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Sadrzaj mikro- i makroelemenata odreden je metodom atomske emisijske spektrometrije uz
induktivno spregnutu plazmu u uzorcima kupusnjacama. Utjecaj solnog stresa na sadrzaj
elemenata rastike, bijelog i kineskog kupusa odreden je usporedbom sadrzaja kontrolnih
uzoraka s uzorcima koji su pri uzgoju tretirani s NaCl. Uzorci su razoreni u uredaju za
mikrovalno potpomognuto razaranje s dusicnom kiselinom i vodikovim peroksidom. Nakon
optimizacije i validacije metode ICP-AES u uzorcima je odredena koncentracija Al, Ca, K, Mg,
Na, B, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Sr, V i Zn. To¢nost metode odredena je na temelju
analitickog povrata (93,1 - 117,4 % za list rastike, 92,3 - 112,0 % za list raStike tretiran s NaCl,
96,1 — 122 % za list kineskog kupusa i 67,5 - 90,2 % za list kineskog kupusa). Detekcijske
granice su za veéinu elemenata manje od 1 pg g%, osim za Al i Ba za koje su odredene izmedu
112 pg gt Makroelementi (mg g!) odredeni u uzorcima kupusnjaca su: Al, Ca, K, Mg i Na,
a mikroelemenata (ug g1) su: B, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Sr, V i Zn. Maseni udio
mikro- i makroelemenata razlikuje se u razlic¢itim biljnim organima (list i korijen) te u uzorcima
kupusnjaca uzgojenih sa i bez solnog stresa.
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In order to study, whether salinity has also an influence on metal accumulation, the contents of
selected micro- and macroelements were determined by ICP-AES in white kale, cabbage, and
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cabbage leaf, and 67.5 % - 90.2 % for NaCl treated Chinese cabbage leaf. All limits of detection
are less than 1 pg g2, except for Al and Ba whose limits of detection were between 1 and 2
ng g1 The macroelements Al, Ca, K, Mg and Na were determined to be present in mg g*
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influence the metal content.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Kupusnjace (Brassicaceae) ¢ine raznoliku i iznimno veliku skupinu $iroko konzumiranog
povréa, a uzgajaju se u cijelom svijetu.! Zapisi iz 3000. g. pr. Kr. pokazuju da su kultivare poput
kupusa, brokule i kelja (rod Brassica) ¢inile znac¢ajan dio ljudske prehrane kroz povijest. Neke
su epidemioloske studije dokazale povoljan utjecaj povréa iz porodice Brassicaceae na
smanjenje rizika od pojave kardiovaskularnih bolesti i razli¢itih vrsta karcinoma.?34°

Rastika (Brassica oleracea L.var. acephala), bijeli kupus (B. Oleracea L. var. capitata) i
kineski kupus (Brassica rapa ssp. pekinesis) ubrajaju se u kupusnjace koje su vazan dio zdrave
prehrane, a koriste se i u tradicionalnoj medicini.

Cilj ovog diplomskog rada jest elementna analiza rastike, bijelog i kineskog kupusa.
Osuseni dijelovi biljaka (korijen i list) usitnjeni su i razoreni metodom mikrovalno
potpomognutog razaranja s dusi¢nom kiselinom i vodikovim peroksidom. Elementni sastav
uzoraka odreden je metodama atomske emisijske spektrometrije uz induktivno spregnutu
plazmu (ICP-AES) i spektrometrijom masa uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-MS).

PoviSeni salinitet tla je jedan od glavnih izvora abiotskog stresa i uzrokuje smanjenje prinosa
poljoprivrednih kultura, a zbog klimatskih promjena predstavlja sve veci problem. Kako bi se
istrazilo utjece li salinitet na sadrzaj elemenata pri uzgoju rastike, bijelog i kineskog kupusa,
sadrzaj elemenata kupusnjaca usporeden je u uzorcima koji su pri uzgoju podvrgnuti solnom

stresu (tretirani s NaCl) s uzorcima koji su uzgojeni bez dodanog NaCl.

Karla Franjkovi¢ Diplomski rad



2. Literaturni pregled 2
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§ 2. LITERATURNIPREGLED

2.1. Kupusnjace

Kupusnjace (Brassicaceae), poznate i pod imenom krstaSice (Cruciferae) velika su i ekonomski
znacajna porodica povrca, duboko ukorijenjena i stolje¢ima prisutna u ljudskoj prehrani. Neke
od vrsta koje se najvise konzumiraju su kelj (Brassica oleracea var. botrytis), brokula (Brassica
oleracea var. italic) i bijeli kupus (Brassica oleracea var. capitata).’

Starost porodice kupusnjaca procijenjena je na oko 37 milijuna godina, a izvorno potjece
s iransko-turanskog prostora s kojega je, vremenom rasprostranjena po ostatku svijeta. Porodica
je monofilogenska skupina koja broji 338 poznatih rodova te oko 3709 biljnih vrsta
rasprostranjenih diljem svih naseljenih kontinenata. Biljke se odlikuju velikom raznoliko$¢u u
morfologiji vegetativnih dijelova, a podrucja s visokom stopom bioloske raznolikosti
obuhvacaju europski mediteranski pojas, srediSnju i zapadnu Aziju te zapadnu i sjevernu
Ameriku.®

Podrijetlo Sest najvaznijih vrsta Brassica (B. nigra, B. carinata, B. oleracea, B. napus,

B. rapa i B. juncea) objasnjeno je teorijom U-trokuta kako je prikazano na Slici 1.

Wiy
xxxx
apun xxxx

Brassica nnpm Brassica mp

P
LS.

Slika 1. Odnosi vrsta roda Brassica prema teoriji U-trokuta.’

Karla Franjkovi¢ Diplomski rad
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Genomi ranije navedenih vrsta tako su podijeljeni na tri glavna genoma (A, B i C), a koji
su organizirani u diploide (AA, BB i CC) te alotetraploide (AABB, AACC i BBCC). Zarazliku
od genoma A i C koji su sli¢ni, genom B se znacajno razlikuje. Diploidni genomi A, B i C
postoje zasebno, no zbog uske povezanosti podrijetlom moguce je njihovo krizanje. Prirodnom
hibridizacijom izmedu takvih diploidnih vrsta, razvijene su digenomske alotetraploidne vrste
(B. carinata, B. napus i B. juncea).'°

Opéenito, kupusnjace imaju osim vlakana i veliki udio vitamina i esencijalnih elemenata

Tablica 1. Sadrzaj vrsta iz porodice kupusnja¢a®

Brokula | Kelj pupéar | Kupus | Cvjetaca | Rastika
Voda (g) 89,3 86 92,18 92,07 84,04
Energija ( kkal ) 34 43 25 25 49
Bjelancevine( g) 2,82 3,38 1,28 1,92 4,28
Ukupno masti (g) 0,37 0,3 0,1 0,28 0,93
Ugljikohidrati (g) 6,64 8,95 5,8 4,97 8,75
Vlakna (g) 2,6 3,8 2,5 2 3,6
Secer (g) 1,7 2,2 3,2 1,91 2,26
Minerali
Kalcij (mg) 47 42 40 22 150
Zeljezo (mg) 0,73 1,4 0,47 0,42 1,47
Manezij (mg) 21 23 12 15 47
Fosfor (mg) 66 69 26 44 92
Kalij (mg) 316 389 170 299 491
Natrij (mg) 33 25 18 30 38
Cink (mg) 0,41 0,42 0,18 0,27 0,56
Selenij (pg) 2,5 1,6 0,3 0,6 0,9
Vitamini
C(mg) 89,2 85 36,6 48,2 120
Tiamin (mg) 0,071 0,139 0,061 0,05 0,11
Riboflavin (mg) 0,117 0,09 0,04 0,06 0,13
Niacin (mg) 0,639 0,745 0,234 0,507 1
Bs(mg) 0,175 0,219 0,124 0,184 0,271
Folna Kkiselina ( pg ) 63 61 43 57 141
A (1U) 623 754 98 0 9990
E (mg) 0,7 0,88 0,15 0,08 1,54
K(ng) 101,6 177 76 15,5 704,8

Karla Franjkovié¢ Diplomski rad
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Kupusnjace su bogate vitaminima C i E te karotenoidima koji mogu sprijeciti ili pomoci
pri ljecenju degenerativnih i malignih bolesti, osobito onih povezanih sa sustavom organa za
probavu, a zapaZena je i njihova uloga pri ljeSenju razli¢itih probavnih tegoba.!? Takoder,
istrazivanja su pokazala pozitivan utjecaj povréa iz roda Brassica pri smanjivanju rizika od
kardiovaskularnih bolesti jer sadrze veliku koli¢inu folata.*®

Ljekovita svojstva kupusnja¢a uklju¢uju antioksidativno, protuupalno i zastitno
djelovanje, a povezana su s razli¢itim vrstama bioloski aktivnih spojeva poput glukozinolata,
polifenola i karotenoida, koje sadrze u velikom udjelu.>4°

Jedna od najvaznijih bioaktivnih spojeva u kupusu je sinapinska kiselina. Ova fenolna
kiselina pokazuje jako antioksidativno i protuupalno djelovanje, smanjuje odumiranje
mozdanih stanica pa se smatra dobrim sredstvom za zaStitu mozga. Nedavna istrazivanja su
potvrdila pozitivan utjecaj klica brokule pri ublazivanju boli, ali bez popratnih Stetnih utjecaja
&esto prisutnih pri terapiji bola analgeticima.®

Sadrzaj fitonutrijenta vecine kupusnjaca je podjednak. Fitonutrijenti su skupina bioloski
aktivnih nehranjivih tvari iz biljaka koje nisu neophodne za funkcioniranje organizma, no

pomazu u sprjecavanju bolesti, djeluju preventivno i odrzavaju ispravno funkcioniranja naseg

organizma.’

2.2. Rastika
2.2.1. Opis biljke i staniste

Rastika (Brassica oleracea var. acephala) je povrée iz porodice krstasica koje pripada skupini

Acephala, a okarakterizirana je lis¢em duz stabljike (Slika 2).

Slika 2. Rastika (Brassica oleracea var. acephala).

Karla Franjkovi¢ Diplomski rad
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Na uzorku od 127 biljaka s podrucja crnomorske regije u Turskoj u razdoblju izmedu
2001. 1 2004. godine, utvrdene su morfoloske karakteristike kao $to su tamnozelena boja lista
duljine u rasponu od 15,9 do 21,9 cm, $irine u rasponu od 10,4 do 13,2 cm te debljine u rasponu
od 0,26 do 0,35 cm.*’

Rastika zauzima vazno mjesto u prehrani stanovnistva diljem Europe, Amerike i Azije.
Znanstvena istrazivanja podupiru ¢injenicu kako prehrana krstasicama ima pozitivan utjecaj na
zdravlje ljudi. Posljednjih je godina rastika prepoznata kao izvanredno hranjiva i zdrava te se
ubraja u tzv. ,,superhranu®. Neki od razloga za pojacani interes za rastiku jesu jednostavan i
jeftin uzgoj te otpornost na nepovoljne klimatske uvjete. U Hrvatskoj je uzgoj rastike uglavnom
vezan za otoke 1 Sire obalno podru¢je isto¢nog Jadrana. Tradicionalno je uzgajana od strane
seljaka, uglavnom za obiteljske potrebe, kao ljudska ili Zivotinjska hrana.

S obzirom na sve vecu upotrebu rastike u prehrani, provedeno je nekoliko in vivo
bioloskih studija kojima je dokazan antioksidacijski i antikancerogeni u¢inak. Jo§ uvijek nije
potpuno objasnjnjena in vivo bioloska aktivnost biljaka iz skupine Acephala, ali je u usporedbi
s ostalim kupusnjacama U njima odredena veca koncentracija kalcija, fosfata, riboflavina te

vitamina A, C i K.18
2.3. Bijeli kupus

2.3.1. Opis biljke

Bijeli kupus (Brassica oleraceae var. capitata f. alba) je zeljasta dvogodisnja biljka (Slika 3).

.~ A - -

Slika 3. Bijeli kupus (Brassica oleraceae var. capitata f. alba).

