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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

TreSnja (Prunus serrulata var. Spontanea L.) zauzima izuzetno vazno mjesto u japanskoj
povijesti i kulturi, a koristi se kao ukrasno drvo i ljekovita biljka." U Japanu postoji preko 600
razli¢itih vrsta stabala treSnje, od kojih je najpoznatiji prirodni hibrid Yoshino tresnja (C.
Yedoensis L.). Tresnjin cvijet najeS¢e se Kkoristi za pripremu cCaja Ciji sastojci imaju
antioksidativno djelovanje” te u kozmeti¢kim pripravcima za obnavljanje koze.> Odredivanje
sadrzaja prisutnih elemenata u cvjetovima japanske treSnje vazno je prije svega zbog
zdravstvenih razloga ali i moguéih oneéiiéenja toksiénim elementima opasnim za zdravlje.?

Cilj istrazivanja je elementna analiza cvijeta japanskih treSanja prethodno optimiziranom
metodom atomske spektrometrije uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-AES) i
spektrometrijom masa uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-MS). Uzorci cvjetova japanskih
treSanja prije mjerenja razorit ¢e se u uredaju za mikrovalno potpomognuto razaranje uz

dodatak dusi¢ne kiseline i vodikovog peroksida.’
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Ljekovite biljke

Fitoterapija, lijeCenje biljem poznato je od davnina. Ljekovito bilje sadrzi farmakoloski
aktivne sastojke kao Sto su alkaloidi, glikozidi, saponini, eteri¢na ulja, smole, sluzi i drugo, a
primjenjuje se u medicini i za pripremu ljekovitih biljnih pripravaka.’ Jo§ su najstarije ljudske
civilizacije poznavale razliite nacine sakupljanja i uporabe ljekovitog bilja, a jedan od
najpoznatijih zapisa sa ¢ak 300 ljekovitih biljaka je grékog lije¢nika Hipokrata.® U ljekovite
biljke prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije (engl. The World Health
Organisation, WHO) ubrajaju se biljne vrste koje u jednom ili vise dijelova sadrze bioloski
aktivnu tvar koja se koristi u kemijsko-farmaceutskoj sintezi ili u terapijske svrhe.’

Uzgoj, skupljanje, prerada i uporaba ljekovitog bilja u svijetu ima dugu tradiciju, a
najceSce se koriste u obliku ¢ajeva i alkoholnih otopina, tinktura. U tradicionalnoj medicini
biljke koje se najcesce koriste pripadaju porodicama Rosaceae (54 vrste), Asteraceae (52
vrste), Lamiaceae (49 vrste), Apiaceae (36 vrsta), Ranunculaceae (34 vrsta), Fabaceae (33
vrste) i Brassicaceae (31 vrsta).®

U biljci ljekovite aktivne tvari nisu jednako rasporedene. U svakom dijelu biljke udio
bioloski aktivnih tvari je razlicita jer ovisi o nizu faktora kao §to su primjerice vanjski faktori 1
razvojni stadiji. Zbog toga postoji tocno odredeno optimalno vrijeme branja pojedinih dijelova
biljke. Kora (lat. cortex) prikuplja se u rano proljece, kao i korijen (lat. radix), uvijek prije ili
nakon cvatnje jer tada sadrze najvise ljekovitih aktivnih tvari. List (lat. folium) se bere kada je
potpuno razvijen, neposredno prije cvjetanja dok se pupovi (lat. gemmae) beru prije listanja u
rano proljece. Cvijet (lat. flos) se skuplja u pocetku cvatnje 1 mora biti potpuno otvoren, dok
se plod (lat. fructus) ili sjeme (lat. semen) skupljaju potpuno zreli.

U farmaceutskoj industriji bilje se koristi se kao sirovina za aktivne tvari u farmaceutskim
proizvodima ili se upotrebljava kao polazna tvar za sinteze ljekovitih tvari. Biotehnologija
takoder nudi genetsko inZenjerstvo kao vaznu novu tehnologiju za proizvodnju sekundarnih

metabolita u biljkama s ciljem proizvodnje lijekova pomoéu biljnih kultura stanice.®
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Zbog velike primjene ljekovitog bilja vazno je poznavati sastav i farmakoloska svojstava
ljekovitog bilja. Stoga je potrebno napraviti veliki broj istraZzivanja sadrzaja bilja te

predklinickih i klinickih istrazivanja.

2.2. Japanska treSnja

Japanska treSnja (Prunus serrulata L.) ili ,,Sakura® je listopadno drvo iz roda Prunus, a

njena sistematika je dana u tablici 1.

Tablica 1. Sistematika japanske treSnje

Carstvo Plantae
Divizija Tracheophyta
Razred Magnoliopsida
Red Rosales
Porodica Rosaceae
Rod Prunus
Vrsta P. serrulata L.

Japanski botani¢ar Manabu Miyoshi 1 njegov americki kolega Ernest H. Wilson u dvije
zasebne publikacije grupirali su japanske treSnje u dvije podvrste Prunus serrulata f.
spontanea i Prunus serrulata var. pubescens.’” Danas se uzgaja preko 600 razligitih vrsta
treSanja neovisno o sorti. Hibridne sorte Prunus X yedoensis ili Prunus % subhirtella imaju
definirano mjesto u sustavnoj klasifikaciji japanskih cvjetnih treSanja. Plodovi se kod vecine
sorti japanskih treSanja ne formiraju jer je stablo sterilni kultivar, iako postoje iznimke kao
kod primjerice treSanja Prunus avium i Prunus cerasus koje daju jestive plodove.

U prosjeku stablo japanske treSnje moze zivjeti 30-40 godina, a naraste 10-25 m, dok mu je
opseg krosnje 5 m. Korijenski sustav je jak i1 plitko se ukorjenjuje. Kora je smede do smede

sive boje, a listovi su dugi 5-12 cm te Siroki izmedu 2-6 cm, tamnozeleni elipti¢nog oblika s
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nazubljenim rubovima po kojima je i dobila ime serrulata Sto znaci nazubljen. Cvijet u
prosijeku sadrzi od 23-28 latica u skupinama od dvije do pet latica, dvostruko su ispunjeni 1

vrlo njezni, a ovisno o sorti mogu biti bijeli, ruzicasti ili tamno ruzicasti (slika 1).

Slika 1. Japanska tresnja u Botanickom vrtu PMF-a u Zagrebu, travanj 2020.

Potrebno joj je tlo rahle strukture, dobro prozraceno, Cesto bogato plijesni, relativno
siromagno mineralima te blago kiselo.'’ Japanske treinje svoju cvatnju zapoéinju tek u
kasnom oZujku, osim vrste kawazu koja cvate posebno rano, od pocetka veljace do pocetka
ozujka. Podrijetlom dolazi iz Kine te su joj prirodna staniSta zemlje istocne Azije. Tre$nja
sakura zauzima sveto mjesto u japanskoj povijesti 1 kulturi, a cvjetanje ovog stabla popraceno
je proljetnim festivalima 1 jedne od najvaznijih tradicija gledanja cvije¢a (hanami). Cvijet
simbolizira ¢isto¢u i novi pocetak i prati posebne dogadaje. Osim u Japanu, cvjetanje sakure
se slavi i u Kanadi, Nizozemskoj, Njemackoj, Filipinima, Juznoj Koreji, Turskoj, Velikoj

Britaniji 1 Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama.
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2.2.1. Tradicionalna upotreba i ljekovita svojstva

Tresnja sakura koristi se na razli¢ite nacine. Cvjetovi i listovi sakure su jestivi 1 koriste se
tradicionalno za pripremu ruzicastog Caja ,,sakura-cha®, tako da se cvijet prelije s vru¢om
vodom, a od topline latice se rastvore i plutaju. Potapanjem cvijeta treSnje u japanskom octu
od sljive dobiva se ekstrakt sa znacajnim udjelom antioksidansa kao §to su cijanidni glikozidi
i kavena kiselina." Cvjetovi se zbog mirisa konzerviraju solju pri ¢emu dolazi do fermentacije
i kao takvi se koriste za pripremu raznih japanskih jela. Osim latica, liS¢e stabla treSnje sakura
od davnina se koristi 1 za pripremu japanskih slatkisa sakura-mochi«."!

List stabla sakure preporuca se za jelo jer sadrzi brojne biljne metabolite, ukljucujuci
glikozide izoflavona, flavonoid izokvercetina, glikozid kumarina i kumarin koji pokazuju
antitumorske i sedativne u¢inke.'>'* Od davnina, ekstrakt kuhanih listova tresnje koristio se za
spreCavanje hrapavosti koze zbog dokazanog protuupalnog djelovanja na kozu i inhibicije
nastajanja melanina. >

1z kore stabljike japanske tresanje P. grayana (Maxim.) izoliran je derivat glukoze kofeol,
a plodovi P. yedoensis (Matsum.) sadrze askorbinsku kiselinu i1 proantocijanidine. Etilni
derivat kavene kiseline 1 1,6-di-O-dikafeiol-p-D-glukopiranozid identificirani su u cvjetovima
P. yedoensis, koji dokazano uni§tavaju stanice raka jajnika.'>'® Cvjetovi sakure sadrze i
flavonoide, ve¢inom razlicite spojeve kaempferola. Navedeni spojevi povecavaju enzimsku
aktivnost 1 proizvodnju kolagena stanica koze, dokazano inhibiraju prekomjerno nastajanje
slobodnih radikala koji nastaju pri lipidnoj peroksidaciji pa se preporucaju u borbi protiv

starenja koze.'”

