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1. UvOD
1.1 Med
Grana poljoprivrede koja se bavi uzgojem pcela radi dobivanja meda i ostalih pcelinjih

proizvoda (voska, mati¢ne mlijeci, pcelinjeg otrova itd.) te oprasivanja kultiviranih i samoniklih

biljaka naziva se pcelarstvo (www.enciklopedija.hr). Med je slatki i viskozni proizvod pcela

medarica koje skupljaju nektar biljaka ili izlu¢evina kukaca. On je zbog svoje slatkoce i okusa
od davnina koriSten kao zasladivac, a danas se ¢esto koristi kao zamjena za Secer (saharozu) te

kao hrana vrlo visoke energetske vrijednosti koja ima ljekovita svojstva (Pohl i sur., 2012).

Na temelju ¢lanka 71. stavka 1. Zakona o poljoprivredi ministarstvo poljoprivrede definiralo je
med kao prirodno sladak proizvod $to ga medonosne pcele (Apis mellifera) proizvode od
nektara medonosnih biljaka ili sekreta zivih dijelova biljaka ili izlu€evina kukaca koji siSu na
zivim dijelovima biljaka, koje pcele skupljaju, dodaju mu vlastite specifi¢ne tvari, pohranjuju,

izdvajaju vodu i odlaZzu u stanice saca do sazrijevanja (NN/53/15).
1.1.2 Podjela

Osnovne vrste meda dijele se prema podrijetlu i prema nacinu proizvodnje. Prema podrijetlu
med se dijeli na cvjetni ili nektarni med koji je dobiven od nektara biljaka te medljikovac ili
medun koji je uglavnom dobiven od izlu¢evina kukaca (Hemiptera) koji Zive na Zivim
dijelovima biljaka ili od sekreta zivih dijelova biljaka (NN/53/15). Cvjetni med nadalje se moze
podijeliti na onaj dobiven od jedne vrste cvijeca i onaj dobiven od viSe razli¢itih vrsta cvijeca.
Botanicko porijeklo, kao 1 klimatski uvjeti 1 geografsko porijeklo meda imaju utjecaj na njegovu

kvalitetu i sastav (Tomasik, 2003).

Prema nacinu proizvodnje ili prezentiranja med se dijeli na med u sacu, med sa sacem ili med
s dijelovima saca, cijedeni med, vrcani med, presani med i filtrirani med. Med u sa¢u je med
kojeg skladiste pcele u stanicama svjeze izgradenog saca bez legla ili u satnim osnovama
izgradenim iskljuc¢ivo od pcelinjeg voska, koji se prodaje u poklopljenom sacu ili u sekcijama
takvog sac¢a. Med sa sa¢em ili med s dijelovima saca sadrzi jedan ili vise dijelova saca. Cijedeni
med je med koji se dobiva ocjedivanjem otklopljenog sac¢a bez legla. Vrcani med je med
dobiven vrcanjem (centrifugiranjem) otklopljenog saca bez legla. Presani med je med dobiven

preSanjem saca bez legla, sa ili bez koriStenja umjerene temperature koja ne smije prijeci 45


http://www.enciklopedija.hr/

°C. Filtrirani med je med dobiven na nacin koji tijekom uklanjanja stranih anorganskih ili

organskih tvari dovodi do znacajnog uklanjanja peludi (NN/53/15).
1.1.3 Fizikalna svojstva

Fizikalna svojstva meda ovise o postotku vode, botani¢kom porijeklu, temperaturi i postotku
odredenih Secera koje sadrzi. Aroma i okus meda ovise o sadrzaju Secera, kiseline i drugih
hlapljivin komponenata poput C1-C5 aldehida i alkohola ili metil- i etil formata. Godisnje
doba, izvor nektara te vrijeme izmedu skupljanja nektara i prikupljanja meda kao i uvjeti
proizvodnje odreduju boju meda iako tocna kemijska komponenta koja najvise pridonosi boji
meda nije poznata (Ball, 2007). Svjezi med je prezasi¢ena otopina Secera, a njegova gustoca
varira izmedu 1,38 i 1,45 kg/L na 20 °C. Med je tvar visoke viskoznosti, oko 12 Pas, koja
uvelike ovisi o temperaturi (iako se ta korelacija smanjuje iznad 40 °C), postotku Secera i vode

kao i o sadrzaju dekstrina, trisaharida i proteina (Tomasik, 2003, Ball, 2007).

Kristalizacija je prirodno svojstvo svakog meda i ne utjeCe na kvalitetu meda. Ona ovisi 0
temperaturi, sadrzaju fruktoze i glukoze kao i o udjelu dekstrina i vode. Temperatura
skladiStenja, osim §to odreduje hoce 1i med biti u tekuc¢em ili kristaliziranom stanju, takoder
odreduje 1 veli¢inu nastalih kristala. Pri nizim temperaturama nastaje viSe manjih kristala, dok
Su pri viSim temperaturama kristali ve¢i. Tocka taliSta kristaliziranog meda je izmedu 40 1 50
°C, a ovisi o sastavu meda — prvenstveno o sadrzaju fruktoze i glukoze. Sto je veéi udio ovih
Secera, prije ¢e doci do kristalizacije. Na kristalizaciju takoder utjeCe 1 sadrzaj vode 1 dekstrina,

¢iji povecani udio usporava kristalizaciju (Tomasik, 2003).
1.1.4 Kemijski sastav

Med sadrzi mnogo razli¢itih sastavnica ukljucujuci Secere, vodu, polifenole, slobodne
aminokiseline, proteine, enzime, vitamine i esencijalne minerale. Udio vode u medu je izmedu
16,9 i 18 %. Na ukupne ugljikohidrate otpada od 64,9 do 73,1%, od ¢ega su najzastupljenija
fruktoza (35,6 — 41,8%) i glukoza (25,4 — 28,1%). Udio glukoze i fruktoze smanjuje se s
vremenom za oko 15%. Takoder, prisutne mogu biti i maltoza (1,8 — 2,7%) i sukroza (0,23 —
1,21%) kao 1 mnogo drugih jednostavnih Secera poput izomaltoze, nigeroze, turanoze i
maltuloze. Neki od prisutnih polifenola u medu su cimetna kiselina, klorogenska kiselina,
elaginska kiselina, galna kiselina i brojne druge. Di- i trisaharidi prisutni u medu hidroliziraju
u monosaharide djelovanjem enzima poput invertaze i a-glukozidaze koji su takoder prisutni u

medu i ¢ine proteinski dio. Prisutni su i enzimi o- i B-amilaza, glukoza oksidaza, katalaza i
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fosfataza. Ostatak proteinskog dijela ¢ine slobodne aminokiseline (178 mg na 100g meda) od
kojih je glavni prolin koji ¢ini 49 — 59% ukupnog sadrzaja slobodnih masnih kiselina. Prisutnost
organskih kiselina pridonosi okusu meda kao i njegovoj kiseloj pH vrijednosti i antimikrobnoj
aktivnosti. Najzastupljenija je glukonska kiselina, a zatim slijede asparaginska, limunska,
galakturonska, malonska, mravlja kiselina i mnoge druge (Ball, 2007; Escuredo i sur., 2013;
Nolan i sur., 2019).

1.1.5 Mineralni sastav

Botanicko i geografsko podrijetlo utjecu na sastav minerala prisutnih u medu. Uglavnom su to
kalij, fosfor, kalcij 1 natrij, a u tragovima su prisutni selen, olovo, kadmij, cink, Zeljezo,
magnezij, mangan, aluminij, silicij, bor, barij, srebro, molibden, krom i arsen (Leme i sur.,
2014). U industrijskim podrué¢jima gdje je zagadenje vece, metali poput olova i kadmija, ali i
aluminija, barija i olova nakupljaju se u biljkama s kojih péele kasnije skupljaju nektar pa se to
manifestira pove¢anom koncentracijom tih metala u medu (Karakowska i sur., 2015; Pohl i sur.,
2012).