Karla Franjkovi¢ Diplomski rad
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Dixon je dao opis sadnice kupusa s tankim kotiledonom u obliku repa i srca. Prvi su
listovi jajolikog oblika s lu¢nom peteljkom. Pocetni listovi tvore oblik rozete, nakon ¢ega dolazi
do razvijanja novih listova kupusa s kra¢im peteljkama te se listovi tako krenu savijati prema
unutra stvarajuci taj specifi¢ni oblik glave. Tako formirane glave kupusa variraju u tezini od 0,5
do 4 kg, a boje mogu biti od bijele do blijedozelene ili zelene. Iste se uglavhom razvijaju tijekom
prve godine, dok se cvatnja i proizvodnja sjemena najc¢esce dogadaju u drugoj godini zivotnog
ciklusa biljke. Cvat bijelog kupusa doseze visinu od 50-100 cm, a cvjetovi su bijeli 1 Zzuti,
dvospolni, pravilni, karakteristi¢noga izgleda za krstaSice, s Cetiri latice smjeStene okomito (u

kriz). Sest je prasnika, a dva su im na kra¢im prasni¢kim nitima.*°

2.3.2. Uporaba bijelog kupusa

U kulturi i tradicionalnoj kuhinji brojnih zemalja diljem svijeta, bijeli kupus zauzima vazno
mjesto. Pripada medu najstarije kultivirane biljke, a uzgoj kupusa seze daleko u povijest. To¢nu
povijest bijelog kupusa je gotovo nemoguce utvrditi, ali prema sanskrtskim zapisima usjevi
roda Brassica koriSteni su jo$ u Indiji 3000. g. pr. Kr. Zbog pristupacne cijene i Siroke
dostupnosti, kupus se danas isti¢e kao vazan izvor fitonutrijenata u prehrani ljudi. Konzumira
se sirov, kuhan ili kao fermentirani proizvod. Sirov se moze skladistiti kroz dulje razdoblje pa
je tako dostupan kroz Citavu godinu. Istrazivanje fitonutrijenata bijelog kupusa usmjereno je na
dobro poznate spojeve s pozitivnim uc¢inkom na zdravlje poput glukozinolata, polifenola i

raznih vitamina povezanih s antikancerogenim i antioksidativnim svojstvima.®2°

2.4. Kineski kupus
2.4.1. Opis biljke

Kineski kupus (Brassica rapa subsp. Pekinensis) je, kako mu samo ime kaze, podrijetlom iz
Kine (Slika 4).
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Slika 4. Kineski kupus (Brassica rapa subsp. Pekinensis).

Pretpostavlja se kako je dobiven krizanjem kineskog tipa s juga i repe sa sjevera Kine.
S obzirom na sklonost stvaranju uskih, kompaktnih glava unutarnjih listova, uglavnom ih se
dijeli na vrste glavice i lastavice. Vrsta glavica jest medu najrasirenijim i najvaznijim povréem
u isto¢noj Aziji. Na sjeveru Kine Cini viSe od Cetvrtine ukupne godiSnje potro$nje povrca.
Posljednjih se godina kineski kupus uzgaja diljem svijeta kao vazna povrtna kultura i to u obliku
veéinom jednogodisnje ali i dvogodiSnje biljke. Kineski kupus ima uspravnu glavu, bilo od
¢vrsto prekrivenog lis¢a ili ponekad labavije glave od vise odvojenih listova. Oblik 1 veli¢ina
izrazito se razlikuju izmedu sorti, a tezina same glave je izmedu 1,4 14,5 kg. Boja listova u srcu
glavice je kremasto bijela, a boja vanjskih listova varira od svijetlo do tamnozelene. Takoder,
poznajemo razliite vrste glava prema oblicima, od visokih cilindriénih oblika visine 35-45 cm

i promjera 10-15 cm, do baé¢vastih kultivara visine 20-25 cm i promjera 15-23 cm.?t

2.4.2. Uporaba kineskoga kupusa

Kineski kupus se stolje¢ima koristio u prehrani ve¢inom azijskog stanovnistva. Jede se sirov ili
lagano obraden, kuhanjem ili prZzenjem. Zanimljiva je ¢injenica kako se viSe od 90% kineskog
kupusa uzgojenog u Koreji koristi za pripremu Kimchija, fermentiranog priloga kojeg tijekom
¢itave godine jede gotovo svaka obitelj. Ono $to kineski kupus ¢ini vaznim u prehrani je veliki
udio vitamina A, C, D i K. Sadrzi znatne koli¢ine folne kiseline i vitamina B6, vaznih pri
smanjenju rizika od bolesti srca te u metabolizmu ugljikohidrata, masti i proteina. Takoder,
zbog velikog udjela karotenoida, osobito betakarotena, pokazuje antioksidacijska svojstva i

Karla Franjkovi¢ Diplomski rad



2. Literaturni pregled 8
§ preg

smanjuje rizik od pojave mnogih vrsta karcinoma. Od elemenata, kineski kupus obiluje kalcijem
i kalijem, a odli¢an je izvor i dijetalnih vlakana. Kao i ostalo povrée iz porodice Brassicaceae,

sadrzi i znaGajan udio glukozinolata. 2!

2.5. Esencijalni i toksi¢ni elementi

Elementi su posvuda oko nas i u organizam ulaze na razli¢ite nacine, hranom i vodom, disanjem
ili apsorpcijom preko koze. Elementi koji se u ljudskom organizmu nalaze u koli¢ini manjoj od
100 mg, nazivaju se mikroelementi ili elementi u tragovima, a makroelementi svi prisutni
elementi s masom ve¢om od 100 mg.

Prema ucinku u ljudskom tijelu elementi se mogu podijeliti na: one koji su dokazano
esencijalni, esencijalne ali pri ve¢im koncentracijama toksi¢ne, toksi¢ne i neutralne elemente.
U neutralne elemente se ubrajaju oni elementi, koji se nalaze u ljudskom tijelu ali o0 njihovim
bioloskim ucincima ne postoje izravni dokazi. Esencijalni elementi su nuzno potrebni ljudskom
organizmu, a njihov premali unos moze narusiti zdravlje ljudi i uzrokovati patoloske promjene.
Toksi¢ni elementi nemaju nikakvu fiziolosku ulogu i opasni su U najmanjim koncentracijama.

Treba napomenuti kako je prevelika koli¢ina bilo kojega elementa toksi¢na i $tetna za ljude.??

2.5.1. Esencijalni elementi

U skupinu esencijalnih makroelemenata pripadaju: cink, zeljezo, bakar, mangan, flour, krom,
selen, jod i molibden.??

Kalcij i magnezij su makroelementi potrebni za pravilan razvoj kostanog i strukturnog
tkiva, a takoder imaju vaznu ulogu u apsorpciji glukoze i proteina. Kalcij, kao najzastupljeniji
element u ljudskom organizmu, vazan je za odrzavanje ukupnog zdravlja tijela. Ljudsko tijelo
sadrzi oko 2 % kalcija, a od toga se 98 % nalazi u kostima. Stani¢ne i tjelesne tekuéine sadrze
10-15 mg kalcija na 100 mg. Ovaj element je potreban za odrzavanje jakih kosti i zuba tijekom
cijeloga Zivota, za zgruSavanje krvi i pravilno funkcioniranje Zivaca i misi¢a. Vecina ljudi
dovoljnu koli¢inu Kkalcija unese hranom, najvise mlijekom i mlije¢nim proizvodima, zelenim
lisnatim povréem, orasastim plodovima te plodovima mora. Svakodnevno se mora unijeti oko
700 mg, a vecCe potrebe za kalcijem imaju trudnice, djeca, adolescenti te dojencad za rast i
formiranje kostiju. Povrée iz roda Brassica sadrzi veliki udio kalcija u rasponu od 22 —
150 mg/100 g.323
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Magnezij je nakon kalcija, natrija i kalija najzastupljeniji element u ljudskom tijelu i
potencijalno moze vezati s 3571 ljudskih proteina. Kao kation, sudjeluje u reakciji ATPaze,
vazan je U membranskom transportu i anaerobnoj fosforilaciji, a zalihe magnezija nalaze se
unutar mitohondrija. U odrasloj osobi prosjecne tezine 70 kg, ukupne tjelesne zalihe magnezija
su 24 - 25 grama, rasporedene U kostima (53 %), misi¢ima (27 %), mekim tkivima (19 %) i u
krvi manje od 1 %. Povrée iz roda Brassica sadrzi veliki udio magnezija u rasponu od 11 -
47 mg/100 g.>*

Kalij je najzastupljeniji unutarstani¢ni kation, prisutan je u mnogim namirnicama ili
dostupan kao dodatak prehrani. Nalazimo ga u svim tjelesnim tkivima, potreban je za normalno
funkcioniranje stanica, pravilan prijenos zivaca, kontrakciju misi¢a i rad bubrega. Zajedno s
natrijem ima vaznu ulogu u odrzavanju volumena unutarstani¢ne tekucine te membranskog
elektrokemijskog gradijenta. Ukupna koli¢ina kalija u odraslom tijelu je oko 45 mmol/kg
tjelesne tezine. Vecina kalija nalazi se unutar stanica, a mala koli¢ina u izvanstani¢noj tekucini.
Koncentracija kalija unutar stanice je oko 30 puta veca od koncentracije izvan nje, sto daje
transmembranski elektrokemijski gradijent koji se odrzava preko natrij-kalijeve prijenosne
ATPaze. Povrée iz roda Brassica sadrzi veliki udio kalija u rasponu od 170 - 491 mg/100 g.>%

Natrij je neophodan za ravnotezu vode u tijelu, provodenju Ziv¢anih impulsa te stezanju
i opustanju miSica. Potrebno je unijeti oko 500 mg natrija dnevno, a vecée koli¢ine povecavaju
rizik od kardiovaskularnih bolesti, osteoporoze, kroni¢ne bolesti bubrega te karcinoma
Zeluca. 2
Klor je halogeni element koji se pojavljuje u razli¢itim oblicima i razli¢itim tvarima.
Najcesce se unosi s kuhinjskom soli ¢ija prevelika koli¢ina moze uzrokovati oSteCenja. Smatra
se kako bi unos NaCl od 0,5 g/kg izazvao znakove trovanja, a od 1 - 3 g po kg tjelesne tezine
vjerojatno bi bio smrtonosan.?’

