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1. Uvod



1.1. Minerali

Minerali imaju vaznu ulogu u mnogobrojnim bioloskim, kemijskim, biokemijskim,
metabolickim, 1 enzimatskim reakcijama u biljnim, zivotinjskim i ljudskim stanicama.
Akumuliraju se u vitalnim ljudskim organima kroz duzi vremenski period. Predlozene su
razli¢ite klasifikacije elemenata. Elementi koji su potrebiti organizmu u koli¢ini vec¢oj od 100
mg dnevno poput natrija(Na), kalija(K), fosfora(P), klora(Cl), magnezija(Mg), sumpora(S) i
kalcija(Ca) nazivaju se makroelementima. Manjak ili nedostatak ovih elemenata u organizmu
moze dovesti do ozbiljnih pa ¢ak i do smrtonosnih posljedica i komplikacija. Elementi koji su
prijeko potrebni za ljudski organizam u koli¢inama manjim od 100 mg dnevno, poznati su kao
elementi u tragovima ili mikroelementi koji ukljucuju: zeljezo(Fe), bakar(Cu), mangan(Mn),
jod(J), cink(Zn), kobalt(Co), selen(Se) , molibden(Mo) i krom(Cr). U svim predlozenim
Klasifikacijama i makroelementi i elementi u tragovima, smatraju se kljuénim za normalan i

optimalan rast i razvoj (Frieden, 1986).

Elementi u tragovima imaju vaznu ulogu u stvaranju bioloski aktivnih sastavnica prisutnih u
biljnim vrstama pa su stoga indirektno odgovorni za njihova ljekovita, ali i potencijalno
toksicna svojstva (Abugassa i sur., 2008). Budu¢i da su mnogi od ovih elemenata neophodni
za oCuvanje zdravlja kod ljudi, nedostatak kao i unos velike koncentracije tih elemenata mogu

imati znacajne zdravstvene posljedice (Feng 1 sur. 2003)

1.2. Teski metali

Pojam teski metali odnosi se na kemijske elemente Cija je relativna gustota veéa od 5
g/dm?. Dijele se na esencijalne mikroelemente u koje se ubrajaju Cu, Fe, Mn, Zn, Mo i
nikal(Ni), te na potencijalno toksi¢ne ili neesencijalne elemente u koje se ubrajaju oni metali
koji nisu biogeni i djeluju iskljucivo toksi¢no kao $to su kadmij(Cd), olovo(Pb), ziva(Hg) i
arsen(As). Teski metali predstavljaju vaznu sirovinu za mnogobrojne industrijske grane, neki
od njih su neophodni za Zive organizme, mogu djelovati povoljno na produktivnost i prinos
poljoprivrede, a veéina njih Cesto je znacajan zagadivac¢ zivotne sredine. Smatra se da su teski
metali elementi koji se akumuliraju u organizmu te na taj nacin predstavljaju veliku prijetnju
javnom zdravlju. Ljudi su izlozeni teskim metalima iz razli¢itih izvora, no smatra se da je glavni
izvor unos putem kontaminirane hrane i pica. Ne-esencijalni teski metali izrazito su toksi¢ni pri

vrlo niskim koncentracijama. Unatoc ¢injenici da su Zn, Fe, Cr, Ni, Cu i Mn esencijalni



kofaktori enzima koji su potrebni u normalnom metabolizmu ljudi, u povisenim

koncentracijama mogu biti toksi¢ni za ljudski organizam (Hu i sur., 2019).

1.2.1. Bakar

Bakar je kemijski element koji je u niskim koncentracijama potreban za pravilno funkcioniranje
ljudskog organizma te se stoga i naziva esencijalnim. Dnevna potreba za bakrom za zdravu
odraslu osobu je 1-2 mg (Bost i sur., 2016). Bakar je redoks-aktivan element, koji u organizmu
sluzi kao kataliticki kofaktor i kao strukturna komponenta proteina te ima brojne uloge poput
prijenosa kisika, enzimske aktivnosti, i stani¢nog signaliziranja. Sudjeluje u sintezi vezivnog
tkiva (kapilara, popravka oziljaka tkiva i sl.), misi¢ja i kostiju kao kofaktor prolil i lizil
hidroksilaze. Prolil i lizil hidroksilaze su enzimi uklju¢eni u nastanak popre¢nih veza
odgovornih za ¢vrstocu kolagenskog heliksa. Zbog svega navedenog nedostatak bakra povezuje
se s povecanim rizikom od nastanka koronarnih poremecaja i tegoba. Takoder, bakar je
odgovoran za pretvorbu Zeljeza u feri (Fe**) oblik u kojem se moze transportirati U organizmu.
Kofaktor je i tirozinaze, enzima koji sudjeluje u sintezi koznog pigmenta melanina. Neophodan
je zanormalan razvoj mozga i zivéanog sustava. Ukljucen je u nastanak mijelina kao i u sintezu
neurotransmitera, a isto tako je i kofaktor u mnogim oksidacijsko-redukcijskim procesima

posredovanim enzimima koji sadrzavaju bakar. (Terres-Martos i sur., 1997).

Nedostatak bakra tijekom duzeg vremenskog perioda, a pogotovo tijekom aktivnog rasta,
vodi ka razvoju anemije, retardacije, defektivne keratinizacije i degenerativne promjene u
elastinu aorte (Prashanth i sur., 2015). Unato¢ tome $to je bakar esencijalan za ljudsko zdravlje
i odrzavanje istog, poviSene koncentracije u organizmu ipak mogu uzrokovati ozbiljne
patoloske promjene. Koncentracijski raspon koji odreduje esencijalnu i toksi¢nu koncentraciju
bakra vrlo je uzak. Trovanja bakrom mogu uzrokovati promjene u regulaciji lipidnog
metabolizma, aktivnosti neurona, ekspresiji gena i drugih vaznih stani¢nih aktivnosti (Zhou i
sur., 2018).

1.2.2. Cink

Cink je metal koji sudjeluje u raznim stani¢nim funkcijama ukljucujuéi sintezu i razgradnju
ugljikohidrata, proteina, lipida i nukleinskih kiselina. Prosje¢na dnevna potreba za unos

cinka iznosi 15-20 mg (Prashanth i sur., 2015). Nuzan je za normalno funkcioniranje
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imunoloskog sustava, diobu stanica kao i njihov rast. Esencijalan je za normalnu
spermatogenezu i sazrijevanje spermija, integritet genoma spermija, normalnu organogenezu,
funkciju neurotransmitera, razvoj timusa, epitelizaciju kod zarastanja rana i druge izrazito
vazne fizioloske funkcije organizma. Cink je sastavni dio viSe od 300 enzima. Neki od
najvaznijih enzima koji sadrze cink su alkalna fosfataza, alkohol dehidrogenaza,
karboanhidraza, glutamat dehidrogenaza i RNA polimeraza (Prashanth i sur., 2015). Kako je
cink fizioloski izrazito bitan metal njegova deficijencija dovodi do razli¢itih patoloskih stanja.
Neki od njih su smanjeni rast, alopecija, kozne lezije, proljev, smanjeni apetit, Smanjeni
odgovor imunoloskog sustava i drugi. PoviSene koncentracije cinka su toksi¢ne, dok je gornja

granica dnevnog unosa za odraslu osobu 45 mg (Dutra i sur., 2006).

1.2.3. Zeljezo

Zeljezo se u ljudskom organizmu najve¢im dijelom nalazi u obliku hemoglobina.
Hemoglobin dolazi u obliku oksihemoglobina, deoksihemoglobina, karbaaminohemoglobina
I methemoglobina. U hemoglobinu cetiri duSikova atoma protoporfirinskoga prstena
koordinacijski su vezana za zeljezo. Ukoliko se Zeljezo nalazi u oksidacijskom stanju
2+ hemoglobin moze na sebe vezati kisik, dok Zeljezo u 3+ oksidacijskom stanju ne moze
vezati kisik i nazivamo ga methemoglobin (Cruz-Landeira i sur., 2002). Nadalje, razlikuje se
nehemsko i hemsko zeljezo. Hemsko Zeljezo dolazi iz hrane zivotinjskog podrijetla i lakse se
apsorbira, dok nehemsko dolazi iz hrane biljnoga podrijetla. Apsorpcija Zeljeza ovisi 0 raznim
¢imbenicima. Povecava se prisutno$éu askorbinske kiseline (vitamina C), dok fitati smanjuju
njegovu apsorpciju. Hepcidin je hormon koji regulira koli¢inu zeljeza u organizmu. U
normalnim okolnostima Zeljezo je vezano na protein transferin, a malo ga se nalazi u
slobodnom obliku. Slobodno Zeljezo je pro-oksidans i uniStava stanice (www.healthline.com).
Nedostatak zeljeza u organizmu dovodi do anemije koja moze uzrokovati umor, razdrazljivost,
probleme s pamcenjem, probleme sa srcem i mnoge druge tegobe. Kod prevelike koli¢ine
Zeljeza javlja se mucnina, povracanje, proljev, oStecenje jetre, atrofije testisa, hiperpigmentacije
1 hematokromatoze. Osim toga, novija istraZivanja povezuju Zeljezo s pojavom odredenih

malignih oboljenja (Prashanth i sur., 2015).



