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biljnih materijala u svrhu odredivanja teSkih metala raznim analitickim metodama.



SAZETAK

U prirodi su prisutne veée koncentracije teskih metala Ciji uzrok mozemo traziti u
prirodi ili antropogenom djelovanju. TeSki metali su, po definiciji, elementi gustoce vece od 5
g/lcm®, Dok neki mogu biti osnovni nutrijenti, ostali mogu biti otrovni. Oni u ljudskom
Organizmu izazivaju razne poremecaje karcinogene i nekarcinogene prirode, a moze do¢i do
trovanfa konzumiranjem hrane biljnog podrijéetla. Kroz zakonsku regulativu je propisana
dozvoljena koli¢ina teSkih metala u istoj. Do ‘apsorpcije i skladistenja teskih metala iz tla u
biljke “dolazi putem niza transportnih mehanizama koji inae sluze za apsorpciju
mikronutrijenata. Razli¢ite biljne vrste imaju 1 razli¢ita apsorpcijska svojstva, radi cega je
vazno definirati faktor prijenosa koji oznacava odnos koncentracije teskih metala u biljkama 1
one u odgovaraju¢em tlu. Da bi %a odredili u istrazivanju je vazno uzeti u obzir i analizu tla
kg]a je, kao "1 analiza biljnih materijala, propisana odredenim protokolima prema
0 %?yarajuéol zakonskoj regulativi, Priprema uzoraka se moze_ odvijati na dva nacina;
mokrim i suhim razaranjem, od kojih obje imaju svoje prednosti i nedostatke. P%premh”enl
uzorci se analiziraju razli¢itim instrumentnim tehnikama kao sto su: AAS - om, ICP - MS -
om, ICP - AES - om ili HG - AFS - om.

Kljucne rijeci: teski metali, dozvoljene koli¢ine, ICP - MS, ICP - AES, HG - AFS, AAS






SUMMARY

Higher concentrations of heavy metals are present in nature, the cause of which can be
found in nature or anthropogenic activity. Heavy metals are, by definition, elements with a
density greater than 5 g / cm®. While some can be essential nutrients, others can be toxic.
They cause various disorders of carcinogenic and non-carcinogenic nature in the human body,
and poisoning can occur by consuming food of plant origin. The legal regulations prescribe
the permitted amount of heavy metals in it. The absorption and storage of heavy metals from
the soil into plants occurs through a series of transport mechanisms that otherwise serve to
absorb micronutrients. Different plant species also have different absorption properties, which
IS why it is important to define a transfer factor that indicates the ratio of the concentration of
heavy metals in plants and those in the corresponding soil. In order to determine it, it is
important to take into account the analysis of the soil, which, as well as the analysis of plant
materials, is prescribed by certain protocols and regulations. Sample preparation can be
performed in two ways: wet destruction and dry destruction, both of which have their
advantages and disadvantages. The prepared samples can be analysed by different
instrumental techniques such as AAS, ICP - MS, ICP - AES or HG - AFS.

Keywords: heavy metals, permitted amount, ICP - MS, ICP - AES, HG - AFS, AAS
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1. Uvod

Teski metali se smatraju jednim od glavnih izvora oneciS¢enja okoliSa te znatno utje¢u
na ekosistem. Uzroci pojavljivanja mogu biti antropogeni i prirodni. Uzrok zagadivanja
okolisa teSkim metalima moze biti rudarstvo, operacije taljenja, ispusni plinovi iz industrija,
koristenje umjetnih gnjojiva, otpadne vode iz kanalizacija, prerada fosilnih ulja, proizvodnja
baterija, ispusni plinovi iz automobila, aditivi za motorna goriva na bazi organskih spojeva s
olovom (koji su ve¢ neko vrijeme zabranjeni), kadmij u akumulatorima i karburatorima te
ostale ljudske aktivnosti. Prirodni nacini oneé¢is¢enja ukljucuju prisustvo mati¢nih materijala i
utjecaj topografije. Dugotrajne rudarske aktivnosti, transportiranje ruda, Cestice praSine i
slicne aktivnosti su uzrokovale ispiranje teSkih metala pod odredenim uvjetima. Ispiranje
teskih metala je uzrokovalo ozbiljno obogacivanje obliznjih farma, tla i biljaka. Ulazak u
ljudsko tijelo je poslijedica konzumiranja zagadene hrane, povréa, no velikim dijelom je
uzrok i udisanje zagadenog zraka.

Kod biljaka, koje rastu na tlu zagadenom teskim metalima, se javlja smanjena razina
rasta kao posljedica promjena u fizioloSkim 1 biokemijskim procesima. Time se smanjuje 1

godisnji prinos usjeva ¢ime dolazi do smanjenja proizvodnje hranel™.

1.1. Teski metali
Velika gustoéa se (gustota veca od 5 g/cm®) smatra osnovnim kriterijem za
razlikovanje teSkih metala. Neki teSki metali mogu biti jedni od osnovnih nutrijenata (zeljezo,
kobalt, cink) ili relativno bezopasni (indij, srebro), ali mogu biti i otrovni (kadmij, ziva,
olovo). TeSki metali su manje reaktivni te, u manjem omjeru, stvaraju topljive sulfide i

hidrokside.

1.1.1. Arsen

Arsen (As) je srebrno - sivi lomljiva kristaliéna krutina atomske mase 74,9, tocke
taljenja 817 °C (pri 28 atm) i vrelista 613 °C. On je polumetal koji je bez mirisa i okusa, moze
se javljati u razli¢itim organskim i anorganskim spojevima. U prirodi se javlja kao spoj s
kisikom i s klorom, a u anorganskom obliku sa sumporom. Anorganski spojevi arsena se
najéeSce koristu za oCuvanje drveta dok se organski spojevi upotrebljavaju kao pesticidi,
najéeS¢e za biljke pamuka. Ima 4 oksidacijska broja (-3, 0, +3, +5), te se svi nalazu u
prirodnim vodama i sedimentima. Dva naj¢esca oblika arsena u prirodnim vodama su arsenit

(AsOs*) i anorganski arsenat (AsO,%). S bioloskog i toksikoloskog gledista, jedinice arsena



se mogu podijeliti u 3 skupine: anorganske arsenske vrste, organske arsenske vrste i plin
trovalentnog arsena je arsen trioksid, natrijev arsenit, arsen triklorid te niz hidroksida. Arsen
je jako otrovan za ljude i ostala ziva bi¢a. Njegova otrovnost ovisi o obliku u kojem se nalazi.
pH, redoks uvjetima, prisutnost minerala te aktivnosti mikroorganizama utjeGu na oblik
(anorganskih i organskih) i oksidacijsko stanje arsena. Uglavhom su anorganski spojevi
arsena otrovniji od organskih, tako su i spojevi arsena gdje je arsen trovalentan otrovniji od

Sadzaj arsena u biljkama je obicno znatno nizi nego u zemljiStu. Njegova
koncentracija u suhom uzorku biljke je u prosjeku od 1 do 7 mg/kg. Nakupljanje je vece na
kiselim zemljiStima (posebice ako je pH < 5). Njegovo prisustvo ovisi i 0 tipu tla pa se tako
veca koncentracija nalazi u pjeskovitim nego u tezim zemljiStima. Apsorpcijska svojstva i
osjetljivost na arsen se razlikuje medu vrstama biljaka. Najosjetljivije biljke su grah, plava

djetelina, a najotpornije krumpir, rajéica i mrkva.

1.1.2. Olovo

Olovo (Pb) atomske mase 207,19 je srebrno - sivi metal temperature taljenja 327,5 °C.
U prirodi postoju Cetiri izotopa atomskih masa 208, 206, 207 1 204. Iako ima cetiri elektrona u
valentnoj ljusci, njegov najcesci oksidacijski broj je +2 umjesto +4, jer se samo dva od Cetiri
elektrona lako ioniziraju. Osim nitrata, klorata i klorida vecina anorganskih soli Pb®* iona je
lose topljivo u vodi. Olovo se javlja u mnogim oblicima u cijelom svijetu §to ga Cini
najrasirenijim metalnim elementom u tragovima. Olovo se pokazalo akutno toksi¢nim za
ljude kada je prisutan u ve¢im koli¢inama. S obzirom da ioni Pb?* nisu biorazgradivi, jednom
kada se tlo onegisti njima, postaje trajan izvor iona Pb?*. Olovo se akumulira u gornjih 20 cm
zemlje i nepokretno je. OneéiS¢enje olovom je dugotrajno te bez sustavnog pristupa
remedijaciji tla visoke koncentracije olova u zemlji se nikada nece vratiti na normalnu razinu.