Fosfor je esencijalan element ¢ija je glavna uloga u ljudskom tijelu rast i obnova
tjelesnih stanica i tkiva, sudjeluje u proizvodnji energije te ulazi u sastav deoksiribonukleinske
kiseline (DNA), mnogih enzima i hormona. Sve tjelesne stanice sadrze fosfor, a 85 % ukupnog
fosfora je u kostima i zubima, najcesce u obliku fosfata. Preporuceni dnevni unos fosfata jest
800 mg/dan, a preveliki unos moze uzrokovati zdravstvene probleme poput oStecenja bubrega

I osteoporoze. Dobri izvori fosfora su hrana poput mesa, ribe, mlijeka, jaja, orasastih plodova,
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zitarica i mahunarki. Sadrzaj fosfora u povréu iz roda Brassica je u rasponu od 26 - 92
mg/100 g.>%®

Zeljezo je esencijalan element za svaki zivi organizam jer sudjeluje u velikom broju
metabolic¢kih procesa, ukljucujuéi transport kisika i elektrona, rast i diobu stanica te sintezu
DNA. No, istodobno moze biti Stetan i tvoriti slobodne radikale, a koncentracija mu se u
tjelesnim tkivima mora strogo regulirati jer u prekomjernim koli¢inama moze dovesti do
oStecenja istih. Upravo su poremecaji metabolizma Zeljeza neke od najces¢ih bolesti Covjeka i
obuhvacaju Sirok spektar bolesti, u rasponu od anemije do prekomjerne kolicine zeljeza u krvi,
te neurodegenerativnih bolesti. Sadrzaj zeljeza u povréu iz roda Brassica je u rasponu od 0,3 —
1,64 mg/100 g, u bijelom zelju je 0,47 mg/100 g, dok ga je u rastici 1,47 mg/100 g.>?®

Mangan je element u tragovima, vazan za zdravlje kostiju i kao koenzim u metabolickim
procesima. Sudjeluje u nastajanju kostanog i vezivnog tkiva, apsorpciji kalcija, pravilnom radu
Stitnjace, regulaciji spolnih hormona i Secera u krvi, razgradnji masti 1 ugljikohidrata. Mangan
se u organizam unosi prehranom, a ljudsko tijelo sadrzi ga oko 20 mg, pohranjenog u jetri,
gusteraci, kostima, bubrezima i mozgu.*

Bakar je esencijalni element neophodan u funkcioniranje organizma, a nalazi se u svim
tjelesnim tkivima. Ukljucen je u procese apsorpcije Zeljeza i u proizvodnji energije, a kao
kofaktor enzima sudjeluje u metabolizmu glukoze i sintezi hemoglobina, kolagena, vezivnog
tkiva i fosfolipida te odrzavanju Ziv€anih stanica i imunoloSkog sustava. Najvise bakra u tijelu
nalazi se u jetri, mozgu, srcu, bubrezima i skeletnim misi¢ima, a svako odstupanje od optimalne
koncentracije bakra u organizmu moze utjecati na rad mozga. Ostec¢enja mozga zbog nedostatka
bakra povezuju se s Menkesovom, Wilsonovom i Alzheimerovom boles¢u. Manjak je rijedak,
ali moze dovesti do kardiovaskularnih bolesti i drugih ozbiljnih zdravstvenih problema. 3

Cink je sastavni dio enzima koji sudjeluju u sintezi proteina, vazan je za pravilno
funkcioniranje RNA i DNA, koze, prostate, tvorbu novog tkiva, za reproduktivni i hormonski
sustav, te za sintezu testosterona, T-limfocita i bijelih krvnih zrnaca. Suvisni se cink moze
pohraniti u kostima i slezeni odakle se otpusta kako bi se mogao nadoknaditi manjak u prehrani.
Vecina kupusnjaca sadrzi manji udio cinka (0,18-0,42 mg/100 g).

2.5.2. Toksicni elementi

Za svaki esencijalni element postoji optimalan raspon koncentracija unutar kojega imaju

vazne fizioloske uloge. Svaki esencijalni element Kkoji je u ljudskom tijelu prisutan u
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prekomjernim koli¢inama imat ¢e Stetan utjecaj na ljudsko zdravlje. Takvim se u¢inkom isticu
osim veé spomenutih Zeljeza, bakra i mangana, selen, molibden, krom i nikal.*2

S druge strane, neesencijalni elementi u organizmu koji nemaju dokazanih fizioloskih
uloga su toksi¢ni. Za toksi¢ne elemente postoje utvrdene, vrlo niske koncentracije pri kojima
imaju toksi¢ne ucinke i moguca teSka oSte¢enja organizma. Prikaz djelovanja toksi¢nih

elemenata prikazan je na Slici 2. %

e g . ] Neesencijalni
Esencijalni elementi esency .
toksicni elementi

Toksicni Visoko toksi¢no i

ijencij: jni uéinci Toksi¢nost P P o .
Deficijencija Povoljni ucinci utinci teSka ostecenja

=+

Optimalan raspon!

I

I

I

I
-———-——r——-—===

Fizioloski udinci

/

pre(niske) srednje destatne visoke prekomjerne dnje visoke prekomjerne

Koncentracije u organizmu

Slika 5. Prikaz djelovanja esencijalnih i toksi¢nih elemenata.®?

Cetiri su glavna toksi¢na elementa: Ziva, kadmij, olovo i arsen. Pripadaju u
mikroelemente, a poznati su i kao teski metali. Prevelika doza jednoga ili vise njih moze
uzrokovati razne nefrotoksi¢ne, neurotoksi¢ne, kancerogene te hematotoksi¢ne ucinke.

Takoder, zapaZen je i njihov negativan utjecaj na reprodukciju i razvoj.>?

2.5.3. Esencijalni i potencijalno toksicni elementi ishrane biljaka

Kontinuirana opskrba hranjivim elementima osnovni je preduvjet za postizanje visokih prinosa

ratarskih usjeva. Svi esencijalni elementi potrebni za razvoj biljke prikazani su u Tablici 2.
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Tablica 2. Esencijalni elementi u suhoj biljnoj tvari.®

Element biljne Kemijski lonski oblik Udio u svjeZoj

" ishrane simbol usvajanja u biljci biljnoj tvari /%

1 Ugljik C CO;, COz*, HCO3 45,00

2 Vodik H H.O, H* 8,00

3 Kisik @) H20, O 41,00
Makroelementi

4 Dusik N NH.*, NO3 2,00

5 Fosfor P HPO4%, H2PO4 0,40

6 Kalij K K* 1,10
Mikroelementi

10 Zeljezo Fe Fe?* Fe%* 0,02

11 Mangan Mn Mn?*, Mn®* 0,05

12 Cink Zn Zn?* 0,01

13 Bor B BOs* 0,01

14 Bakar Cu Cu*, Cu* 0,00

15 Nikal Ni Ni%* 0,00

16 Molibden Mo MoO42 0,00

17 Klor Cl Cl- <0,0001

Biljkama su u najveé¢im koli¢inama potrebni dusik, fosfor i kalij. Najvazniji element
agrokemije, odnosno ishrane biljaka je dusik. Strukturni je sastojak proteina, fotosintetskih
pigmenata, nukleinskih kiselina, amina, amida i drugih spojeva koji ¢ine osnovu bioloski vaznih
spojeva.®®

Osnovna mjera zastite zemljiSta od oneciS¢enja jest zabrana prisutnosti onecis¢ujucih
tvari. Prema Pravilniku o zastiti poljoprivrednog zemljista, u takve tvari ubrajamo teske metale:
Cd, Hg, Ni, Pb, Zn, Cr i Cu. Njihov se negativan utjecaj oCituje na kvaliteti tla promjenom
bioloskih, fizikalnih i kemijskih zanacajki zemljista, a kao posljedica se javlja smanjena
proizvodnja zbog smanjene klijavosti sjemena, inhibicije sinteze klorofila te poremecaja
metabolizma stanice i kromosomskih aberacija. Medutim, najznacajniji ucinak jest unos
onecis¢ujuéih tvari u organizam prehranom namirnica biljnog porijekla. U Tablici 3. prikazane

su maksimalne dopustene koli¢ine oneci$éujuéih elemenata u tlu.>®

Karla Franjkovi¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 13

Tablica 3. Maksimalni dopusteni udjeli potencijalno one¢iséujuéih elemenata (mg/kg) u tlu. *3

mg / kg Cd Cr Cu Hg Ni Pb Zn
PIESkOVIO | 0005 | 0-40 | 0-60 | 0-05 | 0-30 | 0-50 | 0-60
Praskasto-
ilovasto | 05-1,0 | 40-80 | 60-90 | 0,5-1,0 | 30-50 | 50-100 | 60- 150
tlo
G"t';gsm 1,0-2,0 | 80-120 | 90-120 | 1,0-1,5 | 50-75 | 100-150 | 150- 200

2.5.3. Salinizacija tla kao izvor abiotskog stresa

Poviseni salinitet tla je jedan od glavnih izvora abiotskog stresa i uzrokuje smanjenje prinosa
poljoprivrednih kultura, a zbog klimatskih promjena predstavlja sve veéi problem. Salinizacija
tla moze biti primarna i sekundarna. Primarna salinizacija podrazumijeva proces otapanja
minerala iz stijena, sedimenata i tla, dok je sekundarna salinizacija rezultat ljudske aktivnosti.
Najcesca takva aktivnost jest navodnjavanje obradivih povrsina zasoljenom vodom i ucestala
primjena gnojiva.®*

Povecana koncentracija topljivih soli (prvenstveno NaCl) karakteristika je slanih tala, a
poveéana prisutnost iona Na* iz alkalnih soli karakteristika je alkalnih tala.® Problemom
poviSenog saliniteta prema procjenama je pogodeno oko 6 % ukupne svjetske povrsine te 20 %
poljoprivrednih navodnjavanih povrsina.3®

Dosadasnja istrazivanja bavila su se utjecajem povecanog saliniteta na sastav
fitonutritijenata, najées¢e polifenolnih spojeva, ali dosad ne postoje istrazivanja utjecaja
saliniteta na sadrzaj elemenata prisutnih u kupusnja¢ama koje su prilikom uzgoja podvrgnute

solnom stresu.®’
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2.6. Metode atomske spektrometrije za elementnu analizu kupusnjaca

U okviru ovog diplomskog rada za elementnu analizu kupusnjaca koristene su: metoda atomske
emisijske spektrometrije uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-AES) i spektrometrija masa uz

induktivno spregnutu plazmu (ICP-MS) te su u nastavku ukratko opisane navedene metode.

2.6.1. Metoda atomske emisijske spektrometrije uz induktivno spregnutu plazmu

Atomska emisijska spektrometrija uz induktivno spregnutu plazmu (engl. Inductively coupled
plasma atomic emission spectroscopy, ICP-AES) je instrumentna analitiCka metoda koja se
najéesce koristi za odredivanje priblizno 70 elemenata u razli¢itim realnim uzorcima. Dijelovi
optickog emisijskog skektrometra jesu: radiofrekvencijski generator i zavojnica za formiranje
plazme, plamenik, opti¢ki sustav koji sadrzi disperzijski element (prizmu ili refleksijsku
reSetku) za razdvajanje emitiranih valnih duljina, detektor, sustav kapilara za uvodenje otopine
uzorka i komora za rasprSivanje aerosola uzorka.

Nastajanje samih atoma ili atoma i iona, pobudivanje istih u visokotemperaturnom
izvoru te naposljetku detekcija emitiranog zracenja, tri su temeljna procesa u metodi ICP-AES.
U atomskoj spektrometriji postoje razli€iti izvori zrafenja, a naj€e$¢i su plazma, plamen i
elektri¢ni izboj. Plazma je plinovito stanje tvari koje sadrZze visoke koncentracije slobodnih

elektrona i visoko nabijenih iona, a njene temperature mogu dosegnuti od 6000 do 10000 K.3&3°
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Slika 6. Temperaturna podruéja induktivno spregnute plazme.®

U spektrometrijskim se mjerenjima uzorak danas najces¢e unosi u argonovu plazma. Dio
sustava za uvodenje uzorka u instrumentu ICP-AES ranije je navedeni rasprsivac. Rasprsivac
otopinu uzorka pretvara u aerosol, a upravo je aerosol zbog utjecaja na reproducibilnost plazme
u procesima isparavanja, atomizacije 1 ionizacije specija u uzorku, kljucan u procesu pobude
samog uzorka. U komorama za rasprSivanje, dogada se odvajanje krupnih kapi otopine od
aerosola. Krupne kapi se tako odvajaju u spremnik za otpad, a aerosol u protoku plina nosioca
ulazi u podrucje plazme. U izvoru plazme, dogada se pobudivanje atoma i iona unesenog uzorka
te oni nakon povratka u stanja niZe energije emitiraju zracenje koje se potom sakuplja u
spektrometru. Takvo se polikromatsko emitirano zracenje u spektrometru razdvaja na zrake
monokromatskog zracenja, izdvaja se valna duljina od interesa i usmjerava na detekciju. Nakon
uspjeSnog odvajanja emisijske linije u spektrometru, intenzitet emisijske linije mjeri se
detektorom i popratnim elektroni¢kim sklopovima za prikupljanje signala. U metodi ICP-AES
se unato¢ tome §to svaki element emitira vise valnih duljina, za svaki od njih izdvaja jedna ili
tek nekoliko specifi¢cnih valnih duljina. Kako je intenzitet energije emitirane na odabranoj
valnoj duljini proporcionalan koncentraciji elementa u analiziranom uzorku, odredivanjem
valnih duljina koje emitira analizirani uzorak te njihovog intenziteta dobiva se kvalitativni i

kvantitativni sastav uzorka.3®
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2.6.2. Spektrometrija masa uz induktivno spregnutu plazmu