2.2.2. Japanska cvjetna tresnja Cerasus yedoensis Matsum.

Najpopularnija vrsta cvjetne treSnje u Japanu je Cerasus yedoensis ili ,,somei-yoshino “ i
jedna je od onih vrsta koje cvatu prije pojave liS¢a. Razmnozava se pomocu resica, a Zivotni
vijek joj je kratak. Stablo ima oblik kiSobrana, visoko je oko 10 m. Lis¢e je nazubljeno i
zeleno ili s blagom crvenkasto-zelenom sjenom, a pojavljuje se nakon cvatnje. Peteljke su vrlo
kratke, duzine 2-2,5 cm, sa tri do Cetiri cvijeta. Cvjetovi u pupoljku, promjera 3-3,5 cm,
nemaju izrazit miris, a sadrze pet ovalnih do jajastih latica. Daju crne, gorke plodove. Sezona
cvjetanja je prvi tjedan travnja u Tokiju, svijetlo su ruzicaste boje, dok su prosireni u cvatu

gotovo potpuno bijeli (slika 2). '




§ 2. Literaturni pregled 6

Slika 2. Japanska cvjetna tre$nja - Cerasus yedoensis'

2.2.3. Japanska cvjetna treSnja Kiku shidare zakura

Vrsta japanske tresnje Ciji cvjetovi nalikuju krizantemama je Kiku shidare zakura.
Spominje se u japanskoj pjesmi Sakuragawa iz 1675. godine. Listopadno je drvo iz porodice
Rosaceae s padaju¢im granama, visine i Sirine do 5 m. Mlado lis¢e ima dvostruku
nazubljenost sa zlijezdama, svijetlo crvenkasto-zelene do svijetlo zelene boje. Cvat sadrzi 3-5
tamno ruziCastih cvjetova, promjera 3,0-3,5 cm. Cvijet se sastoji od 75-125 elipti¢nih, na vrhu

blago ispupcenih latica (slika 3).
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Slika 3. Japanska cvjetna trednja - Kiku shidare zakura"

Sezona cvatnje je pocetkom svibnja.

2.2.4. Japanska treSnja Prunus serrulata

Ukrasna japanska treSnja (Prunus serrulata L.) je stablo iz porodice ruza (Rosaceae). Carl
Linne je prvi upotrijebio rije¢ Prunus jo§ 1737. godine, a dolazi od gréke rijeci proumnon 1
oznalava stablo 3ljive, dok serrulata zna&i nazubljen.”® Prunus serrulata listopadno je drvo
koje moze narasti od 10-25 metara. Listovi su elipti¢ni i naizmjeni¢ni, dugi od 5-12 cm, a
siroki 2,5-6,5 cm, pri vrhu su uSiljeni i nazubljeni. Nalicje lista je svjetlije i prekriveno
dlacicama, dok je lice tamnozeleno. Peteljka je duga 2-3 cm. Cvjetovi su njezne bijele boje i

skupljaju se u cvatove (slika 4).
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Slika 4. Japanska tre§nja — Prunus serrulata®

Ova vrsta japanske treSnje ima okrugli crni plod, velik oko 8 mm. Stablu pogoduje

sun¢ano mjesto i drenirano vlazno tlo. Cvate pocetkom travnja.

2.2.5. Tre$Snja Prunus avium

Tresnja (Prunus avium L.) dolazi iz porodice ruza (Rosaceae). Ime potjece od grcke rijeci
proumnon §to znaéi stablo §ljive, dok avium oznacava pticu.”’ Listopadno je stablo koje raste
do 30 m tvore¢i visoku i rasirenu kros$nju. Listovi su elipti¢ni i naizmjeni¢nih, nazubljenih,
pilastih rubova. Mogu biti dugi od 7-14 cm, a Siroki od 4-7 cm. Pupovi su jajasti s crveno-
smedim ljuskama koznatih rubova. Cvjetovi su promjera od 2,5-3,5 cm 1 skupljeni u 2-6
Stitasta cvata. Caska sadrzi 5 dugoljastih, unazad uvinutih lapova, a vjenéi¢ ima pet obrnutih

bijelih latica promjera od 1 do 1,5 cm (slika 5).




§ 2. Literaturni pregled 9

Slika 5. Cvijet trednje — Prunus avium®

Tucak ima dva sjemena zametka, pa su cvjetovi dvospolni. Prunus avium daje okrugli,
mesnati, jestivi, tamnocrveni plod, promjera oko 1 cm. Kostice u plodu su otrovne jer sadrze
glikozid amigdalin koji pri odredenim uvjetima daje cijanovodik.® Biljka je rasprostranjena
diljem Europe, a i zapadne Azije i sjeverne Afrike. Sezona cvatnje traje od sredine travnja do

pocetka svibnja. Plod sazrijeva u lipnju.
2.2.6. Uresna japanska jabuka Malus floribunda Sieb.

Malus je rod malih listopadnih drveca iz porodice Rosaceae, najpoznatija od njih je
domaca jabuka (Malus domestica Borkh.), sve ostale vrste iz ovoga roda su divlje jabuke.
Uresna japanska jabuka je malo listopadno drvo ili grm visoko do 10 m, podrijetlom iz
Japana. Listovi su vitki jajasti, nazubljeni i tamnozeleni. Cvjetovi su izvana ruzi€asti, iznutra
bijeli i otvaraju se iz grimiznih pupova. Siroki su od 2,5-3 ¢cm i nalaze se na cvjetnoj stapki

dugoj do 3,5 cm (slika 6).%




§ 2. Literaturni pregled 10

Slika 6. Uresna japanska jabuka®*

U cvatu dolazi od 4-7 cvjetova. Plod je crvenozut, promjera oko 1 cm. Sezona cvatnje je

krajem ozujka, pocetkom travnja.

2.2.7. Japanska crvenolika jabuka Malus x purpurea (Barbier) Rehd.

Japanska crevnolika jabuka Malus x purpurea je malo, uspravno listopadno drvo, visine
od 2-3 metra i Sirine od 3-4 metra. Cvjetovi su purpurno-ruzicasti, a listovi lopatasti,

bron¢ano-tamnozeleni (slika 7).

W

Slika 7. Japanska crevnolika jabuka®

Plodovi su grimizni 1 mali te izgledaju poput tresanja.
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2.2.8. Japanski ljeSnjak Hamamelis japonica Sieb. & Zucc.

Japanski je ljesnjak veliki listopadni grm visine do 2,5 m, iz porodice Hamamelidaceae.
Podrijetlom je iz planinskih podru¢ja Japana, a ime mu potjece od grcke rijeci ~ama $to znaci
dinja. Grancice su prekrivene gustim dlacicama, a na njima su naizmjence smjesteni polegnuti
jajoliki listovi, duzine 5-10 cm. Cvijet ima cetiri uske latice koje su u osnovi crvene ili
ljubicaste, ponekad Zute, blagog mirisa, smjestene u glavatom cvatu. Caska je razdijeljena, s

vanjske strane dlakava, s unutras$nje zelenkasta ili Zu¢kasto-zelena (slika 8).

Slika 8. Cvijet japanskog ljesnjaka®®

Iz cvjetova Hamamelis japonice izolirano je vise fenolnih spojeva, kao §to su flavonol-
glikozidi 1 kumaroil-flavonol-glikozidi, s dokazanim citotoksi¢nim djelovanjem na ljudske
stanicae raka debelog crijeva (HCT116).”” Sezona cvatnje je sredinom sijecnja, poetkom

veljace.

2.3. Kemijski elementi u biljkama

Kemijske elemente pronadene u biljkama dijelimo na one koji su biljkama hranjive tvari
neophodne za rast 1 korisne elemente koji nisu potrebni u cijelom zivotnom ciklusu biljke. Na

elementni sastav ljekovitog bilja osim vrste biljke, ve¢inom utjecu klimatski uvjeti i vrsta tla.
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Preko 95% suhe mase biljke s cvijetom cCine tri osnovna elementa - ugljik, vodik 1 kisik
koje biljke dobivaju iz zraka i vode. Preostalih 5 % suhe mase, biljka apsorbira iz tla. Korijen
upija tvari prisutne u tlu, ali treba naglasiti kako je svega 14 elemenata potrebno za rast
biljaka. Ovih 14 elemenata, zajedno s ugljikom, vodikom i kisikom ¢ine esencijalne

anorganske hranjive elemente biljaka (Prikaz 1.).2>°

%

HC HO MH EN HP MK HCa EMg HS HCl| HFe HZn EMn HB EHCu HMo

Prikaz 1. Udio esencijalnih elemenata u biljkama™

Biljke koriste elemente u razli¢itim koli¢inama i ionskim oblicima, neke kao katione,
druge kao anione. Elementi sudjeluju u enzimskim reakcijama (bilo kao dio enzimske
strukture ili kao regulatori ili aktivatori), regulatori su protoka vode u ili izvan stanice i
odrzavanja turgora tlaka, regulatori propusnosti membrane, strukturne komponente stanice ili
elektronski receptori u elektronskom transportnom sustavu te vazni u puferskim sustavima

vaznim za odrzavanje optimalnog pH stanica.”

