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Zavod za analiticku kemiju

U ovom su se radu ispitivale moguénosti odredivanja ukupnih anorganskih specija arsena iz uzoraka
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concentrated hydrochloric or nitric acid together with ultrasound bath or microwave digestion system. Accuracy
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Prema podatcima Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization, WHO)
veéina svjetske populacije svakodnevno koristi nekonvencionalne lijekove i proizvode
izvedene iz ljekovitih biljaka pa oni nalaze Siroku primjenu u sustavima tradicionalnog
lijeCenja. Poznavanje sadrzaja toksi¢nih elemenata, kao S§to je arsen, u biljkama i njihovim
farmaceutskih formulacijama iznimno je vazno za procjenu mogucih negativnih posljedica po
ljudsko zdravlje. Toksi¢nost arsena je uglavhom povezana s anorganskim oblicima arsena,
As(I1) i As(V), koji mogu biti prisutni u biljnom materijalu u udjelima od 1 % do 3 %
ukupnog sadrzaja.

Analiticki pristup odredivanju arsena u wuzorcima biljnih tkiva uvjetovan je
raspolozivom instrumentacijom, sastavom matrice i specijama arsena prisutnim u uzorku.
Analiticka metodologija za kvantifikaciju organskih i anorganskih specija arsena najcesce se
temelji na vezanim sustavima tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) s
atomskom fluorescencijskom spektrometrijom (AFS) ili spektrometrijom uz induktivno
spregnutu plazmu (ICP-AES, ICP-MS). Medutim, podatak o ukupnom sadrzaju anorganskih
specija arsena moguce je osigurati pristupacnijim i1 brzim analitickim metodama uz
odgovarajucu prethodnu pripravu uzoraka.

U ovom su se radu ispitivale mogucnosti odredivanja ukupnih anorganskih specija
arsena iz uzoraka biljke Erodium cicutarium koja bi se potencijalno mogla koristiti u lijecenju
raznih infekcija. Priprema uzoraka temeljila se na razgradnji proteinske matrice u
koncentriranoj klorovodi¢noj kiselini pomocu ultrazvucéne kupelji i sustava za mikrovalnu
razgradnju. Tako pripremljene otopine uzoraka Kkoristile su se za analizu sadrzaja arsena, a
metode koje su se pritom koristile su atomska emisijska spektrometrija uz induktivno
spregnutu plazmu (ICP-AES) i elektrotermicka atomska apsorpcijska spektrometrija
(ETAAS). U kontroli tocnosti analitickih postupaka koristili su se certificirani referentni
materijali biljaka s deklariranim ukupnim sadrzajem arsena. Dobiveni podaci statisti¢ki su se
obradili i medusobno usporedili, a temeljem dobivenih rezultata raspravile su se prednosti i
nedostaci primijenjenih metoda i postupaka. U konacnici su predlozeni optimalni uvjeti za

kvantitativnu analizu anorganskih vrsta arsena u uzorcima biljaka.

Sanja Alispahié¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Arsen

Zbog svoje Siroke rasprostranjenosti u okoliSu, arsen je sve ¢eS¢i predmet istrazivanja
znanstvenika. Oslobada se u okoli$ prirodnim (npr. vulkani) ili antropogenim procesima (npr.
pesticidi). Biljke dolaze u dodir s arsenom kroz tlo i mogu ga akumulirati u razli¢itim
dijelovima, ve¢inom u obliku arsenata.' S obzirom da se razli¢ite ljekovite biljke koriste kao
dodaci prehrani i za lijeCenje razli¢itih oboljenja, nuzno je kontrolirati bioakumuliranu
koli¢inu teskih metala kako bi se sprije¢ili moguci negativni uéinci ljekovitog bilja na zdravlje
(“:ovjeka.2 Opcenito, ljudi su svakodnevno izlozeni arsenu preko kontaminirane vode ili preko
hrane koja je uzgajana na tlu zagadenom arsenom.® Kako bi se procijenili rizici za zdravlje

ljudi, potrebno je detaljno razumijeti bioakumulaciju arsena.

2.1.1. Kemija arsena

U tlu i u vodenom mediju arsen moZze postojati u Cetiri razliita oksidacijska stanja: As(-111),
As(0), As(I1) i As(V). Toksi¢ni efekti arsena ne ovise samo o njegovoj koncentraciji, ve¢ i o
kemijskoj formi u kojoj je prisutan. Dominantne anorganske specije arsena su arsenit (As(l11))
i arsenat (As(V)), dok su od organskih specija arsena to metilarsonat, metilarsenit,
arsenobetain, arsenokolin, monometilarsenska kiselina (MA) i dimetilarsenska Kkiselina
(DMA). As(111) je otrovniji od As(V) jer inhibira oksidacijsku fosforilaciju (vazan mehanizam
u opskrbi stanica energijom) uzrokujuéi time stani¢nu smrt. Toksi¢nost As(V) odituje se u
njegovoj inhibiciji sinteze ATP-a.* As(lll) u reakciji s natrijevim borhidridom stvara arsin
(AsHs3). Rijec je o vrlo opasnom bezbojnom plinu ¢ije se generiranje Cesto Koristi u procesu
predobrade uzorka u svrhu odredivanja arsena. Anorganske specije arsena puno su opasnije i
otrovnije od organskih specija za koje se smatra da se ne apsorbiraju u organizam. Cak i ako
se uspiju apsorbirati, naj¢esce se vrlo lako izlucuju iz organizma putem urina ili fecesa pa su
time i manje toksi¢ne. Anorganske specije arsena puno su toksi¢nije zbog svoje vrlo lake
apsorpcije u organizam, oSteivanja gastrointestinalnog trakta, cirkulacije, perifernog i
centralnog ziv€anog sustava, a smatraju se i karcinogenima za pluca, kozu, jetru i bubrege te u
nekim sludajevima mogu uzrokovati i smrt.> Anorganski arsen se prema podacima USEPA-e

(engl. United States Environmental Protection Agency) nalazi na prvom mjestu na listi
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§ 2. Literaturni pregled 3

zagadivaca, a spada i u prvu grupu karcinogena prema podacima ljudske epidemiologije. S
druge strane, metilirane arsenove specije (monometilarsenska kiselina (MMA) ili
dimetilarsenska kiselina (DMA)) su puno manje toksi¢ne, a za specije arsenovih Secera
(arsenobetain, arsenokolin) smatra se da uopce nisu toksi¢ne. S obzirom na razli¢itu
toksicnost arsenovih specija, odredivanjem ukupne koli¢ine arsena u realnim uzorcima ne
dobiva se dovoljno informacija za procjenu sigurnosti hrane ili kontaminacije okolisa. 1z
navedenog su razloga razvijene razli¢ite metode specijacijske analize arsena kojima je
moguée jednoznacno utvrditi koje su specije arsena prisutne u uzorku te time i razinu

toksi¢nosti analiziranih uzoraka.®

2.1.2. Transport arsena u biljke i njegov fizioloski i biokemijski utjecaj

Izlaganje biljke arsenu Cak i pri vrlo niskim koncentracijama moze uzrokovati mnoge
morfoloske, fizioloSke i biokemijske promjene u biljci. Toksi¢nost arsena za biljke varira
ovisno o njegovoj specijaciji unutar biljke (arsenit, arsenat), o vrsti biljke 1 o znacajkama tla
koje kontroliraju akumulaciju arsena u biljkama. Razliite biljne vrste imaju razlicite
mehanizme unosa As(l11) i As(V) i detoksifikacije stanica od istih.

Arsen u biljke ve¢inom ulazi u anorganskoj formi (As(III) ili As(V)) preko transportnih
proteina. Unos je vrlo vjerojatno reguliran gradijentom koncentracije arsena izmedu tla, u
kojem biljka raste, i biljnih stanica. Danas jo§ ne postoje informacije o specificnim
transporterima arsena u biljne stanice, no ono §to se zna jest da As(V), kao analog ortofosfata
(P1), koristi iste transportne proteine kao i ortofosfat za prelazak plazma membrane stanica
korijena biljke. Arsen je time kompetitivni inhibitor ortofosfata te direktno interferira
odvijanju raznih metaboli¢kih puteva za koje je ortofosfat vazan. Unutar biljke, arsen ima
snazan utjecaj na rast i razvoj biljke jer uzrokuje mnoStvo morfoloskih, fizioloskih,
biokemijskih 1 molekulskih promjena. Jedna od vaznijih promjena je definitivno smanjenje
efikasnosti fotosinteze, a najopasniji biokemijski efekt arsena na substani¢nom nivou je
povecano stvaranje i sprjecavanje eliminacije reaktivnih kisikovih specija (engl. Reactive
Oxigen Species, ROS) kao §to su superoksidni radikal (0%), hidroksilni radikal (OH) i
vodikov peroksid (H,O,). Ove su specije priliéno opasne za metabolizam biljke i mogu
uzrokovati nepopravljivu Stetu na vaznim makromolekulama kao S§to su lipidi, proteini,
ugljikohidrati i DNA. Znanstvenici su uocili poveznicu izmedu redukcije As(V) u As(IIl) i

formiranja reaktivnih kisikovih specija. Biljke su razvile razli¢ite mehanizme zastite od
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§ 2. Literaturni pregled 4

oksidacijskog stresa kojeg uzrokuju reaktivne kisikove specije. Kako bi se detoksificirale od
reaktivnih kisikovih specija, biljke povecavaju aktivnost antioksidativnih enzima kao $to su
superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT), glutation reduktaza (GR) i askorbat
peroksidaza (APX). Osim enzimatskih antioksidansa, aminokiselina prolin se uslijed stresa
uzrokovanog arsenom akumulira u velikim koli¢inama te pomaze biljnim stanicama da zadrze
minimalnu razinu hidratacije potrebnu za normalno funkcioniranje stanice. Takoder, prolin
Stiti biljne stanice od stresa posredovanog reaktivnim kisikovim specijama. Tre¢i mehanizam
detoksifikacije biljke predstavlja kompleksiranje arsena s odredenim ligandima te njegovo
izbacivanje iz stanice vakuolarnom kompartmentalizacijom. Do sada je poznato da peptidi
bogati aminokiselinom cistein (fitokelati, metalotioneini) zahvaljuju¢i svojim reaktivnim
tiolnim skupinama mogu vezati arsen i prevesti ga u formu koja nije toksicna.