1.1.6 Koristenje meda u medicinske svrhe

Zbog svojih antioksidativnih i protuupalnih svojstava, med se oduvijek, osim u prehrambene
svrhe, koristio i u svrhu lijeCenja bolesti. Med ima antibakterijska svojstva zbog kojih je
koriSten u lijeCenju povrSinskih rana, opeklina i upala (Nolan i sur., 2019), a zbog utjecaja na
proliferaciju stanica moze pobolj$ati imunosni odgovor i utjecati na razvoj tumora. Budu¢i da
sprjeGava oksidaciju lipoproteina male gustoce, ima pozitivan utjecaj na kardiovaskularni
sustav. U tradicionalnoj medicini med je koriSten u lijeGenju gastritisa i pepti¢kog ulkusa, a
njegov pozitivan utjecaj na ova stanja potvrduju moderna istrazivanja koja su dokazala da med
potiCe obnavljanje oSte¢ene intestinalne mukoze, stimulira rast novog tkiva i ima protuupalna
svojstva. Redovita konzumacija meda takoder je pokazala pozitivne utjecaje na ziv¢ani sustav
te respiratorni sustav u slucaju astme i bakterijskih infekcija sustava (Mandal i Mandal, 2011;
Cianciosi i sur., 2018).



1.2 Cink

Cink je kao mineral otkriven 1869. u biljkama, 1934. u pokusnim zivotinjama, a 1961. u ljudima
(Roohani i sur., 2013). Normalna koncentracija cinka u serumu je izmedu 0,66 1 1,10 pg/mL u
odraslih osoba (Wang i sur., 2018) te je ona konstantna neovisno o unosu cinka (Osredkar i
Sustar, 2011), a u ljudskom organizmu prosje¢no ima izmedu 2 i 4 grama cinka, §to ga Cini
drugim najzastupljenijim metalom u nasem organizmu, odmah nakon zeljeza. Najveca
koncentracija cinka nalazi se u dijelovima oka i u prostati, a ostatak je rasporeden u misi¢ima,
kostima, mozgu, jetri i bubrezima. Cink se u plazmi nalazi vezan na transferin i aloumin koji
ga prenose, a metalotionein ga pohranjuje, dok u intestinalnim stanicama metalotionein moze

vezati ione cinka i utjecati na njegovu intestinalnu apsorpciju (Osredkar i Sustar, 2011).
1.2.1 Uloga cinka u organizmu

Cink ima klju¢nu ulogu u mnogim biokemijskim i fizioloskim funkcijama organizma na
molekularnoj i stani¢noj razini te je odgovoran za pravilno funkcioniranje ¢itavog organizma
(Suzuki i sur., 2020). Kataliticka aktivnost vise od 200 enzima ovisi 0 cinku, poput
karboanhidraze, koja katalizira stvaranje ili razgradnju uglji¢ne kiseline i na taj nacin odrzava
omjer CO: i uglji¢ne kiseline u krvi, ili karboksipeptidaze koja kida peptidne veze tijekom
probave proteina (Osredkar i Sustar, 2011). Cink regulira diferencijaciju, proliferaciju i funkciju
T- i B — limfocita, te ima vaznu ulogu u funkcioniranju imunoloskog sustava (Suzuki i sur.,
2020). Ukljucen je u sintezu proteina, DNA i RNA, stabilizaciju membrana stanica, reakcije
oksidacije i redukcije u organizmu te apoptozu stanica (Maywald i sur., 2017). Nuzan je za
zacjeljivanje rana, osjet okusa i mirisa, a potice i normalan rast i razvoj tijekom trudnoce,

djetinjstva i puberteta (Osredkar i Sustar, 2011).
1.2.2 Deficijencija cinka

Deficijencija cinka vrlo je Cesta pojava. Gotovo 2 milijarde ljudi u zemljama u razvoju pati od
deficijencije ovog mikroelementa (Osredkar i Sustar, 2011). Deficijencija je definirana
koncentracijom cinka u plazmi ispod 60 pg/dL kada se i po€inju javljati prvi simptomi (Kogan
i sur., 2017) poput usporavanja rasta, gubitka apetita i oslabljene funkcije imunoloS$kog sustava.
Pri tezim oblicima deficijencije mogu se javiti i ozbiljniji simptomi poput gubitka kose, dijareje,
odgodenog spolnog sazrijevanja, impotencije, hipogonadizma u muskaraca te koznih lezija i
lezija u oku, a mogu se pojaviti i gubitak teZine, smanjeni apetit, promjene u osjetu okusa,

odgodeno zacjeljivanje rana kao i kognitivni poremecaji, a neprepoznata teSka deficijencija
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moze biti i fatalna (Osredkar i Sustar, 2011). Do deficijencije moze do¢i zbog nedovoljnog
unosa cinka hranom ili dodacima prehrani, zbog smanjene apsorpcije ili pove¢anog izlu¢ivanja
te zbog povecéanih potreba za cinkom (Kogan i sur., 2017). Posebne dobne skupine ljudi, zivotne
navike kao i odredena stanja pridonose riziku od deficijencije cinka. Trudnice i dojilje ¢esto
imaju smanjene razine cinka zbog povecanih potreba ploda odnosno djeteta (Osredkar i Sustar,
2011). Novorodencad, mala djeca i adolescenti imaju povecane potrebe za cinkom zbog
ubrzanog rasta. Starije osobe pate od nedostatka cinka zbog promjene prehrambenih navika tj.
smanjenog unosa crvenog mesa, a smanjena apsorpcija cinka takoder je razlog za deficijenciju
cinka (Roohani i sur., 2013). Biljna vlakna, koja vegetarijanci unose u ve¢em postotku, vezu
cink i tako dovode do njegove smanjene apsorpcije $to moze dovesti do deficijencije. Povecani
unos etanola u alkoholicara smanjuje intestinalnu apsorpciju cinke te povecava izlu€ivanje
cinka urinom $to dovodi do toga da otprilike 30 — 50 % alkoholi¢ara ima smanjene razine cinka
u organizmu (Osredkar i Sustar, 2011). Primije¢eno je da sobe s Chronovom bolescu,
ulceroznim kolitisom, sindromom kratkog crijeva te slicnim gastrointestinalnim poremecajima
kao $to je dijareja imaju smanjenu apsorpciju i povecane gubitke cinka iz gastrointestinalnog
trakta $to u konacnici moze dovesti do smanjenih vrijednosti cinka u organizmu ( Kogan i sur.,
2017). Rizi¢na skupina su i osobe koje boluju od hipertenzije te u svojoj terapiji uzimaju ACE
inhibitore, antagoniste angiotenzina Il ili hidroklorotiazid (Mossink, 2020).

Nadalje, do deficijencije cinka moze doé¢i nakon terapije Wilsonove bolesti penicilaminom kao
i zbog genetickih poremecaja poput bolesti srpastih stanica ili akrodermatitisa enteropatike
(Kogan i sur., 2017). Akrodermatitis enteropatika je nasljedni urodeni poremecaj u
metabolizmu cinka. Manifestira se pustularnim dermatitisom, dijarejom te distrofijom noktiju.
Ozbiljnost bolesti i njenih simptoma proporcionalna je koncentraciji cinka u organizmu, a
bolest je prije uvodenja suplementacije cinkom bila smrtonosna za novorodencad (Osredkar i

Sustar, 2011).
1.2.3 Intoksikacija cinkom

Toksi¢nost uzrokovana cinkom je vrlo rijetka, a cink unesen oralnim putem se smatra sigurnim
i netoksi¢nim (Kogan i sur., 2017). Usprkos tome, zabiljezeno je nekoliko slucaja trovanja
cinkom uslijed viSestrukog prekoracenja preporucene dnevne doze. Simptomi intoksikacije
cinkom su muc¢nina, povracanje, gubitak apetita, abdominalni gréevi, dijareja i glavobolja

(Roohani i sur., 2013). Unos cinka koji je 10 — 20 puta veci od preporucene dnevne doze od 15



mg moze dovesti do deficijencije bakra u organizmu te anemije i neutropenije (Kogan i sur.,

2017).
1.2.4 Nutritivni izvori cinka i preporuceni dnevni unos

Cink je esencijalni mikroelement, $to znaci da ga se mora unijeti hranom ili dodacima prehrani
jer ga ljudski organizam sam ne mozZe sintetizirati. Na trziStu su dostupni razni oblici dodataka
prehrani koji sadrze cink u obliku cinkovog glukonata, sulfata i acetata (Osredkar i Sustar,
2011). Cink je takoder sadrzan i u crvenom mesu i piletini, ribi i morskim plodovima, mlije¢nim
proizvodima, cjelovitim Zitaricama, oraSastim plodovima, Sjemenkama i mahunarkama

(Osredkar i Sustar, 2011; Mocchegiani i sur., 2013; Wang i sur., 2018; www.ods.od.nih.gov).

