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1. UVOD



1.1.  Uloga kalcija u organizmu

Kalcij (Ca) je makroelement koji je najprisutniji u covjeku. Kalcij ¢ini 1,5-2,0% tjelesne
mase Covjeka. Vecina kalcija nalazi se u kostima (98%), oko 1% u zubima, gdje se nalazi u
obliku kalcijevog hidroksiapatita, (Cas (PO4); (OH), koji se piSe kao Caio (PO4)s (OH)2, da bi
se oznacilo da kristalne jedinice imaju dva oblika. Kosti sadrze 150 mg kalcija po gramu suhe
tvari (Bronner, 1994). Preostalih 1% ukupnog kalcija u organizmu nalazi se u tkivima i
tjelesnim tekuéinama, te u mekim tkivima gdje 1 gram suhe tvari sadrzi 35 mg kalcija. Covjek
prosjecne tjelesne mase od 70 kg u svome tijelu ima 1,54 kg kalcija.

Uloga kalcija u ljudskom organizmu je od velike vaznosti za normalan metabolizam.
Primarno, kalcij je vazna sastavnica kostiju i zubiju, regulira kontrakciju i relaksaciju misicéa,
funkciju ziv€anog tkiva, zgruSavanje krvi, utjeCe na regulaciju krvnog tlaka i provodenje

prijenosnih signala Ziv€anog sustava. Eliminira se urinom i fecesom (Guyton i Hall, 2011).
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Slika 1. Pregledni prikaz izmjene kalcija izmedu pojedinih tkivnih odjeljaka u Covjeka koji

dnevno unosi 25 mmola kalcija (Guyton i Hall, 2011).

Samo 20-50% ukupnog kalcija ¢e se apsorbirati iz gastrointesitinalnog trakta.
Apsorpcija ovisi o vrsti hrane, sastavu obroka i opéem fizioloskom stanju osobe. Neophodna
je prisutnost vitamina D, fosfora (P) i magnezija (Mg). U kostima i zubima fosfor se nalazi u

kemijskom entitetu zajedno s kalcijem. Vitamin D je nuzan da bi se kalcij i fosfor apsorbirali
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u tankom crijevu. Zajedno s paratircoidnim hormonom (PTH), vitamin D regulira
koncentraciju kalcija (Guyton 1 Hall, 2011).

Balans kalcija u krvi je vazan za sréanu funkciju, a najmanje promjene koncentracije
kalcija mogu dovesti do znacajnih patofizioloSkih promjena. Normalna krvna slika
podrazumijeva oko 10 mg kalcija u 100 mL ljudske krvi. U krvi je u ionskom obliku Ca?* (5,5
mg), vezan na proteine (oko 4,0 mg) ili u obliku fosfata i citrata (oko 0,5 mg) (Guyton i Hall,
2011).

Kalcij se moze apsorbirati aktivnim putem ili pasivnom difuzijom. Uslijed niskog unosa
kalcija u organizam, apsorpcija ¢e se odvijati aktivno, preko prijenosnog proteina kalbindina.
Pasivna difuzija se odvija pri ve¢im koncentracijama kalcija u tankom crijevu (Lovri¢ Turjk,
2018).

Ucinkovitost apsorpcije kalcija iz ve¢ine hrane uglavnom je jednaka. Moguca je manja
apsorpcija iz obroka bogatih oksalatima (Spinat, slatki krumpir i grah) te fitinskom kiselinom
(beskvasni kruh, sjemenke, oraSasti plodovi, sojin izolat). Organske kiseline (oksalna i
fitinska kiselina) tvore s kalcijem teSko topljive soli te se smanjuje koli¢ina raspolozivog
kalcija za apsorpciju (Kersttetter i sur., 2005). Apsorpcija kalcija ovisi i o dobi, pa tako mlade
osobe bolje apsorbiraju kalcij u raznim oblicima. Razlike u apsorpciji makroelemenata kod
muskaraca 1 zena pokazuju da muskaraci bolje apsorbiraju kalcij od Zena iste dobi,
najvjerojatnije zbog hormona (Hope i sur., 1992; Bygrave i Benedetti, 1993).

Apsorpcija kalcija obrnuto je proporcionalna unosu, $to je unos manji, apsorpcija ¢e biti
veca 1 obratno. Povecana apsorpcija tijekom iznimno malog unosa kalcija nije dovoljna za
zadovoljavanje potreba organizma (Hope i sur., 1992).

Hrana koja sadrzi omjer Ca:P u odnosu 2:1 do 1:2 dopusta optimalnu apsorpciju Ca. Ako
je ovaj odnos druk¢iji, unos kalcija bit ¢e narusen (Allen, 1982; Anderson, 1991).

Glavni izvor kalcija u prehrani su mlijeko 1 mlijeni proizvodi, meso, riba, povrée i
zitarice, a njihov deficit moze dovesti do raznih poremecaja i bolesti (osteoporoze, rahitisa,
neuroloskih poremecaja) (Szefer 1 Nriagu, 2007).

Ukoliko unos kalcija 1 apsorpcija iz crijeva ne zadovoljavaju fizioloSke potrebe ljudskog
organizma, tada se kalcij resorbira iz kostiju, §to narusava zdravlje kostiju. Kronican deficit
kalcija dovodi do smanjenja koStane mase, osteoporoze i1 ucestale frakture kostiju (Guyton 1

Hall, 2011).



BioraspoloZzivost kalcija je multifaktorijalna, stoga je preporucena dnevna doza i do Cetiri
puta veca (800 mg Ca dnevno). U mnogim slucajevima potrebna je i dodatna suplementacija
kad su potrebe za kalcijem povecane usred specificnih okolnosti, na¢ina zivota ili klinicke
dijagnoze. U tu kategoriju spadaju sportasi, trudnice, Zene u peri i post menopauzi, osobe koje
obavljaju teske fizicke osobe ili osobe koje su izlazene mentalnom naporu te pacijenti koji se

oporavljaju nakon ozljede (Gémez i sur., 2011; Zotkova i sur., 2013; Fanian i sur., 2013).



1.2. Homeostaza kalcija

Koncentracija kalcija u tijelu ovisi o njegovom unosu, apsorpciji i izlu¢ivanju.
Izvanstani¢na koncentracija odredena je apsorpcijom kalcija u probavnom traktu, renalnom
sekrecijom 1 otpusStanjem, odnosno skladiStenjem kalcija u kostima. Svim tim procesima
upravljaju hormoni koji odrzavaju plazmatske koncentracije kalcija od 2,40 mmol/L. Ta
stroga kontrola razine kalcija nuZzna je kako bi se u organizmu mogli neometano odvijati
procesi poput kontrakcije miSica, zgruSavanja krvi ili prijenosa signala (Guyton i Hall, 2011).