Od svog uvodenja 1980-ih godina, metoda spektrometrije masa uz induktivno spregnutu
plazmu (engl. Inductively coupled plasma mass spectrometry, ICP- MS) se s vremenom razvila
u nedvojbeno najsvestraniju tehniku analize elemenata. Unato¢ mogucénosti odredivanja
jednakog broja elemenata kao ostale atomske spektroskopske tehnike, metoda ICP- MS se istice
vrlo niskom granicom detekcije, brzinom analize te sposobnosti mjerenja izotopa. Upravo ovo
potonje je bitna prednost pred metodom ICP-AES, jer pri potpunoj karakterizaciji elemenata
bitne su nam i informacije o izotopima. Takoder, rezultati ispitivanja se lakse analiziraju i daju
jednostavniji spektar. 404

U metodi ICP-MS kao ionizacijski izvor takoder se koristi induktivno spregnuta,
uglavnom argonova plazma. Za detekciju nastalih iona se koristi spektrometar masa. Cijeli
proces zapocinje uvodenjem uzorka u plazmu, zatim se nastavlja stvaranjem iona prilikom
prolaska ranije formiranog aerosola kroz razliCite temperaturne zone u baklji te njihovim
konzistentnim prijenosom iz podru¢ja plazme u analizator masa kroz medusklop. Sljedi
usmjeravanje iona kroz ionske le¢e koje se nalaze izmedu konusa medusklopa i spektrometra
masa. Funkcija je ionskih le¢a u¢inkovit prijenos iona u spektrometar masa. Takoder, nuzno je
njihovo zaustavljanje fotona i neutralnih Cestica prije detektora zbog pojave pozadinskog Suma
i nestabilnosti u signalu. U zavr$noj fazi ioni se razdvajaju na temelju omjera mase i naboja u
analizatoru te naposljetku detektiraju. Maseni analizatori mogu biti razli¢itih tipova, a najéesci
je kvadrupolni maseni analizator. Naj¢es¢i detektor jest multiplikator elektrona. Pri izlasku iona
iz analizatora i njegovim udarom u diodu, dolazi do stvaranja sekundarnih elektrona. Svaki
takav ion koji izlazi iz analizatora mora biti detektiran od strane multiplikatora elektrona, a
potom se stvara spektar masa na temelju proracuna ukupnog signala za svaki omjer mase i

naboja.*
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Slika 7. Shematski prikaz instrumenta ICP- MS.

2.7. Primjena metoda atomske spektrometrije za elementnu analizu
kupusnjaca

Zbog velike primjene u tradicionalnoj kuhinji i pozitivnom uéinku na zdravlje provedena su
brojna istrazivanja vezana za biljne vrste iz porodice kupusnjaca. Vecina istrazivanja bavi se
sastavom polifenolnih spojeva i njihovim antioksidacijskim kapacitetom, vitaminima®1®,
lipidima®# i dr. U literaturi je nesto manje istrazivanja elementnog sastava kupusnjaca.

Miyazawa i suradnici su u povrcéu roda Brassica odredili u znacajnom udjelu kalcij i
zeljezo.'* U kelju (B. oleracea var. acephala) je odreden velik udio P, S, Cl, Ca, Fe, Sri K. %2

Brokula pokazuje pojacanu akumulaciju Se u koncentracijama mnogostruko ve¢im od
onih koje se nalaze u tlu.*®

Zanimljivo je da svo povrée iz roda Brassica pokazuje izvrsnu bioraspolozivost
kalcija.** Listovi kupusa (B. oleracea var. Capitata), osim Kalcija, sadrze i znac¢ajnu koli¢inu
bakra, cinka, Zeljeza i ostalih mikroelemenata.*® Navedena istrazivanja objedinjena su u
Tablici 3.4

Karla Franjkovi¢ Diplomski rad
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Tablica 3. Sadrzaj elemenata u kupusnjadama.*!

Kineski Bijeli Kelj

Brokula Rastika Cvjetaca »
kupus kupus pupcar

Ca | 272+20% | 2860+430° | 175+172 470 + 60° 440 + 60° 356 + 132

Fe | 8,7+0,5 4+ 2P 5,0+ 0,32 2+0,3" 1,4+0,3° 7,6+0,22

Cu | 0,94+0,07| 04+02° | 056+0,072| 0,4+02° 0,5+0,5° | 0,9+0,09?

Mg | 181+ 82 510 + 40P 145 + 222 130 + 30° 140 + 20° 207 + 122

K | 2890+ 702 | 7120 +5170P | 2210 + 1402 | 2280 + 1120° | 2660 + 870° | 4250 + 25072

Zn | 9,5+0,3? 2,9+0,5° 6,4 + 0,32 2,3+0,4° 24+ 1P 5,8 + 0,42
Na | 180+ 62 120 + 40° 192 + 272 50 + 20° 30+ 10° 107 + 72
Mn | 1,92 + 0,092 3+1P 1,31+0,072 | 0,5+ 1,4° 24+ 1P 2,31+ 0,132

aKmiecik i suradnici, 2007.
bKawashima i Soares, 2003.

Faltmarsch i suradnici su primjenom metode ICP- MS istrazivali utjecaj geokemijskog
sastava tla na sadrzaj elemenata u kupusu (Brassica oleracea L. var. Capitata).

Ukupno 11 uzoraka prikupljeno je na tri razli¢ita obradiva polja u Finskoj. Dobiveni su
sljede¢i rasponi udjela pojedinih elemenata: Ca 7,0-9,5 g kg, K 39-44 g kg, Mg 2,6-3,0 g kg
1 P5,4-59gkg?, Co0,070-0,23 mg kg, Ni 0,30-1,5 mg kg, Zn 25-36 mg kg, Mn 5,0-11
mg kg*, Cu 3,2-4,3 mg kg i Fe 40-80 mg kg*.4

Juri¢ i suradnici su istrazivali povezanost ratnih aktivnosti 1990-ih godina s nepravilnom
distribucijom i udjelom metala i metaloida u okolisu na istoku Hrvatske. Uzeti su uzorci kupusa
s 14 razlicitih lokacija, tj. popriSta borbenih aktivnosti niskih i visokih intenziteta te su metodom
ICP- MS izmjerene koncentracije 20 metala i metaloida. Dobivene srednje vrijednosti udjela
elemenata su: Al 23,0 mg kg%, As 0,023 mg kg?, B 4,2 mg kg%, Ba 2,7 mg kg%, Cd 0,016 mg
kg, Cr 0,10 mg kg, Cu 0,95 mg kg, Li 0,09 mg kg, Ni 0,135 mg kg, Pb 0,02 mg kg, Sb
0,00085 mg kg, Sr 5,8 mg kg*, U 0,001 mg kg* i Zn 4,05 mg kg™*.#

Mohamed i suradnici su u svom radu istrazivali udjele pojedinih elemenata u povréu s
podrucja Saudijske Arabije (okrug Al-Taif) te njihovo odstupanje od vrijednosti koje se
smatraju sigurnim za ljudsku prehranu. U uzorcima 12 razli¢itih vrsta povréa metodom atomske
apsorpcijske spektrofotometrije odredeni su maseni udjeli elemenata. Vrijednosti udjela

elemenata u kupusu iznose: Ca 9194 mg kg*, Cd 0,56 mg kg*, Co 1,05 mg kg*, Cu 0,43 mg kg

Karla Franjkovié¢ Diplomski rad
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! Fe 76,9 mg kg, K 2540 mg kg, Mg 1873 mg kg%, Na 2900 mg kg*, Mn 21,71 mg kg, Ni
0,29 mg kgt, Zn 14,9 mg kg*.%°

Stancic i suradnici bavili su se procjenom sadrzaja teskih metala u povréu koje se prodaje
na gradskoj trznici Varazdina. Istrazivali su 28 uzoraka naj¢es¢e konzumiranog povrca, a
maseni udjeli 9 teskih metala dobiveni metodom atomske apsorpcijske spektrometrije za kupus
iznose: As < LOD, Cd 0,10 — 0,24 mg kg, Cr < LOD, Cu 2,1 — 3,4 mg kg, Hg 0,0065 —
0,0115 mg kg, Mn 8,7 — 21,9 mg kg%, Ni 1,11 — 2,95 mg kg, Pb 0,40 — 1,53 mg kgt i Zn
59,5 —198,0 mg kg*.*

2.8. Mikrovalno potpomognuto razaranje

Mikrovalno potpomognuto razaranje jest ¢esta i brza metoda za pripravu uzorka prije elementne
analize realnog uzorka. Cilj je razgradnja organske tvari uzorka kako bi se mogla provesti
elementna analiza metodama atomske spektrometrije (ICP-AES, ICP-MS). Takvim razaranjem
organske tvari, interferencije pri mjerenjima svedene su na minimum. Nadalje, mikrovalno
potpomognuto razaranje preporuca se zbog minimalog onecis¢enja uzorka, kratkog vremena
razaranja te uporabe male koli¢ine reagensa i samog uzorka. Upravo je volumen reagensa, uz
temperaturu zagrijavanja uzorka i tlak u reakcijskoj posudi, presudan za u¢inkovitost razaranja.
Kao reagensi se uglavnom koriste jaki oksidansi poput dusi¢ne kiseline, a KoriStene reakcijske
posude napravljene su od fluoriranog polimera (politetrafluoretilena, PTFE).

Santos i suradnici su proveli multielementnu analizu mladih listova uskolisnog dvoredca
(porodica Brassicaceae) uz mikrovalno potpomognuto razaranje i atomsku apsorpcijsku
spektrometriju visoke rezolucije. Smrznuto, osuseno lis¢e podvrgnuto je mikrovalno
potpomognutom razaranju. Jedan dio uzoraka podvrgnut je razaranju u dusi¢noj kiselini, a jedan
u smjesi dusic¢ne i kolorovodicne kiseline. Najbolji rezultati postignuti su s dusicnom kiselinom

razrijedenom s ultra¢istom vodom.>!
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije

Dusicna kiselina, HNOs3, p.a., Kemika (w = 69 %)

Vodikov peroksid, H202, p.a., Kemika (w = 30 %)

Rodij, interni standard (1 ug/L )

Standardna multielementna otopina spektralne &istoée za ICP izvore, 1000 mg L%, Merck
Deionizirana voda visoke &istoée, specifi¢nog otpora > 18 MQ cm*

Laboratorijsko posude prethodno je ocis¢eno dusicnom kiselinom (2 %).

3.2. Opis instrumenata

Za mikrovalno potpomognuto razaranje uzoraka rastike, bijelog i kineskog kupusa koristen je
uredaj MWS-2 Microwave System Speedweve Berghof (Slika 8) prema programu prikazanom
u Tablici 5.

Slika 8. Uredaj za mikrovalno potpomognuto razaranje Microwave System Speedweve

Berghof.
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§ 3. Eksperimentalni dio 21

Tablica 4. Uvjeti mikrovalnog razaranja

T/°C t/min |P/W
1 120 20 50%
170 30 60%
3 110 30 40%

3.2.1. Metoda ICP- AES

Za elementnu analizu kori$ten je induktivno spregnuta plazma spektrometar (Prodigy High

Dispersive ICP) prikazan na Slici 9.

Slika 9. Spektrometar Prodigy High Dispersive ICP.
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Tablica 5. Optimalni uvjeti rada spektometra ICP-AES.

Instrument Prodigy High Dispersive ICP
Spektrometar Eseletnog tipa
RF-Generator “free-running” 40 MHz

Protok plina (Argon) vanjski:18 L min*
Plamenik Fasselov tip, DUAL-VIEW
Rasprsivad Pneumatski
Komora za rasprsivanje Ciklonska

3.2.2. Metoda ICP- MS

Za elementnu analizu koristen je spektrometar masa uz induktivno spregnutu plazmu (Agilent
7500cx ICP-MS) prikazan na Slici 10.

Slika 10. Spektometar Agilent 7500cx ICP-MS.
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Tablica 6. Radni uvjeti spektometra ICP-MS.