Preporuceni dnevni unos (engl. Recommended Dietary Allowances, RDA) je preporucena
dnevna razina unosa nutrijenata dovoljna da zadovolji potrebe zdrave populacije (87-98%).
RDA vrijednosti cinka za razli¢ite dobne i spolne skupine, kao i za trudnice i dojilje prikazane

su u Tablici 1 (www.ods.od.nih.gov).

Tablica 1. RDA vrijednosti cinka

Dob Muski spol Zenski spol Trudnoca Dojenje
0-6 mjeseci 2 mg* 2 mg*

7-12 mjeseci 3 mg 3 mg

1-3 godine 3mg 3 mg

4-8 godina 5mg 5 mg

9-13 godina 8 mg 8 mg

14-18 godina 11 mg 9 mg 12 mg 13 mg
19+ godina 11 mg 8 mg 11 mg 12 mg

*Adekvatan unos (engl. Adequate intake, Al) — razina unosa nutrijenta za koju se smatra da je
dovoljna da zadovolji nutritivne potrebe; odreduje se kada nema dovoljno dokaza za

odredivanje RDA (preuzeto iz: www.o0ds.od.nih.gov)
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1.3 Atomska apsorpcijska spektrofotometrija

Atomske spektroskopske metode koriste se za kvalitativno i kvantitativno odredivanje vise od
70 elemenata. Ove metode mogu detektirati koncentracije metala u vrlo niskim koncentracijama
(ppm (dijelovi na milijun), ppb (dijelovi na milijardu) ili manje), a takoder su vrlo brze i visoko

selektivne metode kao i cjenovno prihvatljive (Harris, 2010).

Atomska apsorpcijska spektrofotometrija (engl. Atomic Absorption Spectroscopy, AAS) je
spektroskopska metoda koju je 1956. godine otkrio Alan Walsh. Ova metoda je Siroko
rasprostranjena u razli¢itim podru¢jima analize poput analize metala u bioloSkim teku¢inama,
primjerice Krvi i urina, u pracenju oneci$éenja okoliSa, u utvrdivanju prisutnosti razli¢itih
metala u zraku, rije¢noj ili morskoj vodi i hrani. Cesto je koristena metoda i u analizi lijekova
buduci da se brojni metali koriste kao reagensi i/ili katalizatori u procesima njihove proizvodnje
pa postoji moguénost da zaostanu u ljekovitim pripravcima. Budu¢i da su neki od tih metala
Stetni za ljudsko zdravlje, vazno je utvrditi grani¢ne vrijednosti tih metala u gotovim ljekovitim

oblicima kao i u njihovim spremnicima (Amidzi¢ Klari¢, 2020).

1.3.1 Nacelo metode

Svaki atom ima jedinstvenu jezgru sastavljenu od protona i neutrona koja je okruZena
elektronima u elektronskom oblaku. Elektroni su rasporedeni u orbitale na na¢in da zauzimaju
stanje najmanje energije koje nazivamo osnovno stanje. Ako se atom u osnovnom stanju obasja
zracenjem odredene energije elektron vanjske orbitale prijeci ¢e iz osnovnog u pobudeno stanje
koje je nestabilno (Slika 1). Koli¢ina energije, odnosno kvant energije, koja je apsorbirana
karakteristi¢na je za pojedini metal, stoga se u atomskoj apsorpcijskoj spektroskopiji koriste
izvori zraenja to¢no odredene valne duljine kako bi se mogao odrediti jedan metal u prisutnosti
ostalih. Budu¢i da je broj slobodnih atoma u plamenu proporcionalan koli¢ini apsorbiranog
zracenja, moguce je kvantitativno odrediti koli¢inu ispitivanog analita (\Watson, 1999; Harris,

2010; Skoog i sur., 2014).
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Slika 1. Prelazak cinka iz osnovnog u pobudeno stanje apsorpcijom zracenja valne duljine 214

nm (preuzeto i prilagodeno iz: Watson, 1999)

Prvi korak u AAS-u je atomizacija — isparavanje i razgradnja uzorka pri kojoj atomi prelaze u
dobro odvojene atome i elementarne ione. Na temelju nacina atomizacije razlikuje se nekoliko

tehnika za odredivanje metala:

1. plamena (engl. Flame Atomic Spectroscopy, FAAS)
2. grafitna (engl. Graphite Furnace Atomic Absorption Spectroscopy, GF AAS)
3. hidridna (engl. Hydride Generation Atomic Absorbiton Spectroscopy, HG AAS)

Tako atomizirane atome obasjava zraCenje tocno odredene valne duljine pri ¢emu se atomi
pobuduju apsorbiranjem to¢no odredenim kvantima energije karakteristicnih za pojedine
elektronske prijelaze. Budu¢i da je koli¢ina zracenja koje obasjava atome poznata, a koli¢ina

zracenja koje izlazi biljezi detektor, moguce je izraCunati koncentraciju analiziranog metala

(Amidzi¢ Klari¢, 2020).



1.3.2 Dijelovi uredaja
AAS uredaj sastoji se od 5 klju¢nih dijelova:

1. Linijski izvor zra¢enja — zarulja sa Supljom katodom (engl. Hollow cathode lamp)

2. Generator atomske pare — plameni atomizator laminarnog protoka (engl. laminar flow
flame atomiser)

3. Monokromator (engl. Monochromator)

4. Detektor (engl. Detector)

5. Sustav za obradu podataka (engl. Computer)

Dijelovi AAS uredaja sa plamenim atomizatorom prikazani su na Slici 2 (Harris, 2010).

Hollow- | p, Flame P
cathode Monochromator Detector Amplifier
lamp l
_— Fu
k. . J
Analyte sample
in beaker

Slika 2. Dijelovi AAS-a: izvor zraCenja — Zarulja sa Supljom katodom, generator atomske pare
— plamen, monokromator, detektor, sustav za obradu podataka (preuzeto iz: Harris, 2010)

Linijski izvor zracenja — Zarulja sa Supljom katodom

Buduéi da monokromatori ne mogu izolirati dovoljno uske vrpce valnih duljina i to¢ne
frekvencije, kao izvor zraCenja koriste se zarulje sa Supljom katodom. Takve Zarulje sastoje se
od anode (engl. Anode) izradene od volframa i cilindri¢ne Suplje katode (engl. Hollow cathode)
izradene od metala koji se analizira ili SU obloZene tim metalom. Takva anoda i katoda nalaze
se pod tlakom u staklenoj cijevi ispunjenoj inertnim plinom — neonom ili argonom. Kada su te
elektrode izloZene razlici potencijala od otprilike 300 V, inertni plin ionizira i kationi inertnog

plina krecu se izmedu dvije elektrode i stvara se struja od 5 do 10 mA. Ako je stvoren dovoljno
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veliki potencijal, kationi udaraju u katodu s dovoljno energije da izbiju atome metala i stvore
atomski oblak. Neki od tako izbijenih atoma metala se nalaze u pobudenom stanju koje je
nestabilno te se brzo vracaju u osnovno stanje pri ¢emu emitiraju zracenje uske vrpce valnih
duljina koje onda u plamenu apsorbiraju atomi metala ispitivanog uzorka. Naposljetku se
izbijeni atomi metala vra¢aju na povrsinu katode ili se taloZe na stijenke Zarulje. Za svaki
element potrebna je druga lampa, a komercijalno su dostupne zarulje za oko 70 elemenata
(Skoog i sur., 2014). Shematski prikaz zarulje sa Supljom katodom nalazi se na Slici 3 (Skoog
i sur., 2014).

Anode Hollow
\ / cathode
r
- =/ =

I E Iy

Quartz or
/ / V4 Pyrex window

s

Glasx/ Ne or Ar

shield at 1-5 torr

Slika 3. Dijelovi Zarulje sa Supljom katodom: anoda, Suplja katoda, prozor od kvarca ili

borosilikatnog stakla, inertni plin neon ili argon, stakleni §tit (preuzeto iz: Skoog i sur., 2014)

Generator atomske pare — plameni atomizator laminarnog protoka

Moderni AAS uredaji s plamenim atomizatorom koriste gotovo isklju¢ivo plamene atomizatore
laminarnog protoka (Skoog i sur., 2014). U ovakvom tipu uredaja uzorak se rasprsuje u protoku
oksidansa (engl. Oxidant) (obi¢no zraka) na vrhu kapilare te prelazi u oblik aerosola. Aerosol
ulazi u komoru za rasprsivanje (engl. Spray chamber), gdje se mijeSa s gorivom (engl. Fuel) te
se kroz niz pregrada (engl. Baffles), uklanjaju sve osim najmanjih kapljica. Prolaskom kroz

plamen (engl. Flame) kapljice isparavaju, a ¢vrste Cestice raspadaju se na atome. Tipi¢na brzina
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protoka je 2 do 5 mL/min, a §irina plamena je izmedu 5 i 10 cm (Skoog i sur., 2014). Najéesca
kombinacija goriva i oksidansa je smjesa acetilena i zraka koji mogu proizvesti temperature od
2100 do 2400 °C, a ukoliko su potrebne vece temperature moze se koristiti smjesa acetilena i
dusikovog oksida ( Harris, 2010). Shematski prikaz plamenog atomizatora laminarnog protoka

prikazan je na Slici 4 (Harris, 2010).

