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1. UvOD



1.1.  Uloga bakra u organizmu

Bakar je jedan od esencijalnih elemenata u ljudskom organizmu kojeg nalazimo u
kolicini od 100 mg (Yanet i sur., 2005). Nalazi se u cijelom tijelu, ali koncentriran je u
organima sa visokom metabolickom aktivnos$¢u, kao §to su jetra, bubrezi, mozak i srce. Taj
prijelazni metal je kofaktor razli¢itih enzima, medu kojima je najvazniji ceruloplazmin ¢ija je
oksidativna aktivnost ovisna o bakru (Prashanth i sur., 2015; Berkow i sur., 2008). Bakar ima
ulogu u razlic¢itim bioloskim procesima kao Sto su antioksidativna zastita, prevodenje zeljeza
u aktivni feri oblik, sinteza adrenalina, razvoj embrija, formiranje vezivnog tkiva, zarastanje
rana, rast novih krvnih zila, razvoj stanica imunoloSkog sustava, kontrola tjelesne temperature
I funkcija neurona(Bost i sur., 2016; Prashant i sur., 2015; Pizent i sur., 1998; Taylor, 1996).

Prema preporuci Svjetske Zdravstvene Organizacije (World Health Organization, WHO)
dnevno je potrebno unijeti od 1-3 mg bakra u organizam kako bi se sprijecio deficit, ali ta
koli¢ina varira ovisno o dobi. Vece koli¢ine, oko 1,5 mg se preporucaju kod trudnica i dojilja,
a kod djece do 18 godina se preporuc¢a unos od 0,4 do 1 mg. Namirnice kojima se osigurava
unos bakra su Zitarice, orasasti plodovi, meso (jetra i bubreg), mahunarke i tamna cokolada
(Bost i sur., 2016;Prashanth i sur., 2015; WHO 2004; Taylor, 1996).

Deficit bakra povezan je s pojavom anemije, neutropenije, Menkesove, Alzheimerove
bolesti, osteoporoze, raka, ali 1 sa neuroloskim poremecajima pa je homeostaza bakra izrazito
vazna za organizam. U homeostazu su ukljuceni bakar transportirajuce P-tip ATP-aze,
Wilsonov, Menkesov protein, te chaperoni bakra (Berkow i sur., 2008; Wang i sur., 2006).
Mutacija Cu transportera P-tip ATP-aze dovodi do smanjenih serumskih koncentracija bakra
I Menkesovog sindroma, X-vezane recesivne bolesti, ¢iji simptomi su vunasta kosa i duSevna
zaostalost. Terapija ukljucuje subkutane injekcije bakra. Djeca koja ne primaju terapiju, a
oboljela su od te bolesti ¢esto ne dozive dob od 3 godine (de Bie i sur., 2007).

Medutim, pretjerani unos bakra dovodi do Fentonove reakcije koja ukljucuje oksidaciju
lipida i proteina i stani¢nu smrt (Mobarhan i sur., 2005). Akutno trovanje bakrom je rijetko te
se dogada kod ingestije bakrova sulfata ili nitrata te dovodi do vrtoglavice, mucnine,
povracanja i dijareje. Kroni¢no trovanje dovodi do oStecenja jetre i neuroloskih poremecaja
(Berkow i sur., 2008; Taylor 1996).

Wilsonova bolest, jedan od uzroka visokih vrijednosti bakra u organizmu, se javlja kao
posljedica mutacije Cu-ATP-aze ATP7B gena na kromosomu 13. Bolest dovodi do

Smanjenog vezanja bakra na ceruloplazmin i smanjenog izlu€ivanja viSka bakra putem jetre,
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Sto uzrokuje nakupljanje bakra u jetri, mozgu, o¢ima i drugim tkivima. Nakupljeni bakar u
roznici stvara zlatne ili zelenkasto zlatne Kayser-Fleischeroveprstenove koji su vazni u
dijagnostici (Berkow i sur., 2008; Yanet i sur., 2005). Simptomi koji se rano uo¢avaju su
otezan govor, salivacija, tremor ruku, ali dolazi i do kroni¢nog aktivnog hepatitisa, ciroze i
ascitesa. Kasniji simptomi su distonija, ukocenost i epilepticki napadaji tipa grand mal.
Simptome je vazno prepoznati jer je bolest smrtonosna ako se ne dijagnosticira i ne lije¢i na
vrijeme. LijeCenje se provodi keliraju¢im sredstvima, penicilaminom 1 trienom, koji

povecavaju izlu¢ivanje mokracom (de Bie i sur., 2007).

Comparison of Wilson’s Disease and Menke’s Disease
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TITENDS in AMolecuiar Medicine

Slika 1. Patofiziologija Menkes i Wilsonove bolesti (preuzeto i prilagodeno sa
www.hubpp.mef.hr , pristupljeno 18.9.2018).