Prva crta obrane kod promjene koncentracije kalcija je mehanizam izmjenjivog
kostanog kalcija koji “puferira” koncentraciju kalcija u izvanstani¢noj tekucéini. Amforni
spojevi kalcijevog fosfata (vjerojatno CaHPOs), labavo vezani u kostima, u reverzibilnoj su
ravnotezi s kalcijevim 1 fosfatnim ionima u izvanstani¢noj tekucini. Koli¢ina tih soli koje se
mogu izmjenjivati iznosi 0,5 - 1,0 % ukupne koli¢ine kalcijevih soli u kostima. Budu¢i da se
te izmjenjive soli lako odlazu i lako ponovo otapaju, povecanje koncentracije kalcijevih 1
fosfatnih iona u izvanstani¢noj tekuéini iznad normalne razine smjesta izaziva odlaganje soli.
Obrnuto, smanjenje koncentracija tih iona izaziva naglu apsorpciju izmjenjive soli. Ta
reakcija je brza jer su amforni koStani kristali izvanredno maleni, a njihovna ukupna dodirna
povrsina koja je izloZena koStanim tekuc¢inama iznosi oko 4000 m?, ili viSe. Osim puferske
funkcije kostiju, mitohondriji u mnogim tkivima organizma, osobito u jetrima i u crijevima,
takoder sadrze prilicnu koli¢inu izmjenjivog kalcija koji je dodatni puferski sustav za
odrzavanje nepromijenjene koncentracije kalcijevih iona u izvanstani¢noj tekucini (Guyton i
Hall, 2011).

Hormonska kontrola koncentracije kalcijevih iona je druga crta obrane. Promjene
koncentracije kalcijevih iona u izvanstanicnoj tekucini zamjecuje receptor osjetljiv na kalcij
(CaSR, engl. calcium-sensing receptor) u membrani paratireoidnih stanica, koji je spregnut s
G-proteinom. Vezanjem kalcija na CaSR dolazi do promjene konformacije proteinskog
receptora te receptor aktivira fosfolipazu C i povecava unutarstani¢no stvaranje inozitol-1,4,5-
trifosfata 1 diacilglicerola. To potie oslobadanje kalcija iz unutarstani¢nih zaliha, Sto
smanjuje sekreciju paratireoidnog hormona (PTH). Taj mehanizam razlikuje se od mehanizma

u endokrinim tkivima koji za posljedicu ima lu¢enje hormona (Guyton i Hall, 2011).



Pad razine kalcija u serumu inaktivira CaSR u paratiroidnim stanicama i dovodi do
povecanog izlucivanja PTH. Povecane razine oslobodenog PTH djeluju na paratiroidne
receptore u bubrezima (PTHR) kako bi se povecala reapsorpcija kalcija. PTH takoder djeluje
na PTHR u kostima gdje pospjeSuje resorpciju kostiju i na taj nacin povecava razinu kalcija u
serumu (Peacock, 2010).

Cikli¢ki adenozin-monofosfat posrednik je u djelovanjima paratireoidnog hormona. U
djelovanju PTH na ciljna tkiva uvelike posreduje ciklicki adenozin-monofosfat (cAMP), koji
djeluje kao drugi glasnik, te je vjerojatno odgovoran za neka fizioloska stanja, stoga povecane
razine paratiroidnog hormona stimuliraju bubrege na pojacanu sekreciju 1,25-
dihidroksikolekalciferola. Naime, porast vrijednosti PTH je signal za stvaranje aktivnog
oblika vitamina D (1,25-dihidroksikolekalciferola) iz 25-hidroksikolekalciferola lucenjem
enzima 25-hidroksivitamin D3 la-hidroksilaze, preko drugog glasnika (cAMP) genskom
regulacijom na razini jezgre stanice. Ta aktivna forma vitamina D veZe se za receptore
vitamina D (VDR) koji su prisutni u vec¢ini stanica 1 locirani u jezgrama. 1,25-
dihidroksikolekalciferol promovira intestinalnu apsorpciju kalcija povecavajuci ekspresiju
kalcij-vezajuéeg proteina, kalbindina u epitelnim stanicama crijeva, a ujedno djeluje i na VDR
receptore u kostima 1 tako potpomaze resporpciju. Na taj nacin dolazi do porasta koncetracija
Ca u serumu, a mehanizmom negativne povratne sprege zaustavljaju se procesi koji bi doveli
do patofizioloskog rasta koncentracije kalcija, a aktiviraju oni koji je snizavaju (Guyton i
Hall, 2011).

Kalcitonin je tre¢i regulatorni mehanizam u homeostazi kalcija. Osnovni podrazaj za lucenje
kalcitonina je povecanje koncentracije kalcijevih iona u izvanstani¢noj tekucini, suprotno od
PTH. Kalcitonin je peptidni hormon (32 aminokiseline) koji luce parafolikularne stanice
Stitnjace (C-stanice) kao odgovor na povecane razine kalcija u krvi, svoj uc¢inak iskazuje tako
da smanjuje apsorptivnu aktivnost osteoklasta 1 stimulira odlaganje kalcija u kosti. Drugi, a
ujedno 1 dulji u€inak kalcitonina je smanjenje stvaranja novih osteoklasta. Sekunardni u¢inak
smanjenja aktivnosti osteoklasta je povecanje aktivnosti osteoblasta i posljedicno unos kalcija
u kosti. U odraslih ljudi kalcitonin slabo djeluje na koncentraciju kalcija u plazmi jer to
pocetno smanjenje koncentracije kalcija za nekoliko sati pospjesi lu¢enje PTH, koje gotovo
potpuno nadvlada djelovanje kalcitonina. Nadalje, dnevna apsorpcija i odlaganje kalcija u

odrasla covjeka je mala u odnosu na unos, pa ¢ak i kad se veli¢ina apsorpcije djelovanjem



kalcitonina smanji, jo§ uvijek je utjecaj na plazmatsku koncentraciju kalcija veoma slab.
Suprotno, kod djece je uloga kalcitonina zbog brze pregradnje kostiju daleko izrazenija, pri
¢emu se na dan apsorbira i odlaze vise od 125 mmola Ca, $to je 5 do 10 puta veca koli¢ina Ca

od one koja se nalazi u cijeloj izvanstanicnoj tekucini (Guyton i Hall, 2011).

CaSR
TPTH
5%“ bubreg cn]eva/\
T kostana & N T 1,25 dihidroksi- E »ﬁﬁ/r apsorpcija
resorpcija & kolekalmferol - I at+
T oslobadarij ?)T reapsorpcija Ca“xﬁ>~ ?”jﬂj}eapsorpcua
Car \ | reapsorpcija POF ™

Slika 2. Sazetak u¢inka PTH na kost, bubrege i crijeva u odgovoru na snizenu izvanstani¢nu

koncentraciju kalcijevih iona. CaSR, receptor osjetljiv na kalcij (Guyton i Hall, 2011).

