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1.1. Atomska apsoropcijska spektrometrija

Atomska apsorpcijska spektrometrija (AAS, engl. Atomic absorption spectroscopy) je
analiticka tehnika koja se temelji na fenomenu da atomi ispareni u plamenu obasjani
frekvencijom svjetla apsorbiraju zraCenje te prelaze u pobudeno stanje. Ocem moderne AAS
smatra se Alan Walsh, te je od tada toliko napredovala da je postala jedna od najvaznijih
tehnika u analizi elemenata. Tehnika je primjenjiva za odredivanje koncentracije metala u
razli¢itim uzorcima (npr. bioloski uzorci), u pracenju onecis¢enja u okolisu te u industriji pri
odredivanju toksi¢nih tvari u sirovinama i razli¢itim materijalima. U analitici lijekova AAS
ima vaznu ulogu, a koristi se u odredivanju sadrzaja metala (npr. magnezij u talku), a takoder
ima neizostavnu ulogu u ispitivanju ¢istoce utvrdivanjem grani¢nih vrijednosti oneciS¢enja
metalima. Ta oneéiS¢enja mogu biti prisutna u gotovim farmaceutskim oblicima kao
posljedica onecis¢enja u proizvodnom procesu, a mogu biti prisutna i u spremnicima za
lijekove (Van Loon, 1980).

1.1.2. Atom i atomska spektroskopija

Atom je graden od atomske jezgre i elektronskog oblaka koji je okruzuje. Svaki element ima
jedinstven broj elektrona povezanih s atomskom jezgrom u specifi¢noj orbitalnoj strukturi
karakteristicnoj za pojedini element. Stanje najnize energije, najstabilnije elektronske
konfiguracije, naziva se osnovno stanje. Ukoliko atomu u osnovnom stanju dovedemo
zraCenje odredene energije, vanjski elektroni ¢e apsorbirati tu energiju 1 pre¢i u pobudeno,
nestabilno stanje. Kako se elektron nalazi u nestabilnom stanju tako ¢e se trenutacno i
spontano vratiti u osnovno stanje pri cemu ¢e se emitirati energija ekvivalentna energiji koju
je atom apsorbirao pri ekscitacijskom procesu. Proces je prikazan na Slici 1. (Beaty i Kerber,
1993).

POBUBEMNOD
STAMIE
TOPLINA
ILI
SVIETLOST
OSNOVMNO 47
STAMIE

Slika 1. Prikaz osnovnog i pobudenog stanja elektrona (preuzeto i prilagodeno: www.

passel2.unl.edu)



1.1.3. Nacelo atomske apsorpcijske spektroskopije

Kako bi se uspjesno izvelo mjerenje atomskom apsorpcijskom spektroskopijom, atomi metala
koji se analiziraju toplinskom energijom se prvo moraju prevesti u plinovite neutralne atome.
Za razliku od atomske emisijske spektroskopije gdje je za prelazak u pobudeno stanje
potrebna samo toplinska energija te atomi koji se nadu u pobudenom stanju brzo predu natrag
u osnovno stanje pritom emitiraju¢i energiju koja se mjeri, U atomskoj apsorpcijskoj
spektroskopiji potreban je dodatan izvor zra¢enja da atomi predu u pobudeno stanje te se
pritom mjeri apsorbirana energija. Dakle, atomi uz navedene energije prelaze u pobudeno
stanje, a apsorbirana energija proporcionalna je koncentraciji ispitivanog elementa. Ta
¢injenica Kkoristi se za kvantitativnu analizu metala u razli¢itim uzorcima (Watson, 1999;

Beaty i Kerber, 1993).

1.1.4. Kvantitativna analiza atomskom spektroskopijom

Svjetlost pocetnog intenziteta, I0 usmjerena je na plamen gdje se nalaze atomi metala u
plinovitom stanju koji apsorbiraju zraCenje stoga se intenzitet nakon prolaska kroz uzorak
smanjuje, | (Slika 2). Najpogodnija veli¢ina za karakterizaciju apsorpcije svjetlosti je
apsorbancija, A, odredena kao log(10/1), a definirana Beer- Lambertovim zakonom kao A= e x
¢ x | (A- apsorbancija, e- koeficijent apsorpcije, c- koncentracija analita, I- duljina svjetlosnog
puta, tj. Sirina Kivete). Prema tom zakonu jasno je vidljivo da je apsorbancija direktno
proporcionalna koncentraciji analita, sve dok su vrijednosti e i | konstantne (Beaty i Kerber,
1993; Van Loon, 1980).

IZVOR ZRACENJA lo . » | DETEKTOR
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Slika 2. Shema principa rada apsorpcijskog spektrometra



1.1.5. Atomski apsorpcijski spektrometar

Dijelovi atomskog apsorpcijskog spektrometra su: izvor zracenja (zarulja sa Supljom
katodom), generator atomske pare, monokromator, detektor te signalni procesor (Slika 3).
Princip rada atomskog apsorpcijskog spektrometra je jednostavan, katoda je prevucena
metalom koji se analizira, a atomi tog metala pobuduju se elektricki. Stoga, zarulja sa Supljom
katodom emitira zraenje uske vrpce na valnoj duljini na kojoj apsorbiraju atomi analita u
plamenu. Atomi analita nastaju termicki u generatoru atomske pare i nalaze su u plinovitom
neutralnom stanju, apsorbiraju dovedeno zradenje te smanjuju intenzitet snopa Svjetlosti.
Monokromator izolira usku vrpcu zracenja te dopusta samo tom zracenju da pada na detektor
(fotomultiplikator), uklanjaju¢i interferiraju¢e zracenje plamena. Detektor pretvara snop
svjetlosti u elektri¢nu struju, a signalni procesor tu struju pretvara u signal na monitoru koji
daljnjom obradom daje informacije o koncentraciji analita (Amidzi¢ Klari¢, 2016; Van Loon,
1980).
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Slika 3. Dijelovi atomskog apsorpcijskog spektrofotometra (preuzeto 1 prilagodeno:

www.chemistry.stackexchange.com)



1.1.6. Vrste atomske apsorpcijske spektroskopije za odredivanje metala

Postoji nekoliko vrsta tehnika za odredivanje metala u razli¢itim uzorcima: plamena AAS (F-
AAS engl. Flame Atomic Absorption Spectroscopy), grafitna AAS (GF-AAS engl. Graphite
furnace atomic absorption spectroscopy), hidridna AAS (HG-AAS engl. Hydride generation
atomic absorption spectroscopy), induktivno spregnuta plazma-atomska emisijsku
spektrometrija (ICP-AES engl. Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectometry) i
induktivno spregnuta plazma-masena spektrometrija (ICP-MS engl. Inductively Couples
Plasma Mass Spectrometry).

