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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

1. Uzgojiti biljku Lepidium sativum L., uz kontinuirano zalijevanje otopinama
kadmija razli¢itih koncentracija

2. Pripremiti biljni materijal za analizu na atomskom apsorpcijskom spektrometru

3. Odrediti sadrzaj kadmija u wuzorcima biljke atomskom apsorpcijskom
spektrometrijom

4. lzvesti zakljucke o mogucoj hiperakumulaciji kadmija u navedenoj biljci



SAZETAK

Biljka Lepidium sativum L. je tijekom ranijih istraZzivanja izdvojena kao moguci
hiperakumulator kadmija. Na zapadu se ¢esto koristi u prehrani radi dobrih svojstava,
izdrzljivosti i lakog uzgoja. Atomska apsorpcijska spektroskopija je analiticka tehnika
koja omogucava lako kvantitativno odredivanje metala u uzorku. U ovom radu je
prikazan uzgoj biljke Lepidium stativum L. uz zalijevanje razli¢itim koncentracijama
kadmija, a zatim je prikazana metoda pripreme biljnog materijala za analizu atomskim
apsorpcijskim spektrometrom. Koriste¢i se spomenutim uredajem odredena je
koncentracija kadmija akumulirana u biljci. Analizom je utvrdeno da je biljka Lepidium
sativum L. zaista dobar akumulator kadmija te da njena sposobnost akumulacije raste s

koncentracijom kadmija u tlu.

Kljuéne rijeci: kadmij, kres salata, Lepidium sativum L., atomska apsorpcijska

spektroskopija, hiperakumulator



SUMMARY

The plant Lepidium sativum L. was singled out during previous research as a possible
hyperaccumulator of cadmium. In the West, it is often used in the diet for its good
properties, durability and ease of cultivation. Atomic absorption spectroscopy is an
analytical technique that allows easy quantitative determination of metals in a sample.
This paper describes cultivation of the plant Lepidium stativum L., its watering using
different concentrations of cadmium, and the method of preparation of plant material for
analysis by atomic absorption spectrometer. The concentration of cadmium accumulated
in the plant was determined using the mentioned device. The analysis showed that the
plant Lepidium sativum L. is, indeed, a good accumulator of cadmium and its ability to

accumulate it increases with the concentration of cadmium in the soil.

Keywords: cadmium, garden cress, Lepidium sativum L., atomic absorption

spectroscopy, hiperaccumulator
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UVOD

Atomska apsorpcijska spektroskopija je analiticka tehnika koja se ubraja u apsorpcijske
spektroskopske tehnike temeljene na apsorpciji atoma analita u uzorku, koji je u formi
bistre homogene otopine, gdje je apsorbirana energija proporcionalna koncentraciji
analita. Tehnika je Siroko primijenjena u praksi; selektivna i osjetljiva tehnika te je kao
takva znacajna u kvalitativnoj i kvantitativnoj analizi tragova metala u raznim uzorcima.
Lepidium sativum L., u narodu poznatija kao kres salata, je biljka niskog, grmolikog rasta.
U nasem podneblju ¢esto se moze naé¢i kao samonikla pokraj potoka i staza. Jestiva je, a
zbog svoje pikantnosti i gorkastog okusa koristi se kao zamjena za papar i gorcicu,
odnosno senf.

Sagledavajuci utjecaj kvalitete tla, raznih gnojiva koristenih u poljoprivredi na razvoj 1
nutritivnu vrijednost ove biljke doslo se do zakljucka da sama Lepidium sativum L. ima
mogucnost akumuliranja teSkih metala. Problemati¢nost ovog akumuliranja je u samoj
toksi¢nosti teskih metala i utjecaja na ljudski organizam. Medutim, navedena svojstva
hiperakumulacije bi je mogla u¢initi pogodnom za fitoremedijaciju tla, koja je klju¢na za
povecavanje proizvodnog kapaciteta ekosustava.

Kadmij (Cd) spada u prijelazne metale. Karakteriziraju ga nisko taliste, mekoca, kovnost
i plavo-bijela boja. U prirodi se naj¢esce nalazi kao onecis¢enje ruda cinka, ali i u malim
koli¢inama kao nusprodukt rudarenja bakra 1 olova. Karakteristi¢no oksidacijsko stanje
je +2. Najcescéa primjena kadmija je zastita Zeljeznih povrsina od korozije, proizvodnja
baterija i akumulatora, zatim za proizvodnju poluvodica i dr. Kao vecina teSkih metala,
u organizmu se nakuplja u bubrezima i jetri, a u¢inci mogu biti smrtonosni, osobito zbog
kancerogenog ucinka i radioaktivnosti. Prisutan je u industrijskim postrojenjima kao
nusprodukt te u duhanskom dimu. Neki od simptoma trovanja kadmijem su: kasalj,
groznica, edem pluéa.’

Cilj ovog rada je ispitivanje utjecaja koncentracije kadmija kojim je zalijevana biljka
Lepidium sativum L. na kona¢ni sadrZzaj kadmija u biljci nakon 30 dana te na taj na¢in
procijeniti hiperakumulacijska svojstva Lepidium sativum L. u odnosu na kadmij. Sadrzaj

kadmija je odreden atomskom apsorpcijskom spektroskopijom.



1.  OPCIDIO

1.1. Kressalata (Lepidium sativum L.)

Domena: Eukarya

Carstvo: Plantae

Divizija: Tracheophytes

Razred: Magnoliopsida

Red: Brassicales Bromhead

Porodica: Brasicaceae

Rod: Lepidium

Vrsta: Lepidium sativum L.

Sinonimi: Nasturtium crispum Medik.