1.2. Atomska apsorpcijska spektrofotometrija

1.2.1. Uloga atomske apsorpcijske spektrofotometrije

Atomska apsorpcijska spektrofotometrija (AAS) je vazna analiti¢ka tehnika koja se
koristi za odredivanje koncentracije elemenata u uzorku, a temelji na apsorpciji zra¢enja od
strane slobodnih atoma u plinovitom stanju. To je Siroko primjenjivana tehnika s obzirom da
je relativno jeftina, brza i zahtijeva kratko obrazovanje stru¢njaka za rukovanje instrumentom.
Nedostatak metode je $to je za analizu svakog metala potrebna katoda izradena od tog istog
elementa (Kotra i sur., 2012; Harris, 2010;Skoog i sur., 1999; Watson, 1999).

Metoda se primjenjivala u proslosti za odredivanje tetraetilolova kao polutanta u
gorivu, a danas u analizi tragova metala u medicini, toksikoloskim ispitivanjima, forenzickoj
patologiji, pracenju zagadenja okoliSa olovom i Zivom, analizi hrane, vode za pice, analiza
minerala u dodacima prehrani. S obzirom da se brojni metali koriste kao katalizatori u
proizvodnji lijekova jako je vazna primjena i u analitici lijekova gdje se koristi u odredivanju
grani¢ne vrijednosti metala u gotovim ljekovitim oblicima , ali i u analizi spremnika (Parker i
sur., 1967; White, 2003).

1.2.2. Nacelo atomske apsorpcijske spektroskopije

Tehnika se zasniva na ¢injenici da atomi svih elemenata u osnovnom stanju imaju
specificnu elektronsku konfiguraciju koja se naziva osnovno stanje. Atomi u plinovitom i
osnovnom stanju imaju sposobnost apsorpcije zracenja odredene energije koja omogucava
prijelaz elektrona na neku od viSih razina pobudenog stanja. Povratkom elektrona iz
pobudenog u osnovno stanje dolazi do emisije zracenja specifi¢ne valne duljine, koja
odgovara razlici energija jednog od dozvoljenih prijelaza u atomu (Harris, 2010; Sardans i
sur., 2009; White, 2003; Skoog i sur., 1999; Watson, 1999).



1.2.3. Atomsko apsorpcijski spektrofotometar

Glavni dijelovi atomsko apsorpcijskog spektrofotometra su: izvor zracenja, ¢elija s

uzorkom, monokromator, detektor i sustav za obradu podataka.

Atomic Absorption Spectroscopy
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Slika 2. Atomsko apsorpcijski spektrofotometar
(preuzeto i prilagodeno sa www.quora.com, pristupljeno 18.9.2018.)

Izvor zraCenja je Suplja katodna Zzarulja ¢ija je katoda presvucena metalom koji se
analizira. Atomi metala u toj katodi se naponom pobude i emitiraju zracenje povratkom u
osnovno stanje. Emitirano zracenje je jednake energije onom zracenju koje ¢e apsorbirati
atomi metala u plamenu. Postoje i katodne Zzarulje napravljene od legura viSe metala, ali samo
odredene kombinacije metala funkcioniraju (Soylak i sur., 2010; Skoog i sur., 1999; Watson,
1999).

Iz ¢elije s uzorkom uzorak se atomizira djelovanjem generatora atomske pare. Prvi
koriSteni generator atomske pare bio je plamen koji uzrokuje isparavanje otapala ostavljajuci
kristale metalne soli. Naposlijetku, metalni ioni se prevode u slobodne atome. Plamen
zahtijeva i gorivo i oksidans, a najée$ce upotrebljavane kombinacije su zrak-acetilen ili
dusikov oksid-acetilen, ovisno o temperaturi koja je potrebna za atomizaciju. Zrak-acetilen
osigurava temperaturu od 2400 °C, a dusikov oksid-acetilen temperaturu od 2800 °C (Skoog i
sur., 1999; Watson 1999).

Danas su u upotrebi i drugi generatori atomske pare. Jedan od tih je grafitna pec
tehnika za odredivanje tragova metala.Monokromator eliminira zracenje drugih komponenti
uzorka i plamena i izolira zraCenje Zeljene valne duljine koje registrira detektor. Detektor je

obi¢no fotomultiplicirajuca cijev koja ovisno o intenzitetu svjetlosti stvara elektricnu struju.
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Sustav za obradu podataka struju pretvara u signal koji moze obradom i validacijom metode

biti izrazen kao koncentracija (Beaty i Kerber, 1993).

1.2.4. Kvantitativna analiza AAS-om

Svjetlost pocetnog intenziteta Ip usmjerena u plamen u kojem se nalaze atomi u
osnovnom stanju. Prolaskom svjetla kroz plamen intenzitet svjetla je umanjen za iznos Koji
ovisi 0 koncentraciji atoma u plamenu.

