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SAZETAK

Biljka Lepidium sativum L. je jednogodi$nja kultura koja se na zapadu Cesto koristi u
ljudskoj prehrani radi dobrih svojstava, izdrzljivosti i lakog uzgoja. U ovom radu je
prikazan uzgoj klica biljke Lepidium sativum L. na vodenim otopinama zeljeza razli¢itih
koncentracija te je pracen njihov razvoj tijekom dva tjedna, a zatim je prikazana metoda
pripreme biljnog materijala za analizu atomskim apsorpcijskim spektrometrom.
Koriste¢i se navedenom tehnikom, odredena je koncentracija Zeljeza u klicama. Uocen
je porast koncentracije Zeljeza u uzgajanim klicama, u skladu s povecanjem
koncentracije Zeljeza u vodenim otopinama na kojima su biljke uzgajane.

U ovome radu izolirani su glukozinolati iz sjemena uzgojenih klica Lepidium sativum L.
metodom ekstrakcije 70 %-tnim metanolom uz desulfataciju enzimom sulfataza te
odredeni UHPLC-DAD-MS/MS tehnikom.

U uzorku klica obogacenih vodenom otopinom Zeljeza od 1 ppm u odnosu na referentni
uzorak uocCava se pad koncentracije glukotropeolina 1 povecanje 4-
metoksiglukobrasicina. Nadalje, kod klica koje su uzgajane na vodenim otopinama
zeljeza koncentracije 5 ppm i1 10 ppm uocen je pad glukotropeolina kao i1 pad
koncentracije 4-metoksiglukobrasicina. Kod klica uzgajanim na vodenoj otopini Zeljeza
koncentracije 25 ppm uocen je pad koncentracije glukotropeolina u odnosu na referentni

uzorak kao i povecanje koncentracije 4-metoksiglukobrasicina.

Klju¢ne rijedi: Zeljezo, klice, Lepidium sativum L., atomska apsorpcijska
spektroskopija, glukozinolati, UHPLC-DAD-MS/MS



SUMMARY

The plant Lepidium sativum L. is an annual crop that is often used in the human diet in
the West for its good properties, durability and ease of cultivation. In this paper, the
cultivation of Lepidium sativum L. bean sprouts on aqueous solutions of iron of
different concentrations is presented and their development is monitored for two weeks.
The method of preparation of plant material for analysis by atomic absorption
spectrometer is presented. Using the above mentioned technique the concentration of
iron in the bean sprouts was determined. An increase in the concentration of iron in the
grown bean sprouts was observed, in line with the increase in the concentration of iron
in the aqueous solutions on which the plants were grown.

In this work, glucosinolates were isolated from the seeds of cultivated bean sprouts of
Lepidium sativum L. by the method of extraction with 70% methanol with desulfation
with the enzyme sulfatase and determined by UHPLC-DAD-MS / MS technique.

In a sample of bean sprouts grown on an aqueous solution of iron of 1 ppm compared to
the reference sample, a decrease in the concentration of glucotropeolin and an increase
in 4-methoxyglucobrasicin was observed. Furthermore, in bean sprouts grown on
aqueous iron solutions with concentrations of 5 ppm and 10 ppm, a decrease in
glucotropeolin as well as a decrease in the concentration of 4-methoxyglucobrasicin was
observed. In bean sprouts grown on aqueous iron solution with a concentration of 25
ppm, a decrease in the concentration of glucotropeolin compared to the reference
sample was observed, as well as an increase in the concentration of 4-
methoxyglucobrasicin.

Keywords: Iron, bean sprouts, Lepidium sativum L., atomic absorption spectroscopy,
glucosinolates, UHPLC-DAD-MS/MS



Sadrzaj

L Y ] I O PEUPR S SPPUPPPRRPR 1
1. OPCIDIO .ottt 2
1.1 BIaASSICACEAL ....evvveeeutieeesiieeestteeestteeessteeeateeeataeeaseeeeaseeaeanteaeasseaeasbeeenneeeennaeeeanneeeanes 2
1.2. Lepidium sativum L. (Kres Salata)..........ccocueieiiiiiiiieiiiiesicese e 3
1.2.1. Opcenito o klicama i NjiNOVOM UZZOJU......ceivrveriiieiiiieiiiee e 5
1.2.2. Hranjiva VITJEANOST ......cvviiiiiiiieiee ettt 6
R T €] 11114 111 ] - PR STR 8
1.3.1. Kemijska struktura i nomenklatura glukozinolata..............ccccoooevieniiiiiininnnnne, 9
1.4, MELOAE 1ZOIACTIE ...ttt 10
14,1, EKSEFTAKCIA. ...eiuvieieieie ettt 10
1.4.2. Ekstrakcija gluKOZINOIAta ..........coivviiiieiiicie e 10
1.5, KrOMALOGIATTJA .. .eevvieiieeiie ittt 11
1.5.1. Teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)..........cccccovivieininnn. 13
1.5.2. HPLC-MS . e e e e e s st a e e e e e e e e 14
1.6. ldentifikacija gluKOZINOIALA. ...........cccvveiiiie i 16
1.7, SPEKLIIOSKOPIA . .eeeieiieiiiie ettt e e e e e e e e e e nnnee e 17
1.7.1. Elektromagnetski SPEKLAr...........coiiiiiiiiieiiie e 17
1.7.2. APSOTPCIA ZIACETUJA «eeeeeiiiiiiiiiieee e e e e ettt et e e e e e s sttt e e e e e e s st b e e e e e e e s s nnnsenees 18
1.7.3. Odnos izmedu apsorbancije i koncentracije: Lambert Beerov zakon .................. 19
1.7.4. Atomska apsorpcijska SPeKtroSKPIja.........cccvveiiiueeiiiie e 20
1.7.4.1. Elektrotoplinska atomska apsorpcijska spektrometrija (ET AAS) .......cccceevee. 21
1.7.5. Instrumenti u atomskoj apsorpcijskoj spektrometriji ..........cccceovveeiiveeiineeiinnnnn, 23
1.7.6. Priprema uzorka za analizu ...........cccoooiveeiiiie e 27
1.8, ZELEZO wevvevveeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt 28
1.8.1. Zeliez0 U DIlTKAIMA «...v.vvveescceceete ettt 28
2. EKSPERIMENTALNI DIO — MATERIJALI I METODE.........cccocviiiiiiiieiiecienn, 30
2.1. Protokol uzgoja biljke Lepidium sativum L. — HidroponsKi..............cccccveevivveennen. 30
2.2. Priprema biljnog materijala za analizu ............cccccooveeiiiiiiiic e, 32
2.2.1. Ekstrakcija glukozinolata uz desulfatacCiju.............ccccvveiiieeiiiec i, 34
2.2.1.1. Priprema kolona i reakcijskih tuba ............cccccovieeiiiiciiiec e, 34
2.2.1.2. Ekstrakcija glukozinolata iz biljnog materijala.............ccocoeeeiiiiieiiiiinc . 35

2.2.1.3. UHPLC-DAD-MS/MS @naliza.........c.cccoueiiiiiiiiiiiiiiieiesc e 36



2.3. Spaljivanje uzoraka-protokol ..o 38

2.4. Analiza atomskim apsorpcijskim Spektrometrom ...........cccocveviiiiiniieiie e 40
2.4.1. Priprema standardnih otopina zeljeza atomskom apsorpcijskom spektroskopijom
.................................................................................................................................... 40
3. REZULTATI I RASPRAVA ..ottt 43
3.1. UHPLC-DAD-MS/MS @NAHZA .......oceiiiieiiiie et 44
3.1.1. Spektri masa i UV SPEKLIT .......couiiiiiiiiiiiieie e 47
3.2.Krivulja umjeravanja za odredivanje koncentracije Zeljeza atomskom
apSOrpcCijSKom SPEKIrOSKOPIJOM....c..uiiiiiiiieiie e 51
3.2.1. Koncentracije zeljeza u uzgojenim Klicama...........cccooveriiniiiieic e 53
4. ZAKLIUCAK ..ottt 56

0. LITERATURA . et 58



UvoD

Biljka Lepidium sativum L. pripada porodici kupusnjaca (Brassicaceae). Medu vaznijim
spojevima koji se nalaze u vecini biljaka ove porodice su glukozinolati. Glukozinolati
su sekundarni metaboliti koji se sintetiziraju iz aminokiselina, bioloski su stabilni i
neaktivni spojevi, a njihovom razgradnjom nastaju hlapljivi sumporovi spojevi koji
imaju niz ljekovitih djelovanja. Dokazivanje i odredivanje glukozinolata provedeno je
primjenom analiticke tehnike, tekuéinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti s

tandemskim masenim detektorom.

Klice Lepidium sativum L., poznate su po svojim svojstvima proc¢iS¢avanja i
intenzivnom, ljutom okusu. Razna istrazivanja pokazuju da se usporedbom nutritivnih
vrijednosti jednake koli¢ine sjemenki, klica i povréa odnosno zitarica dolazi do
spoznaja kako Klice imaju znatno visi udio vitamina C od sjemenki, pa ¢ak i od povréa
ili zitarica u koje bi tek trebale izrasti. Njihova je energetska vrijednost niza nego
sjemenki. Ujedno, sadrZe visi udio proteina, vitamina B skupine 1 Zeljeza od povr¢a ili

Zitarica.

Ranijim istrazivanjima je utvrdeno da Lepidium sativum L. ima moguénost
akumuliranja teSkih metala. Problemati¢nost ovog akumuliranja je u samoj toksi¢nosti
teSkih metala te radi njene konzumne vrijednosti, utjecaja na ljudski organizam.

Zeljezo, kemijske oznake Fe, spada u prijelazne metale osme skupine periodnog sustava
elemenata. Zeljezo, kada je potpuno ¢isto, srebrenkastog je sjaja i mekano. Zeljezo hrda
na vlaznom zraku i otapa se u razrijedenim kiselinama. U prirodi naj¢e$¢e dolazi kao
mineral magnetit.

Zeljezo ispunjava kljuénu ulogu u metabolizmu biljke, bitno je za proizvodnju klorofila.
Biljka ga mozZe pravilno apsorbirati samo u odredenim oblicima i pod pravim uvjetima.
Sadrzaj zeljeza u uzgojenim klicama biljke Lepidium sativum L. odreden je atomskom

apsorpcijskom spektroskopijom.



1. OPCI DIO
1.1 Brassicaceae

Porodica Brassicaceaec obuhvaca vise od 300 rodova i visSe od 3000 vrsta u svijetu.
Vecina uspijeva na podruc¢ju umjerene klime, ali ih ima i u tropskom i u suptropskom
podrucju. Najveci dio vrsta iz ove porodice su povrtne kulture, osim toga ima uljarica,
zacinskih 1 ukrasnih biljaka. Najvazniji je rod Brassica s oko 40 vrsta medu kojima je
brojno lisnato i korjenasto povrée. Za cijelu porodicu je karakteristicna ljutina koja

dolazi od glukozinolata, koji djelovanjem enzima mirozinaza daje gorko-ljuti okus.[1]

Podrijetlo:
Vecina vrsta iz roda Brassica potjeCe iz Sredozemlja, Kine i Japana. Vrste su
dvogodisnje, iznimno jednogodiSnje zeljaste biljke, vjerojatno nastale mutacijama,

prilagodbama ekoloskim uvjetima i djelovanjem ¢ovjeka.[1]

Zajednicke karakteristike:
Cvjetovi imaju:
e 4 lapa,
e 4 7ute latice,
e 6 praSnika (2 vanjska kraca i 4 unutrasnja duza),

e dvogradnu plodnicu.