1.2.4. Mangan

Mangan je sastavni dio metaloenzima Kkoji sudjeluju u oksidativnoj fosforilaciji,
metabolizmu masnih kiselina i kolesterola. Najve¢im dijelom mangan se pohranjuje u kostima,
a manjim dijelom se nalazi u jetri, gusteraci i bubrezima (Prashanth i sur., 2015). Velike
koli¢ine mangana u organizmu mogu uzrokovati neurotoksi¢nost, kardiovaskularne probleme,
probleme s jetrom i smrt novorodencadi. Izlaganjem visokim koli¢inama mangana pojavljuju
se simptomi sli¢ni Parkinsonovoj bolesti. Iako utjecaj na kardiovaskularni sustav nije jo$
dovoljno istrazen prevelike doze u nekim istrazivanjima ukazuju na smanjenje sr¢anog ritma i
tlaka te povecanje QRS i P-R intervala. Jetra ima vaznu ulogu u pohrani i izlu¢ivanju mangana
te stoga slabije funkcioniranje jetre moze dovesti do jetrene encefalopatije koja onda rezultira

povecanim nakupljanjem mangana u mozgu (O'Neal i Zheng, 2015).

1.3. Zacinsko bilje

Zacini su osuSeni, aromati¢ni dijelovi biljaka. Prema definiciji Food and Drug Administration
(FAD) zacini su: "aromati¢ne biljne tvari, u cijelom, razbijenom ili mljevenom obliku, ¢ija je
funkcija u hrani okus, a ne prehrana” (www.fda.gov). Glavna razlika izmedu bilja i zacina je u
tome Sto zacin dolazi iz bilo kojeg dijela biljke osim lis¢a, dok bilje dolazi iskljucivo iz lisc¢a
(Embuscado, 2015). Zacini obi¢no dolaze iz osusenih dijelova biljke kao $to su pupoljci,
cvjetovi (klinc€i¢i, Safran); kora (cimet); korijen (dumbir, kurkuma); voc¢e/bobice (klinciéi, €ili,

crni papar); ili siemenke (kumin) koje sadrze hlapljiva ulja ili aromati¢ne mirise i okuse.

Vecina poznatih bilja i zaCina potjece iz zemalja Mediterana, Bliskog istoka ili Azije, dok su se

mnogi koristili jo$ od starog egipatskog i rimskog doba (Peter, 2004).

Kemijski sastav biljnih vrsta je kompleksan. Osim §to su izvor organskih spojeva poput
polifenola, flavonoida, proteina, enzima, vitamina i aminokiselina, bogat su izvor i razli¢itih

mikro i makro elemenata.

Mjesavine zacCina mogu predstavljati opasnost po zdravlje ljudi zbog prisutnosti toksi¢nih
elemenata. Zbog pravilne primjene biljnih vrsta te zbog zastite korisnika od trovanja
toksi¢nim elementima vazno je znati mineralni sastav biljnih vrsta. Poznato je da su metali
poput Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, Se i Zn sastojci bitnih enzima ili sudionika u nizu
fizioloskih procesa pa ih se smatra neophodnima za pravilno funkcioniranje ljudskog
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organizma. Nedovoljna opskrba tim esencijalnim mikro-elementima rezultira nizom bolesti ili
stanja. Medutim, neki drugi elementi nepozeljni Su ili toksi¢ni za ljudsko zdravlje poput As, Cr,
Cd, Ni i Pb. Do kontaminacije biljnih vrsta moze vrlo lako do¢i tijekom uzgoja i prerade biljaka
(Basgel i Erdemoglu, 2006). Zagadenje tla teSkim metalima, zagadenje voda za
navodnjavanje, atmosferska prasina, industrijski i automobilski ispusni plinovi, pesticidi te
gnojiva igraju vaznu ulogu u kontaminaciji biljnih vrsta. Biljke su primarni primatelj elemenata
iz okolisSa koji se apsorbiraju putem korijenja 1 listova. Listovi biljaka mogu biti
izvor mineralnih elemenata poput cinka, magnezija, mangana, zeljeza, bakra, titana(Ti),
broma(Br), aluminija(Al), stroncija(Sr), natrija, fosfora, kalija, joda i fluora(F). Ucestala
konzumacija razli¢itih za¢ina moze znacajno pridonijeti unosu preporucenih dnevnih doza
(RDA, EFSA, 2006) nekih esencijalnih i nutritivno vaznih elemenata, ali isto tako moze
doprinijeti unosu toksi¢nih elemenata i povecati rizik od trovanja njima. Narocito ako se uzme
u obzir njihova sklonost nakupljanju u ljudskom organizmu. S obzirom na ¢injenicu da
elementarni sastav utjeCe na farmakoterapijska svojstva biljnih vrsta, poznavanje koncentracije
esencijalnih i toksi¢nih elemenata od iznimne je vaznosti za utvrdivanje uéinkovitosti biljnih
vrsta u lijeCenju razli¢itih bolesti te radi procjene njihove hranidbene vrijednosti (Suchacz i
Wesotowski, 2006; Han i sur., 2007; Salahinejad i Aflaki, 2010).

1.4. Biljne vrste

1.4.1. Origanum vulgare L.

Origano je kulinarsko biljka koje potjeCe iz obitelji biljaka Lamiaceae, koja uz origano

ukljucuje bosiljak, ruzmarin, mentu, kadulju, lavandu, mazuran i druge.

Origano (lat. Origanum vulgare) autohtona je biljka zapadne i jugozapadne Euroazije i
mediteranske regije. Ima aromatic¢an, topao i blago gorak okus. Medu kemijskim spojevima
koji pridonose okusu origana su karvakrol, pinen, timol, limonen,, ocimen i kariofilen (Mockute
I sur., 2001.). Origano takoder sadrzava polifenole, ukljucujuéi kafeinsku, p-kumarinsku i
ruzmarinsku kiselinu, koji djeluju antioksidativno i sprjecavaju peroksidaciju lipida (Rubio i

sur., 2013.). Siroko se koristi u mediteranskoj kuhinji, na Filipinima i u Latinskoj Americi.



1.4.2. Petroselinum crispum (Mill.) Fuss.

Persin (lat. Petroselinum crispum) je kulinarska biljka koja pripada obitelji Apiaceae.
Porijeklom je iz srednjeg Mediterana. Svjezi perSin ima ¢istu aromu sa svestranim svjezim
okusom koji je blago papren. Persin je izvor nekoliko korisnih flavonoida, posebice luteolina i
apigenina (Maher HM i sur., 2015; Meyer i sur., 2006). Apigenin je povezan s protuupalnim
djelovanjem jer smanjuje aktivnost ili inhibira ciklooksigenoazu-2 (COX-2) (Pan MH i sur.,
2010). Apigenin je takoder prepoznat kao potencijalno sredstvo za kemoprevenciju raka
(Shuklai sur., 2010). Glavna sastavnica eteri¢nog ulja koje se nalazi u lis¢u persina je 1,3,8-p-
mentatrien, ali i druge komponente su takoder prisutne u manjim koli¢inama, ukljuéujuci

miristicin i limonen izmedu ostalih (Zhang H i sur., 2006; Simon JE i sur., 1988).

1.5. Atomska apsorpcijska spektroskopija

Atomska apsorpcijska spektroskopija (eng. Atomic Absorbtion Spectroscopy-AAS) je
instrumentalna  spektrofotometrijska  analiticka tehnika, temeljena na apsorpciji
elektromagnetnog zracenja, koja se koristi za kvalitativno i kvantitativno odredivanje vise od
70 elemenata. Tehnika je vrlo precizna, to¢na i osjetljiva te veéina metala moze biti dokazana i
odredena. Osim za odredivanje i dokazivanje metala, tehnika moze posluziti i za indirektno

odredivanje 1 dokazivanje nekih nemetala.

Atomska apsorpcijska spektroskopija ima Siroku primjenu u odredivanju metala u tragovima,
toksikologiji metala te odredivanju kakvoce i sadrzaja ljekovitih tvari i gotovih oblika. Ovo su

samo neka od podrucja primjene AAS-a u medicini i farmaciji.

U industrijskim procesima koristi se za ispitivanje oneciS¢enja meduprodukata, zavr§nog
proizvoda te otpadnih produkata nezeljenim metalima. Vazna primjena AAS je u analizi tla
koje ¢e se koristiti za poljoprivredu. Ispituje se prisutnost i koli¢ina esencijalnih metala, metala
u tragovima te aditiva u tlu Sto omogucuje dobivanje tla specifi¢nog sastava za uspjeSan uzgoj
zeljene kulture. Primjenjuje se i u ispitivanju hrane na toksi¢ne metale, ali i za analizu
esencijalnih metala u tragovima, koji su neophodni za normalno funkcioniranje organizma. U
sprezi s drugim analitickim tehnikama, AAS se primjenjuje u forenzici za analizu metala u
metcima, barutu, ostricama i drugim uzorcima kako bi se utvrdio njihov izvor (White, 2009).
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Temelji se na svojstvu atoma da apsorbiraju zracenja na odredenim valnim duljinama. Atom
koji ima najnizu energiju i najstabilniju elektronsku konfiguraciju nalazi se u svom temeljnom
stanju. Dovodenjem energije ona se apsorbira i atom prelazi u manje stabilnu konfiguraciju,
odnosno u pobudeno stanje. Elektroni atoma apsorbiraju to¢no odredenu energiju, prelaze na
viSe energetske nivoe te se zatim spontano vracaju u osnovno stanje emitirajuéi fotone
svjetlosti. Pri tome se emitira energija koja je jednaka prethodno apsorbiranoj energiji (Beaty i
Kerber, 1993).