Koli¢ina apsorbiranog svjetla se odredi usporedbom pocetnog intenziteta o I intenziteta
svjetlosti nakon prolaska kroz plamen I (Skoog i sur., 1999; Watson, 1999).

Transmitancija je definirana kao:

ili u postotku
1
T =100% - —
lo
Apsorbancija je definirana kao:
Iy . .
A:Iog(T) ili kao A=100 — T(%).

Najprikladniji termin za karakterizaciju apsorbiranog svjetla je apsorbancija, buduci da
je linearno proporcionalna koncentraciji prema Beer — Lambertovom zakonu:
A=¢-cl,
gdje je ( A-apsorbancija, e-koeficijent apsorpcije, c- koncentracija i I-duljina puta svjetlosti

koji presijeca analit u ¢eliji) (Beaty 1 Kerber, 1993).



1.3.  Validacija analiticke metode

Validacija analitickog postupka je proces u kojem se dokumentira i utvrduje prikladnost
ispitivanog postupka za odredenu primjenu. Validacija osigurava da ¢e se u propisanim
uvjetima primjenom validirane metode dobiti valjani rezultati. Potrebno ju je provesti pri
razvoju i uvodenju nove metode, ali i kod promjene bilo kojeg dijela ve¢ postojecemetode.
Parametri  koji se ispituju u postupku validacije su: toCnost, preciznost,
selektivnost/specifi¢nost, granica dokazivanja, granica odredivanja, linearnost, radno podrucje
i izdrZljivost (Olmedo i sur., 2009).

Ovisno o namjeni analiticke metode ispituju se odredeni parametri. Ako je
metodanamijenjena za odredivanje sadrzaja tada se ispituju toCnost, preciznost,
selektivnost/specificnost, linearnost te radno podrucje (Nigovi¢ i sur., 2014; Peters i sur.,

2002).



1.3.1. Preciznost

Preciznost analiticke metode pokazuje slaganje izmedu niza ponovljenih mjerenja
dobivenih visestrukim uzorkovanjem istog homogenog uzorka pri propisanim uvjetima. Moze
se iskazati kao ponovljivost (engl.Repeatability) i odnosi se na podudaranje rezultata
dobivenih istom metodom u istim uvjetima u kratkom vremenskom intervalu (isti analiticar,
isti instrument, isti laboratorij). Srednja preciznost (engl. Intermediate precision) govori 0
odstupanju rezultata dobivenih u razli¢itim uvjetima (isti laboratorij, ali razliCiti dan,
analitiar, instrument). Obnovljivost (engl. Reproducibility) podrazumijeva odstupanje
rezultata dobivenih u razli¢itim laboratorijima. Preciznost se izrazava statistickim veli¢inama
kao $to su standardna devijacija, relativna standardna devijacija (RSD %). Preciznost se
ispituje kroz najmanje 5-6 odredivanja uz upotrebu 2-3 razli¢ite koncentracije (Nigovic i sur.,
2014).

1.3.2. Selektivnost/Specificnost

Specificnost je sposobnost metode da razlikuje samo jednu komponentu od svih
preostalih u uzorku. To je vrlo rijedak sluc¢aj pa se CeSée koristi termin selektivnost koji
podrazumijeva sposobnost metode da u uzorku odredi analit u prisutnosti ostalih komponenti
uzorka kao Sto su matrica uzorka, raspadnuti produkti, oneciS¢enja i pomocne tvari.
Ispitivanja se provode dodavanjem pomocnih tvari ili onec¢iS¢enja Cistoj tvari koja se potom

analizira (Nigovi€ 1 sur., 2014).

1.3.3. Linearnost

Linearnost podrazumijeva sposobnost metode da u odredenom podrucju daje rezultate
koji su izravno proporcionalni koncentraciji analita u uzorku. Ispituje se kroz 3-6 mjerenja
primjenom najmanje 5 razli¢itih koncentracija. Graficki prikaz izmjerenih analitickih signala
u ovisnosti o koncentraciji analita daje kalibracijski pravac. Izrazava se koeficijentom

korelacije regresijskog pravca (k>0,999) (Nigovic i sur., 2014).