(a)

Flame

Burner
head

£ Spray

Ue

- L8/ chamber
Xiq,

Xldant

e
ga“\Q\/'

Nebulizer

1 To drain

Slika 4. Dijelovi plamenog atomizatora laminarnog protoka: oksidans, gorivo, komora za
rasprsivanje, glava plamenika, plamen, pregrade, stakleni niSan, odvod, rasprsiva¢, dovod

uzorka (preuzeto iz: Harris, 2010.)

Monokromator je dio uredaja koji odabire jednu usku vrpcu zracenja koje emitira zarulja sa
Supljom katodom koju onda propusta do detektora (Harris, 2010), dok ostatak interferirajuceg

zraCenja iz plamena zaustavlja (Watson, 1999).
Detektor, pogoden fotonima, proizvodi elektricni signal ( Harris, 2010).

Sustav za obradu podataka ¢ini racunalo koje prima i obraduje elektri¢ni signal iz detektora

te prikazuje kona¢nu koncentraciju analita u uzorku (Harris, 2010).

11



1.4 Validacija

Validacija je proces koji znanstvenim ispitivanjem dokazuje da je odredena analiticka metoda
primjerena za odredenu primjenu. Potrebno je dovoljno laboratorijskih mjerenja i podataka
kojima se moze jasno potvrditi i dokumentirati da je metoda valjana u odredenim uvjetima rada.
Zahtjevi dobre proizvodacke prakse (Good manufacturing practises, GMP) i dobre
laboratorijske prakse (Good laboratory practise, GLP) nalazu validaciju analitickih postupaka
kako bi se osiguralo da ¢e se u propisanim uvjetima primjene analitickog postupka dobiti valjani
rezultati. Validaciju nije potrebno provoditi prije mjerenja svakog novog analita, ve¢ se ona
provodi pri razvoju i uvodenju nove metode ili pri promjeni nekog od dijelova analiticke metode
koja je ve¢ prethodno validirana. Promjena se moze odnositi na promjenu namjene vec
validirane metode, prilagodbu i1 poboljsanje ve¢ validirane metode, prenosenje metode u drugi
laboratorij ili na drugi instrument, promjene u sintezi glavne komponente ili u sastavu gotovog

proizvoda te promjene u analitickom postupku (Nigovié i sur., 2014).
Analiticki parametri koji se odreduju postupom validacije su:

Tocnost (engl. Accuracy)

Preciznost (engl. Precision)

Specifi¢nost / selektivvnost

Granica dokazivanja engl. (Limit of detection, LOD)
Granica odredivanja (engl. Limit of quantitation, LOQ)

o g~ w b -

Linearnost i koncentracijsko podrucje (engl. Linearity and range)

7. lzdrZljivost
Ovisno o namjeni analiticke metode, ispituju se samo odredeni parametri. Sve dok se ne
zadovolje zahtjevi navedeni u propisima, analiticki postupak mora se razvijati 1 validirati

(Nigovic¢ i sur., 2014).

Toc¢nost analitickog postupka izrazava stupanj slaganja izmedu vrijednosti rezultata dobivenih

mjerenjem i vrijednosti koje su prihvac¢ene kao stvarne ili referentne vrijednosti.

Tocnost se odreduje mjerenjem uzoraka poznate koncentracije i usporedivanjem tih rezultata
sa rezultatima mjerenja analita. Uzorak se mjeri najmanje tri puta na najmanje tri razlicite
koncentracije u radnom podrucju metode. Odredivanjem to¢nosti mogu se utvrditi sustavne

pogreske. Tocnost se iskazuje analitiCkim prinosom (engl. recovery), a definirana je formulom:
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R=%x%x100
X

gdje je x srednja izmjerena vrijednost analita, a X stvarna vrijednost analita u uzorku (Nigovié¢
i sur., 2014).

Preciznost analiticke metode je njena sposobnost da pokazuje slaganje izmedu visestruko
ponovljenog mjerenja uzoraka dobivenih visestrukim uzorkovanjem iz istog homogenog

uzorka pri istim propisanim uvjetima.

Preciznost se odreduje mjerenjem 5 do 6 puta na 2 do 3 razlicite koncentracije. Odredivanjem
preciznosti mogu se utvrditi slucajne pogreske metode. Preciznost se najcesce iskazuje kao
relativna standardna devijacija (engl. Relative standard deviation, RSD, %), a ra¢una se prema

formuli:
RSD = % x 100

gdje je SD standardna devijacija (engl. Standard deviation), a x srednja vrijednost dobivenih
rezultata. Preciznost se izrazava kao ponovljivost (engl. Repeatability), srednja preciznost
(engl. Intermediate Precision) i obnovljivost (engl. Reproducibility). Ponovljivost iskazuje
podudaranje rezultata dobivenih uzastopnim mjerenjem istog uzorka na istom instrumentu, kod
istog analiticara, koriStenjem istih reagensa u istom laboratoriju u kratkom vremenskom
razdoblju odnosno mjerenja pod istim uvjetima. Srednja preciznost oznafava odstupanje
rezultata dobivenih mjerenjem istog uzorka istom metodom pod razli¢itim uvjetima - razlicit je
analitiCar, instrument, reagensi — ali u istom laboratoriju kroz duzi vremenski period. Srednja
preciznost pokazuje hoce li metoda nakon razvoja davati iste rezultate tijekom uporabe u
laboratoriju. Obnovljivost oznacava podudaranje rezultata dobivenih uzastopnim mjerenjem
nekoliko istih uzoraka istom metodom, ali kod razli¢itih analiti¢ara u razli¢itim laboratorijima
i razli¢itim radnim uvjetima unutar specificiranih parametara metode. Obnovljivost pokazuje

hoce 1i metoda davati iste rezultate u razli¢itim laboratorijima (Nigovi¢ i sur., 2014).

Specifi¢nost (engl. Specificity) je sposobnost metode da nedvojbeno razlikuje jedan analit od

ostalih komponenata prisutnih u uzorku.

Selektivnosti je sposobnost metoda da moze tocno odrediti Zeljeni analit u prisutnosti drugih
komponenata prisutnih u uzorku. Druge komponente mogu biti pomoc¢ne tvari, one¢iscenja ili

razgradni produkti odnosno matrice uzoraka. Ispitivanje selektivnosti bitno je kod analitickih
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postupaka kojim se odreduje sadrzaj ili ispituje Cisto¢a uzorka. Provode se dodatkom
onecis¢enja ili pomoc¢nih tvari Cistoj ljekovitoj tvari te se potom provodi mjerenja, a ukoliko
oneci$¢enja nisu dostupna, uzorak se moze podvrgnuti uvjetima razgradnje te se nakon toga

utvrduju interferencije (Nigovic i sur., 2014).

Granica dokazivanja (engl. Limit of detection, LOD) predstavlja najmanju koncentraciju
analita u uzorku koja se moze detektirati, ali se ne moze to¢no kvantificirati, pri zadanim

uvjetima metode (Nigovi¢ i sur., 2014).

Granica odredivanja (engl. Limit of quantitation, LOQ) predstavlja najmanju koncentraciju
analita u uzorku koju je moguce odrediti sa prihvatljivom to¢nosc¢u 1 preciznos¢u, pri zadanim

uvjetima metode (Nigovi¢ i sur., 2014).

Obje vrijednosti, LOD i LOQ, odreduju se razrjedivanjem ispitivane otopine, a predstavljaju

omjer signala i Suma: LOD = 3:1; LOQ = 10:1 (Nigovi¢ i sur., 2014).

Vrijednosti LOD i LOQ mogu se izracunati iz standardnog odstupanja signala i nagiba

kalibracijskog pravca prema formulama:

3,3X0 10xXo

LOD = LOQ =

a

gdje o oznacava standardno odstupanje rezultata dobivenih odgovaraju¢im brojem ponovljenih
uzastopnih mjerenja slijepog uzorka, odnosno standardno odstupanje regresijskog pravca, ili
standardno odstupanje y-odsjecka regresijskog pravca, a a oznafava nagib kalibracijskog

pravca (Nigovic i sur., 2014).