Narodna imena: sjetvena grbica, bobovnjak vrtni, garba¢ vrtni, grbak vrtni, kres pitomi, kresa,

kres salata

Slika 1. Kres salata (Lepidium sativum L.)?

Kres salata (Lepidium sativum L.), sjetvena grbica, vrtna grbica ili grbac je
jednogodisnja, nerijetko samonikla biljka (Slika 1.). Potjece sa prostora zapadne Azije i
Egipta, a poznata je u indijskoj kulturi kao zacin te ljekovita biljka, a djeluje kao
antioksidans i antibiotik. Obzirom da se koristi Sirom svijeta, sije se u razmaknutim

periodima tako da bi se brala svjeza u svako doba godine. Najées¢e se jedu mladi
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nadzemni dijelovi biljke u salatama ili varivima, a blago su ljutkastog i gorkog okusa.

Crveno-smede sjemenke ove biljke se mogu koristiti i kao zamjena za papar.®

1.1.1. Morfologija kres salate

Kao i ostali predstavnici porodice krstasica, kres salata je zeljasta i grmolika biljka.
Karakterizira je 20-60 cm visoka, tanka, Cvrsta te plavkasto obojena stabljika koja je na
vrhu razgranata. Rije¢ je o dvosupnici s trodjelnom supkom ¢iji su listovi mali, rijetki,
svijetlozeleni, nepravilno rasporedeni te razli¢ito perasto izrezani $to je razlikuje od
drugih krstaSica za koje su karakteristi¢ni krupni, mesnati listovi. Cvate u periodu od
svibnja do srpnja, a cvjetovi su sitni, bijeli, mnogobrojni i skupljeni u grozdaste cvatove
pri vrhu ili na ograncima stabljike. Sto se ploda ti¢e, rije¢ je o maloj komuski u kojoj se
nalaze sitne crveno-smede sjemenke (u 1 g oko 500 sjemenki) koje mogu biti usitnjene i

koristene kao zac¢in.*

1.1.2. Hranjiva vrijednost kres salate i njenog sjemena

U prehrani se naj¢escée koriste mladi nadzemni dijelovi biljke, odnosno rozeta listova Koji
su jestivi sirovi, ali se ¢esto pripremaju na razne nacéine. Kres salata se smatra bogatim
izvorom nutrijenata poput minerala i vitamina. U 100 g kres salate moze se pronaci u
prosjeku najvise minerala poput kalija, zatim kalcija u relativno velikoj koncentraciji, ali
1 pristojnog udjela fosfora, magnezija 1 Zeljeza. Listi¢i su takoder bogati karotenom
(provitamin A), porodicom vitamina B te vitaminom C. To¢an udio nutrijenata u sirovoj
kres salati pokazuju istrazivanja USDA (Agricultural Research Service, United States,
Department of Agriculture), $to govori o znacaju ove biljke u ljudskoj prehrani (Tablica
1.).5

Kres salata je izrazito popularna u Aziji kao vazan prehrambeni proizvod osobito zbog
ljekovitih svojstava. Radi prisustva karotena i vitamina C smatra se dobrim
antioksidansom. Takoder, u isto¢noj Aziji se koristi kao lijek za gonoreju, u lijeCenju
nedostatka apetita, upale mokra¢nog mjehura i pomaze pri probavnim smetnjama.®
Sjeme kres salate (Slika 2.) i njegovo ulje smatraju se vrlo moénim antioksidansima. Kao
Sto je spomenuto samo sjeme je pikantnog okusa, visokog energijskog sadrzaja, a ponasa
se kao galaktogog, antiskorbutik, antihistaminik, antianemik, diuretik i dr. Ulje kao

pripravljeni preparat ovog sjemena pored vitamina A i C sadrzi i eugenol koji dodatno
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sprecava utjecaj slobodnih radikala u organizmu, a ima pojacana svojstva emenagoga i

galaktogoga, a trudnice ga trebaju izbjegavati.’

Tablica 1. Nutritivni sastav svjeze kres salate (Lepidium sativum L.) u 100g°

Energijska vrijednost 134 kJ (32 kcal) | Vitamin C 69 mg
Ugljikohidrati 559 VitaminE 0,7 mg
Vlakna 1,1g Vitamin K 541,9 ug
Proteini 2,6 g Cink, Zn 0,23 mg
Vitamin A 346 ug | Fosfor, P 76 mg
Beta karoten 4150 pg | Kalcij, Ca 81 mg
Tiamin (Vitamin By) 0,08 mg  Kalij, K 606 mg
Riboflavin (Vitamin B>) 0,26 mg Magnezij, Mg 38 mg
Niacin (Vitamin Bs) 1 mg  Natrij, Na 14 mg
Pantotenska kiselina 0,242 mg  Selen, Se 0,9 ug
Vitamin Bs 0,247 mg | Zeljezo, Fe 1,3 mg

