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uvoD

ZnacCajne razlike u hemijskim osobinama izmedu metala i nemetala, kao Sto su redoks
potencijali, kiselinsko/bazna hemija, strukturne, ligandne i koordinacione osobine koje odreduju
ulogu metala u bioloskim procesima.

U Zivim organizmima, metalni joni kao komponente enzima i drugih molekulskih
kompleksa, regulisu Siroki spektar fizioloSkih mehanizama sa znacajnim nivoom specificnosti i
selektivnosti. Reaktivnost kompleksa zavisi kako od specificnih osobina odredenog bioloskog
proteing, ili drugih organskih molekula za koji je metal vezan, tako i od raznovrsnosti i
fleksibilnosti osobina koje sam metal poseduje. Oko 30% svih enzima ima vezan metal za svoj
aktivni centar.

Analiza pepela dobijenog od tkiva pojedinih organa pokazuje prisustvo gotovo svih
metala, nekih u koncentracijama koje su vrlo niske, dok su neki u zna¢ajnim koli¢inama. U
veéim koncentracijama mogu se detektovati kalcijum, natrijum, kalijum i magnezijum. Pored
ovih makro elemenata u organizmu se nalazi i znaCajan broj elemenata u tragovima. Devet
metala (gvozde, cink, hrom, kobalt, nikl, bakar, mangan, molibden i selen) se ubrajaju u grupu
tzv. esencijalnih elemenata u tragovima. Posebnu grupu Cine tzv. teSki metali (antimon, arsen,
bizmut, kadmijum, hrom, kobalt, bakar, gvozde, olovo, Ziva, nikal, kalaj, cink) od kojih su neki
(hrom, kobalt, bakar, gvozde, nikl, kalaj i cink) potrebni organizmu u malim koli¢inama, dok
svaki viSak ovih metala moze negativno uticati na zdravlje ljudi. Za razliku od njih arsen,
kadmijum, olovo i Ziva su metali koji nemaju nikakvu hranljivu ulogu u ljudskom organizmu, a s
obzirom na njihovu toksicnost i sposobnost da se deponuju u nekim vitalnim organima (mozak,
jetra, bubrezi), oni mogu delovati jako Stetno po zdravlje ljudi. Ovi teSki metali, ometaju veliki
broj enzimskih reakcija i to na taj nacCin Sto deluju konkurentno na elemente u tragovima i
istiskuju ih iz njihovih jedinjenja, tako da svako optereenje organizma teSkim metalima
rezultuje se nedostatakom pojedinih elemenata u tragovima.

Prisustvo velikog broja metala u ljudskom organizmu je prevashodno posledica hrane
koju konzumiramo. 1z tog razloga je neophodno praCenje sadrZaja metala u razliCitim
namirnicama koje svakodnevno unosimo u odnosu na preporucene dnevne potrebe za ovim
elementima. Pored vazduha, zemljiSta i vode, na sadrzaj metala u hrani mogu uticati: upotreba
agrotehnickih mera, industrijski procesi obrade hranljivih namirnica, upotreba konzervanasa i
aditiva, pakovanje, skladiStenje i transport gotovih proizvoda. Vece prisustvo nekih teSkih
toksicnih metala vazan je parametar kako u proceni eventualnog Stetnog uticaja tih proizvoda na
zdravlje ljudi, tako i kao indikator zagadenja Zivotne sredine.

|z svegaiznetog, a u skladu sa svetskom tendencijom i preporukom konzumiranja zdrave
hrane, unosa namirnica bogatih esencijalnim elementima i stalnog pracenja stanja Zivotne
sredine, namece se i znacCaj i uloga savremenih, osetljivih, selektivnih i tacnih analitickih metoda
pracenja sadrZzaja metala gde primarno mesto svakako zauzimaju multielementne ICP-MSi ICP-
OES metode.

Cilj ovog rada je optimizacija, validacija i primena ICP-OES metoda odredivanja
sadrzaja metala u uzorcima koStunjavog voca (brazilski orah, indijski orah, kikiriki, badem,
leSnik, orah i pistaci); u uzorcima Zitarica (pSenica, ovas, raz, je€am, kukuruz i heljda), brasna
(belo tip 400, belo tip 500, celo zrno pSenice, kukuruzno i heljdino) i hleba (beli, razeni, crni,
polubeli, kukuruzni i meSavina pSeniCnog, ovsanog i rezenog); u uzorcima bistrih (visnja,
kupina, crno grozde i borovnica) i gustih (breskva, jabuka, jagoda, kajsija i multivitamin) voénih
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sokova i vocnih vina (kupina, visnja, borovnicai malina); u uzorcima meda, domacéim (livadski,
bagremov, Sumski i cvetni) i komercijalnim (manuka, biomed 6, livadski, bagremov, Sumski,
cvetni i planinski).

Rad je podeljen na: Teorijski deo, Eksperimentalni deo, Rezultati i diskusija, lzvod,
Summary, Prilog |, Prilog |1, Literatura, Biografija sa bibliografijom.

U Teorijskom delu obradeni su osnovni principi nastanka induktivno kuplovane plazme,
intenziteti i profili spektralnih linija, ICP-OES instrumentacija, efekti interferencijai korekcija
pozadine, osnovni pojmovi vezani za optimizaciju i validaciju jedne analiticke metode, podela
metala i njihova bioloska funkcija, putevi dospevanja metala u hranu, dnevne potrebe i
preporuceni dnevni unos pojedinih metala, literaturni pregled primenjenih ICP-OES i ICP-MS
analitickih metoda u odredivanju metala u razli¢itim uzorcima hrane kao i osnovne informacije o
vrstamai nutritivnoj vrednosti namirnicaispitivanih u ovom radu.

U Eksperimentalnom delu je dat program eksperimentalnog rada, primenjeni aparati i
reagensi kao i primenjene procedure.

U delu Rezultati i diskusija izlozeni su rezultati do kojih se doSlo u postupku optimizacije
i validacije metoda kao i rezultati odredivanja sadrzaja metala u razli¢itim uzorcima hrane
primenom optimizovanih i validiranih ICP-OES metoda. Dobijeni sadrzaji su diskutovani u
kontekstu potreba Coveka za istim; sa aspekta uticaja razliCitih faktora na sadrZaj odredivanih
metala; sa aspekta sadrzaja toksiCnih metala kao indikatora zagadenosti Zivotne sredine.
Izvedene korelacije su proverene statistickom obradom dobijenih rezultata.

U delu lzvod dat je kratak pregled dobijenih rezultata.

U delu Prilog | dat je histogramski prikaz dobijenih sadrZaja detektovanih elemenata kao
prosecna vrednost u odnosu na ispitivane uzorke.

U delu Prilog 11 dati su rezultati statisticke obrade dobijenih vrednosti sadrzaja odredivanih
elemenata u ispitivanim uzorcima.



1 TEORIJSKI DEO



1.1 Atomske spektrometrijske metode

Metode kao Sto su atomska apsorpciona (eng. Atomic Absorption Spectroscopy - AAS),
atomska emisiona (eng. Atomic Emission Spectroscopy - AES) i atomska fluorescentna
spektrometrija (eng. Atomic Fluorescence Spectroscopy - AFS) su grupa optickih
spektrometrijskih tehnika koje su se poslednjih godina znaCajno razvijae. Ove metode se
zasnivaju na merenju apsorpcije, emisije ili fluorescencije zraCenja koje potice od slobodnih,
negonizovanih atoma ili atomskih jona koji su u gasnoj fazi. RazliCite komponente
instrumentalnih aparata koje se koriste kod ovih tehnika kao i njihova svojstva, dosta su slicne
jedna drugoj i zavise pre svega od talasne duzine spektralne oblasti u kojoj se primenjuju. Tako,
ako se uprosti, moze se reCi da se kod svih ovih tehnika koriste spektrometri i detektori slicne
konstrukcije i sastava. Ispitivani uzorci, koji su najéeS¢e u teCnom stanju, uvode se u aparat uz
pomoc sistema za rasprsivanje rastvora.

Kvantitativha apsorpciona spektrometrijska analiza izvodi se metodom atomske
apsorpcione spektrometrije kojom se nepoznata koncentracija analita odreduje na osnovu
merenja apsorpcije monohromatskog zraCenja odredene talasne duzine od strane slobodnih
atoma odredivanog elementa. Danas se AAS Kkoristi za odredivanje oko 70 elemenata u
koncentracionom opsegu od pg/ml do pg/l i nizem, najéeSée u rastvorima, ali i u Cvrstim
uzorcima razliCite prirode i porekla.

AFS predstavlja kombinaciju apsorpcione i emisione spektrometrije. FiziCki proces se
sastoji u apsorpciji fotona hv, i emisiji fotona manje energije hv,. Pobudeni nivo moze da se
deekscituje razliCitim putevima, odnosno preko razliitih kaskadnih prelaza. Za posmatranje
emisionog procesa pogodne su linije veceg intenziteta. Kod atoma moZe nastati rezonantna
fluorescencija, kada se emituje foton iste energije kao i pobudivacki, samo u nekom drugom
pravcu. Kada se neki nivo pobudi, deo enerije moze da se izgubi sudarom ili nekim drugim
procesom, pri cemu atom prelazi na nize pobudeno stanje sa koga se vrsi emisija. Uz apsorpciju
pobudivackog fotona, atom mozZe deo energije da dobije ili izgubi preko toplotne energije, pri
¢emu moZe da se emituje foton vece (antistoksova komponenta) ili manje energije (stoksova
komponenta).

Izvor za pobudivanje je ,,srce” svakog od primenjenih spektralnih aparata. Kod AAS i AFS
izvori pobudivanja bi trebalo da daju veliki broj atoma ispitivanog uzorka u njihovom osnovnom
stanju. Treba voditi raCuna da matriks ispitivanog sistema ne utiCe na nivo atomizacije. Ukoliko
se pak uticaj matriksa ne moZe izbeci, onda dolazi do pojava hemijskih interferencija. Kod ovih
tehnika takode je bitno da izvor zraCenja bude stabilan i da emituje intenzivne linije uze od
apsorpcionih koje se koriste za merenje. Zato se kao izvori zraCenja koriste lampe sa Supljom
katodom ili bezelektrodne lampe za odredivanje lako isparljivih elemenata, kao $to su As, Se i
Te[1].

PobudivaC kod atomskih emisionih spektrometrijskih tehnika mora imati veliku efikasnost
inaCe, u protivnom, samo elementi koji imaju niske energije pobudivanja mogu biti detektovani
sa dovoljno dobrom osetljivoS¢u. Ove zahteve ispunjavaju razliCiti izvori plazme, narocito
induktivno kuplovana plazma (eng. Inductively Coupled Plasma - ICP).

Najznacajniji napredak u razvoju ovih tehnika desio se usavrsavanjem njihove e ektronike.
Mikroprocesori su znacajno uprostili rad ovim instrumenatima tako da su danasnji instrumenti
brzi i bezbedniji, a osobine su im poboljSanje i to naroCito u domenu njihove preciznosti i
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tacnosti odredivanja. Upotreba autosemplera omogucava odredivanje velikog broja elemenata u
velikom broju uzoraka za kratko vreme.

Intenzitet emitovanog zraCenja i broj emisionih linija, kod AES, zavisi od temperature
upotrebljenog izvora zraCenja. Plamen je najstariji izvor zraCenja. Jednostavan je i ekonomski je
pristupacan i najcesce se koristi prilikom odredivanja alkalnih i zemnoalkalnih metala. Elektricni
lukovi i varnice mogu da pobude gotovo sve stabilne elemente, osim onih sa izuzetno visokim
energijama za pobudivanje, kao Sto su azot, kiseonik, halogeni i plemeniti gasovi. RazliCite vrste
plazmi kao Sto su induktivno kuplovana plazma (ICP), direktno-strujna plazma (eng. Direct
Current Plasma - DCP) i mikrotalasna plazma (eng. Microwave-Induced Plasma - MIP), imagju
brojne analiticke osobine koje ih favorizuju kao izvore za atomizaciju odnosno za pobudivanje
prilikom jedne multielementne analize. Pri prolasku kroz ICP, Cestice uzorka se izlazu dejstvu
temperature plazme od 6000 do 10000 K. Vreme boravka produkata razgradnje uzorka u zoni
posmatranja je 2 ms. Ovo vreme kao i temperatura koja deluje na uzorak su priblizno dva puta
vece od onih koje se postiZu obicnim plamenom, tako da je ICP najceSce koriSceni izvor plazme.