2.3.1. Makroelementi u biljkama
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Makroelementi su kemijski elementi koji su biljkama potrebni u ve¢im koli¢inama, a
koriste se za izgradnju biljke kao strukturna komponenta stanice, masti, proteina, enzima,
klorofila i dr.

Najvazniji makroelementi apsorbirani iz tla su dusik, kalij, magnezij, fosfor, kalcij i sumpor.

Kalij (K) kao esencijalni element u biljkama vazan je za aktivaciju enzima, regulaciju
permeabilnosti membrana i1 osmoze te odrzavanja turgora stanice. Prilikom procesa
fotosinteze CO; iz zraka biljka unosi putem liS¢a kroz puci, mehanizam otvaranja puci regulira
kalij. Kalij utjeCe na procese stvaranja ATP-a, pretvaranje svjetlosne u kemijsku energiju i na
metabolizam dusi¢nih spojeva.’> Maseni udio kalija znagajno ovisi o vrsti biljke, godi§njem
dobu, tlu na kojem raste i drugaciji je za sve dijelove biljke, pa neki optimalni raspon udjela K
u potpuno razvijenim listovima je 25 mg K / g suhe tvari, dok u cvijetu iznosi 50-66 mg K / g
suhe tvari.”

Kalcij (Ca) prema Bangerthovoj podijeli*® ima vaZznu ulogu u membranama, enzimima,
staninoj stjenki 1 interakciji s biljnim hormonima. Ca sudjeluje u sintezi oksalne kiseline pa
je vazan i za apsorpciju drugih elemenata kao §to su K, Na, N, B i P. U vakuolama dio je Ca-
fosfatnog puferskog sustava za neutralizaciju kiselosti stanice. Udio Ca u biljkama prosjecno
iznosi 0,1-0,5 % odnosno u rasponu 1-50 mg Ca/ g suhe tvari, a vec¢ina kalcija smjeStena je u
stani¢noj stjenki zbog njegove slabe pokretljivosti.**

Magnezij (Mg) ima glavnu fiziolosku 1 molekularnu ulogu u biljkama jer je je srediSnji
atom u molekuli klorofila, kofaktor mnogih enzimskih procesa povezanih s fosforilacijom,
defosforilacijom i hidrolizom, stabilizira strukturu nukleotida, a sudjeluje 1 u sintezi biljnih
pigmenata (karoteni i ksantofili) te drugih organskih molekula. Magnezijevi ioni potrebni su
za aktivaciju ionske pumpe Na/K ATP-aze i za regulaciju stani¢nog pH.>* Ukupni maseni udio
magnezija u biljkama prosje¢no iznosi 0,1-1,0 %, od ¢ega je 50 % magnezija u ionskom
obliku (Mg*"), dok je 15-30 % povezano s molekulom klorofila.””*

Natrij (Na) se samo djelomi¢no smatra kao biljna hranjiva tvar jer ne sudjeluje u svim

Zivotnim ciklusima biljaka. Poznata je njegova uloga u regulaciji osmoze i turgora.*>

2.3.2. Mikroelementi u biljkama
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Mikroelementi su kemijski elementi koji su vazni za normalan rast i razvoj biljke, ali ih
biljke trebaju u manjim koli¢inama. Mikroelementi iz tla su Zeljezo, bor, klor, mangan, cink,
bakar, molibden i nikal, a vrlo malo biljaka treba i kobalt, nikal, silicij i Vanadij.30

Zeljezo (Fe) je vrlo znadajano za rast i razvoj biljaka, a do njegove apsorpcije dolazi u
ionskom obliku (Fe*" i Fe*") ili u obliku kelatnog kompleksa. Sudjeluje u sintezi klorofila, a
nalazi se u strukturi dvije skupine proteina: hem-proteina (citokrom, CAT, peroksidaze) i Fe-
S-proteina (Fe SOD, feredoksin, akonitaze). Vezanjem Zeljeza u proteine nastali kompleksi
imaju vazne funkcije, primjerice hemski kompleks zeljezo-porfirin djeluje kao prosteticka
skupina citokroma. Ostali sem proteini su katalaza, peroksidaza i leghemoglobin. Zeljezo ima
vaznu ulogu i u Fe-S proteinima, koji sudjeluju u reakcijama fotosinteze. Feredoksin s
visokim negativnim redoks potencijalom omogucuje prijenos elektrona, primjerice u
fotosustavu I donor je elektrona za sintezu nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfata (NADPH).
Zeljezo se pohranjuje u stromi plastida, a njegov maseni udio u biljkama je 50-300 mg/kg. **

Mangan (Mn) je sastavni dio enzima u biljkama, aktivator je enolaza, superoksidizmutaza,
dehidrogenaza, transferaza, hidroksilaza i dekarboksilaza uklju¢enih u disanje, sintezu
aminokiselina 1 lignina te koncentraciju hormona. Uklju€en je u oksidacijsko-redukcijske

(redoks) reakcije unutar fotosintetskog sustava pri prijenosu elektrona u biljkama.***

Mangan
nije gradivni element jer se nalazi samo u strukturi proteina manganina, a njegov maseni udio
u biljci ovisi o biljnoj vrsti, ali i biljnog organa, u rasponu je 50-250 mg/kg.

Bor (B) je biogeni element, a njegova fizioloSka uloga je u regulaciji meristemske
aktivnosti, sintezi proteina, sintezi hormona (citoknina i auksina). Ne ulazi u sastav organske
tvari niti enzima jer nema moguénost promjene oksidacijskog stanja. Njegov nedostatak
uvelike utjeCe na kvalitetu cvjetanja 1 proizvodnju sjemena. Maseni udio u biljci je 20-80
mg/kg.

Cink (Zn) se u biljke veéinom apsorbira kao kation Zn>*, a pri visokim vrijednostima pH
kao kation ZnOH'.** Metabolicke funkcije cinka temelje se na visokom afinitetu stvaranja
tetraedarskih kompleksa s N-, O- i osobito S-ligandima, pa stoga ima kataliticku 1 strukturnu
ulogu u enzimskim reakcijama. Cink je sastavni dio enzimskih struktura gdje ima kataliti¢ku,
koaktivnu ili strukturnu ulogu.***Atom cinka koordiniran je u enzimima s &etiri liganda,
histidin je najces¢i, a slijede ga glutamin i asparagin, dok je molekula vode cetvrti ligand na
svim katalitickim mjestima. Strukturni atomi cinka koordinirani su sa S-skupinama od cCetiri

ju cisteinskih ostataka, a uklju¢uju alkohol-dehidrogenazu i1 proteine koji sudjeluju u
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replikaciji DNA 1 ekspresiji gena. Znacajna uloga cinka je 1 u biosintezi DNA i RNA (RNA-
polimeraza), sintezi proteina (utjecaj na strukturu ribosoma), sintezi hormona auksina preko
kojeg utjeCe na rast biljaka, kao i stabilizaciji membrana. Maseni udio cinka u biljkama je oko
20 mg/kg.

Bakar (Cu) biljke apsorbiraju kao ion Cu®" ili u obliku kelatnih kompleksa. Najznacajnija
fizioloSka uloga je u aktivaciji mnogih enzima koji sudjeluju u oksidacijskim procesima,
regulaciji amonijaka, sintezi nukleinskih kiselina, metabolizmu ugljikohidrata, nastajanju
peludi i dr. Maseni udio bakra u biljkama je 2-20 mg/kg.>

Molibden (Mo) je prisutan u viSe od 60 enzima koji kataliziraju razli¢ite redoks reakcije te
u metabolizmu duSika u biljkama gdje ima vaZznu ulogu. U bioloSkim sustavima osobito su
vazni ioni viseg oksidacijskog stanja molibdena Mo*", Mo’ i Mo®". Maseni udio molibdena u
biljkama je manji od 1 mg/kg.****

Nikal (Ni) je esencijalni element u biljkama prisutan u ionskom obliku Ni**. Njegova
fizioloska uloga je znacajna pri nastajanju kompleksnih spojeva s cisteinom i limunskom
kiselinom, a sudjeluje i u radu enzima ureaze i nekih hidrogenaza. Znacajan je i pri apsorpciji
7eljeza. Maseni udio nikla u biljkama je oko 1-10 mg/kg.*’

Od vaznih elemenata u biljkama je kobalt (Co) koji je esencijalni element za fiksaciju
atmosferskog N> kod leguminoza, a sudjeluje 1 u inhibiciji sinteze biljnog hormona etilena.

Maseni udio kobalta je oko 0,02-0,5 mg/kg.