Plamena tehnika je brza metoda gdje je potrebno tek nekoliko sekundi za analizu uzorka.
Uzorak u teku¢em stanju se pomocu podtlaka plinova uvlac¢i u plamen gdje se atomizira te
tako stvoreni atomi apsorbiraju zra¢enje izvora. Ova tehnika je relativno jeftina i jednostavna
za izvodenje, a prednost joj je i ta da ima prag detekcije za vecinu metala u ppm. Takoder,
plamena tehnika ima i svoje nedostatke kao $to je rasipanje uzorka tako da je za analizu
potreban dosta veliki volumen uzorka. Tocnije, tek mali dio rasprSenog uzorka dolazi do
plamena, dok se ostatak kre¢e prema odvodu. Problem kod ove metode je i proces rasprSenja
uzroka koji ograni¢ava brzinu uvodenja uzorka, a posljedi¢no tome i koli¢inu uzorka koju je
moguce dovesti do plamena (Beaty i Kerber, 1993).

U grafitnoj tehnici se mali volumen uzorka unosi kroz suzeni otvor u zagrijanu grafitnu cijev
gdje se gdje uslijed zagrijavanja dolazi do ekscitacije atoma. Granice dokazivanja nize su
(ppb) nego u plamenoj tehnici (ppm) stoga se ova metoda koristi za odredivanje elemenata u
tragovima, a za analizu su dovoljne male koli¢ine uzorka. Nedostaci metode su visoka cijena,
duze vrijeme analize i vece iskustvo analiti¢ara u radu. Bitno je i naglasiti kako se plamena i
grafitna AAS temelje na Beer-Lambertovom zakonu (Welz i Sperling, 1999).

Hidridna tehnika koristi se pri odredivanju lakohlapljivih elemenata kao $to su As, Bi, Ge,
Pb, Se, Sn, Te koji se pomocu reducensa, najées¢e NaBH,4, prevode u oblik isparljivih hidrida.
Reakcija se odvija u zatvorenoj posudi, a nastali hidridi se pomocu struje plinovitog duSika
prenose u kvarcnu apsorpcijsku cijev koja se zagrijava te dolazi do atomizacije. Metoda nudi
mogucnost odredivanja koncentracija ispod pg/L, a najvec¢i nedostatak metode je ogranicenost

elemenata koji se mogu analizirati (Beaty i Kerber, 1993).



1.2. Biolo$ki aktivne tvari u terapiji upalnih bolesti crijeva

1.2.1. Upalne bolesti crijeva

Upalne bolesti crijeva zahvacaju milijune ljudi diljem svijeta sa simptomima koji im
otezavaju svakodnevne aktivnosti i kvalitetu zivota. Upalne bolesti crijeva karakteriziraju
imunosna disfunkcija i kroni¢na upala crijevne sluznice karakterizirane periodima relapsa i
remisije bolesti. Iako etiopatogeneza jos nije do kraja poznata, ipak je poznato da je u upalnim
bolestima crijeva povecana koncentracija odredenih citokina, poglavito onih proupalnih, kao
§to su: TNF-o(tissue necrosis factor-a), interleukin-1(IL-1), IL-6, IL-8 te ostali proupalni
citokini. Glavne manifestacije upalnih bolesti crijeva su ulcerozni kolitis i Chronova bolest
koje imaju sli¢ne klinicke karakteristike $to ukazuje na $to ukazuje na sli¢nost u nastanku i
patogenezi bolesti. Ulcerozni kolitis je upalna bolest koja zahvaca sluznicu kolona i rektuma
sa gastrointestinalnim simptomima kao $to su dijareja i abdominalna bol. S druge strane,
Chronova bolest zahvaca bilo koji dio gastrointestinalnog sustava, od usta do anusa, a
karakterizira ju transmuralnost i diskontinuitet upalnih promjena, za razliku od Ulceroznog
kolitisa gdje su upalne promjene kontinuirane. Neki od gastrointestinalnih simptoma
Crohnove bolesti su abdominalna bol, stenoza i krvarenja. Terapija upalnih bolesti crijeva
ukljucuje lijekove kao $to su 5-aminosalicilati (5-aminosalicilna kiselina (5-ASA) i njezini
prolijekovi), sistemske steroide, imunomodulatore (metotreksat, azatioprin) i biolosku terapiju
(infliksimab, adalimumab), a cilj terapije je Sto prije posti¢i duboku remisiju bolesti i

potaknuti mukozno cijeljenje (Vuceli¢, 2013).

1.2.2. Kurkuminoidi

Spojevi izolirani iz biljaka imali su veliku ulogu u odrzavanju zdravlja, prevenciji bolesti i
lije¢enju kroz cijelu povijest Covjecanstva, a jedan od njih je 1 kurkumin. Kurkumin je glavna
sastavnica kurkuminoida, ¢ini ¢ak 77 % ukupnih kurkuminoida, dok demetoksikurkumin (17
%) i bidemetoksikurkumin (3 %) ¢ine tek manji dio. Sve njih nalazimo u biljci kurkumi, lat.
Curcuma longa, Zingiberaceae. U tradicionalnoj medicini kurkumin je koristen za lijeCenje
razli¢itih bolesti kao $to su: ateroskleroza, plu¢na disfunkcija, jetrene bolesti, amenoreja, rak,

neurodegenerativne bolesti, pankreatitis i reumatoidni artritis.