Najces¢i izvor zagadenja olovom su motorna vozila. U proslosti su se koristili razni
aditivi za goriva koji su sadrzavali velike koli¢ine olova. Akumulacija olova u biljkama ovisi
o obliku u kojem se olovo javlja. Anorganski oblik olova se tesko akumulira i transportira iz
zemlje u nadzemne organe. Organski spojevi olova, se za razliku od anorganskih, jako brzo
akumuliraju i transportiraju u biljnim tkivima. Olovo u ve¢im koncentracijama inhibira rast
korjena i listova te proces fotosinteze. Otkriveno je da pSenica i Soja imaju relativno visoku
toleranciju prema olovu, dok se Spinat ubraja u osjetljive biljke. Koncentracija kod te biljne

vrste je oko 10 mg/kg suhog uzorka.



1.1.3. Ziva

Ziva (Hg) je metal koji se prirodno pojavljuje u nekoliko oblika. Metalna Ziva je
svjetlucava, srebrno - bijela tekuéina bez mirisa. Ziva reagira sa sumporom, klorom ili
kisikom te formira anorganske spojeve zive ili soli koje se javljaju kao bijeli prah ili bijeli
kristali¢i. Javlja se i u organskim spojevima kada se povezuje s ugljikom. S obzirom da je
jedini teku¢i metal s niskom temperaturom vrelista (357 °C) vazan je materijal u kemijskoj
industriji. Kao i svaki drugi metal, ziva se nalazi u prirodi u vise oblika. Javljaju se kao
disocirani ioni ili kao topljivi kompleksi. U prirodi se nalazu 3 topljiva oblika zive,
najreduciraniji ioni Hg®, Hg,?* i Hg®". lon Hg" nije stabilna u prirodi jer se lako razdvaja na
ion Hg® i ion Hg?*. Ziva je stalni one&is¢ivas okolisa s karakteristikom bioakumulacije u ribi,
zivotinjama 1 ljudima. Soli zive i zivini organometalni spojevi su jedni od najotrovnijih
spojeva u prirodi, ¢ija toksi¢nost ovisi o vrsti spoja i oksidacijskom stanju zZive unutar spoja.
Pojavljivanje u okoliSu moze biti posljedica industrije, gnjojiva, fungicida, ali i nekih
kucanskih otpada kao $to su izbjeljivac, kiselina iz baterija, toplomjeri, barometri, zubna
punjenja (amalgan), pesticidi, farmaceutski proizvodi (kozmetika, proizvodi za lece za vid,
nazalni sprejevi...), deterdzenti, tinta...

Biljke su uglavnom otporne na Stetan utjecaj zive 1 Zivinih spojeva, no njeno prisustvo utjece
na fotosintezu i oksidacijski metabolizam remete¢i elektronski transportni lanac u
kloroplastima i mitohondriju®®.

Svi oblici Zive su izuzetno otrovni za biljke 1 zivotinje. Akumulacija zive u korijenu je
dvadeset puta veca nego u nadzemnim tkivima biljaka. Koncentracije zive u biljkama su u
prosjeku od 10 do 200 ng/g suhog uzorka, a u blizini nalazista Zive od 500 do 3500 ng/g. Kod
zita, koncentracija Zive u zrnu je 3 do 10 puta veta nego u slami. Ziva negativno djeluje na

gradu biomembrane i utje¢e na rad enzima.

1.2. Mehanizam apsorpcije teSkih metala u biljke

Biljke su razvile visokospecificni mehanizam primanja i pohranjivanja esencijalnih
mikronutrijenata iz okolisa, cak i pri niskim ppm vrijednostima. Korijenje biljke, uz biljne
kelatirajuce agense i pH promjene te redoks reakcije, je sposobno otopiti i primiti vrlo niske
koncentracije mikronutrijenata iz okolisa. Biljke su takoder razvile i mehanizam translokacije
i skladistenja mikronutrijenata. Ti isti mehanizmi primanja, translociranja i skladistenja utje¢u
i na apsorpciju otrovnih elemenata. Mehanizam transporta funkcionira po principu protonskih
pumpi, antitransportera i kanala. Biljke uglavhom ne pohranjuju elemente u tragovima ispod
metaboli¢ki potrebne koli¢ine (od 10 do 15 ppm). Iznimka su hiperakumulirajuce biljke koje

mogu akumulirati otrovne metalne ione u razinama od nekoliko tisu¢a ppm-ova. Te biljke



izbjegavaju otrovno djelovanje metalnih iona prvenstveno pohranjujuc¢i ih u vakuolama.
Pojavom kapilarnosti, voda s otopljenim nutrijentima i otrovnim metalnim ionima se prenosu
iz korijena u nadzemni dio biljke?.

Stoga se biljke mogu koristiti i u procesu obnove oneciséenih tla u postupku poznatog
pod nazivom bioobnova. lako je to blaga metoda obnove jako je dugotrajna te klimatski i
geoloski uvjeti utjeCu na izvodenje. Taj proces ne moze uzrokovati raspad teskih metala ve¢
ih prenosi iz jednog organskog kompleksa u drugi ili im mijenja oksidacijsko stanje.
vodi ili manje topljivi u vodi. Bioobnova se moze provoditi uz pomo¢ mikroorganizama ili
biljaka, ona provedena uz pomo¢ biljaka se naziva fitoobnovom. Fitoobnova ukljucuje razne
mehanizme kao §to su fitoekstrakcija, fitostabilizacija, fitoisparavanje. Fitoekstrakcija se
najéeSce upotrebljava, gdje se teSki metali akumuliraju u korijenju biljaka koje se kasnije
ukloni u potpunosti i spali. Biljke koje se koristu za fitoobnovu trebaju brzo rasti, imati veliku
biomasu, prosirivo korijenje i mogu¢nost akumulacije vecée koli¢ine teskih metala.[Y.

Biljke koje se koristu u svrhu fitoobnove dijele se u tri kategorije

1) Odstranjivaci - vrste biljaka koje sprjeCavaju prijenos metala unutar korijena,
koncentracija metala u nadzemnim dijlovima je manja nego u tlu

2) Akumulatori - vreste biljaka u kojima se metali akumuliraju u nadzemnim
dijelovima, ne sprjecavaju ulazak metala u korijen

3) Indikatori - vrste biljaka kod kojih su koncentracije metala razmjerne onima u tlu
Hiperakumulatori su biljke koje mogu akumulirati vise od 1 mg/g (suhe mase) u nadzemnim
organima. Danas se definiraju kao biljke koje mogu akumulirati i do 100 puta vece
koncentracije teskih metala od onih koje su inace prisutne u biljkama.

Ukupno postoji preko 500 vrsta hiperakumuliraju¢ih biljaka iz oko 101 roda biljaka
ukljucujué¢i Asteraceae, Brassicaceae, Caryophyllaceae, Cyperaceae, Cunouniaceae,
Fabaceae, Flacourtiaceae, Lamiaceae, Poaceae, Violaceae i Euphobiaceae. Najpoznatija
hiperakumuliraju¢a biljka je Thlaspi caerulescens koja akumulira velike koli¢ine Zn (39600
mg/kg) i Cd (1800 mg/kg) bez vidiljivih ostecenjal™.
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Slika 1. Prijenos teskih metala iz tla u biljkut!

1.3. Otrovnost
Glavnom prijetnjom teSkih metala ljudskom zdravlju se smatra izlaganje olovu,
kadmiju i zivi. Kadmij moZe uzrokovati ostecenje bubrega te frakture kostiju[S]. Metil Ziva je
visokotoksi¢an za zivCane stanice te se njegov utjecaj moze uoc€iti u raznim organskim
sustavima tokom Zivotnog vijeka. Dugotrajno izlaganje olovu moze uzrokovati pogorSanje
pamcenja, produziti trajanje biokemijskih reakcija i smanjiti sposobnost razumijevanja.
Kod biljaka prisustvo teskih metala utjee na sadrzaj klorofila, relativni sadrzaj vode,

karotenoida, askorbinske kiseline i pH™'.

