njegovu primenu potrebna samo uobicajena
laboratorijska oprema, izuzev teflonskih boca.

Cilj ovog rada bio je razvoj brze i jednostavne
metode mineralizacije za odredivanje makro i mi-
kroelemenata u mesu. Poredene su tri razliCite
metode mineralizacije: suvo spaljivanje, vlazna
mineralizacija u otvorenom sistemu i vlazna miner-
alizacija u zatvorenim teflonskim posudama.

METOD RADA

Ispitivanja su vrena na uzorku svezeg svin-
jskog mesa (od buta), koje je oslobodeno masnog
i vezivnog tkiva i homogenizovano u blenderu. Sva-
kom metodom analizirano je pet paralelnih uzoraka.

Reagensi i aparatura

(1) Reagensi

- azotna kiselina (kataloski broj 1.00452,
proizvoda¢ Merck, Nemacka,)

- perhlorna klsellna (kataloski broj 1.00514,
proizvoda¢ Merck, Nemacka)

- hlorovodonlcna kiselina (kataloski broj
1.00317, proizvoda¢ Merck, Nemacka)

- Iantan oksid (kataloskl broj 1.10982,
proizvodac Merck, Nemacka)

- cezijum-nitrat (kataloski broj 1.02856,
proizvoda¢ Merck, Nemacka)

(2) Posude

- staklene ¢ase od 100 ml

- teflonske boce od 50 ml za koje su naprav-
ljena metalna kudista (oklopi) u koja se stav-
ljaju boce da bi se sprecilo njihovo deformis-
anje u toku procesa mineralizacije

- staklene epruvete za razaranje u digestion-
om bloku

- pipete

- normalni sudovi

Stakleno posude je pre pocetka rada oprano
deterdzentom, isprano ¢esmenskom i destilovanom
vodom, zatim potopljeno u azotnu kiselinu (1:1)
preko nodi, isprano destilovanom i redestilovanom
vodom i osu$eno. Ova procedura je ponavljana pre
svake upotrebe.

Teflonske boce su pre prve upotrebe nekoliko
puta prosle kroz proces mineralizacije bez uzorka,
a zatim su pripremane na isti nacin kao i stakleno
posude.

3) Aparati

- susnica

- pe¢ za zarenje

-digestioni blok Tecator 1007

-atomski apsorpcioni spektrofotometar Varian
SpectrAA 10, Australija

Metode mineralizacije uzoraka

Suvo spaljivanje:

Odmeri se oko 5 grama homogenizovanog
uzorka mesa u staklenu ¢asu i susi u susnici na
105°C 4 ¢asa. Zatim se prenese u pe¢ za zarenje
i zagreva uz postupno povecavanje temperature
pedi (Tabela 1):

Tabela 1. Temperaturni program suvog spaljivanja

Temera-
tura (°C)
Vreme za-
grevanja 30 60 60 60 30 30 30
(min)

100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 350 |400

Spaljivanje se nastavlja na 450°C preko
nodi. Narednog dana se ¢asa izvadi iz peci, ohla-
di, ostatak u ¢asi nakvasi sa 1 ml rastvora azotne
kiseline 1:1 i upari do suva na reSou. Zatim se
ponovo zari dva ¢asa na 450°C. Dodatak azotne
kiseline i zarenje se ponove jo$ jednom nakon
¢ega je sadrzaj u ¢aSama bele boje. Ostatak u
&asi se rastvori u 1 ml conc.HCI uz zagrevanje,
prenese u normalni sud od 10 ml i dopuni re-
destilovanom vodom. SadrZaj u normalnom sudu
se promesa i prenese u plasti¢nu epruvetu sa
zapusacem u kojoj se ¢uva do merenja.

Vlazna mineralizacija u teflonskim bocama:

U teflonsku bocu se odmeri oko 1 g mesa,
doda 2ml conc. HNO,, boca zatvori, stavi u met-
alno kudiste i zagreva u su$nici 2,5 ¢asa na
150°C.Posle hladenja u bocu se doda 4 ml redes-
tilovane vode, boca zatvori i snazno promucka,
pa se sadrzaj prenese u normalni sud od 10 ml.
Dodatak redestilovne vode se ponovi jo3 jed-
nom i dopuni do crte. Sadrzaj u normalnom sudu
se promesa i prenese u plasticnu epruvetu sa
zapu$acem u kojoj se ¢uva do merenja.