1.1.3. Uvjeti uzgoja i rasprostranjenost

Vazno je spomenuti da ova biljka za uzgoj ne zahtjeva bogat supstrat. Otporna je na
mnoge ekoloske utjecaje i ne zahtjeva posebnu njegu. Klija pri niskim temperaturama
(5-6 °C), ali se inace uzgaja u zasticenim plasticnim posudicama na svjetlu. Najpovoljnija
temperatura je oko 20 °C, a preferirana je stabilna umjerena vlaznost tla ili supstrata.
Najvise se uzgaja u zapadnoj Europi te na podrucju sjeverne Indije. Sije se kontinuirano
u razmacima 10-15 dana da bi se osigurala sjetva u periodu od jeseni pa do kasnog

proljeca.®*

Slika 2. Sjeme kres salate®



1.2. Atomska apsorpcijska spektroskopija

Atomska apsorpcijska spektroskopija (AAS) je analiticka tehnika temeljena na
sposobnosti atoma da apsorbira elektromagnetsko zracenje — svjetlost. Svjetlost je oblik
elektromagnetskog zraCenja koje se moze opisati valnim svojstvima (gibanje kroz
prostor) i Cesticnim svojstvima (prijenos energije). Kada odredena tvar apsorbira
elektromagnetsko zracenje, podlijeze promjeni energijskog stanja. Medudjelovanje tvari
i elektromagnetskog zracenja najlakSe je objasniti opisujuéi zracenje kao energijske
Cestice, koje se nazivaju fotoni. Kada uzorak apsorbira foton, preuzima od njega energiju
I prelazi iz osnovnog energijskog stanje u pobudeno stanje (Slika 3. a).

Apsorpcijom u ultraljubicastom i vidljivom dijelu spektra (190-860 nm), dolazi do
prijelaza valentnih elektrona iz osnovnog u pobudeno stanje (Slika 3. b). Prilikom
prolaska svjetlosti kroz uzorak, atomi u uzorku apsorbiraju dio ulaznih fotona te se broj
fotona koji produ smanjuje. Broj apsorbiranih fotona predstavlja analiticki signal, a
naziva se apsorbancija. Pri tome energija ulaznog fotona, hv, mora biti jednaka razlici
energija, AE, izmedu osnovnog i pobudenog stanja kao preduvjet da bi doslo do

apsorpcije.®

Lutora apsorhira

Pobudena dﬂ:::;i foton o Pobudeno
A P 3 - stanje
& stanja % / N'“J
e
) e o eneizetsko
= stanje
g o
= N AE= hv
53]
Elektron Hige
tsko
. Osnovno Ltom apsothira eng:ijz
Stmjc dnlazeci foton
a) b)

Slika 3. a) Linijski apsorpcijski spektar®; b) Elektroni apsorbiraju elektromagnetsko

zralenje (fotone)©

Atomske apsorpcijske spektre karakteriziraju uski linijski spektri koji su posljedica stalne
razlike izmedu osnovnog i pobudenih stanja atoma, a ti spektri su nadalje specificni za
odredene atome. Vazno je napomenuti da kod atomske apsorpcijske spektroskopije atom,
po pravilu, ne reemitira apsorbirano zracenje nego se to zrac¢enje ve¢inom otpusta kao

toplina. To zna¢i da reemitirano zradenje znatno ne utjede na rezultat analize. %!



Buduc¢i da se radi o apsorpcijskoj tehnici vrijedi Lambert — Beerov zakon, §to znaci da je
koncentraciji analita u uzorku izravno proporcionalna apsorbanciji, odnosno smanjenju

intenziteta ulaznog zradenja.'?

1.2.1. Atomska apsorpcijska spektroskopija, povijest i uredaj

Atomska apsorpcijska spektroskopija je prvi put koriStena sredinom 19. stoljeca od strane
Guystava Kirchoffa i Roberta Bunsena kod identifikacije atoma u plamenu i vruéim
plinovima. UsavrSena je 1955. godine nezavisnim radom dvaju znanstvenika, a prvi
komercijalni uredaji pojavljuju se 60-ih godina proslog stolje¢a. Zanimljivo je da se od
tada, pored svog komercijalnog napretka, sama tehnika nije mijenjala i napredovala.
Danas se tehnika koristi za kvalitativnu i kvantitativnu analizu gotovo svih alkalijskih,
zemnoalkalijskih 1 prijelaznih metala (Slika 4.). Najces¢e se koristi u klinickim
analizama, analizama uzoraka iz okolisa, odredivanju sastava farmaceutskih pripravaka,

industriji i rudarstvu.®*3
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Slika 4. Ruzicasto obojeni elementi se mogu odrediti koristenjem atomske apsorpcijske

spektroskopije (AAS)*

Atomski apsorpcijski spektrometar je slozen uredaj. Sastavljen je iz vise dijelova: izvor
elektromagnetskog zracenja, dio zaduZen za atomizaciju uzorka, monokromator,
pojacalo, detektor te graficko sucelje (odnosno dio koji prikazuje rezultate mjerenja tj.
ra¢unalo) (Slika 5.).3® Suvremeniji uredaji imaju i samouzorkiva¢, dio zaduzen za

automatsko uzorkovanje.
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Slika 5. Shema atomskog apsorpcijskog spektrometra®®

1.2.2. lzvor elektromagnetskog zracenja

lako prva primjena atomske apsorpcijske spektroskopije datira od sredine 19. stoljeca,
razvoj je uslijedio mnogo kasnije. Problem je predstavljala potreba za visokom
rezolucijom da bi se postigla kvantitativna mjerenja (monokromatori za izolaciju
spektralnih linija uzih od 0,1 nm su bili preskupi). Ovome problemu je prvi doskocio A.
C. Walsh, australski znanstvenik, koji je kao najbolje rjeSenje predstavio izvore zracenja
koji emitiraju usko podru¢je valnih duljina — Zarulja sa Supljom katodom (eng. hollow

cathode lamp, HCL, Slika 6. a).1

+_ﬁ ] e | 7T M oM
S RN N N - MENE | =M EM
e

C) Katoda

zracenje

Slika 6. a) Zarulja sa upljom katodom®®; b) Sustav sa vie Zarulja u jednom uredaju®®;