Valna duljina emitirane svjetlosne energije povezana je direktno s prijelazom elektrona. Svaki
element ima jedinstvenu elektronsku strukturu te je zbog toga valna duljina emitirane svjetlosti
jedinstvena za svaki element. Kod velikih atoma zbog kompleksne orbitalne konfiguracije moze
do¢i do vise elektronskih prijelaza. Svaki prijelaz rezultira emisijom karakteristicne valne

duljine svjetlosti (Beaty i Kerber, 1993).

Za razliku od emisijske spektroskopije, koja mjeri emisiju zraenja kada se elektroni vracaju iz
pobudenog u osnovno stanje, apsorpcijska spektroskopija mjeri izvorno zracenje koje
apsorbiraju elektroni u osnovnom stanju. S obzirom da je vecina atoma u uzorcima u osnovnom

stanju, apsorpcijska mjerenja su opéenito osjetljivija od emisijskih.

Takoder, atomska apsorpcijska spektroskopija pogodnija je za elemente gdje su razlike u

energijama prevelike da bi se postiglo emisijsko zracenje (Jingesh i sur., 2012; Watson 1999)

1.5.1. Plamena atomska apsorpcijska spektroskopija

U atomskoj apsorpciji toplinskom energijom kemijski spojevi prevode se u slobodne atome.
Plamena atomizacija temelji se na izgaranju vodene otopine uzorka koja se na pocetku rasprsuje
u oblik fine vodene prasine koja se mije$a s plinovitim gorivom i oksidansom te uvodi u plamen
gdje nastaje atomska para koja obasjana svjetlom tocno odredene valne duljine uzrokuje prijelaz
atoma metala u pobudeno stanje. Pritom je energija emitiranog zracenja pri vra¢anju u 0snovno
stanje jednaka valnoj duljini apsorbiranog zracenja. 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. Lampa emitira elektromagnetno (EM) zracenje koje
prolazi kroz plamen gdje atomi apsorbiraju zracenje odredene valne duljine, a pad intenziteta
zracenja uslijed apsorpcije EM zracenja atoma je analiticki signal. Signal se ocitava pomocu

detektora koji je sastavni dio uredaja (Luterotti 1 sur., 2013).



Najcesce smjese plinova koje se koriste u plamenoj atomskoj apsorpcijskoj spektroskopiji 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 temperaturu od 2800
°C (Skoog i sur., 1999; Watson 1999).

Atomski apsorpcijski spektrofotometar sastoji se od izvora linijskog zracenja, atomizatora,

monokromatora i detektora (Watson 1999).
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Slika 1. Dijelovi plamenog atomskog apsorpcijskog. Preuzeto od Chemical Instrumentation-Weebly

Izvor linijskog zradenja

Kao izvor linijskog zracenja u atomskoj apsorpcijskoj spektroskopiji koristi se lampa sa
Supljom katodom. Lampa sadrzi cilindricnu metalnu katodu, zatvorenu u staklenu cijev i
ispunjenu inertnim plinom neonom ili argonom. Primjenom napona dolazi do ionizacije

neutralnog plina. Pozitivno ionizirane atome plina privlaci metalna katoda i dolazi do sudara
atoma plina s atomima metala na katodi i prijenosa energije. Posljedica toga je prelazak atoma
metala u pobudeno stanje. Povratkom u osnovno stanje atomi metala emitiraju zracenje to¢no
one energije koju mogu apsorbirati atomi u ispitivanom uzorku (Jingesh i sur., 2012; White).
Za svaki element potrebno je koristiti drugu lampu tj. lampu ¢ija katoda sadrzi element koji
zelimo ispitati. lako je moguce napraviti viSeelementne lampe od legura ili mjeSavina atoma,

prihvatljive su samo odredene kombinacije. Primjer takvih kombinacija su PerkinElmer®



Lumina Lamp Ca-Mg-Zn i PerkinElmer® Lumina Lamp Co-Cr-Cu-Fe-Mn-Ni (Arnold i sur.,
2011; White 2009).
Atomizator

U atomizatoru dolazi do pretvorbe iona metala i njegovih spojeva u oblik slobodnih atoma i
plinovito agregatno stanje. Najcesce se koriste plameni atomizator i grafitna pec¢ (elektro-

termalni atomizator) (Jingesh i sur., 2012).

U plamenoj apsorpcijskoj spektroskopiji (eng. Flame Atomic Apsorption Spectroscopy, FAAS)
tekuci uzorak se dovodi u plamen putem rasprsivac¢a. U rasprSivacu se uzorak prevodi u kapljice
koje lako izgaraju u plamenu. Plamen sluzi kao izvor neutralnih atoma ili molekula, uklanja
otapalo i atomizira uzorak tj. oslobada analit iz soli ili drugih spojeva. Plamen zahtjeva oksidans
i gorivo. U tu svrhu najée$ce se koriste kombinacija zraka i acetilena za postizanje temperature
od 2400 °C. Kombinacija dusikovog oksida i acetilena Kkoristi se za postizanje temperature od
2800 °C 1 sluzi u analizi metala ¢iji su spojevi otporni na termalnu razgradnju (npr. oksidi bora,
uranija i cirkonija). Prednosti plamene apsorpcijske spektroskopije su cijena (koja je relativno
niska), jednostavnost upotrebe i brzina (ako je postupak automatiziran). Nasupram tome,
nedostatci tehnike su to da je potrebni veliki volumeni uzorka, ograni¢eno je vrijeme prisutnosti
atoma u plamenu zbog velike brzine izgaranja te nemogucnost analize ¢vrstih uzoraka (Jingesh
i sur., 2012).

Iako su uzorci uglavnom u vodenim otopinama moguce je provesti analizu i iz nevodenih
otapala. Najpogodnija otapala za takvu analizu su etanol i metil izobutil keton ¢ija je viskoznost
sli¢na viskoznosti vode. Takoder pokazano je da uporaba organskih otapala u FAAS povecava
ucinkovitost atomizacije jer su viskoznost i povrSinska napetost uglavnom manji od onih u vodi,
Sto dovodi do stvaranja manjih kapljica i ve¢eg volumena uzorka u plamenu. Analiza elemenata
FAAS-om u organskim otapalima obi¢no daje rezultate jednake onima analizi u vodenim

otopinama (Bader, 2011).

U grafitnoj peci atomizacija se dogada u cilindri¢noj grafitnoj cijevi, koja je otvorena na oba
kraja i ima centralni otvor za dovod uzorka. Grijanje grafitne cijevi se postize prolaskom
elektricne struje. Postupak atomizacije provodi se u nekoliko koraka. Korak susenja se provodi
radi uklanjanja otapala iz uzorka, a postize se odrzavanjem temperature iznad tocke vreliSta
otapala. U drugom koraku pocinje uniStavanje matriksa uzorka, to ukljucuje zagrijavanje

grafitne cijevi na temperaturu izmedu 350 °C 1 1200 °C 45 sekundi.
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Tijekom suSenja i destrukcije matriksa odrzava se protok dusika i argona koji uklanja vanjska

oneciS¢enja. Podizanjem temperature izmedu 2000 °C i 3000 °C postize se atomizacija analita

i mjeri se apsorpcija zracenja. U svrhu ¢iS¢enja instrumenta moguce je na kraju dodati jo$ jedan

korak zagrijavanja (Jingesh i sur., 2012).

Monokromator

Monokromator je uredaj koji uklanja zrac¢enje razli¢itih komponenti uzorka i samog plamena,
dok propusta zracenje samo Zeljene valne duljine do detektora, a postavljen je izmedu plamena
i detektora. Uredaji za atomsku apsorpcijsku spektroskopiju izradeni su s monokromatorom
koji ima jednu zraku s obzirom da bi bilo tesko izraditi referentnu zraku s vlastitim rasprsivacem

1 plamenom identi¢nima kao kod zrake uzorka (White 2009).

Detektor

Intenzitet odabranog svjetla, koje dolazi do detektora, najces¢e se mjeri pomocu
fotomultiplicirajuce cijevi. Fotomultiplicirajuca cijev detektira fotone koristec¢i fotoelektri¢ni
efekt i sekundarnu emisiju kako bi pretvorila svijetlost u elektri¢ni signal. Na jednom Kkraju
spojena je sa scintilatorom koji proizvodi fotone kao odgovor na dolazno zraCenje. Nastali
fotoni dolaze na katodu proizvodeci elektrone fotoelektricnim efektom. Multiplikaciju
elektrona provodi sustav dioda-elektroda izmedu kojih su postavljeni visoki naponi, koji
dodatno ubrzavaju elektrone te u sudaru s diodama nastaju novi elektroni te se na kraju procesa
dobiva pojacani elektricni signal na anodi. Fotomultipliciraju¢a cijev se Cesto koristi, jer moze
mjeriti veliki raspon valnih duljina, ima veliku dinami¢nost, veliku moguénost pojacanja

signala, a malu razinu smetnji (Settle 1997; Leo 1987).