Atomski emisioni spektrometar sa induktivno kuplovanom plazmom (eng. Inductively
Coupled Plasma - Atomic Emission Spectrometry - ICP-AES ili eng. Inductively Coupled
Plasma - Optical Emisson Spectrometry - [ICP-OES) ima nekoliko prednosti: jednostavan
sistem za ubrizgavanje tecnih uzoraka; sposobnost kvalitativne i simultane multielementne
analize; merenja koja su moguca i u vakumskoj UV oblasti; visoku osetljivost; nizak limit
detekcije; male hemijske intenferencije, zbog Cega je ova tehnika naSla veliku primenu za
odredivanja elemenata u tragovima za Siroki spektar uzoraka [2].

MozZe se takode reCi da se tehnike ICP-OES i AAS veoma dobro dopunjuju prilikom
odredivanje elemenata u tragovima. ICP-OES ima odlicnu sposobnost detekcije velikog broja
elemenata koji ne mogu biti odredeni ili se pak teSko odreduju u malim koncentracijama pomocu
plamene AAS (kao npr. B, P, S, W, U, Zr, La, V, Ti) ili pomocu elektrotermalne AAS (B, S, W,
U). U tom smislu ove dve tehnike nisu jedna drugoj alternativa ve¢ jedna drugu idealno
dopunjuju. Trenutno je ICP-OES tehnikom moguce odredivati gotovo sve elemente periodnog
sistema.

Pored ICP-OES tehnike, danas je sve viSe aktuelna i tehnika masene spektrometrije sa
induktivno kuplovanom plazmom (eng. Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry - 1CP-
MS). Uvodenje uzorka i pobudivanje kod ICP-MS je identicno kao i kod ICP-OES. Sustinska
razlika izmedu ove dve tehnike je u sistemu za detekciju. Kod ICP-MS, joni koji se dobijgju u
plazmi razdvagju se i identifikuju u masenom spektrometru. Pored simultane analize, ICP-MS
omogucava i analizu izotopskog sastava. Ova tehnika se odlikuje izuzetnom osetljivoscu za
veliki broj elemenata, reda veliCine kao za grafitno plamenu AAS (eng. Graphite Furnace
Atomic Absorption Spectrometry - GFAAS), a za dosta elemenata osetljivost je Cak i bolja [1].

1.2 Atomska emisiona spektrometrija sa induktivno
kuplovanom plazmom

Kod ICP-OES metode uzorak se uvodi u izvor plazme gde isparava i razgraduje se na
slobodne atome i jone, pri Cemu se dodatna energija trosi u cilju pobudivanja slobodnih atomai
jona u visoko energetska stanja. Plazma prakticno ima dvostruku ulogu: kao atomizer i kao izvor



za pobudivanje i ona je u sustini jonizacioni gas koji ostaje makroskopski neutralan i dobar je
provodnik elektriciteta. Procesi u plazmi kao Sto su disocijacija analita na atome i jone,
pobudivanje nastalih Cestica kao i visoka temperatura plazme direktna su posedica sudara
slobodnih elektrona sa svim prisutnim Cesticama sistema. Pobudena stanja su nestabilna tako da
atom ili atomski jon gubi energiju, bilo preko sudara (termana razmena energije) sa drugim
Cesticama sistema ili uz pomoC energetskog prelaza na niZe energetske nivoe (radijativna
razmena energije). ZraCenje koje se tom prilikom dobija naziva se spontana emisija zracenja.
AES metode se bazirgju na tom spontano emitovanom spektru. Dobijeni emisioni spektar sadrZi
mnogo linija koje potiCu od velikog broja razliCitih atoma i jona iz uzorka i izvora plazme. 1z tog
razloga je neophodno da sistem za razlaganje AES instrumenta poseduje spektrometar koji ima
dobru moc rezolucije i sposobnost korekcije pozadine.

Svaki od prisutnih elemenata u plazmi se karakteriSe talasnom duZinom emisione linije.
Detekcija zraCenja odredene talasne duzine se primenjuje za kvalitativhu analizu a izmereni
intenzitet se koristi za kvantitativnu analizu uzorka [1].

1.2.1 Osnovni principi nastanka induktivno kuplovane plazme

Plazma, kao $to je reCeno, predstavlja jonizujuci gas koji je makroskopski neutralan (broj
pozitivnih Cestica — jonai negativnih Cestica — elektrona je jednak). Ako se za nastgjanje plazme
koristi neki monoatomski gas X, sastav plazme se moze predstaviti sledecom jednaCinom:

X:Zq:X“++Zq:ne (1.2
n=1 n=1

gde X™ predstavljajon san naelektrisanjem dok je e elektron.

Za razliku od plamena, za nastanak i odrzavanje plazme neophodno je da se obezbedi
energija spolja u vidu elektricnog polja. Deo te energije Ce nastala plazma prenositi uzorku pri
¢emu Ce vrsiti njegovu atomizaciju, jonizaciju i pobudivanje.

Uglavnom su analiticki izvori plazme gasovi koji se prazne na atmosferskom pritisku.
NajcesSce se koristi argon. Kao i ostali plemeniti gasovi on je monoatomski element sa visokom
jonizacionom energijom (15,76 €V) i hemijski je inertan.

Treba reci da u plazmi mogu nastati pojedini nestabilni pobudeni molekuli ili jonske vrste
kao Sto je npr. ArH. Ova jedinjenja se uglavnom razgraduju prilikom njihove deeksitacije. Jedini
nedostatak argona je u tome Sto mu je termalna provodljivost mala u poredenju sa molekul skim
gasovima kao Sto su azot ili vodonik [2].

Magnetno polje koje stvara radiofrekventni generator kod induktivno kuplovane plazme,
ubrzava elektrone koji jonizuju gas plazme:

e +Ar - Ar+e+e
gde e, oznaCava brzi, a es spori elektron, odnosno elektron sa visSom i nizom energijom.

Potom se joni argona radijativno rekombinuju sa elektronima Sto dovodi do pobudivanja
atoma argona pri cemu dolazi do pojave pozadinske emisije:

Arf+e . Ar +hv



Pozadinska emisija koja se javlja je direktna posledica radijativne rekombinacije koja se
deSava u UV oblasti. Osim rezonantnih linija koje se javljaju na 106,7 i 104,8 nm, argon ne daje
vise ni jednu spektralnu liniju ispod 300 nm.

Izvor zraCenja kod AES, kao Sto je reCeno, ima dvostruku funkciju. Prva je da vrsi
atomizaciju uzorka koji se andizira pri Cemu nastgu slobodni atomi analita uglavhom u
osnovnom stanju, a druga uloga mu je da izaziva jonizaciju atoma analita i eksitaciju atoma i
jona u viSa energetska stanja. Plazma deluje kao rezervoar energije koju dobija uz pomoc¢
radiofrekventnog polja i tu energiju prenosi analitu M. Treba reCi da proces atomizacije traje
relativno dugo (obicno nekoliko ms), dok su procesi jonizacije i eksitacije veoma brzi. U plazmi
se deSava viSe razliCitih eksitacionih i jonizacionih procesa koji su posledica prisustva vrsta koje
nastaju prilikom formiranja plazme [2].

Glavni jonizacioni proces su:
-jonizacija sa prenosom naelektrisanja,
Ar'+M - M" +Ar
-jonizacija sudarom sa el ektronom,
&+M - M +e+es
-Pening (Penning) jonizacija,
Arm+M - M"+Ar+e

gde je Ar™ metastabilno stanje argona Cija je energija veca od energije potrebne za
jonizaciju anaitaM.
Glavni eksitacioni procesi su:
-eksitacija sudarom sa el ektronom,
&g+M - M+ (X
-jon-elektron radijativna rekombinacija,
M*+e - M +hy
Jonska linija bice osetljivija od odgovaraju¢e atomske u slucaju kada je zbir jonizacione i
eksitacione energije nizi od energije jonizacije argona (16 €V) [3]. To je slucaj kod elemenata
kao Sto su: Al, Ba, Be, Ca, Co, Cr, Fe, Hg, Mg, Mo, Ni, Pb, Sn, Ti i Zn. Dobar primer ovog
pravila je aluminijum, gde je jedina jonska linija koja ispunjava navedene zahteva Al 11 167 nm
kojajei ngosetljivijalinijaza Al [3]. Sa druge strane, atomske linije su najosetljivije za sledece
elemente Ag, As, B, Bi, Ga, K, Li, Na, S, Sei Si. Madli je broj elemenata kod kojih su atomske i
jonske linije slicne osetljivosti, i to su npr.Cu, Pd, Pt, Rhi Ni.

1.2.2 Termodinamicka ravnoteza u plazmi

Plazma je u stanju termodinamicke ravnoteze (eng. Thermodynamic Equilibrium - TE) ako,
izmedu ostalog, postoji i jednakost brzina svih inverznih mikroprocesa pri kojima se wvrSi
razmena energije, ukljuCujuci i radijativne procese, $to podrazumeva da se gubitak energije
emisijom kompenzuje reapsorpcijom zracenja.



TermodinamiCko ravnoteZzno stanje plazme se opisuje odgovarajuéim zakonima
(raspodelama) koji su funkcija temperature:

1. Maksvelova (Maxwell) raspodela brzina svih Cestica prisutnin u plazmi, koja je
odredena gasnom (kinetickom) temperaturom:

3
m 2 m 2
exp| — 1.2
kinj p( 2k-l—kin) ( )

gde je m— masa Cestice, Tyin — Kineticka temperatura, v — brzing;

2. Bolcmanova (Boltzmann) raspodela Cestica po energetskim nivoima, koja je odredena
temperaturom pobudivanja.

Ako se popunjenost dva pobudena energetska nivoa E,, i Ex oznaci sanm i ny, njihov odnos
se moze prikazati Bolcmanovim zakonom:

—Em

ng _Ek
ex
gk p(kTpob)

gde je k Bolcmanova konstanta (k = 1,380 - 102 JK™ = 8,617 - 10° eVK™), Tpo, j€ temperatura
izvora zraCenja (koja se ovde naziva temperatura pobudivanja) i g je statistiCka teZzina. Kako je
popunjenost pobudenih nivoa proporcionalna eksponentu (- E), onda ona opada veoma brzo sa
porastom E. Upotreba plazme omogucava postizanje visoke eksitacione temperature, obi¢no
izmedu 3500 i 7000 K, Sto povecava popurjenost visih nivoa. U slucaju osnovnog stanja, E =0

dedi:
—-Em
9n exp(k )
Nim pob
Im o 14
nop do ( )
U cilju da se poveze ny, satotalnom popunjeno$éu nivoa atoma (ili jona), N
N=nop+n+- +np+- (1.5

moguce je sabrati termove kao @, - exp(-E,/kT,.) za sve moguce nivoe i tako definisati
particionu funkciju ili sumu stanja, Z:

-E ~Bo
Z =gy + g, €exp (kszb) + G €XP (kTpr) + - (1.6)

Bolcmanov zakon tako dobija sledeci oblik:

Im exp(k'r )
N o= pob
) - 2.7)
Particiona funkcija (Z) je funkcija temperature (Tpon). U rangu temperatura koje se

dobijaju kod ICP (3000-7000 K), ovavarijacijaje malaili zanemarljiva
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3. Sahinova (Saha) raspodela koja definiSe jonizaciono-rekombinacionu ravnotezu na
temperaturi jonizacije Cestica:

+1Me * He ’ =
ngsine _ (zqu) ((zirrrzk) ) T,,.32exp (&) (18)

ng Zy kTion

gde je h Plankova (Planck) konstanta (h = 6,626 - 10°** Js), E.» je jonizaciona energija izmedu q
i g+1 jonizacionih stanja, My je mase elektrona i Z je particiona funkcija. Kada se elektronska
gustinaizrazava u m™, jednagina 1.8 postaje:

Ng4iNe . 21 [ Zq+1 . 32 (—Eion)
o ul 4,825-10 (—zq ) Tion ' “exp Tt (1.9)
Temperatura koja se koristi u Sahinovoj jednacini se naziva jonizaciona temperatura.