Plod je komuska s unutra$njom pregradom, sjeme je sitno (220 000 - 350 000 sjemenki
u 1 kg sjemena), okruglog oblika i sivo-smede boje. U pocetku vegetativne faze formira
se rozeta krupnog debelog liS¢a prekrivenog vostanom prevlakom, a u generativnoj fazi
razgranata cvjetna stabljika, koja na vrhovima grana nosi grozdaste cvatove. Biljke iz
porodice Brassicaceae sadrze brojne nehlapljive spojeve velike raznovrsnosti. Vazni

spojevi koji se nalaze u svim biljakama ove porodice su glukozinolati.[1]



Lepidium sativum

Slika 1.1. Izgled biljke Lepidium sativum L.[2]

Lepidium sativam flower
Lepidinm sativum feaves Lepidium sativim seeds

Slika 1.2. Izgled biljke i sjemena.[3]
1.2. Lepidium sativum L. (Kres salata)

CARSTVO: Plantae

RED: Brassicales

PORODICA: Brassicaceae

ROD: Lepidium

VRSTA: Lepidium sativum L.

DIMENZIJE: 15-45 cm visine

NARODNA IMENA: sitna grbaSica, vrtna grbica, grbanj, grbac, poljska kresa...
UPOTREBA: nadzemni dio biljke, listovi, nedozreli plodovi, sjemenke




Kres salata (Lepidium sativum L.) brzo je rastu¢a jednogodisnja biljka porijeklom iz
Egipta i zapadno od Azije, a trenutno u novije vrijeme se uzgaja u cijelom svijetu.[4]
Kres salata (Lepidium sativum L.) iz obitelji kupusnjaca (Brassicaceae) Siroko se uzgaja
u Indiji, Europi i Sjedinjenim Drzavama. Koristi se kao ljekovita biljka jo$ od vedskog
doba. Njeno sjeme, ulje i prah sadrze znacajnu koli¢inu proteina, masti, minerala,

vlakana i fitokemikalija, koji su ugradeni u mnoga funkcionalna pica i hranu.[5]

Biljka je uspravna, gola, zeljasta i raste do visine od 15-45 cm (slika 1.1.). Ima male
bijele cvjetove u dugim grozdovima, a mahune su Siroke ili jajolike, zaobljene,
eliptine, isturene, na vrhu zarezane i krilate. Vrtna kre$sa moze se sijati i brati nekoliko
puta tijekom godine, iako su sijecanj, veljaca 1 studeni najprikladniji mjeseci u godini za
sjetvu u mediteranskoj klimi.[6]

Sjeme vrtne krese posjeduje antioksidativno djelovanje.[7]

o

B

Slika 1.3. Kres salata (Lepidium sativum L.).[8]

Izotiocijanati su vazni biokemijski agensi sa stajaliSta ljudskog zdravlja, a benzil-
izotiocijanat je prisutan u dovoljnoj koli¢ini u vrtnoj kresi.[9]

Sjeme se od davnina u Indiji koristi u tradicionalnoj medicini.[10] Razli¢ite bolesti
poput astme, kaslja s iskaSljavanjem, proljeva, dizenterije, gube, koznih bolesti,
dispepsije, lumbaga, leukoreje, skorbuta i slabosti sjemena lijecili su se sjemenom vrtne
kreSe. Dodaje se prehrani dojilja kako bi se povecalo lucenje mlijeka tijekom
postnatalnog razdoblja, a takoder se koristi za lije¢enje proljeva i dizenterije.[11, 12]
Ulje sjemenki vrtne kreSe ima uravnotezenu koli¢inu polinezasi¢enih masnih kiselina
(PUFA) (46,8%) 1 mononezasi¢enih masnih kiselina (MUFA) (37,6%). Sadrzi prirodne
antioksidanse poput vitamina A, E i eugenola koji pomazu u zastiti stanica od oStecenja

slobodnim radikalima.[13]



Eugenol stiti ulje od oksidacije i izazivanja uzeglosti. Prijavljeno je da sjemenke sadrze
22,5% proteina, 27,5% masti, 30% prehrambenih vlakana i 1193 mg/100 g kalija.[14]

Stoga se potencijalno moze koristiti kao funkcionalna hrana.

Slika 1.4. Sjeme kres salate [15]

1.2.1. Opéenito o klicama i njihovom uzgoju

U vrijeme klijanja, u zdravoj sjemenci aktiviraju se razli¢iti metaboli¢ki putevi. Dio
sadrzaja Secera pretvara se u vitamin C, koji sluzi kao antioksidans i §titi od Stetnih
utjecaja koji prijete u okoliSu. Takoder, zapocinje sinteza razli¢itih enzima, od kojih su
mnogi nuzni u metabolizmu kisika koji je klici vazan u svijetu nad zemljom.
Usporedbom nutritivnih vrijednosti iste koliCine sjemenki, klica 1 povréa doslo se do
zakljucka da klice imaju znatno visi udio vitamina C. Njihova je energetska vrijednost
niZa nego sjemenki. Ujedno, sadrZe visi udio proteina, vitamina B skupine i Zeljeza od
povrca.

Postoje povijesni zapisi o koriStenju klica u zdravstvene svrhe upravo zbog visoke
koncentracije vitamina C.[16]

Za klijanje treba osigurati odredene uvjete — prikladnu temperaturu i odgovarajucu
razinu vlage. Temperatura bi trebala biti izmedu 19 125 °C. Uobicajeno namakanje nije
potrebno, sjeme je dovoljno navlaZiti 1 ujednaceno rasprostrijeti po Zeljenoj povrSini
podalje od izravne svjetlosti do pojave prvih listi¢a. Klice su spremne za 5 do 6 dana te

se mogu drzati u hladnjaku iduéih tjedan dana do konzumacije.[16]



Budu¢i da su klice ugrozene od opasnosti iz okoliSa, u trenutku klijanja sintetiziraju
kemijske spojeve koji im sluze u svrhu obrane, te se stoga nazivaju tvornicama

fitokemikalija.

1.2.2. Hranjiva vrijednost

Bogati kemijski sastav i visoka hranjiva vrijednost su odlucuju¢i ¢imbenici odgovorni
za zdravstvene prednosti kres salate. U 100 grama salate nalazi se najvise kalija (550
mg), zatim slijedi kalcij (250 mg), magnezij (40 mg), fosfor (38 mg) i Zeljezo (2,9 mg).
Uz navedene minerale, u kres salati se mogu naci i razni vitamini kao §to su: vitamin B,

vitamin B2, vitamin B3 i vitamin C.[17]



Tablica 1.1. Nutritivni sastav klica Lepidium sativum L. u 100 g [17]

ENERGETSKA VRIJEDNOST 134 kJ (32 kcal)
Ugljikohidrati 5,59
Seéeri 4,4 g
Proteini 2,69
Vlakna 1,19
Beta karoten 4150 ug
Leutin i zeakasantin 12500 pg
Vitamin A 346 ng
Vitamin B1 0,08 mg
Vitamin B2 0,26 mg
Vitamin B3 1mg
Vitamin B5 0,247 mg
Folna kiselina 80 ug
Vitamin B6 0,247 mg
Vitamin C 67 mg
Vitamin E 0,7 mg
Vitamin K 5419 ng
Kalij 606 mg
Kalcij 81 mg
Fosfor 76 mg
Magnezij 38 mg
Zeljezo 1,3 mg
Mangan 0,553 mg

U ovom radu Klice biljke Lepidum sativum L. uzgajane su na vodenim otopinama
razli¢itih koncentracija Zeljeza (1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm i 50 ppm), te je
promatran rast klica, odredivana koncentracija zeljeza u biljnom materijalu 1 ispitan

profil glukozinolata.




1.3. Glukozinolati

Glukozinolati su sekundarni metaboliti biljaka koji sadrze sumpor i dusik uobicajeni u
Brassicaceae i srodnim biljnim obiteljima. Strukturu glukozinolata predlozili su
Ettlinger i Lundeen godine 1956. U biljkama su to stabilni spojevi sve dok ne dodu u
kontakt s endogenom p-tioglukozidazom (EC 3.2.3.1) naziva mirozinaza. Kada dode
do poremecaja tkiva, glukozinolati se oslobadaju i na mjestu oSteCenja postaju
hidrolizirani mirozinazom. Kemijska priroda produkata hidrolize ovisi o strukturi

bocnog lanca glukozinolata, biljnim vrstama i uvjetima djelovanja.[18]

Biosinteza glukozinolata sastoji se od tri faze:
1. Produzenje lanca aminokiselina, pri ¢emu su dodatne metilenske skupine
uvucene u boc¢ni lanac
2. Pretvaranje aminokiselinskog dijela u strukturu jezgre glukozinolata

3. Naknadne izmjene bo¢nog lanca

Biodostupnost glukozinolata:

Razumijevanje i poznavanje biodostupnosti, transporta i metabolizma glukozinolata
nakon konzumiranja povrca iz porodice Brassicaceae neophodno je za razumijevanje
mehanizma njihovog zaStitnog, antioksidacijskog djelovanja. Da bi imale odredenu
aktivnost mnoge tvari moraju biti apsorbirane u ljudskom tijelu i moraju do¢i do
ciljanog tkiva u odredenoj dozi i u aktivnhom obliku, odnosno moraju biti biodostupne u
tijelu. "Biodostupnost nutrijenta” se definira kao dio probavljenog nutrijenta koji
udovoljava funkcionalnim zahtjevima u odredenom tkivu. Brojni vanjski i unutarnji
parametri utjecu na oslobadanje iz matice hrane, apsorpciju, distribuciju, metabolizam i
izlu¢ivanje bioaktivnih tvari kao $to su glukozinolati i njihovi razgradni produkti.[19]
Prvi vazan korak u biodostupnosti je oslobadanje aktivnog sastojka i otapanje u
kompleksnoj matici hrane i probavnim sokovima. Kao §to je ve¢ istaknuto za bioloski
utjecaj vazniji su produkti hidrolize nego sami glukozinolati.[19]

Kada je mirozinaza prisutna u hrani, glukozinolati se vrlo brzo hidroliziraju u tankom
crijevu covjeka. Ako se mirozinaza deaktivira, npr. kuhanjem povréa prije same
konzumacije, moze se oc¢ekivati da ¢e ionizirani glukozinolati do¢i do debelog crijeva
gdje se mogu metabolizirati uz pomo¢ bakterijskih enzima. Djelovanjem mirozinaze se

oslobada glukoza i drugi razgradni produkti, ukljucujuéi i tiocijanate. Glukozinolati se



razgraduju pomoc¢u mirozinaze iz povréa u tankom crijevu ili djelovanjem bakterijske
mirozinaze u debelom crijevu. Metaboliti nastali razgradnjom se mogu dokazati u urinu

2-3 sata nakon konzumacije povréa iz porodice Brassicaceae.[20]

1.3.1. Kemijska struktura i nomenklatura glukozinolata

Glukozinolati su grupa organskih aniona koji se iz biljaka izoliraju kao kalijeve i
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natrijeve soli.[21]

Slika 1.5. Op¢a struktura glukozinolata

Po kemijskoj strukturi glukozinolati su p-tioglukozid-N-hidroksisulfati kod kojih je
glukoza i sulfatna skupina vezana na aglukon koji se sintetizira iz aminokiselina i
njihovih analoga. Boc¢ni lanac kod glukozinolata je promjenjiv, odreden je
aminokiselinom, a po njemu se glukozinolati medusobno razlikuju.