Buduca istrazivanja usmjerena su na potpunije razumijevanje toksi¢nih efekata arsena
na lipide, proteine i DNA tijekom i nakon klijanja biljke te se nastoje detaljno razumjeti

. o o 7
mehanizmi obrane biljke od stresa uzrokovanog ovim teskim metalom.

2.1.3. Analiticke metode odredivanja arsena

Kako bi se arsen mogao uspjesno odrediti u razli¢itim uzorcima, potrebno ga je separirati iz
uzorka, a zatim adekvatnom tehnikom i detektirati. Tehnike separacije arsena koriste se za
eliminaciju efekata matrice, za obogacivanje (prekoncentriravanje) uzorka arsenovim
specijama i za olakSavanje njihovih detekcija i identifikacija.

Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid phase extraction (SPE)) efikasna je tehnika
predobrade uzoraka s ciljem prekoncentracije analita iz kompleksne matrice. Odlikuje ju
niska cijena, smanjena potroSnja reagensa te jednostavnost izvodenja, a u kombinaciji s
drugim analitickim tehnikama primjenjiva je za off-line i on-line analize arsenovih specija.
Danas se razli¢iti materijali koriste za ekstrakciju (prekoncentraciju) arsenovih specija, pri
¢emu je najcesce rije¢ o ionsko-izmjenjivackoj smoli, staklu ili poroznom silikagelu.6

Tehnika generiranja hidrida druga je cesto koriStena tehnika predobrade uzorka kod
koje se pomocu kalijevog jodida i askorbinske kiseline reducira As(V) u As(lll), a zatim se
sav As(111) prevodi u arsin (AsHs) reakcijom s natrijevim borhidridom.®

Osim ovih dviju navedenih tehnika za predobradu uzoraka, vrlo se ¢esto primijenjuju i

tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) ili kapilarna elektroforeza (CE).

Sanja Alispahié¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 5

Za detekciju arsenovih specija koriste se razli¢ite metode atomske apsorpcijske i
emisijske spektrometrije, a najceS¢e koriStene tehnike su elektrotermicka atomska
apsorpcijska spektrometrija (ETAAS), atomska emisijska spektrometrija uz induktivno
spregnutu plazmu (ICP-AES) ili spektrometrija masa uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-
MS). ETAAS je vrlo korisna tehnika u sluc¢ajevima kada je uzorka vrlo malo upravo zbog
svojih vrlo niskih detekcijskih granica (< 5 mg L™), velike preciznosti (0,5-5%), to¢nosti i
selektivnosti. Tehnike bazirane na plazma izvorima pruzaju moguénost multielementne
analize te su danas sve Ce$¢e primjenjivane u sprezi s HPLC-om u svrhu analize arsenovih
specija.’

2.1.4. Maksimalne dozvoljene kolicine arsena u ljekovitom bilju

Biljni lijekovi su proizvodi dobiveni iz biljnog materijala s terapeutskim ili nekim drugim
zdravstvenim prednostima. Mogu sadrzavati sirove ili procesirane sastojke jedne ili vise
biljki. Svjetska zdravstvena organizacija definira tri vrste biljnih lijekova: sirovi biljni
materijal, procesirani biljni materijal i medicinski biljni proizvod. Analize sigurnosti,
efikasnosti 1 kvalitete biljnih lijekova ograni¢ene su njihovim kompleksnim sastavom,
problemom prepoznavanja vrste biljke i nedostatkom prikladne standardizacije. Sigurnost,
efikasnost 1 kvaliteta gotovih biljnih lijekova ovisi o kvaliteti izvornog materijala, koji moze
ukljucivati stotine prirodnih sastojaka, i nac¢inu na koji su elementi procesirani prilikom
proizvodnie lijekova.’

Svaka drzava ima vlastite zakone i regulativu za pripravke ljekovitog bilja temeljene na
tradiciji te etnoloskoj i medicinskoj povijesti.”® Svjetska zdravstvena organizacija predlozila je
jednostavniji nacin definiranja kvalitete, sigurnosti primjene i efikasnosti pripravaka
ljekovitog bilja pri ¢emu bi svaka drzava trebala prihvatiti opée regulative vezane uz
navedene pripravke. Hrvatska se kao ¢lanica Europske unije mora pridrzavati propisa unutar
Europske farmokopeje koja diktira zahtjeve koji se moraju ispuniti kako bi se odredeni biljni
lijekovi 1 pripravcei ljekovitog bilja mogli proglasiti kvalitetnima. DopusStena koli¢ina arsena,
propisana prema WHO, u pripravcima ljekovitog bilja iznosi 10 mg kg™. Svjetska
zdravstvena organizacija daje i precizne upute o nacinu izvodenja analitickih tehnika kojima
se potvrduje kvaliteta proizvoda. Za razliku od toga, Europska farmakopeja nije definirala
dopustene granice za arsen, a nije niti definirana dopustena dnevna doza. DopusStena tjedna
doza iznosi 15 mg kg*.** 1z navedenog je vidljivo da su danas i dalje vrlo slabo definirane

granice toksi¢nosti za arsen koji, u odredenim oblicima, predstavlja ozbiljan rizik za zdravlje
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covjeka. U Hrvatskoj vecina suhih biljnih pripravaka i opéenito pripravaka na biljnoj bazi ne
zadovoljava u potpunosti sve norme propisane Europskom farmakopejom. Ne analizira se
svaka serija ljekovitog bilja niti se provode sve analize propisane zahtjevima i normama.
Cesto se, uz mikrobioloske analize, ne provedu i one koje ée utvrditi koli¢inu teskih metala
(As, Hg, Pb, Cr i1 Cd) vrlo Stetnih za sredis$nji ziv€ani sustav, bubrege, gastrointestinalni trakt,
reproduktivni sustav i zglobove. Zanemaruju se i analize metala u tragovima kao $§to su Mn,
Fe, Co, Cu, V, Zn i Mo. Kao glavni razlog tome navodi se nacin na koji je vec¢ina biljaka u
Hrvatskoj registrirana. Naime, vecina biljaka registrira se kao hrana ili dodatak prehrani pa se
time ne zahtjeva analiza svake serije biljaka niti su zahtjevi jednaki kao farmakopejske norme
za pripravke ljekovitog bilja. ****

2.2. Metode atomske spektrometrije

Tehnike atomske spektrometrije svoju primjenu najce$¢e nalaze u analizama elemenata u
tragovima pri kojima se uzorak razgraduje intenzivnim zagrijavanjem u oblak vruc¢ih plinova
koji sadrzi slobodne atome i ione elemenata od interesa.

U atomskoj apsorpcijskoj spektrometriji (AAS) se zraenje valne duljine
karakteristicne za element od interesa propuSta kroz pare atoma i iona. Dio zracenja
apsorbiraju atomi elementa od interesa te se ta koli¢ina apsorbiranog zracenja mjeri i koristi
za odredivanje koncentracije tog elementa u uzorku.

U atomskoj emisijskoj spektrometriji (AES) uzorak je izloZzen temperaturama dovoljno
visokim da se uzrokuje disocijacija uzorka na atome i ione, a zatim i njihova medusobna
sudaranja koja dovode do ekscitacije atoma i iona. Pobudeni atomi i ioni se emisijom zracenja
vracaju u osnovno stanje, a mjerenjem intenziteta zracenja, emitiranog pri specificnim valnim

duljinama, moZe se odrediti koncentracija elemenata od interesa.**
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2.2.1. Atomska emisijska spektrometrija uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-AES)
Plazma je ionizirani plin koji se razmatra kao posebno stanje materije, a sastoji se od smjese
neutralnih i pozitivno nabijenih Cestica i elektrona. Rije¢ je o elektricki vodljivoj plinskoj
smjesi koja sadrzi znatnu koli¢inu kationa i elektrona, a ¢iji je ukupan naboj nula.

Plin je najces¢e argon te su argonovi ioni i elektroni glavne vodljive Cestice. U malim

koli¢inama prisutni su i kationi iz uzorka. Proces generiranja plazme prikazan je na slici 1.