4. Plankov zakon raspodele spektralne gustine zraCenja na temperaturi zracenja:

2m3 1
W= o o (2.0
exp(j -1
KT,

gde je v frekvencija na kojoj se zraCenje emituje, T, je temperatura zraCenja a w
spektralna gustina zraCenja ili spektralna emisiona moc.

U uslovima TE postoji jednakost svih temperatura tako da su sve raspodele odredene
istom temperaturom T (T = Tiwin = Tpob = Tion = Tz). U takvo] plazmi ne postoji ni gradijent
temperature ni gradijent koncentracije; ona je homogena u svim delovima svoje zapremine [2].

U realnim, laboratorijskim plazmama (koje su konac¢nih dimenzija) TE ne moZe da se
postigne. U njima postoje gradijenti temperature i koncentracije koji omogucavaju jednosmerne
procese, pri kojima se iz plazme odvodi zracenje i Cestice. VerovatnocCa deSavanja ovih procesa
mnogo je veca za fotone, Sto stvara uslove da dobijena plazma odstupa od TE. Medutim, ako je
razmena energije izmedu Cestica procesom sudara dovoljno brza i ako je koncentracija elektrona
dovoljno visoka, u plazmi moze da se ostvari stanje u kome je Maksvelova, Bolcmanova i
Sahinova raspodela lokalno odredena istom temperaturom. Tada se u svakom elementu
zapremine plazme, zahvaljujuci velikoj brzini (frekvenciji) sudara koja prevazilazi brzinu
radijativnih prelaza, postize jednakost brzina svih prisutnih Cestica. Za takvu plazmu se kaze da
je u stanju lokalne termodinamicke ravnoteze (eng. Local Thermodynamic Equilibrium - LTE).

Ukoliko je sistem u stanju LTE, onda se parametri plazme mogu odrediti samo
koriS¢enjem Bolcmanove i Sahinove raspodele, pri Cemu je temperatura plazme jednaka
temperaturi elektrona T, Sto je u direknoj vezi sa njihovom prodornoséu [2].

1.2.3 Intenzitet linija

Prilikom spontanog prelaza elektrona u atomu (ili jonu) izmedu viseg Eq, 1 nizeg nivoa Ey,
frekvencija emitovanog zraCenja v se moZe predstaviti na sledeci nacin:
hv = En - Ex (2.2)
Kod OES, talasna duZina A se obi¢no koristi umesto frekvencije:
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A== (2.2)

v

gde je g brzina svetlosti (c = 299792458 ms''). Talasna duZina se prikazuje u angstremima (A, 1
A =10"m).

Kvantitativna analiza je moguéa ako se intenzitet spektralne linije moZe povezati sa
koncentracijom emitujuCe vrste. Intenzitet zraCenja na odredenoj talasnoj duZini, odnosno
intenzitet spektralne linije, zavisi od:

1) razlike energijaizmedu viSeg En, i nizeg energetskog nivoa Exjednog prelaza,

2) popunjenosti elektronima ny, viseg nivoa Ep,

3) brojem mogucih prelaza izmedu En, i Ex po jedinici vremena. Ova vrednost se izraZzava
sposobno3¢u prelaza A, i definisao ju je Ajnstajn (Einstein).

Intenzitet linije | je tada:
| X (Em - E)ANy, (2.3)

Vec je receno da je moguce povezati relativnu popunjenost Ny, sa totalnom popunjenoscu
N preko Bolcmanove jednaline pa se intenzitet linije moze prikazati kao:

I=® (M) exp (ﬁ) (2.4)

4mAZ kT
gde je ® koeficijent koji se racuna za izotropriu ermisiju preku pdnog ugla od 41 steradijana.

Kada je izvor zraCenja dovoljno stabilan da daje konstantnu temperaturu, Z ostge
konstantno, a broj atoma (ili jona) N bice proporcionalan koncentraciji ¢. Za dati element koji se
andizira, gm, A, A i En su konstantne vrednosti tako da je | proporcionalno c, $to daje mogucnost
za primenu kvantitativne analize. Treba naglasiti da usled ¢ak i malih promena u osobinama
izvora plazme moze do¢i do promene temperature sistema, $to izaziva varijacije u intenzitetu
spektralne linije zbog promene popunjenosti pobudenog energetskog nivoa. Zato je neophodno
da se osobine izvora plazme (snaga i brzina protoka gasa) odrzavaju konstantnim u cilju
postizanja dobre reproduktivnosti odnosno da bi se izbegla bilo koja promena u analitickom
signalu [4].

1.2.4 Profil linija

Pored intenziteta, jedna od najznacCajnijih osobina spektralnih linija jeste i oblik odnosno
profil linije. Spektralna linija uvek ima odreden profil tj. neku raspodelu intenziteta zraCenja u
odredenom intervalu frekvencija (talasnih duZina). Profil ne mora obavezno biti simetrican.
Oblik profila i Sirina snimljene spektralne linije zavise od vrste atoma emitera, fizickih uslova
prisutnih u plazmi, kao i od karakteristika spektralnog uredaja. Osnovna karakteristika profila
linije je njegova poluSirina AAy, tj. Sirina spektralne linije na polovini visine maksimalnog
intenziteta (Slika 1.). Oblast unutar poluSirine naziva se centralnom oblasc¢u linije, dok se delovi
linije van ove oblasti nazivagju krilimalinije.
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Sika 1. Profil spektralnelinije

Pri analizi spektralnih linija znaCajne su i druge karakteristike profila, kao Sto su: forma
krila linije, asimetrija profila ili pomeraj spektralne linije d (d = Ao — A ). Pomeraj predstavlja
rastojanje za koje je maksimum ispitivane spektralne linije pomeren (Ao) u odnosu na
maksimum linije koju bi emitovali izolovani i nepokretni atomi (Ao). Sve ove karakteristike
profila linije govore o posebnim fizickim uslovima u kojima se nalaze emiteri prilikom emisije
fotona. Ti posebni fizicki uslovi su posledica istovremenog prisustva intenzivnog termickog
kretanja Cestica plazme i interakcije medu njima.

Mehanizmi koji dovode do Sirenja spektralnih linija, koje emituju neutralni atomi ili joni iz
plazme, mogu se podeliti u tri grupe:

e prirodno Sirenje, koje je posledica konaCnosti srednjeg vremena Zzivota atoma u
pobudenom stanju;

e Doplerovo (Doppler) Sirenje, koje se javlja usled kretanja Cestica emitera u odnosu na
opticki sistem pomocu kojeg se zrafenje posmatra;

¢ Sirenje usled pritiska, uzrokovano interakcijom Cestica emitera sa okolnim neutralnim i
naelektrisanim Cesticama.

Istovremeni uticg] svih gore navedenih efekata dovodi do promene polozaja energetskih
nivoa svakog pojedinacnog atoma ili jona emitera. Posmatrajuci zraCenje emitovano iz plazme,
koje potiCe od svih atoma ili jona emitera koji su se u datom trenutku nasli na liniji duz pravca
posmatranja, ustvari se registruje sumarni efekat. Dakle, u snimljenom spektru zracenja dobijaju
se proSirene i pomerene spektralne linije [4].

Na Slici 2 prikazan je profil prirodne linije, linije pod uticaj Doplerovog Sirenja kao i profil
linije pod pritiskom.

Sika 2. Prirodni profil linije (—), Doplerov profil linije (----) i profil linije pod pritiskom (----)
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Vrednosti Sirina linija koje se posmatraju kod ICP mogu dati odgovarajuée podatke o
konkretnoj moci razlaganja odnosno rezoluciji disperzionog sistema. Idealno bi bilo kada bi
primenjena rezolucija bila manja od 1 pm i time bi se u potpunosti odvojile ngjblize linije. U
svakom slucaju, dve linije sa sliCnim intenzitetom mogu biti u potpunosti razdvojene ako bi
mogle da se odvoje na rastojanju od najmanje 2 pm. Najbolji komercijalno zastupljeni uredaji
imaju rezoluciju u UV oblasti oko 5 pm [5], Sto znaci da ¢e potpuno odvajanje biti postignuto za
linije narastojanju od ngimanje 10 pm.

1.2.5 Odnosintenziteta linijajon/atom

Vecina prethodnih teorijskih razmatranja u vezi sa nekim parametrima plazme (T, E, n) i
intenzitetom i profilom linija, nije moguce prakticno sprovesti. Zato je potrebno pojednostaviti
teorijska razmatranja odredivanjem optimalnih operativnih uslova ICP-a. Najces¢i pristup ovom
problemu je merenje odnosa intenziteta spektralnih linija jon/atom jednog istog elementa. Cilj
ovog pristupa je da se izracuna teorijski odnos inteziteta linija prema LTE i da se uporedi sa
eksperimentalno dobijenim odnosom. Obicno su atomske linije manje osetljive na promenu
eksitacionih stanja u odnosu najonske linije tako da odnos njihovih intenziteta omogucéava da se
osobine ovih dvegju vrsta linija normalizuju. Ako su ove dve linije bliske jedna drugoj, u smislu
talasnih duzina, njihov odnos ne zavisi od osobina detektora (napona za fotomuliplikator).

Jon/atom odnos intenziteta linija /I, se moZe izvesti primenom Sahinove jednaline i
Bolcmenove funkcije:

7 - (4,83-1021) (giAiAa) T

I N m, Galali %
gde su Epep energija pobudivanja a Ejon jonizaciona energija. Kada je sistem u stanju LTE onda
dedi daje Te= Tpop = T. Indeksi ai i se odnose na atomske odnosno najonske linije.

3/2

—Eion —Epob-i—Epoba
exp (k—Te) exp (M) (2.5)

kTpop

Od svih elemenata, najCeSce se koristi odnos linija magnezijuma, pri ¢emu se biraju
sledece linije: Mg Il 280,270 nm (ili Mg Il 279,553 nm) i Mg | 285,213 nm (2-10). Postoje tri
osnovna razloga koji favorizuju izbor ovih linija magnezijuma: a) dve izabrane talasne duzine su
veoma bliske b) eksitacione energije atomskih i jonskih linija su istog reda veliCine (35051 i
35669 cm™Y) i ¢) vrednosti verovatnodée prelaza se znaju sa velikom taéno$éu $to stvara uslove da
se izraCuna teorijski odnos izabranih linija (jednacina 2.5).

Odnos intenziteta jon/atom linija Mg pored toga Sto se koristi za procenu odstupanja
sistema od LTE, primenjuje se i za ispitivanje ICP parametara kao Sto su frekvencija [6, 7],
rezidualno vreme [8], brzina transporta aerosola [9, 10], brzina protoka noseCeg gasa [11] i
mikrorasprsivaca [12].
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Tabela 1. Temperatura (K), gustina elektrona (m™) i odnosintenziteta linija
Mg 11 280,270 nm/Mg | 285,213 nm [13]

T (K) ne(m?) /1,
6500 1,01-10%° 10,8
7000 2,83.10%° 11,4
7500 6,90-10%° 12,1
8000 1,51.10* 12,7
8500 3,01.10* 134
9000 5,57-10% 14,1
9500 9,70-10* 14,8
10000 1,60-10% 15,4

Teorijski odnos Ii/l, se odreduje kao funkcija od ne (Tabela 1.). Kada je sistem u stanju
LTE onda ovaj odnos varira izmedu 10 i 14 za odgovarajuci opseg ne koji se obi¢no koristi kod
ICP. Prakti¢no, eksperimentalni odnos se kreCe od 1 do 14. Kada je on iznad vrednosti 8,
takozvani robusni uslovi plazme su postignuti, Sto znaci da se ocekuje da dode do kompletnih
procesa atomizacije, jonizacije i eksitacije. Pod ovakvim radnim uslovima, koji se obicno
javljgju kada je visoka snaga radiofrekventnog generatora (eng. Radio Frequency — RF) i mala
brzina noseéeg gasa, efekti matriksa su minimalni [10, 14]. Sadruge strane, kada je odnos ispod
4, proces nije optimizovan paje andizirani analit kod ICP pod jakim uticajem matriksa. Mada se
odnos linija Mg 1I/Mg | najceSce Koristi, postoje i drugi alternativni parovi linija koji se mogu
upotrebljavati (Tabela?2.).