Optimalni uvjeti rada spektrometra ICP-MS
RF-snaga 1500 W
Protok plina nosioca (Ar) 0,90 L/min
Dodatan protok plinske faze (Ar) 0,20 L/min
Rasprsivac MicroMist
Pumpa rasprsivaca 0,10 rps
Komora za rasprsenje Scott double pass
Vrijeme integracije 0,10s
Ponovljeni uzorci dva
Kalibracija vanjska
Kalibracijska otopina Multielement VI (Merck)
Izotopi SLi, "Li, 2*Mg, 8sr
Unutarnji standard (10 pg/L) 103Rh
Kolizijska komora -

3.3. Uzorci kupusnjaca

Biljke kineskog kupusa, bijelog kupusa i rastike uzgojene su u Laboratoriju za kemijsku biologiju
Zavoda za molekularnu biologiju Instituta Ruder Boskovi¢ (voditeljica dr. sc. Branka Salopek
Sondi).*®3% Osuseni uzorci kupusnjaca (korijen i list) spremljeni su u papirnate vreéice i

spremljene na hladno, tamno i suho mjesto.

3.3.1. Postupak uzgoja i priprave uzoraka rastike, bijelog i kineskog kupusa

Sjeme bijelog kupusa Brassica oleracea var. capitata dobiveno je od Savjetodavne sluzbe
Varazdinske zupanije. Sjeme kineskog kupusa Brassica rapa L. ssp. pekinensis (Lour.) Hanelt
cv. Cantonner Witkrop kupljeno je od proizvodaca sjemena (ISP International Seed Processing
GmbH, Quedlinburg, Njemacka), a sjeme rastike Brassica oleracea var. acephala je dobiveno

s Instituta za jadranske kulture i melioraciju kra u Splitu.*

3.3.2. Uzgoj klijanaca kupusnjaca i solni tretmani

Sjeme bijelog kupusa, kineskog kupusa 1 rastike je prvo sterilizirano u 3% izosanu G (15 min).
Potom je isprano nekoliko puta u sterilnoj vodi i naposljetku poloZzeno na 1% agarske ploce te

inkubirano u hladnjaku (48 sati, +4 °C). Nakon vernalizacije, sjeme je u vertikalnoj poziciji
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prebaceno u komoru za uzgoj pod kontinuirano svjetlo te pri temperaturi od 22 °C. Nakon $to
je proklijalo, klijanci ¢ije su duljine korijena bile oko 1 cm prebaceni su na 1% agarske ploce
sadrzaja 0, 50, 100 i 200 mmol dm3 NaCl. Klijanci su bili izloZeni solnim tretmanima u trajanju
od 24 sata. Naposljetku, sakupljeni su klijanci kineskog kupusa te je dio pohranjen na -80 °C
za potrebe analize biokemijskih pokazatelja utjecaja solnog stresa, a drugi je dio materijala
liofiliziran za analize fenolnih kiselina i hormona te elementnu analizu provedenu u okviru ovog

rada.%®

3.3.3. Uzgoj kupusnjaca u hidroponskom sustavu i solni tretmani

Klijanci kupusnjaca starosti jednoga dana postavljeni su u hidroponski sustav koji je
konstruiran na Institutu Ruder BoSkovi¢ u komori za uzgoj biljaka na temperaturi 22 °C,
uvjetima dugog dana (16 h dan/8 h no¢). Sustav se sastojao iz posuda volumena 5,5 dm?
opremljenih s pumpama za zrak kako bi se tijekom pokusa osigurala odgovarajucéa aeracija. U
pokusu je pak koristeno 1 8 posuda s moguénosti uzgoja 7 biljaka po svakoj od njih. Tijekom
pokusa, biljke su u vodi prihranjivane komercijalno dostupnim hranjivima Flora (GHE
Hydroponics), pritom se drze¢i uputa proizvodaca: 1,8 mL pojedinog hranjiva na dan
postavljanja uzgoja; 1,8 mL pojedinog hranjiva na 7. dan uzgoja i 3,4 mL pojedinog hranjiva
na 14. dan uzgoja.*

3.4. Postupak za mikrovalno potpomognuto razaranje rastike, bijelog i

kineskog kupusa

Prije razaranja biljke su usitnjene u tarioniku. U svim postupcima razaranja koriStene su
reakcijske posude od teflona (PTFE). Reakcijske posude oc¢is¢ene su s HNOz (2 %), prije
svakog postupka razaranja. Za mikrovalno potpomognuto razaranje izvagana masa bila je od
0,1 do 0,2 g biljke te je dodano 5 mL HNO3 (50:50 v/v) + 3,0 mL H,02 (1 mol dm).

Nakon mikrovalno potpomognute razgradnje uzorka, bistra otopina je prebacena u
odmjernu tikvicu (10 mL) te potom nadopunjena ultracistom vodom do oznake. Od svake biljke
uzorak je podijeljen na tri jednaka dijela. Jedan dio je ostao netaknut, a u preostala dva dodano
je 2, odnosno 5 ppm multielementne otopine standarda.

Slijepe probe su razorene i pripravljene za analizu istovremeno i na jednak nacin kao i

uzorci kupusnjaca.
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3.5. Elementna analiza rastike, bijelog i kineskog kupusa

3.5.1. Priprava kalibracijske krivulje

U cilju postizanja sljede¢ih koncentracija u mg L™: 0; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 i 10, pripravljanje
otopina radnih standarda odvijalo se razrjedenjem osnovne standardne multielementne otopine
(1000 mg L) s HNO3 (2 % V/v). Prema oc¢ekivanim koncentracijama ispitivanih elemenata u
uzorku, izabran je raspon koncentracija. Netom prije mjerenja pripravljani su radni standardi, a
kalibracijska krivulja je radena pri svakoj analizi uzorka. Mjerenja standarda obavljena su na
pocetku i na kraju mjerenja, ali i periodicki tokom duljih serija mjerenja, od manje prema vecoj

koncentraciji. Na isti na¢in kao uzorci, pripremljen je i slijepi uzorak.

3.5.2. Tocnost metode

Tocnost metode prikazana je kroz udio izmjerenog analita prema stvarnoj koli¢ini istoga.
Iskoristivost metode kod odredivanja elemenata u uzorcima kupusnjaca odredena je dodatkom
standarda dviju poznatih koncentracija, a koje su prije i nakon mikrovalno potpomognutog

razaranja iznosile 2,0 i 5,0 ppm. Elementi su mjereni metodama ICP-MS i ICP- AES.

3.5.3. Detekcijske granice

Detekcijska je granica (engl. Limit of Detection, LOD) najmanja koli¢ina analita koja se moze
izmjeriti u ispitivanom uzorku. Prilikom odredivanja istih, za standardnu otopinu koncentracije
10 pg L=t mjeren je odziv instrumenta, tri puta uobi¢ajeno, a jedanaest puta za slijepu probu.

Potom je za izracun detekcijskih granica koriSteno nacelo po When Kaiseru (jednadzba 1.1):

o= -3¢ (1.1)

Ist - |sp

gdje je:

cv - detekcijska granica odredenog elementa

Cst - mnoZinska koncentracija standardne otopine za odredivani element
It - prosjek vrijednosti izmjerenog intenziteta standardne otopine

Isp- prosjek vrijednosti izmjerenog intenziteta slijepe probe

o -standardno odstupanje mjerenja

Karla Franjkovi¢ Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 26

§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Validacija metode ICP-AES za elementnu analizu kupusnjaca

4.1.1. Odredivanje detekcijskih granica metode ICP-AES

Pojam detekcijske granice (engl. Limit of Detection, LOD) podrazumijeva najmanju
koli¢inu analita kvantitativno odredivu u ispitivanom uzorku. Mjerenja su provedena
aksijalnom orijentacijom plazme, pri kojoj se u poredbi s radijalnom orijentacijom, postizu
bolje detekcijske granice. Aksijalno provedena mjerenja pogoduju istovremenom odredivanju
velikog broja elemenata, iako se za pojedine elemente realnog uzorka poput kupusnjaca nize
detekcijske granice postizu radijalnim mjerenjem. Osjetljivost metode za rutinske analize
procijenjena je na temelju odredivanja detekcijskih granica prema Boumansovoj metodi za
svaki pojedinac¢ni element.

Metodom ICP-AES detekcijske su granice (LOD) odredene nakon mikrovalno
potpomognutog razaranja za sve elemente u uzorcima kupusnjaca, uz relativno standardno
odstupanje (RSO) manje od 10 % za sve elemente. Izracunata standardna odstupanja temeljena
su na mjerenju tri paralelna uzorka. U Tablici 8. prikazane su vrijednosti detekcijskih granica i
valne duljine odredivanja elemenata za uzorke kupusnjac¢a nakon mikrovalno potpomognutog
razaranja s HNO3z (50:50 v/v + H205).
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Tablica 7. Detekcijske granice (LOD) metode ICP- AES te pripadne valne duljine elemenata

odredivanih u kupusnja¢ama nakon mikrovalno potpomognutog razaranja smjesom reagensa

HNO3 (50:50 v/v) + H205.

Kupusnjace

LOD/mg g
Element | Valna duljina (nm) Reagensi
HNO3 (50:50 v/v) + H20-

Al 394,401 10,133
Ba 455,403 15,342
Ca 396,847 0,0909
Cd 214,441 0,3218
Co 228,615 0,2756
Cr 205,552 0,2837
Cu 224,700 0,2549
Fe 238,204 0,4515

K 766,491 0,2009
Mg 285,213 0,1772
Mn 257,610 0,3049
Na 589,591 0,0563

Ni 231,604 0,3115
Pb 220,353 0,4178

Sr 407,771 0,1875
Zn 213,856 0,2832
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4.1.2. Tocnost metode za elementnu analizu kupusnjaca

Toc¢nost metode ICP-AES za elementnu analizu kupusnjaca definirana je na temelju analitickog
povrata metode. Analiticki povrat odreduje to¢nost odredivanja i ujedno ukazuje na mogucéu
sustavnu pogresku. To¢nost metode (postupak 3.6.2.) odredena je dodatkom standarda poznate
koncentracije te iskazana kao postotni udio izmjerenog analita prema njegovoj stvarnoj koli¢ini.
U Tablici 8. dane su vrijednosti za to¢nost metode ICP-AES za elementnu analizu kupusnjaca
nakon mikrovalno potpomognutog razaranja za listove pri uzgoju solno tretirane i netretirane

raStike 1 li§¢e netretiranog kineskog kupusa.

Tablica 8. To¢nost metode ICP- AES iskazana kao postotni udio izmjerenog analita prema
njegovoj stvarnoj koli¢ini za listove pri uzgoju solno tretirane i netretirane rastike i listove

netretiranog kineskog kupusa.

Toénost metode ICP- AES / %
I Reagensi: HNOs3 (50:50 v/v) + H202
slement Rastika Ral?;;ka Kineski kupus
list (solni stres) list

Al 113,25 92,25 81,79

B 93,55 100,45 103,11

Ba 101,95 101,30 96,28

Cd 117,40 112,00 106,80

Co 108,25 103,05 95,83

Cr 108,90 104,25 98,49

Cu 105,60 102,90 97,84

Fe 96,20 105,95 112,80

Mn 93,10 105,80 102,61

Ni 110,50 104,55 99,03

Pb 107,90 104,30 100,26

Sr 101,70 101,90 96,25

\Y/ 101,30 96,10 88,22

Zn 105,60 104,75 102,34

Najmanja 93,10 92,25 81,79
vrijednost

Najveca 117,40 112,00 106,15
vrijednost
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Prema Tablici 8. dobiveni to¢nost metode ICP-AES za list rastike za sve elemente je u
rasponu od 93,10 - 117,40 %, a za list rastike uzgojene pod solnim tretmanom od 92,25 -
112,00%. Na temelju rezultata moze se zakljuéiti kako je to¢nost metode ICP- AES za
elementnu analizu rastike unutar statisticki prihvatljivih granica (to¢nost nema preveliko
odstupanje od stvarne vrijednosti).

Toc¢nost metode ICP- AES za elementnu analizu kineskog kupusa za sve elemente bila

je unutar prihvatljivih granica, u rasponu od 81,79 % - 106,15 %.