2.3.3. Toksicni elementi

OnecisS¢enja biljaka, pa tako 1 toksicnim elementima naj€eS¢e dolaze iz tla za vrijeme rasta
ili kasnije u procesu obrade. Od navedenih oneciS¢enja elementima naj¢eS¢a su ona teskim
metalima. U Europskoj farmakopeji (engl. European Pharmacopoeia) dani su najveéi
dopusteni udjeli toksicnih teSkih metala u ljekovitom bilju: 5 mg/kg za olovo, 0,5 mg/kg za
kadmij 1 0,1 mg/kg za Zivu. Toksi¢ni metali u veCem masenom udjelu od dopusStenog u
ljudskom organizmu mogu uzrokovati kroni¢no trovanje, a u nekim sluc¢ajevima i smrt.

Kadmij (Cd) je od 1993. godine klasificiran kao kancerogen prve skupine, ubraja se u
zagadivace okoliSa i nalazi se na osmom mjestu najopasnijih tvari. UtjeCe na proces
oksidativne fosforilacije, sintezu nukleinskih kiselina, ali i inhibira brojne enzime.’* Kadmij
se u prehrani gotovo ne moze izbjeci, a nakuplja se u unutarnjim organima. NajviSe kadmija

apsorbira se kod ljudi u bubrezima, a procjena je kako ukupna koli¢ina kadmija koja se unese
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za zivota iznosi oko 50 mg. Unosom prevelike koli¢ine kadmija dolazi do povrac¢anja pa se
zbog toga smrtonosno trovanje rijetko dogada. ***/

Olovo (Pb) je pri vecoj izlozenost za vecinu zivih bi¢a toksian i ne postoji bioloska
potreba za njime. U organizam dospijeva uglavnom putem inhalacije i prehranom, a u
tragovima je prisutan u gotovo svakoj namirnici. Olovo ima toksi¢ni uc¢inak koji se povezuje s
njegovim interakcijama s enzimima i to onih ¢ija je aktivnost ovisna o prisutnosti tiolnih
skupina (-SH). Olovo mijenja funkciju i strukturu kostiju, bubrega i srediSnjeg zivcanog
sustava, utjeCe na hematopoetski sustav te proizvodi Stetne reproduktivne, histopatoloske,

fetotoksiéne, neuropsiholoske, biokemijske i teratogene uéinke.*’

2.4. Metode atomske spektrometrije

U okviru diplomskog rada za elementnu analizu cvjetova treSnje koriStene su metoda
atomske emisijske spektrometrije uz induktivno spregnutu plazmu (ICP — AES) i
spektrometrije masa uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-MS) te su u nastavku ukratko

opisane.

2.4.1. Metoda atomske emisijske spektrometrije uz induktivno spregnutu plazmu

Metode atomske emisijske spektrometrije koriste se za kvalitativnu i kvantitativnu analizu,
a temelje se na pobudi elemenata 1 emisiji njithovog zracenja na karakteristicnim valnim
duljinama. Nedostatak metoda je $to ne postoji niti jedan izvor koji bi pobudio sve elemente.
Induktivno spregnuta plazma (ICP) danas je naje$¢i izvor u atomskoj emisijskoj

spektroskopiji 1 Siroko se koristi u rutinskim elementnim analizama (slika 9).
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51

Slika 9. Induktivno spregnuta plazma

Plazma nastaje u plameniku unutar tri koncentrine kvarcne cijevi uz protok argona
izmedu 5 1 20 L/min. Indukcijska zavojnica s dva ili tri okreta, hladena vodom, oko plamenika
za plazmu stvara jako oscilirajuée magnetsko polje putem radio-frekvencijskog (RF)
generatora. Generatori RF su oscilatori koji generiraju izmjeni¢nu struju na zeljenoj
frekvenciji, najéesée na 27,12 ili 40,68 MHz.*® Sustav za regulaciju protoka argona se pali i
pokreée se plazma u toroidnom podrucju oko indukcije zavojnice. Tada se plazma odrzava
induktivnim zagrijavanjem. Snaga isporucena plazmi ¢e odrediti temperaturu, s vecom
snagom koja rezultira s viSom temperaturom pobude (priblizno 5000-6000 K), temperaturom
pobude izmedu 6500 1 7000 K i temperaturom elektrona od oko 10000 K. Zbog visokih
temperatura unutar zavojnica vrtlozni protok plina prolazi izmedu ventila i meducijevi te
toplinski izolira vanjsku cijev kako bi centrirao plazmu u radijalnom smjeru. Emisija se
promatra bo¢no kroz plazmu (side-on), dok aksijalnom mjerenju Cesto smeta efekt matrice.
Uzorak ulazi u plazmu kao aerosol kroz unutarnju cijev brzinom protoka od oko 1 L/min i ima
vrijeme zadrZavanja od oko 2 ms u plazmi pri temperaturama izmedu 4000 i 8000 K nakon
Gega, iznad jezgre, ulazi u zonu promatranja.*® Protok raspriivaca ili nosaca plina utjede ne
samo na vrijeme zadrZavanja u plazmi nego 1 na veliinu Cestica proizvedenog aerosola.
Temperature plazme znatno su vise od onih u bilo kojem plamenu, a rasprSivanje se dogada u
atmosferi inertnog plina, koje nastoji poboljSati Zivotni vijek slobodnih atoma sprecavanjem
stvaranja oksida. Pozadinski intenziteti obi¢no su prilicno niski u usporedbi s ostalim

izvorima, §to rezultira dobrom detekcijom u rasponu od ppm do ppb.*’
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Metoda ICP-AES ima izuzetne analiticke znacajke kao Sto su selektivnost 1 osjetljivost,
velika preciznost, niske detekcijske granice i1 veliko dinamicko podrucje rada. Nedostaci su
spektralne smetnje zbog velikog broja emisijskih linija, cijena i operativni troskovi, te
Cinjenica da uzorci obi¢no moraju biti u otopini i nemoguénost analize izrazito malih
volumena otopine. Metoda ICP-AES primjenjuje se za kvantitativno odredivanje elemenata u
razli¢itim realnim uzorcima kao $to su prirodne i otpadne vode, zrak, tlo, minerali, stijene,
sedimenti, padaline, biljna i Zivotinjska tkiva, plinovi koji izgaraju, arheoloski uzorci,

materijali i sirovine.”

2.4.2. Spektrometrija masa uz induktivno spregnutu plazmu

Metoda spektrometrije masa uz induktivno spregnutu plazmu (engl. Inductively coupled
plasma mass spectrometry, ICP- MS) nedvojbeno je jedna od najvaznijih metoda za
elementnu analizu razli¢itih realnih uzoraka. Isti¢e se vrlo niskim granicama detekcije,
brzinom analize te sposobnosti mjerenja izotopa te odredivanju ionskih specija. Najvaznija
prednost pred ve¢inom metoda atomske spektrometrije, uklju¢uju¢i i metodu ICP-AES, je
moguénost mjerenja sastava izotopa, osobito vazno pri potpunoj karakterizaciji elemenata, a
rezultati mjerenja se lakSe analiziraju 1 daju jednostavniji spektar. U metodi ICP-MS kao
ionizacijski izvor koristi se induktivno spregnuta plazma, a kao detektor nastalih iona
spektrometar masa. Uzorak se uvodi u obliku aerosola u plazmu, a nastali ioni se kroz
medusklop prenose u analizator masa. Ioni se usmjeravaju prolaskom kroz ionske lece
postavljene izmedu konusa medusklopa i spektrometra masa, zatim se razdvajaju na temelju
omjera mase 1 naboja u analizatoru te detektiraju. Analizatori masa mogu biti razliciti, a
najcesce se koristi kvadrupolni analizator masa. Kao detektor najvise se koristi multiplikator
elektrona kod kojeg pri izlasku iona iz analizatora i njegovim udarom u diodu, dolazi do
nastajanja sekundarnih elektrona. Svaki nastali ion koji izlazi iz analizatora detektira se na
multiplikatoru elektrona pri ¢emu nastaje spektar masa na temelju proracuna ukupnog signala

za svaki omjer mase i naboja.

2.5. Mikrovalno potpomognuto razaranje
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Metoda mikrovalno potpomognutog razaranja jest esta i brza metoda za pripravu uzorka
prije elementne analize realnog uzorka metodama atomske spektrometrije. Razgradnjom
organske tvari interferencije pri mjerenjima i onec¢iS¢enje uzorka svedene su na minimum,
vrijeme razaranja je kratko, potrebne se male koli¢ine reagensa i samog uzorka. U¢inkovitost
razaranja uzorka ovisi o volumenu reagensa, temperaturi zagrijavanja uzorka i tlaku u
reakcijskoj posudi. Kao reagensi za razaranja uzorka koriste se jaki oksidansi poput dusi¢ne
kiseline, klorovodi¢ne ili neke druge anorganske kiseline uz cest dodatak vodikovog
peroksida. Reakcijske posude za mikrovalno potpomognuto razaranje napravljene su od

fluoriranog polimera (politetrafluoretilena, PTFE).
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije

Za pripravu uzoraka i mjerenje koristene su:

Dusicna kiselina, HNOs, konc. p.a., Kemika (w = 65 %)

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

Deionizirana voda visoke ¢istoce, specifi¢nog otpora > 18 M Q cm !

