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2 Uvob

Kontaminanti u hrani su sve tvari koje svojom prisutnos¢u u hranidbenim proizvodima mogu
negativno utjecati na ljudsko zdravlje i1 na ostala Ziva bi¢a u okoliSu. Ovisno o svojstvima i
prirodi oneciS¢enja, postoje tri podvrste kontaminanata — fizikalni, kemijski i bioloski [1].
Hrana se moze onecistiti u bilo kojem dijelu proizvodnje i obradivanja te u transportu, pripremi
1 konzumiranju. UnoSenje kontaminirane hrane moze imati razlicite posljedice, a njihova tezina
ovisi o koli€ini i vrsti prisutnog kontaminanta. Laksi oblici trovanja su bol u trbuhu, povra¢anje
1 osjecaj slabosti, dok se tezi oblici trovanja mogu ocitovati kao zlocudni tumori, trajna
ostecenja diSnog, krvozilnog ili Ziv€anog sustava, koma ili smrt. Najc¢es¢i kontaminanti u hrani
dolaze u obliku virusa, a zasluzni su za preko 50 % svih slu€ajeva trovanja hranom u svijetu
[2]. Jo§ neki Cesti kontaminanti u hrani su bakterije i teSki metali. TeSki metali su skupina
elemenata u koju se svrstava olovo, nikal, ziva, kadmij, arsen, aluminij i cink. Dospijevaju u
okoli§ najc¢esce putem industrijskih aktivnosti te kemijskih pesticida i gnojiva. Predstavljaju
veliki problem za okolis$ zato §to su teSko biorazgradivi i mogu ostati u tlu desetke godina. Kroz
poljoprivredu ili usponom kroz hranidbeni lanac dospijevaju u ljudsku hranu. Dugotrajno
konzumiranje hrane zagadene tesSkim metalima ostavlja teSke posljedice na diSni, Ziv€ani i
krvozilni sustav, a moze biti smrtonosno. Jedna od naju¢inkovitijih metoda odredivanja koli¢ine
teSkih metala u hrani je spektrometrija masa uz induktivno spregnutu plazmu (engl. Inductively
coupled plasma mass spectrometry, ICP-MS). Ova metoda koristi plazmu argona kako bi
uzorak pretvorila u ione koji se potom mjere pomocu spektrometra masa. Jedna od najvecih
prednosti ove metode je izuzetno niska granica detekcije elemenata u uzorku, do 0.1 ppt (engl.

Parts per trillion) [3].

Cilj ovog zavr$nog rada je odrediti koncentraciju teSkih metala u uzorku mrkve pomoc¢u metode
ICP-MS, usporediti dobivene rezultate sa zakonski najvisSim dozvoljenim koli¢inama teskih

metala i uvidjeti jesu li razine teskih metala u uzorku mrkve dozvoljene ili previsoke.



3 LITERATURNI PREGLED

3.1 KONTAMINANTI U HRANI

Kontaminanti u hrani su tvari koje se mogu pronaci u hrani, a Stete ljudskom zdravlju. Postoje

tri vrste kontaminanata, ovisno o prirodi oneciS¢enja: fizikalni, bioloski i kemijski [1].

3.1.1 Fizikalni kontaminanti

Fizikalni kontaminanti podrazumijevaju strane objekte u hrani. U hranu dospijevaju tijekom
obrade, proizvodnje ili pakiranja proizvoda. Neki fizikalni kontaminanti ne moraju nuzno biti
toksi¢ni, ali mogu i dalje predstavljati opasnost od guSenja ili posjekotine. Fizikalni
kontaminanti mogu imati vise razliitih izvora, a to su: gradevina u kojoj se hrana proizvodi,

strojevi za obradu ili pakiranje, ambalaza, osoblje koje rukuje hranom 1 StetoCine.

Kontaminanti nastali od gradevine u kojoj se hrana proizvodi se odnose na dijelove ili Cestice
gradevinskog otpada poput komadica oljustene boje, Zbuke, cigle ili krhotina stakla. Stvaraju
se samo kada je gradevina ve¢ u loSijem stanju i kada se vodi nedovoljna briga o popravcima

zgrade u kojoj se postrojenje nalazi.

Neispravna 1 prljava mehani¢ka oprema moze zagaditi hranu vijcima, maticama i ostalim

manjim dijelovima stroja.

Ambalaze za hranu poput plasticnih omota, folija, limenki i1 kutija sadrze male dijelove koji
mogu onecistiti hranu. Naj¢es¢i kontaminanti nastali od ambalaze su krhotine stakla, uzica te

komadi¢i plastike i drveta.

Radnici tijekom rukovanja hranom mogu onecistiti hranu nedovoljnom brigom o higijeni ili
nepaznjom. Dlake kose, dijelovi noktiju, lak za nokte i trepavice su najces¢i kontaminanti u

hrani €iji je uzrok nemarno osoblje.

Postrojenja koja nisu prosla kroz dezinsekciju i1 deratizaciju mogu imati problem sa
StetoCinama. NajceSc¢e Stetocine unutar tvornica hrane su miSevi, Stakori 1 insekti. MiSevi 1
Stakori mogu ostavljati dlake i sekret u hrani. Insekti hranu mogu zagaditi jajaScima ili u njoj

Citavi obitavati kao kontaminant. Najces¢i su sluc¢aj fizikalnog zagadenja u voéu i1 povréu.

Fizikalni kontaminanti su vrsta oneciS¢enja hrane koju je najlakse sprijeciti. Kako bi se izbjeglo

fizikalno zagadenje hrane, moraju se provoditi odredene mjere opreza. Radnici trebaju voditi
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brigu o higijeni i ¢esto dezinficirati radne povrSine. Strojevi i uredaji za obradu hrane moraju
biti redovito odrzavani. Gradevina u kojoj se proizvodi hrana treba biti sanitarno ispravna —
popravci se moraju obaviti ¢im brze te se mora obavljati redovna deratizacija i dezinsekcija

prostora [4].

3.1.2 Bioloski kontaminanti

Do bioloskog onecis¢enja hrane dolazi kada patogeni dodu u kontakt s hranom 1ili zivotinjom
koja se koristi za uzgoj hrane. Bioloski kontaminanti ukljuuju bakterije, viruse i druge
mikroorganizme. NajceS¢e se mogu pronaci u sirovom mesu, Steto¢inama i na povrsini odjece

radnika.

Bakterije iz roda Campylobacter, bakterija Salmonella 1 Escherichia Coli su tri najcesce
bakterije koje se mogu pronaci u hrani. Bakterija Salmonella vzrokuje salmonelozu, a najcesce
se pronalazi u nevaljalim jajima i peradi. Rod Campylobacter odgovoran je za otrovanja
povezana s neobradenim mlijekom, nedovoljno termicki obradenom piletinom i pitkom vodom.
E. Coli se povezuje s bolestima uzrokovanim nepasteriziranim mlijekom, nedovoljno termicki

obradenim mesom i kontaminiranim vo¢em i povréem.

Broj vrsti virusa koji se Sire hranom je malen, ali oni uzrokuju najveci broj slucajeva trovanja
hranom. Norovirus je vrlo zarazna vrsta virusa koja se prenosi kontaminiranom hranom ili
pi¢em. lako u vecini slucajeva zaraze dolazi do relativno laganih simptoma (bol u trbuhu,
proljev, povracanje), Norovirus je zasluzan za oko 50 % svih slucajeva trovanja hranom u
svijetu. Moze pogoditi bilo koga. Hrana se moze zagaditi ovim virusom u bilo kojem trenutku
obrade ili pripreme. Hepatitis A je virus koji se moZe S§iriti kroz oneci$¢enu hranu ili pice, ¢ak i
ako je hrana zamrznuta. NajceS¢a hrana kroz koju se Hepatitis A §iri su voce, povrée i Skoljkasi.

Visoko je zarazan i uzrokuje upalu jetre [2].