Tablica 9. To¢nost metode ICP- MS iskazana kao postotni udio izmjerenog analita prema
njegovoj stvarnoj kolicini za dijelove pri uzgoju solno tretirane i netretirane rastike i listove

netretiranog kineskog kupusa.

Toénost metode ICP-MS / %
Reagensi: HNO3 (50:50 v/v) + H202
Element Rastika . .
Rastika list Klnesk_l kupus
list (solni stres) list
Li 100 99 96
23Na 56 158 107
Mg 39 73 102
27Al 117 89 72
¥K 13 247 79
Ca 97 100 207
SCr 106 102 96
SMn 107 106 99
Fe 105 111 101
%Co 107 103 96
60N 98 96 91
63Cu 103 101 98
6Zn 108 105 101
Ga 100 97 94
83r 103 100 94
Hicd 105 100 95
137 Ba 98 100 93
2051 90 90 88
208 P 92 93 89
209 Bj 44 67 70
Najmanja 13 67 70
vrijednost
Najveca 117 247 207
vrijednost
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Kao $to je prikazano u Tablici 9, za list rastike to¢nost metode ICP-MS za sve elemente osim
K (13 %), Mg (39 %), Bi (44 %) te Na (56 %) je unutar prihvatljivih granica od 90 — 117 %, a
za list raStike uzgojene pod solnim stresom iznosi od 89 - 105 %. Slabija to¢nost dobivena je
za Mg (73 %), Bi (67 %), Na (158%) te K (247 %).

Tocnost metode ICP- MS za elementnu analizu kineskog kupusa, za sve elemente osim
Ca (207 %), je prihvatljiva za rutinsku analizu.

4.1.3. Osjetljivost metode za elementnu analizu kupusnjaca

Osjetljivost metode ICP-AES za elementnu analizu kupusnja¢a odredena je iz nagiba
kalibracijske krivulje. Nakon mikrovalno potpomognutog razaranja svih uzoraka kupusnjaca,
na dobru osjetljivost metode ICP-AES ukazuje korelacijski faktor koji je za sve kalibracijske
krivulje, pri svim valnim duljinama odredivanja elemenata, veéi od 0,9995. Na Slici 11

prikazane su kalibracijske krivulje za elemente: Al, B, Cd, Pb, Mg, K, Zn, Ni, Li, Ca, Na i Ba.

multi2 - Al 396.152 FitType: [Quediaic -]  mMulti2 - B 249.677 FitType: [Linear v
Calibration Data Calibration Date,
A= 53724012 A= 0.00002+000
Max. intensity: B= 0.4R43e-006 e intensity. B= B8.7347e-006
128659 Co 267736003 TEEE G- -243056-002
Rho - 0.9999718 Rho = 0.9998391
Cal. status:  Accepted Cal. status:  Accepted
Minirmum tho Minimum tho
ClearAll ClearAll
(eteoeal] o T | oy 035500
Clear Line SetAll Clear Line SetAll
[Updste Data | [ Print Mex. Concentration: 1.000 ppm Rep: ¥ @] @ [Update Data | [ Print Max Concentration 1.000 pprn Rep: @ @ @
sdiD Conc.  Cale.  Dew. Mean SDor. Rep1 Rep? Rep3 Repd Rep5 | | S@ID Conc.  Cele  Dev. Mean SDor Rep1 Rep2 Rep3 Pep 4 Rep&
S0 0000 0002 -0002 127 59755 161 177 3 s0 0000 0008 0.008 3640 25952 3414 3504 4004
sl 0100 0105 0005 12756 07% 12882 12730 12668 51 0100 0103 0003 14507 2.3% 14956 14413 14154
s2 0200 0197 -0.003 23837 05% 23684 23914 23915 s2 0200 0190 0010 e 03% 24303 24378 24509
3 0500 0500 0000 61712 D2% 61876 61715 61546 3 0500 0435 -0.005 59012 0.4% 59219 59139 58679
e 1000 1000 -0000 128653  02°% 128302 128818 128858 54 1000 1004 0004 118831 03% 116722 11BGB2 117383

multi2 - Cd 214.441 FitType: |Linear -] multi2 - Pb 220.353 Fit Type: |Linear -
Celibration Data Calibration Data
A= 0.0000e+000 A= 0.00002+000
Max. intensity: B- 18933e-005 Max intensity: B- 1.1255e-004
583 G- -36820e-004 9958 C- -67904e-003
Rho = 099559900 Rho = 09599534
Col.status:  Accepted Cal status:  Accepled
Mirirmum tha Winimum tho
ClearAl Clear All
[ Clearai ] Ceerees) tagsonn | ClearAl | s 0995000
Clear Line Setal Clear Line SetAll
[Updete Deta | [ Print Max, Concentration 1.000 ppm Rep: @@ @ [Updete Data | [ Print Max. Concentration 1.000ppm Rep @ @ @
SID  Cone.  Cale.  Dew. Mean 5D or. Fep 1 Fep 2 Fep 3 Fep 4 Rep§ | |SwiD  Conc. Cale. Dev Mesn  SDor Rep1 Rep2 Rep3 Fepd Rep§
s0 0000 0000 0.000 39 12970 49 48 21 s0 o0 0003 0003 91 14166 95 72 106
sl 0100 0102 0002 592 16% 5489 5410 5279 s1 0100 0102 0002 971 a6% 312 1036 945
sz 0200 0197 0003 10425 10% 10282 10507 10488 52 0200 0195 -0.005 1796 28% 1721 1822 1840
53 0500 0501 0om 26481 10% 26869 26293 26286 53 0500 0436 -0004 4469 05% 4483 44886 4438
1l 1000 1000 0000 62834 O2% 52704 5283 52963 54 1000 1003 0.003 8968 07% 8979 8385 9040

c) d)
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multi2 - Mg 285.213 r

Calibration Data.

multi2 - K 766.491

Calibration Data

A= 153558012 A= 0.0000e+000
Mex, intensiy. B= 15415005 Max. intensity: B- 20602e-006
631395 C- 502552003 4802527 = 119956001
Rho= 09999387 Rho= 09995141
Cal status:  Accepted Cal. status:  Accepted
Minimum tho Winitmurm tha
Clear All {oauenoesy 0395000 Clear All (oeouences 0395000
SetAll Setal
Update Daia | [ Print Mex Concentration 10,000 Rep Update Data | [ Print Max. Concentration: 10000 ppm Rep
SdID  Conc. Cale.  Dew Mean SDor. Fep1 Rep 2 Rep 3 Repd Rep§ S0 Conc  Cale  Dew Mesn SDor Rep Rep? Rep3 Rep 4 Feps
s0 0000 D005 -0.005 21 25197 a 14 35 S0 0000 0121 0121 414 57381 438 333 anz
s1 0100 0103 0.003 8452 05% 6408 6459 5431 of 0100 0183 0083 0474 22% 28849 30176 31398
s2 0200 0201 0.001 12269 05% 12330 12291 12187 52 D200 D234 0034 55337 07% 54789 55765 55458
o3 0500 D502 0002 0223 06% 30362 30366 28952 53 0500 04z8 0072 149660 05% 149896 150479 148606
s4 1000 0938 -0.002 60003 02% 60018 60173 59819 4 1000 0620 0080 339904 04%  3dDS24 3IEI3 34DGSG
S5 10000 10000 0000 63385 05% 634847 BIW6Z 627276 55 10000 10004 0014 4802527 07%  475BBD8 4024900 4825872
multi2 - Zn 206.200 FitType multi2 - Ni 231.604 FitType
Calibration Data. Colibration Data.
A= 0.0000e+000 A= 0.0000e+000
Meoc intensity B= 31343005 Max intensity: B- 40721005
S C- 933136004 et C= 23471e002
Fho= 0.9398421 Rho= 09995493
Cal.status:  Accepted Cal status:  Accepted
Minirmurn tho Minimum o
Clear All e 0 ss000 Clear All animum e nassomn
_—
Updats Data | [ Print Max Concentration: 1.000 ppm Updats Data | [ Print Max. Concentration 1.000 ppm Rep
SWiD  Conc.  Cele  Dew Mean SDor Rep Rep? Rep3 Rep4 Feps ECLs) Conc. Cale.  Dev. Mean 5D or Repl Rep? Rep3 Rep 4 Reps
o0 0000 -0.001 0007 9 17327 0 5 3 50 0000 00D D002 537 20039 512 561 539
s1 0100 0106 0.008 33 08% 3401 3344 3346 s1 0100 0116 0016 3429 13% 3472 9385 3451
2 0200 0195 -0.008 8121 04% 6088 6133 6144 sz 0200 0189 D01 5229 12% 5145 5251 5240
3 0500 0.438 -0.002 15634 07% 15793 15566 15544 3 0500 0432 0008 12655 04% 12721 12633 12616
4 1000 1001 0001 I 02% 1446 31357 3131 4 1000 1004 0004 M/ 03% 25336 25141 26227
multi2 - Li 670.784 r Fit Type multi2 - Ca 396.847 r Fit Type
Calibration Data Calibration Data
A= 0.0000e+000 A= 0.00008+000
e, intensity: B= 56772c-008 Max intensity: B- 553205007
1756821 C- 314520002 17985586 C= -4.0953e-002
Rho= 09939683 Rho= 09999541
Col stolus:  Accepted Cal status:  Accepted
Minimum tho Minimurm tha
[ Clearai |
(sequences) 0.835000 RS 0.995000
Sea Beth
Update Data Print tax. Concentration 10.000 Rep: Update Data Print Max. Concentration: 10.000 Rep:
SdID Conc. Gale  Dew. Mean SDor Rep1 Rep? Rep 3 Rep 4 Rep5 SdID Come. Cale  Dew Mean SDor Rep 1 Rep? Rep3 Repd Reps
50 0000 0030 0030 222 53574 192 298 178 50 0000 -0038 0038 5658 229693 6162 5639 5784
s1 0100 0124 0024 16260 1.7% 16118 16019 16643 s1 0100 0153 0053 358371 19% 353402z 53477 36HEIS
sz 0200 oziz 0012 Ie6l  07% 31567 31991 32027 s2 0200 0179 -D0P1 394609 0d4% 994636 396766 392427
3 0500 0482 0018 79370 06% 79318 79996 78796 3 0500 D483 D011 943006 05%  OBdz47 BdE4T1 943302
4 1000 0945 0054 161156 01% 161012 161237 161219 s 1000 1002 0012 1886051 0.2% 1886071 1891109 1880973
<5 10000 10005 0005 1756621 07% 1770716 1757389 1742356 S5 10000 9999 0001 17385586 4% 18005773 18051719 17889268

)

Karla Franjkovi¢

Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 32

multi2 - Na 589.592 r Fit Type:  |Linear = multi2 - Ba 493.409 r FitType: |Linear 2
Colibration Data Calibration Data
A= 0.0000e+000 A= 0.00002+000
Mes intensity: B= 332706005 Max intensity: B= 2.14366-008
A C- 617765003 jloeuiss G- 1.4002e-002
Rho= 09999591 Rho- 09999894
Col.status:  Accepted Col stsws:  Accepted
Minimum rho
Clear All
sar 0995000 Clear All (senuancesy 0295000
Clear Line Cleer Line SetAl
[Update Data | [ Print Max. Concentration 10000 Pep: [ ¥ @ [Update Data | [ Prnt hax. Cancentration 10.000 Rep: @ @ @
SuID Conc.  Calc  Dew. Mean SDor Repl Rep? Rep 3 Rep4 Fiep§ SdiD Conc  Calc  Dev. Mean SDor Fep 1 Rep? Rep3 Fepd Rep§
S0 0000 0028 0029 697 84618 604 809 680 S0 0go0 0017 0017 1333 40202 1352 1381 1285
s1 0100 013 003 IO 1% 3815 Eal 3756 s1 0100 0115 0015 46953 08% 46941 45498 47430
2 0zO0 0217 0017 6336 07% 6324 6395 6289 2 0200 D206 0006 89778 05% 99773 0344 89217
3 0500 0477 D023 14165 09% 14299 1395 14203 3 0500 0431 D009 222380 0% 223288 222990 220892
4 1000 0838 -DOBI 28038 07% 27783 26261 28072 ] 1000 0868 D032 445156 03% 449556 44638 446315
o5 10000 10006 0006 300884 DG% 303074 301023 267597 <5 10000 10003 0003 4660333 D6% 4694918 4661069 4625014

K) 1)

Slika 11. Kalibracijske krivulja za elemente: a) Al, b) B, ¢) Cd, d) Pb, e) Mg, f) K, g) Zn, h)
Ni, i) Li, j) Ca, k) Na i I) Ba.