Opca struktura glukozinolata je prikazana na slici 1.5. Obzirom na boc¢ni lanac,
glukozinolati se mogu podijeliti na alifatske, arilalifatske i1 heterociklicke (indolne)
glukozinolate. Ako aglukonski lanac potjeCe od aminokiseline alanin, leucin, vanilin,
izoleucin ili metionin tada se radi o alifatskim glukozinolatima. Kod aromatskih
(arilalifatskih) glukozinolata, aglukonski prekursori su aminokiseline fenilalanin ili
tirozin, dok je kod indoInih aminokiselina triptofan. Najbrojniji glukozinolati su oni koji
sadrze nerazgranate ili razgranate alifatske bo¢ne lance. Mnogi od njih u bo¢nom lancu
sadrze dvostruke veze (olefini), hidroksilne ili karbonilne skupine te kovalentno vezani
sumpor. Najveca pojedina¢na grupa (jedna tre¢ina svih glukozinolata) u bo¢nom lancu
sadrzi atom sumpora razliCitih oksidacijskih stanja, kao npr. metilsulfanilalkil,
metilsulfinilalkil ili metilsulfonilalkil. Osim podjele s obzirom na aminokiselinu koja je
vezana na boc¢ni lanac, glukozinolati se mogu razlikovati i prema supstituentima na

glukonskom dijelu npr. cimetni, benzolni.[21]
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Slika 1.6. Primjeri struktura glukozinolata (x = glukozinolatni dio)

1.4. Metode izolacije

Metode izolacije odabiru se tako da se osigura izolacija odredenog spoja ili spojeva s
minimalnim gubitcima 1 bez nastanka artefakata. Razli¢ite metode izolacije se
upotrebljavaju kako bi se upoznala kemijska priroda spojeva koji su u biljkama.
Najcesce koriStene metode izolacije su destilacija i ekstrakcija. Ipak, bitno je naglasiti
da se danas upotrebljavaju i modernije metode kao Sto su mikrovalna i ultrazvuc¢na

ekstrakcija.[22]

1.4.1. Ekstrakcija

Ekstrakcija je analiticka metoda razdjeljivanja komponenti uzorka (vodena otopina,
suspenzija, emulzija, ili smjesa krutna) uz pomo¢ otapala razli¢ite polarnosti. Najcesce
koriStena otapala su voda, dietil-eter, diklormetan, pentan. Ekstrakcija se primjenjuje za
izdvajanje Zzeljenih komponenti bez koriStenja visokih temperatura zbog prisutnosti
termolabilnih tvari, za biljni materijal koji sadrzi male koli¢ine hlapljivih sastojaka, za
sastojke dobro topive u vodu, kao i za cvjetove koji sadrze vrlo fine mirisne
komponente.[22, 23]

Uz klasicne metode ekstrakcije, danas su sve viSe u upotrebi i moderne metode poput
ultrazvuéne 1 mikrovalne ekstrakcije te ekstrakcije superkritiénim 1 subkritiénim

otapalima.[22]

1.4.2. Ekstrakcija glukozinolata
Danas je poznata i metoda ekstrakcije glukozinolata iz biljnog materijala, koja ukljucuje
ekstrakciju 70%-tnim metanolom, enzimsku desulfatizaciju i HPLC analizu dobivenih

desulfoglukozinolata. Desulfataciju kataliziraju enzimi sulfataze koji spadaju u
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porodicu esteraza, na na¢in da odcjepljuju sulfatni ion iz molekule glukozinolata $to

dovodi do nastanka desulfoglukozinolata.[24, 25]
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Slika 1.7. Shema desulfatacije glukozinolata [26]

1.5. Kromatografija

Kromatografija je analiticka tehnika odjeljivanja komponenata smjese na temelju
razli¢ite raspodjele komponenata izmedu dviju faza, nepokretne (stacionarne) i pokretne
(mobilne).

Najraniju povijest kromatografije zaduzio je ruski botaniCar 1 biokemicar Mihail
Semjonovi¢ Cvet, koji je 1906. godine objavio rad u kojemu je opisao prvi
kromatografski eksperiment. U prvom kromatografskom eksperimentu Cvet je
razdvojio razliCito obojene pigmente iz biljnih ekstrakata. Koristio se staklenom
kolonom, napunjenom Kalcijevim karbonatom koji je ¢inio nepokretnu (stacionarnu)
fazu, a za pokretnu (mobilnu) fazu koristio se eterom.[27]

Cvet je tehniku, Ciji je razvoj zapocCeo, nazvao kromatografijom, a od grckih rijeci
chroma (boja) i graphein (pisati) sastavio je vrlo opisan naziv — ,,ispis bojama*, $to je

njegov prvi eksperiment uistinu i bio.[27]

Postoji viSe podjela kromatografskih tehnika. Jedna od osnovnih podjela jest s obzirom
na nacin ostvarivanja kontakta izmedu stacionarne i mobilne faze, prema kojemu se
razlikuju kolonska i plosna kromatografija.[27]

e U kolonskoj kromatografiji nepokretna se faza nalazi u uskoj cjevcici (koloni)
kroz koju prolazi pokretna faza djelovanjem gravitacije ili pod utjecajem
primijenjenog tlaka.

e Pri plosnoj kromatografiji nepokretna je faza kromatografski papir ili sloj

sorbensa nanesen na ¢vrsti nosac (staklenu, metalnu ili plasti¢nu plocicu).
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Cesta je i podjela s obzirom na agregacijsko stanje pokretne faze. Kod plinske

kromatografije pokretna faza je inertni plin, a kod tekucinske kromatografije pokretna je

faza teku¢ina male viskoznosti. Razlikuje se jos i fluidna kromatografija pri

superkritiénim uvjetima kod koje je pokretna faza gusti plin (fluid) iznad svoje kriti¢ne

temperature i tlaka.[27]

S obzirom na prirodu ravnoteze izmedu mobilne i stacionarne faze, kromatografske se

tehnike mogu podijeliti na: razdjelnu kromatografiju, adsorpcijsku kromatografiju,

afinitetnu kromatografiju, kromatografiju isklju¢enjem 1 kromatografiju ionskom

izmjenom.[27]

Pri razdjelnoj kromatografiji, ravnoteza se uspostavlja izmedu dviju tekuéina,
Sto znaci da je 1 nepokretna faza tekucina vezana na inertni ¢vrsti nosac. S druge
strane, pokretna faza moZe biti 1 plin pa se ravnoteZa uspostavlja izmedu plina i
tekucine. Postoje dva tipa razdjelne kromatografije: kromatografija normalnih
faza 1 kromatografija obratnih faza. Pri kromatografiji normalnih faza
nepokretna je faza polarnija od pokretne faze te sluzi za zadrzavanje polarnih
komponenata uzorka, dok se nepolarne komponente eluiraju s kolone. Kod
kromatografije obratnih faza pokretna je faza polarnija od nepokretne faze, zbog
¢ega se nepolarne komponente duze zadrzavaju, dok se polarne brzo eluiraju s
kolone.

Pri adsorpcijskoj kromatografiji ravnoteza se uspostavlja izmedu tekuéine ili
plina u pokretnoj fazi i povrSine ¢vrste nepokretne faze, pri ¢emu se ispitivane
molekule izravno vezu za povrSinu adsorbensa.

Kod afinitetne kromatografije na povrSini Cvrste faze nalaze se razliCite
funkcijske skupine s definiranim prostornim rasporedom. Do vezanja dolazi
zbog specificnih interakcija molekula s kemijski vezanim ligandom na povrsini
nepokretne faze.

Pri kromatografiji iskljuenjem nepokretna je faza materijal s porama
definiranih dimenzija 1 slabo izraZzenih adsorpcijskih svojstava, a naziva se
molekulskim sitom. Odjeljivanje molekula temelji se na razlikama u
molekulskim masama i volumenu.

Kod kromatografije ionskom izmjenom na nepokretnoj fazi kovalentno su

vezane elektricno nabijene funkcijske skupine. Suprotno nabijene Cestice iz
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uzorka vezuju se za funkcijske skupine elektrostatskim silama. Pokretna je faza

u ovom slucaju tekucina.[27]

1.5.1. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Kod tekué¢inske kromatografije visoke djelotvornosti, tekuci se uzorak injektira u tekuéu
pokretnu fazu. Pokretna faza nosi uzorak kroz kromatografsku kolonu te se komponente
uzorka medusobno odjeljuju na temelju njihove moguénosti raspodjele izmedu pokretne
I nepokretne faze. Vrijeme zadrzavanja komponenti odredeno je na osnovi njihove
interakcije s pokretnom i nepokretnom fazom. Prema mehanizmu odjeljivanja razlikuju
se adsorpcijska, razdjelna, ionsko-izmjenjivacka, afinitetna kromatografija i
kromatografija iskljucenjem.[27]

Instrumentacija se sastoji od Cetiri osnovna dijela: sustava za opskrbu pokretnom fazom,

dijela za injektiranje uzorka, kolone i detektora (slika 1.8.).

ventil zaltina kolona otpad

mijesanje
otapala

crpka
kolona otpad

detektor

Shematski prikaz teku-
¢inske kromatografije
visoke djelotvornosti

otapala - mobilna faza

Slika 1.8. Shematski prikaz HPLC uredaja [27]
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1.5.2. HPLC-MS

Kombinacija kromatografije sa spektrometrijom je prvi put prijavljena 1967. godine, a
prvi LC-MS sustav uveden je 1980-ih. LC-MS je analiticka kemijska tehnika koja
kombinira moguénosti razdjeljivanja koriStenjem tekuéinske kromatografije s
kvalitativnom i kvantitativnom analizom masenom spektrometrijom. LC-MS sadrzi
sklop tekuéinske kromatografije, jedinicu za generiranje iona / izvor ionizacije,
analizator mase i uredaj za prikupljanje podataka.