Zahvaljuju¢i njegovoj dugotrajnoj upotrebi i sigurnosnom profilu, studije kurkumina za
medicinske potrebe radene su u velikom broju i dokazale su mnogo toga. U predklini¢kim
studijama, otkrilo se zaSto kurkumin ima tako pleiotropno djelovanje (Slika 4), a to je zbog
njegovog mehanizma djelovanja. Pokazalo se da kurkumin inhibira aktivnost NFkB
(transkripcijski faktor odgovoran za nastajanje proupalnih citokina) u mnogim tipovima
stanica, inhibira IL-1B- ovisne adhezijske molekule i ekspresiju gena za IL-8 u razli¢itim
tipovima stanica (Jobin i sur., 1999). U predklini¢kim studijama najcescée su se koristili miSevi
kojima je izazvana upalna bolest crijeva lokalnom aplikacijom trinitrobenzen sulfonske
kiseline (TNBS) ili nekog drugog ulceroznog agensa. Primjenom kurkumina takvima
miSevima dokazano je da se u mukozi kolona smanjuje aktivacija NFkB, inflitracija
efektorskih CD4T+ stanica te ekspresija proinflamatorne mRNA (Sugimoto i sur., 2002)
Zhang i sur. (2006) su tom metodom dokazali da kurkumin smanjuje razinu Th1l citokina (IL-
12, INF-y, TNF-q, IL-1) koji su proupalni, a povecava razinu Th2 citokina (IL-4, IL-10) Kkoji
su protuuplani. Istom metodom je pokazano da se uslijed primjene kurkumina miSevima sa
kolitisom smanjuje infiltracija neutrofila, smanjuje aktivacija inducibilne NO sintaze i inhibira
aktivnost NFxB (UKkil i sur., 2003). Radene su i mnoge klinicke studije koje su pokazale
djelotvornost kurkumina u terapiji upalnih bolesti crijeva. Randomizirana dvostruko slijepa
studija (Hanai i sur., 2009) na uzorku od 89 pacijenata s ulceroznim kolitisom pokazala je
djelotvornost kurkumina u sprjeCavanju relapsa bolesti. 45 pacijenata uzimalo je 1 g
kurkumina dva puta dnevno, zajedno sa standardnom terapijom koja je bila
sulfasalazin/mesalamin. Ostatak, 44 pacijenata s ulceroznim kolitisom umjesto kurkumina
dobilo je placebo takoder dva puta dnevno Uz svoju standardnu terapiju
sulfasalazinom/mesalaminom. Zbog kr$enja protokola 7 pacijenata je izuzeto iz analize, a
rezultati analize pokazali su da je u 2 od 43 pacijenata koji su uzimali kurkumin doslo do
relapsa, dok je u drugoj skupini pacijenata koji su uzimali placebo, u 8 od 39 pacijenata doslo
do relapsa bolesti. Takoder dokazano je poboljsanje u CAI (engl. clinical activity index) i El
(engl. endoscopic index) u kurkuminskoj, ali ne i u placebo skupini pacijenata. Druga vazna
studija pokazala je djelotvornost kurkumina u indukciji remisije sa 5-aminosalicilnom
kiselinom kod blagog i srednje teskog ulceroznog kolitisa. Na uzorku od 50 pacijenata,
26 pacijenata je primalo 3g kurkumina na dan, a 24 pacijenta placebo uz peroralnu i topikalnu
terapiju 5-ASA. Remisija je postignuta u 14/26 pacijenata u kurkuminskoj skupini te u 0/24
pacijenata u placebo skupini. Takoder, uoceno je klinicko poboljSanje 17/26 pacijenata u
kurkuminskoj skupini, a tek 3/24 pacijenta u placebo skupini (Lang i sur., 2015.). lako je iz

svega navedenog vidljivo da kurkumin ima veliki protuuplani potencijal, takoder kao dokaz
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njegove pleiotropnosti, ima antioksidativni, antikancerogeni i antidijabetic¢ki u¢inak te korisne

kardiovaskularne u¢inke (Hanai i Sugimoto, 2009.).
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Slika 4. Pleiotropno djelovanje kurkumina (preuzeto i prilagodeno: Peng et al, 2021)

1.2.3. Andrografolidi

Andrografolidi su skupina bioloski aktivnih tvari koji se nalaze u lista i zeleni justicije
Andrographis paniculata (Burm. f.) Wall. ex Nees, Acanthaceae. Prema dostupnim
literaturnim podacima diterpenski laktoni andrografolid (ANDR), neoandrografolid
(NANDR) i  14-deoksi-11,12-didehidroandrografolid  (14-DANDR)  pokazali  su
imunomodulatorno, protuupalno i antikarcinogeno djelovanje (Jayakumar i sur., 2013;
Sandborn i sur., 2013; Tang i sur., 2011).

1.2.4. Bosveli¢ne kiseline

Smola indijskog tamjanovca (Boswellia serrata Roxb. ex Colebr., Burseraceae) glavni je
izvor bosveli¢nih kiselina kojima se pripisuje protuupalno i imunomodulatorno djelovanje. U
glavne bioloski aktivne sastavnice ove skupine ubrajaju se: keto derivati 11-keto-B-bosveli¢na
(KBA) i 3-O-11-keto-B-bosvelicna kiselina (AKBA), a- i B-bosveli¢na kiselina (ABA, BBA)
te 3-O-acetil-a- i B-bosveli¢na kiselina (AABA, ABBA) (Holtmeier i sur., 2011; Poeckel i
sur., 2006; Gerhardt i sur., 2001).