1.4. Dozvoljenje koli¢ine

Na trziSte se ne smije postavljati hrana koja sadrzi neprihvatljivu odnosno S$tetnu
koli¢inu kontaminata u hrani. Kontaminati su svaka tvar u hrani koja nije namjerno dodana
veé je rezultat antropogenog utjecaja na hranu u raznim fazama (onecis¢enje okolisa,
priprema, proizvodnja, obrada, skladistenje...). U ovom slucaju kontaminatima se smatraju
samo metali, nitrati, metaloidi, mikotoksini. Hrana mora sadrzavati $to manju mogucu
koli¢inu kontaminata. Na trziStu Republike Hrvatske zabranjeno je stavljati hranu koja sadzi
vecu koli¢inu kontaminata od one najvece dozvoljene. Najvece dopuStene koliCine
kontaminata se odnosu samo na jestivi dio hrane. Dozvoljene koli¢ine kontaminata u hrani
variraju s agregatnim stanjem i podrijetlom hrane. Najveée dopustene koli¢ine teSkih metala u

hrani biljnog prdrijetla prikazane su u tabeli 1.2,



Tabela 1. Najveée dopustene koli¢ine teSkih metala u hrani biljnog podrijetlal”

Najvece
dopustene
Hrana koli¢ine
(mg/kg mokre
tezine)
Olovo
zitarice, mahunarke i zrna mahunarki 0,20
povrce, osim kupusnjaca, lisnatog povréa, svjezeg bilja 1 svjezih gljiva.
Krumpir (najvece koli¢ine odnose se na oguljeni krumpir) 010
kupusnjace, lisnato povrée i sljedece gljive Agaricus bisporus (zajednicka
gljiva), Pleurotus ostreatus (bukovaca), Lentinula edodes (Shiitake gljiva) 0,30
voce, osim bobicastog 1 sitnog voca 0,10
bobicasto 1 sitno voce 0,20
Kadmij
zitarice, osim mekinja, klica, pSenice i rize 0,10
mekinje, klice, pSenica i riza 0,20
soja 0,20
povrée i voce, osim lisnatog povréa, svjeze za€insko bilje, gljiva,
stablji¢astog povrca, korjenastog povréa i krumpira 0,050
stablji¢asto povrée, korjenasto povrce i krumpir, osim celera, kKrumpir
(najvece dopustene koli¢ine odnose se na oguljeni krumpir) 010
lisnato povrce, svjeze bilje, celer i sljedece gljive: Agaricus bisporus
(common mushroom — uobicajena gljiva); Pleurotus ostreatus (bukovaca), 0,20
Lentinula edodes (Shiitake gljiva)
gljive, osim navedenih 1,0
Arsen
¢aj (Tea sinensis) 1 domaci €aj 1,0
svjeze i preradene gljive (samonikle i uzgojene) 0,3
suhe samonikle i uzgojene gljive 1,0
voce i povrée 0,3
suSeno voce 0,5
suSeno povrée 1 koncentrat rajéice 1,0
zitarice 1 proizvodi 0,5




1.5. Analiza uzorka

Kod analize nekog realnog uzorka potreban nam je odredeni protokol rada koji se
sastoji od nekoliko glavnih stavki kao S§to su uzorkovanje, priprema uzorka te odabir
metodologije.

Za pocetak je potrebno definirati problem, tj. odrediti zanima li nas kvalitativna ili
kvantitativna informacija. Ako nas zanima identifikacija sastojka nekog uzorka potrebna nam
je neka metoda kvalitativne analize dok nam je za mjerenje koli¢ine i koncentracije analita
potrebna neka metoda kvantitativne analize. Na odabir metode utjece tip uzorka, tj. agregatno
stanje u kojem se dati uzorak nalazi, veli¢ina uzorka, potrebna i moguca priprema uzorka te
porebna osjetljivost.

Kod uzorkovanja je potrebno izabrati reprezentativan uzorak koji mora biti Sto
izvrsiti redukeiju po koli¢ini i veli¢ini, tada se koristi tehnika poduzorkovanja ili ¢etvrtanja
gdje je cilj dobiti prikladnu koli¢inu uzorka koja je dovoljno reprezentabilna za dati uzorak.
Neki nacini uzorkovanja su: sustavno uzorkovanje, nasumicno, prosudbeno, slojevito,
slu¢ajno, neprestano uzorkovanje...

Kod pripreme uzorka potrebno je uociti interferencije te ih ukloniti ili maskirati.
Daljnja priprema uzorka ponovno ovisi 0 agregatnom stanju uzorka te fizikalnim i kemijskim
svojstvima uzorka. Za analizu potrebno je i podeSavanje uvjeta kao Sto su pH vrijednost,
temperatura i otapala/reagensi.

I na poslijetku je potrebna obrada podataka tj. statistiCka obrada te usporedba sa
standardnim koli¢inama trazenog analita u toj danoj vrsti uzorka. Pri statistickoj obradi su
vazni faktori raspon rezultata, aritmeticka srednja vrijednost, medijan (vrijednost koja odvaja
gornju i donju polovicu uzorka), mod (vrijednost koja se pojavljuje s najve¢om frekvencijom)
1 preciznost koja se odreduje odstupanjem (standardna devijacija, relativno standardno
odstupanje, varijanca).

U Republici Hrvatskoj postoji pravilnik, pod nazivom Pravilnik o planu uzorkovanja i
metodama analiza za sluzbenu kontrolu kolicina olova, kadmija, Zive, anorganskog kositra, 3-
monoklorpropandiola i benzo(a)pirena u hrani, kojim se propisuju metode uzorkovanja i

analize olova, kadmija, Zive i anorganskog kositral®l.



1.5.1. Opce odredbe

1.5.1.1. Materijal koji se uzorkuje
Svaka serija (koli¢ina hrane koja ima odredene zajedniCke karakteristike poput
podrijetla, vrste pakiranja, oblika pakiranja, koli¢ine pakiranja, osobe koja pakira, dobavljaca)

ili podserija predvidena za ispitivanje uzorkuje se zasebno.

1.5.1.2. Mjere opreza
Za vrijeme uzorkovanja i pripreme uzorka treba obratiti pozornost na mjere opreza

kojima se osigurava da sastav i koli¢ine ispitivanih analita ostaju nepromijenjene.

1.5.1.3.  Pojedinacni uzorci

Pojedinaéni uzorci se po moguénosti uzimaju s razli¢itih mjesta u seriji ili podseriji.

1.5.1.4. Priprava skupnog uzorka

Skupini uzorak se dobiva povezivanjem pojedinacnih uzoraka.

1.5.1.5. Ponovljeni uzorci
Ponovljeni uzorci koji sluze u svrhu provjere moraju se uzimati iz homogeniziranog

skupnog uzorka.

1.5.1.6. Pakiranje i prijenos uzorka
Svaki uzorak zasebno se pakira u Cisti, trajni spremnik ¢ije komponente ne reagiraju sa
samim uzorkom. Pakiranje osigurava zaStitu od kontaminacije uzorka, gubitka analita te

sigurnost pri transportu.

1.5.1.7.  Zatvaranje i oznacavanje uzorka
Svaki uzorak se mora sluzbeno zatvoriti (zapecatiti) na mjestu uzorkovanja i obiljeziti.
Na pakiranju uzorka je potrebno oznaciti seriju uzorka, vrijeme 1 mjesto uzorkovanja, ime

sorte, nacin proizvodnje, naziv proizvodaca.

1.5.2. Metode uzorkovanja
Velike serije uzoraka se nuzno dijele na podserije. Za podijelu serija proizvoda, koji se
nalazu u rasutim posiljkama (zitarice), na podserije primjenjuje se postupak podijele u tabeli

2., a za ostale proizvode postupak podijele u tabeli 3.



Tabela 2. Podjela serija na podserije za proizvode koji se prodaju u rasutim posiljkama'®

*Masa serije (tona) | Masa ili broj podserije
> 1500 500t

> 300 i < 1500 3 posiljke

>1001<300 100t

<100 -

Tabela 3. Podjela serija na podserije za ostale proizvodel®

*Masa serije (tona) | Masa ili broj podserije
>15 15-30t
<15 -

*Masa serije ne predstavlja nuzno toan umnozak mase i1 broja uzoraka iz podserije, masa

podserije moze odstupati najvise + 20%

Skupni uzorak mora teziti barem 1 kg ili 1 1, osim u iznimnim sluc¢ajevima kada nam
se ukupni uzorak sastoji od jednog pakiranja.