Od ostalih Stetnih mikroorganizama u hrani naj¢eSce su plijesni i parazitski rod crva Trichinella.
Plijesni nastaju na povrSinama hrane koja nije dobro uskladiStena ili hrani kojoj je istekao rok
valjanosti. Otpustaju mikotoksine, toksi¢ne spojeve koji se mogu pronaci u 25 % zitarica u
svijetu [5]. Rod Trichinella pogada domace svinje, a konzumiranjem nedovoljno termicki
obradenog svinjskog mesa ljudi se mogu zaraziti te dobiti bolest trihinelozu. Laksi simptomi
ukljucuju proljev, povracanje i bol u trbuhu, dok se u tezim sluc¢ajevima crv uc¢ahuri u misice.
Simptomi tezih slucajeva otrovanja su edemi, konjuktivitis, vru€ica, slabost i bol u misi¢ima

[6].



Sirenje biologkih kontaminanata moZe se sprije¢iti higijenom radnika i potro$ata hrane,
redovitom dezinfekcijom radnih povrSina za proizvodnju hrane, pregledima stoke,

pasterizacijom i dovoljnom termickom obradom hrane prije konzumiranja.

3.1.3 Kemijski kontaminanti

Kemijsko zagadenje hranom dogada se kada neZzeljeni kemijski spojevi dodu u kontakt s
hranidbenim proizvodima. Ovisno o koncentraciji, kemijska zagadenja hranom mogu biti vrlo
opasna i dovesti do trovanja. Kemijski kontaminanti dijele se na tri podvrste ovisno o njihovom

izvoru: prirodni toksini, kontaminanti iz okoliSa i kontaminanti nastali obradivanjem hrane [7].

Prirodni toksini se odnose na sve Stetne kemijske spojeve nastale prirodnim procesima u nekim
organizmima. Neki od toksina ukljucuju glikoalkaloide nastale u krumpirima, mikotoksine koji
su nastali djelovanjem plijesni na zitaricama, voc¢u i povréu te tetrodotoksin, jak neurotoksin

koji se moze pronaci u ribama [8].

Kontaminanti iz okoli$a su sve Stetne kemijske tvari koje su otpustene u zrak, vodu ili tlo obi¢no
kao rezultat industrijskih ili poljoprivrednih aktivnosti. Mogu u¢i i kretati se kroz hranidbeni
lanac. Zbog Siroke rasirenosti uzrokovane tokom kroz okoli$, mogu se pronaci i u biljkama i u

zivotinjama. Ukljucuju poliklorirane bifenile, klorirane i fosfatne pesticide i1 teSke metale.

Prilikom obradivanja hrane moze do¢i do zagadenja ili nastanka novih Stetnih tvari. Nemarnim
koriStenjem sredstava za ¢is¢enje, maziva za strojeve i kemikalija za deratizaciju i dezinsekciju
postoji mogucénost oneciS¢enja hrane. Pretjeranom termickom obradom hrane dolazi do razvitka

akrilamida ili furana [7].

3.2 TESKI METALI U HRANI

Velik dio metala visoke gustoce nije toksi¢an, osim u pretjeranim koncentracijama. Neki od
njih su esencijalni elementi za zivot ljudi — magnezij, zeljezo, kalcij, natrij, kobalt, bakar, cink,
mangan, molibden 1 kalij. No, postoji niz metala koji predstavljaju problem za okoli$ i1 za
zdravlje ljudi. Ta skupina metala se ¢esto naziva ,teskim metalima®. U teSke metale spadaju
ziva, olovo, kadmij, nikal i cink. Uz njih se mogu ubrojiti i arsen i aluminij, elemente koji su
vrlo sli¢ni teSkim metalima s toksikoloskog stajaliSta. Velik problem ovih elemenata lezi u tome

Sto su tesko razgradivi u prirodi, Sto mogu zagaditi tlo i ostati u okoliSu desetke ili stotine
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godina. Kada se ispuste u okoli§ mogu se akumulirati u tlu, biljkama i ostalim organskim
tkivima. Njihova koncentracija u zivim bi¢ima raste u hranidbenom lancu — S$to je neki
organizam u visoj poziciji u hranidbenom lancu, to je veca koncentracija teskih metala u
organizmu. Postoji mnogo nacina na koji metali mogu dospjeti u hranidbene proizvode, te je

potrebno pazljivo pratiti koncentraciju metala u hranidbenim proizvodima [9].

3.2.1 Izvori onecis¢enja hrane teSkim metalima

Hrana se moze zagaditi teSkim metalima na viSe nac¢ina: kontaminacijom tla na kojem se hrana
proizvodi, otpadnim muljem, kemijskim gnojivima i pesticidima koji se koriste u poljoprivredi,

rudarskim 1 industrijskom djelatnostima [10].

Fosfor se koristi kao sastojak u proizvodnji mnogih organskih i anorganskih gnojiva. Fosfor
isto igra kljucnu ulogu u akumulaciji teSkih metala u plodnom tlu. Prekomjernim koristenjem
gnojiva koje sadrze fosfor nastaju fosfatni spojevi koji imobiliziraju teske metale u tlu [10].
Povecana koncentracija teskih metala u tlu uzrokuje smanjenu plodnost tla, Sto znaci da e rast

1 produktivnost biljaka biti snizena [11].

Teski metali se mogu suspendirani prenositi u rijekama ili jezerima, te prilikom poplave ili
visokih mijena velike koli¢ine suspendiranih teskih metala u vodi i/ili mulju se mogu prenijeti
na obradivo tlo. U vrijeme najvec¢e rudarske aktivnosti (druga polovica devetnaestog stoljeca),
jedan od najcescih izvora oneciS¢enja aluvijalnih tala su bili sedimenti metalnih rudnika. Pri
obradivanju minerala, ruda i kamena izvadenog iz rudnika, stvarao se sediment finih Cestica
rudnog otpada koji se izmedu ostalog mogao sastojati od teskih metala. Ovakva vrsta otpada se
kroz povijest Cesto znala ispustati u obliznje rijeke ili jezera, zagadujuci te vodene povrsine, a
time i sva tla koja su se nalazila uz te rijeke [12]. Ovakva vrsta zagadenja ima dvojak negativni
utjecaj na kvalitetu hrane: oneciS¢uje se voda, a time 1 svi vodeni organizmi od planktona do
ribe koja se lovi radi prehrane, a tako i biljke koje bi se uzgajale na aluvijalnim tlima uz
zagadenu rijeku. Biljke su korijenjem iz tla upijale vodu i minerale potrebne za njihov

metabolizam, a u isto vrijeme su apsorbirale i teSke metale koji se nalaze u tom tlu.



3.2.2 Ziva

Ziva je vrlo toksi¢an teski metal koji se u prirodi nalazi u svom elementarnom stanju ili u obliku
soli. Ne bi se trebala prirodno pojavljivati u hranidbenom lancu, no antropogenim djelovanjem
moze dospjeti u vodene povrSine, najces¢e u obliku metil-zive. Metil-ziva je neurotoksin koji
moZe uzrokovati brojne poremecaje u ljudskom tijelu. Covjekovo djelovanje najéesée
podrazumijeva industrijsku aktivnost — ispuStanje otpadnih voda industrijskih postrojenja u
obliznju rijeku ili jezero. Organizmi koji zZive u vodi apsorbiraju metil Zivu, te se ona penje uz
hranidbeni lanac u kojem dospijeva do riba. Kontaminirane ribe se hvataju i sluze kao izvor
hrane. Najpoznatiji primjer trovanja Zivom je Minamata bolest, neurodegenerativna bolest koja

je uzrokovana trovanjem metil-zivom iz ribe [13].

3.2.3 Olovo

Olovo je teski metal koji se nalazi u Zemljinoj kori 1 u mineralima. Ima Sirok spektar primjene:
koristilo seu baterijama, bojama i pigmentima, obojanom staklu, nakitu, igrackama, kozmetici,
municiji te pri lemljenju. Olovo se koristilo kao glavna komponenta u vodovodnim cijevima
zato §to je dugotrajnije 1 savitljivije od zeljeza. Moguce je da se olovo akumuliralo u obradivom
tlu preko cijevi koje su sluzile za navodnjavanje obradivog tla. Biljke su apsorbirale olovo koje
se nakupljalo u obradivom tlu. Trovanje olovom je bilo izraZenije u proslosti, no i danas moze
predstavljati veliku opasnost. Olovo se u ljudskom tijelu moze akumulirati u zubima i kostima
tijekom dugackog perioda vremena. Ostecuje ziv€ani sustav, jetru i bubrege. Posebno je opasno
za trudnice 1 malu djecu. Tijekom trudno¢e olovo se moze ispustiti iz kostiju uz kalcij za
stvaranje kostiju fetusa. Izlaganje fetusa povecanoj koncentraciji olova usporava i umanjuje
njegov rast. Ako se mala djeca otruju olovom, moze do¢i do vrlo ozbiljnih posljedica kao §to

je ostecenje mozga i srediSnjeg zivcanog sustava, uzrokujuci komu ili smrt [14].