1.6. Validacija analiticke metode

Validacija analiticke metode je postupak kojim se utvrduje 1 dokumentira da je metoda
prikladna za zeljenu namjenu. Validacija analiticke metode potvrduje visokim stupnjem
sigurnosti, da ¢e analiticka metoda davati valjane rezultate u propisanim uvjetima. Prema
regulatornim zahtjevima dobre proizvodacke prakse i dobre laboratorijske prakse postupci

validacije su obvezni. Validaciju treba provesti pri razvoju i uvodenju nove analiticke metode,
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kao 1 pri promjeni bilo kojeg dijela ve¢ validirane analiticke metode. S obzirom da je proces
validacije potvrda prikladnosti metode, s njime ne bi trebali zapoceti ukoliko nije siguran

njegov uspjesan zavrsetak (Nigovi¢ i sur, 2014; Ahuja i Scypinski 2001).

Opis analitickog postupka ukljuéuje pripravu uzoraka, poredbenih tvari i reagensa, opis mjernih
uredaja i instrumentalnih parametara analize, kao i primjenu formula za izraCunavanje rezultata,
kako bi ga svaki analiti¢ar mogao ponoviti. Analiticke znacajke koje se odreduju validacijom
su preciznost, specifi¢nost, selektivnost, granica dokazivanja, granica dokazivanja, linearnost,

radno podrucje, tocnost i izdrzljivost.

e Preciznost analiticke metode pokazuje slaganje izmedu niza ponovljenih mjerenja
dobivenih uzorkovanjem istog homogenog uzorka pod propisanim uvjetima.
Iskazuje se kao ponovljivost, srednja preciznost i obnovljivost (Nigovic¢ i sur, 2014;
Ahuja i Scypinski 2001).

e Specificnost analiticke metode je njezina sposobnost da razlikuje samo jednu
komponentu od ostalih prisutnih u uzorku, dok je selektivnost sposobnost metode
da tocno odredi analit u prisutnosti ostalih komponenata uzorka (oneciS¢enja,
pomo¢nih tvari itd.).

e Linearnost predstavlja sposobnost analiticke metode, da unutar odredenog intervala
daje rezultate proporcionalne koncentraciji analita u wuzorku. IzraZzava se
koeficijentom korelacije regresijskom pravca (k>0,999).

® Radno podrucje je raspon izmedu gornje i donje koncentracije analita u uzorku
unutar kojeg analiticka metoda ima prihvatljivu to¢nost preciznost i linearnost.

e Tocnost analitiC¢ke metode pokazuje slaganje srednje vrijednosti dobivenih rezultata
I stvarnih ili prihvacenih referentnih vrijednosti. Odstupanje se iskazuje kao
analiticki prinos (eng. Recovery). Odreduje se nakon ispitivanja selektivnosti,
linearnosti i preciznosti.

e Granica dokazivanja (eng. Limit of detetction, LOD) je najniza koncentracija
analita koja se moze dokazati.

e Granica odredivanja (eng. Limit of quantitation, LOQ) je najniZza koncentracija
analita koja se moze odrediti s prihvatljivom to¢nos¢u i preciznos$¢u pri propisanim
uvjetima metode.

e [zdrzljivost analiticke metode je mjera njezine sposobnosti da pod utjecajem malih i

namjernih promjena parametara ostane nepromijenjena. Izdrzljivost je indikator
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pouzdanosti analiticke metode tijekom normalne primjene uz male promjene uvjeta

u kojima se realno provode analize (Nigovié i sur, 2014, Medié¢-Sari¢, 2006).
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2. ObrazloZenje teme
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Kulinarsko bilje i zacini stolje¢ima se koriste i kao arome i kao konzervansi hrane. Stovige,
zbog svojih poznatih i pretpostavljenih zdravstvenih prednosti, bilje i zacini koriste se u
medicinskoj praksi od davnina. Neki od zdravstvenih ucinaka koji se pripisuju bilju i za¢inima
ukljucuju antioksidativno, antimikrobno i protuupalno djelovanje, kao i1 potencijalnu zastitu od
kardiovaskularnih bolesti, neurodegeneracije i dijabetesa tipa 2.(Vazquez-Fresno R. i sur.,
2019)

Prosjecni prehrambeni unos uobicajenih zacina u cijeloj populaciji znatno varira diljem svijeta.
Na primjer, Europljani konzumiraju prosje¢no 0,5 g po osobi dnevno. Umjereni potrosaci bilja
i zacina nalaze se na Bliskom istoku i isto¢noj Aziji s dnevnom potro$njom od 2,6 odnosno
3,1 g po osobi. Najveci potrosaci bilja i zaCina nalaze se u Indiji, Juznoj Africi i Latinskoj
Americi s prosjekom od 4,4 g/dan (www.who.int). U Indiji se procjenjuje da je potro$nja samo
kurkume 1,5 g po osobi dnevno (Sharma R.A. i sur., 2001). Dok je potro$nja bilja i zadina
opcenito veéa u juznim zemljama kao Sto su Indija, Meksiko, Peru, Kina i Tajland, unos bilja i
zaCina se povecava u mnogim razvijenim zemljama Sjeverne Europe i Sjeverne Amerike, zbog
promjene prehrambenih navika i sve veée sklonosti prema etni¢koj ili zacinjenoj hrani
(Williams P.G. i sur., 2006) S obzirom na raSirenu upotrebu bilja i za¢ina i s obzirom na njihove
poznate (i potencijalne) zdravstvene dobrobiti, o€ito je potrebno bolje razumjeti obrasce

konzumiranja bilja i za¢ina.

Mnoge mjesavine za¢ina mogu predstavljati opasnost za zdravlje zbog eventualne prisutnosti
toksi¢nih elemenata. Zbog toga elementarna analiza mjesSavina za¢ina od velikog je znacaja i
postoji potreba za brzim i osjetljivim analitickim tehnikama koje se mogu primijeniti i u
rutinskim analizama. U Europskoj farmakopeji (EDQM, 2020) propisana je FAAS tehnika za

odredivanje sadrzaja teskih metala.

Ciljevi ovog rada bili su provesti optimizaciju i validaciju metode za kvantitativhu analizu
teSkih metala u uzorcima zacina pomocu plamene atomske apsorpcijske spektroskopije te
primjena optimizirane metode za odredivanje sadrzaja teSkih metala u ispitivanim uzorcima
zacina. U tu svrhu ispitani su validacijski parametri kao $to su linearnost, ponovljivost, LOD,

LOQ te je provedena kvantitativna analiza teskih metala u uzorcima origana i persina.

Dobiveni rezultati analizirani su koriste¢i metodu glavnih komponenata (principal component
analysis, PCA) i klastersku analizu (agglomerative hierarchical clustering, AHC) kako bi se

mogla utvrditi moguca povezanost izmedu elementnog sastava zacina.
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3. Materijali i metode
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3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije
e Standard Zn 1000 pg/mL (Sigma Aldrich, Njemacka)
e Standard Cu 1000 pg/mL (Sigma Aldrich, Njemacka)

e Standard Mn 1000 pg/mL (Sigma Aldrich, Njemacka)

e Standardni referentni materijal, liS¢e zelenog caja (CRM, Standard Reference

Material 3254, Green Tea Leaves, NIST)

e Standard Fe 1000 pg/mL (Sigma Aldrich, Njemacka)
e Dusic¢na kiselina (HNO3) 65% (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Dusicna kiselina (HNO3) 2%

e Ultracista voda (provodljivost 0,055 uScm)

3.1.2. Radni instrumenti i pribor

U izradi ovog rada koriSteni su sljedeci radni instrumenti i pribor:

Atomski apsorpcijski spektrometar Aanalyst 800 (Perkin Elmer Instruments, Norwalk,

CT, SAD)
Analititka vaga AG245 (Mettler Toledo, Svicarska)
Tarionik s pistilom

Grijaca plo¢a Cimarec 2 (Barnstead/Thermolyne, Dubuque, lowa, SAD)

Celulozni nitratni membranski filteri za filtraciju uzoraka veli¢ine pora 0,45 um

(Sartorius, Gottingen, Njemacka)

Mikropipete Rainin pipet-Lite L-10 XLS, L-1000 XLS, L-20 LTS i L-200 LTS

(Mettler Toledo, Grefensee, Svicarska)

Nastavci za mikropipete Rainin (Mettler Toledo, Grefensee, Svicarska)
Plasti¢ne epruvete od 10 mL 1 50 mL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
Staklene ¢ase : 50 mL

Satno staklo

Erlenmeyerova tikvica 50 mL
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3.1.3. Uzorci

Tablica 1. Tablica s ispitivanim uzorcima te pripadaju¢im oznakama

UZORAK OZNAKA UZORKA NAZIV BILINE VRSTE
Origano Ducros Oznaka 2(prah) Origanum vulgare (L.)
Origano Vegeta O/Prah 1. Origanum vulgare (L.)
Origano Kotanyi O/Prah 2. Origanum vulgare (L.)
Origano Hvarski O/Prah 3. Origanum vulgare (L.)
Persil U P/F2 Petroselinum crispum (Mill.) Fuss
Persin Kotanyi P/Prah A Petroselinum crispum (Mill.) Fuss
Persin Vegeta P/Prah F Petroselinum crispum (Mill.) Fuss
Lis¢e zelenog Caja CRM Camellia sinensis (L.)