Tabela 2. RazlicCiti parovi linija za procenjivanje odnosa intenziteta jon/atom

Eion+ EDob (eV) Epob (eV)
Cd Il 226,502 nm 14,47 Cd | 228,802 nm 10,8
Cr 1l 267,716 nm 12,92 Cr 1 357,868 nm 11,4
Ni 11 231,604 nm 14,03 Ni | 232,138 nm 12,1
Pb Il 220,353 nm 14,79 Pb 1 217,000 nm 12,7
Zn Il 206,200 nm 15,40 Zn | 213,857 nm 134
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1.2.6 ICP-OESinstrumentacija

PC kontrola

Spektrometar Podaci
Izvor plazme - Optika - Ekran
- Elektronika - Zapisiva¢
Uzorak
Generator signala Procesor signala

Sika 3. Osnovne komponente ICP optickog emisionog spektrometra

ICP-OES instrumentacija se sastoji iz dve glavne jedinice: generatora i procesora signala
(Slika 3.). Generator signala se sastoji iz izvora plazme (plazmeni plamenik; generator
radiofrekventnog zraCenja) i sistema za unoSenje uzorka (razliCite vrste rasprsivaca; rasprsivacka
komora), dok se procesor signala sastoji od optickog sistema elektronike i jedinice za
prikazivanje podataka. Kontrola funkcija i rad spektrometra se vrsi preko PC-ija i odgovarajuceg
softvera.

1.2.7 lzvori plazme

Idealni izvor pobudivanja morao bi da, pre svega, obezbedi efikasno isparavanje, potpunu
atomizaciju pare uzorka i pobudivanje atoma svih elemenata uz mogucnost kontrole sopstvene
energije, kako bi se podjednako efikasno pobudili atomi elemenata sa niskim i sa visokim
energijama pobudivanja. Pored toga, ideani izvor morao bi da ima hemijski inertnu sredinu,
kako bi se sprecCile hemijske reakcije pri kojima nastaju termalno stabilna jedinjenja i minimalnu
pozadinsku emisijul.

Da bi se izvor za eksitaciju smatrao idealnim za primenu u AES on mora da poseduje
sledece optimalne osobine:

1) potpuno isparavanje,

2) potpunaatomizacija,

3) mogucnost pobudivanja atoma svih elemenata,

4) mogucnost istovremenog pobudivanja atoma vise elemenata,
5) hemijski inertna sredina,

6) odsustvo pozadinske emisije,

7) stabilnost rada,

8) reproduktivnost uslova atomizacije i pobudivanja,

9) mogucnost primene za uzorke u svim agregatnim stanjima,
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10) jednostavnost rukovanja.

Klasicni izvori eksitacije u AES ne ispunjavaju sve navedene uslove. Plamen, elektricna
varnicai luk imaju malu stabilnost, nisku reproduktivnost i kod takvih izvora eksitacije znatan je
efekat matriksa. Sa druge strane plazma kao izvor eksitacije, naroCito induktivno kuplovana
plazma, je po svojim karakteristikama veoma blizu gore pomenutom idealnom izvoru za AES.

Prema nacinu nastanka, razlikuju se tri vrste plazmi (plazmenih izvora):

e jednosmernaili direktna strujna plazma (DCP), koja nastaje praznjenjem izmedu
elektroda u kolu jednosmerne struje;

e mikrotalasna plazma (MIP), koju proizvode visokofrekventna magnetna polja
frekvencije 2000-3000 MHz i

e radiofrekventna plazma (ICP), koju proizvode visokofrekventna magnetna polja
frekvence od nekoliko MHz do nekoliko desetina MHz [4].

1.2.8 Induktivno kuplovana plazma

Induktivno kuplovana plazma je bezelektrodna plazma koja se formira na atmosferskom
pritisku 1 odrzava induktivnim kuplovanjem sa visokofrekventnim elektromagnetnim poljem.
Izvor se sastoji iz tri koncentriCne kvarcne cevi postavljene u indukcioni kalem sa dva do tri
navoja. Kalem je povezan sa radiofrekventnim (RF) generatorom od 5-50 MHz, izlazne snage 1-
5 kW (Slika 4.). Kroz spoljnu cev tangencijalno se uvodi argon brzinom od oko 10 I/min koji
hladi cev i termicki izoluje plazmu od zida cevi, ograni¢avajuci tako i njenu zapreminu. Kroz
srednju cev ulazi argon, koji sluzi kao nosecCi gas i koji obezbeduje primarne elektronei jone za
formiranje plazme. Kroz centranu cev u plazmu se uvodi aerosol uzorka strujom argona koji
protiCe znatno sporije (oko 1 1/min) od gasa koji sluzi za hladenje.

- [l

Spoljna cev \ —1T ,.—-r‘ ~

| { < \ i \
~ ~—, Indukcioni kalem rJ" h-“-_—-— — Q{.; d \
(o™ -\ linije sila . TS
T - [ o ¥ magnetnog polja ||i 4 | 1> H H'I
S it Aol
| &% i

I ; : od kvarca \. —— ____-______\‘h-,-._._: S > |
=T —===Tangentni proto \ C:::""‘— _::::5
1.|rlnlk \ HB “"‘l"/
Sika 4. Sematski prikaz ICP izvora Sika 5. Magnetno polje koje se stvara oko

indukcionog kalema

Prolaz radiofrekventne struje kroz kalem indukuje magnetno polje sa linijama sila koje su
paralelne os cevi (Slika 5.). Ovo polje u oblasti kalema indukuje elektricno polje u kome
primarni elektroni vrSe kruzno kretanje i pri tom kretanju se ubrzavaju. Kada struja u
indukcionom kalemu promeni smer, magnetno polje i vrtlozna struja elektrona takode menjaju
svoj smer. Pri tome, ubrzani elektroni u sudaru sa atomima gasa izazivgju jonizaciju uz
intenzivno zagrevanje gasa (6000 — 10000 K). Na taj nacCin dolazi do formiranja plazme koja
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sadrzi visoku koncentraciju elektrona i jona noseéeg gasa, pored neutralnih atoma u osnovnom i
visokopobudenim stanjima. NajviSu temperaturu ima jezgro plazme koje se nalazi unutar
indukcionog kalemai nekoliko milimetaraiznad njega (Slika 6.).

U plazmi mogu da se razlikuju tri oblasti razliCitih spektralnih osobina:
visokotemperatursko jezgro u Cijem centralnom delu (kanalu plazme) uzorak podleze efikasnom
isparavanju i atomizaciji; zona koja se nalazi 1-3 cm iznad indukcionog kalema, u kojoj se
pobuduje veéina elemenata i nisko temperaturni deo tzv. rep plazme, u kome se pobuduju
elementi sa niskim energijama pobudivanja.

T(K) h (mm)
6000 25 ———  Zona posmatranja
- - —  M-M+ne
= e MO-M+0O
6500 15 § M+ 0~MO
6800 10 5 MX MX,"MX,,
8000 =
MX-M+ X
10800 2H,0-2H,+ 0,
H.0,~H.,0,,
$ | |
® 380 10000
.!. Temperatura plazme (K)

Sika 6. Temperature i zone u ICP plazmi Sika 7. Uzorak (MX) u plazmi

Uzorak se injektira kao aerosol kroz unutrasnju cev. Aerosol dolazi do plazme kroz
centralnu cev (eng. Torch centre tube) plazmenog plamenika (eng. Torch) Cime se plazma
snabdeva uzorkom za analizu. Sadrzaj aerosola uzorka koji dospeva u plazmu zavisi od vrste
centralne cevi:

- 1,5 mm kvarcna cev zavodene rastvore

- 1,0 mm kvarcna cev za organske rastvore

- 2,0 mm kvarcna cev za visokokoncentrovane rastvore
- 2,0 mm keramicka cev za rastvore sa HF

Rekacije do kojih dolazi kada atmosfera uzorka prode kroz plazmu prikazana je na Slici 7.
U ICP-u se lako razlazu Cak i jako postojana jedinjenja. VaZzna osobina ICP-a koja nije
karakteristiCna za ostale emisione izvore je ta Sto je aerosol uzorka koji je unet u ICP, okuzen
visoko temperaturnom plazmom relativno dugo, i to negde oko 2 ms. Upravo to dugo rezidulano
vreme Kkoje Cestice analita provedu u centru plazme je i zasluzno za odustvo interferencija
matriksa kod ICP-a. Za razliku od razli€itih vrsta oksidacionih plamena, slobodni atomi i joni su
kod ICP u inertnoj atmosferi, i zato je njihov zivot u plazmi duzi nego u plamenu [4].

1.2.8.1 Tipovi induktivno kuplovane plazme

Induktivno kuplovane plazme se mogu podeliti u dve osnovne grupe:
1) Visoko energetske, azot-argon ICP i
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2) Niskoili srednje energetske, argon ICP.

Visoko energetska ICP se takode Cesto zove i ,,azot hladena ICP* jer ova plazma nastaje u
relativnom velikim izvorima sa azotom koji se koristi kao spoljni gas (za hladenje) i argonom
kao pomocnim i nose¢im gasom. Drugi gasovi koji se koriste u plazmi umesto argona npr. N
imau neke prednosti u odnosu argon. Termalna provodljivost molekula ovih gasova je Cesto
veca nego kod argona i nesto je bolji transfer energije kroz aerosol uzorka. To omogucava bolji i
efikasniji unos rastvora i bolje analitiCke performanse u toku analize postojanih materijala. Sa
druge strane, kod ovih gasova dolazi do pojave odredenih spektralnih inerferencija. U praksi
vecéina komercijalnih instrumenata koristi Cist argon kao plazma gas.

1.2.9 Radiofrekventni generatori

Radiofrekventni generator je deo koji se koristi za snabdevanje |CP-a snagom. Snaga koja
je potrebana za merenja u AES je izmedu 600 i 1800 W, Sto zavisi od tipa uzorka Kkoji se
analizira, dimenzija izvora plazme itd. Vecina generatora ima kapacitet da dostigne snagu od
2000 W. Operativna snaga za analizu vodenih rastvora se kre¢e od 950 do 1400 W. Veca snaga
je potrebna za analizu uzoraka u organskim rastvaracima.

Frekvencija koju stvara generator kod vecine komercijalnih instrumenata je 27,12 ili 40,68
MHz iako se instrumenti konstruiSu tako da mogu da daju i mnogo vece frekvencije (npr. 56,64
pa Cak i 148 MHz). Generatori sa frekvencijom od 40,68 MHz uglavnom daju dobru efikasnost
kuplovanja, Sto ima za posledicu vece temperature i poboljSanu robusnost plazme kao i njenu
stabilnost. Takva plazma bi mogla da koristi i druge gasove umesto argona a bila bi pogodna i
za analizu uzoraka u organskim rastvaraCima. Kako je efikasnost kuplovanja poboljSana ovi
generatori daju robusnu i stabilnu plazmu pri manjoj snazi. To dovodi do nastanka manje
pozadinske emisije a posto je signal pozadine smanjen to Cesto dovodi do poboljsanja limita
detekcije metode.

Generatori se mogu hladiti putem vode ili vazduha. Oba naCina hladenja imaju kako svoje
prednosti tako i svoje nedostake. Hladenje vazduhom je ocCigledno jeftinije ai sa druge strane
moze biti nedovoljno efikasno [2].