¢) Princip rada i emitiranja zarulje sa Supljom katodom®®

Zarulja sa Supljom katodom je zatvorena staklena cijev ispunjena neonom ili argonom

niskog tlaka. Kada se na katodu i anodu primjeni razlika potencijala od 300-400V,



molekule inertnog plina se ioniziraju. Pozitivni ioni plina se sudaraju s negativno
naelektriziranom katodom, koja je nainjena od izrazito ¢istog metala od interesa u
uzorku te dovode do rasprSenja atoma metala stvarajuci pobudeni oblak istih. Prilikom
njihovog povratka u osnovno stanje, ti atomi emitiraju elektromagnetsko zracenje to¢no
odredenih valnih duljina. Nakon povratka u osnovno stanje ti atomi se vracaju na katodu
ili se taloZe na staklenoj stjenci (Slika 6. c).°

Iz prethodnog se da zakljuciti da je za analizu svakog pojedinog metala u uzorku potrebno
imati odgovarajuée zarulje (viSe zarulja u jednom uredaju, Slika 6. b) s katodom
izradenom od Cistog metala koji se analizira. Ove Zarulje imaju ogranicen vijek trajanja
jer se radom troSe. Prilikom koristenja, zarulje zahtijevaju kratko vrijeme zagrijavanja
kako bi postigle konstantnu emisiju.t’

Za hlapljivije metale zarulja sa Supljom katodom ne predstavlja dobar izvor zracenja.
Kod ovih metala koristi se pouzdaniji i snazniji izvor elektromagnetskog zrac¢enja —
bezelektrodna zarulja uz izbijanje (eng. Electrodeless Discharge Lamp, EDL, Slika 7.).
U ovom slucaju ne postoje elektrode nego se metal od interesa nalazi u kvarcnoj zarulji,
koja je okruzena zavojnicom koja proizvodi zracenje unutar frekvencija radiovalova. Ta
zavojnica pobuduje metal unutar Zarulje te ga potice na emitiranje elektromagnetskog

zraéenja.l’

Kvareni
prozor

Zarulja

Slika 7. Bezelektrodna zarulja'®

1.2.3. Opticki sustav i detektor

Opticki dio atomskog apsorpcijskog spektrometra sluzi za fokusiranje i filtriranje
zraCenja prije i poslije uzorka. Najvaznija komponenta je monokromator, Slika 8. On od

skupa valnih duljina elektromagnetskog zracenja izdvaja blizak raspon susjednih valnih



duljina, a sastavljen je od pokretnih, zakrivljenih zrcala te leca. Uzimaju¢i u obzir da
zarulja sa Supljom katodom ne emitira samo jednu valnu duljinu, monokromatorom se
najcesce bira ona koja daje najvecu osjetljivost (najvece smanjenje intenziteta ulaznog
zraCenja), ali kada je rije¢ o visokim koncentracijama analita u uzorku, bira se jedna od
sporednih valnih duljina jer tada nije potrebna vrlo velika osjetljivost. Drugo rjesenje bi
bilo razrjedivanje uzorka, koje daje to¢nije rezultate radi vece linearnosti Beerovog

zakona.*13
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Slika 8. Shematski prikaz monokromatora'®

Najcesci detektor je fotomultiplikator (Slika 9.) koji je u osnovi elektronska cijev.
Njegova glavna svrha je pojaCavanje 1 pretvaranje elektromagnetskog zracenja u
elektri¢ni signal. Sastoji se od fotoosjetljive katode koja pri izlozenosti svjetlosnom,
odnosno elektromagnetskom zracenju, emitira snop elektrona proporcionalan jacini
zracenja koje pada na fotoosjetljivu katodu. Elektroni se ubrzavaju i njihov broj povecava
preko niza dinoda te se struja mjeri na kolektorskoj anodi. Struja je i dalje proporcionalna

ulaznom intenzitetu zradenja, ali poja¢ana do milijun puta.?°

Fotoelektron Sabirni&ka elektroda Posljednja dinoda

Vak
-I Sekundarm elektron axuum

Ulazno EM 7
zradenje OOOOOO ﬂ\/\

R

\ Fotoosjetljiva Dinode
katoda

Anoda

Slika 9. Shematski prikaz fotomultiplikatora®!



1.2.4. Atomizacija uzorka

Atomizacija je proces prevodenja analita u plinovito stanje slobodnih atoma. Kod same
atomizacije ne smije doé¢i do prelaska atoma u pobudeno energijsko stanje. Postoji vise

vrsta atomizacije, a odabir ovisi 0 potrebama analize i vrsti analita u uzorku.’

a) Atomizacija plamenom

Atomizacija plamenom (Slika 10. a) predstavlja tehniku koja zahtjeva konstantan protok
uzorka, a potro$nja priblizno iznosi 2-5 mL. Komprimirani zrak prolazi kroz sustav te za
sobom povlaci tekué¢i uzorak, pomocu kapilare uronjene u uzorak. Mjesto susreta ovih
komponenti se zove nebulizator. Prilikom izlaska iz nebulizatora smjesa ulazi u komoru
za rasprSivanje, gdje udara u staklenu kuglu te se rasprsuje u fini aerosol. U komori se
mijeSa s acetilenom, a zatim dolazi do glave plamenika gdje energija plamena susi
aerosol pa te suhe Cestice isparavaju stvarajuc¢i slobodne atome (donji dio plamena)
drugih Cestica (visi dijelovi plamena) (Slika 10. b).