Komponente uzorka su razdvojene na koloni tekuéinske kromatografije te su rasprsene
u izvor iona pri atmosferskom tlaku, gdje se prevode u ione u plinskoj fazi. Analizator
mase se potom koristi za odabir u skladu s omjerom mase i naboja iona. Detektor broji
ione koji izlaze iz masenog analizatora, a takoder moze pojacati signal. Maseni spektar
(prikaz ionskog signala u funkciji omjera mase i naboja), koristi se za odredivanje
elementarne prirode uzorka, mase Cestica i molekula te za razjaSnjenje kemijske

strukture molekula.[28, 29]

Slika 1.9. UHPLC-DAD-MS/MS uredaj

Kvadropolni analizator mase:

Kvadropol (slika 1.10.) i trostruki kvadropoli su najcesc¢e koriSteni maseni analizatori
jer su jednostavni za rad i pokrivaju siroki raspon masa (10 do 4000 A.M.U./ jedinica
atomske mase). Kvadropol daje dobru linearnost za kvantitativni rad i dobru razlu¢ivost
(do 4000), kvalitetu spektra mase, brzinu skeniranja (5000 A.M.U u sekundi) i to¢nost
mase (0,1 do 0,2 A.M.U.)
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Princip rada ukljucuje koristenje elektri¢nih polja za odvajanje iona na temelju omjera
mase i naboja kada oni prolaze duz sredi$nje osi Cetiri paralelne jednako udaljene Sipke.
loni su odvojeni u kvadropolu na temelju stabilnosti njihovih putanja u oscilirajuéem
elektricnom polju koje se primjenjuju na Sipke. Kvadropol se sastoji od dva para
metalnih Sipki. Svaki suprotni par Sipki elektri¢no je spojen, a izmedu se primjenjuje
radiofrekvencijski (RF) napon. Istosmjerni napon je zatim superponiran na RF napon.
Ioni putuju niz kvadropol izmedu Sipki. Samo ioni odredenog omjera mase i naboja
(m/z) do¢i ¢e do detektora za zadani omjer napona. Ostali ioni imaju nestabilne putanje i
stoga se sudaraju sa Sipkama. To omogucuje odabir iona s odredenim m/z i omogucuje

operateru skeniranje raspona od m/z-vrijednosti stalnim mijenjanjem primijenjenog

napona.[30]
mmmmsm  Detektor
Rezonantniion );
& | Ne-rezonantni ion
I \ O \
\ galo o -\
/ ) e > }
koIIoZne //@l/ ‘“ Promjenjivi

napon
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Slika 1.10. Shema kvadropolnog spektrometra masa [31]
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1.6. Identifikacija glukozinolata

Nakon razdvajanja u HPLC-u glukozinolati se mogu identificirati usporedivanjem
vremena zadrzavanja spoja i UV spektra s poznatim standardima glukozinolata. Na slici
1.11. prikazan je UV apsorpcijski spektar (200-350 nm) Sest komercijalno dostupnih
desulfoglukozinolata, koji su predstavnici najées¢ih strukturnih klasa tih spojeva. Dano

je najcesce ime, strukturno ime (u zagradama) i ime strukturne klase.[32]

) A. B
: C D.
200N “ E. F

Slika 1.11. UV spektar najcescih klasa glukozinolata [32]
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A) Sinigrin (prop-2-enil glukozinolat), alkan

B) Glukoerucin (4- metilsulfanilbutil), sulfanilalkil
C) Glukorafanin (4—metilsulfinilbutil), sulfinilalkil
D) Glukobrasicin (indol-3—ilmetil), indol

E) Glukonasturcin (2—feniletil), arilalifatski

F) Sinalbin (4-hidroksibenzil), arilalifatski.

1.7. Spektroskopija

Spektroskopske analiticke tehnike temelje se na mjerenju koli¢ine zraCenja koje
emitiraju ili apsorbiraju molekulske ili atomske vrste od interesa. Primjer emisijske
tehnike je plamena emisijska spektrometrija (PES). Primjeri apsorpcijskih tehnika su
atomska apsorpcijska spektrometrija (AAS) i atomska fluorescentna spektrometrija
(AFS).

1.7.1. Elektromagnetski spektar

U atomu postoje unutarnji i vanjski elektroni. Prijelaz unutarnjih elektrona u vise
energijsko stanje mogu izazvati zraCenja visokih energija (x-zraenja) dok prijelaz
vanjskih elektrona u viSe energijsko stanje izaziva zraCenje ultraljubicastog i1 vidljivog
dijela spektra. Apsorpcijom u ultraljubi¢astom i vidljivom dijelu spektra (190-860 nm),
dolazi do prijelaza valentnih elektrona iz osnovnog u pobudeno stanje. Prilikom
prolaska svijetlosti kroz uzorak, atomi u uzorku apsorbiraju dio ulaznih fotona te se broj
fotona Kkoji se propusStaju 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.[33]
AE =hXv (1.1.)

h = Planckova konstanta (h = 6,63 x 10°** Js).
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1.7.2. Apsorpcija zraenja

Proces u kojem neka kemijska vrsta, prisutna u propusnoj sredini, selektivno prigusuje
frekvencije elektromagnetskog zraenja naziva se apsorpcija. Osnovnim stanjem naziva
se najnize energijsko stanje atoma ili molekule. Apsorpcija fotona moze nastati samo
ako je energija fotona jednaka energetskoj razlici izmedu osnovnog i nekog od visih
energijskih stanja Cestice. Pritom energija fotona prelazi u atom, ion ili molekulu
prevodeci je u viSe energijsko, pobudeno stanje. Pobudivanje vrste M u ekscitiranu

vrstu M* moze se opisati jednadzbom:

M + hv — M* (1.2)

Nakon kratkog vremena (10° — 10® s) pobudena se Gestica vraca u niZe energijsko
stanje. U tom procesu pobudena vrsta otpusta suviSak energije u obliku topline,
relaksira se. Taj proces uzrokuje zanemarivo malo poviSenje temperature u okolini, a

opisuje se jednadzbom:

M* — M + toplina (1.3)

Cestice u pobudenom stanju vrlo se brzo vraéaju u osnovno stanje, koncentracija
pobudenih Cestica u bilo kojem trenutku moze se smatrati zanemarivom. Takoder,
koli¢ina toplinske energije otpustene tijekom relaksacije je vrlo mala pa se ne moze ni
detektirati.[34]

Atomske apsorpcijske spektre karakteriziraju uski linijski spektri koji su posljedica
razlike izmedu osnovnog energijskog stanja i pobudenog energijskog stanja atoma, te su

specificni za odredene atome.
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Slika 1.12. a) Linijski apsorpcijski spektar; b) Elektroni apsorbiraju EM zracenje
(fotone)[35]

1.7.3. Odnos izmedu apsorbancije i koncentracije: Lambert Beerov zakon

Odnos izmedu apsorbancije i koncentracije je linearno proporcionalan. U ovom slucaju
analit je apsorbirajuca vrsta. Prema Beerovom zakonu signal je stoga apsorbancija (A) i

proporcionalna je koncentraciji apsorbirajuce vrste.[36]

Beerov zakon prikazuje kvantitativno kako koli¢ina prigusenja zraenja ovisi o
koncentraciji apsorbiraju¢ih molekula 1 duljini puta kroz koji se apsorpcija dogada.
Prema Beerovom zakonu, apsorbancija je izravno proporcionalna koncentraciji

apsorbirajuce vrste (C) i duljini puta (b) apsorbiraju¢eg medija.
A=axbxc (1.4.)
A = apsorbancija
a = apsorptivnost
b = duljina puta zracenja kroz uzorak
¢ = koncentracija

Veli¢ina ,,a“ je konstanta za odredeni element i odabranu valnu duljinu, a ,,b* je

konstanta odredena instrumentom.[36]
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Apsorbancija je veli¢ina bez dimenzije, a jedinice za apsorpcijski koeficijent odreduju
se uz pretpostavku da je lijeva strana jednadzbe bezdimenzijska. Ako je koncentracija
izrazena u mol/L, a duljina puta zracenja u cm, konstanta proporcionalnosti je izrazena

u L/cmmol te se naziva molarna apsorptivnost, e. Tada vrijedi:
A=¢eXbXc (1.5.)

Molarna apsorptivnost, ¢, iskazuje broj litara u kojima treba otopiti jedan mol neke tvari
da bi apsorbancija bila 1 uz duljinu optickog puta od 1 cm.[36]

1.7.4. Atomska apsorpcijska spektroskpija

Suvremena atomska apsorpcijska spektroskopija uvedena je 1955. godine kao rezultat
neovisnog rada A. Walsha 1 C. T. J. Alkemadea. Temelji se na ultraljubi¢astom 1

vidljivom zradenju, te se primjenjuje za kvantitativnu analizu.[36]

Atomska apsorpcijska spektroskopija (AAS) je analiticka tehnika temeljena na
sposobnosti atoma da apsorbiraju elektromagnetsko zracenje (svijetlost). Svijetlost je
dualne prirode odnosno opisuje se valnim svojstvima (gibanje kroz prostor) i ¢esticnim
svojstvima (prijenos energije). Atomska apsorpcijska spektroskopija je zbog
osjetljivosti u podru¢ju ppm (dijelova na milijun) i ppb (dijelova na milijardu) Siroko
primjenjiva tehnika za kvalitativno i1 kvantitativno odredivanje priblizno 70 elemenata u
tragovima koji se mogu naci U razli¢itim tvarima kao $to su hrana, voda te bioloski
uzorci. Prvi korak svih atomskih spektroskopskih tehnika je atomizacija, proces pri
kojemu se uzorak isparava i razgraduje uz nastajanje atomske pare. UcinkovitoScu i

reproducibilnos¢u koraka atomizacije bitno je odredena osjetljivost, preciznost i to¢nost

metode.[36]

Atomske spektroskopske tehnike mogu biti kategorizirane prema na¢inu atomiziranja
analita. Postoji vie vrsta atomizacije, a odabir ovisi o potrebama analize i vrsti analita u
uzorku.[36]

e plamenom;

o elektrotoplinski;

e tehnikom hladnih para;

e induktivno spregnutom plazmom.
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Obzirom na odabrani postupak atomizacije kod atomske apsorpcijske spektrometrije
razlikuju se Cetiri AAS tehnike:

e Plamena AAS (P AAS);

o Elektrotoplinska (ET AAS);

e Hladne pare (Cold Vapour, CV AAS);
e Hidridna AAS (H AAS).

1.7.4.1. Elektrotoplinska atomska apsorpcijska spektrometrija (ET AAS)

U ovom radu koriStena je elektrotoplinska atomizacija. Elektrotoplinski atomizator
koristi grafitnu kivetu u kojoj se nalazi podlozak na koji se nanosi uzorak. Grafitna
kiveta otvorena je na oba kraja, a u njenom srediStu nalazi se Supljina koja sluzi za
unoSenje uzorka uz pomo¢ mikropipete. Kiveta se postavlja na cilindrine grafitne
kontakte unutar metalnog kucista. Metalno kucéiSte se hladi vodom §to mu omogucava
brzo hladenje sa 2200 °C na 20 °C u vremenskom periodu od 20 sekundi. Kiveta je
gradena od elektrografita visoke gustoce te je prekrivena dodatnim slojem pirolitickog
grafita. Takve kivete imaju vijek trajanja i do nekoliko stotina mjerenja, ovisno o
vremenu atomizacije, temperaturi, protoku plina kao i o tipu uzorka.

Unutar grafitne kivete, ispod otvora za unoSenje uzorka, nalazi se L'vovljev podlozak
koji onemogucava da se uzorak atomizira odmah pri povisenju temperature. Upravo taj
podlozak smanjuje interferencije i omogucava ponovljivost mjerenja.

Ova tehnika ima dva do tri puta vecu osjetljivost od plamene te se stoga smatra

pogodnom za odredivanje elemenata u tragovima i kompleksnim maticama.[36]

U elektrotoplinskom atomizatoru nekoliko mikrolitara (20 uL) uzorka prolazi slijede¢im

programom:

1. Susenje na temperaturama do 120°C. Navedeni volumen zahtijeva vrijeme od 30 —

40 s. Pri tome je odredeni i stalni protok plina nosioca (Ar).

2. Spaljivanje (piroliza) se vr$i na temperaturama od 200 °C do 700 °C. Protok plina

zadan je programom.

3. Atomizacija za koju se temperatura postize trenutno. Struja naglo jaca do nekoliko

stotina ampera §to uzrokuje postizanje temperature od 2000 °C ili 3000 °C. Atomizacija
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se dogodi u vremenu od nekoliko milisekundi. Visoka osjetljivost elektrotoplinske
metode je svojstvo atomizacije i zadrzavanja analita u podrucju mjerenja. Brzina
stvaranja slobodnih atoma mora biti jednaka ili visa od brzine nestanka iz optickog puta.
Upravo zbog zadrzavanja atomiziranog uzorka u podrucju optickog puta nuzno je

zaustaviti protok plina nosioca.