1.3.4. Radno podrucje

Radno podru¢je metode predstavlja raspon izmedu gornje i donje koncentracije analita,
ukljucujuci 1 grani¢ne vrijednosti, unutar kojeg ispitivana analiticka metoda ima prihvatljivu

tocnost, preciznost i linearnost (Nigovi¢ i sur., 2014).
1.3.5. Tocnost

Tocnost metode govori o slaganju srednje vrijednosti dobivenih rezultata i stvarnih ili
prihvacenih referentnih vrijednosti. Utvrduje se na na¢in da se provedu najmanje 3 mjerenja
uzorka za najmanje 3 koncentracije unutar radnog podruc¢ja. Odstupanje od stvarne vrijednosti

se izrazava kao analiti¢ki prinos (engl. Recovery) :
R=% 100
x

gdje je y srednja izmjerena vrijednost analita, a X stvarna vrijednost (Nigovi¢ i sur., 2014).
1.3.6. Granica dokazivanja i granica odredivanja

Granica dokazivanja (engl. Limit ofdetection, LOD) je najniza koncentracija analita
koja se moZe dokazati, ali ne i1 odrediti, u zadanim uvjetima metode. Granica odredivanja
(engl. Limit ofquantitation, LOQ) predstavlja najniZzu koncentraciju analita u uzorku koja se
moze odrediti s prihvatljivom to¢noS¢u 1 preciznoS¢u u propisanim uvjetima. Odreduje se
razrijedenjem ispitivane otopine i1 predstavlja omjer signala i Suma (LOD=3:1 ili 2:1, a

LOQ=10:1) ili iz standardnog odstupanja signala i nagiba kalibracijskog pravca.

o
LoD=33Z
a

L00=10 2
Q_ a

gdje je o standardno odstupanje rezultata odgovarajueg broja mjerenja signala slijepog

uzorka, odnosnostandardno odstupanje regresijskog pravca ili standardno odstupanje y-
9



odsjecka regresijskog pravca, dok je a nagib kalibracijskog pravca (Nigovi¢ i sur., 2014).

1.3.7. Otpornost

Otpornost metode (engl.Robustness) je mjera sposobnosti da ostane nepromijenjena pod
utjecajem malih, ali namjernih, promjena parametara metode. Ovaj parametar je indikator
pouzdanosti analiticke metode tijekom njezine normalne primjene kada se uvjeti rada realno
mogu promijeniti. Definira se promjenom jednog parametra dok ostali ostaju nepromijenjeni
(Nigovié i sur., 2014).
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2.0BRAZLOZENJE TEME
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Bakar je jedan od esencijalnih elemenata za ljudski organizam. Taj prijelazni metal je
kofaktor razli¢itih enzima, medu kojima je najvazniji ceruloplazmin ¢ija je oksidativna
aktivnost ovisna o bakru. Bakar ima ulogu u razli¢itim bioloskim procesima kao §to su
antioksidativna zastita, prevodenje Zeljeza u aktivni feri oblik, sinteza adrenalina, razvoj
embrija, formiranje vezivnog tkiva, zarastanje rana, rast novih krvnih zila, razvoj stanica
imunoloskog sustava, kontrola tjelesne temperature i funkcija neurona pa je homeostaza bakra
izrazito vazna(Bost i sur., 2016; Berkow i sur., 2008).

Prema preporuci Svjetske Zdravstvene Organizacije dnevno je potrebno unijeti od 1-3
mg bakra u organizam kako bi se sprijecio deficit, ali ta koli¢ina varira ovisno o dobi. Vece
koli¢ine, oko 1,5 mg se preporucaju kod trudnica i dojilja, a kod djece do 18 godina se
preporuca unos od 0,4 do 1 mg. (Bost i sur., 2016; WHO, 2004).

Manjak unosa bakra dovodi do niske serumske razine bakra, a posljedi¢no i do umora
kod ljudi. Poslijedice deficita bakra su anemija, leukopenija, neutropenija i osteoporoza.
Pojavljuju se 1 mala tockasta krvarenja u kozi i arterijske aneurizme.

Adekvatan unos bakra potrebno je osigurati unosom hrane koja je bogata tim mineralom
(meso, mahunarke, tamna ¢okolada i orasasti plodovi) i po potrebi dodacima prehrani koji
sadrzavaju bakar (Bost i sur., 2016; WHO, 2004).

Svrha ovog diplomskog rada je koriStenjem atomske apsorpcijske spektrofotometrije i
validiranjem postoje¢e metode odrediti sadrZaj bakra u dodacima prehrani. Prvi cilj ovog rada
bio je validirati metodu za odredivanje bakra ispitivanjem validacijskih parametara (to¢nost,
preciznost, linearnost 1 radno podrucje). Drugi cilj rada bio je koriStenjem validirane metode
odrediti sadrzaj bakra u dodacima prehrani i provjeriti podudaranje rezultata istrazivanja sa

deklariranim podacima na pakiranju.
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

65 % HNOs(Kemika, Zagreb)

7,9 M HNO3

0,16 M HNOs3

5 % HNO3

2 % HNO3

Cu standard za AASkoncentracije 1000 mg/L(SigmaAldrich, Njemacka)
ultragista voda (provodljivost 0,055 uScm™)

Koristene kemikalije su bile pro analysicistoce.