Linearnost predstavlja sposobnost metode da unutar odredenog intervala vrijednosti daje
rezultate koji su izravno proporcionalni koncentraciji analita mjerenog uzorka. Linearnost je
moguce odrediti mjerenjem tri do Sest puta najmanje pet razlicitih koncentracija analita.
Linearnost metoda iskazuje se koeficijentom korelacije regresijskog pravca, R, a vrijednost
mora biti R > 0,999. Grafickim prikazom ovisnosti izmjerenog analitickog signala o

koncentraciji analita dobiva se kalibracijska krivulja (Nigovi¢ i sur., 2014).

Koncentracijsko podrucje mjerenja oznacava raspon izmedu donje i gornje koncentracije
analita u uzorku, a ukljucuje i grani¢ne vrijednosti. Unutar koncentracijskog podrucja analiticka
metoda ima zadovoljavajucu to¢nost, preciznost i linearnost (Nigovi¢ i sur., 2014). Preporuc¢eno

radno podrucje za odredivanje sadrzaja aktivne tvari je izmedu 80 i 120% (Nigovié i sur., 2014).
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Izdrzljivost (engl. Robustness) oznaCava sposobnost analitickog postupka da ostane
nepromijenjen pod utjecajem malih, ali namjernih promjena parametara metoda. Izdrzljivost je
pokazatelj pouzdanosti metode tijekom njene normalne primjene uz male promjene uvjeta do
kojih realno dolazi u svakodnevnom radu. Procjenjuje se variranjem jednog (unutarnjeg)
faktora, a ostali ostaju nepromijenjeni kako bi se utvrdilo koji to¢no faktori utje¢u na metodu.
Uvjete koji se moraju strogo kontrolirati tijekom provodenja metode odreduje analiti¢ar
(Nigovic i sur., 2014).

Otpornost (engl. Ruggedness) je mjera reproducibilnosti rezultata dobivenih analizom istog
uzorka pod nizom ocekivanih radnih uvjeta ispitivanja. Procjenjuje se variranjem vanjskih
faktora metode, npr. razli¢itog laboratorija, analiti¢ara, instrumenta ili SarZe reagensa.
Otpornost daje uvid u utjecaj okoline i radnih varijabli metode na njene rezultate (Nigovi¢ i
sur., 2014).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Med je prirodno sladak proizvod pcela medarica. Od davnina se koristi kao prirodni zasladivac,
a zbog svojih antibakterijskih i protuupalnih svojstava te bogatog vitaminskog i mineralnog

sastava med se &esto koristiti 1 u medicinske svrhe.

Cink je metal iz skupine esencijalnih elemenata u tragovima koji ima klju¢nu ulogu u mnogim
biokemijskim i fizioloskim funkcijama organizma na molekularnoj i stani¢noj razini te je
odgovoran za pravilno funkcioniranje Citavog organizma. Kataliticka aktivnost vise od 200
enzima ovisi o cinku te on ima bitnu ulogu u funkcioniranju imunoloskog sustava (Suzuki i
sur., 2020). Nuzan je za zacjeljivanje rana, osjet okusa 1 mirisa, a poti¢e i normalan rast i razvoj
tijekom trudnoce, djetinjstva i puberteta (Osredkar i Sustar, 2011). Deficijencija cinka vrlo je
Cesta pojava te gotovo 2 milijarde ljudi u zemljama u razvoju pati od deficijencije ovog

mikroelementa (Osredkar i Sustar, 2011).

Cilj ovog rada je optimizirati metodu za odredivanje koncentracije cinka primjenom atomske
apsorpcijske spektrofotometrije. Optimizirana metoda primijenit ¢e se za odredivanje cinka u
uzorcima meda razli¢itog proizvodnog podrijetla — industrijska proizvodnja meda na veliko te

mala proizvodnja u obiteljskim poljoprivrednim gospodarstvima.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1 Materijali
3.1.1 Koristene kemikalije

e 70 % HCIO4 (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e 65 9% HNO3s (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e Standard Zn 1000 mg/L (Sigma, Aldrich, Njemacka)

e Ultracista voda (provodljivost 0,055 uScm-1, pripravljena pomocu Milli-Q sustava,
Milipore, Bradford, SAD)

Sve koristene kemikalije su pro analysi Cistoce.
3.1.2 Aparatura

e Analiti¢ka vaga AB204 - S (Mettler Toledo, Svicarska)

e Ultrazvucna kupelj (Sonorex digital, Bandelin electronic, Njemacka)

Mjerenja su provedena na atomsko apsorpcijskom spektrofotometru Aanalyst 800
(PerkinElmer Instruments, Norwalk, CT, SAD) s deuterijskim korektorom nespecifi¢ne

povrsine pri uvjetima:
» zarulja: zarulja sa Supljom katodom (15 mA)
* valna duljina (nm): 213,9
* gorivo/oksidans: acetilen/zrak
« acetilen (tlak (Pa)/protok (dm3 min-1)): 0,9x105/2
» zrak (tlak (Pa)/protok (dm3 min-1)): 5,5x105/17
* Sirina pukotine (nm): 0,7
« korekcija nespecificne apsorpcijske pozadine: deuterijski korektor

« fotodetektor
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* pisac, racunalo: AA Winlab 32 Software Dell OptiPlex GX270, racunalo + monitor +
printer HP 5652

3.1.3 Laboratorijski pribor i posude

e odmjerne tikvice veli¢ine 25 mL, 50 mL, 2000 mL s ¢epovima

e (aSa

e lijevak

e automatske mikropipete volumena 100-1000 pL, 1000-5000 pL

e metalni stalak, mufa, klema

o filter papir F2045 grade (bezpepelni filter papir), promjer 90 mm (Chmlab Group,
Spanjolska)

e plasti¢ne kapalice

e plasti¢ne epruvete volumena 50 mL s ¢epovima

e plasti¢ni stalci za epruvete

e boce Strcaljke
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3.1.4 Uzorci

Koristeni uzorci cvjetnog meda prikupljeni od razli¢itih proizvodaca te prikladno oznaceni i

Cuvani. Geografsko porijeklo kao i mase uzoraka odmjerene za samu analizu navedene su u

Tablici 2.

Tablica 2. Porijeklo i mase uzoraka meda

Redni Porijeklo Masa
broj uzorka (g)
uzorka
1 Lekenik, Sisacko-moslavacka zupanija 0,5036
2 Slavonski Brod, Brodsko-posavska 0,5036
Zupanija
3* Slavonski Brod, Brodsko-posavska 0,5046
Zupanija
4 Krizevci, Koprivnicko-krizevacka 0,5025
Zupanija
5 Grad Zagreb 0,5047
6 Pisarovina, Zagrebacka zupanija 0,5098
7 bakovo, Osjecko-baranjska zupanija 0,504
8 Volim med 0,5
9 Orle, Zagrebacka zupanija 0,5003
10 Novska, Sisacko-Moslavacka zupanija 0,5
11 Zumberak, Zagrebacka Zupanija 0,5026
12 Novska, Sisacko-Moslavacka Zzupanija 0,5005
13 Grad Zagreb 0,5019
14 Grad Zagreb 0,5046
15 Pula, Istarska Zupanija 0,5014
16 Ludbreg, Varazdinska Zupanija 0,5071
17* Slavonski Brod, Brodsko-posavska 0,5059
Zupanija
18 Klostar Podravski, Koprivnicko- 0,5075
KriZevacka Zupanija
19 Podravka 0,5012
20 Daruvar, Bjelovarsko-bilogorska Zupanija 0,506
21 Apimel 0,5042

*med istog proizvodaca
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3.2 Metode

3.2.1 Princip metode

e Za optimizaciju pripreme uzoraka meda koriSten je Box — Behnkenov dizajn koji se
temeljio na metodi odzivne povrSine (engl. Response Surface Methodology, RMS).
Analiziran je utjecaj nezavisnih varijabli (uvjeta pripreme uzoraka - temperature (X1),
vremena soniciranja (X2) i udjela HCIO4 u smjesi otapala (X3)) na promatrani odziv
(izmjerenu koncentraciju cinka u uzorcima meda).

e KoliCina cinka u uzorku izmjerena je mjerenjem apsorbancije uzorka rasprSenog u
smjesi zraka i acetilena pri ¢emu je doslo do atomizacije te su tako nastali atomi izloZeni

zrac¢enju valne duljine 213,9 nm pri ¢emu se pratila promjena intenziteta zracenja.