3.2.4 Kadmij

Kadmij je teski metal koji se najceS¢e oslobada tijekom taljenja drugih metala poput cinka,
olova 1 bakra. Uglavnom se koristi u proizvodnji punjivih baterija u mobitelima i1 drugoj
bezi¢noj opremi. U hranu (vecinom biljke poput krumpira i salata) moze do¢i putem toksi¢nog
sedimenta nanesenog rijekom bogatom toksinima, iz fosfatnih gnojiva te talozenjem u tlo iz

zraka zagadenog kadmijem zbog stvaranja praSine prilikom obradivanja metala u rudnicima.
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Kadmij mozZe utjecati na bubrege, pluca i kosti. Manjim unosom kadmija dolazi do glavobolje,
iritacije trbuha, povracanja i proljeva. Veci unos kadmija (najcesce tijekom duljeg vremenskog
razdoblja) putem hrane moZe uzrokovati oSte¢enja bubrega, srca i jetre te u ozbiljnim

slucajevima uzrokovati smrt [15].

3.2.5 Nikal

Nikal je teski metal koji se prirodno nalazi u Zemljinoj kori, no moze se pronaci u tragovima u
zraku, vodi, tlu 1 biosferi. Prosje¢na koncentracija nikla u Zemljinoj kori je 0.008%. Nikal se
nalazi i u spojevima poput niklovog klorida i niklovog sulfata, koji su sastavni dijelovi niklovih
ruda. Najveci izvor nikla su antropogene djelatnosti — spaljivanje nafte i ugljena, metalurgija i
ostale industrijske djelatnosti. Nikal se u hrani ve¢inom nalazi u biljkama. Dugoro¢na
izlozenost trovanju niklom uzrokovana konzumiranjem kontaminirane hrane moze dovesti do

problema krvozilnog sustava, zlo¢udnih tumora i oSte¢enja diSnog sustava [16].

3.2.6 Cink

Cink je metal koji se nalazi u ljudskom tijelu te je vrlo bitan za enzimske reakcije u metabolizmu
vitamina A, ekspresiji DNK te stabilizaciji stani¢nih membrana. Prekomjeran unos cinka moze
se manifestirati povracanjem, proljevom i bolovima u trbuhu. Dugoro¢ni prekomjerni unos
cinka moze dovesti do oSte¢enja i zatajenja krvozilnog sustava te do oSte¢enja diSnog sustava.
Iako je najces¢i oblik trovanja cinkom udisanje u industrijskom postrojenjima prilikom
metalurSkih procesa, cink prisutan u zraku moze se taloziti u tlo i vezati za biljke koje sluze za

prehranu [17].

3.2.7 Arsen

Arsen je element koji se moze prirodno pronaci u mineralima, tlu, vodi i1 biosferi u vrlo malim
koncentracijama. Pronalazi se u obliku arsenovog(IIl) oksida i1 arsenovog(V) oksida. Arsen se
u problemati¢no velikim koli¢inama u zraku (preko 10 ng/m?®) nalazi najéesée zbog Govjekovog
djelovanja — industrijski procesi poput metalurgije, rudarstva i proizvodnih postrojenja mogu
ispustati velike koli¢ine arsena u atmosferu. Arsen se moze pronaci u prasini koja se talozi, a
ispiranjem kiSom te otjecanjem kiSnice dospijeva do podzemnih voda. Najces¢a trovanja
arsenom su uzrokovana onec¢is¢enom vodom, no moze se pronaci i u hrani u koju dospijeva

navodnjavanjem Zzitarica onecis¢enom vodom ili koriStenjem onecis¢ene vode kao pica za



stoku. Na taj nacin dolazi do taloZenja arsena u biljkama i zivotinjama. Neki pesticidi u svom
sastavu imaju arsen ili njegove spojeve. Unos hrane zagadene arsenom tijekom duljeg perioda
vremena moZze dovesti do ozbiljnih posljedica za zdravlje. Trovanje arsenom uzrokuje oStec¢enja

diSnog sustava, srca i bubrega. Bez pravilne skrbi, trovanje arsenom moze biti smrtonosno [18].

3.2.8 Aluminij

Aluminij je metal koji je sveprisutan — pronalazi se u Zemljinoj kori, zraku, tlu i vodi te ga se
u odredenoj koli¢ini moze pronaci u biosferi. Ima vrlo Siroku primjenu u svakodnevnom zivotu,
njegova potraznja je uvijek visoka. NajceSc¢e u prekomjernim koli¢inama u okoli§ dospijeva u
obliku industrijskog otpada, gdje se ispusta u vodene tokove putem kojih dolazi do podzemnih
voda. Najces¢i izvor aluminija u hrani je u vocu i povréu. Izlozenost aluminiju nosi kompleksne
posljedice — inhibiciju enzima poput superoksid-dismutaze 1, glutation-perkosidaze i1 1-alfa-
hidroksilaze, promjena sinteze proteina i funkcije nukleinskih kiselina, proizvodnja reaktivnih
kisikovih vrsta te negativan utjecaj na miSice, kosti, bubrege, jetra, diSni i ziv€ani sustav.

Stupanj trovanja aluminijem moze se odrediti analizom krvi, urina, kose, noktiju i znoja [19].

3.3 ZAKONSKA REGULATIVA TESKIH METALA U HRANI

Kako bi se izbjegla otrovanja i kobne posljedice na cijeli hranidbeni lanac i ekosustav,
ustanovljeni su zakoni koji reguliraju maksimalnu koli¢inu teSkih metala u prehrambenim
namirnicama. Posto su teSki metali toksi¢ni 1 u malim koli¢inama, ve¢ina NDK (najvec¢ih
dopustenih koli¢ina) ¢e se kretati do nekoliko mg/kg (miligrama metala po kilogramu navedene

hrane).

Propisane su hitne mjere u slucaju kada nadlezno tijelo utvrdi da hrana za ljude ili hrana za
zivotinje moze predstavljati ozbiljan rizik za zdravlje ljudi, Zivotinja ili okoli§. Stetna hrana se
odmah uklanja iz prodaje, a stavlja se privremena zabrana stavljanja te hrane na trZiste.
Zabranjuje se uporaba te hrane za ljude ili zivotinje. [20]. 1979. godine uspostavljen je
medunarodni sustav brzog uzbunjivanja za hranu i hranu za Zivotinje (engl. Rapid Alert System
for Food and Feed, RASFF) kao mreZa za izvjeStavanje o izravnom ili neizravnom riziku za
zdravlje ljudi nastalo od hrane ili hrane za Zivotinje. Clanovi RASFF-a su sve drzave &lanice
EU-a, zemlje EGP-a (Norveska, Lihtenstajn i Island), Europska agencija za sigurnost hrane 1

Europska komisija, kao upravitelj sustava. Hrvatska agencija za poljoprivredu i hranu ima



organiziranu mreznu stranicu koja izvjestava potrosace o svim namirnicama koje su opozvane

sa trziSta zbog utvrdene Stetnosti [21].

Ovisno o vrsti hrane 1 metala, propisane su maksimalne dozvoljene koli¢ine pojedinog teSkog

metala u hrani. U tablicama 1 i 2 prikazane su najviSe dozvoljene koli¢ine (NDK) za olovo i

kadmij.