3.1.2. Laboratorijski pribor i posude

tarionik s pistilom

plasti¢na kartica za kvantitativan prijenos

lijevak

metalni stalak, mufa, drza¢ za lijevak

filter papir

laboratorijska ¢asa volumena 500 mL

odmjerne tikvice volumena 1000 mL, 500 mL, 20 mL, 10 mL
plasti¢ni stalak za epruvete

hladnjak za pohranu uzoraka i standarda
automatske mikropipete volumena

5-50 pL, 50-200 pL, 200-1000 pL, 1000-10 000 pL
graduirana pipeta

magnetski mjesac

14



3.1.3. Aparatura

Analiza je provedena na atomskom apsorpcijskom spektrofotometruAanalyst 800
(PerkinElmer Instruments, Norwalk, CT, SAD) s deuterijskim korektorom nespecifi¢ne
povrsine u uvjetima:

e Zarulja: Zarulja sa Supljom katodom (15mA)

e Valna duljina (nm): 324,8

e Gorivo / oksidans: acetilen / zrak

e Acetilen (tlak (Pa) /protok (dm®min™)): 0,9x105/2

e Zrak (tlak (Pa) /protok (dm®min™)): 5,5x105/17

e Sirina pukotine (nm): 0,7

e Korekcija nespecifi¢ne apsorpcijske pozadine: deuterijski korektor
e Fotodetektor

e Racunalo, printer: AA Winlab 32 Software, Dell OptiPlex GX270,

racunalo+monitor+printer HP 5652

3.2.  Metode

3.2.1. Princip metode

Koncentracija bakra odredivala se mjerenjem apsorbancije uzorka rasprSenog u smjesi
acetilena 1 zraka te otparenog u plamenu pri ¢emu dolazi do atomizacije. Atomi u plinovitom
osnovnom stanju apsorbiraju zracenje valne duljine 342,8 nm te se mjeri promjena intenziteta
zracenja (White, 2003).

15



3.2.2. Priprema otopina

e 7,9 MHNO3
7,9 M HNO:s je pripremljena razrjedenjem 273,55 mL 65% HNO3z u odmjernoj tikvici
nadopunjenoj do 500,00 mL ultra¢istom vodom. Dobivena otopina se koristila za otapanje

Sumecih tableta ili tableta ispitivanih dodataka prehrani (White, 2003).

e 0,16 M HNO3
0,16 M HNO:s je pripremljena razrjedenjem 11,08 mL 65% HNO3z u odmjernoj tikvici
nadopunjenoj do 1000,00 mL ultrac¢istom vodom. Dobivena otopina je koriStena za ispiranje

filter papira i za pripremu otopina Sumecih tableta ili tableta ispitivanih dodataka prehrani

(White, 2003).

e 5% HNOs
5% HNOs3 je dobivena razrjedenjem 76,93 mL 65% HNO3z u odmjernoj tikvici
nadopunjenoj do 1000,00 mL ultrac¢istom vodom. Dobivena otopina je koriStena za ispiranje

svog posuda prije koriStenja u ovom eksperimentu.

e 2% HNO3
2% HNOs je dobivena razrjedenjem 15,38 mL 65% HNOs u odmjernoj tikvici
nadopunjenoj do 500,00 mL ultra¢istom vodom. Dobivena otopina je koriStena za ispiranje

plamenog atomizatora.

Standardne otopine bakra

Komercijalno nabavljena standardna otopina bakra koncentracije 1000 ppm je koristena
za izradu mati¢ne standardne otopine bakra koncentracije 100 ppm i volumena 10,00mL.
Dobivena je razrijedenjem 1,0 mL mati¢ne standardne otopine koncentracije 1000 ppm u

odmjernoj tikvici nadopunjenoj do 10,00 mLultra¢istom vodom (White, 2003).
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Matic¢na standardna otopina bakra koncentracije 100 ppm je koriStena u izradi standardnih
otopina koje su se koristile za izradu kalibracijskog pravca. Te otopine su pripremljene kako

je prikazano u tablici 1:

Tablica 1: koncentracije i priprema standardnih otopina

Koncentracije Volumen Volumen Ukupan Razrijedenje u
standarda za  standardne dodane vode  volumen odnosu na
izradu otopine bakra (mL) otopine mati¢nu
kalibracijskog koncentracije standarda (mL) otopinu (100
pravca (ppm) 100 ppm (mL) ppm)

0,1 9,9 10 100 X

0,2 9,8 10 50 X

0,5 9,5 10 20 X
10 1 9 10 10 X
20 2 8 10 5X

3.2.3. Priprema otopina uzoraka

Uzorci su sakupljeni tijekom 2017. godine i bili su pohranjeni na sobnoj
temperaturi. Analizirani su dodaci prehrani 4 razli¢ita proizvodaca.Sumeéa tableta ili tableta
svakog ispitivanog dodatka prehrani se najprije usitni u tarionikus pistilom. Iduc¢i korak je
kvantitativno prenosenje uzorka plastiénom karticom u ¢asu. U ¢asu s usitnjenim uzorkom za
analizu se doda 20 mL 7,9 M HNOs, promijesa na magnetskoj mijesalici i ostavi da stoji 5
minuta. Potom se otopina filtrira preko filter papira u odmjernu tikvicu volumena 100,00mL.
Slijedi ispiranje ¢aSe s 2 puta po 20 mL 0,16 M HNOsz , ispiranje filter papira i
nadopunjavanje s 0,16 M HNOz do oznake na odmjernoj tikvici.