Najveca prednost plamene atomizacije je njena prihvatljiva cijena i velika brzina analize.
Medutim, potrebna je relativno velika koli¢ina uzorka, a osjetljivost je puno manja u
odnosu na elektrotoplinsku atomizaciju, jer vecina Cestica koja ude u nebulizator i

komoru za raspriivanje ne dode do plamena.®

{f[)% KRS
é&\;@.

b)

Slika 10. a) Atomizacija plamenom??; b) Shematski prikaz atomizacije plamenom?3
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b) Elektrotoplinska atomizacija

Za razliku od prethodnog nacina, elektrotoplinska atomizacija daje vecu osjetljivost, a
temelji se na zagrijavanju pomocu elektricne energije. Poznata je i pod nazivom grafitna
pec jer je srediste procesa mala grafitna kiveta (Slika 11. a) u koju se injektira 5-50 puL
uzorka pomoc¢u automatiziranog sustava. U prvoj fazi uzorak se susi (isparava se otapalo)
na priblizno 110 °C uz konstantan protok inertnog plina. Zatim slijedi druga faza koja se
naziva piroliza ili spaljivanje. U ovoj fazi (350-1200 °C) sva se organska tvar prevodi u
ugljikov(IV) oksid i vodu, a protok plina je odreden programom. Kona¢no dolazi do
atomizacije. Jakost struje naglo raste, temperatura se kre¢e u rasponu 2000-3000 °C.
Proces se odvija u periodu od nekoliko milisekundi, protok plina je zaustavljen radi
zadrzavanja uzorka u prostoru optickog puta. Slijedi ¢iS€enje Sto predstavlja dodatno
povecanje temperature i maksimalan protok plina da bi se zastitila sama kiveta, a nakon
toga slijedi hladenje plinom i rashladnom vodom (Slika 11. b).%

Elektrotoplinska atomizacija omogucuje osjetljivo odredivanja analita u uzorku, uz nisku
granicu odredivanja. Grafitne kivete ¢esto imaju podlozak koji odgada atomizaciju
uzorka u podrucje manje promjene temperature Sto poboljSava i samu toc¢nost

maksimuma.t3

<Plin Uzorak Pokretni
~ pIUZDI‘ClC '\Toda
SVjet|OSt
Ulaz uzurka

/ Zrasen &

Gra.ﬁtna krveta
Plin Ll;l hhﬁifﬁf Kontakti spojeni
a) b) Izlaz vode na izvor el. struje

Slika 11. a) Grafitna kiveta?*; b) Prikaz grafitne kivete u pe¢i®

¢) Tehnika hladnih para

Tehnika hladnih para se koristi samo za odredivanje Zive. Ziva je jedini metal koji je na
sobnoj temperaturi u teku¢em stanju. Uz pomo¢ kositrovog(Il) klorida, ziva se prevodi u

elementarno stanje, blagim zagrijavanjem se prevodi u parno stanje, a zatim inertnim
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plinom prenosi do kivete koja se nalazi u optickom putu instrumenta. Prednosti ove
tehnike su to $to se ziva dobro odvaja od matrica $to smanjuje interferencije te ima nisku

granicu odredivanja.?®

d) Atomizacija pomocu stvaranja hidrida

Metali poput arsena, selenija, kositra, bizmuta, telurija, germanija i olova, u reakciji s
natrijevim borhidridom u kiselini stvaraju hlapljive hidride. Nakon reakcije, inertni plin
nosi hlapljivi hidrid grijane kvarcne ¢elije kroz koju prolazi snop elektromagnetskog
zraéenja (Slika 12.).171!

Kvarcna éelija

o7 R N

Petlj'a za

orak Reakeijska éelija

Pumpa Funkeije injekeijskog
ventila
Punjenje Injektiranje
—
Otpad

Slika 12. Princip rada hidridne tehnike?

1.2.5. Interferencije i umjeravanje uredaja

Spektralne interferencije izazvane preklapanjem apsorpcijskog spektra analita i
interferencija najcesc¢e ne predstavljaju problem jer su linijski spektri jako uski. Nasuprot
tomu ako je interferencija molekula, njen Siroki vrpéasti spektar apsorpcije, kao i
rasprSenje ulaznog zraCenja moze predstavljati ozbiljne spektralne interferencije.
Kemijske interferencije moze izazivati matrica uzorka, na nacin da ili tijekom pirolize
odnosi dio analita, ili da onemoguéava atomizaciju dijela analita. Kod ovih slucaja
najlakse je povecati temperaturu atomizacije (kod atomizacije plamenom) ili ako je

poznat sastav matice, uzeti ga u obzir pri pripravi standarda, odnosno primijeniti
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maskiranje. Kod nekih se interferencija vr$i modifikacija matice u vidu smanjenja
(povecanja) hlapljivosti kako bi se odgodila (pospjesila) atomizacija u svrhu poboljSanja
rezultata mjerenja.'?13

Pozadinske interferencije se najces¢ée uklanjaju koriste¢i dvostruki izvor
elektromagnetskog zracenja. Deuterijska lampa se koristi kao kontinuiran izvor
elektromagnetskog zracenja Sirokog spektra valnih duljina, a apsorbancija od strane
analita je zanemariva pa se smatra da samo pozadina apsorbira ovaj spektar valnih
duljina. Naravno zracenje zarulje sa Supljom katodom apsorbiraju i pozadina i analit pa
se apsorbancija analita dobije oduzimanjem apsorbancije kod deuterijske lampe od one
kod Suplje katodne lampe.®*®

Da bi se atomska apsorpcijska spektroskopija koristila za analizu nepoznate
koncentracije analita u uzorku potrebno je prethodno konstruirati krivulje umjeravanja.
Ovaj proces se naziva kalibracija, a naj¢esce se vrsi metodom vanjskog standarda. Ova
metoda zahtjeva upotrebu standardnih otopina to¢no odredenih koncentracija za koje se
mjeri apsorbancija te se ovisnost apsorbancije o koncentraciji prikazuje graficki. Vrsi se
linearna regresija na osnovu danih tocaka te se dobiva krivulja (pravac) umjeravanja.
Prije odredivanja same koncentracije analita u uzorku potrebno je odrediti jednadzbu
pravca koja povezuje tocke grafa, a nakon toga se lako odreduje nepoznata koncentracija

analita mjere¢i njenu apsorbanciju i uvrStavanjem te vrijednosti u jednadzbu pravca