Tablica 1. NajviSe dozvoljene koli¢ine (NDK) olova u nekim prehrambenim proizvodima [22]

: NDK
Pb Naziv hrane (mg/kg ili mg/L)
3.1.1.1. | Brusnice, ribiz, bazgine bobice i plodovi planike 0,2
3.1.1.2. | Voce, osim brusnica, bazginih bobica i plodova planika 0,1
Korjenasto i gomoljasto povrée, osim svjezeg dumbira i
3.1.2.1. svijeze kurkume 0.1
3.1.7. Mahunarke 0,1
3.1.9.2. | Divlje gljive 0,8
3.1.11. Zitarice 0,2
3.1.15.1. | MiSi¢no meso riba 0,3
3.1.15.4. | Skoljkasi 1,5
3.1.17. | Med 0,1
3.1.18. | Mastiiulja 0,1




Tablica 2. NajviSe dozvoljene koli¢ine (NDK) kadmija u nekim prehrambenim proizvodima [22]

. NDK
Cd Naziv hrane (me/ke, ili me/L)

3.2.1.1. Voce, osim proizvoda iz to¢aka 3.2.1.2.,3.2.1.3.13.2.1.4. 0,05

Agrumi, jezgricavo voce, kostuni¢avo voce, stolne masline,
3.2.1.2. =, . 0,02

kivi, banana, mango, papaja i ananas
3.2.1.3. Bobicasto i sitno voce, osim proizvoda iz tocke 3.2.1.4. 0,03
3.2.1.4. Maline 0,04
3.2.1.5.1. | Ora8asti plodovi, osim proizvoda iz tocke 3.2.1.5.2. 0,2
3.2.1.5.2. | Pinjoli 0,3
3991, Korjenasto i gomoljasto povrée, osim proizyoda iz toCaka 0.1

3.22.2.,32.23.,32.2.4.,3.2.25.,3.2.2.6.13.2.2.7. ’
3.2.2.2. | Cikla 0,06
3.2.2.3. | Celer korjena$ 0,15
3.2.2.4. | Hren, pastrnjak, turovac/bijeli korijen 0,2
3.2.2.5. | Rotkve, osim jestivog Silja 0,02
3.2.2.6. | Jestivi §ilj 0,1
3.2.2.7. | Tropski korijeni i gomolji, korijen perSina, repa 0,05
3.2.6.2. | Spinat i sli¢ni listovi, sadnice gorusice i svieZe zac¢insko bilje 0,2
3.2.7. Mahunarke 0,02
3.2.9.3. | Divlje gljive 0,5
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3.4 METODE ODREDPIVANJA KONTAMINANATA U HRANI

Odredivanje prisutnosti i koncentracije kontaminanata u hrani vrlo je bitno kako bi se izbjeglo
konzumiranje oneciS¢ene hrane koje moze uzrokovati ozbiljne zdravstvene probleme. Radi
detekcije 1 kvantifikacije kontaminanata u hrani razvijeno je mnos$tvo metoda, a najcesce se
koriste teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High performance liquid
chromatography, HPLC) enzimski povezan imunosorbentni test (engl. enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA), Ramanova spektroskopija, UV/Vis spektroskopija i ICP-MS.
Svaka pojedina metoda se primjenjuje u analizi hrane ovisno o vrsti trazenog kontaminanta i

vrsti hranidbenog proizvoda koji se analizira.

3.4.1 Tekudinska kromatografija visoke djelotvornosti

HPLC je analiticka metoda koja se koristi za identifikaciju, razdvajanje i kvantifikaciju spojeva
u organskim, anorganskim, bioloskim i polimerskim uzorcima. Zasniva se na kemijskim

interakcijama izmedu tvari koja se analizira i stacionarne faze u koloni.

Mobilna faza se pumpa kroz kolonu u kojoj se nalazi stacionarna faza. Mali volumen uzorka se
injektira u tok mobilne faze. Stacionarna faza se sastoji od mnogo sitnih Cestica koje imaju
veliku povrsinu kako bi se povecao broj interakcija uzorka i stacionarne faze. Kada tvari u
uzorku dodu u kontakt sa stacionarnom fazom, zadrzavaju se u njoj odredenu koli¢inu vremena
prije nego $to se eluiraju. To vrijeme se naziva retencijsko vrijeme ili vrijeme zadrzavanja. Ono
ovisi o sastavu mobilne faze, svojstvima stacionarne faze i prirodi uzorka. Komponente s
razli¢itim svojstvima ¢e isto tako imati razliito vrijeme zadrzavanja, Sto znaci da se

komponente mogu razdvojiti iz smjese.

Nakon $to se tvar iz uzorka eluira, prepoznaje se pomocu detektora koji je smjesten na kraju

kolone. Detektor Salje podatke u racunalno sucelje za svaku tvar koja se eluira.

Najcesca otapala su voda, metanol i heksan, a najéeScée stacionarne faze sastoje se od silika gela

1 alumina gela.

Kromatografija na normalnim fazama koristi polarnu stacionarnu fazu i nepolarnu mobilnu
fazu, a koristi se ako je tvar koja se analizira polarna. Polarna tvar ¢e se adsorbirati na

stacionarnoj fazi i trebat ¢e joj dulje vremena da se eluira.
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Kromatografija na obrnutim fazama koristi nepolarnu stacionarnu fazu i polarnu mobilnu fazu,
a koristi se ako je tvar koja se analizira nepolarna. Nepolarnim tvarima ¢e vrijeme zadrzavanja

u kromatografiji na obrnutim fazama biti dulje [23].

HPLC ima mogucnost analizirati sve najzastupljenije konstituente hrane — proteine, lipide,
bjelancevine, ugljikohidrate i vitamine. Moze razotkriti dodavanje stranih nutrijenata u

hranidbene proizvode te detektirati toksi¢ne organske spojeve, proteine i aminokiseline [24].

Velika prednost HPLC-a je vrlo niska granica detekcije koja omogucava prepoznavanje
kontaminanta u vrlo niskom koncentracijama. Isto tako, moze prepoznati vrlo velik broj toksina
u hrani. No, ova metoda je skupa i zahtijeva visoku razinu stru¢nosti osoblja koji rukuju

uredajem.

3.4.2 Enzimski povezan imunosorbentni test

Enzimski povezan imunosorbentni test (ELISA) moze detektirati Sirok raspon bioloskih
molekula povezujuéi ih antitijelima na kojima se nalaze enzimi. ELISA analize najcesS¢e se

izvode na ploci.

Na plocu za analizu prvo se nanesu antitijela, a zatim uzorak koji se analizira. Ako se u uzorku
nalazi bioloska molekula koju se Zeli detektirati, vezat ¢e se na antitijelo — trazena molekula
(antigen) se imobilizira. Idu¢i korak je ispiranje ostalih molekula, nakon kojeg ¢e na ploc¢i ostati

samo antigen imobiliziran antitijelom.

Nadalje se na plocu dodaje drugo antitijelo koje na sebe ima vezan enzim. Drugo antitijelo ¢e
stvoriti vezu s antigenom 1 nakon drugog ispiranja na ploci ostaju dva antitijela s antigenom
izmedu njih. Potom se dodaje bezbojni supstrat koji u reakciji s enzimom promijeni boju.

Promjena boje supstrata omogucava detekciju antigena.

Postoje tri vrste ELISA-e — Direktna, indirektna i ,,sendvi¢” ELISA. U prethodna dva odlomka
je objaSnjena ,,sendvi¢* ELISA, koja izmedu dva antitijela zarobi antigen. U direktnoj ELISA-
1 antigen se odmah imobilizira za plocu bez koriStenja prvog antitijela, dok je korak dodavanja
antitijela s enzimom jednak ,,sendvi¢* ELISA-i. Indirektna ELISA isto tako ne koristi prvo
antitijelo za imobilizaciju antigena, no nakon imobilizacije na antigen prvo veze primarno
antitijelo, a zatim sekundarno koje sadrzi enzim. Dodavanje bezbojnog supstrata radi promjene

boje je jednako u svim podvrstama ELISA-e.
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Promjena boje dokazuje prisutnost trazene molekule, a kvantifikacija tj. odredivanje
koncentracije se mjeri pomoéu spektrofotometrije. Sto je intenzitet obojenja ploce vedi,

koncentracija trazene molekule je veca.

ELISA je vrlo u¢inkovita metoda za detekciju i kvantifikaciju bioloskih toksina u hrani —
mikotoksina poput aflatoksina, vomitoksina i fumonizina B1. Isto tako, moze detektirati biljne

toksine poput ricina i1 bakterije poput Salmonelle [25].