3.2. Metode

Odredivanje sadrzaja metala u uzorcima biljnog materijala provedena su primjenom FAAS

tehnike.

3.2.1. Plamena atomska apsorpcijska spektroskopija (FAAS)

Mijerenja su provedena na atomskom apsorpcijskom spektrometru Aanalyst 800 (Perkin Elmer

Instruments, Norwalk, CT, SAD) s deuterijskim korektorom nespecifi¢éne povrSine prema

parametrima :

Tablica 2. Parametri mjerenja kod FAAS za odredeni metal

Parametri Zn Cu Mn Fe
valna duljina (nm) 2319 324.,8 279,5 248,3
Sirina pukotine (nm) | 0,7 0,7 0,2 0,2
gorivoloksidans zrak- zrak- zrak- zrak-
Ac* Ac* Ac* Ac*
korekcija pozadine D2 D2 D2 D2
zarulja HCL** | HCL** | HCL** | HCL**

*Ac-acetilen; **HCL- Suplja katodna lampa (eng.

hollow cathode lamp)

18




3.2.1.1. Priprema uzoraka za FAAS

Uzorci zacina (n=7) kupljeni su u svibnju 2021. godine u lokalnom supermarketu (Zagreb,
Hrvatska) te pohranjeni na sobnoj temperaturi. U suSioniku osuSen biljni materijal razli¢itih
biljnih vrsta usitnjen je u tarioniku s pistilom i smljeven u prah. Izvagana koli¢ina od 0,25 g
uzorka prenese se u staklenu ¢asu te doda 10,0 mL koncentrirane HNO3 i grije se poklopljeno
satnim stakalcem na grija¢oj plo¢i (T~50°C) kroz 3h. Dobivena otopina kvantitativno se
prenese u Eppendorf epruvetu i nadopuni s ultrac¢istom vodom do 25 g. Ovako pripremljena
otopina se prije analize filtrira kroz filtar veli¢ine pora 0,45 um. Standardni referentni materijal

pripremljen je na isti nacin kao i uzorci.

3.2.1.2. Priprema radnih otopina

Iz mati¢nih otopina Zn, Cu, Mn, Fe koncentracije 1000 pg/mL napravljena su serijska
razrjedenja standarda u odgovaraju¢im rasponima koncentracija s ultra ¢istom vodom. Tako
pripremljene standardne otopine koristene su za izradu bazdarnih pravaca. KoriSteni analiticki

uvjeti pripremljenih standardnih otopina i njihove koncentracije prikazani su u Tablici 3.

Tablica 3. Analiticki uvjeti za odredivanje pojedinih elemenata u biljnom materijalu

Jednadzba Linearni LOD LOQ
Element | bazdarnog pravca (rr?g;ﬁ? R* (mg/L) (mg/L)
Zn y =0,1747x + 0,0027 0,06-4 0,9994 0,224 0,679
Cu y = 0,0349x - 0,0009 0,05-2 0,9994 0,062 0,188
Mn y = 0,0439x + 0,0265 2,0-20 0,9939 2,248 6,813
Fe y =0,0214x + 0,0036 2,0-20 0,9996 0,574 1,739

R? - koeficijent pravca; LOD-granica dokazivanja; LOQ-granica odredivanja

3.2.1.3. Priprema 2% dusi¢ne kiseline (HNO3)

2% otopina HNO3 pripremljena je razrjedivanjem 20 mL koncentrirane HNO3 u odmjernoj
tikvici od 1000 mL. U tikvicu se prije kiseline doda dio ultraciste vode, zatim koncentrirana
HNO3 1 na kraju se nadopuni ultrac¢istom vodom do oznake. Otopina se koristila za ispiranje

instrumenta.
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3.2.1.4. Odredivanje sadrzaja teSkih metala u uzorcima zacina

Atomskom apsorpcijskom spektroskopijom koncentracija teskih metala odreduje se mjerenjem
apsorbancije uzoraka zac¢ina. Uzorak se plasticnom cjev€icom unosi u instrument, teski metali
se u plamenu atomiziraju 1 izlazu linijskom zracenju valne duljine karakteristicne za pojedini
metal. Promjene u intenzitetu zracenja detektiraju se fotodetektorom. Iz razlike u intenzitetu
zrac¢enja dobije se apsorbancija te se iz dobivene apsorbancije pomocu kalibracijskog pravca

izracuna koncentracija metala u uzorcima.

Kalibracija instrumenta izvodi se mjerenjem koncentracije niza prethodno pripremljenih
kalibracijskih otopina standarda metala. Prije poCetka mjerenja instrument se ispire 2%-tnom
dusi¢nom kiselinom (HNO3) i ultracistom vodom, kojom se ispire i nakon svakog mjerenja.
Uzorci i standardi se prije mjerenja homogeniziraju protresivanjem. Uzorci i standardi mjereni

su u duplikatu, te su uzete srednje vrijednosti za izradu kalibracijske krivulje.

3.2.2. Statisti¢ka analiza

Za statisticku obradu podataka koristen je program Microsoft Excell 2016 programskog paketa
Microsoft Office (Microsoft, SAD) i PrismGraphPad 8 (GraphPad Software, Inc., San Diego,
SAD, www.graphpad.com). Statisticka znacajnost postavljena je na P < 0,05. Za univarijatnu i
multivarijatnu analizu (PCA 1 klasterska analiza) koristen je programski paket XLStat (XLStat
Software, New York, SAD).
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4. Rezultati i rasprava
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Teski metali prisutni su u razli¢itim koncentracijama u biljnim vrstama i njihova koncentracija
ovisi prvenstveno o vrsti tla na kojem biljka raste, pH tla, organskim komponentama,
klimatskim uvjetima i o vrsti biljke. U ovom istraZivanju sakupljeno je 7 razli¢itih zacina i
odreden je sadrzaj Zn, Cu, Mn i Fe. Ispitivani elementi odabrani su prema njihovoj ulozi i

vaznosti u mnogim bioloskim mehanizmima.

Rezultati su dobiveni postupcima analize sadrzaja teskih metala u uzorcima zacina tehnikom
atomske apsorpcijske spektroskopije. Ispitivani su validacijski parametri metode linearnost,

ponovljivost, to¢nost, granica dokazivanja i granica odredivanja.

4.1. Validacija analiticke metode

Linearnost

Linearnost analitiCke metode je sposobnost metode da unutar odredenog intervala daje rezultate
koji su izravno proporcionalni koncentraciji analita u uzorku. Odreduje se tako da se napravi
koncentracijski niz otopina standarda te se izvrsi tri do Sest mjerenja najmanje pet razlicitih
koncentracija. Linearnost se izrazava koeficijentom korelacije regresijskog pravca (Nigovic i

sur, 2014, Medié-Sari¢, 2006).

Linearnost Zn

Za provjeru linearnosti izradene su otopine koncentracije 0,05 mg/L, 0,1 mg/L, 0,2 mg/L, 0,5
mg/L, 1 mg/L. 2 mg/L 1 4mg/L. 1z dobivenih rezultata dobivena je jednadZba pravca y =
0,1747x + 0,0027 i koeficijent korelacije R? = 0,9994. Temeljem dobivenih podataka moZe se

zakljuciti da metoda ima prihvatljivu linearnost za odredivanje cinka u uzorcima zacina.
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Tablica 4. Izmjerene apsorbancije otopina za izradu kalibracijske krivulje

Koncentracija Srednja vrijednost izmjerene Analiti¢ki signal
standarda (mg/L) koncentracije standarda (mg/L) (apsorbancija)
0 0 0
0,05 0,059 0,0113
0,1 0,097 0,0186
0,2 0,186 0,0355
0,5 0,46 0,0862
1,0 0,943 0,1724
2,0 1,922 0,3354
4,0 4,173 0,6703
0,4 y=0,1747x+0,0027
R?=0,9994
0,35
,,,,, °
03 e
= 0,25 '
So02 e
2 o
<!(l 015
0,1 .
005 | e
&
0 «*°
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Slika 2. Graficki prikaz ovisnosti koncentracije standardnih otopina cinka i apsorbancije

Koncentracija (mg/L)

2,5
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Linearnost Cu

Za provjeru linearnosti izradene su otopine koncentracije 0,05 mg/L, 0,1 mg/L, 0,2 mg/L, 0,5

mg/L, 1 mg/L i 2 mg/L. Iz dobivenih rezultata dobivena je jednadzba pravca y = 0,0349x -

0,0009 i koeficijent korelacije R? = 0,9994. Temeljem dobivenih podataka mozZe se zakljugiti

da metoda ima prihvatljivu linearnost za odredivanje bakra u uzorcima zacina.