Poremecaj u radu ovih mehanizama, koji zajedno odrzavaju plazmatske koncentracije kalcija

normalnim, dovodi do pojave patoloskih stanja kao Sto su hipokalcemija 1 hiperkalcemija.



1.2.1. Hipokalcemija

Hipokalcemija uzorkuje uzbudenost ziv€anog sustava i tetaniju. Kad koncentracija
kalcijevih iona u izvanstani¢noj tekucini postane manje od normalne, dolazi do povecanja
propusnosti zivéane membrane za natrij (Na), lakse se pobuduju akcijski potencijali te Ziv¢ani
sustav postaje sve podrazljiviji. Ukoliko plazmatske koncentracija kalcija postane 50% manja
od normalne vrijednosti, periferna Ziv€ana vlakna postanu toliko podrazljiva da po¢nu sama
od sebe okidati, pa odasilju salve ziv¢anih impulsa koji idu u skeletne misice 1 ondje pobuduju
tetanicne miSi¢ne kontrakcije. Hipokalcemija uzrokuje tetaniju, a ponekad 1 epileptiformne
gréeve, zato Sto povecava podrazljivost mozga. Tetanija se redovito pojavljuje kad se
koncentracija u krvi smanji s 2,4 mmol/L na 1,5 mmol/L, a postaje smrtonosna ve¢ pri

koncentraciji od 1,0 mmol/L kalcija (Guyton 1 Hall, 2011).

1.2.2 Hiperkalcemija

Hiperkalcemija potiskuje aktivnost ziv€anoga sustava i miSi¢a. Kad koncentracija
kalcijevih iona u izvnastani¢noj tekucini postane veca od normalne, aktivnost zZiv€anog
sustava je potisnuta, a refleksne djelatnosti srediSnjeg ziv€anog sustava postaju trome.
Poveéane plazmatske koncentracije kalcija skra¢uju QT-interval srca, te izazivaju gubitak
apetita 1 opstipaciju, vjerojatno zbog smanjenja kontraktilnosti miSi¢ne stijenke probavnog
sustava. Depresivni u¢inci povecane razine kalcija poCinju se javljati ve¢ pri koncentraciji 3,0
mmol/L, a postanu izraziti kad razina prijede 3,8 mmol/L. Kad razina kalcija u krvi postane
ve¢a od priblizno 4,2 mmol/L, postoji sklonost da se kristali kalcija taloze svuda po

organizmu (Guyton i Hall, 2011).



1.3. Atomska apsorpcijska spektrofotometrija

1.3.1. Uloga atomske apsorpcijske spektrofotometrije

Atomska apsorpcijska spektrofotometrija (AAS) je analiticka tehnika koja se koristi u
kvantitativnoj kemijskoj analizi metala u odredenom uzorku od interesa. Ova tehnika je Siroko
primjenjiva, buduéi da je rije¢ o relativno jeftinoj i brzoj tehnici za ¢ije se rukovanje
strucnjaci lako educiraju. Metoda je isklju¢ivo kvantitativna i potrebno je koristiti zracenje
tocno odredene valne duljine za kvantifikaciju odredenog metala (Harris, 2010; Skoog 1 sur.,
1999; Watson, 1999).

Ovom tehnikom se nekada odredivalo tetraetilolovo kao polutant u gorivu. Danas je
Siroka primjena u biomedicini, toksikologiji, forenzici, u ekologiji za odredivanje olova i Zive,
analizi namirnica i dodataka prehrani. Koristi se i u farmaceutskoj industriji za odredivanje
metala kao npr. oneSicenja zaostalih u procesu organske sinteze (Parker i sur., 1967; White,

2003).

1.3.2. Nacelo atomske apsorpcijske spektrofotometrije

Atomi metala nalaze se u neutralnom obliku kao nenabijene Cestice u plinovitom
agregacijskom stanju i apsorbiraju zraCenje jedinstvene valne duljine za odredeni metal.
Temelj AAS tehnike je ekscitacija elektrona vanjske ljuske metala, tj. kvantizirani prijelaz
slobodnog atoma u stanje viSe energije, apsorpcijom toplinske energije ili zracenja odredene
valne duljine, tj. frekvencije. Energetske razlike ovih prijelaza odredene su strukturom atoma,
Sto znaCi da je energija apsorbiranog zracenja karakteristicna za pojedini element. Slobodni
atomi pokazuju linijski spektar pa mogu apsorbirati energiju svjetla pri odredenim, diskretnim
energijskim razinama. Ako se atomska para koja sadrzi slobodne neionizirane atome u svom
osnovnom stanju izlozi izvoru svjetla koje zraCi frekvencijom karakteristicnom za element
prisutan u pari onda ¢e ti slobodni neutralni atomi apsorbirati rezonantnu frekvenciju, tj.

upravo onu koju bi emitirali kada bi bili pobudeni na emisiju (Luterotti i sur, 2013.).



Stanje E,+hv

i zracenja ili
druge energije

eliswug

(npr., toplinske)

O

Stanje E,

Slika 3. Kvantizirani prijenos izmedu dva energetska stanja (Luterotti 1 sur., 2013).

Svi elementi u osnovnom stanju imaju jedinstvenu elektronsku konfiguraciju koja se
naziva osnovno stanje. Atomi koji se nalaze u osnovom i plinovitom stanju mogu apsorbirati
zracenje to¢no odredene energije koja osigurava prijelaz elektrona na neku od viSih razina
ekscitiraju¢eg stanja. U povratku iz pobudenog u osnovno stanje emitira se zracenje
specificne valne duljine koja je jednaka razlici energija jednog od dopusStenih prijelaza u
atomu (Harris, 2010; White, 2003; Skoog 1 sur., 1999; Watson, 1999).

Za metale koji nisu alkalijski ili zemnoalkalijski, koli¢ina termalne energije iz plamena
nije dovoljna za prijelaz iz osnovnog u neko od pobudenih stanja, stoga je potreban dodatni
izvor zraCenja, tada se koristi AAS. Budu¢i da je raspon koli¢ine energije koju odredeni
element moze apsorbirati ili emitirati veoma uzak, koristi se izvor svjetla katode (lampe) istog
onog metala koji se analizira. Nedostatak je Sto se lampa mora mijenjati, te za svaki element
mora postojati pojedinacna Sto uzrokuje da se istovremeno moZze kvantificirati samo jedan

metal (Watson, 1999).
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Slika 4. Elementi koji se mjere atomskom-apsorpcijskom spektrofotometrijom (oznaceni sivo)

(Luterotti i sur., 2013).