ELISA se danas smatra zlatnim standardom i najucinkovitijom metodom za detekciju
bakterijskih i proteinskih kontaminanata u hrani. Proces analize je brz (90 minuta), granica
detekcije je niska i potrebni enzimi su stabilni tj. imaju dugacak rok trajanja. Medutim, ELISA
ne moze detektirati viSe kontaminanata odjednom nego samo jedan po jedan. Za ELISA analizu
potrebna je skupa oprema i visoka razina stru¢nosti — ova metoda se teSko moze izvoditi izvan
laboratorija. Razvoj novih antitijela i antigena je skup i dugotrajan proces zbog visoke

specificnosti molekula [25].

3.4.3 Ramanova spektroskopija

Prilikom kontakta monokromatskog svjetla s uzorkom, svjetlo se moze apsorbirati, transmitirati
ili rasprSiti. Ramanova spektroskopija proucava rasprSenje svjetlosti prilikom dodira s

uzorkom. RasprSenje moze biti elasti¢no (Rayleighovo) i neelasti¢éno (Ramanovo).

Elasti¢no rasprsenje se dogada kada se pomoc¢u monokromatske svjetlosti elektron u uzorku
pobudi iz osnovnog u pobudeno stanje, a zatim vrati nazad u osnovno. Prilikom povratka u
osnovno stanje, elektron emitira svjetlost frekvencije jednake onoj koja ga je pobudila.
Neelasticno rasprSenje je pojava gdje se elektron pobuduje monokromatskom svjetlosti u
virtualno stanje, ali se umjesto osnovnog vrac¢a u pobudeno stanje, time emitirajuéi svjetlost
nize frekvencije od podetne. Pojava neelasti¢nog rasprsenja je vrlo rijetka, dogada se u 1 od 10%
elektrona. Pomocu neelasti¢nog rasprSenja moguce je identificirati molekule. Granica detekcije

Ramanove spektroskopije je vrlo niska, moze biti i jedna molekula u cijelom uzorku.

Unutar uredaja za Ramanovu spektrometriju izvor monokromatskog zracenja (laser) kroz lecu
obasjava uzorak. Zatim se rasprSeno svjetlo usmjerava prema filteru 1 potom ulazi u
spektrometar. Unutar spektrometra svjetlo se pomocu leca i opticke reSetke razdvaja po valnim
duljinama i Salje u detektor. Detektor prepoznaje razliCite valne duljine zraka svjetlosti i
prikazuje ih u racunalnom sucelju u obliku spektra. Svaka molekula ima jedinstven Ramanov

spektar [25].
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Postoji nekoliko tehnika Ramanove spektroskopije, a to su disperzivna Ramanova
spektroskopija, Ramanova spektroskopija s Fourierovim transformacijama i spektroskopija
povrsinski pojaCanog Ramanovog rasprSenja. Disperzivha Ramanova spektroskopija je
najrasirenija podvrsta - koristi intenzivhu monokromatsku svjetlost najéeSée dobivenu
laserskim zra¢enjem. Vrlo je prikladna za uzorke u vodenoj otopini i analize na povisenoj
temperaturi. Ramanova spektroskopija s Fourierovim transformacijama koristi infracrveni
spektrometar s Fourierovim transformacijama (engl. Fourier Transformation Infra Red, FTIR)
za analizu svjetlosti. FTIR spektrometar prikazuje vrlo jasan i visoko razluciv i precizan spektar
koji omogucuje vrlo to¢no odredivanje molekula u uzorku. PovrSinski ojac¢ana Ramanova
spektroskopija rasprSenu svjetlost Salje kroz dielektri¢ni filter graden od ¢vrstog materijala.
Pomocu elektromagnetskih svojstava nanocestica u filteru, signal svjetlosti se moze pojacati do

10" puta. Ima vrlo nisku granicu detekcije i u¢inkovitije kvantificira molekule u uzorku [26].

Tehnike Ramanove spektroskopije koriste se za odredivanje bioloskih i1 kemijskih
kontaminanta na voc¢u i povréu, u mesu i mlijecnim proizvodima. Na povrsini voca i1 povréa
Ramanova spektroskopija mozZe detektirati 1 klasificirati Stetne mikroorganizme poput E.Coli.
Sa stopostotnom preciznos$¢u razlikuje patogene i nepatogene mikroorganizme. Moguce je
detektiranje ostataka pesticida na povrsini voéa i povréa i u voénom soku u preciznosti od 10

ppm (engl. Parts per million).

Moguce je prepoznavanje patvorenih mlije¢nih proizvoda smanjene kvalitete koji sadrze
povisene koli¢ine sirutke ili drugih masno¢a. U mlijecnim proizvodima se moze nalaziti i
melamin, kemikalija koja se koristi u proizvodnji plastike. U hranu moZze dospjeti slucajno
tijekom proizvodnje ili namjerno, kako bi se umjetno povisile hranidbene vrijednosti mlije¢nih

proizvoda. Ramanova spektroskopija vrlo brzo moze detektirati i kvantificirati melamin.

Ramanova spektroskopija koristi se za odredivanje kvalitete mesa i ribe tako §to u uzorku mjeri
razine proteina, masnoca karotenoida i kolagena. S lako¢om detektira bioloske kontaminante u

mesu.

.....

Ramanovu spektroskopiju potentnom metodom za odredivanje kontaminanata u hrani [26].
3.4.4 UV/Vis Spektroskopija

Ultraljubicasta i vidljiva spektroskopija ili UV-Vis spektroskopija je vrlo Cesta spektroskopska

metoda koja se koristi u prehrambenoj industriji. Temelji se na principu da molekule u
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vidljivom 1 ultraljubi¢astom spektru apsorbiraju razli¢ite koli¢ine svjetlosnog zracenja ovisno

o njihovoj strukturi i velicini.

UV-Vis spektrofotometar se sastoji od izvora zracenja, monokromatora, difrakcijske resetke ili
prizme, prostora za uzorak, detektora i racunalnog sucelja. Izvor zra¢enja u monokromatoru su
najcesce deuterijske lampe, lampe s halogenim elementima i ksenonske lampe. Ove lampe
koriste se jer pokrivaju potrebne valne duljine u UV 1 vidljivom spektru svjetlosti. Svjetlost iz
izvora zracenja pada na monokromator koji prevodi polikromatsku svjetlost u svjetlosnu zraku
koja ima jednu valnu duljinu. Svjetlosna zraka odredene valne duljine se zatim cijepa na dvije
zrake jednakog intenziteta — jedna prolazi kroz uzorak, a druga kroz referentnu otopinu. Nakon
prolaska kroz uzorak i referentnu otopinu, svjetlosne zrake dolaze do detektora. Detektori
svjetlosno zracenje pretvaraju u elektricni impuls, koji se prikazuje u racunalnom sucelju kao

rezultat [27].

Kada molekule u otopini apsorbiraju svjetlost, intenzitet svjetlosnog zracenja koje prolazi kroz
otopinu ¢e biti manji. Usporedbom intenziteta svjetlosnog zrac¢enja uzorka i referenta, dobiva
se transmitancija. Transmitancija je udio upadnog zracenja odredene valne duljine koji je

prosao kroz medij na koji pada zraCenje, a iznos transmitancije moze biti izmedu 0 i 1 [28].

Apsorbancija je logaritam omjera intenziteta upadnog zracenja i propustenog zracenja kroz

uzorak. MozZe se opisati jednadzbom 1:

A =log (?U) (1)

gdje je U intenzitet upadnog zracenja, a P intenzitet propustenog zracenja. Prilikom analize,
potrebno je voditi racuna da kivete u koje se stavlja uzorak budu ¢iste i da budu izradene od
materijala koji je prikladan za mjerenje u Zeljenom podrucju. Apsorbancija se moze izracunati

1 preko transmitancije pomoc¢u jednadzbe 2:
A=—logT. (2)

Povezivanjem s Beer-Lambert-ovim zakonom, apsorbancija molekule se moze povezati sa

koncentracijom analita. Beer-Lambert-ov zakon prikazan je jednadZbom 3:
A = €bc €)

gdje € predstavlja molarni apsorpcijski koeficijent — konstantu 1 poznatu vrijednost prilikom

odredivanja koncentracije uzorka. Najées¢a mjerna jedinica je Lcm'mol!. Ovisi o valnoj
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duljini svjetlosnog zrac¢enja. Simbol b predstavlja duljinu optickog puta svjetlosti kroz uzorak
(Sirinu posude u kojoj se uzorak nalazi), a izrazava se u cm. 4 predstavlja apsorbanciju, koja

nema mjernu jedinicu, a ¢ je molarna koncentracija uzorka izrazena u mol/L [29].