Slika 1: Generiranje plazme u pet koraka: protjecanje argona (A), formiranje izmjeni¢nog

elektromagnetskog polja (B), iskrenje (C), ionizacija argona (D) i formiranje plazme (E)."

Nakon §to argon krene protjecati kroz plamenik, zavojnica pri vrhu plamenika prikljucuje se
na radiofrekvencijski generator te dolazi do formiranja izmjeni¢nog elektromagnetskog polja.
Iskrenjem se dalje potiCe izbacivanje elektrona iz atoma argona ¢ime se generiraju slobodni
elektroni. Ti slobodni elektroni zatim bivaju ,,uhvaéeni* u magnetskom polju zbog ¢ega dolazi
do njihovog ubrzavanja koje uzrokuje daljnju ionizaciju argona i formiranje plazme. Taj efekt
dodavanja (izmjene) energije zavojnice naziva se induktivno sprezanje. Plazmu ¢ini nekoliko
zona (slika 2), a to su rep plazme, normalna analiticka zona, zona inicijalnog zracenja, jezgra

plazme i zona pregrijavanja.
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rep plazme
normalna analiticka zona

zona inicijalmog zratenja

indukcijsl
regija

= Zona pregrijavanja

Slika 2: Zone plazme®™

Glavni dijelovi ICP izvora su plazma plamenik, indukcijska zavojnica, sustav za
regulaciju protoka argona i radiofrekvencijski generator. Plazma plamenik ¢ine tri
koncentriéne kvarcne cijevi kroz koje protjee argon razli¢itim brzinama. Indukcijska se
zavojnica sastoji od 2-5 namotaja bakrene cijevi (pozlacene ili posrebrene), a hladena je
vodom ili zrakom i smjeStena pri vrhu plamenika . ICP izvor postize temperature od 6000-

10000 K i omoguéuje efikasnu ekscitaciju i ionizaciju analita.'®

Osnovno stanje atoma predstavlja stanje najniZe energije te se tada vanjski elektroni
nalaze u orbitalama koje su najblize jezgri. Apsorpcijom elektromagnetskog zracenja dolazi
do pobudivanja atoma koji zatim prelazi u jedno od pobudenih stanja. Taj proces se naziva
ekscitacija. Novonastalo stanje atoma nestabilnije je od osnovnog stanja pa se atom iz
navedenog razloga relaksira natrag u osnovno stanje emisijom fotona. Ukoliko je primijenjena
energija dovoljno visoka, elektron moze u potpunosti napustiti atom pa dolazi do generiranja
iona. Navedeni proces naziva se ionizacija, a energija potrebna za njegovo odvijanje naziva se
ionizacijski potencijal. Svaki pojedini element ima karakteristi¢ni ionizacijski potencijal pa se

ta Cinjenica iskoristila u tehnikama njihovih detekcija.®

KoriStenjem plazme kao emisijskog izvora pobuduju se elektroni atoma i
jednoatomnih iona te oni prilikom vratanja u osnovno stanje emitiraju zracenje
karakteristi¢nih valnih duljina koje su odredene razlikom energija izmedu viSe i nizZe

energijske razine.*
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Svaki element ima svoj set karakteristicnih energijskih razina pa time i karakteristicni
set apsorpcijskih i emisijskih valnih duljina. Upravo ovo svojstvo €ini atomsku spektrometriju
korisnom za provodenje element-specifi¢nih analiza.™® Opcenito je potrebno mjeriti barem tri
spektralne linije pojedinog elementa kako bi se on sa sigurno$¢u mogao identificirati u
uzorku. Za potrebe kvantitativne analize ICP-AES-om potrebno je pripremiti otopine s
poznatim koncentracijama elementa od interesa (standardne otopine) te izmjeriti intenzitete
karakteristi¢nih emisijskih linija za taj element pri svakoj od poznatih koncentracija. Ti se
intenziteti prikazu u ovisnosti o poznatim koncentracijama odredivanog elementa te se time
formira kalibracijska krivulja za element od interesa. Snimanjem intenziteta emisije elementa
od interesa, u uzorcima u kojima njegova koli¢ina nije poznata i treba se odrediti, intenzitet se
unosi u kalibracijsku krivulju te se interpolacijom odreduje koncentracija koja odgovara tom

intenzitetu.!’

2.2.1.1. Znacajke instrumentne metode

Unutar ICP-AES instrumenta teku¢i uzorak se prevodi u aerosol procesom koji se naziva
rasprSenje. Aerosol uzorka zatim se dovodi u plazmu gdje se desolvatizira, vaporizira,
se prikuplja odredenim selektorom valnih duljina (monokromator ili polikromator).
Detektirano zracenje prevodi se u elektronicke signale koji se zatim prevode u informacije o
koncentraciji analita. Shematski prikaz osnovnih komponenti ICP-AES instrumenta prikazan
je naslici 3.

Radiofrekvencijsk TN e
generator Spektrometar

icp PMT

plamenik

-

Komora Mikroprocesor
" zarasprienje | i elektronika

—

Pneumatska Otpad
Uzorak Pumpa

Racunalo

L |

Slika 3: Osnovni dijelovi ICP-AES instrumenta.”®

Sanja Alispahi¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 10

Uzorak se uvodi peristaltickom pumpom koja regulira njegov protok i sprjeCava
odlazak prevelike koli¢ine uzorka u rasprSiva¢. RasprSiva¢i su dijelovi instrumenta Koji
prevode teku¢i uzorak u aerosol koji se zatim moze izloziti plazmi bez narusavanja njezine
stabilnosti. Najcesce se koriste pneumatski ili ultrazvucni rasprsivaci. Postoje i alternativni
nacini uvodenja uzoraka u plazmu, a vrlo Cesto koriStena je tehnika generiranja hidrida.

Shematski prikaz navedenog instrumenta prikazan je na slici 4.

Trokanalna
J peristalti¢ka
Otopina pumpa
Eztr:ﬁ:i[;  ——— T-spoj Separator tekucine
I:"IJ: N i plina

SI-- H

p::::}l:a Ventil —— uplazmu

(HCl)

g
Otpad Argon
Uzorak

Rotometar

Slika 4: ICP-AES instrumentacija s tehnikom generiranja hidrida.™®

Ovom se tehnikom uzorak otopljen u kiselini mijeSa s redukcijskim sredstvom, obi¢no
otopinom natrijevog borhidrida u razrijedenoj otopini natrijevog hidroksida. Reakcijom
natrijevog borhidrida s kiselinom stvaraju se atomi vodika koji zatim reagiraju s razli¢itim
elementima u uzorku (Hg, Sb, As, Bi, Ge, Pb, Se, Te i Sn) pri ¢emu nastaju hlapljivi hidridi
navedenih elemenata. Plinoviti hidridi zatim se odvajaju od ostatka reakcijske smjese i uvode
u plazmu.

Sama plazma se generira u plamenicima koji mogu biti u dva polozaja: radijalnom
(engl. side-on viewing) i aksijalnom (engl. end-on viewing), a njihov shematski prikaz nalazi
se na slici 5. U slucaju radijalnog plamenika signal se sakuplja iz ¢itave normalne analiticke
zone. Takav plamenik kod sloZenih matrica (alkalijske i organske) pokazuje bolje detekcijske

granice od aksijalnog plamenika. Takoder, velika mu je prednost primjenjivost na razli¢ite
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matrice, dulji vijek trajanja i manja potroSnja argona. Aksijalni plamenici pak daju vece
vrijednosti intenziteta, a u jednostavnim matricama pokazuju bolje detekcijske granice od

radijalnih plamenika.

d1.- gl
4% i :
o
B

0

Slika 5: Radijalni (A) i aksijalni (B) plamenik®

Danas postoje i tzv. “dual-view ” plamenici koji omogucuju istovremeno pracenje i radijalnog
I aksijalnog moda.

Svo generirano zracenje prikuplja se konveksnim le¢ama ili konkavnim zrcalom te se
usmjerava u spektrometar. Funkcija spektrometra je primanje bijele svjetlosti il
polikromatskog zraCenja 1 njegovo dispergiranje u monokromatsko zraenje nakon cega se
koristi jedna ili viSe izlaznih pukotina na izlaznoj ravnini ili kruZnici kako bi se omogucio
prolazak samo odredenih valnih duljina do detektora, a blokirao prolazak ostalih.
Spektrometar kod kojeg se koristi mnoStvo izlaznih pukotina i detektora naziva se
polikromator, a ukoliko spektrometar sadrZi samo jednu izlaznu pukotinu i1 detektor, tada je
rije¢ o monokromatoru. NajéeS¢e koriSteni polikromator je Paschen-Runge-ov, a od
monokromatora ¢esto se primjenjuju Czerny-Turner-ov i Ebert-ov. Polikromatori omogucuju
mjerenje viSe elemenata istovremeno, dok monokromatori “skeniraju” jednu po jednu
emisijsku liniju. Zracenje nakon prolaska kroz izlaznu pukotinu dolazi do detektora, a

najcesée koristeni detektori su fotomultiplikator i CCD detektor.'®
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Uzorci koji se analiziraju metodom ICP-AES su vodene otopine koje se uvode u
plazmu kao aerosoli. Za multielementnu analizu potrebno je 2-5 mL proporcionalno broju
odredivanih elemenata, a posebnim rasprsivackim sustavom moguce je uvoditi i mikrolitarske
uzorke.