Vlazna mineralizacija u otvorenom sistemu
sa HNO3/HCIO4 [19]:

U epruvetu za razaranje se odmeri oko 2,5 g
uzorka, prelije sa 10 ml conc.HNO, i ostavi preko
nodi. Narednog dana se epruveta prenese u di-
gestioni blok i zagreva jedan ¢as na 130°C, za-
tim 30 minuta na 150°C i ukloni sa bloka. Posle
hladenja u epruvetu se doda 3 ml HCIO, i zagreva
na 170°C jedan sat (do pojave belih para HCIO,).
Posle hladenja u epruvetu se doda redestilovana
voda, filtrira i dopuni do 25 ml. Sadrzaj u nor-
malnom sudu se promesa i prenese u plasti¢ne
epruvete u kojima se ¢uva do merenja.

Metode odredivanja

U mineralizovanim uzorcima odreden je
sadrzaj Ca, Mg, Fe, Cu i Zn atomskom apsorp-
cionom spektrofotometrijom u plamenu, i Na i
K atomskom emisionom spektrofotometrijom.
Talasne duzine, struje lampe, Sirina razreza
i drugi instrumentalni uslovi kori$¢eni su po
uputstvu proizvodac¢a [20]. Hemijske interfer-
ence pri odredivanju Ca i Mg uklanjane su do-
datkom lantan hlorida u koli¢ini od 1% La [20].
Jonizacione interferencije pri odredivanju Ca i
Na eliminisane su dodatkom kalijum hlorida u
koli¢ini od 0,2% K, dok je kod odredivanja K do-
davan cezijum nitrat u koli¢ini od 0,1% Cs [20].

Prinos metode odredivan je dodatkom

standardnog rastvora pre razaranja u uzorke
mesa, a dodate koli¢ine elemenata su prikazane
u tabeli 2.

Tabela 2. Dodate koli¢ine elemenata (mg/kg) za
odredivanje prinosa metode
|E\ement |Ca |Mg |Na |K |Fe |Cu |Zn |
[ma/kg |50 [200 [500 4000 [10 |5 [20 |

Za statisticku obradu rezultata koris¢en je
statisticki program SPSS verzija 11.5. Rezultati
odredivanja sadrzaja elemenata u uzorcima mesa
pripremljenim razli¢itim metodama mineralizaci-
je prikazani su kao srednja vrednost 5 paralelnih
uzoraka * standardna devijacija. Srednje vrednosti
sadrzaja elemenata u uzorcima mesa poredene su
analizom varijanse za jedan kriterijum klasifikacije
(ANOVA), a vrednosti koje se razlikuju identifikovane
su Tukey-evom metodom. Za sve statisticke analize
primenjen je nivo znacajnosti P<0,05.

REZULTATI I DISKUSIJA

Primenjena metoda suvog spaljivanja pred-
stavlja modifikaciju AOAC metode za odredivanje
Pd, Cd, Fe, Cu i Zn u hrani [7]. Modifikovan je
temperaturni program i postupak rastvaranja pe-
pela. Na temperaturama do 250°C zavr3ava se
oslobadanje dima iz uzorka, tako da se eliminise
mogucénost gubitka materijala preko dima. AOAC
metoda predvida povecanje temperature od
maksimum 50°C na sat, $to je primenjeno, do
250°C, nakon &ega se temperatura brze povecava
(50°C/30 mlnuta) Za mineralizaciju su koris¢ene
staklene €ase od aluminijum bor silikatnog stakla.
One su se pokazale kao dobra zamena za ¢ase
od kvarcnog stakla. Jedini problem se javio kod
odredivanja Na, jer je doSlo do migracije Na iz
stakla Sto je rezultiralo statisti¢ki znacajnim veéim
sadrzajem Na u uzorcima pripremljenim suvom
mineralizacijom u odnosu na obe metode vliaznog
spaljivanja (Tabela 3). Dobijeni prinosi metoda
(Tabela 4) su u okviru o&ekivanih, izuzev za K, kod
koga je dobijen niZi prinos metode u odnosu na
sadrzaj analita [19]. Relativne standardne devi-
jacije sadrzaja K, Na, Mg, Ca, Fe, Cu i Zn (Ta-
bela 5) su u skladu sa preporukama datim u EC
dokumentu SANCO/3030/99 [19] rev.4 11/07/00.
Dobijene relativne standardne devijacije (RSD) za
Fe, Zn i Cu su nize od RSD prikazanih u AOAC
medulaboratorijskom ispitivanju [8] i u metodi
ISO 6869:2000 [4]. Ova metoda pokazala se po-
godnom i za druge matrikse [21].