U prehrambenoj industriji UV/Vis spektroskopija se koristi u identificiranju i odredivanju
koncentracije kemijskih kontaminanata. Teski metali poput kadmija i bakra su toksini koji se

¢esto mogu naci u hrani, a mogu se detektirati 1 kvantificirati pomoc¢u UV/Vis spektroskopije.

Sinteticke boje poput indigokarmina, kosSenil crvenog A i1 azo-bojila se dodaju u hranu kako bi
joj promijenile boju. Bojanje hrane je nekim proizvodad¢ima vazno jer hrana izrazenije boje
kupcima djeluje privlacnije, upadljivije 1 ukusnije. U visokim koli¢inama sinteticke boje za
hranu imaju toksi¢na i kancerogena svojstva. Uzorak obojene hrane pripremi se za UV/Vis
spektrometriju otapanjem u vodi. UV/Vis metodom mogu se precizno identificirati bojila i
odrediti njihove koncentracije. Ova procedura se pokazala kao u¢inkovita metoda koja se moze

primijeniti u rutinskim analizama koncentracije sintetickih boja u hrani.

Policiklicki aromatski ugljikovodici (engl. Polycyclic aromatic hydrocarbons, PAH) su velika
skupina organskih spojeva u koju se svrstavaju molekule s dva ili viSe spojena aromatska
prstena. Najcesce se formiraju tijekom nepotpunog sagorijevanja pri termickoj obradi hrane ili
raznim drugim industrijskim procesima. PoSto se stvaraju pri visokoj temperaturi,
najzastupljeniji su u pe€enoj hrani i uljima. Zbog njihovih kancerogenih svojstava bitno je

vrste pecenja.

Istrazivanje koje je provedeno na suncokretovom i maslinovom ulju te mesu i ribi s rostilja
pokazano je kako rostiljanje povecava koncentraciju PAH. Koriste¢i UV-Vis spektroskopiju
zajedno s HPLC metodom, vrlo precizno se moZe odrediti koncentracija PAH u navedenim

proizvodima [27].

Pri koristenju UV/Vis metode kompleksniji uzorci hrane predstavljaju problem zbog slozenih
bioloskih molekula koje se nalaze u uzorku. SloZene bioloske molekule mogu maskirati traZeni
analit u uzorku i time poremetiti rezultate mjerenja. Odredene tvari u uzorku mogu rasprsivati
svjetlost, kvare¢i vrijednost izmjerene apsorbancije. Zbog navedenih problema, UV/Vis
spektroskopija je najefektivnija kada se upari s nekom drugom, viSe specificnom analitickom

metodom.

16



3.5 ULOGA ICP-MS U ODREPIVANJU KONTAMINANATA

ICP-MS je analiticka metoda u kojoj se induktivno spregnuta plazma koristi kao ionizacijski
izvor, a detekcija se vrsi spektrometrijom masa [30]. Koristi se za elementarnu analizu uzoraka
u medicini, geologiji, metalurgiji i prehrambenoj industriji. Dvije najvece prednosti ICP-MS-a

su vrlo niska granica detekcije i mogucénost prepoznavanja velikog broja elemenata.

Jedini elementi koje ICP-MS ne moze detektirati su vodik, helij, neon, argon, dusik i kisik.
Vodik i helij ne mogu biti detektirani zato Sto se nalaze ispod granice najmanje mase koju
spektrometar masa detektira. Kisik, duSik i1 argon su u visokom udjelu prisutni u plazmi i zraku
1 stoga njihova identifikacija u uzorku nije moguca. Neon se ne moze ionizirati u plazmi argona
1 zato ga nije moguce detektirati pomocu ICP-MS [31]. Na slici 1. su u periodnom sustavu

elemenata obojani svi elementi koje ICP-MS moze detektirati.
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Slika 1. Elementi koji se mogu detektirati pomocu ICP-MS [31]

Granica detekcije ICP-MS-a je 0.1 ppt, Sto je do 100 puta manja vrijednost od zakonski
propisanih NDK teSkih metala u hrani. Iz ovog razloga ICP-MS je izuzetno korisna analiticka
metoda u prehrambenoj industriji. Moze odrediti prisutnost i koncentraciju svih Stetnih metala
u hranidbenom proizvodu. Metali se u hrani mogu pronaci u obliku oksida, u elementarnom
stanju ili u obliku organometalnih spojeva. Bez obzira na oblik u kojem se metal nalazi u hrani,

moze se detektirati i kvantificirati pomoc¢u ICP-MS [32].
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Pri analizi uzoraka ICP-MS metodom, u isto vrijeme mjeri se prisutnost i koncentracija svih
trazenih elemenata u uzorku — nije potrebno ponavljati analizu za svaki trazeni element
pojedinacno. Sama analiza traje oko 2 sata, a priprema uzorka za analizu moze potrajati izmedu

jednog i dva sata.

Najveci nedostatci ICP-MS metode su cijena uredaja i ostale potrebne opreme i kemikalija. Isto

tako, potrebna je visoka stru¢na sprema za osoblje koje upravlja uredajem.

3.6 PRINCIP RADA ICP-MS

ICP-MS udruzuje princip induktivno spregnute plazme na visokoj temperaturi zajedno s
masenom spektrometrijom kako bi se postigla visoka osjetljivost i precizno odredivanje
koncentracije elemenata u uzorku. Uredaj za ICP-MS, ¢iji se shematski prikaz nalazi na slici 2,
sastoji se od iducih temeljnih dijelova — pumpe za uvodenje uzorka, rasprSivaca, izvora
ionizirane plazme, vakuumskih pumpi, ionskih le¢a, Cetverostupanjske Sipke i1 detektora
[33,34].

Pumpa za vakuum

Rasprsivad Izvor ionizacije lonska optika i Eetverostupanjska Sipka

Uzorak

Atmosferski
tlak

Vakuum

Slika 2. Shematski prikaz glavnih dijelova ICP-MS uredaja [34].

Uzorak u ICP-MS uvodi se pomocu automatskog uzorkivaca. Mali volumen uzorka (svega

jedna kap) se prenosi do pumpe [35].

Pumpa ubrizgava uzorak u rasprsivac, dio uredaja koji pretvara uzorak u fini aerosol uz pomo¢

mlaza plinovitog argona [36]. Nastali aerosol zatim putuje do sustava za ionizaciju.
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Sustav za ionizaciju se sastoji od baklje i zavojnice. Baklja ICP-MS-a grije aerosol na
temperaturu od 6000 K i stvara plazmu. Zavojnica pomocu elektricne struje stvara jako
magnetsko polje koje inducira sudare izmedu slobodnih elektrona 1 atoma argona. Tim

sudarima nastaju ioni i slobodni elektroni. Oni pomazu i plazmu pri visokoj temperaturi [37].

Opticki sustav se sastoji od ionskih le¢a Cija je glavna funkcija fokusiranje iona na
cetverostupanjsku Sipku (engl. Quadrupole) 1 uklanjanje zaostalih nezeljenih neutralnih
materijala iz plazme. Odstranjivanjem necistoca iz plazme omogucuje se veca preciznost
spektra. Cist i precizan spektar ée prikazivati jasne vrhove (engl. Peak) koji predstavljaju
prisutnost i koncentraciju neke tvari, dok ¢e neprecizni spektri imati puno interferencija — stvorit
¢e se ,,Suma“ vrhova iz koje je jako tesko ocitati koncentracije traZzenih tvari u uzorku. Ionske

le¢e su prvi dio uredaja koji se mora nalaziti pod vakuumom. [3,38].

Cetverostupanjska Sipka sastoji se od &etiri elektrode izmedu kojih se primjenjuje napon. Stvara
se elektri¢no polje pod ¢ijim ¢e se utjecajem ioni rasporediti ovisno o njihovom omjeru mase i
naboja. Tako rasporedeni ioni putovat ¢e do detektora [3]. Kada se ioni sudare s detektorom,
otpustaju energiju koju detektor prepoznaje, amplificira i zatim Salje u racunalno sucelje u
obliku elektricnog impulsa. Svaki element otpusta svojstvenu koli¢inu energije po kojoj ga se

moze razlikovati od drugih elemenata [34].