ICP-AES omogucava brzu simultanu analizu veéeg broja elemenata koriStenjem
kompromisnog sustava multielementne analize. Navedeni sustav podrazumijeva koriStenje
multielementnih standarda koji sadrze soli svih elemenata koji se analiziraju. Standardne
otopine mogu se pripremati u rasponu koncentracija od Sest redova veli¢ine pa se kalibracijski
pravac moze koristiti za razli¢ita koncentracijska podru¢ja 1 omoguéava simultano
odredivanje glavnih elemenata i elemenata u tragovima.

Prilikom odredivanja velikog broja elemenata detekcijske se granice kre¢u u podrucju
1 — 10 pg L™ Opéenito, detekcijske granice ovise o tipu plazma izvora, raspriivaca i
spektrometra te o vrsti analita. Za potrebe grubih kvantitativnih analiza nuzno je da
koncentracija analita bude barem pet puta veéa od same detekcijske granice. U slucaju
kvantitativnih analiza, koje moraju pokazati visoku to¢nost, koncentracija analita mora biti 10
puta veca. Visoka temperatura i dugo zadrzavanje uzorka (2-3 ms) omogucavaju vrlo niske
detekcijske granice. Detekcijska granica se prema IUPAC-u postavlja definiranjem omjera
signala i Suma gdje signal mora biti tri puta ve¢i od Suma i tada se u Sumove mogu ubrojiti
sve smetnje koje utjeCu na intenzitet linije analita. Ukupni intenzitet Suma odreduje se
analizom slijepe probe (kompletna matrica bez analita, odnosno elementa od interesa).
Ukoliko je koncentracija nekih elemenata u uzorku niza od detekcijske granice, za njihovo je
odredivanje nuzno prije analize uzorak podvrgnuti postupku prekoncentriranja.

Tocnost opisuje slaganje izmedu dobivenih rezultata 1 stvarne vrijednosti, a ovisi o
slicnosti kalibracijskih standarda i uzorka. Tako se za vodene otopine s velikim variranjem u
sastavu doseze to¢nost od 10 %. Preciznost opisuje slaganje izmedu mjerenja izvedenih na
jednak nacin. Za koncentracije analita 100 puta vece od detekcijske granice preciznost
mjerenja, izrazena kroz relativnu standardnu devijaciju (RSD %), krece se u rasponu od 0,1

do 2,0 %.
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Uzroci najve¢ih pogreSaka prilikom mjerenja su spektralne interferencije. Visoka
temperatura pobuduje velik broj elemenata te je tada ukupno zracenje, koje pada na detektor,
puno vece, a spektri time sadrze velik broj linija koje se medusobno preklapaju. Spektralne je
interferencije moguce smanjiti odabirom pogodnih emisijskih linija za svaki element, veCom
rezolucijom spektrometra te korekcijom pozadinskog Suma. Kemijske interferencije opéenito
nastaju reakcijom elemenata prisutnin u uzorku, no ovdje su one reducirane visokom
temperaturom i inertnom atmosferom te ne predstavljaju problem. Fizikalne interferencije
posljedica su promjene fizikalnih svojstava analita, a mogu se smanjiti izborom adekvatnog
rasprsivaca, koriStenjem peristalticke pumpe, razrjedenjem otopina i koriStenjem unutarnjeg
standarda. Ukoliko se sustav ne ispire sa slijepom probom prije svakog sljede¢eg uzorka,
problem mogu stvarati memorijske interferencije. U tom slu¢aju ¢e do¢i do pojacanja signala

zbog analita koji je prethodno mjeren.*
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2.2.2. Elektrotermi¢ka atomska apsorpcijska spektrometrija (ETAAS)

Kada zraCenje odredene valne duljine i intenziteta dode u plamen, koji sadrzi atome od
interesa u osnovnom stanju, atomi apsorbiraju zracenje i prelaze u pobudeno stanje, a time se
smanjuje intenzitet upadnog zracenja. Detektor biljezi zracenje onoliko smanjenog intenziteta
kolika je koncentracija odredivanih atoma u plamenu. Koli¢ina apsorbiranog zracenja
odreduje se usporedbom upadnog i izlaznog zrafenja. Na slici 6 shematski je prikazana

izvedba tehnike atomske apsorpcije.

03— ()

1zvor detektor
zratenja

plamen

Slika 6: Nacrt izvedbe tehnike plamene atomske apsorpcije.?

Postoji nekoliko nacina kako se definira koli¢ina apsorbiranog zracenja. U apsorpcijskoj se
spektrometriji najéesce apsorbancijom odreduje koli¢ina apsorbiranog zracenja upravo zbog
njezine linearne ovisnosti o koncentraciji odredivanog analita.?’

U apsorpcijskoj spektrometriji problem mogu stvarati interferencije uzrokovane
matricom i spektralne interferencije. Navede interferencije mogu se ukloniti. Ukoliko matrica
uzorka uzrokuje interferencije, moze se pristupiti metodi dodatka standarda ili se moze
promijeniti matrica uzorka, a ukoliko problem stvara pozadinska apsorpcija, tada se provodi

D,-korekeija ili korekcija temeljena na Zeemanovom efektu.*®
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2.2.2.1. Analiticke znacajke metode ETAAS

Analiza tehnikom ETAAS obuhvaca mjerenje koli¢ine analita u poznatom volumenu uzorka u
grafitnoj kiveti kroz proces od vise temperaturnih koraka. U trenutku kada temperatura
dovoljno naraste da uzrokuje atomizaciju uzorka, mjeri se apsorpcija analita. Varijable unutar
samog procesa analize su volumen analiziranog uzorka te parametri zagrijavanja za svaki
korak. Navedeni parametri ukljucuju krajnju temperaturu koja se postize u pojedinom koraku,
tzv. ramp time koji predstavlja vrijeme unutar kojeg se temperatura povecava, tzv. hold time
ili vrijeme trajanja odrzavanja konacne temperature i tip i brzina protoka unutarnjeg plina.

Tipi¢ni program zagrijavanja ukljucuje korake susenja, pirolize i atomizacije te je prikazan na

slici 7.
2500 —
T/°C

2000 Step \

1500 —

1000 |-
Ramp

500 —

Ramp
] ——
suienje  piroliza atomizacija

Vrijeme -->

Slika 7: Program zagrijavanja u analizi tehnikom ETAAS.*
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Koraci zagrijavanja u metodi ETAAS:

Korak 1: suSenje uzorka

Nakon §to se uzorak smjesti u grafitnu kivetu, potrebno ga je osusiti. Za vodene otopine se
temperature suSenja najcesé¢e kre¢u izmedu 100 i 120 °C. Vrijeme potrebno za postizanje
temperature suSenja (engl. ramp time) moze se podesavati prema potrebi pa tako dulje vrijeme
postepenog rasta temperature omogucuje sporije zagrijavanje sustava. Nakon postizanja
temperature suSenja provodi se proces suSenja uzorka u trajanju kra¢em od minute (engl. hold
time). Unutarnji protok plina se za vrijeme trajanja suSenja ostavlja na svojoj maksimalnoj

vrijednosti (250-300 mL u minuti) kako bi se uspjesno istisnulo evaporirano otapalo iz kivete.

Korak 2: piroliza

Svrha pirolize jest selektivna volatilizacija organskih i anorganskih komponenti iz uzorka pri
¢emu analit zaostaje u manje kompleksnoj matrici pogodnijoj za analizu. U ovom je koraku
potrebno podesiti temperaturu dovoljno visoko da volatilizira Zeljene komponente, ali da
pritom ne uzrokuje gubitak analita. Odabir temperature ovisi 0 vrsti analita te 0 sastavu same
matrice, a unutarnji protok plina i dalje je isti kao i u prethodnom koraku kako bi istisnuo
volatilizirane komponente iz kivete. Dodatno, u svrhu dekompozicije uzorka moguce je

koristeni plin zamijeniti sa zrakom ili kisikom.

Korak 3: atomizacija

Ovim se korakom stvaraju pare atoma jednog ili vise elementa od interesa ¢ime se omogucuje
mjerenje atomske apsorpcije. Temperatura, pri kojoj se odvija atomizacija, je karakteristika
svakog pojedinog elementa, a njezino se postizanje treba provesti u sto kraéem vremenskom
periodu. Za dodatno povecéanje osjetljivosti i smanjenje mogucih interferencija potrebno je
pare atoma $to dulje zadrzati u grafitnoj pe¢i u kojoj se mjeri apsorpcija. Kako bi se to
postiglo, smanjuje se ili u potpunosti gasi protok unutarnjeg plina. Cim ovaj korak zapocne,

spektrometar krece mjeriti apsorpciju zracenja.
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Generiranje signala

Generirani atomi izlaze iz grafitne kivete pa u cijelom procesu dolazi do porasta
(prilikom generiranja atoma) i pada (izlazenjem atoma iz grafitne peci) koli¢ine apsorbiranog
zracenja pa se signal biljezi u obliku pika. U svrhu dobivanja kvantitativne informacije raCuna
se visina pika ili povrSina ispod pika. Signal, koji se dobiva ovom tehnikom, ovisi 0 masi
analita pa se koristenjem vecih volumena uzoraka postizu jaci signali. Analiticki se raspon
tako moze kontrolirati variranjem volumena uzorka. Za vrlo niske koncentracije analita koristi
se najve¢i moguci volumen uzorka, dok je za vece koncentracije analita moguce smanjiti
volumen uzorka. U svakom slucaju, za ve¢inu analiza primjenjuje se volumen uzorka od 20

HI— 21

2.2.2.2. Instrumentacija
a) lzvor zracenja
Atom apsorbira zracenje pri odredenim valnim duljinama. Kako bi se mogla izmjeriti
apsorpcija zraenja Uz maksimalnu osjetljivost, koriste se linijski izvori koji emitiraju
zraCenje specificne valne duljine. Navedeni izvor zraenja ¢ini atomsku apsorpciju
specifiénom tehnikom sa samo nekoliko spektralnih interferencija.