1.3. Minerali

Minerali su anorganske sastavnice namirnica, koje ljudski organizam Cesto puta sadrzi u
iznimno uskim rasponima te su nuzni za normalno funkcioniranje. Zbog toga se tijekom
cijelog zivota moraju unositi u organizam uravnoteZenom prehranom. Prema potrebnim
dnevnim koli¢inama ove esencijalne tvari dijele se u tri skupine: makroelementi, elementi u
tragovima 1 ultra elementi u tragovima. Makroelementi (Na, K, Ca, Mg) imaju razlicite
funkcije, poput elektroliti, kao sastavnice enzima ili kao gradivni materijal npr. kostiju i zuba.
Treba istaknuti kako se unose u koli¢ini iznad 50 mg/dan (Belitz, 2004; Reilly, 2004).

U biljnom materijalu sadrzaj minerala znacajno moze oscilirati ovisno o genetskim i
klimatskim faktorima, poljoprivrednim postupcima, sastavu tla i mnogim drugim faktorima.
Osim toga, promjene mineralnog sadrzaja obi¢no se pojavljuju tijekom tehnoloskih
postupaka, npr. termickoj obradi sirovina, odvajanju pojedinih dijelova sirovine, ekstrakciji i
dr. Dovoljan unos minerala ne ovisi samo o njihovoj koli¢ini unesenoj hranom, nego primarno

o bioraspolotivosti koja ovisi o sastavu namirnice (Belitz, 2004; Reilly, 2004).

1.3.1. Kalcij

Kalcij je jedan od najznacajnijih minerala u organizmu, uglavnom zastupljen u koStanom
sustavu, dok su manje koli¢ine ovog esencijalnog elementa prisutne u vanstani¢noj tekuéini,
citoplazmi i mekim tkivima. Kalcijevi ioni apsorbiraju se u tankom crijevu aktivnim
transportom i pasivhom difuzijom, a njihova apsorpcija ovisi 0 nizu faktora (Belitz, 2004;
Brody, 1994).

Glavni izvor kalcija su mlijeko i mlije¢ni proizvodi, zatim slijede voce, povrée, meso, riba i
jaja. Adekvatan unos vitamina D nuzan je za apsorpciju kalcija. Nedostatak kalcija relativno
je Cesta pojava, a simptomi nedostatnog unosa ovog minerala su: tetanija, spazam misica,
grand mal, depresija, produteni QT interval, malapsorpcija i intestinalni gréevi, rahitis kod
djece i osteoporoza kod odraslih.

Osim toga, vazno je naglasiti kako je povecani unos ovog elementa izuzetno vazan u nekim
zivotnim razdobljima, prije svega za vrijeme rasta te u starijoj Zivotnoj dobi. Mali i
nedovoljan unos kalcija, uz jo$ neke druge faktore moze dovesti do ubrzanog gubitka kostane

mase (Belitz, 2004).



1.3.2. Magnezij

Magnezij je nuzan element za zivot kao sastavni dio, ali i aktivator mnogih enzima, posebno
onih koji sudjeluju u stvaranju i iskoriStavanju ATP-a, zatim stabilizator plazmatskih i
intracelularnih membrana te nukleinskih kiselina. Glavne zalihe magnezija, vise od polovice,
smjeStene su u kostima. Na proces apsorpcije iz probavnog trakta utjeCcu mnogobrojne
sastavnice hrane poput: vlakna, masnoce, oksalna kiselina, Fe, P, Mn. Nedostatak magnezija
relativno se Cesto pojavljuje zbog nepravilne prehrane i unosa velike koliCine rafiniranih
Secera, kave i alkohola. Zbog njegove vazne uloge u metabolizmu, nedostatak uzrokuje
ozbiljna oSteCenja: osteoporoza, gubitak apetita, miSi¢ni gréevi, lupanje srca preuranjenih
kontrakcija ventrikula i njihove fibrilacije, pojaano zgruSnjavanje krvi, misiéni tremor,
slabost, poremecaj gutanja, mucnina i povracanje, a javlja se kao posljedica poremecaja u
probavnom sustavu ili kod bolesnika na hemodijalizi, kod dijabetesa, oStecenja bubrega,
kroni¢nog alkoholizma, primjene nekih diuretika te hormonskih i metabolickih poremecaja.
Manjak magnezija uvijek prati i promjena u metabolizmu kalcija i kalija (Belitz, 2004; Brody,
1994).
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2 OBRAZLOZENJE TEME
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Minerali su sastavnice biljaka i dodataka prehrani koji sadrze jednu ili viSe biljnih vrsta.
Primjena dodataka prehrani u preporuc¢enim dnevnim dozama ima pozitivne ucinke na
zdravlje ljudi, a posebice uslijed njihovog dugotrajnog i kroni¢nog konzumiranja. Iz tog
razloga vazno je utvrditi sadrZzaj minerala u dodacima prehrani, u ovom sluc¢aju onima za
lijeCenje upalnih bolesti crijeva. Pri tome je izabrana analiticka tehnika atomska apsorpcijska
spektrometrija zbog svoje jednostavnosti, brzine i mogucnosti odredivanja Sirokog raspona
koncentracija minerala u uzorcima. U analitiCkom pogledu, odredivanje minerala u dodacima
prehrani opcenito predstavlja problem za analiti¢ara zbog kompleksnog sastava samih uzorka
te dosta promjenjivih koncentracija metala u uzorcima. Nadalje, u kontroli kvalitete biljnih
droga i dodataka prehrani Cesto se odreduje sadrzaj vlage i hlapljivi tvari te dobivene

vrijednosti usporeduje s maksimalno dopusteni gubitak susenjem.