Tekuéi proizvodi u rasutoj poSiljci se neposredno prije uzorkovanja serija moraju
homogenizirati, ru¢no ili mehani¢ki do mjere do koje se ne mijenjaju njena svojstva ili do
koje dolazi do gubitka analita. Zbog homogeniziranja uzorka dovoljno je uzeti samo tri
pojedinacna uzorka. Pojedinac¢ni uzorci moraju biti Sto sli€niji 1 podjednake mase koja ne

smije biti ispod 100 g ili 200 ml.

Tabela 4. Najmanji broj podjedinica uzoraka koji se uzimaju iz serije ili podserije’®

Masa ili volumen serije/podserije (u kg Najmanji broj pojedina¢nih uzoraka koje
ilil) treba uzeti
<50 3
>501<500 5
> 500 10




Tabela 5. Broj pakiranja ili jedinica (pojedina¢nih uzoraka) koji se uzorkuju za skupni uzorak, kad se

serija sastoji od pojedina¢nih pakovanja ili jedinica™

Broj pakiranja ili jedinica u seriji/podseriji | Broj pakiranja ili jedinica koje treba uzeti
<25 Najmanje 1 pakiranje ili jedinica

26 do 100 Oko 5 %, a najmane 2 pakiranja ili jedinice

> 100 Oko 5 %, a najvise 10 pakiranja ili jedinica

1.5.3. Uzorkovanje tla

Kao vazan faktor kod odredivanja prisutnosti teSkih metala u biljkama je 1 njihova
koncentracija u odgovaraju¢em tlu. Da bi dosli do faktora prijenosa, koji oznacava prelazak
tvari iz tla u biljku raznim transportnim mehanizmima, trebamo usporediti njihovu
koncentraciju u tlu s onom u biljkama.

Osnovni uvjet za uspje$no analiziranje tla je dobivanje prosjecnog uzorka tla Koji
predstavlja homogenu smjesu tla, sastavljenu od veceg broja pojedina¢nih uzoraka (20 - 25).
Broj pojedina¢nih uzoraka ovisi o vrsti tla, odnosno koliko je homogeno. Ako je tlo dovoljno
homogeno broj potrebnih poduzoraka moze biti manji. Vazan faktor je definiranje pojma
analiticka jedinica, koja predstavlja povrSinu jednog prosjecnog uzorka tla. Njihova veli¢ina
varira s heterogenosti tla i cilju istrZzivanja. Najveca analiti¢ka jedinica je ona na ratarskim
povrSinama 1 krece se u rasponu od 3,0 do 5,0 ha. Veli¢ina analiticke jedinice za tla voénjaka
je manja od one namijenjene za ratarske proizvode, dok je ona na povrSinama koje se koriste
za uzgoj povrtnih kultura razliita ovisno o nacinu uzgoja. Povr§ina minimalne analiticke
jedinice se odreduje racunski. U proracunu se uzima u obzir razmak izmedu buSotina, tip tla,

mikroreljef i mehanicki sustav.
S=X?
X=ah—1)+2b
S - ukupna povrsina analiti¢ke jedinice (m?)
X - duljina stranica analiticke jedinice (m)
a - minimalna udaljenost buSotine (m)

n - broj busotina

b - izolacijsko podrucje za svaku busotinu (0,5 m)
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Slika 2. Gnojidbeni mikro poljski pokusi™®

Nacini uzorkovanja tla se medusobno razlikuju u manjoj ili vecoj mjeri. Nacin
uzimanja uzorka ovise o cilju 1 vrsti analitickog istrazivanja. Pojam uzorkovanja ne obuhvaca
samo sakupljanje uzorka ve¢ i njegovo oznacavanje (vrijeme uzorkovanja, podrucja sa kojeg
je uzet uzorak, nacin uzorkovanja...), pakiranje 1 transport.

Prethodno uzorkovanju potrebno je pripremiti sve katarske planove, karte zemljista,
alat za rad na terenu te dnevnik za vodenje evidencije uzimanja uzorka i posebna zapazanja.
Uz sve dosad navedeno, za uzimanje reprezentativnog uzorka tla potrebno je uzeti u obzir
reljef sa kojeg se uzima uzorak jer razliciti reljefi ne omogucavaju iste uvjete za rast biljaka.

Uzorci tla se mogu uzimati ru¢no ili uz pomo¢ strojeva. Strojno uzorkovanje tla je

prihvatljivo samo na ve¢im homogenim povrSinama.

Slika 3. Uzorkovanije tlal”

Za ru¢no uzorkovanje se koristu razni alati koji moraju biti saCinjeni od nehrdajuceg celika.
To su svrdla raznih izvedbi, sonde, Stihaca i pedoloski noz.
Postoji vise nacina uzorkovanja koji ovisu o veli¢ini i obliku povrsine te o cilju

analize. Najces¢i nacini prostornog rasporeda uzorkovanja su:
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1) Nesustavno statistiCko uzorkovanje (uglavnom na manjim homogenim povrSinama)

2) Kruzno uzorkovanje (primjenjuje se na ve¢im povrSinama)

3) Sustavno statisticko uzorkovanje (temelji se na postavljanju kvadratne mreze preko
podrucja koje se analizira)

4) Nasumi¢no slucajno uzorkovanje (kada je raspored prisustva oneciS¢enja
neppravilan)

5) Stratificirano nasumi¢no uzorkovanje

Uzorci tla se uzimaju iz dva sloja dubine (0 - 30 i 30 - 60 cm). Odabrana dubina ovisi
0 biljnoj vrsti, podlozi i mehani¢kom sustavu tla. Uzorci tla bobi¢astog voc¢a uzimaju se na

dubini od 0 - 20 i 20 - 40 cm dubine, a za ostale vo¢ne vrste na dubini od 0 - 30 i 30 - 60 cm.

Slika 4. Dubina korijena™

Masa prosjecnog uzorka tla ovisi o vrsti analize i broju potrebnih analiza, seze od 0,5
do 3,0 kg. Neovisno o na¢inu uzorkovanja, potrebna masa prosje¢nog uzorka tla dobiva se
usitnjavanjem, mijeSanjem i homogeniziranjem pojedina¢nih uzoraka metodom cetvrranja.

Uzorci tla se pakiraju u plastiénim vrecicama volumena 3,0 do 5,0 litara. Sve potrebne

oznake 1 opazanja se oznacavaju na etiketu vrecicel.

1.5.4. Sakupljanje biljnog materijala

Kod sakupljanja biljaka se uzima nadzemni dio biljke u razini otkosa. Nakon
uzorkovanja svaki uzorak se usitni i zasebno vaze na tehnickoj vagi s toc¢nosc¢u od 0,01 g.
Uzorci se podijele na poduzorke korijena, cvijeta, ploda i lista. Poslije vaganja uzorci se
stavljaju na suSenje koje traje otprilike jedan mjesec na sobnoj temperaturi. Nakon suSenja

uzorak se ponovno vaze na tehnickoj vagi 1 skladisti.
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Fitoakumuacijski faktor je odnos izmedu koncentracije teSkih metala u biljkama i u

odgovaraju¢em thult,

Chiljka
FAF = =21Jka
Ctlo

FAF - fitoakumulacijski faktor
Chiljka - koncentracija teSkih metala u osuSenom uzorku biljke

Ctlo - koncentracija teskih metala u osusenom uzorku tla

1.5.5. Priprava uzorka i analiza
1.5.5.1. Priprava uzorka

1.55.1.1. Mijere opreza
Glavni zahtjev za pripremu reprezentativnog uzorka je da se ne uzrokuju sekundarne
kontaminacije uzoraka. Ukupna koli¢ina sakupljenog uzorka se koristi za prirpremu
reprezentativnog uzorka. Dobiveni rezultati kolicena kontaminata se na poslijetku usporeduje

s propisanim najvisim dopustenim koncentracijama iz pravilnika.

1.55.1.2. Specificni postupci za pripravu uzorka
Aparatura i oprema ne smije sadrzavati kontaminacije metala koji se odreduju. Sav
pribor mora biti ¢ist i inertan prema analitima koji se odreduju. Posude prije koriStenja Cisti
kiselinom. U slucaju anorganskog kositra, sav uzorak treba biti u potpunosti otopljen jer moze

do¢i do gubitka analita uslijed hidrolize netopivog oblika Sn(IV) oksida.