Dobivene otopine uzorka se razrijede 10 x u odmjernoj tikvici volumena 10,00mL.
Razrijedene otopine se izrade tako da se 1 mL pripravljene otopine uzorka razrijedi
ultracistom vodom u odmjernoj tikvici volumena 10,00mL. Sve pripremljene otopine uzoraka
se oznace i ¢uvaju u hladnjaku (White, 2003).

Za svaki od 4 uzorka dodatka prehrani potrebno je prethodno opisani proces ponoviti 2

puta pri ¢emu se dobije 8 razliCitih otopina uzoraka za analizu.
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3.2.4. Postupak odredivanja koncentracija bakra

Postupku odredivanja prethodi podesavanje instrumenta za mjerenje (polozaj plamena),
ispiranje plamenog atomizatora 2 % HNOs i naposlijetku vodom. Pripremljene otopine
standarda se analiziraju atomskim apsorpcijskim spektrometrom svaki radni dan prije pocetka
odredivanja koncentracije bakra u uzorcima.

Tako se dobiva kalibracijski pravac, koji je vazan u odredivanju koncentracije bakra u
uzorcima, ali se 1 ispituju validacijski parametri kao Sto su to¢nost, preciznost (ponovljivost
unutar jednog dana i ponovljivost u 3 dana), linearnost i granica dokazivanja. Pripremljene
otopine uzorka se mjere uranjanjem plastic¢ne cjevcice koja automatski uzima otopinu uzorka.

Otopine uzorka se mjere 3 puta bududi da instrument ima mogucnost visestruke analize
istog uzorka u kratkom vremenu. Koncentracija bakra prac¢ena je mjerenjem apsorbancije pri
valnoj duljini od 324,8 nm. Koncentracija bakra u uzorku izracunata je pomocu programskog

paketa koji za racun koristi dobiveni kalibracijski pravac.

3.2.5. Statisticka analiza

Za statisticku obradu dobivenih rezultata koristen je racunalni program Microsoft Exel
2016 programskoga paketa Microsoft Office (Microsoft, SAD) i PrismGraphPad 7
(GraphPad Software, Inc., San Diego, SAD; www.graphpad.com). Dobiveni podaci prikazani
su kao srednja vrijednost + standardna devijacija Sest odredivanja. Za testiranje statisticke
razlike izmedu dvije skupine podataka koristen je t-test. Sva zakljucivanja u radu provedena
su uz razinu znac¢ajnosti P < 0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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4.1. Validacija analiticke metode

Odredivanje bakra u 4 razli¢ita dodatka prehrani provedeno je koriStenjem postojece
metode plamenom tehnikom atomizacije na atomsko apsorpcijskom spektrofotometru
Aanalyst 800 (PerkinElmer Instruments, Norwalk, CT, SAD). Metoda je validirana
ispitivanjem parametara validacije: preciznost (ponovljivost unutar jednog dana i ponovljivost

izmedu dana), linearnost, granica dokazivanja i granica odredivanja.
4.1.1. Preciznost

Preciznost se ispitivala provodenjem 6 mjerenja za 3 razlicite koncentracije 1 moze se
iskazati kao ponovljivost, §to podrazumijeva kratko vremensko razdoblje unutar dana, i kao
srednja preciznost §to podrazumijeva ponovljivost izmedu dana. Izrazava se vrijednostima

kao $to su SD i RSD. Rezultati su prikazani u Tablicama 2 i 3:

Tablica 2: ponovljivost u danu

Koncentracija | 2 5 10
standarda

(pPpm)

1.mjerenje 2,056 5,059 10,20
2. mjerenje 2,054 5,120 10,16
3. mjerenje 2,051 5,116 10,06
4. mjerenje 2,049 5,089 10,18
5. mjerenje 2,055 5,115 10,18
6. mjerenje 2,049 5,095 9,98
Srednja 2,052 5,099 10,13
vrijednost

SD 0,031 0,023 0,087
RSD (%) 0,150 0,456 0,862
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Rezultati dobiveni za ponovljivost u danu, izrazeni kao RSD, su unutar prihvatljivih granica

od 3% 1 metoda je pogodna za odredivanje bakra u uzorcima.