3.2.2 Priprema otopina
e priprema2 % HNOs

2 % HNO3 pripremljena je razrjedivanjem 10 mL koncentrirane HNO3 u odmjernoj tikvici od
500 mL. U tikvicu je najprije stavljena manja koli¢ina ultraciste vode, zatim je dodano 10 mL
koncentrirane HNOs te je tikvica nadopunjena do oznake ultracistom vodom. Dobivena otopina

koristila se za ispiranje plamenog atomizatora.
e priprema standardnih otopina cinka koncentracije od 0,05 do 2 mg/L

Iz komercijalno dostupne standardne otopine cinka koncentracije 1000 mg/L (Sigma, Aldrich,
Njemacka) pripremljena je mati¢na standardna otopina cinka koncentracije 10 mg/L tako da se
0,5 mL komercijalno dostupne standardne otopine cinka dodalo u tikvicu od 50 mL i

nadopunilo ultracistom vodom do oznake.

1z tako pripremljene mati¢ne standardne otopine cinka koncentracije 10 mg/L pripremljene su
standardne otopine cinka koncentracija od 0,05 do 2 mg/L u odmjernim tikvicama od 25 mL na
nacin kako je prikazano u Tablici 3. Tako pripremljene standardne otopine sluzile su za izradu

kalibracijskog pravca.
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Tablica 3. Koncentracije i priprema standardnih otopina cinka

Koncentracija standarda

cinka (mg/L)

Priprema standarda

Ukupno razrjedenje u

odnosu na mati¢nu otopinu

0,05 (ST1)

125 pL mati¢ne otopine
konc. 10 mg/L se nadopuni
ultraéistom vodom do 25,00

Ml

200x

0,1 (ST2)

250 pL mati¢ne otopine
konc. 10 mg/L se nadopuni
ultra¢istom vodom do 25,00

mL

100x

0,2 (ST3)

500 pL mati¢ne otopine
konc. 10 mg/L se nadopuni
ultradistom vodom do 25,00

mL

50x

0,5 (ST4)

1250 pL mati¢ne otopine
konc. 10 mg/L se nadopuni
ultrac¢istom vodom do 25,00

mL

20x

1(ST5)

2500 pL matic¢ne otopine
konc. 10 mg/L se nadopuni
ultrac¢istom vodom do 25,00

mL

10x

2 (ST6)

5000 pL mati¢ne otopine
konc. 10 mg/L se nadopuni
ultra¢istom vodom do 25,00

mL

Sx
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e priprema uzoraka za ispitivanje to¢nosti metodom standardnog
dodatka

Toc¢nost metode ispitana je metodom standardnog dodatka pri kojoj se unaprijed odredene
koli¢ine standardne otopine analita poznate koncentracije dodaju otopini uzorka nepoznate
koncentracije analita te se iz razlike signala izracuna to¢na koncentracija analita u uzorku. Ovu
metodu moguce je koristiti ukoliko je odnos signala i koncentracije analita linearan (Harris,

2010).

Stoga su uzorcima meda dodane razli¢ite to¢no poznate koli¢ine standardne otopine cinka
koncentracije 10 mg/L te su nadopunjene ultrac¢istom vodom do ukupne mase od 3 g. Podaci su

prikazani u Tablici 4.

Tablica 4. Priprema uzoraka za odredivanje to¢nosti metode.

Masa uzorka (g) Volumen standardne Koncentracija dodanog
otopine cinka (mL) standarda Zn (mg/L)
0,5042 0,03 0,1
0,5042 0,06 0,2
0,5042 0,09 0,3

3.2.3 Box —Behnken dizajn

Cilj koristenja Box-Behnken dizajna bio je odabir optimalnih uvjeta pripreme uzoraka meda za
odredivanje sadrzaja Zn pomocu AAS. Ispitivani su sljede¢i parametri: temperatura, vrijeme
soniciranja pomocu ultrazvuéne kupelji i udio HCIO4 u smjesi kiselina (HCIO4 i HNO3) koja se
koristila za razaranje samog uzorka. Udio HCIO4 u smjesi otapala iznosio je 20, 30 ili 40 %,
uzorci su sonicirani 15, 30 ili 45 min u ultrazvuc¢noj kupelji pri snazi od 360 W i frekvenciji 35
Hz na temperaturi od 20, 40 ili 60 °C. Kako bi se utvrdili optimalni uvjeti pripreme uzoraka,
0,5 g uzorka izvagano je u plasticnu epruvetu od 50 mL, otopljeno u 6 mL odgovarajuceg
otapala te izloZeno razli¢itim uvjetima. Uvjeti pripreme uzoraka odabrani su u skladu s Box —
Behnkenovim dizajnom gdje su nezavisne varijable bile temperatura = Xz, vrijeme soniciranja

= Xz i udio HCIO4u smjesi otapala = X3 sto je prikazano u Tablici 5.
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Tablica 5. Nezavisne varijable i njihove vrijednosti u Box — Behnken - ovom dizajnu

Razine
Nezavisne Kod -1 0 1
varijable
Temperatura X1 20 40 60
(9]
Vrijeme X2 15 30 45
soniciranja
(min)
Udio HCIO4 X3 20 30 40
(%, VIV)

3.2.4 Priprema uzoraka za odredivanje koncentracije cinka

Da bi se AAS - om mogla odrediti koncentracija metala u uzorku potrebno je ukloniti kemijske

i fizikalne interferencije koje uglavnom predstavljaju ugljikohidratne komponente meda. Te

interferencije moguce je ukloniti mokrim spaljivanjem koriStenjem smjese 70% HCIOs i

koncentrirane HNO3 na odredenoj temperaturi kako bi se izbjeglo pjenjenje (Pohl i sur., 2012).

Uzorci (1-21) su pripremljeni tako da se priblizno 0,5 g uzorka (to¢ne mase prikazane su u
Tablici 2) izvaZe izravno u plasti¢nu epruvetu od 50 mL te se doda 2400 uL 70% HCIO4 i 3600

nL koncentrirane HNO3 te se ostavi otvoreno na zraku 5 minuta. Uzorci su zatim sonicirani u

ultrazvucnoj kupelji 15 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon soniciranja uzorci su preneseni u

odmjerne tikvice od 25 mL na nacin da se u odmjernu tikvicu najprije ulio dio ultraciste vode,

zatim se kvantitativno prenio uzorak preko lijevka koji je onda ispiran ultracistom vodom te se

odmjerna tikvica nadopunila do oznake ultracistom vodom.
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3.2.5 Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka koriSten je program Microsoft Excell 2016 programskog paketa
Microsoft Office (Microsoft, SAD) i PrismGraphPad 9 (GraphPad Software, Inc., San Diego,
SAD, www.graphpad.com). Za design eksperimenata koriSten je program Design Expert v.
12.0.12.0. (Stat Ease, USA). Dobiveni rezultati prikazani su kao srednje vrijednosti 3 mjerenja

+ standardna devijacija.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1 Optimizacija uvjeta pripreme uzoraka
4.1.1 Eksperimentalni dizajn

Nezavisne varijable pripreme uzoraka za koje se smatra da kasnije mogu utjecati na uspjesnost
mjerenja koncentracije metala metodom AAS bile su temperatura, vrijeme soniciranja i udio
HCIO4 u smjesi otapala. Koncentracija cinka u uzorku izmjerena je nakon otapanja uzorka u
smjesi otapala HCIO4i HNO3 u kojoj je udio HCIO4 iznosio 20, 30 ili 40 %, soniciranja 15, 30
ili 45 min na temperaturi od 20, 40 ili 60 °C. Koristenjem Box — Behnkenovog dizajna dobiveno
je 17 razli¢itih kombinacije nezavisnih varijabli s 5 ponavljanja u centralnoj tocki ( 30% HClOg,
30 min, 30 °C) $to je prikazano u Tablici 6 $to ¢ini jednu od prednosti ovog dizajna jer znac¢ajno

smanjuje broj potrebnih ispitivanja za dizajniranje modela.
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Tablica 6. Box — Behnken dizajn i izmjerene vrijednosti koncentracije cinka