Standardna multielementna otopina spektralne ¢isto¢e za ICP izvore, 1000 mg L™, Merck .
Rodij, interni standard (1 pg/L )

NIST SRM 1547 — Peach leaves, Sigma-Aldrich

NIST SRM 1573a - Tomato Leaves, Sigma-Aldrich

Laboratorijsko posude prethodno je o¢is¢eno dusSi¢nom kiselinom (10 % v/v).

3.2. Uredaj za pripravu uzorka, mjerni uredaj i pribor

Analiticka vaga Mettler Toledo XS205 dual range s maksimalnim kapacitetom 220 g,
o¢itanjem od 0,1 mg te ponovljivos¢u 0,01 mg, koriStena je za precizno vaganje uzoraka.
Spektrometar s induktivno spregnutom plazmom koristen je za odredivanje masenog

udjela elemenata u uzorcima (slika 10).
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Slika 10. Laboratorij za plazma spektrometriju, ZAK, Kemijski odsjek PMF-a

Optimalni uvjeti za elementnu analizu metodom ICP-AES prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Optimalni uvjeti analize uzoraka spektrometrom ICP-AES

Instrument Prodigy High Dispersive ICP
Spektrometar ESeletni polikromator visoke rezolucije
Radiofrekvencijski generator “free-running” 40 MHz
Protok plina (Ar) vanjski: 18 L min™'

pomoéni: 0,8 L min™

za raspriivanje: 1 L min™

Detektor L-PAD
Plamenik Fasselov tip, DUAL-VIEW
RasprSivac Pneumatski
Komora za rasprSivanje Ciklonska

Za elementnu analizu metodom ICP-MS koriSten je spektrometar masa uz induktivno

spregnutu plazmu (Agilent 7500cx ICP-MS) prikazan na slici 11, a optimalni uvjeti u tablici 3.
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Slika 11. Spektometar Agilent 7500cx ICP-MS

Tablica 3. 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, *¥*sr**Mg, 'Rh
Unutarnji standard (10 pg/L) -
Kolizijska komora

Uredaj MWS-2 Microwave System Speedweve Berghof (slika 12) s nosacem za 10 reakcijskih
posuda od politetrafluoretilena volumena 10 mL koriSten je za mikrovalno potpomognuto

razaranje uzoraka pri uvjetima prikazanim u tablici 4.
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Slika 12. Uredaj MWS-2 Microwave System Speedweve Berghof

Tablica 4. Uvjeti mikrovalno potpomognutog razaranja

t /min P/W T/°C
1 20 600 110
2 20 750 170
3 20 500 120

t — vrijeme, P — snaga mikrovalnog zracenja, T — zadana temperatura

3.3. Uzorci

Uzorci cvjetova japanskih treSanja C. yedoensis, Kiku shidare zakura, P. serrulata, cvijeta
uresne japanske jabuke M. floribunda, cvijeta crvenolike japanske jabuke M. purpurea, cvijeta
treSnje P.avium 1 cvijeta japanskog ljeSnjaka H. japonica ubrani su ru¢no u optimalnom
vremenu, tijekom ozujka i travnja 2018. godine u Botanickom vrtu PMF-a u Zagrebu. Uzorci
su zamrznuti i liofilizirani 48h pri -80 °C i pri 0,01 mbar, nakon ¢ega je proveden proces
liofilizacije u uredaju Christ Alpha 1-2 (Christ, Osterode am Harz, Njemacka). Liofilizirano

biljno tkivo je usitnjeno u hladnom, steriliziranom tarioniku i pohranjeno na -20 °C.
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3.4. Postupak za mikrovalno potpomognuto razaranje

Za postupak razaranja koriStene su reakcijske posude od politetrafluoretilena volumena 10
mL, koje su prethodno bile isprane s HNO3 (10 % v/A). Izvagano je oko 200 mg usitnjenog
cvijeta i dodana je smjesa dusi¢ne kiseline i vodikovog peroksida: 6,0 mL HNO; (50:50, v/v)
+ 2 mL H,0,. Kako bi isparili plinovi reakcijske posude su ostavljene otvorene 10 minuta, a
nakon toga ¢vrsto su zatvorene 1 stavljene u uredaj za mikrovalno potpomognuto razaranje.
Razaranje je provedeno prema uvjetima navedenim u tablici 4. Mikrovalno razoreni uzorci
profiltrirani su kroz filtar papir i kvantitativno prebaceni u odmjernu tikvicu od 10 mL te

nadopunjeni deioniziranom vodom visoke ¢isto¢e do oznake (slika 13).

Slika 13. Filtriranje uzorka

Pripremljeni uzorak razrijeden je 10 puta, a postupak priprave istog uzorka ponovljen je
najmanje 3 puta. U svakoj je seriji za analizu pripremljena i slijepa proba: 6 mL HNO;

(50:50 v/4) + 2 mL H,0,
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3.5. Elementna analiza

3.5.1. Kalibracijske krivulje

Pomocu standardne multielementne otopine spektralne Cisto¢e za ICP izvore (1000 mg
L") razrjedenjem s HNOs (2 % v/v), prema o&ekivanim masenim koncentracijama ispitivanih
elemenata u uzorku pripravljene su standardne otopine sljede¢ih masenih koncentracija: 0,10;
0,20; 0,50; 1,0 i 10mg L' u odmjernim tikvicama volumena 10 mL. Slijepi uzorak je
pripremljen na nacin kao i uzorci. Standardi su mjereni od manje prema vecoj masenoj

koncentraciji, a kalibracijska krivulja je radena pri svakoj analizi uzorka.

3.5.2. Preciznost

Preciznost analitickog postupka je prema dogovoru odstupanje rezultata dobivenih
ponavljanjem eksperimenta viSe puta pri zadanim uvjetima. Iskazuje se kao standardno
odstupanje ili relativno standardno odstupanje (% RSD). Relativno se standardno odstupanje
najcesce koristi za provjeru je li postignuta zadana preciznost i tada se rezultati prikazuju kao

srednja vrijednost rezultata uz relativno standardno odstupanje (% RSD).

3.5.3. Tocnost

Tocnost metode prikazana je kroz udio izmjerenog analita prema stvarnoj koli¢ini istoga, a
izrazava se kao postotak iskoristivosti (eng. Recovery). Za dokazivanje tocnosti metode,
odredena je iskoristivost uz pomo¢ udjela izmjerenog analita 1 stvarne koli¢ine analita u

uzorku.

izmjerena koli¢ina analita

Iskoristivost metode (%) izraCunata je prema izrazu: x100 % .

stvarna kolic¢ina analita

Iskoristivost metode kod odredivanja elemenata u uzorcima odredena je dodatkom standarda
dviju poznatih masenih koncentracija, a koje su prije i nakon mikrovalno potpomognutog

razaranja iznosile 2,0 1 5,0 mg L. Elementi su mjereni metodama ICP-MS i ICP- AES.
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3.5.4. Detekcijske granice

Detekcijske granice (eng. Limit of Detection, LOD) analitickog postupka su najmanja koli¢ina
analita u uzorku koja se moze otkriti, ali ne nuzno kvantificirati kao to¢na vrijednost.
Detekcijske granice odreduju se analizom uzoraka s poznatim masenim koncentracijama
analita i utvrdivanjem minimalne razine na kojoj se analit moze pouzdano otkriti. Za
odredivanje detekcijskih granica mikro- i makroelemenata u uzorcima japanskih cvjetova
koristena je Baumansova metoda (LOD, 30). Na temelju odnosa signala i Suma napravljena je
usporedba izmjerenih signala iz uzoraka s poznatim niskim masenim koncentracijama analita
u tri ponavljanja, s onima u slijepim uzorcima u deset ponavljanja. Za svaki element u svakoj
vrsti japanskog cvijeta izracunato je standardno odstupanje po izrazu: . = y + 3Xo, gdje 1
(LOD) oznatava detekcijsku granicu izraZenu u pgL™', y predstavlja srednju vrijednost

masene koncentracije deset slijepih proba izrazene u ugL ™, a o standardno odstupanje.
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

Cyvjetovi japanskih treSanja najvise se koriste za pripremu Caja, a imaju veliku primjenu i
u raznim biljnim pripravcima. Kako bi bili sigurni za kemijsko-farmaceutsku uporabu vazno
je odrediti njihov kemijski sastav. U ovom radu je metodom ICP-AES odreden sastav makro-
1 mikroelemenata u cvjetovima treSanja C. yedoensis, Kiku shidare zakura, P. serrulata,
cvijeta uresne japanske jabuke M. floribunda, cvijeta crvenolike japanske jabuke M.
purpurea, cvijeta treSnje P. avium 1 cvijeta japanskog ljeSnjaka H. japonica. Prikazani su
rezultati dobiveni metodama ICP-AES i1 ICP-MS, nakon mikrovalno potpomognutog
razaranja. Odredene su detekcijske granice, preciznost 1 tocnost za metodu ICP-AES.
Rezultati elementne analize usporedene su s rezultatima dobivenim metodom ICP-MS te
malim brojem literaturnih podataka za elementnu analizu botanicki sli¢ni biljaka provedenim
razli¢itim spektroskopskim metodama. Primjerice jedini dostupni literaturni podatak za
elementnu analizu stabla C. Yedoensis L. dobiven je uz pomo¢ energijski razlucujuce
rendgenske spektrometrije (engl. Energy-dispersive X-ray spectroscopy, EDS) Vrijednosti
rezultata za masene udjele dobivene metodama ICP-AES i ICP-MS za vecinu elemenata bile
su podjednake. Samo metodom ICP-MS odredeni su Cr, Co 1 Ni prisutni u vrlo niskim
masenim udjelima, dok su svi ostali elementi odredeni s obje metode ICP-AES i ICP-MS te

su dane srednje vrijednosti rezultata.