Tablica 3: Ponovljivost unutar 3 dana

Koncentracija | 2 5 10
standarda

(ppm)

1.mjerenje 2,005 5,006 9,985
2. mjerenje 1,972 5,051 10,18
3. mjerenje 2,052 5,099 10,127
Srednja 2,010 5,052 10,097
vrijednost

SD 0,040 0,047 0,101
RSD (%) 2,00 0,921 0,999

Rezultati dobiveni za ponovljivost izmedu dana, izraZzeni kao RSD, su unutar prihvatljivih

granica od 2 % 1 metoda je pogodna za odredivanje bakra u uzorcima.
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4.1.2. Linearnost

Linearnost se ispitivala provodenjem 3 mjerenja za 5 razli¢itih koncentracija. Iz
mjerenja se dobije graf ovisnosti analitickog signala o koncentraciji standarda, odnosno
kalibracijska krivulja. Linearnost se izrazava koeficijentom korelacije regresijskog pravca.

Slika 3 prikazuje dobivene rezultate:

Krivulja bazdarnog pravca

0,6
y =0.0266x + 0.0024 .
0,5 k =0.99983
204
o
5
o 0,3
5 ®
a3
202 ‘
X3
0,1 L
¥
o &?
0 5 10 15 20 25

koncentracija (mg/L)

Slika 3: Graf ovisnosti srednje vrijednosti apsorbancije o koncentraciji

Koeficijent korelacije regresijskog pravca za dani graf iznosi 0,9998. Na temelju dobivenih
podataka moze se zakljuciti da je metoda linearna i1 da je pogodna za odredivanje bakra u

uzorcima.
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4.1.3. Granica dokazivanja i granica odredivanja

Granica dokazivanja je vrijednost koja se odredila prema formuli:
LOD =332
a
gdje je o standardno odstupanje y odsjecka regresijskog pravca, a a je nagib pravca (Nigovié
I sur., 2014). Vrijednost ¢ je iznosila 0,0016, a vrijednost nagiba a je iznosila 0,0266.
Uvrstavanjem vrijednostiu formulu dobije se vrijednost LOD od 0,199 mg/L ili 0,199 ppm.
Granica odredivanja je vrijednost koja se odredila prema formuli:
-10-2
LOQ =10 a
gdje je o standardno odstupanje y odsjecka regresijskog pravca, a a je nagib pravca (Nigovi¢ i

sur., 2014). Vrijednost o je iznosila 0,0016 a vrijednost nagiba a iznosila 0,0267.
Uvrstavanjem vrijednosti u formulu dobije se vrijednost LOQ od 0,604 mg/L ili 0,604 ppm.
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4.2. Primjena metode u odredivanju bakra u uzorcima

Validiranom metodom je odredena koncentracija bakra u otopinama Sumecih tableta ili

tableta koje sadrzavaju bakar kao dodatak prehrani. Raden je duplikat svakog uzorka kako bi

svaki uzorak imao svoju kontrolu. Analiza je provedena na 4 razlicita proizvoda. Rezultati

ispitivanja su prikazani u Tablici 4

Tablica 4: Mase bakra u uzorcima dodataka prehrani

Uzorak 1 (n=6)

Uzorak 2 (n=6)

Uzorak 3 (n=6)

Uzorak 4 (n=6)

(mg/tbl) (mg/tbl) (mg/tbl) (mg/tbl)
srednja 0,938 0,901 0,452 0,904
vrijednost
srednja 0,938 +0,003 | 0,901 0,027 |0,452+0,004 | 0,904 + 0,004
vrijednost +
SD
RSD (%) 0,37 2,96 0,96 0,49

Na slikama 4, 5, 6, 7, prikazana je usporedba deklariranih vrijednosti sadrzaja bakra s

izmjerenim vrijednostima u ispitivanim uzorcima. Rezultati su prikazani kao srednja

vrijednost + SD Sest neovisnih odredivanja.
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Uzorak 1
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Slika 4: Odnos deklariranog i izmjerenog sadrzaja bakra u uzorku 1
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Slika 5: Odnos deklariranog i izmjerenog sadrzaja bakra u uzorku 2
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Uzorak 3
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Slika 7: Odnos deklariranog i izmjerenog sadrzaja bakra u uzorku 4
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U svim ispitivanim uzorcima dodataka prehrani potvrdeno je prisustvo elementa
bakra. Bakar je pronaden u rasponu od 0,450 mg do 0,940 mg. S obzirom da deklaracije
ispitivanih dodataka prehrani navode koli¢inu sadrzanog bakra, dobivene vrijednosti mogu se
usporediti s deklariranima.

Usporedbom rezultata dobivenih AAS analizom za koli¢inu bakra u analiziranim
pripravcima dodataka prehrani s vrijednostima koje su deklarirane, moze se zakljuciti da
postoji statisticki znacajna razlika od P = 0,0022 (P < 0,05) izmedu deklarirane vrijednosti i
izmjerene vrijednosti svih analiziranih uzoraka.