1.2.10 UnoSenje uzorka

ICP se uspesno koristi za analizu uzoraka razliCite prirode i porekla (stene, minerali, voda,
vazduh, bioloski materijali itd.) u sva tri agregatna stanja. Medutim, uzorci se po pravilu prevode
u rastvor koji se u obliku aerosola uvodi u plazmu. Sistem za unoSenje uzoraka se stalno
unapreduje i to sve u cilju povecanja broja razlicitih vrsta analita koji dolaze do plazme (Cime se
povecava i osetljivost) i smanjenjenja karakteristika Suma. Jedan od problemakoji nosi sa sobom
povecanje efekta transporta mase uzorka je taj $to on dovodi i do povecanja koliCine uzorka u
plazmi a samim tim dolazi do velike nestabilnosti plazme i uticgja matriksa na ispitivani sistem
[15, 16]. Pneumatski rasprsivac daje Siroki spektar razlicitih veliCina Cestica aerosola. Komore za
rasprSivanje vrse distribuciju Cestica aerosola prema veliCini i njenom upotrebom dolazi do
smanjenja Suma koji sejavlja prilikom interakcije aerosola sa plazmom [17].
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1.2.10.1 Rasprsivaci i komore za rasprsivanje

Za rasprsivanje rastvora koriste se uglavnom koncentricni pneumatski rasprsivaci (eng.
Nebulizer). Osnovna funkcija rasprSivaca je da izvrsi transformaciju struje teCnog uzorka u
maglu tj. u izmaglicu kapljica. Na trzistu postoji veliki izbor razliCitih rasprSivaa. Neki su
specijalizovani za unos uzoraka koji sadrze visok nivo rastvorenog Cvrstog materijala dok se
drugi koriste za uzorke koji imaju visok sadrzaj suspendovanog ¢vrstog materijala. Svaki od ovih
uzoraka moze dovesti do blokade pumpe samog rasprSivaca. Kod nekih rasprSivaca nije
neophodno da se u njih pumpom ubacuje uzorak dok kod drugih je pumpa neophodna za unos
uzorka u rasprsivac. Mnogi rasprsivaci imaju optimalni nivo unosa uzorka od 1 do 1,5 ml/min,
dok neki mogu efikasno unositi od 30 do 50 pl/min. Materijali od kojih se izraduju rasprsivaci su
od kvarcnog stakla ili teflona Sto zavisi od vrste uzorka i rastvaraCa koji se koristi. Kada se
koriste organski rastvaraci, koji imaju niZzu tacku kljuCanja u odnosu na vodene rastvore, u
plazmu se ubacuje viSe uzorka Sto moze da utiCe na analizu ili Cak i da ugasi plazmu. Kod
organskih rastvaraCa velike gustine koriste se kvarcni rasprSivaCi sa V-urezom. Za uzorke
rastvarane u HF-u koriste se HF otporan rasprSivaCc od teflona. Upotrebom ultrazvucnog
rasprSivaCa moguce je povecati granice detekcije elemenata od 5-50 puta u poredenju sa
standardnim rasprSivanjem.

Komore za rasprsSivanje (eng. Sporay Chamber) imagu dve osnovne uloge. Jedna je da
razdvajgju velike kapi koje formira raspriva¢ od manjih. NajveCe kapi se uklanjaju, dok se
najmanje putem protoka gasa kroz rasprSivaC dovode do plazme. Druga uloga komora za
rasprSivanje je da deluju kao amortizer Suma koji dolazi od uzorka. | komore se, kao i
rasprsivaci, izraduju od kvarcnog staklaiili teflona u zavisnosti od vrste rastvaraca. Za isparljive
organske rastvaraCe koriste se vodom hladene kvarcne rasprSivacke komore a za uzorke u HF
teflonski rasprsivaci. Za eliminisanje mogucnosti zacepljenja rasprsivaca postoje razliCiti dodaci:
ovlazivacC argona, AeroSalt rasprsivac i rasprSivac saV-urezom [2].

1.2.11 Spektrometri

Uloga spektrometara je da, iz spektra koji emituje izvor plazme, izdvoje talasnu duzinu od
interesa (analiticku talasnu duzinu). Sve do 90-tih godina dvadesetog veka je za disperziju
razlicitih talasnih duzina koris¢ena difrakciona reSetka, dok su stariji instrumenti koristili prizmu
ili filtre. Ovi uredaji su mogli da izdvoje samo jednu talasnu duzinu na detektoru, a nakon
njihove rotacije pod razliitim uglom mogla se pratiti naredna talasna duzina. Od 1990. poceo je
da se koristi novi disperzioni uredaj koji je omogucavao da se istovremeno prati veliki broj
talasnih duzina. To je povecalo brzinu analiza i takode omogucilo da se korekcija pozadine
obavlja u realnom vremenu. Ovaj uredaj se naziva eseletna® resetka (Slika 8.).

ESeletne reSetke se sastoje iz velikog broja ureza na ravnoj (ili konkavnoj) podiozi
prevucenoj tankim slojem materijala koji za odredenu spektralnu oblast ima visoku moc
refleksije. Radna, refleksiona povrSina reSetke moze da bude paralelna osnovi reSetke ili pod
nagibom za odredeni ugao, koji se naziva ugao sjaja. Ugao sjaja ima znacajnu ulogu u raspodeli
intenziteta dobijenih spektara.

! Franc. éshellete - lestvice
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Svetlost koja pada na reSetku difraktovace se u zavisnosti od svoje talasne duZine. Svakoj
talasnoj duzini odgovara odredeni ugao difrakcije Sto i dovodi do prostornog razlaganja sloZzenog
zraCenja na monohromatske komponente. ESeletna reSetka daje istovremeno viSe spektara koji
odgovaraju razliCitim vrednostima reda spektra (Slika 9.). Ove reSetke proizvode spektre vrlo
visokih redova (preko 100). Zbog toga su intervali, slobodni od preklapanja veoma mali, tako da
se ne mogu izdvojiti na isti naCin kao u slucaju spektara niZih redova. U tom slucaju kao
pomocni disperzioni elemenat (razdvajaC redova) koristi se prizma ili mala disperzna reSetka
koja razlaze zraCenje u ravni normalnoj na ravan disperzije eSeletne reSetke (Slika 10.). Otuda
naziv ,razlaganje sa ukrstanjem disperzije”. Ovakva kombinacija omogucava istovremenu
detekciju viSe spektralnih redova u obliku dvodimenzionalne sike sa apcisom koja oznaCava
talasnu duzinu i ordinatom koja oznaCava spektralne redove.

A3

Sika 10. Razlaganje zraCenja uz pomoc¢ prizme

Spektri razlicitih redova se delimi¢no preklapaju, $to oteZzava njihovu identifikaciju. Npr.
spektralna linija talasne duzine 600 nm iz prvog spektralnog reda preklapa se sa linijom talasne
duzine 300 nm iz drugog reda, sa linijom 200 nm iz treCeg reda itd. (Slika 11.). Medutim u
svakom spektru datog reda postoji odredeni interval talasnih duzina koji je slobodan od
preklapanja sa spektrom iz susednog viseg reda.
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Sika 11. Preklapanje spektralnih redova

Multielementna analiza tj. odredivanje veCeg broja elemenata u istom uzorku, se
ostvaruje na dva osnovna nacina, koris¢enjem standardnih disperzionih uredaja - monohromatora
i polihromatora. Kada se u jednom istom spektrometru koristi veCi broj izlaznih razreza i
detektora, takav uredaj se naziva polihromator. Simultana multielementna analiza uz pomoc¢
polihromatora se ostvaruje na taj nacin sto svakom izlaznom razrezu odgovara atomskaili jonska
emisiona linija odredenog elementa. Naj¢ece se kod standardnih polihromatora koristi PaSen-
Rungeova (eng. Paschen-Runge) raspodela (Slika 12.). Ova spektrometar se sastoji od jednog
ulaznog razreza, konkavne reSetke i veceg broja izlaznih razreza koji su periferno rasporedeni u
tzv. Rolandovom (eng. Rowland) krugu [1].

Sa druge strane, kod monohromatora se koristi samo jedan izlazni razrez i detektor. Ovi
spektrometri se koriste za multielementnu analizu tako Sto vrSe brzo skeniranje iduci od jedne
spektralne linije do druge. To se ostvaruje promenom ugla difrakcione reSetke ili njenom
rotacijom ili pak pomeranjem detektora na izlaznu povrSinu monohromatora dok je reSetka tada
u fiksnom poloZaju. Kada se monohromator dovoljno brzo krece od linije do linije, moguce je da
se izvrsi brza sekvencijalna multielementna analiza. Kod standardnih monohromatora se koristi
Cerni-Tarnerov (eng. Czerny-Turner) raspored sa dva kolimatorska ogledala za fokusiranje
zraCenja i jednim izlaznim razrezom (Slika 13.) [1].

Rolandov krug I red 800 nm
Vaku%(_,ﬂ—l-____ Ulazni razrez Sotivo 2 red 400 nm |
/ '|
. ;/ o \f\f <‘\ | '_|_ _"Al
I\ e . ) - | Plazma
\ Detektori ‘
% Ulazni i izlazni Spoljna povriina
Zrak nultog s Izlazni razrezi ,]2 ]T:S ;gg :11:111 razres ogledala
Sika 12. Sematski prikaz Sika 13. Sematski prikaz monohromatora sa
Pasen-Rungeov-og polihromatora Cerni-Tarnerovim rasporedom

Polihromatori i monohromatori koji se koriste kod ICP-OES instrumenata imaju kako
svoje prednosti tako i svoje nedostatke. Kada se koriste polihromatori, svaka emisiona linija
moze se pratiti za sve vreme unoSenja uzorka, i teoretski, viSe uzoraka moglo bi se analizirati za
kraCi vremenski period. Isto vreme analize je potrebno za analizu kako 5 tako i 30 elemenata.
Kako polihromatori imau za svaku spektralnu liniju po jedan izlazni razrez i detektor
(fotomultiplikator), oni su uglavnom limitirani, zbog raspoloZivog prostora u samom
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spektrometru, na 48 do 64 izlazna razreza. Tako je vecina polihromatora programirana za 20 do
30 spektranih linija.

Najvaznija prednost sistema koji koristi monohromator je spektralna fleksibilnost ovih
uredaja. Pod time se podrazumeva mogucnost pristupa, u bilo kom trenutku, svakoj od talasnih
duZina koje su u opsegu monohromatora. Drugim recima uz pomo¢ ICP-OES instrumenata koji
koriste monohromator mogu se odrediti svi oni elementi Cija se emisija moze izmeriti ovom
tehnikom. Zahvaljujuci njihovoj sposobnosti skeniranja, instrumenati sa monohromatorima su
mnogo bolji za primenu kada su u pitanju sistemi sa kompleksnom korekcijom pozadine.
Takode, skeniranje oblasti oko linije analita ili simultano odredivanje njihove blizine doprinosi
validaciji analitickih rezultata.

Kako se uz pomo¢ monohromatora elementi sekvencijalno odreduju, to zahteva i veci
utroSak uzorka nego Sto je potrebno kod instrumenata koji koriste polihromator. Uglavnom, se
kod monohromatora, ukoliko postoje interferencije kod spektralne linije analita, preporucuje
prelaz nadrugu linija analita kod koje ne postoje ometanja.

Najveci broj analiticki korisnih linija kod ICP-OES-a se nalazi u oblasti od 190-450 nm
tako da su svi spektometri koji se koriste kod ICP-OES tehnike uglavnom optimizovani zarad u
ovom opsegu talasnih duzina. Medutim, postoje i neke vazne ICP emisione linije u oblasti od
160 do 190 nm kao i iznad 450 nm. Nazalost, elektromagnetno zraCenje u oblasti talasnih duzina
od 160 do 190 nm brzo apsorbuju prisutni molekuli kiseonika, pa zato intrument mora biti tako
dizgjniran da ukloni vazduh iz spektrometra u cilju detekcije emisije iz ovog dela spektra.
Uklanjanje kiseonika se ostvaruje oblivanjem spektrometra gasom, uglavhom azotom ili
argonom, koji ne aposrbuje emitovano zracenje u tom delu spektra, ili se pak vazduh uklanja iz
spektrometra vakuumom [2].

1.2.12 Detektori

Nakon $to je odvajanje talasnih duzina izvrSeno uz pomo¢ odgovarajucih spektrometara, za
“Citanje” dobijenih spektranih informacija koriste se detektori. Fotomultiplikatori su se
godinama koristili kao detektori kod ICP-OES instrumenata. Oni predstavljgju vakuumske
fotoéelije sa unutradnjim pojatanjem anodne struje za 10° do 10® puta (Slika 14.). Sli¢no
fotocelijama, fotomultiplikatori se sastoje od evakuisanog balona sa fotoosetljivom katodom i
kolektorskom anodom izmedu kojih se nalazi 5-10 elektroda, tzv. dinoda, napravijenih od
materijala na bazi MgO, GaP. Svaka dinoda je na pozitivnijem naponu za ~ 100 V u odnosu na
prethodnu, omogucavajuci na taj nacin emisiju sekundarnih elektrona pomoc¢u kojih se postize
pojacanje.