Tabela 3. Rezultati odredivanja sadrzaja elemenata
(mg/kg) u uzorcima mesa (n=5) pripremljenim razliitim
metodama mineralizacije

Spaljivanje s
ouvo o | uteflonskoj | Viaine,
paljivanje bombi spaljivanje
3538 + 3797 + 3659 +
Kalijum 118,8a* |859b 210,7a,b
554,8 + 453,8 + 448,6
Natrijum |54 88 a 7,81b 7.22b

Spaljivanje .
Suvo Vlazno
uvo | U teflonskoj azno
spaljivanje | Y 0TS | spaljivanje
2010+ 215,4 £ 200,4 +
Magnezijum | 7710 5 2,97b 8,76 a,b
- 40,22 % 44,37 % 41,52 %
Kalcijum 2,742 a 2,620 b 1,715 a,b
10,60 + 10,82 + 10,31 +
Gvozdje 0,647 0,450 0,174
0,752 % 0,812 0,76 +
Bakar 0,0045 £0,0363 | 0,0875
Cink 20,72 % 21,60 + 20,18 o
0,259 0,534 1,441

* vrednosti u redu oznatene razlicitim slovima razli-
kuju se znacajno (p<0.05

Tabela 4. Prinos primenjenih metoda mineralizacije (%)

Spaljivanje ;
oatvanje | U telonskor | (ISR,
Kalijum 88,37 95,56 90,69
Natrijum | 103,54 95,16 90,73
Magnezijum | 91,04 95,17 84,24
Kalcijum 85,84 99,15 92,70
Gvozdje 91,60 97,56 96,10
Bakar 86,40 97,24 88,72
Cink 93,50 102,00 91,10

Za odredivanje sadrzaja ispitivanih el-
emenata u uzorcima mesa vlaznom miner-
alizacijom u teflonskim bocama koris¢ena je
modifikovana AOAC metoda za odredivanje
As, Cd, Pb, Se i Zn u hrani [18]. Obzirom na
dostupne teflonske posude kori$¢ena je manja
koli¢ina azotne kiseline, ali je produzeno vreme
zagrevanja za 30 minuta. Dobijeni rezultati su
pokazali efikasnost primenjene metode u min-
eralizaciji uzoraka. Dobijeni su odli¢ni prinosi
metode. Prinosi metode kreéu se u opsegu od
95,16% za Na do 102% za Zn i sve vrednosti
su u skladu sa preporukama [19]. Relativne
standardne devijacije sadrzaja svih ispitivanih
elemenata ispunjavaju zahteve za ponovlji-
vost, i za K, Na, Mg, Ca i Fe nize su od vred-
nosti dobijenih suvim spaljivanjem

Rezultati odredivanja sadrzaja ispitivanih
elemenata u uzorcima mesa pripremljenim
klasi¢nim vlaznim spaljivanjem u otvore-
nom sistemu, pokazali su manju efikasnost
ove metode u odnosu na suvo spaljivanje i
spaljivanje u teflonskim bocama. Takode, za K
i Mg dobijen je prinos nizi od preporuka datih
u EC dokumentu SANCO/3030/99 [19] rev.4
11/07/00. U isto vreme, relativna standardna
devijacija prilikom odredivanja K je nedto veéa
od vrednosti sugerisanih u prethodno pomenu-
tom dokumentu [19].
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Tabela 5. Relativne standardne devijacije odredivanja
sadrzaja elemenata pripremljenim razliéitim metodama
mineralizacije (%)