1.55.1.3. Priprava uzorka
Priprava uzorka je specifi¢na za svaki analit zasebno. Kod priprave ne smije do¢i do

gubitka ili mijenjanja analita te je potrebno u potpunosti homogenizirati uzorak.

155.1.4. Ponovljeni uzorci
Ponovljeni uzorci u svrhu provjere se moraju uzimati iz homogrniziranog skupnog

uzorka.

1.5.5.2. Metode analize

r=28Xs,
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r - ponovljivost (za apsolutnu vrijednost razlike dvaju rezultata dobivenih u istim uvjetima)
Sy - standardna devijacija izraCunata iz rezultata dobivenih u ponovljenim uvjetima

RSD; - relativna standardna devijacija (iz rezultata dobivenih u ponovljenim uvjetima)
ST
RSDy =—x 100

R - obnovljivost (za apsolutnu vrijednost razlike izmedu pojedinacnih rezultata dobivenih u

obnovljivim uvjetima)
R = 2,8 X SR

Sg - standardna devijacija rezultata dobivenih u obnovljivim uvjetima

RSDk - relativna standardna devijacija dobivena iz rezultata u obnovljivim uvjetimma
SR
RSDg = —x 100

LOD - granica detekcije (najmanja koli¢ina analita u uzorku koju je moguce dokazati)

LOQ - granica odredivanja (najmanja koli¢ina analita u uzorku koju je moguée odrediti)
HORRAT, - Izracunata vrijednost RSDr podijeljena s vrijednos¢u RSDr koja je dobivena na
temelju Horwitzove jednadZbe, polazeci od pretpostavke da r = 0,66R

HORRATR - IzraCunata vrijednost RSDR podijeljena s vrijednoS¢u RSDR dobivena na
temelju Horwitzove jednadzbe

u - standardna mjerna nesigurnost

U - prosjecna mjerna nesigurnost

Uf - najveca standardna mjerna nesigurnost
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Tabela 6. Izvedbeni Kriterij za metode analize za olovo, kadmij, Zivu i anorganski kositar

Parametar

Vrijednost

Primjenjivost

Hrana odredena pravilnikom o najve¢im dopustenim koli¢inama kontaminata

u hrani
LoD Za anorganski kositar <5 mg/kg
Za ostale elemente < 1/10 najvise dopustene koli¢ine propisane pravilnikom
LOO Za anorganski kositar < 10 mg/kg
Za ostale elemente < 1/5 najvise dopustene koli¢ine propisane pravilnikom
Preciznost HORRAT, ili HORRATRr < 2
IskoriStenje Prethodne jednadzbe
Specifi¢nost Bez spektralnih interferencija ili utjecaja matrice

Kako bi se procjenila valjanost metode, u slucaju malog broja priznatih metoda analize,

koristi se pristup prikladonsti za svrhu.

LOD
Uf= TXZ‘F(&C)XZ

Uf - najveca standardna mjerna nesigurnost (ng/kg)

LOD - granica detekcije (ug/kg)

C - relativna koncentracija (png/kg)

a - konstante koja se mijenjaju s obzirom na vrijednosti C (tabela 7.)

Tabela 7. Numeri¢ke vrijednosti za konstantu a, ovisno o koncentraciji C

C (ng/kg) a
<50 0,2
51do500 |0,18
501 do 1000 | 0,15
1001 do 10000 | 0,12
> 10000 0,1
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1.55.3. Izvjesée

1.55.3.1. Izrazavanje rezultata
Dobivene vrijednosti se moraju izrazavati u istim jedinicama i s istim brojem
decimalnih mjesta kao i dane vrijednosti propisane pravilnikom za najve¢u dopustenu

koli¢inu odredenih kontaminata.

1.55.3.2. Izracuni iskoriStenja
Ako se za pripremu i predobradu uzorka koristi ekstrakcija mora se uzimati u obzir
korekcija postotkom iskoriStenja. No u slucaju analize analita metalnog podrijetla ekstrakcija
se ne primjenjuje u predobradi uzorka, pa se rezultat ne mora korigirati ako se koristio

prikladni referentni uzorak.

1.55.3.3. Mjerna nesigurnost
Rezultat se prikazuje kao x + U gdje je x dobivena vrijednost analizom, a U proSirena
mjerna nesigunrnost. Dodatkom faktora 2 dobiva se razina pouzdanosti od oko 95 %!
U=2u

16



2. Materijali i metode

Kod odabira metode i materijala vazne su karakteristike uzorka te njegova fizikalna i
kemijska svojstva. Za analizu metala u tlu, biljkama i povréu moguce je upotrijebiti vise
metoda i nacina sakupljanja uzoraka. Neke od mogucih metoda su induktivno spregnuta
plazma s masenim spektrometrom (ICP - MS), dvokanalni spektrometar atomske
fluorescencije, induktivno spregnuta plazma s atomskom emisijskom spektroskopijom (ICP -
AES), atomska fluorescencijska spektroskopija s generatorom hidrida (HG-AFS) i atomska

apsorpcijska spektroskopija (AAS).

2.1. Nadini pripreme biljnih uzoraka
Dva su glavna nacina pripreme biljnih uzoraka za analizu, moguce ih je pripremiti

postupkom mokrog razaranja ili postupkom suhog razaranja.

2.1.1. Postupak mokrog razaranja

Postupak mokrog razaranja je jako pozeljan kod istrazivanja nove vrste uzorka jer ne
ovisi toliko 0 svojstvima uzorka. Dodavanjem velike koli¢ine reagensa smanjuje se utjecaj
raznolikosti sastava.

Kod ovog postupka se koristi Kjeldhal boca za spaljivanje s dugackim grlom, no dolje
prikazana aparatura ima vise prednosti nad tradicionalnom Kjeldhal bocom. Glavna prednost
prikazane aparature je pipac koji se moze postaviti u 3 razlicita poloZaja s razli¢itim u¢incima.
U polozaju a omogucava refluks, u polozaju b destilaciju, a u polozaju ¢ uklanjanje destilata.
Promjenom poloZaja pipca mijenja se oksidacijski potencijal sustava. Pri poloZaju a
oksidacijski sustav se stabilizira, pri b se pospjesuje, a zatim se ponovno stabilizira u polozaju
c. AKo je potrebno mijeriti temperaturu, da bi se bolje kontroliralo trajanje pojedinih stupnjeva

procesa, moguce je koristiti bocu s 2 otvora gdje se kroz jedan postavlja termometar.
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Slika 5. Aparatura za kontrolirano razaranje organskih materijala!®!

Postoji vise smjesa koje se mogu koristiti za razaranje, npr. smjesa dusi¢ne i sumporne
kiseline te smjesa sa perklornom kiselinom.

Smjesa duSi¢ne kiseline se koristi za dobivanje svih elemenata osim selenija, rutenija i
osmija, iz gotovo svih vrsta uzoraka, osim eventualno onih koji sadrze kovalentni klorom.
Takav klor moze stvarati poteskoc¢e kod odredivanja arsena ili germanija zbog formiranja
isparljivih klorida. Jo§ jedna moguca interferencija se javlja kod uzoraka s kalcijem zbog
talozenja kalcijevog sulfata.

Smjesa perklorne kiseline se koristi samo kao dodatak u postupku koji se bazira na
drugim oksidansima. Perklorna kiselina kao sredstvo razaranja je u¢inkovitija u kombinaciji s
duSi¢nom kiselinom jer nije toliko u€inkovita u razaranju uzorka pri niZim temperaturama.

Zagrijavanjem se povecava oksidacijska snaga perklorne kiseline.

2.1.2. Postupak suhog razaranja

Kod suhog razaranja je nedostatak to S$to se treba, mijenjanjem razlicitih varijabli,
prilagodavati postupak za svaki uzorak zasebno. Baza ovog postupka je razaranje organskih
komponenti atmosferskim kisikom. No taj postupak ima 1 svoje prednosti kao Sto je rad s
velikim uzorcima jer se dodaje mala koli¢ina reagensa koji ponekad Cak nije ni potreban. Ipak
taj proces je dugotrajniji, cijena aparature je veca i moze doc¢i do gubitka uslijed velikih
procesnih temperatura™.