4. Ci¥¢enje se vrii podizanjem temperature do maksimalne uz protok plina nosioca koji

ujedno 1 8titi grafitnu kivetu.

5. Hladenje se provodi protokom plina i rashladne vode. Temperatura u roku od 20
sekundi pada s 2400 °C na 20 °C.[36]

Prilikom koriStenja grafitne pec¢i potrebna je inertna atmosfera. Inertni plinovi prolaze
oko grafitne kivete, Sto predstavlja vanjski protok, kao 1 kroz nju, Sto predstavlja
unutarnji protok.[37]

Vanjski protok inertnog plina (argon) §titi Kivetu od vanjskih utjecaja (kisika), dok se
unutarnji protok inertnog plina koristi da bi se uklonili svi mogu¢i meduprodukti

prilikom razgradnje uzorka.

Plin Uzorak Pokretni
/ : 7 Voda

N\ / P%u ProzZoric
. *
N 3 Svjetlost

v
! Ulaz uzorka i‘
Y. jj.fizufexi}e

% Q"mﬁ!m krveta T—j’}

H -

|
+ k'rf:;b‘te Kontakti spojeni
21) b) Izlaz vode A na izvor el. struje

Slika 1.13. a) Grafitna kiveta; b) Prikaz grafitne kivete u peéi [38]
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1.7.5. Instrumenti u atomskoj apsorpcijskoj spektrometriji

Neovisno o nacinu atomizacije, preostali dijelovi instrumentacije su za atomske tehnike

slicni. Postoji pet osnovnih dijelova spektroskopskih uredaja:
stabilni izvor zracenja;
selektor valnih duljina koji omogucuje izdvajanje odredenog valnog podrucja;

1
2
3. atomizator;
4. detektor zraCenja ili pretvornik energije zracenja u mjerljiv signal;
5

. procesor signala i uredaj za njegovo ocitavanje.

Izvor elektromagnetskog zracenja:

A.C.Walsh, australski znanstvenik, predlozio je upotrebu Zarulje sa Supljom katodom
kao izvor zra¢enja. Zarulja sa Supljom katodom sastoji se od staklenog omotaca duljine
15 cm i promjera 5 cm, ispunjenog inertnim plinom pod niskim tlakom, 100-600 Pa,
(npr: neon ili argon) u kojem se nalazi anoda od volframa i katoda izradena od elementa
(metala) koji se odreduje. Katoda je u obliku valjka i visine 1 cm dok je anoda u obliku
Sipke. Prozor zarulje kroz Kkoji prolazi svjetlost napravljen je od kvarca. Primjenom
razlike potencijala izmedu anode i katode (300-400V), dolazi do ionizacije plemenitog
plina i migracije elektrona i iona prema elektrodama. Dakle, elektroni sa katode krecu
se prema pozitivnoj anodi. Na svom putu sudaraju se sa atomima inertnog plina i
ioniziraju ih. Nastale ione privla¢i katoda. Putujuéi prema katodi, ioni inertnog plina
dobivaju veliku kineticku energiju koja je dovoljno velika da sa povrSine katode izbije
ve¢i broj atoma. Jedan dio ovih atoma se ekscitira te povratkom u osnovno stanje
emitira karakteristiCan linijski spektar. Nakon povratka u osnovno stanje ti atomi se

vracaju na katodu ili se taloze na staklenoj stijenci.[39]
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Slika 1.14. a) Zarulja sa Supljom katodom; b) Sustav sa vie Zarulja u jednom uredaju;

¢) Princip rada i emitiranja zarulje sa Supljom katodom [40]

Za metale koji se ne mogu kovati, Zarulja sa Supljom katodom ne predstavlja dobar
izvor zraCenja. Kod ovakvih metala potrebno je koristiti bezelektrodnu Zzarulju uz
izbijanje (engl. Electrodeless Discharge Lamp, EDL).

Zarulja se sastoji od zataljene kvarcne cijevi koja sadrzi inertan plin (Ar), pri tlaku od
nekoliko stotina Pa, te malu koli¢inu metala koji se analizira ili njegove soli. Zarulja ne
sadrzi elektrode ve¢ umjesto toga koristi energiju jakog polja radiofrekvencijskog ili
mikrovalnog =zrafenja. Argon se u tom polju ionizira, ioni se ubrzavaju
visokofrekvencijskom komponentom polja dok ne postignu dovoljnu energiju za

pobudivanje atoma metala (kolizijom), ¢iji nam je spektar potreban.[40]
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Slika 1.15. Bezelektrodna zarulja [40]

Opticki sustav:

Svrha optickog sustava je fokusiranje i filtriranje zracenja prije i poslije prolaska kroz
uzorak. Najvaznija komponenta je monokromator.

Dva najceS¢a tipa disperznih sustava u monokromatorima Su prizma i difrakcijska
reSetka. Prizma od kvarca vrijedi za podrucje valnih duljina ve¢ih od 170 nm. Prizma od
borosilikatnog stakla ne propusta UV zracenje i Koristi se za valne duljine ve¢e od 340
nm. Reflekcijska reSetka sastoji se od velikog broja paralelnih, blizu smjestenih ureza
na tvrdoj ulastenoj podlozi. Rezolucija ovisi o broju ureza (2000-3000 1/mm).

Rasprsenje je konstantno kroz sve valne duljine.[41]
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Slika 1.16. Shematski prikaz monokromatora [41]
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Za mijerenje apsorpcije sluze detektori. U njima se svjetlosna energija pretvara u
elektri¢ni signal koji se pojaCava i registrira. Izbor detektora ovisi o0 osjetljivosti i
granicama detekcije ispitivanog elementa. Danas najces¢e koristeni detektor je
fotomultiplikator koji je u osnovi elektronska cijev. Njegova glavna svrha je
pojacavanje i pretvaranje elektromagnetskog zracenja u elektri¢ni signal. Sastoji se od
fotoosjetljive katode koja pri izlozenosti svjetlosnom tj. elektromagnetskom zracenju,
emitira snop elektrona proporcionalan jacini zrac¢enja koje pada na fotoosjetljivu katodu.
Elektroni se ubrzavaju 1 njihov se broj povecava preko niza dinoda te se struja mjeri na
kolektorskoj anodi. Struja je 1 dalje proporcionalna intenzitetu zracenja, ali pojaana do
milijun puta.

Povrsina katode premazana je slojem fotoosjetljiva materijala kao Sto su alkalijski
metali ili metalni oksidi koji ozrac¢ivanjem emitiraju elektrone. Emitirani elektroni
ubrzavaju se prema dinodi €iji je potencijal za 90 V pozitivniji od onoga katode.
Udarom na povrsSinu dinode svaki ubrzani fotoelektron proizvodi nekoliko dodatnih
elektrona koji se akceleriraju prema drugoj dinodi, a koja je za 90 V pozitivnija od prve.
Tu se opet elektroni umnoZzavaju.

Nakon zavrSenog procesa koji se ponavlja u svakoj od preostalih dinoda, svaki je
elektron proizveo 10°-107 elektrona, koji se trajno skupljaju na anodi. Nastala se struja

dalje elektronski pojacava i mjeri.[41]

FFotoelektron Sabirmicka elektroda  Posljednja dinoda
(" o Vakuum }—
o Sekundarm elektron

Ulazno EM | | | - :
Zradenye ,OOOOO‘O%\ ﬂ{\/{\‘ -
1 CRTLEIC ") e >
AV AN AN |

. - : J

Dinode Anoda

Fotoosjetljiva
katoda

Slika 1.17. Shematski prikaz fotomultiplikatora [42]
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1.7.6. Priprema uzorka za analizu

Za odredivanje koncentracije analita u uzorku, potrebno je signal uzorka nepoznate
koncentracije usporediti sa signalom to¢no poznate koncentracije (standardna otopina).
Taj postupak naziva se umjeravanje i moguce ga je izvesti na tri moguca nacina:

e Metodom vanjskog standarda

e Metodom dodatka standarda

e Metodom unutarnjeg standarda.
Najces¢a je metoda umjeravanja vanjskim standardom. Za provedbu umjeravanja
metodom vanjskog standarda, potrebno je pripremiti standardne otopine razli€itih, to¢no
poznatih koncentracija i za njih izmjeriti apsorbanciju. Zatim se graficki interpretira
ovisnost apsorbancije o koncentraciji 1 izracuna jednadzba pravca koji najbolje opisuje
eksperimentalne tocke. Dobiveni graficki prikaz naziva se krivulja umjeravanja. Unutar
krivulje umjeravanja odabire se podrucje linearne ovisnosti (pravac). Nakon izrade
krivulje umjeravanja, izmjeri se apsorbancija za uzorak nepoznate koncentracije te se na

temelju krivulje umjeravanja (jednadzbe pravca) izra¢una koncentracija.[43]

Sy=ax+c

Apsorbancija
]
Apsorbanecija

Koneentracija Km{ummcijn
a) b)

Slika 1.18. a) Krivulja umjeravanja; b) Odredivanje nepoznate koncentracije analita

[43]
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1.8. Zeljezo

Zeljezo je kemijski element atomskog (rednog) broja 26 i atomske mase 55,845. U
periodnom sustavu elemenata predstavlja ga simbol Fe te pripada kemijskoj skupini
prijelaznih metala.

Simbol Fe dolazi od ferrum, latinskog naziva za zeljezo. U zdravom ljudskom tijelu
prisutna su samo otprilike 2,5 do 4 grama Zeljeza. Zeljezo u ljudski organizam najéesce
dolazi putem probavnog sustava, ali moguce je i inhalacijom te putem koze. Smatra se
esencijalnim elementom iz razloga §to sudjeluje u stani¢nim procesima disanja, redoks
reakcija, energetskog metabolizma, DNA sinteze i regulacije gena. Pomanjkanje ili pak
preopterecenje organizma zeljezom moze imati fatalne posljedice, a one ukljucuju Siroki
spektar bolesti od anemije do neurodegenerativnih poremecaja.

Toksi¢nost:

Toksi¢ni unos: 200 mg

Smrtonosna doza: 7 - 35 ¢

Slika 1.19. Zeljezo [44]

1.8.1. Zeljezo u biljkama

Zeljezo je teski metal, u tlima i biljkama nalazi se kao dvovalentan i trovalentan kation
ili u odgovaraju¢im spojevima. MozZe graditi kompleksne spojeve, u biljkama je
uglavnom trovalentan iako vrlo lako mijenja valentno stanje. U tlu potjece iz primarnih
1 sekundarnih minerala. Kada se oni raspadaju, Zeljezo se oslobada te u kiseloj sredini
gradi iznova sekundarne minerale. Tada su, u vidu amorfnih klorida, pristupacni za

ishranu bilja.
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Koncentracija Zeljeza u biljkama najéesée je unutar granice 50 i 1000 ppm, a 80-90%
zeljeza u biljkama je ¢vrsto vezano pa mu je pokretljivost osrednja do losa.

Zeljezo je mikroelement i biljkama je potreban u manjim koli¢inama, ali njegov
nedostatak moze jako utjecati na prinos i kvalitetu biljaka.

Zeljezo (Fe) ima vaznu ulogu u Zivotnim procesima biljaka. Neophodno je za sintezu
klorofila, proces fotosinteze, asimilaciju elementarnog dusika, redukciju nitrata i sulfata
te metabolizam ugljikohidrata.

Uslijed nedostatka zeljeza dolazi do pojave Zeljezne kloroze, koja se javlja na alkalnim
ili jako kiselim tlima.