1.3.3.  Atomski apsorpcijski spektrofotometar

Atomski apsorpcijski spektrofotometar sastoji se od sljedecih sastavnica: izvor zracenja,
stanica s uzorkom, monokromator, detektor i sustav za obradu podataka.

Izvor zraCenja je Suplja katodna Zarulja ¢ija je katoda presvucena metalom koji se
analizira, tj. emisijski sustav koji emitira spektar karakteristi¢an za element koji se odreduje.
Naponom se atomi metala u toj katodi pobude te povratkom iz pobudenog u osnovno stanje
emitiraju zracenje odredene energije. Koliina energije tog emitiranog zracenja je jednaka
koli¢ini energiju koju ¢e metal koji se analizira apsorbirati da bi preSao iz osnovnog u
pobudeno stanje. Na trziStu postoje i katode napravljene od legura vise metala, ali nece sve
kombinacije metala dati Zeljen u¢inak (Luterotti i sur., 2013; Soylak i sur., 2010; Skoog i sur.,

1999; Watson, 1999).
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Svjetlo iz lampe prolazi kroz plamen u koji se usisava otopina uzorka te atomi analiziranog
elementa apsorbiraju dio energije zraCenja. Rezonantna linija se izdavaja pomocu filtera ili
monokromatora te registrira fotodetekcijskim sustavom (Luterotti i sur., 2013).

Djelovanjem generatora atomske pare uzorak se atomizira u stanici s uzorkom. Nakon
ispravanja otapala i1 desolvatacije metalni ioni se prevode u slobodne atome. Koristen plamen
zahtijeva 1 gorivo i oksidans, a najceS¢e upotrebljavane kombinacije su zrak-acetilen ili
dusikov oksid-acetilen, ovisno o temperaturi koja je potrebna za atomizaciju. Zrak-acetilen
osigurava temperatura od 2400 °C, a dusikov oksid-acetilen temeperaturu od 2800 °C (Skoog i
sur., 1999; Watson 1999).

Hollow Cathode Lamp
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Slika 5. Atomski apsorpcijski spektrofotometar

(preuzeto i prilagodeno s www.jsanalytikal.com, pristupljeno 11. 02. 2020.)
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1.4.  Validacija analiticke metode

Validacijom analitickog postupka utvrduje se i dokumentira prikladnost ispitivanog
analiti¢kog postupka za odredenu primjenu. Validacija analitickog postupka jamci da ¢e se u
propisanim uvjetima njegove primjene dobiti valjani rezultati. Potrebno ju je provesti pri
razvoju i uvodenju nove metode, ali i kod promjene bilo kojeg dijela ve¢ postojece metode.
Prema regulatornim zahtjevima Dobre proizvodacke prakse (Good manufacturnig praxis,
GMP) i Dobre laboratorijske prakse (Good laboratory praxis, GLP) postupci validacije
analitickih postupaka postali su obveza (Nigovi¢ i sur., 2014; Olmedo i sur., 2009).

Analiticke znacajke koje se odreduju u postupku validacije su: preciznost, specifi¢nost i
selektivnost, granica dokazivanja, granica odredivanja, linearnost i radno podrucje, to¢nost i
izdrzljivost (otpornost). Ako je metoda namijenjena za odredivanje sadrzaja tada se ispituju
tocnost, preciznost, selektivnost i specifi¢nost, linearnost te radno podruc¢je (Nigovi¢ i sur.,
2014; Peters i sur., 2002).

Analiticki postupak se razvija i validira sve dok validacijski parametri ne zadovolje
zahtjeve predvidene odredenim propisima. Na temelju usporedbe dobivenih rezultata s
postavljenim kriterijima donosi se odluka o prihvac¢anju analiticke metode ili nastavku njenog

razvoja (Nigovi¢ i sur., 2014).

1.4.1. Preciznost

Preciznost analiticke metode pokazuje slaganje izmedu niza ponovoljenih mjerenja
dobivenih viSestrukim uzorkovanjem istog homogenog uzorka pod propisanim uvjetima.
Preciznost se moze iskazati kao ponovljivost (engl. repetability) 1 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 o odstupanju rezultata dobivenih u razli¢itim uvjetima (isti laboratorij, ali razli¢iti dan,
analitiCar, instrument). Obnovljivost (engl. reproducibility) podrazumijeva odstupanje
rezultata dobivenih u razli¢itim laboratorijima. Preciznost se izrazava statistickim veli¢inama

kao Sto su standardna devijacija (SD) i relativna standardna devijacija (RSD %). Preciznost se
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ispituje kroz najamnje pet do Sest odredivanja uz upotrebu dvije do tri razliCite koncentracije

(Nigovi¢ 1 sur., 2014).

1.4.2. Specifi¢nost i selektivnost

Specifi¢nost analiticke metode je njezina sposobnost da nedvojbeno razlikuje samo jednu
komponentu od ostalih prisutnih u uzorku. Prakti¢no se ¢eS¢e govori o selektivnosti metode,
obzirom da je specificnost rijetka pojava. Selektivnost je definirana kao moguénost metode da
tocno odredi Zeljeni analit u prisutnosti matrice uzorka, tj. drugih komponenata uzorka, poput
oneciS¢enja, razgradnih produkata, pomoc¢nih tvari. Ispitivanja selektivnosti analitickih
metoda za odredivanje sadrzaja ili ispitivanje Cisto¢e provode se dodavanjem onecis¢enja ili
pomo¢nih tvari Cistoj tvari, koja se potom analizira. Ukoliko oneciS¢enja nisu dostupna,
uzorak se podvrgava uvjetima koji potiCu razgradnju i potom se utvrduju interferencije

(Nigovi¢ i sur., 2014).

1.4.3. Linearnost

Linearnost analiticke metode podrazumijeva njezinu sposobnost da unutar odredenog
intervala daje rezultate koji su izravno proporcionalni koncentraciji analita u uzorku.
Linearnost metode utvrduje se kroz tri do Sest mjerenja primjenom najmanje pet razli¢itih
koncentracija analita. Grafickim prikazom ovisnosti izmjerenog analitickog signala o
koncentraciji analita dobiva se kalibracijska krivulja. Linearnost metode se izrazava

koeficijentom regresijskog pravca (k > 0,999) (Nigovi¢ i sur., 2014).