4.1. Validacija metode ICP — AES za elementnu analizu cvjetova japanske
tresSnje

4.1.1. Detekcijske granice

Prema Baumansovoj metodi izracunate su detekcijske granice (LOD) za svaki element
izmjeren metodom ICP — AES. U tablici 5 prikazane su vrijednosti detekcijskih granica
elemenata na odgovaraju¢im valnim duljinama pri kojima je provedeno mjerenje za uzorke
cvjetova japanske treSnje, nakon mikrovalno potpomognutog razaranja uz smjesu HNO; i

H,0..
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Tablica 5. Detekcijske granice metode ICP — AES 1 valne duljine elemenata u uzorcima

cvjetova japanske tresnje.

Element | A/nm Detekcijska granica / pg L™
Ag 328,068 1,04
Al 396,152 1,10
Ba 493,409 0,15
Ca 422,673 1,70
Cd 214,441 0,59
Co 228,615 0,67
Cr 267,716 0,60
Cu 324,754 0,51
Fe 238,204 0,56
K 766,491 2,10
Li 670,784 2,41
Mg 285,213 0,09
Mn 259,372 0,37
Na 589,592 0,29
Ni 221,648 13,4
Pb 220,353 3,18
Zn 213,856 0,34

Za cvjetove japanske treSanje nakon mikrovalno potpomognutog razaranja sa smjesom
reagensa HNO; (50:50, v/v) 1 H,O, dobivene su detekcijske granice u rasponu masenih udjela
0,50-2,0 pg L' za Ag, Al, Ca, Cd, Co, Cr, Cu 1 Fe, dok su detekcijske granice manje od
0,5 ng L' za elemente Ba, Mg, Na, Mn, Sr, Zn , a za K, Ni i Pb detekcijske granice vise od
2 ug L. Na temelju rezultata za LOD prikazanih u tablici 5 moze se zakljugiti kako je za
elemente s detekcijskim granicama veéim od 2 pg L™ potrebno bolje optimizirati analiticki
postupak priprave uzorka prije elemente analize metodom ICP-AES jer je navedena

vrijednost LOD previsoka za rutinska odredivanja uzorka cvjetova japanske tresnje.
4.1.2. Tocnost metode ICP-AES

Na temelju podataka o iskoristivosti metode odredena je tocnost metode ICP-AES za
elementnu analizu cvjetova japanskih treSanja. Iskoristivost metode je izrazena u obliku
postotnog udjela (%). Osim o to¢nosti metode iskoristivost ukazuje na mogucéu pogresku

samog eksperimenta. Sljedivost je dobivena mjerenjem masenog udjela referentnog
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certificiranog materijala (CRM) pri mikrovalno potpomognutom razaranju sa smjesom HNO;

(50:50 v/v) + H,0,. Vrijednosti iskoristivosti metode ICP-AES za elementnu analizu cvjetova

japanske tresnje dana je u tablici 6.

Tablica 6. IskoriStenje metode ICP-AES za mikrovalno potpomognute uzorke cvjetova

japanske tresnje

w/ mg kg™
SRM 1547 SRM 1573a
Certificirani Rezu}ltat} Iskoristivost | Certificirani Rezu.lltat} Iskoristivost
Element . dobiveni Q g dobiveni a
podatci . . (%) podatci R . (%)
mjerenjem mjerenjem
Ag - 1,160 - 0,017 0,020 85,0
Al 2489 +£6,5 268,2 92,8 598,4+7,1 640,8 107,1
Ba 123,755 110,8 89,6 - 26,47 -
Ca 15590 + 160 16100 103,3 50450 + 550 51014 101,1
0,0261 + 1,517 £
Cd 0.0022 0,024 92,0 0.027 1,488 98,1
0,5773 +
Co 0,07 0,105 150,0 0.0071 0,596 103,2
1,988 +
Cr 1 1,213 121,3 0.034 2,120 106,6
Cu 3,75+0,37 3,436 91,6 4,70 +0,14 4,620 98,3
Fe 219,8+£6,8 212,7 96,3 367,5+4,3 377,9 102,8
K 24330 + 380 23241 95,5 26760 + 480 22001 82,2
Mg 4320 =150 4148,1 96,0 12000 11408 95,1
Mn 97,8 +1,8 95,40 97,6 246,3+7,1 240,3 98,0
0,0603 +
Mo 0.0068 0,070 116,1 0,460 0,400 87,0
Na 23.8+1,6 28,99 121,8 136,1 £3,7 1504 110,5
. 0,689 + 1,582 +
Ni 0,095 1,048 152,1 0.041 1,201 75,9
0,869 +
Pb 0.018 1,054 121,3 - 1,123 -
0,367 + 0,835+
A% 0.038 0,342 93,2 0.034 0,704 84,3
Zn 17,97 £ 0,53 16,78 93,4 30,94 +£0,55 31,08 100,5

Iz tablice 6 vidi se kako je najbolja iskoristivost za elemente Ca i1 Fe, a najmanja za Mn

Sto ukazuje kako je toCnost metode ICP-AES za elementnu analizu cvjetova japanskih

treSanja unutar prihvatljivih granica za ve¢inu odredivanih elemenata.




§ 4. Rezultati i rasprava 30

4.1.3. Osjetljivost metode ICP-AES

Za metodu ICP-AES koja se koristi za elementnu analizu cvjetova japanske treSnje
osjetljivost metode je izraZzena kao nagib kalibracijske krivulje pomocu korelacijskog
koeficijenta koji je pri valnim duljinama odredivanja elemenata za sve kalibracijske krivulje
ve¢i od 0,9992, §to ukazuje na dobru osjetljivost metode ICP-AES nakon mikrovalno

potpomognutog razaranja uzorka cvjetova japanske tresnje.
4.1.4. Preciznost metode ICP-AES

Preciznost metode je podudaranje izmjerenih vrijednosti tri paralelna mjerenja uzorka i
iskazana je relativnim standardnim odstupanjem RSO %. Za sve mjerene elemente u
uzorcima cvjetova japanske tresSnje prilikom ponavljanja mjerenja tijekom jednog dana RSO
je manja od 19% sto ukazuje na dobro podudaranje rezultata. Medudnevna preciznost metode
ICP-AES provjerena je mjerenjem uzorka nakon nekoliko tjedana, a za elementnu analizu
uzorka cvjetova japanske treSnje iznosila je manje od 2,6 %. Niti nakon duljeg vremenskog
razdoblja nije dolazilo do promjene vrijednosti masenog udjela elemenata pa se moze
zakljuciti da su svi parametri optimiziranja uvjeta mjerenja metode ICP-AES i mikrovalno

potpomognutog razaranja za navedene uzorke prije mjerenja bili dobro postavljeni.

4.2. FElementna analiza cvjetova japanske treSnje

Elementna analiza uzoraka cvjetova japanskih treSanja metodom ICP-AES provedena je
uz prethodno mikrovalno potpomognuto razaranje smjesom dusSi¢ne kiseline i vodikovog
peroksida. Srednje vrijednosti masenih udjela elemenata u uzorku cvjetova japanskih treSanja
dane su u tablicama 7 1 8. U tablici 7 je uz makroelemente koji su ocekivano bili u veéim
masenim udjelima dana 1 vrijednost za maseni udio olova koji je bio ve¢i od ocekivanog u

uzorcima japanskih treSanja.
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Tablica 7. Maseni udio makroelemenata i olova nakon mikrovalno potpomognutog razaranja

uzorka cvjetova japanskih treSanja

w / mg kg™
Element . .
C. yedoensis LI P. serrulata P. avium
zakura

Ca 51,5 64,9 66,6 128
K 38,9 127 112 134
Mg 5,01 14,0 15,3 17,9
Na 0,264 0,506 0,308 0,739
Pb 5,05 13,9 15,1 18,6

Tablica 8. Maseni udio mikroelemenata nakon mikrovalno potpomognutog razaranja uzorka

cvjetova japanskih treSanja

w/mgg"
Element - -
C. yedoensis R dare P. serrulata P. avium
zakura
Ag 73,6 2,85 2,81 5,49
Al 34,9 59,9 52,4 156
B 37,8 48,2 38,8 96,7
Ba 10,1 17,7 15,6 37,9
Co 1,95 4,63 4,94 11,5
Cr 0,258 0,051 <LOD 2,05
Cu 10,2 23,6 19,4 32,0
Fe 34,5 53,9 53,3 112
Li 17,4 30,5 28,0 66,5
Mn <LOD <LOD 2,37 4,96
Ni 36,16 59,7 58,9 125
\% 23,9 18,6 16,8 42,0
Zn 7,17 29,6 27,2 24,6

Makroelementi koji su vaZznih za Covjekovo zdravlje su Ca, K, Mg i Na. Najzastupljeniji

element u vecini uzoraka cvjetova japanskih treSanja je K, u rasponu masenih udjela 38,9-
134 mg kg ', nakon kojeg slijedi Ca s rasponom vrijednosti od 51,5-128 mg kg ', a zatim Mg

i Na u rasponu 0,264-17,9 mg kg'. U svim uzorcima su veée koli¢ine Pb koji je toksican i to
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u rasponu od 5,05-18,6 mg kg dok je najve¢i dopusteni maseni udio Pb u ljekovitom bilju

prema WHO oko 10 mg kg "%’

U uzorku C. yedoensis su veée vrijednosti za Ag u iznosu od 73,6 mg g ' od masenih

udjela dobivenih u ostalim uzorcima, dok u P. avium su vidljive velike vrijednosti Al i Ni
usporedno s drugim uzorcima. Kod ljudi, ali i kod biljaka kalcij je ukljucen u regulaciju
mnogih procesa tijekom rasta i starenja. U uzorku cvijeta C. yedoensis kalcija ima najvise

(51,5 mg kg™) u usporedbi s drugim uzorcima cvjetova §to je prikazano na slici 14.