Simptomi nedostatka zeljeza prvo se ocituju na najmladim listovima, tako da mjesta
unutar zila pozute, a ponekad izblijede do bijele boje. Kod veceg nedostatka ovog
elementa, dolazi do preranog otpadanja lis¢a. Takoder rast biljaka i cvjetnih pupova je
smanjen, a plodovi ostaju sitni.

Suficit zeljeza se rijetko dogada, a ocituje se u inhibiciji vegetacijskog rasta,

plavozelenom lis¢u i mrkoj boji korijena.[45]

Slika 1.20. Zeljezna kloroza vinove loze i masline [45]
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2. EKSPERIMENTALNI DIO - MATERIJALI | METODE

2.1. Protokol uzgoja biljke Lepidium sativum L. — Hidroponski

MATERIJAL:

Sjeme kres salate (Kiepenkerl, Bruno Nebelung GmbH, Njemacka)
VVodovodna voda

Destilirana voda

Posudice za uzgoj

AAS standard, 1000 mg/L u 2% HCI, VWR Chemicals, BHD Prolabo, UK

Slika 2.1. Sjeme kres salate (Lepidium sativum L.), proizvodac ,,Kiepenkerl i

posudica za uzgoj
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Uzgoj biljke Lepidium sativum L. -PROTOKOL.:
Sjeme (u ovom diplomskom radu Lepidium sativum L.) se prvo namace otprilike 8 sati

u vodovodnoj vodi. Nakon namakanja stavlja se otprilike 5 g sjemena po posudici za

uzgoj.

Slika 2.2. Namakanije i rasporedivanje sjemena na posudicu za uzgoj

Sljede¢i korak je priprava otopine metala zeljeza (500 mL) u vodovodnoj vodi
Pripravljeno je pet razli¢itih koncentracija: 1, 5, 10, 251 50 mg/L.

Nakon §to su pripravljene Zeljene otopine Zeljeza namoceno sjeme je isprano (na samoj
posudi za uzgoj) te je ravnomjerno raspodijeljeno na povrsini sita. Svaka je posudica
oznacena redom: dvije referentne (A i B) i po jedna za svaku koncentraciju metala.

U svaku posudicu je ulivena odgovarajuca otopina (cca 320 mL) tako da sjeme bude
vlazno, ali ne potopljeno.

Posudice sa sjemenom ostavljene su u prozra¢noj prostoriji sa dosta svjetlosti. Biljezen

je rast i promjene klica kroz 14 dana.
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Slika 2.3. Hidroponski uzgoj klica Lepidium sativum L.
2.2. Priprema biljnog materijala za analizu

Nakon 14 dana zalijevanja i nadgledanja, klice su isprane, te ostavljene preko noci da se
sasuse. Suhi biljni materijal je usitnjen uz pomo¢ mlinca, gotovo do praSkastog stanja.

Nakon usitnjavanja spremljen je u odgovarajuce posude.
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Slika 2.4. Uzgojene Kklice nakon 14 dana

Slika 2.5. a) Osuseni biljni materijal; b) Usitnjeni biljni materijal; ¢) Spremljeni biljni
materijal nakon usitnjavanja
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2.2.1. Ekstrakcija glukozinolata uz desulfataciju

Kemikalije:

Metanol (70%), Gram-Mol d.0.0, Zagreb, Hrvatska

Natrijev acetat, Merck, Darmstadt, Njemacka

Dekstran (DEAE-sephadex A-25), Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD
Ultracista voda

Sulfataza (tip H-1), Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD

Natrijev klorid (NaCl), Gram-Mol d.0.0, Zagreb, Hrvatska

Aparatura:

Analiticka vaga, Mettler-Toledo, Columbus, Ohio, SAD

Elektriéni mlinac, Sencor Europe, Prag, Ceska Republika

Vortex, DLAB Scientific Co., Ltd, Peking, Kina

Vodena kupelj, Julabo, Seelbach, Njemacka

Ultrazvu¢na kupelj, EIma Schmidbauer GmbH, Singen, Njemacka
Centrifuga, IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Njemacka

Uredaj za liofilizaciju, Labconco Corporation, Kansas, Missouri, SAD

Laboratorijsko staklo i plastika

2.2.1.1. Priprema kolona i reakcijskih tuba

Staklene pipete napunjene su mljevenim filter papirom u visini od 1 cm. U svaku pipetu

(kolonu) otpipetirano je 0,5 mL dekstrana i 1 mL ultraciste vode. Ispod kolona je bila

postavljena posuda za skupljanje otpada prilikom ispiranja kolone.
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Slika 2.6. Kolone za ekstrakciju

2.2.1.2. Ekstrakcija glukozinolata iz biljnog materijala

Biljni materijal, Lepidium sativum L. (oko 100 mg rasporeden je u centrifugalne
mikroepruvete te je u svaku dodan 70% metanol (1 mL). Centrifugalne mikroepruvete
su zatvorene sa sigurnosnim kapicama, stavljene na vorteks, potom homogenizirane i
prebacene u vrucu vodenu kupelj (5 minuta), a nakon toga su stavljene na ultrazvu¢nu
kupelj (10 minuta) te potom centrifugirane na 2700 okretaja po minuti. Po zavrSetku,
supernatant je odvojen pipetiranjem te prebacen u prethodno pripremljene kolone. U
centrifugalnu mikroepruvetu s biljnim materijalom ponovno je dodan 1 mL 70%
otopine metanola te je postupak ponovljen.

Zatim je u svaku kolonu dodano dva puta po 1 mL 70%-tnog metanola s ciljem da se
uklone nepolarne molekule te 1 mL ultraiste vode radi ispiranja metanola. Na kraju je
jo$ u svaku kolonu dodano dva puta po 1 mL NaOAc za postizanje optimalnih uvjeta za
djelovanje enzima sulfataze.

U sljede¢em koraku, nakon ispiranja, ispod kolona su stavljene tubice za ekstrakte.
Svaka tubica koja se nalazila ispod ekstrakta je odgovaraju¢e oznacena (kolona 1
odgovara centrifugalnoj mikroepruveti 1). U kolone je dodano po 20 pL otopine

sulfataze i po 50 uL NaOAc te su kolone ostavljene preko no¢i.
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Tablica 2.1. Odvaga biljnog materijala (Lepidium sativum L.)

Referentni uzorak  Masa Ponavljanje Masa

Fe 1 ppm 99,96 mg Fe 1 ppm 99,99 mg
Fe 5 ppm 100 mg Fe 5 ppm 100,05 mg
aFe 10 ppm 99,99 mg Fe 10 ppm 100,08 mg
Fe 25 ppm 99,96 mg Fe 25 ppm 100,09 mg
Sjeme 99,99 mg Sjeme 100,06 mg

»

@ \ 6@4

Slika 2.7. a) Centrifuga; b) Ultrazvuéna kupelj; ¢) Vortex

Sutradan se u kolone dodalo dva puta po 0,75 mL ultraciste vode u svrhu eluiranja
desulfoglukozinolata s kolone te su ekstrakti smrznuti i liofilizirani. Suha tvar otopljena

je u to€nom volumenu od 1 mL.

2.2.1.3. UHPLC-DAD-MS/MS analiza

Kemikalije:
e Acetonitril, Honeywell, Charlotte, Sjeverna Karolina, SAD
e Voda
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Aparatura:

e UHPLC-DAD-MS/MS, Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts,
SAD

Nakon ekstrakcije uz desulfataciju, dobiveni desulfoglukozinolati analizirani su
koristenjem uredaja UHPLC-DAD-MS/MS Ultimate 3000RS s TSQ Quantis MS/MS
detektorom (Thermo Fischer Scientific, SAD) na koloni Hypersil GOLD 3,0 mm x 100
mm, promjera Cestica 3,0 um (Thermo Fischer Scientific, SAD). Za mobilnu fazu
koriStena je smjesa otapala: voda (otapalo A; polarno otapalo) i 30% acetonitril (otapalo
B) uz protok od 0,5 mL/min kako slijedi:

Tablica 2.2. Sastav mobilne faze koriStene za UHPLC-DAD-MS/MS analizu desulfo-
glukozinolata

Vrijeme / min Voda/ % Acetonitril / %
0,14 96 4
7,84 14 86
8,96 14 86
9,52 5 95
13,16 5 95
13,44 96 4
15,68 96 4

Tijekom analize temperatura kolone je odrzavana na 25 °C, a injektirani volumen
uzorka je odrzavan na 5 pL. Dobiveni signali snimani su DAD detektorom pri 227 nm,
a maseni spektri su snimani u pozitivnom modu pri 350 °C. Za odredivanje
desulfoglukozinolata koriSten je desulfosinigrin kao eksterni standard, to¢nije Krivulja
umjeravanja za raspon koncentracija od 13,56 do 542,50 uM. Za izraun svakog
pojedinog desulfoglukozinolata upotrijebljene su literaturne vrijednosti za faktore

odziva.
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Slika 2.8. UHPLC-DAD-MS/MS uredaj

2.3. Spaljivanje uzoraka-protokol

Kemikalije:

e OsuSeni 1 usitnjeni biljni materijal

e HCI

e Ultracista voda
Aparatura:

e Analiticka vaga, Mettler-Toledo, Columbus, Ohio, SAD

e Zarna (mufolna) pe¢

e Porculanski lon¢i¢i

e Lijevak

e Stakleno posude

e Filter papir
Nakon $to je biljni materijal osusen i usitnjen, slijedi procedura spaljivanja suhog
uzorka AY-4 kako bi se mogla provesti analiza teskih metala (Fe). Uzima se priblizno 1
g usitnjenih osusenih klica i stavlja u porculanske loncice, te se biljezi to¢na odvaga.
Izvagani lonci¢i s biljnim materijalom se stavljaju u Zarnu (mufolnu) pe¢ podesenu na
500 °C te se ostave 8 sati. Nakon osam sati, ohladeni pepeo se otapa u 5 mL HCL. Zatim
se otopina propusti kroz kiselinom zasiceni filter papir u tikvicu od 50 mL te se razrijedi

ultraé¢istom vodom do oznake.
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Slika 2.9. a) Zarna peé sa porculanskim lon&i¢ima koji sadrze odvagu usitnjenih klica;

b) Uzorci nakon spaljivanja

Slika 2.10. a) Koristeni filter papir; b) Filtracija uzoraka nakon spaljivanja

Tablica 2.2. Mase uzoraka za razaranje

UZORAK MASA UZORKA
SN L. B
1B (1 ppm) 1000,68 mg
5B (5 ppm) 1014,11 mg

10 B (10 ppm) 1008,58 mg
25 B (25 ppm) 1040,71 mg




2.4. Analiza atomskim apsorpcijskim spektrometrom

Kemikalije:

e AAS standard, 1000 mg/L u 2% HCI, VWR Chemicals, BHD Prolabo, UK
e 0,2% HNO;