Suplja katodna lampa (slika 8) je linijski izvor zraéenja koji emitira specifiéne linije
elementa nanesenog na unutrasnjost katode. Ograni¢avajuce svojstvo ovog izvora zracenja
lezi u nepogodnosti nekih metala za nanoSenje na katodu zbog njihove hlapljivosti ili

vodickih svojstava.

Anoda Prozor

- AN
Katoda Dotok plina

Slika 8: Suplja katodna lampa.”
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Anoda i katoda nalaze se u staklenom cilindru koji je obi¢no punjen s neonom ili argonom pri
niskom tlaku, a na samom kraju staklenog cilindra nalazi se prozor kroz koji prolazi emitirano

zracenje. Emisijski proces ilustriran je na slici 9.

1. Pritanje 2. Pobuda 3. Emisija
Ar*

Art V'd . o
M —M X
<m° MO — =’ *

1 L1 [— /]

Slika 9: Emisijski proces u $upljoj katodnoj lampi.??

Primjenom elektri¢nog potencijala izmedu katode i anode dolazi do ionizacije nekolicine
atoma plina koji se nalaze u Supljoj katodnoj lampi. Pozitivno nabijeni ioni plina ubrzavaju u
elektriénom polju, sudaraju se s negativno nabijenom katodom te time izbijaju atome metala
(prstanje). Izbijeni metalni atomi zatim se pobuduju prijenosom kineti¢ke energije iona plina

v . . e . . - . . . . . . 922
te u konacnici emitiraju zracenje koje se dovodi do uzorka 1 koje analit apsorbira.

b) Grafitna pe¢

Grafitna se pe¢ sastoji od triju dijelova: grafitne kivete, grafitne elektrode i plasta. Grafitna
kiveta naCinjena je od grafita velike gustoe te je presvucena slojem pirolitiCkog grafita.
Grafitne elektrode spojene su na izvor struje velike jakosti (500 A), a malog napona (10 V)
Sto omogucuje mijenjanje snage i temperature. Plast ¢ine dvije stijenke izmedu kojih protjece
voda koja sluzi za brzo hladenje kivete prije unosSenja uzorka. Dodatno, propuhivanjem

oy .- v, . . . . .1
argonom ili duSikom zasti¢uju se kiveta 1 uzorak od oksidacije. S

) Spektrometar

Opcenito se u atomskoj apsorpcijskoj spektrometriji primjenjuju fotometri, a rije¢ je o
spektrometrima koji prenose zracenje iz izvora do monokromatora (naj¢esc¢e Czerny-Turner-
ov) koji ga zatim dalje usmjerava prema detektoru. Koriste se tri tipa fotometra: jednosnopni,

dvosnopni i pseudodvosnopni fotometar.™®
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2.2.2.3. Tehnika HydrEA

Sve je jaca potreba za sustavima koji ¢e omogudéiti provodenje automatiziranih mjerenja
visoke osjetljivosti za odredivanje elemenata u tragovima, a pritom biti neosjetljivi na moguce
interferencije. Problem se opcenito javlja prilikom odredivanja elemenata kao $to su arsen,
selenij ili antimon jer je njih obi¢no vrlo malo u uzorcima, a samom tehnikom generiranja
hidrida nije mogucée dovoljno prekoncentrirati uzorke prije provodenja analize.

Spregom tehnike generiranja hidrida s elektrotermalnom atomizacijom u grafitnoj peci
rjeSava se gore navedeni problem. Kombiniranjem prednosti obiju tehnika dolazi do
poboljsanja detekcijskih granica. Prvi korak analize tehnikom HydrEA jest generiranje hidrida
u tzv. hidridnoj jedinici koji se zatim u struji argona dovode u grafitnu kivetu oblozenu
iridijem Kkoji na sebe veze metalne hidride. Drugi korak analize jednak je kao u slucaju
elektrotermalne atomizacije. Osim boljih detekcijskih granica, ostale prednosti tehnike
HydrEA su i automatiziranost cijele analize i minimizirana prisutnost interferencija. Slika 10

prikazuje instrument za provodenje tehnike HydrEA.

Slika 10: Instrumentacija tehnike HydrEA®

Detekcijske granice za odredivanje arsena tehnikom HydrEA iznose 0,012 pg L™ za
emisijsku liniju pri 193,7 nm. Kada se ove detekcijske granice usporede s onima u

tradicionalnoj tehnici generiranja hidrida, uoCava se poboljSanje za faktor 4,57
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2.3. Kratkokljuni ¢apljan (Erodium cicutarium)

Erodium cicutarium (L.) L’Her., (hrv. Kratkokljuni ¢apljan) je jednogodi$nja ili dvogodisnja
biljka koja raste u mediteranskim podru¢jima Europe, Azije i Sjeverne Afrike, a spada u
razred Magnoliopsida, red Geraniales te obitelj Geraniaceae. S vremenom se rasprostranila i u
Sjevernoj Americi, Australiji, Novom Zelandu, Japanu, Cileu, Azorskim otocima i dalekom
istoku Rusije vrlo vjerojatno preko krzna ili perja Zivotinja ili preko ptica koje jedu sjeme i
preko malih sisavaca. Prirodno stani$te Erodium cicutarium su travnjaci i Sume te topla i suha
podrucja. Jednom kada se ova biljka nastani na odredeno podrucje, njezino gusto raslinje
eliminira nativhu vegetaciju. Ono §to Erodium cicutarium ¢ini opasnom za prirodnu
vegetaciju ¢ini njezina tolerancija na velik raspon tipova tla, od onih kiselih pa sve do
alkalnih. Iako je ova biljka relativno kratkozivuca, njezino sjeme moze prezivjeti ¢ak pet
godina nakon §to se zakopa u tlo. Erodium cicutarium lako se moze prepoznati po svojim
karakteristiénim plodovima s bodljikama koje se spiralno namotaju u suhim uvjetima te se
odmotaju kada su uvjeti vlazni. Na taj se nacin olakSava pomicanje sjemena po povrsini tla te
ukopavanje sjemenki u tlo. Ova biljka vazna je hrana za stoku, konje, ovce, neke vrste ptica i
klokane, a zbog svojih antioksidativnih svojstava sve se viSe ispituju mogucnosti njezine

medicinske primjene.?* Slika 11 prikazuje Erodium cicutarium.

Slika 11: Erodium cicutarium.®
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Stabljika Erodium cicutarium je polegnuta ili uzlazeca, na osnovi razgranata, a naraste
10-40 cm u visinu. Listovi su izduzeni i ovalni te dvostruko perasto urezani s duljinama od 3-
16 cm. Cvjetovi su dvospolni, a na pojedinom drSku ih ima do sedam. Vjenci¢ je graden od
pet svjetlocrvenih ili ljubicastocrvenih latica. Ovu biljku oprasuju pcele, leptiri 1 kornjasi, a
cvjeta od travnja do lipnja, ponekad i do jeseni. Plod ove biljke je tobolac s dugim kljunom
koji se raspada na pet dijelova od kojih svaki nosi po jednu svjetlosmedu sjemenku dugu oko
3mm.?

Sto se ti¢e kemijskog sastava, Erodium cicutarium sadrzi tanine, katekine, galnu
kiselinu, elaginsku kiselinu, Secere (glukozu, galaktozu i fruktozu), aminokiseline (glicin,
alanin, prolin, histidin, triptofan, tirozin, glutaminsku kiselinu), vitamine K i C i velik broj
esencijalnih i eteri¢nih ulja. Iz navedenog je kemijskog sastava lako za pretpostaviti da bi ova
biljka mogla imati mnosStvo farmakoloskih efekata, a novija istrazivanja to i potvrduju.
Erodium cicutarium tako pokazuje antibakterijska, antigljivi¢na, antivirusna, antioksidativna i
analgetska svojstva. Cijela se biljka potencijalno moze Koristiti za zaustavljanje unutarnjeg
krvarenja, a ekstrakti biljke mogli bi na¢i svoju primjenu u tradicionalnoj medicini u obliku
lijekova za Zelucane tegobe i hemoroide, dok bi se ¢aj od listova biljke mogao Koristiti kao
diuretik. Primjenom biljke na povrsini koze mogle bi se tretirati razliCite kozne infekcije.
Prema nekim istrazivanjima listovi Erodium cicutarium pokazuju i djelotvornost u lijecenju
reumatizma ukoliko ih se namo¢i u vodu za kupanje. Iz navedenog je vidljivo da ova biljka
ima obecavajuca svojstva te bi se u skorije vrijeme mogla poceti aktivno primjenjivati za
poboljsanje zdravlja pojedinca.?