1.4.4. Radno podrucje

Radno podrucje mjerenja oznacava raspon izmedu gornje i donje koncentracije analita u

uzorku, ukljucujuci 1 grani¢ne vrijednosti, unutar kojega primjenjena analiticka metoda ima

zadovoljavajucu tocnost, preciznost i linearnost (Nigovi¢ i sur., 2014).
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1.4.5. Toénost

Tocnost analiticke metode pokazuje slaganje srednje vrijednosti dobivenih rezultata i
stvarnih ili prihvacenih referentnih vrijednosti. Za utvrdivanje tocnosti provode se najmanje
tri mjerenja uzorka za najmanje tri koncentracije u radnom podrucju metode. Odstupanje od
stvarne vrijednosti najcesce se iskazuje kao analiticki prinos (engl. recovery) koji je jednak
razmjeru srednje izmjerene vrijednosti i stvarne vrijednosti analita u uzorku. Tocnost se
odreduje u radnom podru¢ju metode nakon ispitivanja selektivnosti, linernosti i preciznosti

(Nigovi¢ 1 sur., 2014).
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1.4.6. Granica dokazivanja i odredivanja

Granica dokazivanja (engl. limit of detection, LOD) je najniza koncentracija koja se
moze dokazati prema zadanim uvjetima metode. Granica odredivanja (engl. limit of
quantitation, LOQ) je najniza koncentracija analita u uzorku i moguce ju je odrediti s
prihvatljivom to¢noS¢u 1 preciznoS¢u pri propisanim uvjetima metode. LOD 1 LOQ se
odreduju razrjedivanjem ispitivane otopine, a predstavljaju omjer signala 1 Suma (LOD = 3:1;
LOQ = 10:1), ili iz standardnog odstupanja i nagiba kalibracijskog pravca, gdje je o
standardno odstupanje rezultata odgovarajuceg broja mjerenja signala slijepog uzorka, ostatno
standardno odstupanje regresijskog pravca, ili standardno odstupanje y-odsjecka regresijskog

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

LOD=3’3'O- : 10-0
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1.4.7. 1zdrzljivost (otpornost)

Izdrzljivost (otpornost) analiticke metode (engl. robustness) je mjera njene sposobnosti
da ostane nepromijenjena pod utjecajem malih, ali namjernih, promjena parametara metode.
Indikator je pouzdanosti analiticke metode tijekom njezine normalne primjene uz male
promjene uvjeta u kojima se realno provode analize. Prosuduje se variranjem jednog
parametra, dok ostali ostaju nepromijenjeni, a njegov izbor ovisi o samoj metodi (Nigovi¢ i

sur., 2014).
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2.

OBRAZLOZENJE TEME
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Kalcij je makroelement koji u ljudskom organizmu ima viSe uloga. Sastavni je dio kosti,
regulira kontrakciju 1 relaksaciju miSi¢a, sudjeluje u prijenosu signala 1 ima uloga u
zgruSavanju krvi (Marjanovi¢-Balban i sur., 2015). Kako bi se postiglo neometano odvijanje
ovih fizioloskih funkcija, nuZzno je opskrbiti i adekvatan unos kalcija prehranom ili
suplementacijom. Svjetska zdravstvena organizacija i Americka agencija za lijekove su
propisale dnevne preporucene vrijednosti (RDA) kalcija za svaku pojedinu dobnu skupinu.
Apsorpcija kalcija mijenja se s dobi. U novorodencadi ona iznosi 60% i odvija se uglavnom
pasivnom difuzijom. U ranom djetinjstvu postotak apsorpcije kalcija se smanjuje, a ulaskom u
pubertet ponovo raste jer je tada proces oblikovanja kostiju na vrhuncu. U mladih osoba
postotak apsorpcije je oko 25%. Kako organizam stari, apsorpcija kalcija se smanjuje,
posebice kod starijih od 55 godina i Zena u menopauzi (Ross i sur., 2011). Nedovoljan unos
kalcija tijekom kratkog vremenskog perioda ne¢e dovesti do razvoja uocljivih simptoma jer ¢e
se koncentracija u serumu odrzavati pomocu zaliha kalcija u kostima. Ipak, ako se potrebe za
kalcijem ne zadovoljavaju putem prehrane, proces nadoknadivanja kalcija iz kostiju dovodi
do smanjenja gustoce kostiju - osteopenije 1 povecanja rizika od osteoporoze i fraktura.
Uslijed dugotrajnog nedotataka kalcija, javljaju se simptomi poput konvulzija, trnci u prstima
ili abnormalni sr¢ani ritam s ozbiljnim rizicima po Zivot Covjeka ako se na vrijeme ne
prepoznaju (Wwww. nih.gov).

Cilj ovog rada bio je optimizirati analiticku metodu pomocu koje ¢e se odrediti kalcij u
razli¢itim uzorcima zitarica. Za odredivanje sadrzaja kalcija koriStena je metoda plamene
atomske apsorpcijske spektrofotometrije.

Za optimizaciju metode ispitani su sljede¢i parametri validacije: lineranost, preciznost,
granica dokazivanja i granica odredivanja pomocu standardnih otopina kalcija. Nakon Sto je
provedena validacija, razvijena metoda primjenjena je za odredivanje sadrzaja kalcija u

komercijalno dostupnim uzorcima (n = 3).
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3.

MATERIJALI I METODE
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3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

Tablica 1. Popis kemikalija

6,00 mol/L HCI (Kemig, Hrvatska)

HNO; 65% (Kemig, Hrvatska)

HNO3 5% (Kemig, Hrvatska)

HNOs3 2% (Kemig, Hrvatska)

Ca standard za AAS koncentracije 1000,00 mg/L (SigmaAldrich, Njemacka)
ultracista voda (provodljivost 0,005 uScm!)

lantanov (III) nitrat heksahidrat (Honeywell Fluka™, Njemacka)

Koristene kemikalije bile su proanalysis Cistoce.

3.1.2. Laboratorijski pribor i posude

Tablica 2. Popis laboratorijskog pribora i posuda

plasti¢ne epruvete s cepom za pohranu uzorka
tarionik s pistilom

Zlica

porculanske zdjelice za Zarenje

Mufolna pe¢

odmyjerne tikvice volumena 100,00 mL 1 50,00 mL
graduirane pipete od 20,00 mL, 10,00 mL, 5,00 mL
plasti¢ni stalak za epruvete

automatske mikropipete volumena
5,00-50,00 pL, 50,00-200,00 pL, 200,00-1000,00 pL, 1000,00-10000,00 pL

hladnjak za pohranu uzoraka i standarda

analiticka vaga
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3.1.3. Aparatura
Analiza je provedena na atomskom apsorpcijskom spektrofotmetru Analyst 800
(PerkinElmer Instruments, Norwalk, CT, SAD) s deuterijskim korektorom nespecifi¢ne

povrsine u uvjetima:

Tablica 3. Parametri instrumenta

Zarulja
valna duljina (nm)
gorivo (oksidans)
acetilen [tlak (Pa) : protok (L/min)]
zrak [tlak (Pa) : protok (L/min)]
Sirina pukotine (nm)

korekcija nespecifi¢ne apsorpcijske
pozadine

fotodetektor

racunalo, pisac

zarulja sa Supljom katodom (15 mA)
4227

acetilen (zrak)

0,9-105:2
5,5-105:17
0,7

deuterijski korektor

AA Winlab 32 Software, Dell OptiPlex
GX270, raunalo - zaslon - pisa¢ HP 5652
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3.2. Metode

3.2.1. Princip metode

Koncentracija kalcija odredivana je mjerenjem apsorbancije uzorka rasprSenog u smjesi
acetilena 1 zraka otparenog u plamenu pri ¢emu dolazi do atomizacije. Atomi u plinovitom
osnovnom stanju apsorbiraju zracenje valne duljine 422,7 nm te se mjeri promjena inteziteta

zracenja (White, 2003).