Procesom sagorjevanja dobiva se pepeo koji je potpuno osloboden od organske

materije. Pepeo koji se dobije sagorijevanjem se otopi kiselinom, filtrira i razrijedi™?.
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2.2. Metodologija

2.2.1. Induktivno spregnuta plazma s masenim spektrometrom (ICP - MS)

ICP - MS je vrsta plazme induktivno spojene na maseni spektrometar. Plazma ionizira
uzorak. Atomizira uzorak i stvara atomske i poliatomske ione koji se detektiraju masenim
spektrometrom. Koristi se za detekciju metala i nekoliko nemetala u vodenim otopinama
niske koncentracije. MoZe detektirati razliite izotope istog elementa. U usporedbi s AAS-om
interferirajuc¢ih vrsta. Te interferirajuce vrste mogu biti argon iz plazme, propustanje zraka
kroz konusne otvore i onecis¢enja na staklenom posudu i samom aparatu.

Moguce je izvoditi viSeelementarne analize. [zuzetno brzo i lako se moze dobiti veliki
broj rezultata, moze se koristit istovremeno za odredivanje koncentracije elemenata u veoma
Sirokom intervalu (1 - 100 mg/l). Uzorak se moze razrijediti ¢ime se znatno pojednostavljuje
analiza, pri tome se svi elementi prevode u isti kemijski oblik. Pri maloj koli¢ini razrjedenja

za analizu je potrebna mala koli¢ina uzorkal?.,

S

_ AR

Slika 6. ICP - MS™!

2.2.1.1. Komponente
Induktivno sparena plazma je plazma ionizirana induktivnim grijanjem plina
elektromagnetnom zavojnicom. Plazme su uglavnom elektricno neutralne, gdje je
svaki pozitivno nabijeni ion neutraliziran slobodnim elektronom.
ICP - MS posjeduje moguénost da kontinuirano analizira analit. Analiza uzorka se

odraduje pri atmosferskom tlaku. Uz pomo¢ raznih pumpi i1 vakumskih razina
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razdvojenih podjedinicama (rupama) aparature, ioni stvoreni pod utjecajem plazme
argona, prenosu se kroz maseni analizator do detektora.

Induktivno sparena plazma se odrzaje bakljom sastavljenom od tri koncentri¢ne,
obi¢no kvarcne, cijevi. Kraj baklje je smje$ten unutar indukcijske zavojnice
opremljene elektricnom strujom radio - frekvencije. Struja plinovitog argona ulazi
izmedu dvije vanjske cijevi baklje. Elektricna iskra uzrokuje pojavu slobodnih
elektrona u struji plina. Ti elektroni uzajamno djeluju s radio - frekvencijom
magnetnog polja induktivne zavojnice te ih ubrzaje u jednom smijeru, a zatim u
drugom s promjenom polja.

Temperatura plazme je 10 000K i emitira UV svjetlo. Da bi se postigla
maksimalna temperatura plazme u sredi$nju cijev se dovodi §to manje otapala pri
konstantnom veli¢inom kapljica. Za tekuce uzorke se moze koristiti nebulizator da bi
ispario vecinu otapala prije nego §to dode do baklje. Kruti uzorci se mogu uvesti
laserskom aberacijom. Uzorak se unosi u sredi$nji kanal ICP-a, ispari, molekule se
raspadnu pa se sastavni atomi ioniziraju.

Da bi se spojili na MS, ioni plasme se izdvajaju preko serije cijevi u maseni
spektrometar, koji je obi¢no kvadropol. Ioni se razdvajaju na osnovi razlike u omjeru

masa/naboj.

interface
Induktivno sparena | Sistemza
. plazma . uno3enje uzorka
Lele !
\ ICun evi |
Kvadropol |\ . J !
Detektor  _ \ - e
= W <A
‘ L = — v s K;ﬁﬁ'
r - ‘\ | —————— l— |
. I - - = a I -
| [ﬂz m 7]
avojnica r
I; za pl.lnd'IjE l Otoplna
Vakumske pumpe Baklja Ispust uzorka

L Nebulizator i sprej celija
Obrada signala

Slika 7. Shema ICP - MS-ai*4
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Detektor

=

P4
loni koji prolaze
kroz kvadropol

3

Snop iona

ﬂ\lonizacijska celija

Slika 8. Shema kvadropola*®

loni kaji ne
prolaze kroz
kvadropol

2.2.1.2.  Primjena

Najcesca uporaba ICP - MS-a je u medicini, forenzici, preciznije toksikologija.
Ovisno o specificnim parametrima uzorci mogu biti krv, urin, plazma, serum, nabijene
krvne stanice. Moze se koristiti i u istrazivanju okoliSa, testiranje vode, otpada i
uzoraka tla. U forenzici se upotrebljava za analizu stakla. U industrijama u kojima se
javlja opasnost od trovanja teskim metalima upotrebljava se za redovito testiranje krvi
ili urina radnika. Ima uporabnu svrhu i u geokemiji za radiometrijsko prikupljanje
podataka, u kojima se analizira obilje razli¢itih izotopa unutar rude urana i olova.

Sluzi za odredivanje oksidacijskog stanja odredenih metala kao §to su krom 1
arsen. MoZe se upotrebljavati 1 u podru¢ju biokemije kod kvantifikacije proteina i
biomolekula.

Omogucava odredivanje elemenata sa atomskim masama od 7 do 250 (Li do
U), a ponekad i vise, no postoje mase koje se ne mogu odrediti zbog smetnje argona i
spojeva argona, pri masama od 40, 56 i 80. Za razliku od AAS-a, ICP - MS moze
istovremeno analizirati viSe uzoraka i moze snimiti cijeli analiticki spektar od litija do

urana.l6l,

2.2.1.3. Aparatura
Za odrzavanje plazme je potrebno prisustvo plina nosioca, koji je najceSce Cisti
argon, te povecava potroSnju energije instrumenta. Kada dodatni troSkovi uporabe
instrumenta nisu opravdani, plazma i ve€ina pomo¢nih dijelova aparature se mogu
ugasiti. U standby mode-u, samo pumpe radu da bi odrzale ispravno usisavanje u
maseni spektrometar.
UnoSenje uzorka u aparaturu se provodi preko analitiCkog nebulizatora. On

prevodi tekuéine u aerosol koji se unosi u plazmu te se kroz nju ionizira. Ta metoda se
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koristi za jednostavne tekucine, ali se pokazalo da je moguca i analiza kompleksnijih
materijala kao Sto su suspenzije. Razli¢iti nebulizatori se mogu spariti s ICP - MS-om,
a najCes¢i su pneumatski, cross - flow, Babington, ultrazvuéni i desolvatacijski.
Osim nebulizatora se moze koristiti i laserska aberacija. U toj metodi se pulsirajuci
UV laser fokusira na uzorak te stvara sloj oSteenog materijala Cije Cestice
putuju dalje u plazmu. Najces¢a uporaba je u geokemiji kod istrazivanja kamenja.
Malo rjede upotrebljavane metode su elektrotermalni upariva¢ i uparavanje bakljom
Sto se koristi na vruéim povrSinama (grafit, metal) za uparivanje uzorka. Baklja
plazme sluzi za djelomiénu ionizaciju plinovitog argona (Ar — Ar’ + e ). Nakon
injektiranja uzorka, visoka temperatura plazme uzrokuje razdvajanje uzorka na
pojedine atome, zatim plazma ionizira te atome (M — M" + ¢") tako da mogu biti
detektirani masenim spektrometrom. Argon, kao plin nosioc, je najisplativiji element -
ima ga u izobilju pa je i jeftiniji od ostelih plemenitih plinova. Argon takoder ima i
viSu prvu energiju ionizacije od svih ostalih elemenata (osim He i Ne). Zbog vise
energije ionizacije reakcija (Ar — Ar’ + e") je energetski povoljnija od reakcije (M —

M* + e, §to omoguéava da uzorak ostane ioniziran (M*)2"),

2.2.2. Induktivno spregnuta plazma s atomskom emisijskom spektroskopijom
(ICP - AES)

2.2.2.1. Mehanizam
ICP - AES se sastoji od dva dijela: ICP i opticki spektrometar.

ICP baklja se sastoji od triju koncentri¢nih cijevi od kvarcnog stakla. Radna zavojnica
generatora radio - frekvencije okruzuje dio kvarcne baklje. Argon se Kkoristi za
stvaranje plazme. Uobicajno instrumenti radu na 27 ili 40MHz. Peristalticka pumpa
dovodi vodeni ili organski uzorak u nebulizator gdje se pretvara u paru i uvodi
direktno u plazmu. Uzorak instantno reagira s elektronima i nabijenim ionima iz
plazme raspadaju¢i se na ione. U nekim izdanjima se koristi plin (duSik ili
kompresirani zrak) koji "reze" plazmu na specifi¢cnim mjestima. Nakon toga se koristu
jedna ili dvije le¢e da bi usmjerile emitiranu svjetlost na difrakcijsku resetku, gdje se
svjetlost rastavlja na komponente u optickom spektrometru. U drugim izdanjima
plazma udara tocno nad opti¢kim interface-om koji uzrokuje skretanje plazme i
omogucava hladenje dok istovremeno dopusta emitiranoj svjetlosti da ude u opticku
celijuleHo,

U optickoj celije se, nakon raspada svjetlosti, mjeri intenzitet svjetla
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fotomultiplikacijskom cijevi, pruzaju¢i moguénost analize svih valnih duljina

istrovremeno.