Tablica 5. Izmjerene apsorbancije otopina za izradu kalibracijske krivulje

i Srednja vrijednost Analiticki signal
Koncentracija standarda izmjerene koncentracije (apsorbancii)
(mg/L) standarda (mg/L) P J
0 0 0
0,05 0,049 0,0012
01 0,102 0,0027
0,2 0,196 0,0055
0,5 0,499 0,0158
1,0 1,008 0,0338
2,0 1,997 0,0693
0,08 y = 0,0349x - 0,0009
R?=0,9994
0,07 .0
006 e
© 00s | T
% 0,04
2 .o
g 003 [ e
< 002 |
@
0,01 o
0 o".'.'.
0 0,5 1 1,5 2 2,5
-0,01

Koncentracija (mg/L)

Slika 3. Graficki prikaz ovisnosti koncentracije standardnih otopina bakra i apsorbancije
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Linearnost Mn

Za provjeru linearnosti izradene su otopine koncentracije 2,0 mg/L, 5,0 mg/L, 10,0 mg/L, 15,0

mg/L i 20,0 mg/L.. Iz dobivenih rezultata dobivena je jednadzba pravca y = 0,0439x + 0,0265

i koeficijent korelacije R? = 0,9939. Temeljem dobivenih podataka moZe se zakljuditi da metoda

ima prihvatljivu linearnost za odredivanje mangana u uzorcima zacina.

Tablica 6. Izmjerene apsorbancije otopina za izradu kalibracijske krivulje

Koncentracija standarda Srekdnja Vr'JEdPOSt |z(rjnjedrene Analiticki signal
(mg/L) oncentracije standarda (apsorbancija)
(mg/L)
0 0 0
2,0 1,990 0,1064
5,0 5,050 0,2637
10,0 9,982 0,4973
15,0 14,83 0,6975
20,0 20,173 0,8786
1 y =0,0439x + 0,0265
R?=0,9939
e e )
08 [ e
0,7 .
Sos e
_fés 0,5 0.
o e
go04 [ e
< .......
o .
02 |
01 - "
06
0 5 10 15 20 25

Koncentracija (mg/L)

Slika 4. Graficki prikaz ovisnosti koncentracije standardnih otopina mangana i apsorbancije
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Linearnost Fe

Za provjeru linearnosti izradene su otopine koncentracije 2,0mg/L, 5,0mg/L, 10,0 mg/L, 15,0

mg/L i 20,0 mg/L. 1z dobivenih rezultata dobivena je jednadZzba pravca y = 0,0214x + 0,0036 i

koeficijent korelacije R? = 0,9996. Temeljem dobivenih podataka moze se zakljugiti da metoda

ima prihvatljivu linearnost za odredivanje Zeljeza u uzorcima zacina.

Tablica 7. Izmjerene apsorbancije otopina za izradu kalibracijske krivulje

Koncentracija standarda Srednja Vr”equt IZMJEIENEe | Analiticki signal
koncentracije standarda b
(mg/L) (mg/L) (apsorbancija)
0 0 0
2,0 1,928 0,0442
5,0 5,085 0,115
10,0 10,341 0,2291
15,0 15,129 0,3289
20,0 19,454 0,416
0,45 y =0,0214x + 0,0036
R?=0,9996 .0
0,4 .
0,35 s
© 03 .
£ 0,25 o
g 0,2
g- 0,15
0,1 .
0,05 o
0 &
0 5 10 15 20 25

Koncentracija (mg/L)

Slika 5. Graficki prikaz ovisnosti koncentracije standardnih otopina Zeljeza i apsorbancije
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Preciznost

Preciznost analiticke metode pokazuje slaganje izmedu niza ponovljenih mjerenja dobivenih
uzorkovanjem istog homogenog uzorka pod propisanim uvjetima. Iskazuje se kao ponovljivost,

srednja preciznost i obnovljivost (Nigovi¢ i sur., 2014).

Ponovljivost pokazuje podudaranje rezultata dobivenih istom metodom pod istim uvjetima u
kratkom vremenskom razdoblju. Srednja preciznost pokazuje odstupanje rezultata dobivenih
pod razliitim uvjetima u istom laboratoriju (razli¢iti dani, razli¢iti analiticari itd.) (Nigovi¢ i
sur., 2014). Izrazava se vrijednostima kao §to su relativno standardno odstupanje (RSD, %) ili

standardno odstupanje (SD).

Ponovljivost

Ponovljivost analitiCke metode ispitana je provodenjem Sest mjerenja za Cetiri razlicite
koncentracija standardnih otopina u kratkom vremenskom periodu unutar istog dana. Dobivene
vrijednosti za sve elemente prikazane su u tablicama 8, 9, 10 i 11 te graficki(Slika 6, 7,819 .
Dobivene vrijednosti ponovljivosti u danu za sve ispitivane elemente , izrazene kao RSD, bile
su unutar prihvatljivih granica $to ukazuju na zadovoljavaju¢u ponovljivost metode. Jedino
veca vrijednost RSD (RSD < 11%) dobivena je za standard Cu najnize koncentracije $to se

moze objasniti manjom stabilno$¢u tog standarda.
Ponovljivost Zn

Tablica 8. Ponovljivost unutar jednog dana

Numericka oznaka koriStenog 5 4 5 6
standarda
Koncentracija standarda (mg/L) 0,1 0,5 1 2
0,112 0,422 0,905 1,831
0,101 0,443 0,931 1,849
Izmjerene koncentracije (mg/L) 0,108 0443 0,915 1874
J Je{mg 0,115 0,463 0,922 1,909
0,112 0,467 0,923 1,914
0,109 0,472 0,879 1,909
Srednja vrijednost (mg/L) 0,101 0,452 0,913 1,881
Standardna devijacija (SD) 0,005 0,019 0,019 0,035
Relativna standardna devijacija
4.4 4,21 2,04 1
(RSD %) A3 ’ 0 88
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Slika 6. Grafi¢ki prikaz ponovljivosti uzastopnih mjerenja u jednom danu (n=6)

Ponovljivost Cu

Tablica 9. Ponovljivost unutar jednog dana

Numericka oznaka koriStenog

(RSD %)

standarda ? ) ° °
Koncentracija standarda (mg/L) 0,1 0,5 1 2
0,085 0,468 0,951 1,96
0,083 0,504 1,019 1,994
0,082 0,490 1,012 2,012
Izmjerene koncentracije (mg/L)
0,093 0,509 0,989 2,029
0,096 0,485 1,03 2,002
0,071 0,500 1,043 1,995
Srednja vrijednost (mg/L) 0,009 0,015 0,033 0,023
Standardna devijacija (SD) 0,005 0,019 0,019 0,035
Relativna standardna devijacija 10,44 3.042 3.28 1,15
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Slika 7. Grafi¢ki prikaz ponovljivosti uzastopnih mjerenja u jednom danu (n=6)

Ponovljivost Mn

Tablica 10. Ponovljivost unutar jednog dana

Numericka oznaka koriStenog

(RSD %)

standarda 1 2 3 4
Koncentracija standarda (mg/L) 2 5 10 15
1,866 4,816 9,747 14,300
1,861 4,928 9,837 14,570
1,864 4,912 9,745 14,270
Izmjerene koncentracije (mg/L)
1,886 4,775 9,778 14,230
1,858 4,838 9,763 14,400
1,822 4,876 9,825 14,330
Srednja vrijednost (mg/L) 1,860 4,858 9,783 14,350
Standardna devijacija (SD) 0,021 0,059 0,040 0,122
Relativna standardna devijacija 112 121 0.41 0,85
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Slika 8. Graficki prikaz ponovljivosti uzastopnih mjerenja u jednom danu (n=6)

Ponovljivost Fe

Tablica 11. Ponovljivost unutar jednog dana

Numericka oznaka koriStenog

(RSD %)

standarda L 2 3 4
Koncentracija standarda (mg/L) 2 5 10 15
1,869 4,823 9,749 14,440
1,861 4,948 9,937 14,590
1,888 5,002 9,895 14,520
Izmjerene koncentracije (mg/L)
1,910 4,972 9,839 14,520
1,889 4,964 9,990 13,950
1,912 4,996 9,933 14,200
Srednja vrijednost (mg/L) 1,888 4,951 9,891 14,370
Standardna devijacija (SD) 0,021 0,066 0,086 0,246
Relativna standardna devijacija 110 133 0.86 171
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Slika 9. Grafi¢ki prikaz ponovljivosti uzastopnih mjerenja u jednom danu (n=6)

Tocnost

Toc¢nost analiticke metode pokazuje slaganje srednje vrijednosti dobivenih rezultata i
prihvacenih referentnih vrijednosti. To¢nost se iskazuje kao analiticki prinos (eng. recovery), i
pokazuje odstupanja od prihvacene referentne vrijednosti (Nigovi€ 1 sur., 2014). Racuna se

prema izrazu:

R=%x100,
X

Gdje je je X srednja izmjerena vrijednost, a X stvarna vrijednost analita u uzorku.