Aparatura:

e Odmjerna tikvica
e Mikropipeta

e Atomski apsorpcijski spektrometar

2.4.1. Priprema standardnih otopina Zeljeza atomskom apsorpcijskom
spektroskopijom

Krivulja umjeravanja kod atomske apsorpcijske spektroskopije odredena je osjetljivoséu
instrumenta, koji pak ovisi o apsorptivnosti svakog odredivanog elementa. Za svaki
element zadana je vrijednost osjetljivosti (S) te se krivulja umjeravanja konstruira
koriStenjem standarda slijedec¢ih koncentracija: 2 S, S, 3S 1 6S. Za Zeljezo, vrijednost S
iznosi 20 ppb te se krivulja umjeravanja konstruira koristenjem slijede¢ih koncentracija:
10 ppb, 20 ppb, 60 ppb i 120 ppb. S obzirom da uredaj kroz program ima moguénost
napraviti odredena razrjedenja, dostatno je pripraviti samo dvije standardne otopine,
primjerice koncentracije 10 ppb i 120 ppb.
Pocetna standardna otopina Zeljeza ima koncentraciju od 1000 ppm te je od nje
pripremljena otopina koncentracije 100 ppm na nacin da je 100 puL otopine od 1000
ppm preneseno u odmjernu tikvicu od 10 mL te potom razrijedeno do oznake (0,2%
HNO3). Za pripravu otopine koncentracije 100 ppb uzeto je 100 uL dobivene otopine,
preneseno u odmjernu tikvicu od 10 mL te razrijedeno do oznake.
Navedeni postupak moZe se prikazati proratunom:

cs XV = cgp X Vg (2.1)
Pri ¢emu je ¢s = 1000 ppm, Vs predstavlja potrebni volumen standardne otopine Zeljeza,
Cs1 predstavlja zeljenu koncentraciju , a Vi predstavlja volumen odmjerne tikvice u kojoj
se vrsi razrjedenje (10 mL).
Potrebni volumen se izracunava iz sljedeceg izraza:

€1XVE _ 10 ppmX10 mL

Vs = =100 pL (2.2)

Cs 1000 ppm
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Nadalje, za dobivanje otopine cs, = 100 ppb, potrebni volumen otopine koncentracije

cs1 = 10 ppm se izraCunava:

¢y XVg _ 100 ppmXx10 mL

V, = =100 pL (2.3)

Od tako pripravljene otopine, koncentracije 100 ppb, se nadalje pripravlja otopina

Cs1 1000x10 ppm

koncentracije ¢c; = 20 ppb. Potrebni volumen otopine koncentracije 100 ppb se dobije:

c1 XV 20 ppbx10 mL
VSZ = =

- aaoos = 2mL = 2000 L (2.4)

Otopina koncentracije ¢, = 120 ppb se pripravlja takoder Kkoriste¢i otopinu
koncentracije ¢, = 100 ppb, a potrebni volumen te otopine izraCunava se kao i za

otopinu koncentracije 20 ppb:

CaXVyg 120 ppbx10 mL

Ve, = = 12 mL = 12000 pL (2.5)

Cs2 100 ppb
Ranije pripravljeni uzorci i standardne otopine analiziraju se koriStenjem atomskog
apsorpcijskog spektrofotometra koji atomizaciju uzorka provodi u grafitnoj peci.
Uzorak se mikropipetom injektira u grafitnu kivetu. Elektrotoplinskom atomizacijom,

koju primjenjuje ovaj uredaj, povecana je osjetljivost odredivanja analita u uzorku.

o
IS

Slika 2.11. Atomski apsorpcijski spektrometar

Temperaturni program za zeljezo izraden je u skladu s preporué¢enim uvjetima. Program
je napisan kroz pet koraka, te je definirano vrijeme u sekundama potrebno da se
pojedini korak postigne, te vrijeme koje uzorak provodi na odredenoj temperaturi. Prvi i
drugi korak odnose se na susenje, odnosno uklanjanje otapala. Treci korak je piroliza,

Cetvrti korak predstavlja atomizaciju. Vrijeme postizanja temperature atomizacije jest 0
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sekunda. Peti korak je ciS¢enje, nakon cCega opet pocinje ciklus od pocetka.

Temperaturni program prikazan je na slici 2.12.

Step Temp (°C) Ramp Time Hold Time Internal Flow Gas Type

1 110 1 30 250 Normal

2 130 15 30 250 Normal

3 1400 10 20 250 Normal

4 2100 0 5 0 Normal

5 2450 1 3 250 Normal
Read Step : 4 Injection Temperature(°C) : 20

Slika 2.12. Temperaturni program za odredivanje Zeljeza

Na osnovu izmjerenih apsorbancija standardnih otopina konstruirana je krivulja
umjeravanja, a tek nakon toga provedena je analiza samih uzoraka, u kojoj se
koncentracije svakog uzorka morala dovesti u linearno dinamicko podrucje koriStene

metode, razrjedenjem s 0,2% HNOs.
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3. REZULTATI | RASPRAVA

Uzgajane su klice Lepidium sativum L. na vodenim otopinama razli¢itih koncentracija
zeljeza (1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm i 50 ppm) te usporedene sa klicama uzgajanim
na vodovodnoj vodi. Nakon 14 dana kada je sabiran biljni materijal za daljnju analizu
utvrdeno je da biljka uzgajana na vodenoj otopini Zeljeza koncentracije 50 ppm nije
proklijala, a neproklijale sjemenke zahvatila je plijesan. Takoder na slici je vidljivo da
je 1 nesto slabije izrasla pri koncentraciji zeljeza od 25 ppm odnosno pocela je venuti.
Najbolje su izrasle klice na vodenoj otopini Zeljeza koncentracije 5 ppm, zatim slijede
klice na vodenoj otopini zeljeza koncentracije 1 ppm te one uzgajane na vodenoj otopini

zeljeza koncentracije 10 ppm.

Slika 3.1. Uzgojene Klice Lepidium Sativum L. nakon 14 dana
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3.1. UHPLC-DAD-MS/MS analiza

Jedan od ciljeva ovoga rada bio je ispitivanje utjecaja razli¢itih koncentracija zeljeza na
razvoj glukozinolata u klicama kres salate. Kako bi se odredili glukozinolati navedene
biljne vrste koriStena je tehnika spregnutog sustava tekucinska kromatografija —
tandemska masena spektrometrija.

Ekstrakcija glukozinolata provedena je na Sest uzoraka (sjeme, referentni uzorak
zalijevan vodom, te klice zalijevane s koncentracijama Fe 1 ppm, Fe 5 ppm, Fe 10 ppm
i Fe 25 ppm). Analizom dobivenih procis¢enih ekstrakta iz uzorka klica koriStenjem
UHPLC-DAD-MS/MS  tehnike wutvrdeno je da ovi ekstrakti sadrze dva
desulfoglukozinolata (slika 3.2.). Njihova identifikacija provedena je na temelju
vremena zadrzavanja, UV i masenih spektara svakog od signala.

Na masenom spektrometru je bilo namjesteno snimanje svih masa (engl. Full scan)
kako bi se moglo vidjeti koji molekulski ioni su karakteristicni za pojedini signal. U
mobilnu fazu dodan je natrijev klorid koji pojacava odziv te su vrijednosti mase
uveéane za masu iona natrija (Ar = 23) tj. [M — H + Na]", detektirane u pozitivnom
nacinu snimanja.

Na 6,43 min uocena je masa 352, a usporedbom s literaturom pretpostavljeno je da je
rije¢ o glukotropeolinu (slika 3.3.). Slijede¢i signal od interesa bio je na 7,96 min kada
se pojavio 4-metoksiglukobrasicin s masom 421 (slika 3.5.).

Ono $to je takoder bitno naglasiti jest da se u analiziranom sjemenu biljke Lepidium

sativum L. pojavio samo jedan desulfoglukozinolat — glukotropeolin.
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Slika 3.2. Kromatogram desulfoglukozinolata identificiranih u ekstraktu sjemena i
uzgojenih klica kres salate.

d1- desulfoglukotropeolin; d2 — 4- desulfometoksiglukobrasicin



Tablica 3.1. Identificirani glukozinolati u pojedinim uzorcima

Uzorak Ime spoja Vrijeme Masa Koli¢ina
zadrzavanja desulfoglukozinolata  (umol/g
(min) + Natrij suhog
materijala)
SJEME Glukotropeolin 6,43 352 282,0770
REFERENTNI Glukotropeolin 6,43 352 217,0359
UZORAK
4- 7,96 421 1,1773
metoksiglukobrasicin
Fe (1 ppm) Glukotropeolin 6,43 352 116,8814
4- 7,96 421 1,4241
metoksiglukobrasicin
Fe (5 ppm) Glukotropeolin 6,43 352 207,4313
4- 7,96 421 0,4048
metoksiglukobrasicin
Fe (10 ppm) Glukotropeolin 6,43 352 179,3980
4- 7,96 421 0,8986
metoksiglukobrasicin
Fe (25 ppm) Glukotropeolin 6,43 352 114,7947
4- 7,96 421 2,3296

metoksiglukobrasicin
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3.1.1. Spektri masa i UV spektri

Glukotropeolin

Glukotropeolin (benzilglukozinolat) je glukozinolat koji se nalazi u povréu krstaSica,

osobito u vrtnoj kresi.

literaturnim potvrdeno je da se radi o arilalifatskom glukozinolatu.

#408 L. sat klice Fe 25 - Scan: #457 - 464 AV. 6.48 - 6.60 min (8) NL: 3.66E+007

120 .
%
100 352.15
80
60 ]
40 |
20
ps3.27
54,25
0 || 168.14 2s6 a0 | k1140 52820  pa3gy 739.38 B5750 a7
.20 J m/4
150 200 400 ) 600 800 " 1.00

Slika 3.3. Spektar masa desulfoglukotropeolina

Usporedbom UV spektra ovog desulfoglukozinolata s
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#3395 L. sat klice speme razr - [6.39 min-6.54 men) at 6.46 min
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Slika 3.4. UV spektar desulfoglukotropeolina

4-Metoksiglukobrasicin

OCH,

Na temelju usporedbe dobivenog i literaturnog UV spektra potvrdeno je da je rije¢ o

indolnom glukozinolatu, 4-metoksiglukobrasicinu.
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Slika 3.5. Spektar masa 4-metoksiglukobrasicina

N3TE L sat khca ref 1 pon 2 « [7.90 min-8.07 min] at 7 .98 min
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Slika 3.6. UV spektar 4-metoksiglukobrasicina
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Odredivanje je napravljeno koristenjem krivulje umjeravanja sinigrina uz primjenu
faktora odziva za svaki od pojedinih spojeva. Faktor odziva predstavlja omjer izmedu
signala koji stvara analit i koncentracije analita koja proizvodi signal. Kod
kromatografije, signal predstavlja podrucje vrha na kromatogramu te stoga izraz za
faktor odziva glasi:
faktor odziva = vr$na povrSina / koncentracija