(Slika 13.).12

y=ax+c

Apsorbancija
Apsorbancija

Koncentracija Koncentracija

a) b)

Slika 13. a) Krivulja umjeravanja; b) Odredivanje nepoznate koncentracije analita®3

Analiza Cesto nije ovako jednostavna te je potrebno pored razrjedivanja standardne
otopine pripraviti i slijepu probu da bi se oduzela apsorbancija svih vrsta prisutnih u
matrici iskljuujuci analit. Nakon pripreme slijepe probe slijedi priprema nekoliko

otopina koje se dobivaju razrjedenjem standardne otopine. Svakoj od tih otopina se
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minimalno tri puta mjeri apsorbancija, pocevsi od najnize prema najvecoj koncentraciji,
te izraCunava srednja vrijednost apsorbancije za pojedinu koncentraciju. Vrijednosti se
nanose na graf i odreduje se jednadzba pravca umjeravanja. U instrument se injektira
prethodno pripremljeni uzorak i mjerenje se vr$i minimalno 3 puta. Od srednje
vrijednosti mjerenja oduzima se slijepa proba, a konacna vrijednost se uvrStava u
jednadzbu pravca i raduna koncentracija.®®

Drugi nacin uklanjanja spektralnih interferencija je Zeemanova pozadinska korekcija,
najbolja je i najskuplja korekcijska tehnika za mnoge elemente. Temelji se na
Zeemanovom efektu (Slika 14.) koji polazi iz Cinjenice da se energijski nivoi atoma i
molekula mijenjaju kada su postavljeni u magnetskom polju. Kada se magnetsko polje
postavi paralelno optiCkom putu kroz atomizator apsorpcijska linija analita dijeli se na
tri komponente. Dvije su postavljene na neSto niZim 1 nesto viSim valnim duljinama, a

jedna ostaje na istoj.?®

e iskljuéeno
8l— £ magnetsko polje
4 — 4
o L - - L] i
= | | | | | | | | J
2
Y 12l ukljugeno
magnetsko polje
Bir— 12T
- A /\\
O feege——"" = e
1 1 1 1 & 1 1

+0.024 +0.012 0 -—-0.012 —-0.024

valne duljine {(nm)

Slika 14. Zeemanov efekt?®

Nepromijenjena komponenta nema odgovarajucu elektromagnetsku polarizaciju da bi
apsorbirala svjetlo koje putuje paralelno s magnetskim poljem i zato je ,,nevidljiva‘.

Zeemanova pozadinska korekcija izvodi se ukljucivanjem i iskljuc¢ivanjem jakog
magnetskog polja. Kad je magnetsko polje iskljuceno zabiljezeni signal je uzrokovan
analitom i pozadinom, a kada se polje ukljuci signal je isklju¢ivo posljedica pozadine.

Razlika predstavlja ispravljeni signal.?®
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2. MATERIJALI | METODE
2.1. Materijali

Sjeme kres salate ,, Vilmorin* (Slika 15.) je posijano u vrtnu zemlju (3 g sjemena u
priblizno 400 g zemlje) rasporedenu u dvanaest vrtnih teglica smjestenih u dva prenosiva
drzaca. Pripravljeno je pet otopina kadmija slijedec¢ih koncentracija: 2, 4, 8, 121 16 mM.

Potrebno je bilo osigurati i prozra¢nu prostoriju sa dosta svjetlosti.

Slika 15. Sjeme kres salate (Lepidium sativum L.), proizvodac ,, Vilmorin *

2.2. Metode
2.2.1. Uzgoj biljke Lepidium sativum L.

Nakon priprave navedenih otopina kadmija, biljke se posade tako da se iz vrtne teglice
ukloni mala koli¢ina zemlje od ukupne odvagane mase (priblizno odvagano 400 g, Slika
16. a), odvagano sjeme (Slika 16. b) se ravnomjerno rasporedi, pokrije uklonjenom
zemljom te se zalije vodom. Svaka se vrtna teglica oznaci redom: dvije referentne (A 1
B) koje se nastavljaju zalijevati vodom kroz period od 30 dana, a ostale u paru za svaku
koncentraciju kadmija (A i B), koje se zalijevaju po potrebi (u ovisnosti o vlaznosti
zemlje) s 50 mL otopine kadmija koncentracije kako je prethodno naznaceno. Vazno je
naglasiti da zalijevanje otopinom kadmija pocinje tek nakon pojave izdanaka. Prilog 1.
prikazuje rast i razvoj biljke kroz period od 30 dana. Rast biljaka je svakodnevno pracen

te su zapazene promjene i napredak rasta biljezeni u dnevniku.
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Slika 16. a) Vaganje koli¢ine zemlje; b) Vaganje koli¢ine sjemena

2.2.2. Priprema biljnog materijala za analizu

Nakon 30 dana zalijevanja i nadgledanja, biljke se zajedno s korijenom suse te usitnjavaju
(Slika 17. a). Slijedi procedura spaljivanja suhog uzorka AY-4 kako bi se mogla provesti
analiza teSkih metala u biljnom tkivu. Uzima se priblizno 1 g usitnjene, osusene kres
salate i stavlja u porculanske loncice (Slika 17 b). ZabiljeZi se to¢na odvagana masa, zbog
kasnijih proracuna. Lon¢i¢i s biljnim materijalom se stavljaju u zarnu (mufolnu) peé
(Slika 17. ¢) podesenu na 500 °C te se ostave preko noci ili najmanje 8 sati. Ohladeni
pepeo se otapa u 5 mL HNOg, po potrebi, uz zagrijavanje. Otopina se propusti kroz
kiselinom zasiceni filter papir u tikvicu od 50 mL, a zatim se razrijedi do oznake

ultra¢istom vodom.’