Nakon §to su ioni detektirani, graficki se prikazuje maseni spektrometar u kojem se uzima omjer
naboja i mase iona te intenzitet zaprimljenog signala. Intenzitet signala nekog iona direktno je

proporcionalan koncentraciji tog iona u uzorku [39].
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4  EKSPERIMENTALNI DIO

4.1 PRIBOR

U eksperimentalnom odredivanju koncentracije teSkih metala u uzorcima hrane koristi se

sljedeci pribor:

e Mlin

e Analiticka vaga

e Mikropipete

e Plasticne posude Falcon

e Teflonske kivete

e QOdvijac¢

e Plasti¢ni nastavci za mikropipete

e Plasti¢na zlica

e Mikrovalni uredaj Milestone Ethos Easy
e Agilent technologies ICP-MS 7900

4.2 KEMIKALIJE

Pri eksperimentalnom odredivanju koncentracije teSkih metala u uzorcima hrane potrebne su

sljedece kemikalije:

e Ultradista voda (Arium® sustav za ultraistu vodu)

e Plinoviti argon 5.0 (Cisto¢a veca od 99,999%) — Proizvodac: Messer, Njemacka

e Plinoviti helij 5.0 (Cistoca veca od 99,999%) — Proizvodac: Messer, Njemacka

e Koncentrirana dusi¢na kiselina (Trace Grade) - Proizvodac: Carl Roth, Njemacka

e Koncentrirana klorovodic¢na kiselina (Trace Grade) - Proizvoda¢: Carl Roth, Njemacka

e Koncentrirani vodikov peroksid (Trace Grade) - Proizvoda¢: Carl Roth, Njemacka

e Multielementni standard (Trace Grade) (Sastoji se od elemenata Ag, Al, B, Ba, Bi, Ca,
Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Ga, In, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Sr, Tl, Zn u koncentraciji od
1000 pg/L) — Proizvodac: Merck, Njemacka
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4.3 PRIPREMA UZORAKA ZA ICP-MS

4.3.1 Uzorci za analizu

Uzorak za analizu je doSao zapakiran u plasticnu ambalazu. U plasticnoj ambalazi se nalazilo
500 grama prethodno oguljene i1 ociS¢ene mrkve u duguljastim komadi¢ima duljine oko 4

centimetra. Uzorak se pazljivo raspakirao, a zatim prenio u mlin za mehanicko usitnjavanje.

4.3.2 Mehanicko usitnjavanje i vaganje uzorka

Uzorak se prvo stavi u mlin, gdje se mehanicki usitni kako bi odvaga i prenosSenje u teflonske
kivete bila lakSa. Slike 3. i 4. prikazuju mlin u kojem se uzorak mrkve mehanicki usitnio iz
duguljastih komada u sitne komadice. Uzorak se zatim prenese u Cistu plasti¢nu vrecicu i vaze.

Prije vaganja bitno je kalibrirati analiticku vagu radi maksimalne preciznosti mjerenja.

Slika 3. Uzorak mrkve u mlinu Slika 4. Uzorak mrkve u mlinu
prije mehanickog usitnjavanja nakon mehanickog usitnjavanja

Prilikom prenoSenja uzorka iz plasticne vrecice u teflonsku kivetu na vagi, mora se koristiti
plasti¢na zlica — koriStenje metalne zlice moZe kontaminirati uzorak metalima te na kraju dati
netocan rezultat. U teflonske kivete se odvaze 0.45 - 0.55 grama uzorka. Treba paziti da uzorci
budu na dnu kivete, a ne na stjenkama kivete. Izmedu svakog vaganja potrebno je Cistiti pribor
za odvagu, a ako se odvaze previse uzorka u kivetu, ostatak koji se izvadi van se baca. Ove
mjere osiguravaju tocnost i preciznost mjerenja. Teflonske kivete se oznace brojevima kako bi

se uzorak mogao pratiti tijekom analize. Prva dva uzorka sadrze samo uzorak mrkve, dok je u
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tre¢i uzorak namjerno dodan 1 mL multielementnog standarda SS, oznacen sa SP (eng. Spike)

kako bi dobili vec¢i odaziv ICP-MS-a i time potvrdili to¢nost mjerenja.

4.3.3 Mikrovalna digestija

Nakon §to su uzorci mrkve odvagani u teflonske kivete, slijedi mikrovalna digestija.
Mikrovalna digestija koristi se za spaljivanje proteina, masnoca i ostalih organskih tvari koje bi
mogle interferirati s analitima i na taj nacin izazvati pogresku u mjerenju. Na taj na¢in u uzorku

¢e ostati samo anorganske komponente (metali), a digestijom se uklanjaju sve organske tvari.

Priprema uzoraka za mikrovalnu digestiju — Uzorcima u teflonskim kivetama dodaje se 7 mL
koncentrirane duSi¢ne kiseline 1 1 mL vodikovog peroksida (30 %). Ovaj postupak vrijedi za
uzorke hrane za ljude, hrane za Zivotinje i1 vode. Zatim se pri¢eka nekoliko minuta da se odvije
reakcija izmedu dodanih tvari i uzorka. Nakon $to se odvila reakcija digestije organskih tvari
pomocu dusicne kiseline i vodikovog peroksida, kivete se fiksiraju u okvire pomocu cepa i
odvijaca. Pri fiksiranju kivete u okvir, radi stabilnosti se postavljaju u postolje vidljivo na slici

5. Slika 6. prikazuje kivetu koja je fiksirana cepom u okvir.

Slika 5. Postolje 1 odvija¢ kojim se teflonske kivete Slika 6. Teflonska kiveta fiksirana u
fiksiraju u okvir okvir

Nakon S§to su ucvrséene u okvir, teflonske kivete se stavljaju u mikrovalni uredaj; Milestone
prikazan na slici 7., koji ih je zagrijavao 40 minuta. Temperatura u ku¢istu mikrovalnog uredaja
se tijekom zagrijavanja podigne na oko 60 °C, dok je temperatura unutar teflonskih kiveta
podignuta do 210 °C. Slika 8. prikazuje ekran na mikrovalnom uredaju Milestone pomocu

kojega se u svakom trenutku digestije moZe pratiti temperatura unutar kiveta i uredaja. Nakon
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zagrijavanja treba ostaviti uzorke da se ohlade do sobne temperature. Nakon hladenja uzorci se
prenose u plasti¢ne posude Falcon od 50 mL. Teflonske kivete se ispiru deioniziranom vodom
kako ne bi zaostao uzorak. Deionizirana voda u teflonskoj kiveti prenese se u plasti¢nu posudu
s uzorkom. Uzorak se nadopuni vodom do oznake od 50 mL. Bitno je oznaciti plasti¢éne posude

tako da je poznato u kojoj se posudi nalazi odredeni uzorak.

Slika 8. Grafic¢ki prikaz temperature 1 vremena u mikrovalnom uredaju Milestone
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4.4 PRIPREMA STANDARDA ZA ICP-MS

ICP-MS-u je potreban set kalibracijskih uzoraka prije nego krene s mjerenjem koli¢ine metala
u uzorcima. Pocetni standard koncentracije od 1000/100000 pg/L priprema se pipetiranjem 1
mL multielementnog standarda (SS) (kod S(162/RT-601)), 0,5 mL HNOs3 i nadopuniti do 10
mL ultradistom vodom (UCV). Zatim se od SS i koncentrirane dusi¢ne kiseline pripremaju
radne kalibracijske otopine A, B, C, D, E, F i G. Ispod su navedene radne otopine i kemikalije

potrebne za njihovu primjenu.

e Radna kalibracijska otopina A (0 ug/L) : 0 mL SS + 0,5 mL HNO3 (razr. u tikvici
do 50 mL s ultra ¢istom vodom (UCV))

¢ Radna kalibracijska otopina B: (0,1-10 pg/L): 1 mL Mix E + 0,5 mL HNOs3 (razr.
do 50 mL UCV)

e Radna kalibracijska otopina C: (0,5-50 pg/L): 250 uL Mix G + 0.5 mL HNO3
(razr. do 50 mL UCV)

¢ Radna kalibracijska otopina D: (2/200 pg/L): I mL Mix G + 0.5 mL HNOs (razr.

do 50 mL UCV)

¢ Radna kalibracijska otopina E: (5/500 pg/L): 250 uL. SS + 0.5 mL HNO3 (razr.
do 50 mL UCV)

¢ Radna kalibracijska otopina F: (20/2000 pg/L): 1 mL SS + 0.5 mL HNOs (razr.
do 50 mL UCV)

e Radna kalibracijska otopina G: (100/10000 pg/L): 5 mL SS + 0.5 mL HNO3
(razr. do 50 mL UCV)

4.5 UNOSENJE UZORAKA U ICP-MS

U automatski uzorkiva¢ prvo se stavlja multielementni standard, potom radne kalibracijske
otopine od A do G, zatim uzorci i njihova pripadajuca razrjedenja te na kraju otopina QC (engl.
Quality check) kao treca i zadnja provjera ispravnosti nakon uzoraka. Svaki uzorak se mora
razrijediti tako da rezultat bude u granicama kalibracije. Ako je uzorak izvan granica kalibracije

tj. previse niske ili visoke koncentracije, do¢i ¢e do pogresSke i mjerenje ¢e biti netoc¢no.