Redni Udio Temperatura Vrijeme  Koncentracija
broj HCIO4 ) soniciranja Zn (mg/L)
mjerenja (%, V/IV) (min)
1 30 20 15 4,552
2 30 60 15 4,091
3 30 20 45 3,14
4 30 60 45 4,143
5 20 20 30 4,093
6 20 60 30 4,369
7 40 20 30 4,415
8 40 60 30 4,931
9 20 40 15 3,889
10 20 40 45 4,515
11 40 40 15 4,210
12 40 40 45 4,701
13 30 40 30 4,800
14 30 40 30 4,263
15 30 40 30 4,113
16 30 40 30 4,433
17 30 40 30 4,330

Izmjerena koncentracija cinka varirala je izmedu 3,14 1 4,931 mg/L te je ovisila o uvjetima
pripreme uzoraka. Uzimajuéi u obzir sloZzenost pripreme veceg broja uzoraka te preciznost
mjerenja, optimalnim uvjetima pokazala se smjesa otapala 2400 uL 70% HCIO4 i 3600 uL

koncentrirane HNOs, soniciranje 15 minuta na sobnoj temperaturi (20 °C).
4.1.2 Analiza modela

Analizom eksperimentalnih podataka u programu Design Expert utvrdeno je da se utjecaj
uvjeta pripreme uzoraka na koncentraciju izmjerenog cinka moze prikazati modelom

kvadratne polinomne jednadZbe:
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¢ (Zn) (mg/mL) = -0,090625x X2 — 0,329625xX,2(*)+ 0,516375x Xs2(*) - 0,22775 xX1(*)+
0,10425 xX»+0,16475xX3 + 0,19275xX1xX; - 0,02775%X1xX3- 0,16925%X,x X3 + 4,2285

gdje Xi predstavlja temperaturu (°C), Xz predstavlja vrijeme soniciranja (min), X3 predstavlja

udio HCIO4 u smjesi otapala (%), a (*) predstavlja znacajne faktore.

Iz same jednadzbe vidljivo je da koncentracija cinka ovisi najviSe od kvadratnom faktoru
temperature i udjela kiseline kao i o linearnom faktoru vremena. Na temelju dobivenog
kvadratnog polinoma moze se prikazati odzivna povrSina koja daje vizualni prikaz utjecaja
ispitivanih parametara (udjela HCIO4 u smjesi otapala, temperature i vremena) i njihove
interakcije na iznos zavisne varijable (koncentracije cinka). Graficki prikaz odzivne povrSine
dobiven je smjeStanjem zavisne varijable i dvije nezavisne varijable na odgovarajuce osi
koordinatnog sustava (X, y, z), dok je srednja vrijednost tre¢e nezavisne varijable uzeta kao

fiksna. Graficki prikaz nalazi se na Slikama 5, 61 7.
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koncentracija (mg/mL)

C: acid (mL) e - A: Time (min)

koncentracija (mg/mL)

C:acid (mL)

Slika 6. Odzivna povrSina koncentracije cinka u ovisnosti o udjelu HC1O4 i temperaturi
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koncentracija (mg/mL)

B: Temperature (deg C)
A: Time (min)

Slika 7. Odzivna povrsina koncentracije cinka u ovisnosti o temperaturi i vremenu soniciranja,

Iz grafickog prikaza vidljivo je da je odredivanju koncentarcije cinka najviSe pogodovala
kombinacija visokog udjela HCIO4 i minimalnog vremena soniciranja dok temperatura nije
imala znacajniji utjecaj, Valjanost modela potvrdena je analizom varijance (ANOVA) nakon
uklapanja eksperimentalnih podataka u odgovarajuce polinomne modele. Niske F — vrijednosti
pokazuju da odstupanje modela ni u kojem slucaju nije statisticki znacajno. P — vrijednost
manja od 0,05 pokazuje da je odabrani kvadratni model statisticki znacajan. Vrijednost
koeficijenta determinacije, r?, je blizu 1 §to oznacava dobru reprezentativnost modela. ANOVA

prikazana je u Tablici 7.

Tablica 7. Analiza varijance (ANOVA) za kvadratni model optimizacije uvjeta pripreme

uzoraka meda

lzvor SS Df MS F-vrijednost P-vrijednost
Model 2,42 9 0,2693 6,99 0,0227
Prikladnost 0,1309 20,0655 3,19 0,1811
podudaranja

Cista pogreska 0,0616 14 0,0205

SS = zbroj kvadrata; df = stupnjevi slobode; MS = aritmeticka sredina kvadrata

r’> 0,9264
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4.2 Validacija analiticke metode

Validacijom se utvrduje da je ispitivana metoda prikladna za odredenu namjenu pri cemu
dobiveni podaci jamce da ¢e ta metoda u propisanim uvjetima dati valjane rezultate. Ispitana je
linearnost, preciznosti (iskazana kao ponovljivost i srednja preciznost), to¢nost, granica
dokazivanja (LOD) i granica odredivanja (LOQ), a pri ispitivanju tih parametara koriStene su
standardne otopine razli¢itih koncentracija (ST1 — ST6), ultracista voda kao slijepa proba te

uzorci pripremljeni na nacin koji je dokazan kao najefikasniji ranije opisanim eksperimentom.
4.2.1 Linearnost

Linearnost metode odredena je mjerenjem pripremljenih standardnih otopina razli¢itih
koncentracija u triplikatu. Dobivene vrijednosti prikazane su graficki na Slici 8 koja pokazuje
ovisnost odaziva detektora o koncentraciji standardnih otopina cinka ¢ime je dobivena

kalibracijska krivulja.

Kalibracijska krivulja opisana je jednadzbom pravca koja glasi y = 0,1585x + 0,0006, dok je
koeficijent korelacije R? = 1 §to dokazuje da je ova metoda linearna za odredivanje

koncentracije cinka u uzorcima meda.

Ovisnost apsorbancije o koncentraciji Zn u uzorku

0,35

y =0,1585x + 0,0006,.-®

0,3 -
R2 = 1..,.-'

0,25

0,2

Apsorbancija

0'15 ‘......-.

0,1

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Koncentracija Zn (mg/L)

Slika 8. Graf ovisnosti apsorbancije o koncentraciji standardnih otopina cinka
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4.2.2 Preciznost

Preciznost ove metode iskazana je kao ponovljivost i srednja preciznosti, a izrazena je

statistiCkim veli¢inama kao standardna devijacija (SD) i relativna standardna devijacija (RSD).

Ponovljivost je ispitana mjerenjem 4 standardne otopine cinka razli¢itih koncentracija (ST2,

ST4, ST5 i ST6) mjerenih 6 puta u istom danu. Rezultati mjerenja prikazani su u Tablici 8.

Tablica 8. Rezultati mjerenja 4 standardne otopine cinka razli¢itih koncentracije u istom danu

Broj mjerenja  ST2 (0,1 mg/L) ST4(0,5mg/L) ST5(1mg/L) ST6(2mg/L)

1 0,126 0,516 0,991 1,933

2 0,120 0,528 1,050 2,010

3 0,099 0,473 0,979 1,979

4 0,089 0,505 0,954 1,984

5 0,116 0,506 0,968 1,988

6 0,099 0,517 0,999 1,973
Srednja 0,108 0,508 0,990 1,978

vrijednost

SD 0,015 0,019 0,033 0,025
RSD 13,428 3,719 3,375 1,281

NajviSa RSD vrijednost dobivena je za ST2 Sto se moze pripisati nestabilnosti standardnih

otopina nizih koncentracija. Ostale dobivene vrijednosti su bile u rasponu od 1,281 do 3,7109.

Mozemo zakljuciti da je metoda odgovarajuce ponovljivosti.
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Srednja preciznost ispitana je mjerenjem 3 standardne otopine razli¢itih koncentracija (ST1,
ST4, ST6) kroz 3 dana. Rezultati mjerenja prikazani su u Tablici 9.

Tablica 9. Rezultati mjerenja 3 standardne otopine cinka razli¢itih koncentracije tijekom 3 dana

Redni broj ST1 ST4 ST6
dana (0,05 (0,5mg/L) (2mg/L)
mg/L)

1. dan 0,051 0,498 1,964

2. dan 0,048 0,503 1,991
3.dan 0,045 0,520 1,955
Mean 0,048 0,507 1,970
SD 0,003 0,012 0,01
RSD 6,250 2,275 0,951

Dobivene vrijednosti RSD su bile u rasponu od 0,951 do 6,250. Vise RSD vrijednosti mogu se
pripisati nestabilnosti standardnih otopina nizih koncentracija, dok dobivene vrijednosti za

standardne otopine visih koncentracija pokazuju bolju srednju preciznost.