Odstupanje moze biti posljedica pogreske analiticara u nekom od koraka analize ili
varijacija u sadrzaju bakra u pojedinoj tableti.

Uvedena metoda se pokazala primjenjivom za pouzdano i precizno odredivanje

sadrzaja bakra u dodacima prehrane.
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5. ZAKLJUCAK
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Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

e AAS metoda pokazala se primjenjiva u odredivanju sadrzaja bakra u uzorcima
dodataka prehrani.

e Metoda je jednostavna, brza, jeftina i pouzdana.

e Pogodna je za analizu velikog broja razli¢itih uzoraka i ima Siroku primjenu u
farmaceutskoj industriji i u medicini.

e Dobiveni rezultati upu¢uju na manje vrijednosti bakra u svim analiziranim dodacima

prehrani od onih navedenih na deklaraciji.
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Bakar je jedan od esencijalnih elemenata za ljudski organizam. Ima ulogu u razli¢itim
bioloskim procesima kao $to su antioksidativna zastita, prevodenje Zeljeza u aktivni feri oblik,
sinteza adrenalina, razvoj embrija, formiranje vezivnog tkiva, zarastanje rana, rast novih
krvnih zila, razvoj stanica imunoloskog sustava, kontrola tjelesne temperature i funkcija
neurona pa je homeostaza bakra izrazito vazna.

Prema preporuci Svjetske Zdravstvene Organizacije dnevno je potrebno unijeti od 1-3
mg bakra u organizam kako bi se sprijecio deficit, ali ta koli¢ina varira ovisno o dobi. Vece
koli¢ine, oko 1,5 mg se preporucaju kod trudnica i dojilja, a kod djece do 18 godina se
preporuca unos od 0,4 do 1 mg. (Bost i sur., 2016).

Manjak unosa bakra dovodi do umora i niske serumske razine bakra. Posljedice deficita
bakra su anemija, leukopenija, neutropenija i osteoporoza.Adekvatan unos bakra potrebno je
osigurati unosom hrane koja je bogata bakrom (meso, mahunarke, tamna ¢okolada i1 oraSasti
plodovi) i po potrebi dodacima prehrani koji sadrzavaju bakar. Ispitivanja sadrzaja bakra u 4
dodatka prehrani su provedena na AAS-u Aanalyst 800 (PerkinElmer Instruments, Norwalk,
CT, SAD) s deuterijskimkorektom nespecificne povrSine na valnoj duljini od 324,8 nm.
Postojea metoda je validirana ispitivanjem parametara validacije. KoriSteni su standardi
bakra koncentracije od 1 do 20 mg/L. Bakar je dokazan u svim dodacima prehrani itou
koli¢ini od 0,450 do 0,940 mg. Usporedbom rezultata s deklaracijom na pakiranju zaklju¢eno
je da uzorci sadrzavaju nesto manje bakra od navedene koli¢ine. Metoda se pokazala brzom,
jeftinom, pouzdanom i pogodnom za odredivanje bakra u razli¢itim uzorcima dodataka

prehrani.
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Copper is one of the essential elements in human organism. It has a role in many
biological processes such as antioxidant protection, adrenalin synthesis, embryo development,
wound healing, angiogenesis, controlling body temperature and development of immune
system cells. Recommended daily intake for copper by World Health Organization is from 1
to 3 mg. Bigger intake is recommended for pregnant women. Deficit of copper intake results
in tiredness and low serum copper. Anemia, leukopenia, neutropenia and osteoporosis are
consequences of low copper level in organism. Food rich with copper such as meat, dark
chocolate, nuts, legumes and if necessary dietary supplement is providing recommended
copper intake. Four dietary supplements were examined on AAS Aanalyst 800 (PerkinElmer
Instruments, Norwalk, CT, SAD) with a deuterium correction of a non specific surface at a
wavelength of 324.8 nm. Existing method was validated. Copper standards with a
concentration range from 1 to 20 mg/L were used in the process of validation. The range of
concentration of copper found in the four samples varies from 0,450 mg/L to 0,940 mg/L.
Dietary supplements were containing less copper than stated. Method is fast, cheap, reliable

and good for copper determination in various samples.
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SUMMARY

Copper is one of the essential elements in human organism. It has a role in many biological processes such as
antioxidant protection, adrenalin synthesis, embryo development, wound healing, angiogenesis, controlling
body temperature and development of immune system cells. Recommended daily intake for copper by World
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Copper standards with a concentration range from 1 to 20 mg/L were used in the process of validation. The
range of concentration of copper found in the four samples varies from 0,450 mg/L to 0,940 mg/L. Dietary
supplements were containing less copper than stated. Method is fast, cheap, reliable and good for copper
determination in various samples..
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