U dosadasnjim istraZivanjima znanstvenici su prvenstveno bili usmjereni na
odredivanje antioksidativnih svojstava, a podatci o elementnom sastavu su ograni¢eni na
zastupljenost esencijalnih elemenata kao sto su Ca, Fe, i K. Odredivala se prisutnost i koli¢ina
esencijalnih ulja, flavonoida i tanina, no da bi se utvrdila sigurnost primjene ove biljke u

medicinske svrhe, potrebno je provoditi i analize zastupljenosti teSkih metala.”"?
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§ 3.

3.1.

EKSPERIMENTALNI DIO

Kemikalije

3.1.1. Kemikalije koriStene u eksperimentalnom radu

3.1.3.

Destilirana deionizirana voda, Mili-Q Element 18 System (Milipore, USA)
Dusicna kiselina, HNOs for trace analysis 70% (Fluka, Germany)

Vodikov peroksid, H,O,, 30% (Kemika, Zagreb, Croatia)

Klorovodi¢na kiselina, HCI for ultratrace analysis 30-35 % (Fluka, Canada)
Klorovodic¢na kiselina, HCI for ultratrace analysis, 37 % (Scharlau)
Jednoelementna standardna otopina arsena (As), 1001 + 5 pg mL™ (Inorganic
Ventures)

Natrijev borhidrid, NaBHy, prah (Scharlau)

Natrijev hidroksid, NaOH, peleti (Carlo Erba)

Kalijev jodid, KI, (Scharlau)

L(+) - askorbinska kiselina, C4HgOg, (Merck, Germany)

. Certificirani referentni materijali koristeni u eksperimentalnom radu

CRM 1573a (eng. Tomato leaves), uzorak listova raj¢ice, Standard reference material,
National Institute of Standards & Technology

CRM 1570a (eng. Spinach leaves), uzorak listova $pinata, Standard reference material,
National Institute of Standards and Technology

Instrumentacija

Mikrovalna pecnica za digestiju uzoraka, MWS-2 Microwave System Speedware
(Berghof, Eningen, Germany)

Opticki plazma spektrometar, Prodigy High Dispersion ICP-OES (Teledyne Leeman
Labs, Hudson, NH, USA)

Ultrazvuéna kupelj

Atomski apsorpcijski spektrometar sa grafitnom kivetom (ETAAS), ZEEnit 700P,
(analytikjena)
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3.2. Priprema uzoraka za analizu

Uzorci za analizu dobavljeni su zahvaljujuéi susretljivosti magistre farmacije Vanje Ljolji¢
Bili¢, asistentice na Zavodu za mikrobiologiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu. Pripremane su tri serije uzoraka za analizu. Razgradnja uzoraka
odvijala se u kiselom mediju (duSi¢na kiselina i vodikov peroksid ili klorovodi¢na kiselina)

primjenom mikrovalnog zracenja ili stavljanjem uzoraka u ultrazvu¢nu kupel;.

3.2.1. Digestija uzoraka mikrovalnim zracenjem

a) U mediju dusicne kiseline i vodikovog peroksida

Izvagani su uzorci suhih ekstrakata biljke Erodium cicutarium te uzorci certificiranih
referentnih materijala. To¢ne odvage praskastih uzoraka biljnog materijala kretale su se u
rasponu od 200 mg za certificirane referentne materijale do 500 mg za uzorke biljke Erodium
cicutarium. Uzorci su se prebacili u teflonske posude te je u svaki od njih dodano 8 mL
dusi¢ne kiseline te 3 mL vodikovog peroksida. Uzorci su zatim podvrgnuti mikrovalno
potpomognutoj razgradnji u zatvorenom sustavu uredaja MWS-2 Microwave System
Speedware. Mikrovalno potpomognuto razaranje uzoraka odvijalo se u tri koraka pri ¢emu se
koraci mogu razlikovati u primijenjenoj temperaturi, vremenu trajanja i snazi zracenja.
Program razgradnje uzoraka primijenjen u ovoj analizi prikazan je u tablici 1. Uzorci su
nakon digestije profiltrirani u tikvice od 25 mL te nadopunjeni destiliranom deioniziranom
vodom (Mili-Q) do oznake.

Tablica 1: Program mikrovalnog razaranja uzoraka
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b) U mediju klorovodicne kiseline

Izvagani su uzorci suhih ekstrakata biljke Erodium cicutarium te uzorci certificiranih
referentnih materijala. To¢ne odvage praskastih uzoraka biljnog materijala kretale su se u
rasponu od 200 mg za certificirane referentne materijale do 500 mg za uzorke biljke Erodium
cicutarium. Uzorci su se prebacili u teflonske posude te je u svaki od njih dodano 8 mL
klorovodi¢ne kiseline. Mikrovalno potpomognuta razgradnja uzoraka odvijala se u
zatvorenom sustavu uredaja MWS-2 Microwave System Speedware ¢iji je program razgradnje
prikazan u tablici 2. Uzorci su nakon razgradnje profiltrirani u tikvice od 25 mL te

nadopunjeni destiliranom deioniziranom vodom (Mili-Q) do oznake.

Tablica 2: Program mikrovalnog razaranja uzoraka

3.2.2. Digestija uzoraka u ultrazvucnoj kupelji

Izvagani su uzorci suhih ekstrakata biljke Erodium cicutarium te uzorci certificiranih
referentnih materijala. To¢ne odvage praskastih uzoraka biljnog materijala kretale su se u
rasponu od 200 mg za certificirane referentne materijale do 500 mg za uzorke biljke Erodium
cicutarium. Uzorci su se prebacili u staklene epruvete te je u svaki od njih dodano 10 mL
klorovodi¢ne kiseline. Tako pripremljeni uzorci stavljeni su u ultrazvuénu kupelj na tri sata, a
zatim profiltrirani u tikvice od 25 mL i nadopunjeni destiliranom deioniziranom vodom (Mili-
Q) do oznake.
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3.3. Analiza uzoraka

3.3.1. Analiza uzoraka metodom atomske emisijske spektrometrije uz induktivno spregnutu
plazmu (ICP-AES)

3.3.1.1. Priprema kalibracijskih otopina

Za pripremu otopina za kalibraciju Kkoristila se jednoelementna standardna otopina arsena
koncentracije 1001 + 5 pg mL™'. Razrijedivanjem navedene otopine s 10%-tnom
klorovodi¢nom kiselinom u tikvicama od 10 mL priredile su se kalibracijske otopine
koncentracija 0,1, 0,2, 0,5, 1 i 2 pg mL™. Kalibracijski dijagram dobiven iz ovisnosti
izmjerenih intenziteta zracenja pri 193,7 nm o navedenim koncentracijama prikazan je na slici
12.
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Slika 12: Kalibracijski dijagram za metodu ICP-OES

3.3.1.2. Parametri metode ICP-AES

U svrhu kvantitativnog odredivanja arsena u suhim ekstraktima biljke Erodium cicutarium
koristen je atomski emisijski spektrometar uz induktivno spregnutu plazmu (Prodigy High
Dispersion ICP-AES). Radni parametri navedenog instrumenta prikazani su u tablici 3.
Vrijeme integracije postavilo se na 5 sekundi, a signal se prikupljao iz aksijalnog smjera,

odnosno polozaja plamenika. Za svaku se otopinu snimanje ponavljalo tri puta.
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Tablica 3: Radni parametri za ICP-AES eksperiment

Spektrometar ESeletni spektrometar visoke rezolucije
L-PAD detektor

Rasprsivaé Pneumatski (stakleni)
Komora za rasprsivanje Ciklonska (stakleni)
PoloZaj plamenika Aksijalni
RF generator 40 MHz
Snaga generatora 1,3 Kw
Protok argona Glavni 18 L min™

Pomoéni 0,8 L min™

Rasprsivanje 1 L min™

Peristalticka pumpa 0,9 mL min™

Odgoda unosa uzorka 20 sekundi
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3.3.2. Analiza uzoraka metodom elektrotermicke atomske apsorpcijske spektrometrije
(ETAAS)

3.3.2.1. Redukcija As(V) u As(III)

Uzorci pripremljeni prethodno opisanim postupkom Kkoristili su se 1 za analizu
elektrotermiCkom atomskom apsorpcijskom spektrometrijom. Medutim, bilo je potrebno
provesti preredukciju tih uzoraka pri ¢emu se As(V) prevodio u As(lll) .U navedenu svrhu
koristila se 5% - tna otopina kalijevog jodida i askorbinske kiseline.

U epruvetu za mjerenje dodalo se redom:

e 6 mL destilirane deionizirane vode (Mili-Q)

¢ 12 mL koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (HCI)

e 6 mL uzorka

e 5 kapi 10 %-tne aminosulfonske kiseline (H,NSO3zH)

e 6 mL 5%-tne otopine kalijevog jodida i askorbinske kiseline

Tako pripremljene otopine morale su odstajati 30 minuta kako bi se redukcija uspjesno

provela, a uzorci bili spremni za analizu.