4.2.3 ToCnost

Tocnost je ispitana metodom standardnog dodatka. Nacin pripreme uzoraka prikazan je u
Tablici 4.

Toc¢nost se iskazuje analitiCkim prinosom (engl. recovery), a definirana je formulom:
R =%x100
X

gdje je x srednja izmjerena vrijednost analita, a x stvarna vrijednost analita u uzorku (Nigovi¢
i sur., 2014).
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Tablica 10. Izmjerene koncentracije cinka u ¢istom uzorku te uzorku uz dodatak standardne

otopine cinka.

Koncentracija Zn u Ukupna Ukupna Koncentracija Analiti¢ki
uzorku (ng/mL )+ koncentracija koncentracija dodane prinos
koncentracija (ng/mL ) - (ng/mL) — standardne (%)
dodanog standarda  teorijski (X) izmjereno (x) otopine Zn
Zn (mg/L) (ng/mL)
0,074+ 0,1 0,174 0,173 0,099 99,61
0,074+ 0,2 0,274 0,273 0,199 99,76
0,074+ 0,3 0,374 0,368 0,295 98,48

Dobivene vrijednosti za to¢nost su bile u rasponu od 98,48 i 99,76 % S$to ukazuje na

zadovoljavajucu to€nost ispitivane metode za odredivanje cinka.
4.2.4 Granica dokazivanja i odredivanja (LOD i LOQ)

Granica dokazivanja (LOD) i odredivanja (LOQ) izrazene se u mg/L, a izracunate Su

koriStenjem  jednadzbe pravca y = 0,1585x + 0,0006 prema formulama:

3,3X0 10xXo

LOD = LOQ =

a

gdje o oznacava standardno odstupanje rezultata te iznosi 0,0006, dok a oznacava nagib

kalibracijskog pravca te iznosi 0,1585.

LOD stoga iznosi 0,0144 mg/L, a LOQ iznosi 0,0436 mg/L.
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4.3 Odredivanje koncentracije cinka u uzorcima meda u optimiziranim uvjetima

Svrha optimizacije uvjeta pripreme uzoraka meda primjenom Box-Behnken dizajna jest
dobivanje maksimalnog sadrzaja cinka u ispitivanim uzorcima. Numerickom optimizacijom
uvjeta u programu Design Expert dobiveno je viSe mogucih rjeSenja, pri ¢emu su kao
najprikladnija rjeSenja odabrana ona kod kojih je poZeljnost (eng. desirability) iznosila 1 pa je
utvrdeno da su optimalni uvjeti za pripremu uzoraka smjesa otapala 2400 puL. 70% HCIOg i
3600 pL koncentrirane HNOs, soniciranje 15 minuta na sobnoj temperaturi (20 °C).

Prethodno validiranom metodom AAS odredena je koncentracija cinka u uzorcima meda. Svaki
uzorak mjeren je u triplikatu, a dobivene vrijednosti prikazane kao srednje vrijednosti tri

uzastopna mjerenja nalaze se u Tablici 11.

Tablica 11. Koncentracija cinka u uzorcima meda

Broj Koncentracija
uzorka Zn (mg/L)
1 8,770
2 12,841
3 3,699
4 2,537
5 3,517
6 5,492
7 9,044
8 8,667
9 5,065
10 2,433
11 3,631
12 3,280
13 4,367
14 2,940
15 3,723
16 4,782
17 3,986
18 3,169
19 6,235
20 5,945
21 9,090

Koncentracije cinka izmjerene u uzorcima krecu se izmedu 2,433 i 12, 841 mg/L.
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4.4 Koncentracija cinka u medu ovisno o na¢inu proizvodnje

Botanicko i geografsko podrijetlo, kao i nacin proizvodnje meda utjecu na sastav minerala

prisutnih u medu (Leme i sur., 2014).

Koncentracija cinka u uzorcima cvjetnog meda proizvedenog u obiteljskim poljoprivrednim
gospodarstvima kretala se izmedu 2,433 i 12, 841 mg/L s prosje¢nom vrijednosti od 4,98 mg/L,
dok se u uzorcima meda proizvedenog u industrijskog proizvodnji kretala izmedu 3,169 i 9,09
mg/L s prosje¢nom vrijednoséu od 6,36 mg/L. lako se dobivene vrijednosti prilicno razlikuju
izmedu pojedinih proizvodaca, odnosno uzoraka, iz dobivenih mjerenja vidljivo je da je visa
prosjeéna koncentracija cinka izmjerena u cvjethom medu proizvedenom u industrijskoj

proizvodniji.
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5. ZAKLJUCAK

Pomocu statistickih metoda dizajniranja eksperimenata u moguénosti smo istovremeno pratiti
promijene vise faktora i naknadnom analizom dobiti podatke o utjecaju pojedinih faktora na
sami proces. Ujedno, moguce je i izraditi odgovaraju¢i model, te koriste¢i njega optimirati
uvjete eksperimenta i na taj nacin smanjiti broj potrebnih eksperimenata (samim time i
troskove). KoriStenjem Box — Behnkenovog dizajna utvrdeni su optimalni uvjeti pripreme
uzoraka meda za odredivanje koncentracije metala metodom AAS — smjesa otapala 2400 uL
70% HCIO4 i1 3600 nL koncentrirane HNO3z, soniciranje 15 minuta na sobnoj temperaturi (20
°C).

Ispitivanjem parametara validacije kao $to su linearnosti, preciznosti, to¢nost te LOD i LOQ
vrijednosti potvrdeno je da je metoda AAS prikladna za odredivanje koncentracije cinka u

uzorcima meda.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Med se zbog svoje vrlo visoke energetske vrijednosti oduvijek koristio kao hrana, a zbog svojih
antioksidativnih i protuupalnih svojstava koristio se za lije¢enje bolesti. Dobar je izvor raznih
minerala, ukljucujué¢i i cink. Cink je mikroelement koji ima kljuénu ulogu u mnogim
biokemijskim 1 fizioloskim funkcijama organizma na molekularnoj i1 stani¢noj razini te je

odgovoran za pravilno funkcioniranje ¢itavog organizma.

Metoda atomske apsorpcijske spektrofotometrije koristi se za kvalitativno i kvantitativno
odredivanje viSe od 70 elemenata medu kojima je i cink. Ova metoda moze detektirati vrlo

niske koncentracije metala, a takoder je vrlo brza i cjenovno prihvatljiva metoda.

Koristenjem Box — Behnkenovog dizajna utvrdeni su optimalni uvjeti pripreme uzoraka meda
za odredivanje koncentracije metala metodom AAS — smjesa otapala 2400 puL 70% HCIO;4 i
3600 puL koncentrirane HNOs, soniciranje 15 minuta na sobnoj temperaturi (20 °C).
Prihvatljivost optimirane metode za odredivanje cinka u ispitivanim uzorcima meda potvrdena

je ispitivanjem parametara validacije kao $to su linearnost, preciznost, to¢nost, LOD i LOQ.

Koncentracije cinka izmjerene u uzorcima krecu se u intervalu izmedu 2,433 1 12,841 mg/L, a

prosjecna izmjerena koncentracija cinka iznosi 5,391 mg/L.

Provedena mjerenja pokazuju vecu koncentraciju cinka u uzorcima meda iz industrijske

proizvodnje.
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Honey has always been used as a food due to its very high energy values, and due to its
antioxidant and anti-inflammatory properties it is used to treat diseases. It is a good source of
various minerals, including zinc. Zinc is a microelement that plays a key role in many
biochemical and physiological functions of the organism at the molecular and cellular level and

is responsible for the proper functioning of the whole organism.

The method of atomic absorption spectrophotometry is used for the qualitative and quantitative
determination of more than 70 elements, including zinc. This method can detect very low metal

concentrations and is also a very fast and cost effective method.

Using Box - Behnken design, optimal conditions for preparation of honey samples for
determination of metal concentration by AAS method - solvent mixture containing 2400 uL
70% HCIO4 and 3600 pL concentrated HNO3, sonication for 15 minutes at room temperature
(20 ° C) were determined. The acceptability of the optimized method for the determination of
zinc in the tested honey samples was confirmed by examining validation parameters such as

linearity, precision, accuracy, LOD and LOQ.

The zinc concentrations measured in the samples range between 2,433 and 12,841 mg /L, and

the average measured zinc concentration is 5.391 mg / L.

The measurements show a higher concentration of zinc in samples of honey from industrial

production
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