3.2.2. Priprema otopina

Tablica 4. Priprema otopina

otopina izrada otopine svrha koriStenja izradene
otopine

razrjednjem 50,00 mL 65%
HNO3 5% HNOs3 u odmjernoj tikvici ispiranje svog posuda prije
nadopunjenoj do 1000,00 mL  koriStenja u eksperimentu
ultracistom vodom

razrjedenjem 10,00 mL 65%
HNO3 2% HNO3 u odmjernoj tikvici ispiranje plamenog
nadopunjenoj do 500,00 mL atomizatora
ultrac¢istom vodom

1 gram lantanovog nitrata
LaNOs -6 H20 1% heksahidrata se otopi u uklanjanje kemijskih
odmjernoj tikvici do 100,00 interferencija
mL ultracistom vodom

Standardna otopina kalcija koncentracije 1000,00 mg/L koriStena je za izradu standardne
otopine kalcija koncentracije 100,00 mg/L i volumena 10,00 mL. Dobivena je razrjedenjem
1,00 mL standarne otopine koncentracije 1000,00 mg/L u odmjernoj tikvici nadopunjenoj do
10,00 mL ultracistom vodom (White, 2003).

Standardna otopina kalcija koncentracije 100,00 mg/L je koriStena je u izradi standardnih

otopina koje su se koristile za izradu kalibracijskog pravca.
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Tablica 5. Priprema standardnih otopina kalcija

koncentracija volumen standardne  ukupan volumen ukupno razrijedenje
standarda za izradu otopine kalcija otopine standarda u odnosu na
kalibracijskog koncentracije 100 (mL) standardnu otopinu
pravca (mg/L) mg/L (100 mg/L)
(mL)

2,00 0,20 10,00 50 x

5,00 0,50 10,00 20 x

10,00 1,00 10,00 10 x

15,00 1,50 10,00 6,68 x

20,00 2,00 10,00 5x

3.2.3. Priprema uzoraka za analizu

Uzorci su sakupljeni u travnju 2019. godine te pohranjeni na sobnoj temperaturi.
Analizirana su tri uzorka razli¢itih Zitarica istog proizvodaca. Uzorci Zitarica se prvo usitne u
tarioniku s pistilom te se prenesu pomocu zlice u porculanske zdjelice za zaranje te odvagnu.
Za svaku pojedinu vrstu zitarica potrebno je imati tri uzorka i jednu praznu porculansku
zdjelicu. Uzorci se zatim prenose u Mufolnu pe¢ gdje ih se izlaze toplinskog energiji dva sata
na 600 °C. Prije daljnje analize potrebno je da se uzorci u porculanskim posudama ohlade na
sobnoj temperaturi barem 30 minuta. Zatim se svakom uzorku, prethodno odvaganom na
analitickoj vagi na cCetiri decimale, priblizne mase 0,50 g, dodaje 5,00 mL 6,00 mol/L otopine
HCl-a koja otapa ostatak dobiven zarenjem. Dobivene otopine kvantitativno se prenose u
tikvice volumena 100,00 mL paZljivo ispiru¢i ultracistom vodom te se nadopuni do oznake 1
promucka, 1 tako za svaki uzorak pojedinac¢no. Od tako pripremljenog uzorka se odpipetira
5,00 mL alikvota u tikvice volumena 50,00 mL i doda 5,00 mL 1%-tne otopine La. I tako za
svaki pojedinacni uzorak u triplikatu.

Za metodu standardnog dodatka pripremi se otopina kalcija 20,00 pg/mL (dobivena iz
mati¢ne standardne otopine kalcija 1000,00 mg/L). Otpipetira se 5,00 mL alikvota svakog

prethodno pripremljenog pojedinacnog uzorka u tikvicu volumena 50,00 mL, zatim se doda u
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jednu tikvicu 5,00 mL, u drugu 10,00 mL, a u tre¢u 20,00 mL 20,00 pg/mL otopine Ca
standarda, da se dobiju otopine koncentracija 2,00 4,00 i 8,00 pg/mL. U svaku tako
pripremljenu otopinu doda se i 5,00 mL 1%-tne otopine La te nadopuni do oznake ultracistom
vodom. Postupak se ponavlja za svaki uzorak pojedinacno. Dakle, za metodu standardnog
dodatka, za svaki uzorak razli¢itih Zzitarica, rade se tri otopine standardnog dodatka
koncentracije 2,00, 4,00 1 8,00 pg/mL (ppm). Za slijepu probu se pomijesa 5,00 mL 1%-tne

otopine La u tikvici volumena 50,00 mL i nadopuni do oznake ultracistom vodom.

3.2.4. Postupak odredivanja koncentracije kalcija

Postupku odredivanja prethodi ispiranje plamenog atomizatora 2%-tnom otopinom
HNO:s te konacno ultracistom vodom. Pripremljene otopine standarda se analiziraju atomskim
apsorpcijskim spektrofotometrom svaki radni dan prije pocetka odredivanja koncentracije Ca
u uzorcima.
Na taj nacin se dobiva kalibracijska krivulja, koja je vazna u odredivanju koncentracije
Ca u uzorcima, ali se 1 ispituju validacijski parametri kao $to su toCnost, preciznost
(ponovljivost unutar jednog dana i ponovljivost unutar tri dana), granica dokazivanja i granica
odredivanja. Pripremljene otopine uzorka se mjere uranjanjem plasticne cjevCice koja
automatski usisava otopinu uzorka.
Otopine uzorka se mjere tri puta, buduéi da instrument ima mogucénost viSestruke analize
istog uzorka u kratkom vremenu. Koncentracija Ca pracena je mjerenjem apsorbancije pri
valnoj duljini od 422,7 nm. Koncentracija Ca u uzorku izracunata je pomocu programskog

paketa koji za racun koristi dobiveni kalibracijski pravac.
3.2.5. StatistiCka analiza

Za statisticku analizu dobivenih rezulata koristen je racunali program Microsoft Excell
2016 programskog paketa Microsoft Office (Microsoft, SAD) i PrismGraphPad 8 (GraphPad

Software, Inc., San Diego, SAD, www.graphpad.com). Dobiveni podaci prikazni su kao

srednja vrijednost + standardna devijacija Sest mjerenja. Za testiranje statistiCke razlike
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izmedu dvije skupine podataka koriSten je t-test. Sva zaklju¢ivanja u radu provedena su uz

razinu znacajnosti P < 0,05.
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4.