4.1.4. Preciznost metode za elementnu analizu kupusnjaca

Preciznost metode podrazumijeva podudaranje izmjernih vrijednosti, a iskazuje se relativnim
standardnim odstupanjem (RSO %). S obzirom na dobiveni RSO manji od 10 % za sve elemente
u uzorcima tijekom jednog dana, ustanovljeno je kako je podudaranje rezultata dobro. Nakon
nekoliko tjedana, uzorci su mjereni u svrhu provjere medudnevene preciznosti metode te je ona
iznosila takoder manje od 10 %. S obzirom na nepromijenjenost koncentracija elemenata i
nakon duljeg vremenskog perioda, zakljuéeno je kako su parametri optimiziranja uvjeta
mjerenja metode ICP-AES te mikrovalno potpomognutog razaranja za uzorke bili dobro
postavljeni te da se opisani analiticki postupak moze Koristiti za preciznu elementnu analizu

kupusnjaca.

4.2. Razrada elementne analize kupusnjaca

4.2.1. Rastika

Maseni udjeli makro- i mikroelemenata u listovima i korijenima pri uzgoju solno tretirane i
netretirane rastike nakon mikrovalno potpomognutog razaranja s HNO3 (50:50 v/v) + H2O> dani

su u Tablicama 101 11.
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Tablica 10. Maseni udjeli makroelemenata u listovima i korijenima pri uzgoju solno tretirane i

netretirane rastike nakon mikrovalno potpomognutog razaranja s HNOz (50:50 v/v) + H20o.

Rastika
w/g kg
Reagensi
HNO3 (50:50 v/v) + H202
Element
List List (NaCl) Korijen Korijen (NaCl)

Ca 274,43 216,92 90,92 58,70
K 437,12 499,48 346,03 20,01
Mg 121,57 101,11 56,93 0,0086
Na 22,52 459,53 22,37 368,68

U literaturnom pregledu opisane su karakteristike mikro- i makroelemenata vaznih za ishranu

biljaka i prehranu ¢ovjeka. Od makroelemenata (g kg™) vaznih za list i korijen biljke metodom
ICP-AES odredeni su Ca, K, Mg i Na. Za K i Na u listu rastike.

Prema podatcima uTablici 10. vidi se znacajn porast Na u listu rastike uslijed solnog

tretmana biljke za razliku od ostalih elemenata ¢iji je udio ostao nepromijenjen. Kod korijena

raStike takoder je uoCen znacajan porast Na uslijed solnog tretmana biljke. Znacajan porast

udjela Na je o¢ekivan buduéi da je biljka tretirana otopinom natrijevog klorida. Smanjenje

masenih udjela uslijed solnog tretmana biljke izraZzen je za K i Mg, dok je udio Ca ostao

nepromijenjen. Radi bolje preglednosti rezultati iz Tablice 10 prikazani su na Slikama 12 1 13.
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Slika 12. Raspodjela makroelemenata u listu rastike i rastike uzgojene pod solnim stresom

nakon mikrovalno potpomognutog razaranja s HNOs3 (50:50 v/v) + H.Ox.
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Slika 13. Raspodjela makroelemenata u korijenu rastike i rastike uzgojene pod solnim stresom

nakon mikrovalno potpomognutog razaranja s HNOz3 (50:50 v/v) + H2Oo.
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Tablica 11. Maseni udjeli mikroelemenata u listu i korijenu rastike i rastike uzgojene pod

solnim stresom nakon mikrovalno potpomognutog razaranja s HNOs (50:50 v/v) + H20o.

Rastika
w/pg gt
Reagensi
HNOs3 (50:50 v/v) + H202
Element
List List (NaCl) Korijen Korijen (NaCl)

Al 113,99 52,00 129,26 201,35

B 414,94 49,51 15,66 5,61
Ba* <LOD <LOD <LOD <LOD
Cd 2,62 2,33 2,96 6,69
Co 5,62 8,08 9,64 16,54
Cr 8,03 6,79 14,96 19,44
Cu 3,28 6,66 16,59 11,89
Fe 121,89 237,06 188,72 332,01
Mn 210,71 168,26 221,36 22.19
Ni 144,39 270,74 225,13 411,29
Pb 2,25 4,54 11,86 11,87
Sr* <LOD <LOD <LOD <LOD
\Y 28,21 30,39 43,71 63,02
Zn 40,55 207,70 63,81 23,04

*LOD - Ba (1,5342 ug g 1), Sr (0,1875 pg g4)

Mikroelementi (ug g‘l) odredeni u listu i korijenu rastike metodom ICP-AES su: Al, B, Ba, Cd,

Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Sr, Vi Zn.

Maseni udjeli izrazeni U pg g,'1 u listu rastike za Al, B, Cd, Cr i Mn iznose: 113,99;

414,94; 2,62; 8,03 i1 210,7 sto je vise u odnosu na masene udjele navedenih mikroelemenata u

listu rastike nakon solnog tretmana su: 52,00 ug g%; 49,5 ug g%, 2,33 pgg?; 6,79 pg gt i

168,26 nug g 1. Znacajan pad uslijed solnog tretmana rastike uo¢en je kod Al i B.

Zarazliku od njih, do znacajnog porasta masenih udjela u listu uslijed solnog tretmana

biljke dolazi kod Fe, Ni i Zn.

Koncentracija Fe u listu rastike iznosi 121,89 pg g2, a u listu rastike uzgojene pod

solnim stresom je znadajno veéa i iznosi 237,06 pug g U listu rastike udio Ni iznosi
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144,39 ug g1, a u listu solno tretirane rastike 270,74 ug g 1. Zn je u listu rastike prisutan u
udjelu od 40,55 pg g, a do zna¢ajnog povecéanja koncentracije dolazi kod lista pri uzgoju solno
tretirane rasike u kojem iznosi 207,70 ug g .

Mikroelementi odredeni u korijenu rastike kod kojih dolazi do povecéanja udjela uslijed
solnog tretmana biljke su: Al, Cd, Fe i Ni. Maseni udio Al u korijenu rastike iznosi 129,26 ug
g%, a u korijenu rastike uzgojene pod solnim stresom je dvostruko veéi i iznosi 201,35 pg g 2.
Sadrzaj Cd u korijenu iznosi 2,96 pg g, a u korijenu rastike tretirane natrijevim kloridom tri
puta je vedi i iznosi 6,69 pg g 1. Maseni udio Fe u korijenu iznosi 188,72 ug g1, a kod korijena
rastike uzgojene pod solnim stresom je doslo do znadajnog porasta i iznosi 332,01 pg g*. Udio
Ni u korijenu iznosi 225,13 pg g, a u korijenu solno tretirane biljke je takoder doglo do velikog
porasta te se vrijednost gotova udvostruéila na 411,29 pg g 1.

Mikroelementi ¢iji se udio izrazito smanjuje u korijenu rastike tretirane natrijevim
kloridom su: Mn (u korijenu 221,36 pg g%, a u korijenu solno tretirane rastike 22,19 pg g%) te
Zn (u korijenu je 63,81 pug g%, a u korijenu solno tretirane rastike gotovo tri puta manje, 23,04
ngg).

Za Ba i Sr vrijednosti udjela u svim dijelovima biljke, korijenu i listovima, solno
tretiranim i netretiranim uzorcima rastike su ispod detekcijskih granica.

Raspodjela mikroelemenata u listu i korijenu rastike i rastike uzgojene pod solnim
stresom nakon mikrovalno potpomognutog razaranja s HNOz (50:50 v/v) + H20..prikazana je
na Slikama 14 i 15.
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Slika 14. Raspodjela mikroelemenata u listu rastike i rastike uzgojene pod solnim stresom
nakon mikrovalno potpomognutog razaranja s HNOs3 (50:50 v/v) + H.Ox.
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Slika 15. Raspodjela mikroelemenata u korijenu rastike i rastike uzgojene pod solnim stresom

nakon mikrovalno potpomognutog razaranja s HNO3 (50:50 v/v) + H20..

Uzorci rastike su izmjereni metodom ICP-MS, a pripremljeni su na isti na¢in kao i prije
mjerenja metodom ICP-AES.
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Tablica 12. Maseni udjeli elemenata u listovima rastike i rastike uzgojene pod solnim stresom

nakon mikrovalno potpomognutog razaranja s HNOs (50:50 v/v) + H20., izmjereni metodom

ICP-MS.
Rastika
w/pg g
vos Rastika Usporedba listova
Flement Ral?g[ka list (kontrolni uzorak i
(solni tretman) solni tretman)

Ag <LOD <LOD

Al 20,76 52,82 +

As <LOD <LOD

B 79,302 52,78 -

Ba LOD <x<LOQ LOD <x<LOQ

Be <LOD <LOD

Bi LOD <x<LOQ LOD <x<LOQ

Ca 8111,037 8144,02 nema znacajne promjene
Cd 0,09 0,04 -

Co 0,09 0,11 nema znacajne promjene
Cr 2,09 1,03 -

Cu 5,97 5,78 nema znacajne promjene
Fe 100,59 100,92 nema znacajne promjene
Ga <LOD <LOD

K 41571,66 44850,41 nema znacajne promjene
Li 0,23 0,08 -
Mg 11124,44 10057,48 nema znacajne promjene
Mn 205,24 185,37 -
Mo 25,22 16,09 -

Na 1665,48 65752,16 +

Ni 2,28 0,77 -

Pb 8,34 0,67 -

Rb 7,97 8,81 +

Se <LOD <LOD

Sr 42,529 41,91 nema znacajne promjene
Te <LOD <LOD

Tl <LOD <LOD

U <LOD <LOD

\Y 0,04 0,04 nema znaéajne promjene
Zn 27,24 21,55 nema znacajne promjene

Na temelju navedenih podataka za pojedine elemente u uzorcima rastike uocene su znacajne

promjene u sadrzaju elemenata u korijenu i listovima solno tretiranih i1 netretiranih biljaka.
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U Tablici 12 prikazani su maseni udjeli elemenata u listu rastike dobiveni metodom ICP- MS
te razlike prije i nakon tretmana natrijevim kloridom. Odredeno je 30 elemenata, pri ¢emu su
udjeli njih 10 ispod detekcijskih granica, 3 elementa pokazuju porast uslijed solnog stresa, 8 ih
pokazuje pad, a preostalin 9 ne pokazuje znacajne promjene. Elementi ¢iji sadrzaj je ispod
detekcijskih granica su: Ag, As, Ba, Be, Bi, Ga, Se, Te, Tl 1 U. Veoma znacajan porast prisutan
je kod Na gdje se udio poveéao s 1665,48 na 65752,16 ug g1, gotovo 40 puta. Navedeni porast
Na je oc¢ekivan buduéi da su se uzoreci tretirali otopinom natrijevog klorida. Maseni udio Al se
povecao s 20,76 na 52,82 ug g1, vise nego dva puta, dok je rast Rb sa 7,971 na 8,808 ug g !
manji. Veée smanjenje udjela zabiljezeno je kod B (79,30 na 52,78 pg g1), Cd (0,09 na 0,04
ng g ), Cr (2,09 na1,03 pggl), Li(0,23na 0,08 ug gl), Mg (11124,44 na 10057,48 g g4),
Mo (25,22 na 16,09 pg g 1), Ni (2,28 na 0,77 ug g'!) te Pb (8,34 na 0,67 ug g 1). U korijenu i
listu rastike dolazi do pada udjela Mn §to uzrokuje Zutilo lista te pojavu smedih mrlja. Udio B
1 Pb ne pokazuje znacajne promjene u korijenu dok u listu dolazi do smanjenja udjela s obzirom
na solni tretman biljke. Nedostatak B uzrokuje pojavu zutih i narancastih nijansi starijih listova
kod biljaka, dok se kod korijena javlja odumiranje dlacica. Udio Ni, Cr i Cd se povecava u
korijenu, a u listu se smanjuje. Do povecanja udjela V, Fe, Cu 1 Ba dolazi u korijenu, a u listu
raStike za navedene elemente nema znacajnih promjena. Preostali elementi, poput Ca, Co, Cu,
Fe, K, Mn, Sr, V i Zn, ne pokazuju zna¢ajne promjene U udjelu niti u listu niti korijenu bez

obzira jesu ili ne biljke podvrgnute solnom tretmanu za vrijeme uzgoja.