ICP koristi vrlo Cisti plin argon i male koli¢ine helija pri odredivanju koncentracije metala u

uzorku. Mora se voditi redovita briga o potrosnji i preostaloj koli¢ini argona kako ga tijekom
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analize ne bi ponestalo. Na slici 9. je prikazan spremnik na kojem se moze ocitati koli¢ina

preostalog argona.

Slika 9. Spremnik argona koji je potreban za rad ICP-MS uredaja
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4.6 ANALIZA PRIPREMLJENIH UZORAKA

Program na racunalu stvara kalibracijski pravac za svaki element koji se analizira koristeci
njihove koncentracije u uzorcima kao vrijednosti. Druga vrijednost koja tvori kalibracijski
pravac je koncentracija traZzenih elemenata u otopini multielementnog standarda. Rezultati se
usporedno s kalibracijskim pravcima prikazuju i tablicno. Ako je neka vrijednost koncentracije
previsoka, iskace od prosjeka kalibracijskog pravca. Svi rezultati koji nisu u skladu s
kalibracijskim pravcem se zacrvene u tablici. Po zavrSetku analize u raCunalnom programu se
nalaze sve vrijednosti koncentracija trazenih elemenata u obliku tablice i kalibracijskih pravaca.

Cjelokupna analiza traje oko 2 sata.

Po zavrSetku rada nekada se treba isprati ICP-MS radi dugovjeCnosti, Cistoce 1 ispravnosti
komponenti uredaja. Za to se koristi uzorak za ispiranje (engl. Rinse), tj. vodena otopina dusicne
kiseline (2 %). Osim uzoraka za ispiranje, ICP se moze C¢istiti ultracistom vodom (pomocu
pamucnih Stapica) i 2% otopinom Citranoxa. Citranox je sluzbeno sredstvo za ¢is¢enje ICP

uredaja tvrtke Agilent, koja je 1 proizvela uredaj na kojem su se mjerili podaci.
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5 REZULTATII RASPRAVA

5.1 ODVAGA UZORKA MRKVE

Tablica 3. Prikaz odvage uzoraka

Broj uzorka Masa uzorka (g) Vrsta uzorka
1 0,4742 mrkva
2 0,5208 mrkva
3+ SP 0,5140 mrkva

U tablici 3. prikazane su mase odvaganih uzoraka mrkve. Masa svih uzoraka se nalazi unutar
zadanog raspona (0.45 — 0.55 g). PoSto su mase svih uzoraka sli¢ne, rezultati mjerenja

koncentracije metala ¢e biti precizni.

5.2 KONCENTRACIJA ARSENA, OLOVA I KADMIJA U UZORCIMA MRKVE

U Tablici 4. prikazani su rezultati odredivanja koncentracije arsena, olova i kadmija u uzorku

mrkve dobivenih pomocu ICP-MS.

Tablica 4. Dobivene koncentracije odredenih teskih metala u uzorku mrkve

Broj uzorka Koncentracija Koncentracija olova Koncentracija
arsena u uzorku u uzorku kadmija u uzorku
manje od granice
1 ‘ By 0.063 mg/kg 0.046 mg/kg
kvantifikacije
manje od granice
2 ' _ 0.04 mg/kg 0.043 mg/kg
kvantifikacije
3+ SP 0.19 mg/kg 0.218 mg/kg 0.222 mg/kg

U uzorku 1 1 2 koncentracija arsena je manja od granice kvantifikacije. To znaci da je
koncentracija arsena previse malena da bi ju ICP-MS mogao odrediti, no i dalje moZze odrediti
prisutnost tog iona. Granica kvantifikacije za ovo mjerenje je iznosila 0.01 mg/kg, $to znaci da
je koncentracija arsena u ovim uzorcima manja od 0.01 mg/kg. Koncentracija arsena u uzorku
3 iznosi 0.19 mg/kg, Sto je barem 19 puta vise od uzorka 1 i 2. Koli¢ina arsena u mrkvama nije

zakonski regulirana.
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Koncentracija olova u uzorku 1 iznosi 0.063 mg/kg, dok je po zakonskoj regulativi najveca
dozvoljena kolic¢ina olova u povréu 0.1 mg/kg. To znaci da se u uzorku 1 nalazi 63 % koli¢ine
olova od najvec¢e dozvoljene kolic¢ine. U uzorku 2 koncentracija olova iznosi 0.04 mg/kg, Sto je
40 % najvece dozvoljene koli¢ine olova regulirane zakonom. Koncentracija olova u uzorku 3
iznosi 0.218 mg/kg, $to je 2.18 puta veca koli¢ina od dozvoljene. Prosje¢na koncentracija olova

u uzorku iznosi 0.0515 mg/kg, Sto znaci da je uzorak po zakonu ispravan.

Uzorak 1 sadrzi 0.046 mg/kg kadmija, dok je po zakonskoj regulativi najve¢a dozvoljena
koli¢ina kadmija 0.1 mg/kg. U uzorku 1 se nalazi 46 % od najvece dozvoljene koli¢ine kadmija
regulirane zakonom. Uzorak 2 sadrzi 0.043 mg/kg ili 43 % NDK kadmija. U uzorku 3 se nalazi
0.222 mg/kg kadmija, 2.22 puta veca koli¢ina od zakonom propisane najvece dozvoljene

koli¢ine. Prosjecna koli¢ina kadmija u uzorku iznosi 0.0445 mg/kg.

Uzorak mrkve u prosjeku sadrzi manje koli¢ine olova i kadmija od NDK, §to ga ¢ini zakonski
ispravnim za trziSte 1 konzumiranje. Uzorak 3 je sadrzavao vece koliine sva 3 promatrana

metala iz razloga Sto je dodan Spike, Cime je potvrdena to¢nost mjerenja.
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6 ZAKLJUCAK

Hrana se moZze kontaminirati Stetnim i otrovnim tvarima na viSe nacina: prekomjernim
koriStenjem pesticida i umjetnih gnojiva u poljoprivredi, praS§inom nastalom rudarskim i

metalurgijskim procesima te ispustanjem industrijskog otpada u rijeke, jezera i mora.

Teski metali su skupina otrovnih tvari koje mogu kruZziti u ekosustavu i napredovati kroz
hranidbeni lanac dok ne dodu do hrane za covjeka. Mogu uzrokovati ozbiljne zdravstvene
poremecaje, bolesti i smrt. Zato je u hrani bitno mo¢i odrediti koncentraciju teSkih metala, a

ICP-MS metoda je pogodna za precizno mjerenje koli¢ine metala u uzorku.

U ovome radu se u analiziranom uzorku mrkve pomocu ICP-MS metode odredila koli¢ina
arsena, olova i kadmija. Koncentracija arsena u uzorku je manja od razine kvantifikacije, $to
znaci da je manja od 0.01 mg/kg. Koncentracija olova iznosi 0.0515 mg/kg, a koncentracija
kadmija iznosi 0.0445 mg/kg. Usporedivsi ove rezultate s najve¢im dozvoljenim koli¢inama
metala u hrani, promatrani uzorak sadrzi manje olova i kadmija od NDK te je sukladan sa
zakonskom regulativom. To znac¢i da konzumiranjem mrkve koja je sluzila kao uzorak nema

opasnosti od trovanja mjerenim metalima.
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