Iz navedenih razloga cilj ovog rada bio je:

e odrediti sadrzaj kalcija i magnezija te gubitak suSenjem u dodacima prehrani koji
sadrze jednu ili viSe biljnih vrsta koje se koriste u ublazavanju simptoma upalnih
bolesti crijeva: indijski tamjanovac (Boswellia serrata Roxb. ex Colebr.,
Burseraceae), justicija (Andrographis paniculata (Burm. f.) Wall. ex Nees,
Acanthaceae) i kurkuma (Curcuma longa L. Zingiberales)

e usporediti sadrzaj analiziranih metala u prikupljenim dodacima prehrani s dostupnim
literaturnim podacima za druge dodatke prehrani

e procijeniti kvalitetu ispitivanih uzoraka obzirom na gubitak suSenjem i sadrZaj

analiziranih minerala
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3.1 Materijali

3.1.1 Uzorci

Za ispitivanje sadrzaja kalcija i magnezija u uzorcima koji sadrze: indijski tamjanovac,
justiciju i/ili kurkumu kao biljne droge prikupljeno je 15 uzorka (Tablica 1). Uzorci su
prikupljeni u trgovinama zdravom hranom ili putem internet trgovine. Prikupljeni uzorci
razvrstani su prema postupcima pripreme biljnih sirovina kao suhi ekstrakt, biljna droga i
usitnjena biljna droga, a kao zemlja porijekla navedeno je 7 drzava, dok kod jednog uzorka

nije navedena zemlja porijekla.

3.1.2 Radni instrumenti

o Atomski apsorpcijski spektrometar AAnalyst 800 THGA (PerkinElmer, Waltham,
MA, SAD)

o Pecnica za mikrovalno spaljivanje uzoraka ETHOS UP (Milestone, Sorisole, Italija)

o Analiticka vaga AG245 s mogucnoscu oc€itanja 0,01 mg (Mettler Toledo, Greifensee,
Svicarska)

o Analizator vlage KERN DBS60-3 (Kern & Sohn, Balingen, Germany)

o Sustav za prociS¢avanje vode (Milipore, Bedford, MA, SAD)

3.1.3 Standardne otopine
o Standardna otopina kalcija i magnezija (koncentracija: 1000 = 0,002 mg/L) (Panreac,

Barcelona, Spanjolska)

3.1.4 Ostale koristene kemikalije

o Nitratna kiselina TraceSELECT® Ultra, za analizu elemenata u tragovima, 65-71 %,
(Sigma-Aldrich GmbH, Buchs, Svicarska)

o Vodikov peroksid TraceSELECT® Ultra, za analizu elemenata u tragovima, >30 %,
(Sigma-Aldrich GmbH, Buchs, Svicarska)

o Voda: za pripremu svih otopina koriStena je ultradista voda otpornosti 18,2 MQ cm

(25 °C) dobivena koristenjem Milipore sustava za procis¢avanje (Bedford, MA, SAD)
3.1.5 Pribor i posude

o Aluminijska posudica za vaganje na analizatoru viage (Kern & Sohn, Balingen,

Njemacka)
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o Lampa sa Supljom katodom HCL (engl. Hollow Cathode Lamp) — pojedina¢na lampa
za kalcij i magnezij (PerkinElmer, Waltham, MA, SAD)

o PTFE posude za mikrovalno spaljivanje (Milestone, Sorisole, Italija)

o Automatske jednokanalne pipete podesivog volumena za pipetiranje uzoraka (Rainin,

Svicarska)

o Plasti¢ne odmjerene tikvice (Vitlab, GroBostheim, Njemacka)

o Plasti¢na posuda za grafitnu tehniku

o Kapaljke (ISOLAB, Wertheim, Njemacka)

3.1.6 Programski paketi

o

o

o

AA WinLab Version 32 (PerkinElmer, Waltham, MA, SAD)
EasyControl software (Milestone, Sorisole, Italija)
Microsoft Office Excel (Microsoft, Seattle, WA, SAD)
Statistica ver. 12.0 (StatSoft, Tulsa, OK, SAD)
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Tablica 1. Popis uzoraka

Redni NaziV proizvoda Vrsta Dozirni Zemlja Nadin Onis uzorka
broj P uzorka oblik porijekla nabave P
kurkumin (200 mg, standardiziran na 95 %
MapleLifeSciences Curcumin , . kurkuminoida), ekstrakt indijskog
i C suhi . . internetska ) o
1 + Boswellia + Piperine rinfuza Indija . tamjnanovca (192 mg, standardiziran na 65 %
ekstrakt trgovina AR
powder bosveli¢nih kiselina), ekstrakt crnog papra (8
mg, standardiziran na 95 % piperina)
Maple life sciences - suhi internetska
2 Piperine/black pepper extract rinfuza Indija . standardiziran na min. 95 % piperina
ekstrakt trgovina
powder
3 MapleL.ifeSciences Boswellia | suhi rinfuza Indija mtern_etska minimalno 60 % bosveli¢nih kiselina
serata 400 mg ekstrakt trgovina
. . - trgovina
4 Bio&Bio Superfoods usitnjena rinfuza Hrvatska zdravom | organski uzgojena kurkuma
Kurkuma Prah biljna droga h
ranom
i trgovina
5 Lebensbaum Kurkuma usitnjena rinfuza Njemacka zdravom 100 % organski uzgojena kurkuma
(Gelbwurz) biljna droga h
ranom
usitnjena trgovina
6 Harissa Kurkuma prah bio >1thy rinfuza Hrvatska zdravom usitnjeni podanak kurkume
biljna droga h
ranom
usitnjena trgovina
7 Harissa Kurkuma prah o1t rinfuza Hrvatska zdravom usitnjeni podanak kurkume
biljna droga
hranom
usitnjena trgovina
8 Kotany Kurkuma mljevena >1thy rinfuza Austrija zdravom usitnjena kurkuma
biljna droga h
ranom
9 Only Nature kurkuma prah usitnjena rinfuza Hrvatska trgovina usitnjena kurkuma
biljna droga zdravom
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hranom