Spaljivanje B

spaslngnje u tsg‘r":‘sik"j sp‘;lljaif/ggje
Kalijum 3,36 2,26 5,76
Natrijum 4,48 1,72 1,61
Magnezijum | 5,50 2,31 4,37
Kalcijum 6,82 5,91 4,13
Gvozdje 6,10 4,16 1,68
Bakar 0,59 4,47 11,51
Cink 1,25 2,47 7,14

Odredivanje sadrzaja Fe, Cu i Zn u uzorcima
mesa pripremljenim suvim spaljivanjem, mineral-
izacijom u teflonskim posudama i klasiénim vlaznim
spaljivanjem pokazalo je slaganje rezultata uzor-
aka pripremljenih ovim metodama mineralizaci-
je (Tabela 3), dok su za sadrzaj K, Na, Mg i Ca u
teflonskim posudama dobijeni statisti¢ki znacajno
vi$i rezultati od suvog spaljivanja. Od poredenih
metoda, najveéi prinosi su dobijeni mineralizacijom
u teflonskim posudama (prosecno 97,4%), a nesto
nize suvim spaljivanjem (91,5%) dok su klasi¢nim
vlaznim spaljivanjem u otvorenom sistemu dobijeni
najnizi prinosi metode (prose¢no 90,6%) (Tabela
4). Sli¢na situacija je i kod relativnih standardnih
devijacija: pri mineralizaciji u teflonskim posudama
prose¢na RSD je 3.3%, suvoj mineralizaciji 4,0%
i klasiénom vlaznom spaljivanju 5,2% (Tabela 5).
Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima Moel-
er i sar, koji su poredili nekoliko metoda pripreme
uzoraka za odredivanje elemenata u ribama [13] i
pronasli da je u poredenju sa suvim spaljivanjem,
klasi¢nim vlaznim spaljivanjem i mikrotalasnim,
vlazno spaljivanje u teflonskoj bombi najpreciznije.

ZAKLIUCAK

Za odredivanje sadrzaja gvozda, bakra i cinka
u uzorcima mesa mogu se uspesno primeniti sve tri
ispitivane metode mineralizacije: suvo spaljivanje,
vlazna mineralizacija u otvorenom sistemu i vlazna
mineralizacija u zatvorenim teflonskim posudama,
dok je za odredivanje sadrzaja kalijuma, natriju-
ma, magnezijuma i kalcijuma, mineralizacija u za-
tvorenim teflonskim posudama znacajno efikasnija
od suvog spaljivanja. U isto vreme, mineralizacija
u teflonskim posudama ima najveci prinos i pre-
ciznost, $to uz brzinu i jednostavnost izvodenja
navodi na zaklju¢ak da je to metoda izbora za min-
eralizaciju uzoraka pri odredivanju sadrzaja makro
i mikroelemanata u mesu atomskom spektofo-
tometrijom.
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A comparison of different methods for
preparing meat samples for determination
of mineral content by atomic spectroscopy
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Ivanka Miletic?,

Sladana Sobajic?

Summary: Investigation of the content of elements in food samples
requires the destruction of the organic substance by dry, or one of
several wet digestion procedures: ashing in open or closed vessels
and use of heater or microwave oven. The efficiency of three methods
of meat digestion was evaluated for the analytical determination of
Cu, Fe, Zn, Ca, Mg, Na and K. These methods were: nitric acid wet-
ashing in sealed teflon vessels,; nitric acid/perchloric acnj wet diges-
tion; and dry ashing The final b: tly
for Cu, Fe, Zn, Ca and Mg by flame atomic absorption spectroscupy
(FAAS) and for Na and K by atomic emission spectroscopy (AES).
Cu, Zn and Mg could be reliably determined by any of the tested
methods, while for the other elements, mineralisation in sealed tef-
lon vessels showed higher content in the meat than the dry ashing
(p<0.05). The with-ashing in sealed teflon vessels was also the most
precise method and with the highest recoveries’ values.

Key words: meat, decomposition methods, atomic spectroscopy.