Primarni elektroni oslobodeni sa povrSine katode pod destvom fotona ubrzavgjau se
pozitivnim poljem prve dinode tako da pri udaru u njenu povrsSinu izbijaju dva do pet
sekundarnih elektrona, koji se ubrzavaju na putu prema drugoj dinodi sa Cije povrsine svaki
elektron izbije 2-5 novih sekundarnih elektrona, i proces multiplikacije se ponavlja do anode.
Faktor pojatanija je obi¢no 10° za deset dinoda [1].
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Sika 14. Sematski dijagram fotomultiplikatora Sika 15. Sematski prikaz CCD-a

U novije vreme jedna od najznacajnijih poboljsanja u tehnologiji ICP-OES detektora jeste
zamena fotomultiplikatora i upotreba viSe kanalnih detektora koji se baziraju na tehnologiji
uredaja za prenos naelektrisanja (eng. Charge-transfer device - CTD). Za viSekanalnu detekciju
u AES se koristi uredaj sa kuplovanim naelektrisanjem (eng. Charge-coupled device - CCD) i
uredaj sa ubrizgavanjem naelektrisanja (eng. Charge-injection device - CID). Njihova upotreba
kod ICP-OES metode, omogucava visoku osetljivost odredivanja i pokrivanje Sirokog opsega
talasnih duzina u UV i vidljivom delu spektra. Svi tipovi CTD uredaja su poluprovodnici koji se
sastoje iz serije Celija koje akumuliraju naelektrisanje kada se izloZze dejstvu zraCenja. Zbir
akumulovanog naboja je stoga mera koliCine svetlosti (zracenja) kojoj je odgovarajuca Celija bila
izloZzena. CTD predstavlja niz vrlo bliskih metal-izolator-poluprovodnik dioda koje se nalaze na
oblozi od poluprovodnika. Prakticno, CTD mora biti izlozen dejstvu svetla na odredeno vreme
nakon Cega se vrsi ,,Citanje”. Za vreme “Citanja” detektor nije izloZzen dejstvu svetla. Kod CCD
uredaja svetlost koja dolazi iz izvora plazme se skuplja odredeno vreme i potom se ,.Cita” i to
»Vrsta po vrstu”, Sto omogucava da se akumulovani naboj prenosi od Celije do Celije sve dok ne
stigne do pojacivaca (Slika 15.). CID se nesto razlikuje od CCD-a po svom radu jer se kod ovog
uredaja Celije mogu nezavisno ispitivati u bilo kom tenutku za vreme dok su izloZene dejstvu
izvoru plazme [1].

Glavne prednosti CTD uredaja su sledece:

o fleksibilnost prilikom odabira ispitivane linije (talasne duzine);
e upotreba vise razliCitih linija za jedan isti element u cilju da se prosiri linearni dinamicki
0pseg;
e upotreba viSe razliCitih linija za jedan isti element u cilju poboljSanja tacnosti i
indentifikacije potencijanih uticaja spektralnih interferencijaili matriksa;
Naravno treba napomenuti i da ovi uredaji imaju odredene limite koji su u vezi sa
njihovom funkcijom i operativnoscu [18].

Kod ICP-MS se kao detektor najcesce koristi kontinualni dinodni elektron multiplikator.
Operativni principi ovog uredaja su sli¢ni kao kod fotomultiplikatora (Slika 14.), s tim Sto ovde
nemadinoda. Ovg detektor moraraditi pod vakuumom.

U Tabeli 3 prikazani su limiti detekcije (LOD) za pojedine elemente primenom ICP-OES
metode u poredenju sa MS tehnikom [2].

24



Tabel 3. Limiti detekcije pojedinih el emenata sa ngosetljivijom linijom zaICP-OES i
naj zastupljenijim izotopom za ICP-M S

Analit | CP-OES/ug/l ICP-M Sing/l
Al 5 50
Cd 1 5
Ca 0,1 500
Fe 1 100
Pb 7 1
Mg 0,3 50
Mn 0,3 5
Hg 20 1
K 4 500
Na 2 50
Sn 7 5
Zn 1 5
Mo 1 5
Cr 2 5

1.2.13 Radijalnai aksjalna plazma

ZracCenje koje se emituje iz plazme je usmereno na ulazni otvor spektrometra sistemom
konveksnih soCiva. Mogucéa su dva moda posmatranja plazme. Jedan mod je tzv. ,,sa strane” ili
Hlateralni ili radijalni”, gde se zraCenja plazme posmatra ortogonalno kroz centralni kanal 1CP-ai
drugi ,,sa kraja” ili ,,aksijalni” kod koga se posmatranje zracenja plazme poklapa sa centralnim
kanalom ICP-a (Slika 16.).

Kod radijalne plazme optika instrumenta se moze lako zastititi od pregrevanja, pa tako
delovi razgradjenog analita koji mogu da dospeju do ulaznog razreza i optike ne¢e dovoditi do
ozbiljnijih problema prilikom jedne analize. Ali kod aksijalne plazme interferencije izmedu
plazme i optike mogu dovesti do ozbiljnih poteSkoca prilikom odredivanja analita, 0 ¢emu se
mora posebno voditi rauna. Hladni rep plazme se zato mora ukloniti sa ose optike jer ¢e u
protivnom doci do smanjenja dinamic¢kog linearnog opsega usled apsorpcije atoma duz optickog
puta. Pored toga, prisustvo lako jonizujuéih elemenata moZe dovesti i do jonizacionih
interferencija. Hladni rep plazme se moze ukloniti protokom gasa (npr. Ar) koji se usmerava na
desno u odnosno na plazmu, Sto dovodi do deformacije repa plazme. Drugi nacin da se ukloni
hladni rep plazme je da se gas propusti u suprotnom smeru od plazme. Na taj nacin se hladni rep
plazme uklanja simetri¢no uz pomo¢ tog gasa koji ga ,,se¢e” i koji proti¢e kroz vodom hladeni
interfejs[4].
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B Spektrometar

Sika 16. Sematski prikaz a) radijalnei b) aksijalne plazme

Moderni ICP-OES spektometri su tako programirani da mogu da koriste obe vrste gledanja
plazme, i radijalnu i aksijalnu, u zavisnosti od vrste uzorka koji se ispituje i andlita koji se
odreduje. Kada je za neke analize potrebna manja osetljivost kao npr. za veée koncentracije
elemenata primenjuje se radijalna plazma. U sluCaju odredivanja niZih koncentracija, narocito
prelaznih elemenata, koristi se osetljivija aksijalna plazma. U Tabeli 4 prikazani su rezultati
odredivanja sadrzaja dva standardna sertifikovana referentna materijala koji su dobijeni
primenom oba moda posmatranja zracenja plazme [19].

Tabela4. Anadiza dva standardna sertifikovana referentna materijala upotrebom aksijalnog i
radijalnog posmatranja plazme kod ICP-OES [19]

Element (koncentracija) Aksijalno posmatanje Radijalno posmatranje Se:/?;'dkr?(\)/;na
NIST 1515 Listovi jabuke®
Ca (wt%) 1,32+ 0,06 1,46 + 0,03 1,526 + 0,015
Cu (mg/kg) 4,98 £ 0,23 6,14 + 0,06 5,64+ 0,24
Fe (mg/kg) 619+14 66,5+ 4,3 83+5
Mg (Wt%) 0,241 + 0,010 0,247 + 0,003 0,271 £ 0,008
Mn (mg/kg) 445+11 485+ 25 54+ 3
Zn (mg/kg) 10,9+0,3 19,6 +27 125+0,3
NIST 1577b Goveda jetra®
Ca(mg/kg) 146 + 12 1075 116+ 4
Cu (mg/kg) 142+1 148+ 1 160+ 8
Fe (mg/kg) 164+ 4 156 + 4 184+ 15
Mg (mg/kg) 546+ 5 523+ 4 601 + 28
Mn (mg/kg) 7,20+ 0,58 9,14+ 0,75 10,5+ 0,17
Zn (mg/kg) 114+ 1 110+ 3 127 + 16

#NIST-Nacionalni institut nauke i tehnologije U.S.
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1.2.14 Efekti interferencijai korekcija pozadine

Interferencioni efekti kod |CP-OES tehnike mogu poticati od:

1) interferencije rasprsSivaca,
2) hemijskih interferencija,
3) jonizacionih interferencijai
4) spektralnih interferencija.

Udeo svake od navedenih interferencija zavisi od izvora plazme i spektrometara koji se
koristi u jednom instrumentu. Medu gore navedenima interferencionim efektima koji se mogu
javiti, spektralne interferencije predstavljaju najvecu smetnju prilikom jedne ICP-OES analize.

1.2.14.1 Interferencije rasprsivaca

Ove vrste interferencija se javljgiu u slucaju kada koliCina rasprSenog uzorka varira u toku
vremena. Nejednako rasprSivanje moZze biti posledica razliitih fizicko-hemijskih osobina
rastvora odnosno rastvaraca (viskoznost, povrsinski napon, gustina itd.). Ove interferencije se
mogu takode javiti i kod visoko koncentrovanih rastvora.

1.2.14.2 Hemijske interferencije

Usled vrlo visoke temperature gasa, znathog reziduanog vremena i inertne atmosfere
plazme, hemijske interferencije prouzrokovane formiranjem termano stabilnih jedinjenja ili
radikala se ne javljgju kod ICP-a. NiZza RF snaga moZe dovesti do pojave ovih interferencija, ali
sa porastom snage plazme i manjom brzinom protoka noseceg gasa (tj. pod robusnim uslovima
plazme), hemijske interferencije i efekti matriksa se smanjuju.

1.2.14.3 Jonizacione interferencije

Kod ICP-a ove vrste interferencija ne predstavljaju znacajan problem zbog velike gustine
elektrona kod ovih izvora zbog Cega mogu biti jonizovani i elementi visokih energija jonizacije.
Medutim, lako jonizujuci elementi, kao Sto su alkalni i zemnoalkalni metali, mogu dati pojacani
intenzitet emisionih linija.

1.2.14.4 Spektralneinterferencije

Spektralne interferencije se javljaju kod svakog emisionog izvora. Ove vrste interferencija
su naznacCajnija vrsta ometanja kod ICP analiza, zato Sto emisione linije za koje se oCekuje da
budu slabe ili nevidljive kod ostalih izvora kao Sto su plamen, elektricni luk, varnica ovde bivau
jako intenzivne. Spektralne interferencije potiCu od samog spektra argona i od emisionih linija
atomskih i molekulskih vrsta prisutnih u plazmi. Spektralne interferencije se mogu podeliti u
Cetiri osnovne grupe:

a) preklapanje spektralne linije analita sa linijom prisutnog drugog elementa bliske
talasne duZine,

b) preklapanje sakrilom prosirene susedne linije,

c) preklapanje sa kontinualnim zraCenjem neke komponenta osnove i

d) preklapanje sa rasutim zraCenjem u aparatu
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a) Ova vrsta spektralnih interferencija nastgje kada spektrometar nije u stanju da odvoji
liniju analita od linije koja potice od nekog elementa u matriksu. Malo se Sta moZe uciniti da se
bi se ovavrstainterferencije izbegla na odabranoj talasnoj duzini. Jedino reSenje za ova problem
je daseizvrsi odvajanje analita iz interferencionog matriksa odgovarajucom metodom, kao $to je
ekstrakcija, jonska izmena itd. Sa instrumentima koji nude izbor velikog broja talasnih duzina
analita, ovaj problem se moZze izbeci tako Sto se jednostavno prede na drugu talasnu duzZinu na
kojoj seinterferenecijanajavlja

b) Intenzivna, Siroka linija nekog elementa matriksa u blizini linije analita moze dovesti
do spektralnih interferencija preklapanjem sa linijom anadlita. Ova vrsta interferencija se moze
izbeCi odabirom druge linije andita na kojoj nema interferencije; odgovarajucom metodom
odvajanjaili korekcijom pozadine.