Slika 9. ICP - AES®Y

Optika za transfer Monokromator

RF '_'_‘—

UmnaZanje
slika

Baklja
plazme

Obrada—}— —E

signala
Mijerilo struje

Mijerilo pritiska
Q Regulator
@ pritiska Ar

Nebulizator g Y Peristaltidka pumpa

Radunalo

Sprej celija

Otpad

Uzorak

Slika 10. Shema ICP - AES - a/?!

2.2.2.2.  Primjena

Najcesée podrudje analize ICP - AES-om je u odredivanju metala u vinut??,

arsena u hrani'®® i elemenata u tragovima spojenih na proteinel®". Najces¢e se koristi u
forenzici u analizi tla, no sve ¢eS¢e se poi¢nje koristiti i u odredivanja nutritivne

vrijednosti poljoprivredne zemljef®.
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2.2.3. Atomska fluorescencijska spektroskopija s generatorom hidrida (HG -
AFS)

Metoda se zasniva na odredivanju ukupnog antimona naspram antimona(V), za
istovremeno razdvajanje i procjenjivanje antimona(lll) i antimona(V). Granica detekcije mu
je u podruc¢ju od 0,02 do 0,1 ng (ili manje od 0,1 ng/ml). Moguce je odredivati pojedini
element ili viSe elemenata istrovremeno. Za elemente koji stvaraju hidride se koristi
nedisperzivni AFS. Taj pristup nudi niz prednosti za elemente koji stvaraju hidride u UV
podruc¢ju. Odvajanje analita iz matriksa generacijom hidrida smanjuje kompleksnost spektra.

Naknadno je dodan 1 sustav za proto¢no injektiranje za analizu As, Sb, Se 1 Te.

H HMin za
sUSENnje

Min za
suUsenje

HPLC
PUMP

—{Integrator

Higroskopna
membrana

otpad

Separator plina
i tekudine

Slika 11. Shema HG - AFS®!

2.2.3.1. Aparatura
HPLC sistem se sastoji od dvije pumpe i injektora s petljom za uzorak
volumena 200 pl. Generator hidrida hlapljivih stibina je proveden on-line dodatkon
otopina HNO3 i NaBH, s dvije peristalticke pumpe. Argon se koristi kao plin nosioc,
prethodno osusen preko higroskopne membrane cijevi za susenje. Kao komponenta za
susenje se koristi zrak pri brzini od 2,51 min™. Stibin se detektira AFS detektorom
opremljenim sa Supljom katodom koja potie praznjenje antimona. Mjerenja se

odraduju pri razli¢itim rezoniraju¢im valnim dujinama.

2.2.3.2. Primjena
Uzorak volumena 200 ul se injektira u HPLC sistem. On-line generacija
hidrida se odvija uz dodatak 0,69 ml/min 3% - tnog NaBH, (stabiliziran s 1% - tnim
NaOH) i 2 mol/l HNOj3 preko peristalticke pumpe. Uzorak se prenese na tekuéinski

separator odakle ga struja argona nosi do detektora. Prije detekcije je potrebno je
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osuSiti argon. Zatim se struja vodika uvodi u separator plina i tekucine da bi se

odrzavao difuzijski plamen argona i vodikal®®.

2.2.4. Atomska apsorpcijska spektroskopija (AAS)

AAS je spektroanaliticka procedura za kvantitativno odredivanje kemijskih elemenata
koriste¢i apsorpciju opticke radijacije (svjetlosti) slobodnih atoma u plinovitom stanju.
Atomska apsorpcijaska spektroskopija se temelji na slobodnim metalnim ionima koji
apsorbiraju svjetlost. Moze se koristiti za odredivanje i do 70 razli¢itih elemenata u otopini ili
iz krutih uzoraka preko elektrotermalnog isparavanja. Moze se koristiti u raznim podrucjima
kemije kao $to su klinicka analiza metala u bioloSkim tekuéinama i tkivima (krv, plazma, urin,
slina, tkivo mozga, kosa, misi¢na tkiva). Sluzi za kvalitativnu i kvantitativnhu analizu. Za
analizu otopina nepoznate koncentracije su potrebni standardi poznatih koncentracija da bi se

preko Beer - Lambertova zakona mogla odrediti koncentracija u nepoznatoj otopini'®®!.
I, = Iy x 107¢WNo
¢ - molarni apsorpcijski koeficijent

| - debljina sloja atomske pare uzorka

Np - broj atoma u osnovnom stanju koji mogu apsorbirati zracenje

I
log(70>=k><c><l

Ako se uzme da je duzina apsorpcijskog sloja konstantna:

Kod rezultata atomske apsorpcijske spektroskopije javlja se linearnost samo pri nizim
vrijednostima apsorbancije (do A < 0,2). NajceS¢e odstupanje od linearnosti se dogada prema
osi koncentracije (normalna zakrivljenost), a rjede prema osi apsorbancije (obrnuta

zakrivljenost).
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Apsorbancija

7
o

Koncentracija

Graf 1. Ovisnost apsorbancije o koncentraciji, 1 - linearno, 2 - normalna zakrivljenost, 3 - obrnuta

zakrivljenost™

Primjenjuju se dvije metode kalibracije ovisno o prirodi uzorka i analita.

1) direktna kalibracije (odredivanje metalnog analita u jednostavnoj matrici)
Daje vecéu tocnost odredivanja u Sirokom spektru apsorbancija.

2) kalibracija standardnim dodavanjem (kod sloZenog ili nepoznatog sastava matrice)
Odreduje se u uskom podrucju apsorbancije zbog prisutnosti linearnog odnosa samo u

dijelu rezultata®.

Slika 12. AASE7
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Slika 13. Shema AAS-a!

2.24.1. Aparatura

Da bi mogli analizirati uzorak on mora biti atomiziran. Naj¢e$¢i atomizatori su
plameni i elektrotermalni (grafitni) atomizator. Atomi se ozrac¢uju optickim zra¢enjem.
Izvor zraenja moze biti odredene valne duljine, specificno samo za jedan element ili
kontinuirano zracenje. Zracenje tada prolazi kroz monokromator da bi se odvojila
valna duljina specifi¢na za element od svih ostalih valnih duljina proizaslih iz izvora
zracenja. To specifi¢no zracenje dalje odlazi na detektor.

Najstariji tip atomizatora je plameni atomizator koji upotrebljava zrak -
acetilen plamen. Taj plamen stvara reduciraniju sredinu to je prikladno za analite
visokog afiniteta prema kisiku. On je najprikladniji za tekuce ili otopljene uzorke, koji
se u nebulizatoru prevode u aerosol i dalje idu u sprej komoru, gdje se mijesa s
plinovima plamena pod odredenim uvjetima koji dopustaju da se samo najfinije (< 10
um) kapljice mijeSaju s plamenom. Takvo postavljanje uvjeta smanjuje moguce
interferencije, ali zbog toga samo oko 5% otopine dolazi do plamena. Prilagodavanjem
veli¢ine plamena 1 snopa zracenja moZze se utjecati na koncentraciju nastalih atoma 1

osjetljivost.
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Slika 14. Plameni fotometar®®®!