Nedostatak kalcija Nedostatak Zeljeza
\ / NOVI RAST
Nedostatak dusika \ N 4 Nedostatak kalija
= —_— —_— —_— —_— = — —_— L /4 — — —_— _— —_— —

STARI RAST

Nedostatak bora Nedostatak mangana

S— / Nedostatak magnezija

Nedostatak fosfora

Slika 16. Prikaz utjecaja nedostatka pojedinih elemenata na biljku.
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4.2.2. Usporedba rezultata elementne analize rastike, kineskog i bijelog kupusa

Metoda elementne analize za rastiku validirana u okviru ovog rada primjenjena je osim na
raStiku i na kineski i bijeli kupus. Rezultati za udio mikroelemenata u listovima i korijenu
kineskog kupusa (solno tretiranom i netretiranom) nakon mikrovalno potpomognutog razaranja
s HNO3 (50:50 v/v) + H202 su prikazani u Tablici 13.

Tablica 13. Udio mikroelemenata u listovima i korijenu kineskog kupusa (solno tretiranom i

netretiranom) nakon mikrovalno potpomognutog razaranja s HNO3z (50:50 v/v) + H203.

Kineski kupus

w/g kg
Reagensi

HNO3 (50:50 v/v) + H20»

Element '
" ;». 7

List List ( NaCl) Korijen Korijen ( NaCl)
Ca 0,29 0,19 0,018 0,025
K 0,36 0,37 0,10 0,015
Mg 0,13 0,092 0,024 0,0011
Na 0,025 0,52 0,0039 0,59

Za Na je uocen znacajan porast vrijednosti masenog udjela u listu uslijed solnog tretmana pri
uzgoju kineskog kupusa. Kod Mg dolazi do smanjenja vrijednosti uslijed solnog tretmana
biljke. Vrijednosti udjela Mg u listu kinekog kupusa iznose: 0,13 g kg dok u listu kineskog
kupusa tretiraog otopinom natreijevog klorida iznosi 0,092 g kg. Za Ca nisu uoéene znacajne
promjene vrijednosti masenih udjela u listu biljke uzgojene sa i bez solnog stresa. Kod korijena
kineskog kupusa uocen je porast vrijednosti Na uslijed solnog tretmana kineskog kupusa.
Vrijednost Na u korijenu iznosi: 0,0039 g kg, a u korijenu solno tretirane biljke 0,59 g kg™.
Izraziti pad uocen je kod K i Mg u korijenu solno tretiranog kineskog kupusa dok za Ca nisu

uocene znacajne promjene.
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Tablica 14. Maseni udjeli mikroelemenata u listu i korijenu kineskog kupusa (solno tretiranom

I netretiranom) nakon mikrovalno potpomognutog razaranja s HNO3 (50:50 v/v) + H20..

Kineski kupus
w/pg g
Reagensi
HNOs3 (50:50 v/v) + H202
Element X
D
e
List List (NaCl) Korijen Korijen (NaCl)
Al 66,87 53,63 80,04 57,28
B 44,61 11,99 <LOD <LOD
Ba <LOD <LOD <LOD <LOD
Cd 10,62 9,15 10,99 29,20
Co <LOD <LOD <LOD <LOD
Cr 7,22 7,62 9,23 27,47
Cu 19,62 18,39 22,73 79,31
Fe 170,29 147,34 53,86 374,07
Mn 247,58 195,50 97,56 101,03
Ni 182,42 158,90 65,03 404,94
Pb 12,84 10,53 13,96 53,72
Sr <LOD <LOD <LOD <LOD
V 36,39 37,58 34,17 101,45
Zn 111,36 81,02 65,30 182,37

Maseni udjeli mikroelemenata Sr, Ba i Co u listu i korijenu te B samo u korijenu

kineskog kupusa tretiranog i netretiranog otopinom soli su ispod detekcijskih granica metode

ICP-AES.

Maseni udjeli mikroelemenata u listu kineskog kupusa iznosili su: 44,61 g kg™ za B,

247,58 g kg za Mn i 111,36 g kg za Zn, a u listu kineskog kupusa tretiranog otopinom

natrijevog klorida dobivene su sljede¢e vrijednosti: 11,99 g kg za B, 195,50 g kg za Mn i

81,02 g kg* za Zn. Za navedne elemenate uoden je zna¢ajan pad vrijednosti udjela u listu uslijed

solnog tretmana biljke. Za ostale elemente u listu nisu uoc¢ene znacajne promjene vrijednosti

masenih udjela. Smanjenje udjela elemenata u korijenu kineskog kupusa tretiranog otopinom
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soli za vrijeme uzgoja uoceno je kod Al, a do porasta vrijednosti masenih udjela dolazi kod Cd,

Cr, Cu, Fe, Ni, Pb, Vi Zn.

Tablica 15. Maseni udjeli makroelemenata u listu i korijenu bijelog kupusa (solno tretiranom i

netretiranom) nakon mikrovalno potpomognutog razaranja s HNOz (50:50 v/v) + H20o.

Bijeli kupus
w/ g kgt
Reagensi
HNOs3 (50:50 v/v) + H202
Element
List List (NaCl) Korijen Korijen
Ca 0,43 0,28 0,0026 0,69
K 0,28 0,48 0,067 0,0086
Mg 0,16 0,19 0,018 0,0068
Na 0,029 0,68 0,060 0,26

Makroelemenati odredeni u listu i korijenu bijelog kupusa (solno tretiranom i netretiranom) su

Na, Ca, K i Mg. Vrijednost udjela Na u listu bijelog kupusa iznosi 0,029 g kg™, a u listu bijelog

kupusa tretiranog otopinom soli 0,68 g kg. Povec¢anje Na je oéekivano buduéi da je biljka

tretirana otopinom natrijevog klorida. Uocen je pad vrijednosti Ca u listu solno tretirane biljke.

Za ostale makroelemente nisu uoc¢ene znacajne promjene. U korijenu je pri solnom tretmanu

biljke doslo do smanjenja udjela K i Mg, a porasta kod Ca i Na.

Féltmarsch i suradnici primjenom metode ICP- MS u kupusu su dobili sljedece udjele

za Ca 7,0-9,5 g kgt i K 39-44 g kg™. U okviru ovoga rada dobiveni su manji maseni udjeli za

bijeli kupus: Ca 0,28- 0,43 g kgt i K 0,28 —0,48 g kg™.
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Tablica 16. Maseni udjeli mikroelemenata u listu i korijenu bijelog kupusa (solno tretiranim i

netretiranim) nakon mikrovalno potpomognutog razaranja s HNOs (50:50 v/v) + H20..

Bijeli kupus
wipg gt
Reagensi
HNOs3 (50:50 v/v) + H202
Element
List List (NaCl) Korijen Korijen (NaCl)

Al 46,91 60,92 <LOD 400,33
B <LOD <LOD <LOD <LOD
Ba < LOD <LOD <LOD <LOD
Cd 7,77 9,16 5,04 23,65
Co <LOD <LOD <LOD <LOD
Cr 7,49 6,97 5,71 27,22
Cu 20,63 22,05 15,03 94,51
Fe 68,74 196,22 34,90 147,91
Mn 237,77 315,31 45,89 42,17
Ni 352,40 465,16 40,82 161,69
Pb 20,41 17,61 12,08 27,12
Sr 37,39 61,65 <LOD <LOD
\Y 41,08 39,56 21,45 44,08
Zn 65,92 82,62 36,06 209,28

Vrijednosti masenih elemenata B, Ba i Co u listu i korijenu netretiranog i solno tretirang

bijelog kupusa bile su ispod detekcijskih granica.

Mikroelementi ¢iji udio u listu raste uslijed solnog tretmana bijelog kupusa su: Fe, Mn

i Ni. U listu bijelog kupusa vrijednosti mikroelemenata su: 68,74 g kg™ za Fe, 237,77 g kg™ za

Mn i 352,40 g kgt za Ni, a u listu solno tretiranog bijelog kupusa iznose: 196,22 g kg™ za Fe,

314,31 g kgt za Mn i 465,16 g kg™ za Ni. U korijenu do porasta koncentracije uslijed solnog

tretmana bijelog kupusa doslo je za elemenate: Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Ni, Pb i Zn.
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§ 5. ZAKLJUCAK

U okviru ovog diplomskog rada provedena je elementna analiza kupusnjaca metodom ICP-AES
i metodom ICP-MS nakon mikrovalno potpomognutog razaranja s duSi¢nom kiselinom
(50:50 v/v) i vodikovim peroksidom.

Metoda ICP-AES je validirana i na temelju rezultata odabrani su optimalni uvjeti za
elementnu analizu. Odredene su detekcijske granice, to¢nost, osjetljivost i preciznost metode.
Tocénost metode ICP-AES za odredivanje mikro- i makroelemenata kupusnjaca odredena je na
temelju analitickog povrata metode. Detekcijske granice su za sve elemente manje od 1 pg g™,
osim za Al i Ba za koje su izmedu 1 i 2 ug g**. To¢nost metode ICP-AES za elementnu analizu
lista rastike iznosi 93,10 do 117,40 %, lista rastike tretirane s NaCl od 92,25 do 112,00 %, lista
kineskog kupusa 96,10 do 172,10 %, te za list kineskog kupusa uzgojenog pod solnim stresom
je od 67,48 do 90,20 %. Osjetljivost metode ICP-AES za kupusnjace odredena je iz nagiba
kalibracijske krivulje i pri svim valnim duljinama odredivanja elemenata je zadovoljavajuca za
rutinsku analizu. To¢nost metode ICP-MS lista rastike i lista rastike tretirane s NaCl je 89,50
do 105,20 %.

Za kupusnjace uzgojene pod solnim stresom uocen je znacajan porast koncentracije Na
u listu rastike i kineskog kupusa te Na, Fe, Mn i Ni u listu bijelog kupusa. U listu rastike
uzgojene pod solnim stresom udio Al i B je manji, dok je za Fe, Ni i Zn uocen znacajan porast
u usporedbi s listom rastike uzgojene bez solnog stresa. Znacajan porast Na uocen je u korijenu
sve tri biljke uzgojene pod povecanim salinitetom. U korijenu sve tri kupusnjace uzgojene pod
solnim stresom dolazi do smanjenja K i Mg u usporedbi s biljkama uzgojenim bez solnog stresa.
Osim smanjenja udjela navedenih elemenata, u korijenu rastike uzgojene pod solnim stresom
dolazi do smanjenja udjela i Mn i Zn, a udjeli Al, Ni, Cd i Fe su znacajno veci. Vrijednosti Ba
I Sru svim dijelovima biljke, i korijenu i listu, tretirane i netretirane rastike su ispod detekcijskih
granica. U listu kineskog kupusa uzgojenog pod solnim stresom dolazi do smanjenja udjela Mg,
B, Mn i Zn. U korijenu kineskog kupusa uzgojenog pod solnim stresom dolazi do smanjenja K,
Mg i Al, a povecanja Cd, Cr, Cu, Fe, Ni, Pb, V i Zn. U svim djelovima biljke kineskog kupusa
ispod detekcijskih granica su udjeli Ba, Sr i Co. U korijenu solno tretiranog bijelog kupusa
dolazi do znacajnog smanjenja udjela K i Mg, povecéanja udjela Ca, Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Ni, Pb
i Zn, aispod detekcijskih granica su udjeli B, Ba i Co.
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