Toc¢nost metode ispitana je pomocu standardnog referentnog materijala, liS¢e zelenog caja
(CRM). CRM je pripremljen na isti nacin kao uzorci te je mjeren pod istim uvjetima. Dobivene
vrijednosti su izrazene su kao % prinosa te su bile u rasponu od 92,4 % do 109,2 % Sto ukazuje

na zadovoljavajucu to¢nost metode.

Granica dokazivanja i granica odredivanja

Granica dokazivanja (eng. limit of detection, LOD) je najniza koncentracija analita, koja se
moze dokazati, ali ne i odrediti, prema zadanim uvjetima metode.

Granica odredivanja (eng. limit of quantitation, LOQ) je najniza koncentracija analitau uzorku
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koju je mogucée odrediti s prihvatljivom to¢no$¢u i preciznos$cu pri propisanim uvjetima metode.
LOD i LOQ odreduju se razrjedivanjem ispitivane otopine, a predstavljaju omjer signala i Suma
(LOD=3:1 ili 2:1, LOQ=10:1) ili iz standardnog odstupanja signala i nagiba kalibracijskog
pravca (Nigovi¢ i sur., 2014).

33xc0

LOD =

10x o
a

LOQ =

Gdje je o standardno odstupanje y-odsjecka regresijskog pravca, dok je a nagib regresijskog

pravca.

Granica dokazivanja i granica odredivanja Zn

Odreden je nagib kalibracijskog pravca a = 0,1747 i standardno odstupanje y-odsjecka
regresijskog pravca o = 0,010956 te su izra¢unati LOD i LOQ:

LOD =0,2069 mg/L
L0OQ =0,6271 mg/L

Granica dokazivanja i granica odredivanja Cu

Odreden je nagib kalibracijskog pravca a = 0,03489 i standardno odstupanje y-odsjecka
regresijskog pravca o = 0,000655 te su izracunati LOD i LOQ:

LOD =0,0619 mg/L
LOQ =0,1878 mg/L
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Granica dokazivanja i granica odredivanja Mn

Odreden je nagib kalibracijskog pravca a = 0,04391 i standardno odstupanje y-odsjecka
regresijskog pravca o = 0,02992 te su izrac¢unati LOD i LOQ:

LOD =2,2484 mg/L

LOQ =6,8134 mg/L

Granica dokazivanja i granica odredivanja Fe

Odreden je nagib kalibracijskog pravca a = 0,021404 i standardno odstupanje y-odsjecka
regresijskog pravca o = 0,0003722 te su izracunati LOD i LOQ:

LOD =0,5738 mg/L

LOQ =1,7389 mg/L

4.2. Odredivanje sadrzaja teSkih metala U uzorcima zacina

Nakon $to je metoda validirana, pripremljeni su uzorci u duplikatu kako je opisano u poglavlju
materijali i metode, te je svaki pripremljeni uzorak mjeren Sest puta. Dobivene vrijednosti
prikazane su kao srednja vrijednost i standardna devijacija u tablici (Tablica 12.) u nastavku
teksta.
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Tablica 12. Izmjerene koncentracije teSkih metala u uzorcima zacina

Zacinsko Uzorak Oznaka uzorka | Koncentracija | Koncentracija Cu Koncentracija Koncentracija Mn +SD
bilje Zn+SD (mg/kg) +SD (mg/kg) Fe+SD (mg/kg) (mg/kg)
Origano Ducros | Oznaka2(prah) 34,58+0,8 8,451+0,1 189,14+15 63,59+5,6
Origano Vegeta O/Prah 1. 27,101+0,5 9,731£0,1 447,76+20 46,80+3,2
Origano | Origano Kotanyi O/Prah 2. 26,25+0,7 8,62+0,3 258,71+16,2 40,82+4,3
Origano Hvarski O/Prah 3. 18,711+0,3 22,711+0,6 252,83+21,3 40,97+3,5
Persil U P/F2 45,67+1,2 8,79+0,1 180,97+12 101,39+8,2
PerSin | Per$in Kotanyi P/Prah A 51,49+1,5 10,51+0,2 249,47+15,5 136,08+8,6
Persin Vegeta P/Prah F 35,05+0,9 20,46+0,4 207,44+18,3 4591422
Biljni Lisce zelenog CRM 24,78+0,3 11,89+0,6 297,91+17 871,03+33
standard Caja
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Dobivena koncentracija elemenata s FAAS smanjuje se kako slijedi: Fe > Mn > Zn > Cu.
Osim kod uzoraka O/Prah 3. gdje je redoslijed Fe > Mn > Cu > Zn, te kod uzorka CRM gdje
je redoslijed sljede¢i: Mn > Fe > Cu > Zn.

Svi zacini sadrze znacajne koncentracije esencijalnih elemenata (Cu, Zn, Fe 1 Mn). Medutim,
sadrzaj svih ispitivanih elemenata znacajno se razlikuju medu ispitivanim biljnim vrstama.
Dobivene razlike u koncentracijama mogu se objasniti razli¢itim biljnim vrstama odnosno
njihovoj botani¢koj strukturi, mobilnosti elemenata unutar biljke, mineralnom sastavu tla na
kojem su uzgajane, sposobnosti apsorpcije kao i nekim drugim antropogenim izvorima
onecis¢enja. Mn 1 Fe su elementi prisutni u najve¢im koncentracijama i njihove vrijednosti
variraju. Sadrzaj Mn varira od 40,8 mg/kg do 871,1 mg/kg, dok sadrzaj Fe od 180,1 mg/kg do
447,8 mg/kg. Visok sadrzaj Mn moze biti posljedica koriStenih pesticida za tretiranje tla na
kojem biljka uspijeva kao i posljedica uzgoja biljaka na industrijskim i stambenim lokacijama
bogatim Mn zbog njegove upotrebe kao dodatka gorivu. S obzirom na vaznu ulogu Mn na
endokrini, Ziv€ani i enzimski sustav konzumacija za¢ina bogatih Mn moze utjecati na normalan
metabolizam kod ljudi. . Kao esencijalni elementi, cink i bakar sastavni su dio mnogih enzima
kao Sto su superoksid dismutaza, lizil oksidaza i ceruloplazmin koji imaju znacajnu ulogu u
antioksidacijskoj obrani. Dobivene koncentracije Cu i Zn su u rasponu od 8,5 mg/kg do 22,7
mg/kg za Cu odnosno od 18,7 mg/kg do 51,5 mg/kg za Zn.

4.3. Kemometrijske metode obrade podataka

Srednja vrijednost i standardno odstupanje koncentracije elemenata dobivenih u ovom
istrazivanju pokazali su velike varijacije u sadrZaju ispitivanih elemenata kod razli¢itih biljnih
vrsta. Kako bi se dobio $to bolji uvid u sadrZaj odredivanih elemenata kod ispitivanog biljnog

materijala dobiveni podaci podvrgnuti su kemometrijskim metodama analize.

4.3.1. Multivarijantna analiza

Multivarijatna analiza je korisna statistiCka tehnika za identifikaciju obrasca ponasanja u
distribuciji podataka kao i za olakSavanje interpretacije velikog broja podataka. Dobiveni
podaci analizirani su analizom glavnih komponenata-PCA (eng. Principal component analysis)

1 klasterskom analizom. PCA je najceS¢e primjenjivan postupak koji se koristi u svrhu
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klasifikacije ispitivanih varijabli. Koristi se za ispitivanje veza izmedu razlicitih varijabli,
detektiranje i interpretiranje ponaSanja unutar uzorka npr. grupiranje, sli¢nost ili razlike

ispitivanih elemenata.

PCA je primjenjena na sve podatke. Jedan od osnovnih ciljeva PCA analize je da identificira
faktore od iznimne vaznosti iz skupa podataka. Analiza glavne komponente provedena je
uzimajuci u obzir standardizirane podatke, §to znaci da su pocetne varijable transformirane tako
da budu centrirane i imaju jedinstvenu disperziju. Osnovna statistika eigen analize prikazana je
u Tablici 13. Prve dvije komponente ¢ine 84,68 % varijabilnosti ispitivane serije: F1(PC1) ¢ini
59,52 % i F2 (PC2) 25,164 %.

Tablica 13. Eigen analiza

F1 F2 F3 F4
Eigen vrijednosti 2,381 1,007 0,565 0,048
Varijabilnost(%) 59,517 25,164 14,129 1,189
Kumulativna 59,517 84,681 98,811 100,000
vrijednost (%)
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Slika 10. Doprinos glavnih komponenata varijabilnosti analiziranih podataka
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Prva PCA komponenta (F1) je najvaznija i pokazuje jaku povezanost s vrijednostima cinka,
mangana i zeljeza (40,107%, 30,091% i 29,093 %). Bakar je dominantna komponenta za drugu
PCA komponentu (F2) s vrijednosti od ¢ak 96,776%. (Tablica 14).