REZULTATI I RASPRAVA
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4.1. Validacija analiticke metode

Odredivanje kalcija u tri razli¢ita prehrambena uzorka provedeno je koristenjem
postojece metode plamene atomizacije na atomsko apsorpcijskom spektrofotometru Analyst
800 (PerkinElmer Instruments Norwalk, CT, SAD). Metoda je validirana ispitivanjem
parametara validacije: preciznost (ponovljivost unutar jednog dana i ponovljivost kroz tri

dana), linearnost, granica dokazivanja i granica odredivanja i tonost.

4.1.1. Linearnost

Linearnost se ispitivala provodenjem tri mjerenja za pet razliitih koncentracija.

Rezultat dobivenih mjerenja izrazava se grafom ovisnosti analitickog signala o koncentraciji

standarda, tj. kalibracijskom krivuljom. Linearnost se definira koeficijentom korelacije

regresijskog pravca.

Tablica 6. Linearnost

koncentracija standarda izmjerena koncentracija analiticki signal
(mg/L) (mg/L) (apsorbancija)

0 0 0

2 2,006 0,089
5 5,003 0,215
10 9,872 0,405
15 15,16 0,594
20 19,96 0,753
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Slika 6. Graf ovisnosti koncentracije standardnih otopina kalcija i1 apsorbancije

Na temelju dobivenih rezultata regresijskom analizom dobivena je jednadzba kalibracijskog
pravcay = 0,0377 x + 0,0155. Koeficijent korelacije regresijskog pravca k za dani graf iznosi
0,9979. Na temelju dobivenih podatka moze se zakljuciti da je metoda linearna, te se moze

primjeniti za odredivanje sadrzaja Ca u ispitivanim uzorcima.

4.1.2. Preciznost

Preciznost se ispitivala provodenjem Sest mjerenja za tri razliCite koncentracije i moze

se iskazati kao ponovljivost, Sto podrazumijeva mjerenje u kratkom vremenskom razdoblju

tijekom jednog dana, i kao srednja preciznost $to podrazumijeva ponovljivost izmedu dana.

Izrazava se vrijednostima kao §to su SD i1 RSD.
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Tablica 7. Ponovljivost u danu

koncentracija

standarda (mg/L)
1. mjerenje 2,072 5,031 10,16
2. mjerenje 2,057 4,978 10,06
3. mjerenje 2,035 4,931 9,988
4. mjerenje 1,723 4,894 10,00
5. mjerenje 2,038 4,877 10,02
6. mjerenje 2,031 4,876 9,943
srednja vrijednost 1,993 4,931 10,03
SD 0,133 0,062 0,075
RSD (%) 6,675 1,267 0,748

Rezultati dobiveni za ponovljivost u danu, izrazena kao RSD (%), su unutar prihvatljivih

granica (manji od 10%) te je metoda prihvatljiva za odredivanje kalcija u uzorcima.
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Slika 7. Graficki prikaz ponovljivosti uzastopnih mjerenja (n = 6) unutar dana



Tablica 8. Ponovljivost kroz tri dana

koncentracija
standarda (mg/L)

1. dan (n = 6)
2.dan (n =6)

3. dan (n = 6)
srednja vrijednost
SD
RSD (%)

1,993
1,472
1,485
1,649
0,297
18,00

4,931
4,622
4,343
4,631
0,295
6,372

10,03
9,664
8,972
9,555
0,537
5,617

Rezultati dobiveni za ponovljivost kroz dane su unutar prihvatljivih granica i metoda se moze

primjeniti za odredivanje kalcija u ispitivanim uzorcima. Dobivne visoke vrijednosti RSD za

standardne otopine najnize koncentracije mogu se objasniti nestabilnos¢u standardnih otopina

niskih koncentracija tijekom stajanja.
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4.1.3 Tocnost

Tocnost je odredena mjerenjem apsorbancije kalcija u prethodno pripremljenim uzorcima
zitarica. U takve uzorke dodan je to¢no odredeni volumen (5,00, 10,00 i 20,00 mL) prethodno
pripremljene standardne otopine kalcija (20 ug/mL), te je zatim ponovo mjerena apsorbancija.

Iz dobivene apsorbancije izracunata je koncentracija kalcija. Dopustena vrijednost analitickog

prinosa je izmedu 95% i 115%. Dobivene vrijednosti su izmedu 93,57 - 107,10 %. 1z

navedenog se moze zakljuciti da je metoda prihvatljive to¢nosti.

Tablica 9. Analiticki prinos kalcija uzorcima Zzitarica (1) u kojima je dodano 5,00, 10,00 1

20,00 mL standardne otopine kalcija (20 pg/mL).

¢ (ng/mL)
kalcija u
uzorku ukupna ¢ izmjerena c c dodatka analiticki
+ (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) prinos
¢ (ng/mL) (%)
dodanog
standarda
2,112 +2 4,112 3,848 1,871 93,57
2,112+ 4 6,211 5,967 3,843 96,07
2,112+ 8 10,112 10,83 8,567 107,1



Tablica 10. Analiticki prinos kalcija u uzorcima Zzitarica (2) u kojima je dodano 5,00, 10,00 i

20,00 mL standardne otopine kalcija (20 pg/mL)

¢ (ng/mL)
kalcija u

uzorku
+

¢ (ng/mL)
dodanog
standarda

1,955 +2
1,955 +4
1,955 +8

ukupna ¢
(ng/mL)

3,955
5,955
9,955

izmjerena c
(ng/mL)

3,768
5,883
9,910

c dodatka
(ng/mL)

1,905
3,951
7,963

analiticki
prinos
(%)

95,26
98,79
99,55

Tablica 11. Analitic¢ki prinos kalcija u uzorcima zitarica (3) u kojima je dodano 5,00, 10,00 i

20,00 mL mati¢ne standardne otopine kalcija (20 pg/mL)

¢ (ng/mL)
kalcija u

uzorku
+

¢ (ng/mL)
dodanog
standarda

3,064 +2
3,064 +4
3,064 +8

ukupna ¢
(ng/mL)

5,064
7,064
11,06

izmjerena c
(ng/mL)

5,066
6,974
11,08

c dodatka
(ng/mL)

2,001
3,949
3,009

analiticki
prinos
(%)

100,0
98,73
100,1
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4.1.4. Granica dokazivanja i granica odredivanja

Granica dokazivanja je vrijednost koja se odredila prema formuli:

LOD:3’3'G

gdje je o standardno odstupanje y-odsjecka regresijskog pravca, a a je nagib pravca (Nigovi¢ i

sur., 2014).