YouHerblt Indian - sirovi y internetska - .
10 . . biljna droga . Grcéka . smola indijskog tamjanovca
Frankincense Resin Tears materijal trgovina
Supplyist Frankincense Resin internetska
11 - Boswellia Tears Gum - biljna droga | rinfuza Turska . smola indijskog tamjanovca
: . trgovina
Olibanum Aromatic Incense
12 Sap!ens Store Boswellia biljna droga | rinfuza nye lnterr!etska smola indijskog tamjanovca
Resin navedeno trgovina
Maple life sciences - organic usitniena internetska
13 Andrographis Paniculata S1thy rinfuza Indija . justicija
biljna droga trgovina
Leaves Powder
HerbaDiet - Organic usitnjena internetska
14 Andrographis Paniculata Leaf | ;. J rinfuza Indija . justicija
biljna droga trgovina
Powder (2)
Herbal infusion Certified traovina
15 Organic Royal Green usitnjena cajna Nizozemska zgravom organski uzgojena kurkuma (49 %), sporis
Superfood Beautiful biljna droga | mjesavina hranom (31 %), kora limuna (15 %), crni papar (5 %)

Turmeric
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3.2 Metode

3.2.1 Odredivanje gubitka suSenjem analizatorom vlage

Odredivanje vlage u ispitivanim uzorcima provedeno je prema propisu Americke
Farmakopeje (U.S. Pharmacopeia) <731> Loss on Drying.

Ukratko, usitnjen i homogenizirani uzorak ravnomjerno se rasporedi po aluminijskoj posudici
u Sto tanjem sloju te odvaze oko 1,000 g za vagi u sklopu analizatoru vlage. Nakon toga,
zatvori se poklopac kako bi analizator vlage automatski poceo sa zagrijavanjem. Halogeni
grija¢ zagrijava i susi uzorak dok integrirana vaga stalno biljezi masu uzroka. Pri temperaturi
zagrijavanja od 105 °C provodi se mjerenje do konstantne mase, odnosno dok razlika izmedu
dvije izmjerene mase ne bude manja od 0,5 mg. Nakon toga je zabiljezen gubitak mase koji

odgovara udjelu hlapljivih tvari. Sva mjerenja su provedena u triplikatu.

3.2.2 Spaljivanje uzorka mikrovalnom digestijom

Budu¢i da uzorci dodataka prehrani predstavljaju slozenu matricu za odredivanje metala, u
cilju dobivanja homogene otopine prikladne za odredivanje metala plamenom tehnikom svi
analizirani uzorci prethodno su spaljeni mikrovalnom digestijom.

Ukratko, oko 400 mg uzorka odvagano je u PTFE posudu za mikrovalno spaljivanje te
dodano 9 mL nitratne kiseline (65-71 %) TraceSELECT® Ultra i 1 mL vodikov peroksid
(>30 %) TraceSELECT® Ultra za analizu elemenata u tragovima. Zatim su PTFE posude
zatvorene te proveden program mikrovalne digestije u dva koraka (Tablica 2.). Nakon
spaljivanja i hladenja, uzorak je kvantitativno prenesen u plasti¢cnu odmjernu tikvicu, nakon

Cega je slijedio postupak odredivanja metala plamenom tehnikom.

Tablica 2. Program mikrovalne digestije

Korak Vrijeme Temperatura (°C) Snaga (W)
1 00:20:00 200 1800
2 00:10:00 200 1800

3.2.3 Priprema standardnih otopina i uvjeti rada na AAS

Radne otopine analiziranih metala potrebne za izradu kalibracijskog pravaca dobivene su tako
da su standardne otopine analiziranih metala razrijedene ultracistom vodom u prikladnim
omjerima. Osnovni analiti¢ki parametri predloZzenih metoda plamene tehnike prikazani su u

tablici 3.
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Tablica 3. Analiticki parametri za odredivanje koncentracije metala plamenom tehnikom

Element Ca Mg

Tip signala Atomska apsorpcija | Atomska apsorpcija
Valna duljina (nm) 422,67 285,21

Otvor pukotine monokromatora (nm) 0,7 0,7

Lampa C-HCL C-HCL

Struja lampe (mA) 10 6

Tip plamena Zrak/ acetilen Zrak/ acetilen

Nacin mjerenja Srednje vrijeme —5s | Srednje vrijeme —5s

3.2.4 Statisticke metode

Varijable s normalnom raspodjelom prikazane su aritmetiCkom sredinom i standardnom
devijacijom (SD). Odreden je Pearsonov koeficijent korelacije kako bi se ispitala potencijalna
ovisnost izmedu ispitivanih varijabli u uzorcima. p<0,05 je smatrana statisti¢ki znac¢ajnom
razlikom, a p<0,01 vrlo znaCajnom. Za obradu podataka koriSten je statisticki paket

STATISTICA v. 12.1 od StatSoft® (Tulsa, OK, SAD).
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4 REZULTATI | RASPRAVA
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4.1. Gubitak susenjem u dodacima prehrani

Gubitak suSenjem definira se kao gubitak mase ispitivane tvari nakon provedbe postupka
susenja u propisanim uvjetima. Ovo termogravimetrijsko ispitivanje zastupljeno je u velikom
broju farmakopejskih monografija za ispitivanje €isto¢e biljnih droga i dodataka prehrani. U
ovom radu gubitak suSenjem odreden je za rinfuze i ¢ajne mjeSavine. U Tablici 4. prikazan je
gubitak susenjem (%) dobiven propisanom metodom. Prema dobivenim rezultatima moguce

je utvrditi kako se gubitak susenjem kod rinfuza bio u rasponu od 1,75 do 8,65 %.

Tablica 4. Gubitak susenjem u suhim dozirnim oblicima odreden prema USP <731> Loss on
Drying.