Slika 17. a) Usitnjena osusSena kres salata; b) Vaganje priblizno 1 g usitnjene kres salate;

¢) Zarna pe¢ ispunjena porculanskim lon¢i¢ima koji sadrze usitnjenu odvagu kres salate
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2.2.3. Priprema standardnih otopina kadmija i slijepe probe za analizu uzoraka

atomskom apsorpcijskom spektroskopijom

Kod atomske apsorpcijske spektroskopije linearno dinami¢no podrucje krivulje
umjeravanja odredeno je osjetljivoS¢u instrumenta, koja pak ovisi o apsorptivnosti
svakog pojedinog odredivanog elementa. Za svaki element zadana je vrijednost
osjetljivosti (S) te se krivulja umjeravanja konstruira koriStenjem standarda slijede¢ih
koncentracija: 1/2 S, S, 3 Si 6 S. Za element kadmij, S iznosi 2 ppb te se krivulja
umjeravanja konstruira koristenjem slijede¢ih koncentracija: 1 ppb, 2 ppb, 6 ppb i 12
ppb. Budu¢i da sam instrument moze kroz program vrsiti odredena razrjedenja, dostatno
je pripraviti samo dvije standardne otopine, primjerice koncentracije 2 ppb i 12 ppb.
Pocetna standardna otopina kadmija ima koncentraciju 1000 ppm te je od nje
pripremljena otopina koncentracije 10 ppm tako da je 100 pL otopine od 1000 ppm
preneseno u odmjernu tikvicu od 10 mL te razrijedeno do oznake (koriste¢i 0,2 % HNO3).
Zatim se uzima 100 pL dobivene otopine, prenosi u odmjernu tikvicu od 10 mL te
razrjeduje do oznake da se dobije otopina koncentracije 100 ppb.
Prorac¢unom se ovaj postupak moze prikazati:

cs X Vg =cq*xVy,
gdje ¢, = 1000 ppm, ¥V, predstavlja potrebni volumen standardne otopine kadmija, ¢,
predstavlja koncentraciju koja se zeli dobiti u odmjernoj tikvici, a ¥} predstavlja
volumen odmjerne tikvice u kojoj se radi razrjedenje (uvijek 10 mL). Potrebni volumen
se izraCunava na sljede¢i nacin:

¢ x Vi 10 ppm x 10 mL

|4
s Cq 1000 ppm

=100 uL.

Za dobivanje otopine ¢, = 100 ppb, potrebni volumen otopine koncentracije

¢ = 10 ppm se izracunava:
¢sp % Vi 100 ppm x 10 mL
Cs1 1000 % 10 ppm

Od pripravljene otopine koncentracije 100 ppb se nadalje pripravi otopina koncentracije

V= =100 uL.

¢1 = 12 ppb. Potrebni volumen otopine koncentracije 100 ppb se dobije izrazom:
p. c1 x Vi 12 ppb x 10 mL
25 ¢y 100 ppb

= 1200 uL.
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Otopina koncentracije ¢, = 2 ppb se pripravlja takoder koriste¢i otopinu koncentracije

¢s» = 100 ppb, a potrebni volumen te otopine se izracunava isto kao i za otopinu

koncentracije 12 ppb:

¢ % Vi 2ppbx10mL
Cs» 100 ppb

Pripravljene otopine su analizirane atomskom apsorpcijskom spektroskopijom pri valnoj

V= =200 uL.

duljini od 228,8 nm. Na osnovu izmjerenih apsorbancija konstruirana je krivulja
umjeravanja, a tek potom se mogla provesti analiza samih uzoraka, u kojoj se
koncentracija svakog uzorka morala dovesti u linearno dinamicko podruéje koristene

metode, razrjedenjem s 0,2 % HNOa.
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3. REZULTATI | RASPRAVA
3.1. Kirivulja umjeravanja za odredivanje koncentracije kadmija

atomskom apsorpcijskom spektroskopijom

Analizom prethodno pripravljenih standardnih otopina kadmija koncentracije od 1-12
ppb koriStenjem atomskog apsorpcijskog spektrometra Konstruira se Kkrivulja
umjeravanja (Slika 18.). Apsorbancija se za kadmij mjeri na valnoj duljini od 228,8 nm.

Podatci sa uredaja vidljivi su u Tablici 2.

Tablica 2. Podatci s atomskog apsorpcijskog spektrometra za krivulju umjeravanja

Calibration data for Cd 228.8 Equation: Nonlinear Through Zero
Entered Calculated
Mean Signal Conc. Conc. Standard
ID (Abs) ug/L ug/L Deviation %RSD
Calib Blank 1 0.0000 0 0.000 0.00 21.4
Calib Std 1 0.0520 1.0 1.030 0.00 5.4
Calib std 2 0.0928 2.0 1.911 0.01 8.6
Calib Std 3 0.2498 6.0 6.084 0.00 1.8
Calib Std 4 0.4012 12.0 11.983 0.00 1.2
Correlation Coef.: 0.999892 Slope: 0.05288 Intercept: 0.00000

Cd 228.8

0.401 /

| Ablsorlpange

=
00 ' 7 Cdonclug/l) = T 120

Calib Eq'n: Non Lin Thru 0
Corr Coeff: 0.999892

0.000

Slika 18. Krivulja umjeravanja za kadmij
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3.2.  Koncentracije kadmija u kres salati

Konstrukceija krivulje umjeravanja omogucéava lako odredivanje koncentracija kadmija u
pripremljenom uzorku biljnog materijala. Mjerenja su vrSena pri istoj valnoj duljini

koriStenoj za konstruiranje krivulje umjeravanja, a rezultati su prikazani u Tablici 3.