LOD =1,334 mg/L

Granica odredivanja je vrijednost koja se odredila prema formuli:

LOQZIO-O'

gdje je o standardno odstupanje y-odsjecka regresijskog pravca, a a je nagib pravca (Nigovic i

sur., 2014).

LOQ = 4,043 mg/L
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4.2. Primjena metode u odredivanju kalcija u uzorcima

Validiranom metodom odreden je sadrzaj kalcija u uzorcima zitarica. Svaki pripremljeni

uzorak mjeren je u triplikatu. Analiza je provedena na 3 razli¢ita proizvoda istog proizvodaca.

Tablica 12. Mase kalcija (mg) u uzorcima zitarica analizanih optimiranom metodom

uzorak zitarica

srednja vrijednost 2,528 2,359 3,064
(n =3) (mg)
srednja vrijednost 0,015 0,028 0,019
+ SD
RSD (%) 0,621 1,19 0,625
B izmjerena masa B deklarirana masa
0 200 400 600 800

uzorak (1)

uzorak (2)

uzorak (3)

masa kalcija (mg)/100,00 g uzorka

Slika 9. Usporedba izmjerenih i deklariranih masa kalcija u analiziranim uzorcima
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U ispitivama uzorcima Zitarica potvrdeno je prisustvo elementa kalcija i dobivene su sljedece

vrijednosti kalcija: u uzorku (1) 501,58 mg na 100,00 g uzorka, u uzorku (2) 467,31 mg na
100,00 g uzorka, te 605,53 mg na 100,00 g uzorka (3). S obzirom da deklaracije analiziranih
uzoraka zitarica navode koli¢inu sadrzanog kalcija, dobivene vrijednosti usporedene su s
deklariranim.

Usporedbom rezultata dobivenih AAS analizom za koli¢nu kalcija u analiziranim uzorcima
zitarica s vrijednostima koje su deklarirane, moze se zakljuciti da ne postoji znacajna
statistiCka razlika izmedu deklarirane vrijednosti i izmjerene vrijednosti svih analiziranih
uzoraka.

Odstupanje moze biti posljedica pogreske analiticara u nekom od koraka analize ili
varijacija u sadrzaju kalcija u pojedinim Zitaricama.
Dobiveni rezultati potvrdili su da je optimirana metoda primjenjiva za pouzdano i precizno

odredivanje sadrzaja kalcija u uzorcima Zitarica.
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5. ZAKLJUCAK
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Kalcij je makronutrijent s viSestrukim ulogama u covjekovom organizmu. Deficit kalcija
moze se nadomjestiti uravnotezenom prehranom konzumiraju¢i namirnice obogacene

kalcijem ili dodacima prehrani. Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1. Atomska apsorpcijska spektrofotometrija je pouzdana i1 to¢na metoda za odredivanja
sadrzaja kalcija u uzorcima Zitarica.

2. PredloZena metoda validirana je prema vazeéim smjernicama. Dobiveni rezultati pokazali
su da je metoda linerana, ponovljiva i to¢na.

3. Validirana metoda je jednostavna, brza, jeftina 1 pouzdana. Pogodna je za analizu velikog
broja razli¢itih uzoraka i moZe imati Siroku primjenu u farmaceutskoj i prehrambenoj

industriji.
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7. SAZETAK /SUMMARY
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Kalcij je najzastupljeniji mineral u ¢ovjekovom organizmu. Uloga kalcija u ljudskom
organizmu je od velike vaznosti za normalan metabolizam. VaZna je sastavnica kostiju i
zubiju, regulira kontrakciju i relaksaciju misic¢a, funkciju ziv€éanog tkiva, zgruSavanje krvi,
utjece na regulaciju krvnog tlaka i provodenje prijenosnih signala ziv€anog sustava. Eliminira
se urinom 1 fecesom. Ukoliko unos kalcija i apsorpcija iz crijeva ne zadovoljavaju fizioloske
potrebe ljudskog organizma, tada se kalcij resorbira iz kostiju, $to narusava zdravlje kostiju.
Kroni¢an deficit kalcija dovodi do smanjenja koStane mase, osteoporoze i ucestale frakture
kosti. Deficit kalcija moguce je sprijeciti koriStenjem namirnica obogacenih kalcijem u
svakodnevnoj prehrani. Cilj ovoga rada bila je optimizacija metode plamene atomske
apsorpcijske spektrofotometrije u svrhu odredivanja kalcija u uzorcima zitarica. Ispitivanja su
provedena na atomskom apsorpcijskom spektrofotometru Analyst 800 (PerkinElmer
Instruments, Norwalk, CT, SAD) s deuterijskim korektorom nespecifi¢ne povrSine na valnoj
duljini od 422,7 nm. Postoje¢a metoda je validirana ispitivanjem parametara validacije prema
vaze¢im smjernicama. Dobiveni rezultati su pokazali da su izmjerene mase kalcija u uzorcima
usporedive s deklariranim masama proizvodaca. Metoda se pokazala brzom, jeftinom,

pouzdanom i pogodnom za odredivanje kalcija u razli¢itim uzorcima zitarica.
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Calcium is one of the most prevalent elements in the human body. As such, it plays an
important role in normal human metabolism. It is a significant part of the human bones and
teeth, regulates muscle contraction and relaxation, nerve tissue function, blood coagulation,
affects high blood pressure regulation and conducting nerve system transmission signals. It is
eliminated by urine and feces. If calcium supply and bowel absorption are not sufficient to
satisfy the physiological needs of the human body, then calcium is resorbed from bones,
which impairs bones’ health. Chronic calcium deficit leads to bone mass decreasing,
osteoporosis, and frequent bone fractures. Calcium deficit can be stopped using calcium
enriched food daily. The main purpose of this thesis was optimisation of flame atomic
absorption spectroscopy due to calcium quantification in cereal samples. Tests were done
using atomic absorption spectrophotometer Analyst 800 with non-specific surface deuterium
corrector at the wavelength of 422,7 nm. The existing method has been validated by
validation parameter examination. Results show that measured calcium masses in samples are
comparable with declared masses. The method proved to be fast, cheap, reliable, and

appropriate for calcium determination in different cereal samples.
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