¢) Osobina izvora plazme je pojava kontinualnog spektra. To je posledica uglavnom
radijativne rekombinacije elektrona, uglavhom sa jonima argona a manje sa elementima
matriksa. PoveCanje RF snage ICP-a dovodi do porasta elektronske gustine $to pojaCava
pozadinsku emisiju. Kontinualni spektar koji potiCe od neke komponente matriksa takode moze
da interferira odredivanje analita na odabranoj talasnoj duzini. Ova vrsta ometanja moZe se
izbeCi promenom linije analita, korekcijom pozadine ili nekom metodom hemijskog odvajanja.

d) Elementi matriksa koji su prisutni u visokim koncentracijama emituju intenzivno
zraCenje. Karakteristike optickog sistema instrumenta mogu biti uzrok pojave da to intenzivno
zraCenje dovede do zasi¢enja detektora Sto povecCava pozadinu a samim tim i Sum prilikom
merenja. Ovaj efekat se moze smanjiti upotrebom visoko kvalitetnih optickih komponenata [4].

1.2.14.5 Korekcija pozadine

U nekim sluCajevima interferencije dovode do pojave pozadinske spektralne linije koja se
direktno poklapa sa odredivanim analitom. Ovo ometanje se uz pomoc¢ korekcije pozadine moze
izbeCi.

Spektralna raspodela pozadinske emisije moze se podeliti u Cetiri osnovne grupe: a) ravna
pozadina, b) linearna pozadina, c) zakrivljena pozadinai d) strukturna pozadina (Slika 17.).
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Sika 17. Osnovni tipovi pozadine
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1.3 Optimizacijai validacija | CP-OES metoda

1.3.1 Optimizacija

ICP predstavlja izvor u kome je moguce istovremeno vrsiti kako atomizaciju uzorka tako i
eksitaciju i jonizaciju slobodnih atoma. Kako je vec receno, visoka kineticka temperatura plazme
je od 6000 do 10000 K, i ona bi trebalo da bude dovoljna da izvrsi potpunu atomizaciju uzorka
koji se andlizira. U cilju postizanja optimalnih karateristika ICP-OES analitickog instumenta
neophodno je izvrsiti optimizaciju operativnih odnosno radnih parametara instrumenta. Parametri
koji utiCu na pravilan izbor talasne duZine elementa koji se odreduje su RF snaga generatora,
brzina protoka gasa za rasprSivanje, visina posmatranja plazme i1 brzina unoSenja uzorka.
Interakcija ovih parametara je kompleksna i da bi se dobili tzv. robusni uslovi plazme,
kombinacija ovih parametara mora biti adekvatno odabrana. Od konstrukcije, odnosno tipa
instrumenta zavisi koji od navedenih parametara se mogu menjati, odnosno podeSavati.
Literaturni podaci kazuju da je RF snaga generatora parametar koji najvise utiCe na pravilan
izbor radne talasne duzine [20].

1.3.1.1 Kilasifikacija talasnih duzina

Efekti gore pomenutih parametara instrumenta koji utiCu na intenzitet emisione linije,
prevashodno se odnose na poreklo emitovane talasne duzine a ne na element [21, 22]. Elementi
se u plazmi nalaze u ravnotezi izmedu svojih atomskih i jonskih vrsta. Ovo omogucava da se
talasne duzine grupiSu po tome da li su atomskog ili jonskog porekla. Dalje se atomske linije
mogu podeliti na tvrde (prvi jonizacioni potencijal > 8 ev, a drugi jonizacioni potencijal > 15
eV) i meke (prvi jonizacioni potencijal < 8 ev, adrugi jonizacioni potencijal < 15 eV).

e Tvrda atomska linija je ona koja ima visok prvi jonizacioni potencijal (npr. P |1 177,495
nm; 10,49 eV).

e Tvrdajonskalinijaje onakojaima visok drugi jonizacioni potencijal (npr. Al 11 167,081
nm; 18,83 eV).

e Meka atomska linija je ona kojaima nizak prvi jonizacioni potencijal (npr. Na | 588,995
nm; 5,14 eV).

e Mekajonskalinijaje onakojaimanizak drugi jonizacioni potencijal (npr. Ba Il 455,404
nm; 10,00 eV).

Neophodno je da se talasne duzine klasifikuju jer efekti razliCitih operativnih parametara
zavise od njih. ZnaCaj ovakvog grupisanja talasnih duZina je iz razloga Sto optimalni uslovi za
tvrde talasne duZine (koje obi¢no zahtevaju vise energije eksitacije) mogu biti neodgovarajuce za
meke jonske talasne duZine.

U cilju ispitivanja uticaja promene razliCitih operativnih parametara na intenzitet emisije na
razli¢itim talasnim duzinama, Sto Ce biti prikazano u daljem tekstu, birani su elementi tako da se
pokrije Sirok spektar talasnih duzina i jonizacionih potencijala. lzabrane talasne duzine
elemenata kao i njihovi jonizacioni potencijali dati su u Tabeli 5[20].
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Tabela 5. |zabrane talasne duZine elemenata i njihovi odgovarajuéi jonizacioni potencijali

Element Talasna duzina (nm) Jon. potencijal (eV)
Fell 259,940 16,18
Po 1l 220,353 15,03
Zn| 213,856 9,39
Cul 324,754 7,73
Nal 588,995 514
Kl 766,490 4,34

1.3.1.2 Uticaj brzine protoka gasa za rasprsivanje

Na Slici 18 su prikazani intenziteti Sest izabranih linija u funkciji od brzine gasa za
rasprsivanje. Intenzitet tvrdih linija (Fe i Pb) raste sa smanjenjem brzine protoka. To je zato Sto
brzina protoka direktno kontroliSe vreme zadrzavanja uzorka kroz plazmu, Sto pak utie na nivo
postignute atomizacije. NiZe brzine protoka gasa za rasprSivanje povecavaju retenciono vreme
analita u plazmi, tako da su oni duze dostupni delovanju energije koja dovodi do viSih
energetskih prelaza.
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S ————

Pb 11 220 nm (15 eV)

Na | 588 nm (5.1 eV)
-

Znl213nm (9.4 &
—<>———( ats "

Normalizovani intenzitet linija
o
o

K I 766 nm (4.3 6V)

[

. . |
03 0,5 07 |
Brzina protoka raspriivaca (L /min) :

Sika 18. Normalizovani intenzitet linija analita kao funkcija brzine protoka gasa za rasprsivanje

Sa druge strane, optimalni intenzitet mekih linija sa nizim jon energetskim potencijalima
(Na i K) se postize tek pri vecoj brzini protoka. Ova brzina povecava protok uzorka kroz plazmu,
Sto dovodi do nastanaka niZih energetskih stanja, usled smanjenja rezidualnog vremena analita u
plazmi.

Na Slici 19 prikazana je zavisnost intenziteta pozadine na izabranim talasnim duZinama u
funkciji od brzine gasa za rasprsivanje. Kod svih Sest analitickih linija ovi intenziteti opadaju sa
povecanjem brzine protoka, usled niske energije plazme pri ve¢im brzinama protoka.
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Sika 19. Normalizovani intenzitet pozadine kao funkcija brzine protoka gasa za rasprsivanje
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Na krgu, Slika 20 prikazuje efekte brzine protoka rasprSivaCkog gasa na odnos
signal/pozadina (eng. signal to background ratio). Znacajan pad ovog odnosa za tvrde linije (Fe i
Pb) ukazuje da je najbolja osetljivost ovih linija kada je brzina protoka mala, i pored toga Sto su
nivoi pozadine niski na visim brzinama protoka (Slika 19.). Sa druge strane, meke linije (Nai K)
pokazuju veéu osetljivost pri vecim brzinama protoka.

|
120 + |

| ——Legenda———
100 -
Fe Il 259 nm (16 eV)
- =t ——
80

| Cul324nm (7.7 eV)
| At
Pb |1 220 nm (15 eV)
fibiidicirathikict i i

Ma | 588 nm (5.1 eV)
—_————

Normalizovan OSP

Zn 1213 nm (9.4 eV)
o e ¢ 5

K 1766 nm (4.3 8V)
e 3¢

Sika 20. Normalizovani odnos signal/pozadina (OSP) kao funkcija
brzine protoka gasa za rasprsivanje

1.3.1.3 Uticaj visine posmatranja plazme

U prethodnom poglavlju je pokazano da ponaSanje tvrdih i mekih linija, koje su u funkciji
brzine protoka gasa za rasprSivanje, zavisi od energije same plazme. Kako sama plazma ima
temperaturni gradijent, onda se oCekuje slicna zavisnost intenziteta ovih linija i u funkciji od
visine posmatranja plazme.
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Sika 21. Normalizovani intenztet linija analita kao funkcija visine posmatranja

Slika 21 prikazuje intenzitet razlicitih linija kao funkciju visine posmatranja. Maksimalni
intenzitet mekih linija (Na i K) se javlja na manjim visinama, $to odgovara energetski nizim
delovima plazme. Maksimalni intenzitet tvrdih linija (Fe i Pb) se javlja na vecim visinama
posmatranja, Sto pak odgovara energetski visSim delovima plazme. Na Slici 22 predstavljen je
intenzitet pozadine posmatranih linija u funkciji visine posmatranja. Intenzitet pozadine na
manjim visinama dovodi do pojave kontinualne emisije, koja opada sa povecanjem visine.
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Normalizovani intenzitet pozadine
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Odnos signal/pozadina u funkciji visine posmatranja prikazan je na Slici 23. Kako su nivoi
pozadine veci na veCim visinama, znaCajno povecanje u intenzitetu mekih linija (Na i K) na
manjim visinama dovodi do nagjboljeg odnosa signal/pozadina u nizim delovima plazme.
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Sika 23. Normalizovani OSP pozadine kao funkcija visine posmatranja
1.3.1.4 Uticaj RF snage

Vrednost RF snage generatora je veoma znaCajan faktor kada je potrebno odrediti
optimalne operativhe uslove jedne ICP-OES metode. Veca shaga dovodi do stvaranja viSih
temperaturnih stanja plazme i tada bi povecanje snage trebalo da vodi i do povecanja intenziteta
tvrdih linija (Fe i Pb). Pri nizim vrednostima RF snage, sa nizim energetskim uslovima, ocekuje
se da meke linije (Na i K) budu intenzivnije. Slika 24 prikazuje intenzitet odgovarajucih linija
kao funkcija RF snage i moze se videti da je prethodno izneta pretpostavka ispravna.
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Normalizovani intenzitet
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Merenje intenziteta pozadine u funkciji od RF snage predstavljeno je na Slici 25. Intenzitet
pozadine raste sa povecanjem snage usled viSih energija plazme koje se tada postiZzu. Ovaj porast
ukazuje na znaCaj pracenja intenziteta signala jer, u zavisnosti od linije, povecanje totalnog
signala sa povecCanjem snage moze biti posledica pre povecanja nivoa pozadine nego povecanja
signalaandita.
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Slika 26 pokazuje da je efekat RF snage na odnos signal/pozadinaisti i za mekei zatvrde
linije Sto je posledica visih nivoa pozadine koji se javalju usled vecih vrednosti RF snage.
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Sika 26. Normalizovani OSP kao funkcija RF snage

Kako sa porastom snage nivo pozadine raste vise nego intenzitet analita, najbolji odnos
signal/pozadina je na nizim vrednostima RF snage i to za sve posmatrane linije.

1.3.1.5 Uticaj brzine pumpe

Osetljivost i preciznost analize umnogome zavisi od efikasnosti rasprsivaca. Brzina pumpe
utiCe na zapreminu aerosola i na efikasnost rasprsivanja. Ako je brzina unosa uzorka isuvise
velika, to moZe povecati proces formiranja krupnijih kapljica u komori za rasprsivanje, Sto
dovodi do poveéanja nivoa pozadine.

Slika 27 prikazuje ponaSanje odnosa signal/pozadina za Sest analitickih linija u funkciji od
brzine pumpe. Sa slike se moze videti da je optimalna brzina pumpe zavisna od rasprsSivaca i
matriksa uzorka a nezavisna od talasne duZine. Kada se jednom odredi optimalna brzine pumpe
za odredeni rasprsivaC i matriksa uzorka, ne treba je menjati posebno za svaki element koji se
odreduje. Medutim, optimalna brzina pumpe treba se proveriti prilikom svake promene
rasprSivaca ili matriksa uzorka.
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Na osnovu svega gored navedenog moze se zakljuciti da je optimizacija samog intenziteta
signala dovoljna kada je reC o visokim koncentracijama analita jer pri takvim vrednostima
koncentracije signal pozadine je zanemarljiv naspram jakog signala analita. Sa druge strane, kada
su koncentracije analita nize, signal pozadine znaCajno utiCe na ukupni signal, tako da se u tom
sluaju optimizacija mora bazirati na odnosu intenziteta signal/pozadina.