Tablica 3. Rezultati za uzorke biljaka zalijevanih otopinama kadmija razlicite

koncentracije

Uzorak = Masa | Volumen @ Cd AAS @ Cd uzorak

oznaka  (9) (L) v (ppb)  (ppm)
R 10223 005 203,5 9,95
2 10257 0,05 2363 115,19
4 11,0234 005 3877 189,42
8 10227 0,05 9815 | 479,86

12 1,0247 0,05 18390 897,34
16 1,0256 0,05 32340 1576,64

Koncentracija kadmija u biljci se dobiva racunski uzimajuci u obzir volumen u kojem je
biljni materijal bio pripravljen, koncentraciju kadmija u tom volumenu te koli¢inu
odvaganog biljnog materijala. Primjer prorac¢una za uzorak ozna¢en oznakom ,,2°:
Prvenstveno je potrebno izracunati koliko je mikrograma kadmija prisutno u prethodno
pripremljenom dijelu uzorka (udio je izrazen u ppb ili pg/L, a volumen je konstantan i
iznosi '=0,05L):

m (Cd)
7 (Cd AAS)= —

m (Cd) =y (Cd AAS) x VV'=2363 ppb x 0,05 L=118,15 ug.
Kako bi se dobio maseni udio kadmija u biljnom materijalu, gore izraCunatu masu
potrebno je podijeliti s masom biljnog materijala koja je uzeta u postupku priprave
materijala za analizu atomskom apsorpcijskom spektroskopijom:
m(Cd) 118,15 ug
m (uzorak) 1,0257 g

Cd uzorak = = 115,19 ug/g=115,19 ppm.

Iz dobivenih podataka se moZze konstruirati graficki prikaz ovisnosti koncentracije
kadmija u biljci o koncentraciji vodene otopine kadmija s kojom je biljka bila zalijevana
(Slika 19.).
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Ovisnost koncentracije kadmija u biljnom uzotku od
koncentraciji otopine s kojom je biljka bila zalijevana

1600 -
1400 /
1200 /
1000 /

800 /

600 /

400 //

200

Cd uzorak (ppm)

konc. Cd (mM)

Slika 19. Prikaz ovisnosti koncentracije kadmija u biljnom uzorku o koncentraciji

vodene otopine kadmija s kojom je biljka bila zalijevana

Iz zabiljezenih rezultata mjerenja, prikazanih u tablici 3. i na Slici 19., vidljivo je da
sposobnost akumulacije kadmija u biljci ne opada pove¢anjem koncentracije kadmija,
odnosno da nije postignuto zasi¢enje. S druge strane, promatrajuci izgled biljaka, uoceno
je susenje i propadanje biljaka zalijevanih s otopinama koncentracije 12 mM i 16 mM,

Sto ukazuje da ¢e koncentracije kadmija viSe od 12 mM unistiti biljku.
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4. ZAKLJUCAK

Obzirom na toksi¢nost kadmija, njegovu kancerogenost te blagu radioaktivnost; kadmij
ne spada u metale pozeljne u tlu. Iz ovog razloga, vazno je naglasiti potrebu za
fitoremedijacijom tla zagadenog kadmijem. U ovu svrhu je ispitana sposobnost biljke
Lepidium sativum L. kao hiperakumulatora kadmija. Ova biljka je pogodna za
istrazivanje radi niske cijene te relativno brzog rasta i razvoja S§to bi znacCilo vecu
mogucnost upotrebe.

Koncentracija metala u biljnom materijalu odredivana je koriStenjem atomske
apsorpcijske spektroskopije, tehnike koju odlikuje visoka selektivnost i osjetljivost. U
slu¢aju kvantitativnog odredivanja kadmija u biljci Lepidium sativum L. bila je nuzna
priprava uzorka spaljivanjem u Zarnoj pe¢i, kako bi se dobila homogena otopina pogodna
za analizu.

Cilj ovog rada bio je istraziti mogucu hiperakumulativnost biljke Lepidium sativum L. za
kadmij. Opisan je na¢in uzgoja biljke uz tretiranje vodenim otopinama kadmija razli¢itih
koncentracija, a potom je predstavljena je metoda priprave biljnog materijala te analize
istog da bi se utvrdio kona¢ni sadrzaj kadmija u biljci. Za prikaz podataka koriStena je
programska podrska atomskog apsorpcijskog spektrometra i Microsoft Excel.

Biljka Lepidium sativum L. se pokazala kao jako dobar akumulator kadmija iz tla.
Rezultati pokazuju da sposobnost akumulacije kadmija u biljci ne opada povecanjem
koncentracije kadmija, odnosno da nije postignuto zasi¢enje. S druge strane,
promatrajuci izgled biljaka, uoceno je suSenje i propadanje biljaka zalijevanih sa
otopinama koncentracija viSih od 12 mM.

Obzirom na njena svojstva i eksperimentalne podatke moze se zakljuéiti da je biljka
Lepidium sativum L. hiperakumulator kadmija i da bi se mogla upotrebljavati za

fitoremedijaciju tla u buducnosti.
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6. PRILOZI

Prilog 1. Video pokazuje rast i razvoj biljke Lepidium sativum L.
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