C. yeodensis P. serrulata
60 200
T 2o 2 150
N )
§ 5 100
=
NEY 2 50 l
P2 0 -
»m 9 .- 0
0 K Ca Mg Pb Na
Ca K Pb Mg Na
Kiku shidare zakura P. avium
_ 200 _ 200
‘ )
2 = 150
80 o
§ 100 = 100
2
l ® o >0 l
0 - 0 2 0 -
K Ca Mg Pb Na
K Ca Mg Pb Na

Slika 14. Raspodjela makroelemenata i olova (mg kg') u uzorcima japanskih treSanja
C. yedoensis, Kiku shidare zakura, P. serrulata 1 P. avium nakon mikrovalno
potpomognutog razaranja

U uzorku cvijeta Kiku shidare zakura udio Ca je 64,9 mg kg™, a P. serrulate 66,6 mg kg™
Shahin Aziz 1 sur. istom su metodom u srodnoj ljekovitoj biljci s antikancerogenim
djelovanjem C. roseus izmjerili prosje¢ni maseni udio Ca od 0,0362 mg kg' za lisée i
0,00605 mg kg™ za cvjetove. Sahito i sur. su izmjerili udio Ca u cvijetu od 0,0014 mg kg™ §to
su puno manje vrijednosti udjela Ca u odnosu na uzorak cvijeta Kiku shidare zakura.®*

Katsuki i sur. su metodom ICP-AES u laticama C. yedoensis izmjerili vis§i maseni udio kalcija

(2530 mg kg™) usporedno s vrijednostima dobivenim u ovom istraZivanju.’’
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Kalij u biljkama ima znacajnu ulogu regulaciji stani¢nih membrana i u aktivaciji enzima,
zbog Cega je jedan od najvaznijih esencijalnih elemenata. U uzorcima cvjetova japanskih
treSanja Kiku shidare zakura i P. serrulata kalij ima najve¢i maseni udio od 127 mg kg u
vrsti Kiku zhidare zakura, a 112 mg kg u P. serrulata. Kalij je drugi najzastupljeniji element
u uzorku cvijeta C. yedoensis i njegov maseni udio iznosi 38,9 mg kg™, $to je znadajno manja
vrijednost nego $to su izmjerili Katsuki i sur. (19200 mg kg™).”® Shahin Aziz i sur. odredili su
maseni udio K u srodnoj biljci C. roseus od 0,0231 mg kg™ za lisée i 0,0234 mg kg za
cvijet, Singh i sur. 0,00665 mg kg K u lidéu, te Sahito i sur. 0,0019 mg kg K u liséu i
0,00176 mg g u cvijetu $to su puno manje vrijednosti od dobivenih u ovom istrazivanju.®*®

Magnezija u uzorcima cvjetova je dvostruko manje od kalcija. Razlog tome moze biti i taj
S§to je magneziji element koji je poznat po svojoj pokretljivosti zbog koje se nalazi u svim
dijelovima biljke. U cvjetovima japanske treSnje C. Yedoensis maseni udio Mg je 5,01 mg
kg', 14,0 mg kg™ u Kiku shidare zakura, a 15,3 mg kg™ u P. serrulata. Katsuki i sur. odredili
su zna&ajno vise Mg u laticama C. Yedoensis (1170 mg kg™).”® Shahin Aziz i sur. odredili su
maseni udio Mg u lidéu C. roseus od 0,00513 mg kg™ i cvijetu 0,00175 mg kg™, dok su
Sahito i sur. odredili nizi maseni udio Mg 0,00141 mg kg™ u li§éu i 0,00085 mg kg u
cvijetu.®%%

U uzorcima cvjetova odredeni su maseni udjeli Na: u C. yeodensis 0,264 mg kg™, u Kiku
shidare zakura 0,506 mg kg™, te u P. serrulata 0,308 mg kg™, Katsuki i sur. izmjerili su vi$u
vrijednost masenog udjela Na od 69,8 mg kg™.”’

U japanskoj treSnji P. avium maseni udio elemenata je visi 1 drugacije rasporeden u
usporedbi s uzorcima drugih vrsta cvjetova treSanja. Kalij 1 kod ovog cvijeta treSnje ima
najve¢i maseni udio (179 mg kg™). Kalcija s udjelom od 128 mg kg™ je ak dvostruko vise
nego u drugim uzorcima cvjetova treSanja. Jiménez 1 sur. izracunali su da je udio Ca u lis¢u
treSnje 3,1 % suhe tvari, a u cvijetu je 0,38 % suhe tvari, udio Mg u lis¢u tre$nje je 0,73 %, a
u cvijetu 0,205 %. Sve vrijednosti su dobivene mjerenjem metodom atomske apsorpcijske
spektroskopije. Vrijednosti Ca 1 Mg u cvijetu P. avium su vece u ovom istraZzivanju i iznose
12,8 %1 1,79 %."""

U uzorku cvjetova C. yedoensis prisutan je relativno velik maseni udio Pb od 5,05 mg
kg, u Kiku shidare zakura ak 13,9 mg kg, dok je u P. serrulata 15,1 mg kg ' Pb, §to je
nesto visa vrijednost od najveceg dopusStenog masenog udjela u ljekovitom bilju prema WHO
koja iznosi 10 mg kg '.%” Katsuki i sur. izmjerili su niZi maseni udio Pb 0,969 mg kg™.”
Sahito i sur. odredili su maseni udio Pb u liséu 0.004 mg g i cvijetu 0,001 mg g".* Ovako

velike vrijednosti olova u cvijetu japanskih treSanja je vjerojatno Sto stabla rastu u uzem
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centru glavnog grada gdje je zagadenost vode, tla 1 zraka daleko veca od stanista gdje rastu

biljke iz literaturnih podataka s ¢ijim vrijednostima su usporedeni rezultati dobiveni u okviru

P. serrulata C. yedoensis
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ovog rada.

Maseni udio toksi¢nog olova u tre$nji P. avium najvisa je od svih uzoraka cvjetova
treSanja i iznosi 18,6 mg kg §to je skoro dvostruko vise od dopustenog udjela za ljudski
organizam.

Od mikroelemenata u uzorcima cvijeta C. yedoensis, Kiku shidare zakura, P. serrulata i P.
avium odredeni su: Al, Ag, B, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Li, Mn, Ni, V 1 Zn, a vrijednosti
masenih udjela prikazane su u tablici 8. Zbog bolje preglednosti vrijednosti masenih udjela
mikroelemenata za C. yedoensis i P. avium prikazane su i na slici 15.

Iako Ag nema znacajniju funkciju u ljudskom organizmu u uzorcima cvjetova treSanja
ima ga u relativno visokom udjelu. U uzorcima C. yedoensis, Kiku shidare zakura i P. avium
B i Al su u masenim udjelima u rasponu 34,9-156 mg g'. Katsuki i sur. za navedene
kemijske elemente u cvjetovima C. yedoensis izmjerili su udjele za Al 179 mg kg, B 31,4

% U ne$to ve¢im masenim udjelima za uzorke

mg kg, dok za udio Ag nema podatka.’
cvjetova treSanja prisutan je Fe u rasponu od 34,5-112 mg g™, §to je puno nize od udjela Fe
koju su dobili Katsuki i sur. od 115 mg kg™

Ostali mikroelemenati u cvijetu C. yedoensis 1 P. avium prisutni u nizem masenom udjelu
u odnosu na Ag, a to su: Ba, Co, Cr, Cu,Li,V i Zn. Esencijalni mikroelementi Cu i Zn nuZzni
su za normalno funkcioniranje brojnih enzima i prisutni su u C. yedoensis u udjelu od 10,2
mgg ' zaCui7,17 mg g’ za Zn, u Kiku shidare zakura 23,6 mg g za Cui 29,6 mg g za

Zn, u P. avium 32,0 mgg' za Cu i 24,6 mg g za Zn . Dobivene su niZe vrijednosti od

literaturnih podataka za cvijet C. yedoensis (7,1 mg kg ™' za Cui22,7 mg kg ' za Zn).”
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Slika 15. Raspodjela mikroelemenata (mg g') u uzorcima cvjetova japanskih tresnja C.
vedoensis, Kiku shidare zakura, P. serrulata 1 P. avium nakon mikrovalno potpomognutog
razaranja

Vrijednosti Zn, Co 1 Cr u uzorcima C. yedoensis, Kiku shidare zakura i P. avium su vrlo
niske, iako Cr pripada u esencijalne mikroelemente raspon njegovog udjela je od 0,051-
2,05mg g'. Po novijim istrazivanjima Ni se smatra esencijalnim elementom jer je
funkcionalni element za djelovanje enzima ureaze. Najveci udio Ni izmjerili smo u uzorku P.
-170

serrulata (125 mg g’ " dok su Katsuki i sur. izmjerili u C. yedoensis 1600 mg g."" Mn je

izmjeren u vrlo niskim udjelima samo u uzorcima P. serrulata i P.avium, dok su Katsuki i
sur. izmjerili u C. yedoensis udio Mn od &ak 76,7 mg kg™.”