Elektrotermalni atomizator koristi grafitne kivete u koje se postavlja uzorak
pod odredenim temperaturnim programom koji se vecinski sastoji od nekoliko faza
(susenje, piroliza, atomizacija i CiS¢enje). Komponente uzorka se razdvajaju pod
utjecajem temperaturnin promjena. Kivete se mogu grijati transverzalno ili
longitudinalno. Prednosti ove metode su to $to se svaki uzorak, bio tekuéi, kruti ili
plinoviti, moze neposredno biti odreden. Osjetljivost joj je veca dva do tri reda
veli¢ine od one kod plamene AAS, pa je odredivanje u niskim razinama pg/l i ng/g

izvedivol®l,

Slika 15. Grafitna kiveta®®™

Postoje jo§ mnoge metode atomizacije kao Sto su glow - discharge

atomizacija, atomizacija hidridom i atomizacija hladnom parom®*.
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Izvori zraCenja mogu biti linijski 1 kontinuirani. Linijski izvori zracenja
emitiraju spektar analita u obliku linija uzih od onih apsorbiranih. Kod izvora zracenja
kontinuiranog spektra prednost je ta $to su primjereni za svaki tip analita, no tada je
potreban visokorezolucijski monokromator. Kod visokorezolucijskin monokromatora,
za odrzavanje osjetljivosti, rezolucija mora biti jednaka ili bolja od polovice Sirine
atomske apsorpcijske linije.

Neki od izvora zracenja mogu biti Suplja katodna lampa, zarulja bez elektroda,
deuterijska lampa.

Spektrometar sadrzi i monokromator i detektor™2.
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3. Rezultati i rasprava

Teski metali iz industrije i ostalih ljudskih aktivnosti dolazu do tla i tu se nakupljaju.
Biljke svojim apsorpcijskim svojstvima transportiraju teske metale iz tla u svoja tkiva. Takve
biljke pokazuju smanjenu stopu rasta zbog promjene u njihovim fizioloSkim i biokemijskim
aktivnostimal™!,

Biljke za svoj rast trebaju makrohranjiva i mikrohranjiva. Osnovna razlika je u koli¢ini
potrebnoj za razvoj biljke. Ukoliko se radi o vecoj koli¢ini radi se o makrohranjivima, a ako
su ti biogeni elementi potrebni u manjon koli¢ini rije¢ je 0 mikrohranjivima. U makrohranjiva
se ubrajaju dusik, fosfor, kalij, kalcij, sumpor, magnezij, natrij, a u mikrohranjiva bor, klor,
mangan, zeljezo, cink, bakar, molibden, nikal, kobalt. Prema dosadasnjim istrazivanjima u
nekoliko posljednjih desetljeca godisSnje se Sirom svijeta unosi 22 000 tona kadmija, 939 000
tona bakra, 783 000 tona olova i 1 350 000 tona cinka u okolig®!,

Trovanje ljudi teSkim metalima je najceS¢e posljedica koriStenje kontaminiranih
biljaka u prehrani, najopasniji za ljudsko zdravlje su olovo, kadmij, ziva i arsen. Prisutnost tih
metala u ljudskom tijelu mogu izazvati razne poteskoce veéinski u obliku ostec¢enja bubrega i
fraktura kostiju.

Izlaganje kadmiju moze uzrokovati oSte¢enja bubrega, znak oStecenja je obicno
disfunkcija tubula koja je ireverzibilna pojava. Dokazano je da dolazi do ostecenja bubrega i
pri relativno niskim koncentracijama kadmija u urinu (2 - 3 pg kadmija/g kreatinina). Kasnija
istrazivanja su pokazala da moZe do¢i i do nakupljanja bubreznog kamenca uzrokovano
tubularnom disfunkcijom. Dugotrajna izlozenost kadmija moze uzrokovati i ostecenje skeleta.
Kod oste¢enja karcinogene prirode javlja se rak pluca i rak prostate. Stoga je maksimalna
dozvoljena koncentracija kadmija u hrani jednaka 0,00002% tezine svjezeg proizvoda[s].
Kadmij se jako brzo transportira iz zemljiSta u biljku. Njegova apsorpcija u biljke najvise
ovisi 0 pH vrijednosti i prisustvu ostalih kationa, pa tako kalcij i cink smanjuju sposobnost
apsorpcije kadmija. Istrazivanja su pokazala da 30 - 60 % kadmija u biljkama dolazi iz
atmosfere, a 40 - 60 % iz zemljista. Kadmij tronsportiran iz tla se u najvecoj koli¢ini zadrzaje
u korijenu. Njegova koncentracija je u listu i ostalim nadzemnim djelovima priblizno ista, ali
primjetno manja nego ona u korijenut™?.

Dugotrajnije izlaganje zivi u anorganskom obliku moze izazvati oStecenje pluca.
Trovanje se dijagnosticira neuroloS8kim i psiholoskim simptomima kao Sto su promjene u
osobnosti, umor, tjeskoba, poremecaji u spavanju i depresija. Ti simptomi su reverzibilni i
prestaju nakon uklanjanja uzroka. Dok simptomi trovanja zive organskog podrijetla mogu biti

parestezija i utrnulost ruku i stopala, moze uzrokovati i sr¢ane i koronarne bolesti’.
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Tokom proslog stoljec¢a, preko 50 % prisutnog olova je uzrok ispusnih plinova iz
prometa. Simptomi akutnog trovanja olovom su glavobolje, iziritiranost, bol u abdomenu i
razni simptomi povezani s zivéanim sustavom. Olovo u tijelu uzrokuje nesanicu i nemir, a u
djece moze do¢i do poteskocama u koncentraciji i u¢enju. Ostale posljedice mogu biti pojava
psihoze, dezorijentacija, smanjena svijest... Stoga je maksimalna dozvoljena koncentracija
olova u hrani jednaka 0,00002% teZine svjezeg proizvoda[5]. Istrazivanja su pokazala da je
najveéa koncentracija olova u biljkama u korijenu. U anorganskom obliku biljke slabo
apsorbiraju olovo i slabo ga transportiraju u nadzemne dijelove biljke osim na kiselim
zemljiStima. Dok se organski spojevi olova lako apsorbiraju i transortiraju u razlicite djelove
biljke. Olovo u visokim koncentracijama inhibira rast lis¢a i korijena, proces fotosinteze te
utjece na morfolosku i anatomsku gradu biljakal*.

Anorganski arsen je akutno otrovan i izaziva gastrointestinalne simptome, poteskoce u
kardiovaskularnom i zivéanom sustavu te u konacnici smrt. Postoji i povecan rizik od raka
bubrega, mjehura i1 koze. Ljudi koji su izloZeni arsenu udisanjem mogu dobiti rak plu¢a. Rizik
trovanja arsenom se povecava izlaganjem izvoru trovanja. Razine arsena koje vodu do
ozbiljnih posljedica su u opsegu od 50 - 100 ug/l. Stoga je maksimalna dozvoljena koli¢ina
arsena u hrani jednaka 0,0001 %", Arsen(V) se lako apsorbira i transportira kroz transportne
kanale fosfata. Zbog njihove kemijske sli¢nosti dolazi do nadmetanja u procesu apsorpcije

izmedu arsena(V) i fosfatal®).
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4. Zakljucak

Teski metali se u prirodi javljaju putem raznih ljudskih i prirodnih utjecaja. Ispiranje
teskih metala je uzrokovalo ozbiljno obogacivanje obliznjih tla. Biljke svojim apsorpcijskim
svojstvima transportiraju teSke metale iz tla u svoja tkiva. Takve biljke pokazuju smanjenu
stopu rasta zbog promjene u njihovim fizioloSkim i biokemijskim aktivnostima. Ovisno o
vrsti biljaka, njenim apsorpcijskim svojstvima i o obliku u kojem se teski metal apsorbira,
javlja se razliCiti stupanj transporta teSkih metala u razli¢ita biljna tkiva. Ulazak u ljudsko
tijelo je poslijedica konzumiranja zagadene hrane, povr¢a, no velikim dijelom je uzrok i
udisanje zagadenog zraka. Kod ljudi prisustvo teskih metala u tijelu izaziva razne karcinogene
i nekarcinogene pojave. Neke se mogu ukloniti uklanjanjem uzroka poremecéaja dok neke

ostaju kao stalno stanje u organizmu.
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