Tablica 14. Doprinost varijabli

F1 F2 F3 F4
Zn(%) 40,107 1,739 0,000 58,153
Cu(%) 0,709 96,776 1,513 1,003
Fe(%) 29,093 0,766 51,450 18,691
Mn(%b) 30,091 0,719 47,037 22,153
Biplot (axes F1 and F2: 84,68 %)
2
D
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1
s
g 0,5 .
& )
N e o — e __ 4
-0,5
%
-1 °
B
C [ ]
-1,5 L
-1,5 -1 0,5 0 1 1,5 2
F1 (59,52 %)
o Active variables e Active observations

Slika 11. Graf dobivenih podataka za teSke metale u ispitivanim uzorcima

Dobiveni rezultati ukazuju da elementi mogu potjecati iz raznih izvora. Primjerice, okoli§ moze

biti potencijalno izvor Mn dok Fe najcesce potjeCe iz tla. Cu je esencijalan element, sastavni
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dio koenzima vaznih za zivot biljke. Pomocu PCA analize identificirani su elementima s

najve¢im znacajem za ispitivani biljni materijal (Slika 11.).

Klasterska analiza Cesto se koristi u kemometriji i to s ciljem pojasnjenja veze izmedu uzoraka
bez prethodnih informacija o toj vezi. Uzorci bivaju grupirani u klastere prema njihovoj

sli¢nosti odnosno u ovom slucaju prema sadrzaju teSkih metala u ispitivanim uzorcima zacina.

U ovom istrazivanju primjenjena je Ward's metoda za hierarhijsku klastersku analizu. Dobiveni
rezultati prikazani su pomocu dendograma (Slika 12). 1z prikazanog dendograma vidljiva je
podjela na 2 osnovne grupe za rezultate dobivene FAAS tehnikom. Dobivene grupe rezultata
pokazuju slicnost izmedu zaina na osnovu sadrzaja ispitivanih teSkih metala. Ovakvo

grupiranje u skladu je s dobivenim rezultatima sadrzaja teskih u pojedinom uzorku zacina.

Dendrogram

16 T
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Dissimilarity
o]
1

, 1 4x_\
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Slika 12. Dendogram klasterske analize za 4 varijable i 7 uzoraka
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5. Zakljucak
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Teski metali predstavljaju znacajnu sirovinu za brojne industrijske grane, neki od njih su
neophodni za zive organizme, mogu djelovati povoljno na produktivnost poljoprivrede, ali i
vecina njih Cesto je znacCajan zagadivaC zivotne sredine. Smatra se da su teSki metali bio-
akumulativni elementi koji ¢ine veliku prijetnju javnom zdravlju. Ljudi su izlozeni teSkim
metalima iz razli¢itih izvora, no smatra se da je glavni izvor unos putem kontaminirane hrane i

pica.

U ovom radu analizirano je 6 uzoraka zacina origana i perSina na prisutnost teskih metala
koriStenjem plamene atomske apsorpcijske spektroskopije. U navedenim uzorcima odredene su

koncentracije cinka, bakra, mangana i zeljeza. Dobiveni rezultati potkazali su sljedece:

e Plamena atomska apsorpcijska spektroskopija prikladna je metoda za
odredivanje i dokazivanje teskih metala u uzorcima zacina.

e Predlozena metoda validirana je prema vaze¢im smjernicama, a dobiveni rezultati
pokazali su da je metoda linearna, precizna, to¢na i brza.

e Sama predloZena metoda ne zahtjeva dugotrajnu pripremu uzoraka, a

sam postupak mjerenja moze biti i brzi, ukoliko je automatiziran.

Imaju¢i u vidu kompleksnost biljnog materijala kao i razli¢itost porijekla primijenjen je
kemometrijski pristup za obradu eksperimentalno dobivenih podataka. lako je potrebno
analizirati puno veci broj uzoraka, PCA 1 klasterska analiza pokazale su mogucu korelaciju
izmedu ispitivanih elemenata 1 odredeni obrazac ponasanja je definiran. Nadalje, analizom
glavnih komponenata omoguceno je grupiranje uzoraka zacina u skupine i pokazani Su
potencijalni izvori metala u samom materijalu. Ovo istraZivanje pokazalo je da razli¢iti za€ini
mogu biti grupirani prema sadrzaju elemenata u njima Sto moze biti od velike koristi pri analizi
kontrole kvalitete.

Zacini dostupni na trziStu sadrZze odredenu koli¢inu teSkih metala korisnth u ljudskom
organizmu, ali koja je relativno mala pa op¢enito ne mogu biti zamjena zdravoj i uravnotezenoj
prehrani te farmaceutskim pripravcima za suplementaciju.

Nadzor teSkih metala u biljnom materijalu od velike je vaznosti naro€ito zbog njihovih utjecaja

na zdravlje ljudi i rasirenosti primjene.
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6. Popis kratica, oznaka i simbola
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AAS (eng. Atomic absorption spectroscopy) - Atomska apsorpcijska spektroskopija
AHC (eng. Agglomerative Hierarchical Clustering) - Aglomerativno hijerarhijsko grupiranje

FAAS (eng. Flame atomic absorption spectroscopy) - Plamena atomska apsorpcijska
spektroskopija

FDA (eng. Food and Drug Administration) - Americka Agencija za hranu i lijekove
LOD (eng. Limit of detection) - Granica dokazivanja
LOQ (eng. Limit of quantification) - Granica odredivanja

PCA (eng. Principal Component Analysis) - Analiza glavnih komponenata
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8. Sazetak/Summary
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Teski metali predstavljaju znacajnu sirovinu za brojne industrijske grane, neki od njih su
neophodni za Zive organizme, za produktivnost poljoprivrede, dok su neki od njih zagadivaci

Zivotne sredine.

Cilj ovog rada bio je provesti validaciju metode za kvantitativnu analizu teSkih metala iz
uzoraka za¢ina pomocu plamene atomske apsorpcijske spektroskopije. U tu svrhu ispitani su
validacijski parametri kao Sto su linearnost, ponovljivost, LOD, LOQ te je optimiziranom

metodom provedena kvantitativna analiza teSkih metala u uzorcima origana i persina.

Provedeno ispitivanje pokazalo je da u ispitivanom podruc¢ju metoda ima prihvatljivu
linearnost, (Zn)R? = 0,9994, (Cu)R? = 0,9994, (Mn)R? = 0,9939, (Fe)R? = 0,9996. Ponovljivost
metode izrazena kao relativna standardna devijacija (RSD) bila je u rasponu od 0,86 % do
1,72% za Fe, od 0,41% do 1,21% za Mn, od 1,15% do 10,44% za Cu i od 1,88% do 4,43% za
Zn, §to ukazuje na prihvatljivu ponovljivost. Dobiveni analiti¢ki prinos bio je u rasponu od
92,4% do 109.2% $to ukazuje ne zadovoljavajucu to¢nost metode. Najniza granica dokazivana
(LOD) iznosila je 0,0619 mg/L za Cu, dok je najvisa LOD iznosila 2,2484 mg/L za Mn.
Najniza granica odredivanja (LOQ) iznosila je 0,1878 mg/L za Cu, dok je najvisa LOQ
iznosila = 6,8134 mg/L za Mn. Iz navedenih podataka moze se zakljuciti da validirana metoda
ima zadovoljavajucu selektivnost i osjetljivost. Nakon optimizacije metode, izmjerene su
koncentracije teskih metala u uzorcima. PCA 1 klasterska analiza pokazale su mogucu
korelaciju izmedu ispitivanih elemenata i istaknuti su potencijalni izvori metala u ispitivanom
materijalu. Ovo istrazivanje pokazalo je da Se razli¢iti za¢ini mogu grupirati prema sadrzaju

elemenata u njima Sto moze biti od velike koristi pri analizi kontrole kvalitete.
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Heavy metals are an important raw material for many industries, some of them are necessary
for living organisms, others for agricultural productivity, while some of them are

environmental pollutants.

The aim of this work was to validate the method for quantitative analysis of heavy metals from
spice samples using flame atomic absorption spectroscopy. For this purpose, validation
parameters such as linearity, repeatability, LOD, LOQ were examined, and a quantitative
analysis of heavy metals in oregano and parsley samples was performed using an optimized

method.

The performed study showed that the method has acceptable linearity in studied range, (Zu)
R2 =0.9994, (Cu) R2 = 0.9994, (Mn) R2 =0.9939, (Fe) R2 = 0.9996. Method repeatability
expressed as relative standard deviation (RSD) ranged from 0.86% to 1.72% for Fe, from
0.41% to 1.21% for Mn, from 1.15% to 10.44% for Cu and from 1.88% to 4.43% for Zn,
indicating acceptable repeatability. Recovery results between 92,4% and 109.2% show
acceptable accuracy of themethod. The lowest limit of detection (LOD) was 0.0619 mg/L for
Cu, while the highest LOD was 2.2484 mg/L for Mn. The lowest limit of quantification (LOQ)
was 0.1878 mg/L for Cu, while the highest LOQ was 6.8134 mg/L for Mn. After optimization
of the method, the concentrations of heavy metals in the samples were measured. PCA and
cluster analysis showed a possible correlation between the tested elements and possible
sources of metals in the material were highlighted. This study showed that different spices can
be grouped according to their content of elements, which can be very useful for quality control

analysis.
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