Uzorak W srednja rijednost (%) N = 3 sp*
Rinfuza
1 1,75 0,19
2 5,15 0,25
3 3,04 0,06
4 8,40 0,30
5 8,65 0,09
6 8,24 0,35
7 7,73 0,18
8 7,19 0,71
9 7,89 0,48
10 2,99 0,42
11 2,40 0,13
12 2,84 1,35
13 7,63 0,31
14 6,13 0,06
Cajna mjesavina
15 5,43 0,08

! SD — Standardna devijacija

U USP monografijama za ekstrakte i biljne droge (rinfuza) ovih biljnih vrsta naveden je
maksimalno dopuSteni gubitak suSenjem. Prema tome, za uzorke u obliku rinfuze bilo je
moguce provjeriti odgovaraju 1i analizirani uzorci USP propisima. Takoder je potrebno

istaknuti da se maksimalni dopuSteni gubitak suSenjem razlikuje ukoliko se radi o usitnjenoj

21



biljnoj drogi ili suhom ekstraktu droge. Naime, prema USP suhi ekstrakti dobivaju iz

usitnjene droge ekstrakcijom s prikladnim otapalom (izopropanol, etanol, metanol, heksan,

aceton i drugim). Nakon ekstrakcije koristena otapala se uklanjaju te stoga i dopustene

vrijednosti gubitka susenjem trebaju biti nize u odnosu na usitnjene biljne droge.

Dakle, u Tablici 5. dan je popis uzoraka koji su razvrstani prema vrsti pripravka (suhi ekstrakt

ili biljna droga). U navedenoj tablici nalazi se eksperimentalno utvrdeni gubitak susenjem,

maksimalno dopusteni gubitak susenjem za pojedinu biljnu vrstu odnosno njen pripravak

(biljna droga ili suhi ekstrakt) prema USP monografijama. 1z rezultata vidljivo je da svi uzorci

osim uzorka 2- S21 (sadrzi suhi ekstrakt papra) zadovoljavaju USP kriterije.

Tablica 5. Usporedba gubitka suSenjem (w, %) dobivenog prema USP propisu s limitima

definiranim u monografijama pojedinog biljnog pripravka.

USP limit

Uzorak Vrsta uzorka Biljna vrsta w (%) (%) Odstupanje?
kurkuma, indijski
1 suhi ekstrakt tamjnanovac, crni 1,75 7/5/2 -0,253
papar
2 suhi ekstrakt crni papar 5,15 2 +3,15%
3 suhi ekstrakt indijski tamjanovac 3,04 5 -1,96
4 usitnjena biljna droga kurkuma 8,40 10 -1,60
5 usitnjena biljna droga kurkuma 8,65 10 -1,35
6 usitnjena biljna droga kurkuma 8,24 10 -1,76
7 usitnjena biljna droga kurkuma 7,73 10 -2,27
8 usitnjena biljna droga kurkuma 7,19 10 -2,81
9 usitnjena biljna droga kurkuma 7,89 10 -2,11
10 biljna droga indijski tamjanovac 2,99 12 -9,01
11 biljna droga indijski tamjanovac 2,40 12 -9,60
12 biljna droga indijski tamjanovac 2,84 12 -9,16
13 usitnjena biljna droga justicija 7,63 10 -2,37
14 usitnjena biljna droga justicija 6,13 10 -3,87

1 USP limit je naveden sukladno monografiji pojedine biljne vrste odnosno njegovog pripravka (suhi ekstrakt ili biljna droga).
2 Odstupanje je iskazano kao razlika izmedu limita definiranog USP propisom te eksperimentalno dobivene vrijednosti.
8 Uzorak sadrzi 3 biljne vrste te je gubitak suSenjem usporeden s dozvoljenim gubitkom suSenjem navedenim u propisu

odnosno monografiji s najstrozim kriterijem.
*Podebljano su oznatena ona odstupanja koja ne zadovoljavaju USP propis.
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4.2. Sadrzaja metala u dodacima prehrani

Analize kalcija i magnezija u 15 uzoraka dodataka prehrani koji se koriste u lijecenju upalnih
bolesti crijeva provedene su metodama atomske apsorpcijske spektrometrije plamenom
tehnikom na instrumentu AAnalyst 800 THGA (PerkinElmer, Waltham, MA, SAD).

Kako bi se dobili valjani rezultati analize, provedena je verifikacija ve¢ postoje¢ih metoda
(Perkin Elmer, 2000; Welz i Sperling 1997; ICH 2005) te su ispitani validacijski parametri:
radno podrucje, linearnost, granica dokazivanja (LOD) i odredivanja (LOQ). Pri tome je
granica dokazivanja i odredivanja za svaki metal odredena uzastopnim mjerenjem (n=10)
slijepe probe te izraCunata srednja vrijednost i standardna devijacija mjerenja. Trostruka
vrijednost standardne devijacije uzeta je kao LOD, a deseterostruka vrijednost standardne
devijacije kao LOQ.

Visoka linearnost metoda (r> 0.999) odredena je za radno podrucje, a granica odredivanja
iznosila je 0,015 mg/L za Ca i 0,010 mg/L za Mg (Tablica 6). Niske vrijednosti relativnih
standardnih devijacija (RSD) upucuju na visoku preciznost odabrane analiticke metode.
Nakon toga provedena je analiza uzoraka. Kako bi se uspje$no mogla provesti analiza metala
u uzorcima sloZene matrice, najprije je potrebno sve uzorke prevesti u pogodan oblik za
mjerenje, odnosno kao bistre otopine. Tako je u prikupljenim uzorcima prvo provedena

mineralizacija procedurom mikrovalne digestije (poglavlje 3.2.2).