3.3.2.2. Priprema kalibracijskih otopina

Za pripremu otopina za kalibraciju koristila se jednoelementna standardna otopina arsena (V)
koncentracije 1001 + 5 pg mL™. U tikvice od 50 mL dodano je 20 mL 6 M klorovodi&ne
kiseline, 10 mL 5 %-tne otopine kalijevog jodida i askorbinske kiseline te odgovarajuci
volumen standarda arsena kako bi se priredile kalibracijske otopine s koncentracijama arsena
od 0,2,0,4, 06, 08i1pugL™ Tikvice su se zatim nadopunile destiliranom deioniziranom
vodom (Mili-Q) do oznake. Kalibracijski dijagram dobiven iz ovisnosti izmjerenih
apsorbancija pri valnoj duljini 193,7 nm o koncentracijama kalibracijskih otopina prikazan je

na slici 13.
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Slika 13: Kalibracijski dijagram za metodu HydrEA

3.3.2.3. Parametri metode HydrEA - ETAAS

U svrhu kvantitativnog odredivanja ukupnog arsena u suhim ekstraktima biljke Erodium

cicutarium koristen je uredaj za elektrotermicku atomsku apsorpcijsku spektrometriju (ZEEnit

700P). Taj je uredaj u sprezi sa sustavom za generiranje hidrida pa se takva hibridna tehnika

zove HydrEA. Radni parametri navedene tehnike prikazani su u tablici 4. Koristena je

arsenova Suplja katodna lampa, a izbor linije na monokromatoru ugoden je na 193,7 nm. Za

generiranje hidrida prije unosenja uzorka u grafitnu kivetu koristena je 0,3%-tna otopina

natrijevog borhidrida. Apsorbancija analita, kojom se analit kvantificirao, odredivala se prema

polozaju vrha pika dobivenog apsorpcijskog signala. Za uklanjanje spektralnih interferencija

koristila se deuterijeva lampa (tzv. D, korekcija).
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Tablica 4: Radni parametri metode HydrEA - ETAAS

Korak Naziv Temperatura Temperaturni Zadrzavanje Vrijeme Protok plina

/°C skok /s trajanja unutarnji/vanjski
°C st
2 Piroliza 305 50 20 20,1 Max stop
3 Interna 305 0 6 6,0 Stop stop
kalibracija
4 Atomizacija 2100 1000 5 6,8 Stop stop
5 Ciscéenje 2200 500 4 42 Max stop

Sanja Alispahi¢ Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 30

3.4. Usporedba analitickih metoda

Analiticke metode odredivanja arsena (ICP-AES i1 ETAAS) statisticki su usporedene
testiranjem znacajnosti pomocu sparenog Studentovog t-testa. Takoder je KkoriSten i
ne-parametarski Tukey box plot prikaz. Rezultati su prikazani dijagramom s pravokutnikom
(engl. box and whisker plot). Dijagram s pravokutnikom je jednostavan graficki prikaz
rezultata kojim se ocitava srednja vrijednost (medijan) i raspon vrijednosti varijable. Sastoji se
od pravokutnika koji prikazuje podatke od donjeg do gornjeg kvartila. Crta u sredini
pravokutnika oznacava medijan. Donje i gornje horizontalne linije (engl. whisker), mogu se
razli¢ito definirati, ali najées¢e predstavljaju najmanji i najveéi podatak koji se nalazi unutar
1,5 interkvartilnog raspona (gledaju¢i od donjeg, odnosno gornjeg kvartila). Sve tocke izvan
te granice crtaju se posebno i smatraju vrijednostima koje odudaraju od ocekivanih vrijednosti
(engl. outliers). Izgled dijagrama b-w ukazuje na stupanj rasprSenosti i asimetri¢nosti (engl.

skewness).
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Kontrola to¢nosti analitickih postupaka i mjerenja

Certificirani referentni materijali koriste se za utvrdivanje toc¢nosti analitickog postupka, a

odabiru se na temelju slicnosti s elementnim sastavom uzorka. U svrhu ovog istraZivanja

kori$teni su referentni materijali listova rajcice i listova $pinata (CRM 1573a Tomato leaves i

CRM 1570a Spinach leaves). Tablica 5 prikazuje izmjerene koli¢ine arsena u certificiranim

referentnim materijalima i odstupanje dobivene vrijednosti od stvarne vrijednosti.

Tablica 5: Izmjerene koli¢ine arsena u certificiranim referentnim materijalima metodama ICP-

AES i ETAAS

CRM

Certificirana
vrijednost +
c

AAs)/ngg*

Mjereno ICP-
AES-om

AAs) Ing g™

Odstupanje
! %

Mjereno

Odstupanje

HydrEA-ETAAS | %

Listovi 112+4 HCI + ultrazvuk 296,6 % HCI + ultrazvuk 1,232 %
rajcice 444,14 113,38
(engl.
Tomato HCIl + MW 1439 % HCI + MW 75,83 %
leaves) 273,22 27,07
3. HNOs/H,0, 233,6 % HNO3/H,0,
373,67 Neuspjesno -
mjerenje
Listovi 68+12 HCI + ultrazvuk 337,2% HCI + ultrazvuk 21,70 %
Spinata 297,27 43,85
(engl. HCI + MW 957,0 % HCI + MW
Spinach 718,78 Neuspjesno -
leaves) mjerenje
HNO; /H,0, 192,7 % HNO3/H,0,
199,03 Neuspjesno -
mjerenje
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Analiza ICP-AES-om nije pokazala zadovoljavajuée rezultate. Za oba se referentna
materijala dobivene vrijednosti drasti¢no razlikuju od certificiranih vrijednosti. Razli¢it nacin
ekstrakcije arsena takoder nije dao bolje rezultate. Razlog ovako velikih odstupanja lezi u
mnostvu generiranih signala u plazmi od kojih su neki vrlo bliski signalima arsena te time
prividno daju jaci odziv i veéu koncentraciju. Iz navedenog su se razloga uzorci analizirali i
tehnikom ETAAS, odnosno HydrEA, koja pokazuje bolju osjetljivost i razlu¢ivanje signala, a
koriStenjem katodne lampe s arsenovom linijom spektralne su interferencije svedene na
minimum.

Analiza tehnikom ETAAS dala je zadovoljavajuée rezultate u slucaju certificiranog
referentog materijala Tomato leaves , dok je u sluc¢aju Spinach leaves relativna standardna
devijacija ipak veéa. Razlog tomu moze biti njegova poprili¢no razli¢ita matrica od matrice
uzoraka, ali i sama kvaliteta referentnog materijala. Tomato leaves tako je pokazao bolju
kvalitetu i pouzdanost kao certificirani referentni materijal. Metoda ETAAS uz prethodnu
ekstrakciju arsena u klorovodi¢noj kiselini u ultrazvuc¢noj kupelji prihvaca se za analizu
arsena u uzorcima biljke Erodium cicutarium, a dobiveni rezultati uzimaju se kao pouzdani i
to¢ni. Ostali nacini ekstrakcije arsena nisu niti koriStenjem tehnike ETAAS pokazali

zadovoljavajuce rezultate.
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4.2. Sadrzaj arsena u biljnom materijalu odreden metodama ICP-AES i
ETAAS

Arsen je u biljkama prisutan u niskim koncentracijama te je za njegovo odredivanje nuzno
imati tehniku koju karakteriziraju niske detekcijske granice. ICP-AES metoda, unato¢ svojim
niskim detekcijskim granicama, nije omogucila uspjesno odredivanje arsena, a tablica 6

prikazuje koncentracije arsena dobivene ovom metodom.

Tablica 6: Koncentracije arsena u biljnim ekstraktima Erodium cicutarium odredene
metodom ICP-AES
Ekstrakcija u MW MW ekstrakcija u
Uzorak HCI + ekstrakcija u HCI

ultrazvuk HNOs/H,0; y(As)/ngglte

y(As)/nggt+ y(As)/ngg’«

c
1 408,3 + 6,125 - 419,5+ 6,293
2 523,8 + 7,857 - 443,8 + 6,657
3 7476 + 11,21 517,4+7,761 1516 + 22,74
4 323,9 + 4,859 159,2 +2,388 -

5 613,1+ 9,197 339,7 + 5,096 478,6 + 7,179
6 379,0 + 5,685 - 369,0 + 5,535
7 219,3+ 3,290 267,9 4,019 334,6 + 5,019
8 998,5 + 14,98 667,6 = 10,01 -

9 109,6 + 1,644 349,0 + 5,235 -

10 109,5 + 1,643 188,6 + 2,819 293,5 + 4,403

Metodom ETAAS (HydrEA) uspjesno su se odredile koncentracije arsena u biljnim
ekstraktima Erodium cicutarium. Kontrolom to¢nosti analitickog postupka ekstrakcija arsena
u klorovodi¢noj kiselini 1 u ultrazvuc¢noj kupelji pokazala se adekvatnom pa su te
koncentracije prihvaéene kao toc¢ne. Tablica 7 prikazuje koncentracije arsena dobivene
tehnikom HydrEA nakon provodenja triju razli¢itih ekstrakcijskih postupaka. Uzorci
pripremljeni u mediju dusSic¢ne kiseline i vodikovog peroksida nisu se mogli analizirati ovom

metodom jer su se pretjerano pjenili prilikom pokuSaja analize.
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Tablica 7: Koncentracije arsena u biljnim ekstraktima Erodium cicutarium odredene metodom
HydrEA