Faktori odziva za spojeve odredene tehnikom spregnutog sustava tekuéinska
kromatografija — masena spektrometrija su sljedeci:

e Glukotropeolin; 0,95

e 4-Metoksiglukobrasicin; 0,25
U sjemenu biljke roda Lepidium sativum L. pronaden je samo arilalifatski glukozinolat
naziva glukotropeolin koji se biosintetizira iz aminokiseline fenilalanina, dok je u
uzgajanim klicama obogacenim zeljezom u razliCitim koncentracijama pronaden
navedeni glukozinolat uz jedan dodatni, indolIni 4-metoksiglukobrasicin koji potjece od
aminokiseline triptofana. 1z navedenog moze se zakljuciti da se biljka prilagodava
trenutnim uvjetima 1 sintetizira sebi potrebne glukozinolate kako bi prezivjela
nepovoljne uvjete i stres. 1z navedenih kromatograma vidljivo je da uzgojene klice vrste
Lepidium sativum L. imaju znacajno manje glukozinolata u odnosu na sjeme iste vrste.
U sjemenu je odreden glukotropeolin u koli¢ini od 282,0770 umol/g suhog materijala.
Analizom referentnog uzorka odredeni su glukotropeolin u koncentraciji od 217,0359
umol/g suhog materijala i 4-metoksiglukobrasicin u koncentraciji od 1,1773 umol/g
suhog materijala.
U uzorku Klica uzgajanih na vodenoj otopini zeljeza koncentracije 1 ppm u odnosu na
referentni uzorak uocava se pad koncentracije glukotropeolina (116,8814 umol/g) i
povecanje 4-metoksiglukobrasicina (1,4241 pmol/g). Nadalje kod klica uzgajanih na
vodenim otopinama zeljeza koncentracija 5 ppm i 10 ppm uocen je pad koncentracije
glukotropeolina (207,4313 umol/g i 179,3980 umol/g kao i pad koncentracije 4-
metoksiglukobrasicina (0,4048 pmol/g i 0,8986 pmol/g). Kod klica uzgajanih na
vodenoj otopini Zeljeza koncentracije 25 ppm uocen je pad Kkoncentracije
glukotropeolina (114,7947 pumol/g) u odnosu na referentni uzorak kao i povecéanje
koncentracije 4-metoksiglukobrasicina (2,3296 umol/g). Povezujué¢i glukozinolate s
uspjes$noséu rasta klica, moze se zakljuciti da su kod klica koje su uzgajane na vodenoj
otopini zeljeza koncentracije 25 ppm (klice su slabije izrasle od ostalih) prisutne
najmanje koli¢ine glukotropeolina ali i najvise koli¢ine 4-metoksibrasicina.
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3.2.  Krivulja umjeravanja za odredivanje koncentracije Zeljeza atomskom
apsorpcijskom spektroskopijom

Analizom prethodno pripravljenih standardnih otopina Zeljeza koncentracije od 10 do
120 ppb koristenjem atomskog apsorpcijskog spektrometra konstruira se krivulja

umjeravanja. Apsorbancija za zeljezo mjeri se na valnoj duljini od 248,3 nm.

Calibration Standard Concentrations

W] Concentration A/S Loc Stock(ul) Diluent (ul)
Calib Blank 0, 2%HNO3 3 20
1 Calib std 1 10 1 10
2 Calib std 2 20 1 20 0
Calib Std 3 60 2 10 10
Calib Std 1 120 20 0

Slika 3.7. Analizirane standardne otopine Zeljeza za izradu krivulje umjeravanja,

program samouzorkivaca

Fe 248.3
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Calib Eq'n: Non Lin Thru 0
Corr Coeff: 0.999952

Slika 3.8. Krivulja umjeravanja za odredivanje koncentracije zeljeza
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KorisSteni uvjeti za analizu Zeljeza navedeni su u tablici:

Tablica 3.3. Preporuceni uvjeti za analizu Zeljeza

Element Fe
Valna duljina 248,3 nm
Temperatura pirolize 1400 °C
Temperatura atomizacije 2100 °C

Karakteristicna masa

12 pg/0,0044 A s™

Osjetljivost (S)

20 pg/L za 0,22 As™

Otapalo

0,2% HNO3

Vrijeme atomizacije

3s

Za ispitivani element, zeljezo, izraden je program u skladu s preporucenim uvjetima.

Programi su napisani kroz pet koraka, te je definirano vrijeme u sekundama potrebno da

se pojedini korak postigne, te vrijeme koje uzorak provodi na odredenoj temperaturi.

Step Temp(°C) Ramp Time
1 110 1
2 130 15
3 1400 10
4 2100 0
5 2450 1
Read Step : 4 Injection

Hold Time Internal Flow Gas Type
30 250 Normal
30 250 Normal
20 250 Normal
5 0 Normal
3 250 Normal
Temperature (°C) : 20

Slika 3.9. Temperaturni program za odredivanje Zeljeza

Izradena je krivulja umjeravanja za odredivanje analita od interesa u analiziranim

uzorcima, temeljem preporucenih uvjeta i koriStenjem prikazanih programa. U nastavku

je prikazan instrumentni zapis i iz njega konstruirana krivulja umjeravanja za analit od

interesa.
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Slika 3.10. Instrumentni zapis ovisnosti apsorbancije o proteklom vremenu

(atomizacija) za razli¢ite koncentracije standardnih otopina zeljeza

Sample ID Absorbance
AA: Calib Std 1-Fe 0.17377
AA: Calib Std 2-Fe 0.27549
AA: Calib Std 3-Fe 0.63906
AA: Calib Std 4-Fe 0.82638

Slika 3.11. Tabelarni prikaz zabiljeZenih apsorbancija

3.2.1. Koncentracije Zeljeza u uzgojenim klicama

KoriStenjem konstruirane krivulje umjeravanja i jednadzbe pravca za linearni dio
krivulje (koji su izracunati metodom najmanjih kvadrata), te signala zabiljezenih za
svaki uzorak, odredene su koncentracije elementa u mjernoj otopini. Potrebno je uzeti u
obzir postupak priprave mjerne otopine, te izvaganu masu uzorka, za kona¢ni proraun
mase elementa (zeljeza) u biljnom materijalu.

Masenu koncentraciju elementa u mjernoj otopini (y) koja je izrazena u ppb ili pg/L
potrebno je podijeliti sa volumenom mjerne otopine (50 mL), da bi se izracunala masa

elementa u uzorku. Dobivenu masu elementa potrebno je podijeliti sa masom izvaganog
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biljnog materijala (m), kako bi se izratunao maseni udio elementa u analiziranom

uzorku.

Tablica 3.4. Prikaz rezultata koncentracije Zeljeza u uzorku

Oznaka Masa /g Volumen/L | Fe AAS y/ppb Fe uzorak/
uzorka ppm
RA 1,001 0,05 1395 69,680
RB 1,001 0,05 1273 63,586
1ATD 1,0332 0,05 1718 83,140
1B TD 1,0007 0,05 1651 82,492
5ATD 1,0167 0,05 2682 131,897
5B TD 1,0141 0,05 2287 112,760
10ATD 1,005 0,05 4571 227,413
10B TD 1,0086 0,05 4508 223,478
25ATD 1,0157 0,05 10050 494,733
25B TD 1,0407 0,05 10820 519,842

Primjer proracuna za Zeljezo prikazan je za uzorak oznake ,,1B TD*:

Potrebno je izracunati koncentraciju zeljeza u pocetnoj otopini:

m (Fe)

y(Fe AAS) = ;

3.1)
m(Fe) = y(Fe AAS) X V = 1651 ppb x 0,05 L = 82,55 ug (3.2)

Za dobivanje masenog udjela zeljeza u uzorku potrebno je izraCunatu masu podijeliti s

vaganom masom biljnog materijala:

m(Fe) 82,55
m(odvaga) ~ 11,0007

w(Fe uzorak) = X 100 = 82,492 ppm (3.3)

Iz izra¢unanih podataka moZe se izraditi grafi¢ki prikaz ovisnosti koncentracije Zeljeza
prisutne u biljnom materijalu o koncentraciji otopina Zeljeza kojom su tretirane klice za

uzgoj.
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Slika 3.12. Ovisnost koncentracije Zeljeza u biljnom uzorku o koncentraciji vodene

otopine Zeljeza na kojoj je biljka uzgajana

Iz zabiljeZenih rezultata mjerenja, prikazanih u tablici 3.4. i na slici 3.12., vidljivo je da
sposobnost akumulacije Zeljeza u klicama ne opada poveéanjem koncentracije zeljeza,
odnosno da nije postignuto zasic¢enje.

Prateci rast i razvoj klica, zapaZen je slabiji rast u posudicama koje su bile obogacene
zeljezom koncentracije 25 ppm. Kod koncentracije 25 ppm doslo je do suSenja i
propadanja klica dok kod koncentracije 50 ppm klice nisu niti izrasle. Dakle moze se

zakljuciti da koncentracija Zeljeza visa od 25 ppm obustavlja rast klica i poti¢e njihovo
propadanje.
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4. ZAKLJUCAK

Iz vizualnog aspekta promatranja uzgojenih klica, uoCeno je susSenje i
propadanje klica uzgajanih na vodenim otopinama koncentracije Fe 25 ppm.
Klice uzgajane na vodenim otopinama koncentracije Fe 50 ppm nisu proklijale.
S druge strane, najbolje su izrasle Kklice uzgajane na vodenim otopinama
koncentracije Fe 5 ppm, zatim slijede one uzgajane na vodenim otopinama
koncentracije Fe 1 ppm i 10 ppm.
U uzorku klica biljke Lepidum sativum L. preko desulfatiziranih glukozinolata
odredeni su: glukotropeolin i 4-metoksiglukobrasicin dok je u uzorku sjemena
Lepidium sativum L., odreden samo glukotropeolin.
Sjeme biljke Lepidium sativum L. je sadrzavalo najvisu koncentraciju
glukotropeolina (282,0770 umol/g), dok su klice uzgajane na vodenim
otopinama sa koncentracijom zeljeza od 25 ppm sadrzavale najnizu
koncentraciju (114,7947 umol/g). Koncentracije glukotropeolina u klicama
uzgajanim na vodenim otopinama zeljeza koncentracije 1 ppm, 5 ppm i 10 ppm
su nize od koncentracije navedenog glukozinolata u sjemenu (116,8814 umol/g,
207,4313 umol/g i 179,3980 umol/g). Klice uzgajane na vodenim otopinama
koncentracije Zeljeza 50 ppm nisu proklijale zato Sto je to bila previsoka
koncentracija za biljku.
Kod klica uzgajanih na vodenim otopinama zeljeza uz glukotropeolin, odreden
je 1 4-metoksiglukobrasicin. Najvisa koncentracija 4-metoksiglukobrasicina
uocena je kod klica uzgajanih na vodenim otopinama zeljeza od 25 ppm (2,3296
umol/g), dok je najniza koncentracija zabiljezena kod klica uzgajanih na
vodenim otopinama Zeljeza od 5 ppm (0,4048 umol/g).
Koriste¢i se atomskim apsorpcijskim spektrometrom, odredena je koncentracija
zeljeza u uzorcima biljnog materijala pri cemu su dobiveni sljedeci rezultati:

Referentni uzorak — y (Fe) = 66,633 ppm

Uzorak 1 (1 ppm) —y (Fe) = 82,816 ppm

Uzorak 2 (5 ppm) — y (Fe) = 122,329 ppm

Uzorak 3 (10 ppm) — y (Fe) = 225,446 ppm

Uzorak 4 (25 ppm) — y (Fe) = 507,288 ppm

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da i referentni uzorak koji nije bio bogacen

zeljezom sadrzi ispitivani metal u koncentraciji od 66,633 ppm. Sukladno tome,
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povecavanjem koncentracije vodenih otopina zeljeza na kojima su klice bile

uzgajane, povecavala se i koncentracija akumuliranog Zeljeza u biljci.

Iz izraunatih podataka, navedenih prethodno, izraden je graficki prikaz
ovisnosti koncentracije Zeljeza prisutne u biljnom materijalu o koncentraciji
otopina Zeljeza kojom je tretirana biljka za uzgoj. Iz grafickog prikaza i
zabiljezenih rezultata, vidljivo je da sposobnost akumulacije Zeljeza u biljci ne
opada povecanjem koncentracije Zeljeza u otopini, odnosno da nije postignuto
zasi¢enje. S druge strane, promatraju¢i izgled biljke, uoceno je suSenje i
propadanje klica uzgajanih na vodenoj otopini koncentracije 25 ppm 1 vise, §to

ukazuje da ¢e koncentracija Zeljeza visa od 25 ppm unistiti biljku.
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