Tablica 6. Znacajke validacije za odredivanje metala u dodacima prehrani F-AAS tehnikom

Ca Mg
Radno podru¢je (mg/L) 1,25-5,00 0,063 - 0,250
Kalibracijska krivulja (n=3) y = 0,07484x - 0,00063 | y =2,40998x + 0,01415
Koeficijent korelacije 0,9998 0,9997
LOD (mg/kg)? (n=10) 0,375 0,250
LOQ (mg/kg)? (n=10) 0,125 0,075
LOD (mg/L)® (n=10) 0,005 0,003
LOQ (mg/L)® (n=10) 0,015 0,010

% na temelju odvage 0,250 g uzorka
® na temelju odgovarajuce slijepe probe

Koncentracija metala u uzorku dodataka prehrani odredena je iz kalibracijske krivulje,

ovisnosti povrsine pika o koncentraciji metala. Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 7.
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Tablica 7. Sadrzaj kalcija i magnezija u dodacima prehrani analizirani AAS metodom

Ca (mg/kg) Mg (mg/kg)
Kvantificirani raspon 30,26 - 15029,72 33,74-1207,18
Srednja vrijednost 3827,87 764,48
Median 568,89 818,34
Interkvartilni raspon 444,39 - 6128,85 721,89 - 933,34

Dobiveni rezultati ukazuju na varijabilnost sadrzaja kalcija u analiziranim dodacima prehrani.
Sadrzaj ovog makroelementa dobiven primjenom F-AAS metode krece se u rasponu od 30,26
mg/kg (suhi ekstrakt indijskog tamjanovca) do 15029,72 mg/kg (usitnjena biljna droga
justicije) (Tablica 7), pri cemu su sva mjerenja provedena u triplikatu, te su RSD vrijednosti
bile do 1,3 %. Kada se promatra analiziran sadrzaj kalcija u razli¢itim biljnim vrstama, kod
dodataka prehrani kurkume uocava se uzi raspon ovog makroelementa (407,78 mg/kg -
672,35 mg/kg), dok je znacajno S$iri raspon bio kod dodataka prehrani justicije (1943,03
mg/kg - 15029,72 mg/kg).

Kada se pogleda tablica 7, vidljivo je kako je sadrzaj magnezija u analiziranim dodacima
prehrani bio u zna¢ajno uzem rasponu od 33,74 mg/kg (suhi ekstrakt crnog papra) do 1207,18
mg/kg (biljna droga indijskog tamjanovca).

Treba istaknuti kako je sadrzaj oba makrominerala znacajno veéi kod biljnih droga (srednja
vrijednost Ca: 6132,16 mg/kg; Mg: 928,36 mg/kg) i usitnjenih biljnih droga (srednja
vrijednost Ca: 2928,78 mg/kg; Mg: 896,04 mg/kg) nego kod suhog ekstrakta (srednja
vrijednost Ca: 220,88 mg/kg; Mg: 205,92 mg/kg). Ovi rezultati su o¢ekivani obzirom na na¢in
dobivanja ovih skupina uzoraka.

Osim toga, dobiveni rezultati za sadrzaj kalcija i magnezija u skladu su s dostupnim
literaturnim podacima (Asagwara i sur., 2018; Mane i sur., 2018; Ikpeama i sur., 2014).

Na temelju rezultata ovog istrazivanja, znatan sadrzaj kalcija i magnezija nalazi se u

dodacima prehrani koji se koriste u lijeenju upalnih bolesti crijeva.
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5 ZAKLJUCCI
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Ciljevi ovog rada obrazlozeni su u poglavlju 2. Iz dobivenih rezultata moguce je zakljuciti

sljedece:

1. Analizirani dodaci prehrani koji se koriste u lije¢enju upalnih bolesti crijeva mogu se
smatrati dobrim izvorom minerala kalcija i magnezija.

2. Sadrzaj minerala u ispitivanim dodacima prehrani u skladu je s dostupnim literaturnim
podacima.

3. Atomska apsorpcijska spektrometrija — plamena tehnika je brza i iznimno ponovljiva
metoda te prikladne za rutinske analize razli¢itih vrsta dodataka prehrani.

4. Primjena mikrovalne digestije potrebna je zbog uklanjanja slozenih sastavnica biljnog
materijala.

5. Svi analizirani dodaci prehrani osim jednog uzorka koji sadrzi suhi ekstrakt papra

zadovoljavaju USP zahtjeve kod gubitka susenjem.
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7 SAZETAK/SUMMARY

32



Biljke i1 dodaci prehrani su vazan izvor bioloski aktivnih sastavnica koje pozitivno utjecu na
zdravlje ljudi. Osim toga, primjena dodataka prehrani u stalnom je porastu. Budu¢i da se
indijski tamjanovac, justicija i kurkuma koriste u ublazavanju simptoma upalnih bolesti
crijeva, cilj ovog rada bio je procijeniti kvalitetu dodataka prehrani obzirom na sadrzaj kalcija
I magnezija. Sadrzaj navedenih minerala u analiziranim dodacima prehrani odreden je
plamenom tehnikom atomske apsorpcijske spektrometrije nakon postupka mikrovalne
digestije. Nadalje, u analiziranim uzorcima ispitan je gubitak suSenjem prema propisu
Americke Farmakopeje. Rezultati istrazivanja upucuju na visoki sadrzaj ovih minerala te se
analizirani dodaci prehrani mogu smatrati dobrim izvorom minerala. Osim toga, svi
analizirani dodaci prehrani osim jednog uzorka koji sadrzi suhi ekstrakt papra zadovoljavaju

USP zahtjeve obzirom na gubitak susenjem.
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Plants and dietary supplements are an important source of biologically active components that
have a positive effect on human health. In addition, the use of dietary supplements is
constantly increasing. Since Indian frankincense, Green chiretta and Turmeric are used to
relieve the symptoms of inflammatory bowel diseases, the aim of this work was to evaluate
calcium and magnesium content in dietary supplements. The content of the mentioned
minerals in the analyzed food supplements was determined by the flame technique of atomic
absorption spectrometry after the microwave digestion procedure. Furthermore, the analyzed
samples were tested for drying loss according to the regulation of the U.S. Pharmacopoeia.
The obtained results indicate a high content of these minerals, and the studied dietary
supplements can be considered a good source of minerals. In addition, all analyzed dietary
supplements except for one sample containing dry extract of pepper meet the USP criteria

regarding drying loss.
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