Usporedno s literaturnim podacima prisutne su velike razlike koje mogu biti pokazatelj
drugacijeg sastava tla na kojem se uzgajaju biljke, starost biljke, vrijeme branja cvijeta,

utjecaj zagadenja te same opreme za analizu.

4.2.1. Elementna analiza cvjetova japanskih jabuka i ljeSnjaka

Nakon validacije metode ICP-AES za uzorke cvjetova japanske tresnje nakon mikrovalno
potpomognutog razaranja provedena je elementna analiza 1 uzoraka cvjetova japanskih
jabuka 1 ljeSnjaka. Za razgradnju uzorka koriStena je jednaka smjesa reagensa duSiCne
kiseline s dodatkom vodikovog peroksida i to u omjeru 6,0 mL HNO; (50:50, v/v) + 2 mL

H,0,, a rezultati masenih udjela elemenata su prikazani u tablici 9 1 10.

Tablica 9. Maseni udio makroelemenata i olova nakon mikrovalno potpomognutog razaranja

uzorka cvjetova japanskih treSanja
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w/ mg kg™
Element &%8

M. floribunda M. purpurea H. japonica

Ca 111 115 57
K 86,1 121 110
Mg 13,4 17,7 16,0
Na 5,33 0,653 5,16
Pb 13,1 18,2 15,6

Vrijednosti masenih udjela iz tablice 9 prikazane su radi bolje preglednosti na slici 16.
Tablica 10. Maseni udjeli mikroelemenata nakon mikrovalno potpomognutog razaranja

uzorka cvjetova japanskih jabuka i ljeSnjaka

Element wimge 1
M. floribunda M. purpurea H. japonica
Ag 2,88 6,87 2,70
Al 61,5 173 54,0
B 78,6 106 67,5
Ba 23,9 53,2 15,7
Co 4,55 12,5 4,24
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Cr - 2,22 -

Cu 18,2 271 29,2
Fe 78,6 217 52,8
Li 37,5 81,4 26,5
Mn 6,79 13,4 4,68
Ni 82,5 226 55,8
\% 24,0 69,0 29,4
Zn 27,3 288 48,2

Za uzorke biljaka M. purpurea 1 H. japonica nisu pronadeni literaturni podaci elementne
analize za usporedbu rezultata dobivenih u okviru ovog diplomskog rada.
Cvijet uresne japanske jabuke (Malus foribunda) sadrzi najveéi udio Ca (111 mg kg™), §to je
ujedno i najveci izmjereni udio kalcija u svim analiziranim cvjetovima.
Udio K i Mg, je 86,1 mg kg™ i 13,4 mg kg', a Pb 13,1 mg kg'. U literaturi za cvjetove
jabuka M. floribunda 1 M. purpurea, te japanskog ljeSnjaka H. japonica ne postoje podaci
masenih udjela za usporedbu. Jedini dostupan podatak je za koru uzorka Malus floribunda u
istrazivanju Yigit gdje je odredena vrijednost Pb od 0,0509 mg kg™ §to upuéuje akumulaciju
olova.” Toi¢ i suradnici su izmjerili udio Pb u korijenu jabuke Malus spp. 25,5 mg kg™, u
granama 53,9 mg kg i u liséu 47,1 mg kg™'.” Natrij se nalazi u masenom udjelu od 5,33 mg

kg™, a u kori uzorka Malus floribunda 352,3 mg kg™'.™
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Slika 16. Raspodjela makroelemenata i olova u uzorcima japanskih jabuka M. floribunda i M.

purpurea, te japanskog ljeSnjaka H. japonica nakon mikrovalno potpomognutog razaranja.

U cvijetu crvenolike japanske jabuke (Malus x purpurea) najve¢i maseni udio ima K (121
mg kg™), te Ca s 115 mg kg"'. Olovo je i u ovom uzorku prisutan u visokom udjelu od
18,2 mg kg™, dok su za Mg i Na izmjerene vrijednosti od 17,7 mg kg™ i 0,653 mg kg™

U Japanskom ljesnjaku (Hamamelis japonica) u najveéem masenom udjelu u cvijetu je K
(110 mg kg™') i Ca (56,8 mg kg'). Magneziji se nalazi u masenom udjelu od 16,0 mg kg™,
dok je Na manje 5,16 mg kg
Mikroelemenati Zn, Cu, Ni i Al u uzorku cvijeta M. purpurea prisutni su u viSem masenom

udjelu u odnosu na ostale elemente Sto je prikazano na slici 17.
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Slika 17. Raspodjela mikroelemenata u uzorcima japanskih jabuka M. Floribunda 1 M.

Purpurea, te japanskog ljesnjaka H. japonica nakon mikrovalno potpomognutog razaranja

Cink se u uzorku cvijeta M. purpurea nalazi u najvisem udjelu od 288 mg g, u M.
floribunda 27,3 mg ", a u H. japonica 48,2 mg g'. Jedini podaci za maseni udio u
navedenim biljkama su od Yigit u kori M. floribunda gdje je odredena vrijednost Zn od
0,0752 mg g, dok su Tosié i suradnici u M. floribunda izmjerili udio Zn u korijenu od 65,4
mg kg™, granama 71 mg kg™ i listu od 125 mg kg'."*” Bakar se u cvijetu M. floribunda
nalazi u masenom udjelu od 18,2 mg g, u H. japonica od 29,2 mg g, a u M. purpurea u
znadajno visem udjelu u usporedbi s drugim uzorcima (270 mg g™'). Bakar se u kori M.
floribunda nalazi u vrlo niskom udjelu od 0,0356 mg g, dok je u korijenu, granama i listu
sadrzan u visokim vrijednostima (291-429 mg kg™).”*” Al u najvecem udjelu ima u M.
purpurea, 173 mg g, a Ni u istoj biljci u 226 mg g"'. Zeljeza u cvijetu M. purpurea ima u
visokom masenom udjelu za razliku od ostalih ispitivanih uzoraka (217 mg g), Cr ima samo
kod M. purpurea u masenom udjelu od 2,22 mg g'. Ostali mikroelementi su u nizim

masenim udjelima od 106 mg g'1 su: Ag, B, Ba, Co, Mn 1 V.
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§ 5. ZAKLJUCAK

U okviru diplomskog rada provedena je elementna analiza cvjetova japanskih tresnja, jabuka i
ljeSnjaka metodom ICP-AES i spektrometrijom masa uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-
MS).

Rezultati elementne analize metodom ICP-AES i ICP-MS pokazuju analizu 18
elemenata u uzorcima cvjetova koji su prethodno podvrgnuti mikrovalno potpomognutim
razaranjem u otopini HNOj3 (50:50 v/) i H;O5 (1 mol L™).

Za validaciju metode ICP-AES odredene su to¢nost koja je izrazena preko
iskoristivosti (75,9-150,0 %) i detekcijske granice <2 pg g™

Najzastupljeniji makroelement vazan za ljudsko zdravlje je K s najve¢im udjelom u
uzorku cvijeta tre$nje (P. avium), 134 mg kg, dok je Na najmanje zastupljen u uzorku
japanske cvjetne tresnje (C. yedoensis), 0,264 mg kg™

Od esencijalnih elemenata vaznih za ljudski organizam u uzorcima cvjetova prisutnih
u veéim masenim udjelima su Ca i Mg u rasponu od 5,01-128 mg kg™, dok se Ag i Al isti¢u
medu mikroelementima prisutnima u vi$im masenim udjelima u rasponu od 2,70-173 mg g™

Toksican element Cd nije pronaden ni u jednom uzorku cvjetova japanskih treSanja,
jabuka 1 ljeSnjaka. Pb se jedino u uzorku C. yedoensis nalazi u dopustenom masenom udjelu
od 5,05 mg kg™ dok svi ostali uzorci cvjetova sadrze vise od 10 mg kg ™' Pb.

Dobiveni maseni udjeli elemenata potvrdili su da cvjetovi japanskih treSanja, jabuka 1
ljeSnjaka sadrze vazne esencijalne kemijske elemente, a ne sadrZze znacajan udio toksicnih

elemenata pa su sigurni za upotrebu.
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