Ekstrakcija u MW MW ekstrakcija u
Uzorak HCI + ekstrakcija u HCI
ultrazvuk HNO3/H,0, y(As)/ngglte
y(As)/nggi+ y(As)/ngg’
()
1 205,8 + 3,087 - 55,38 + 0,8307
2 242,6 + 3,639 - 192,0 + 2,880
3 305,9 + 4,589 - 1749 + 2,624
4 253,0 £ 3,795 - -
5 248,4 + 3,726 - 390,8 £ 5,862
6 237,9 + 3,569 - 216,1 + 3,242
7 164,2 + 2,463 - 237,6 = 3,564
8 345,4 +£5,181 - -
9 88,60 + 1,329 - -
10 109,3 + 1,640 - 221,1+3,317

Usporedene su analiticke metode odredivanja arsena (ICP-AES i ETAAS)

neparametrijskim Tukey box testom i rezultati usporedbe prikazani su na slici 12.
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Slika 12. Box-plot dijagram za set odredivanja arsena metodama ICP-AES i ETAAS

ICPAES

ETAAS
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Rezultati prikazani graficki na slici 12 pokazuju specificne karakteristike pojedine
varijable u skupu podataka. U metodi dijagrama s pravokutnikom (b-w) svaki pravokutnik
sadrzi  vrijednost medijana, 25° i 75° percentila i horizontalne linije
(engl. whiskers), koje predstavljaju najmanji i najveéi podatak koji se nalazi unutar 1,5
interkvartilnog raspona gledajuci od donjeg, odnosno gornjeg kvartila. 1z slike je vidljiv veliki
rasap mjerenih rezultata metodom ICP-AES u odnosu na rezultate mjerene tehnikom ETAAS.
Parametrijski Studentov t-test proveden na mjerenim podatcima iz obje metode kao dva mala
nezavisna uzorka pri stupnju znacajnosti P = 0.05 dao je sljedee rezultate: izraCunata t-
vrijednost od 3,326 je veca od kritiCne vrijednosti t. = 2,262 §to upucuje na statisticki
znacajne razlike rezultata dobivenih u usporedbi metoda.

Uzrok toliko razli¢itih rezultata ovisno o primijenjenoj metodi i nacinu ekstrakcije lezi
u kemiji arsenovih specija koja je vrlo kompleksna te je tesko predvidjeti ponasanje raznolikih
arsenovih specija u uvjetima ekstrahiranja. Efikasnost ekstrakcije ovisi o razli¢itim
parametrima: matrici uzorka, tipu koristenog otapala, specijama koje se ekstrahiraju, vremenu
trajanja ekstrakcije i temperaturi zagrijavanja.?®

Ekstrakcija u dusi¢noj kiselini i vodikovom peroksidu uz mikrovalno potpomognuto
razaranje u teoriji omogucava ekstrakciju ukupne koli¢ine arsenovih specija iz uzorka. Rije¢
je o metodi ekstrakcije u kojoj se uzorak stavlja u jaku oksidirajucu kiselinu, a dodatak
vodikovog peroksida dodatno pojacava oksidacijsku mo¢.*® S obzirom da su se uzorci izlagali
natrijevom borhidridu, u svrhu generiranja arsenovih hidrida, kljuéna zadaca ove tehnike
ekstrakcije jest prevesti arsenove specije, koje nisu reducibilne, u formu koja ¢e moci
generirati hidride i biti kvantificirana. Neke od organskih specija arsena spadaju u te
nereducibilne specije pa je njih potrebno u potpunosti razoriti tako da se prevedu u
anorganske specije. Mikrovalna digestija uzorka omogucuje efikasno razaranje zbog
istovremene primjene kiselih uvjeta, zagrijavanja, mikrovalnog zracenja i tlaka. No, glavni
nedostatak ovog nacina ekstrakcije jest nemogucénost kontrole temperature i tlaka. U dusicnoj
kiselini dolazi do formiranja arsenatne kiseline (H3AsO4) koja se nekontroliranim
zagrijavanjem i variranjem tlaka pri visokoj temperaturi raspada na arsenov (V) oksid
(As401p) koji se moze raspasti na arsenov (1) oksid (As;Os) i kisik (O) ili moze do¢i do
njegove volatilizacije. Time je detektirana koli¢ina arsena u konacnici manja od stvarne.

Dodatnim modifikacijama ove metode, u smislu bolje kontrole temperature i tlaka, ovaj nacin
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ektrakcije mogao bi biti efikasna metoda odredivanja ukupne koli¢ine arsena u uzorcima

biljnih ekstrakata.**3"%

Ekstrakcija arsenovih specija u klorovodi¢noj kiselini uz pomo¢ mikrovalnog razaranja
uzorka takoder nije uspjes$no provedena iz jednakog razloga kao $to je opisano u slucaju
mikrovalne razgradnje u dusSi¢noj kiselini. Slaba kontrola uvjeta i u ovom je slucaju bila

presudna i uzrokovala pogresne rezultate.

Trec¢i nacin ekstrakcije, onaj u klorovodi¢noj kiselini i u ultrazvuénoj kupelji, uspjesno
je razorio uzorak i ekstrahirao arsenove specije. Ultrazvu¢na kupelj povecava efikasnost
ektrakcije na nacin da narusava stabilnost stani¢nih stijenki. Uzorak se prilikom ultrazvuéne
ekstrakcije nalazi u kiselim uvjetima, a prisutnost H" iona u tekucoj fazi moze izvuéi arsenove
specije iz uzorka u ¢vrstom stanju i prevesti ih u tekuéu fazu u obliku anorganskih specija
(arsenit i arsenat).*® S obzirom da klorovodi¢na kiselina nije oksidiraju¢a kiselina, ovaj na&in
ekstrakcije omogucio je kvantitativno odredivanje anorganskih specija arsena. Da je
ekstrakcija u oksidirajué¢im uvjetima bila uspjesna, vrlo bi se lako iz razlike ukupne koli¢ine

arsena 1 koli¢ine anorganskog arsena doslo do koli¢ine organskog arsena.
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§ 5. ZAKLJUCAK

U ovom se radu razvojem razliCitth metodologija i njihovim medusobnim usporedivanjem
uspjeSno odredila koli¢ina anorganskog arsena u suhim ekstraktima biljke Erodium
cicutarium i u konacnici predlozila adekvatna metodologija za analizu.

Uzorci su se pripremali mikrovalnom digestijom (u mediju duSicne kiseline i
vodikovog peroksida i u mediju klorovodi¢ne kiseline) i ultrazvu¢nom digestijom (u mediju
klorovodi¢ne kiseline) kako bi se iz njih ekstrahirao arsen. Efikasnost ekstrakcije arsena ovisi
o matrici uzorka, tipu koriStenog otapala, specijama koje se ekstrahiraju, vremenu trajanja
ekstrakcije 1 temperaturi zagrijavanja. Mikrovalna digestija se, unato¢ svojoj mogucnosti
efikasne razgradnje istovremenom primjenom Kkiselih uvjeta, zagrijavanja i mikrovalnog
zracenja, pokazala kao neadekvatna metoda ekstrakcije arsena zbog nemoguénosti kontrole
temperature 1 tlaka. Ultrazvu¢nom digestijom u klorovodi¢noj kiselini, koja nije oksidirajuca
kiselina, uspjeSno je provedena ekstrakcija anorganskih specija arsena iz uzoraka.
Ultrazvu¢na kupelj povecala je efikasnost ekstrakcije naruSavanjem stabilnosti stani¢nih
stijenki.

Analiza uzoraka provodila se tehnikama ICP-AES i ETAAS (HydrEA). Mnostvo
signala generiranih u plazmi, od kojih su neki bili vrlo bliski signalima arsena, onemogucilo
je dobivanje zadovoljavajucih rezultata metodom ICP-AES. Pojava spektralnih interferencija
uzrokovala je prividno veéi odziv, a time i veée koncetracije arsena od onih realnih.
Tehnikom ETAAS u sprezi s tehnikom generiranja hidrida postigla se bolja osjetljivost i
razlu€ivanje signala, a koriStenjem katodne lampe s arsenovom linijom spektralne su se
interferencije svele na minimum.

Metoda HydrEA uz prethodnu ekstrakciju arsena u klorovodi¢noj kiselini u
ultrazvucnoj kupelji pokazala se uspjeSnom u kvantitativnoj analizi anorganskih specija
arsena u uzorcima suhih ekstrakata biljke Erodium cicutarium. Koli¢ine anorganskog arsena
odredene ovom metodom krec¢u se izmedu 88 i 350 ng g'l. Razli¢ite koncentracije arsena
izmedu analiziranih uzoraka mogle bi biti posljedica razli¢itih uvjeta rasta iste biljke,
odnosno, ovisno o lokaciji, njezine razliCite izloZenosti arsenovim specijama i njihove

bioakumulacije.
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