Nisko energetska plazma omoguéava optimalne operativne uslove za meke linije.
PodeSavanjem velikih brzina protoka gasa za rasprSivanje i merenjem niske emisije u plazmi pri
malim RF snagama postizu se nisko energetska stanja koja su pogodna za meke linije [20].

1.3.2 Validacija

Da bi se jedna analitiCka metoda validirala, treba izvrSiti vrednovanje svih njenih radnih
karakteristika. Validacija je postupak kojim se odreduje i dokumentuje prihvatljivost analitiCke
metode za odredenu namenu [23]. Vaidacijajedne metode podrazumeva:

1. procese kojima se utvrduju karakteristike i limiti jedne metode, kao i indentifikacija svih
uticgja koji mogu dovesti do promena karakteristika primenjene metode;

2. procese potvrdivanja da primenjena metoda odgovara svojoj nameni tj. da je korisna u
reSavanju prakticnog analitiCkog problema.

Validacija metode je po svojim koracima dosta bliska sa postupcima razvoja metode, pa se
moze re€i da je nekada Cesto teSko odrediti granicu kada se zavrSava razvoj metode a pocinje
validacija. Mnogi od parametara koji se primenjuju prilikom validacije jedne metode su u stvari
procenjeni, makar i aproksimativno, kao deo postupaka za razvoj metode.

Validacije jedne metode vrsi se:

a) kada se postavlja nova metoda;
b) kada postoji sumnja da je tokom vremena doSlo do promena u postavljenoj metodi;
c) kadase postavljenametodakorigujeili se planira primenai u druge svrhe.

Kada se wvrSi validacija jedne metode, potrebno je odrediti sve njene znaCajne
karakteristike. A to su:

e taCnost-mera usaglaSenosti eksperimentalno dobijenih rezultata predloZzenom
metodom sa pravim (stvarnim) vrednostima, odnosno ona ukazuje na ispravnost
merenja. Procena tacnosti Cesto se naziva i Recovery eksperiment. lzrazava se kao
procenat prinosa (Recovery);
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preciznost-ukljuCuje dva pojma: ponovljivost rezultata koji su dobijeni istom
metodom, istim uzorkom i pod istim uslovima od strane istog analitiCara
(repetabilnost) i reproduktivnost kada je reC o istoj metodi i uzorku, ali su
promenjeni uslovi primene metode, npr. mesto, vreme, analitiCar, instrument itd.
StatistiCki se preciznost procenjuje standardnom devijacijom (SD) ili relativnom
standardnom devijacijom (RSD);

linearnost-mogucnost da se unutar radnog podrucja dobije tatno proporcionalna
zavisnost signala od koncentracije analita, $to se odreduje postupcima kalibracije;
stabilnost analita i standardnih rastvora-sposobnost dobijanja istih mernih
rezultata u toku duzeg vremenskog perioda;

selektivnost-odnosno  specificnost metode, pri ¢emu se pod specificnoScu
podrazumeva mogucnost nedvosmislenog odredivanja analita u prisustvu drugih
sastojaka uzorka, a pod selektivnoSCu sposobnost odredivanja grupe slicnih
sastojaka uzorka. Pri instrumentalnom odredivanju specificna metoda daje signal
koji odgovara samo odzivu andlita, a selektivna je ona metoda kojom razliciti
sastojci smeSe daju posebne signale i medusobno ne uticu na rezultat odredivanja;
dejstvo matriksa uzorka, odnosno interferencija;

granica kvatitativnosti (eng. Limit of Quantification - LOQ), tj. najmanja moguca
koncentracija analita koja se moZe odrediti uz dozvoljenu gresku;

granica dokazivanja ili detekcije (eng. Limit of Detection - LOD), odnosno
najmanja moguca koncentracija analita koja se moZe detektovati ali ne i
kvantitativno odrediti;

otpornost metode na promenu radnih uslova;

radno podrucje, tj. interval unutar kojeg analiticki postupak ima zadovoljavajucu
preciznost, tacnost i linearnost;

osetljivost-svojstvo metode da razlikuje male koliCine analita, a karakteriSe se
nagibom kalibracione prave;

iskoristivost, tj. svojstvo metode da odredi ukupnu koli€inu analita.

U cilju dobro izvedene validacije, neophodno je:

primeniti standardni radni postupak, uz specifican i detaljan opis protokola
odabrane metode;

ispitati kako matriks i procesne varijable utiCu na svaki korak primenjenog
analitickog sistema, poCevsi od uzorkovanja pa do procene rezultata;

nastojati da matriks bude isti pri validaciji i pri analizi realnog uzorka;

definisati tip kalibracije koji Ce se koristiti pa na osnovu toga uzeti dovoljan broj
standarda za odredivanje kalibracione krive, pri cemu dobijeni odnos mora biti
linearan i reproduktivan;

taCnost i preciznost odrediti barem za tri koncentracije analita, i to obi¢no najnizu,
najvisu i srednju vrednost sa kalibracione prave;

granicu kvantifikacije odrediti sa najmanje tri ponovljenameren;ja;

.....

naziva prilagodavanje standarda matriksu;
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e kao mera preciznosti potrebno je koristiti relativno standardno odstupanje, Cija
vrednost, npr. pri odredivanju tragova analita, ne bi smela da bude visa od + 15%,
osim u blizini kvantifikacije, kada se dopusta da ona bude do + 20%.

Od vrste analize odnosno samog analitickog sistema zavisi koje Ce se karakteristike
validacije neke metode odredivati. Kada je re€ o kvalitativnoj analizi ili o indentifikaciji analita,
neophodna je potvrda indentiteta tj. sigurnost da odziv instrumenta potiCe od analita, a ne od
neke komponente koja je fiziki i hemijski sli¢na ispitivanom analitu. U tom cilju treba odrediti
specifiCnost, odnosno selektivnost izabrane metode. Odreduje se i granica odredivanje do koje je
specificnost pouzdana, a koja se menja za razliCite reagense. Za kvantitativna odredivanja pravila
su neSto drugacCija. Pri validaciji nove metode odreduje se obavezno tacnost, ponovljivost,
reproduktivnost, selektivnost, granica kvantitativnosti i linearnost. Za modifikovanu metodu
dovoljno je odrediti tacnost i preciznost a ponekad i granicu kvantitativnosti. Pri odredivanju
makroelemenata potrebno je ispitati radno podruCje i linearnost, a za odredivanje
mikroelemenata najvaznije je odredivanje granice detekcije i kvantitativnosti. Ako je analit
prisutan u vise hemijskih oblika, zahteva se potvrda indentiteta i iskoristivosti, a kada se sumnja
na interferencije, treba odrediti specificnost i selektivnost metode. Kod analiza kod kojih se
zahteva velika taCnost i preciznost dobro je ispitati sve karakteristike, sa naglaskom na
odredivanju tacnosti, ponovljivosti, reproduktivnosti i iskoristivosti.

1.3.2.1 Termini

Analit

Komponenta ili grupa komponenti Cije prisustvo/odsustvo ili pak njihovu masu
/koncentraciju treba odrediti u ispitivanom uzorku.

Analiza

Metoda koja se koristi za detekciju, indentifikaciju i/ili odredivanje analita u ispitivanom
uzorku.

Alikvot

TaCno poznata zapremina ispitivanog rastvora koja se koristi direktno za odredivanje
prisustva/odsustva ili mase/koncentracije analita bez karakteristiCne greSke uzorkovanja.

Slepa proba

Slepa proba je uzorak koji sadrzi sve komponente kao i ispitivani uzorak izuzev andlita.
Detekcija

Odredivanje prisustva analita kao hemijskog entiteta.

Odredivanje (kvantifikacija)

Odredivanje apsolutnog sadrzaja analita (mase, zapremine, koliCine) ili relativnog sadrzaja
analita (frakcije mase, masene koncentracije) u ispitivanom uzorku.

Matriks
Sve komponente ispitivanog uzorkaizuzev analita.
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1.3.2.2 Parametri

Kalibraciona prava
Graficka zavisnost izmerenog signala u funkciji koliCine ispitivanog analita.
Standardna devijacija

Standardna devijacija (0) je najbolje merilo preciznosti dobijenih rezultata, odnosno
preciznosti metode. Ona se izracunava prema jednacini:

(2.6)

gdeje x - pojedinacno merenje, W - tacna vrednost i n - broj merenja

Ova jednacina je primenljiva samo u slucaju ako se radi o beskonacno velikom broju
merenja iste veliine Cija je srednja vrednost p. U praksi se medutim redovno vrsi
ogranicen broj merenja, a srednja vrednost tog ograni¢enog broja merenja je X i ne postoji
garancija da Ce p i X biti identicni. Zato se, za razliku od ¢ kod ograniCenog broja
eksperimentalnih merenja, za standardnu devijaciju takvog niza merenja uvodi drugi znak

s, i izraCunava se pomocu jednacine:

(2.7

gde je x - izmerena vrednost; X - srednja vrednost ograniCenog broja merenja; n-1 - broj
stepena slobode.

Relativna standardna devijacija

Relativha standardna devijacija (RSD) predstavlja odnos standardne devijacije i prave
vrednosti merene veliCine, odnosno srednje vrednosti veceg broja merenja:

RSD = >100% 2.8)
X

Relativna standardna devijacija se Cesto obeleZava i kao koeficijent varijacije (CV)
Limit detekcije
Limit detekcije (LOD) predstavlja najmanju koncentraciju ispitivane supstance u uzorku
koja, pod datim eksperimentalnim uslovima, moze biti registrovana (detektovana), ali nije
potrebno da bude tacno i odredena pod datim eksperimentalnim uslovima. LOD se
odreduje izraCunavanjem odnosa standardne devijacije dobijenih vrednosti (SD) i nagiba
kalibracione krive (a) iz sledeCeg izraza:

3xSD

a

LOD= (2.9)

pri cemu se SD moze izraCunati iz:
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1. standardne devijacije vrednosti slepe probe;
2. standardne devijacije ostatka kalibracione pravei
3. standardne devijacije odseCka kalibracione prave.

Limit kvantifikacije

Limit kvantifikacije (LOQ) predstavlja ngjmanju koncentraciju ispitivane supstance u
uzorku koja, pod datim eksperimentalnim uslovima, moze biti odredena sa prihvatljivom
preciznoS¢u i tatnoS¢u. LOQ se odreduje izraCunavanjem odnosa standardne devijacije
dobijenih vrednosti (SD) i nagiba kalibracione krive (a) iz sledeCeg izraza:

LOO= 10xSD

(3.0)

pri cemu se SD moZze izraCunati iz:
1. standardne devijacije vrednosti slepe probe;
2. standardne devijacije ostatka kalibracione pravei
3. standardne devijacije odseCka kalibracione prave.

Linearnost

DefiniSe sposobnost metode u dobijanju rezultata odnosno signala koji su proporcionalni
koncentraciji andita

Tacnost

Sposobnost mernog instrumenta i metode da da rezultat koji je blizak pravoj odnosno
taCnoj vrednosti.

Preciznost
Blizina niza nezavisnih rezultata merenja koji su dobijeni pod tacno definisanim uslovima.
Osetljivost

Promena mernog signala pri promeni jedinice sadrzaja analita. Ova promena je prakticno
jednaka nagibu kalibracione krive andita.

Selektivnost

Sposobnost metode da pod tacno definisanim uslovima ispitivanja odredi tacno i specificno
trazeni analit u prisustvu drugih komponenata koji Cine matriks uzorka.

Ponovljivost

Sposobnost mernog instrumenta da pri istim uslovima merenja prilikom ponovljene anaize
da priblizno iste ispitivane vrednosti.

Reproduktivnost

Dobijanje rezultata istom metodom pod identicnim eksperimentalnim uslovima u drugim
laboratorijama od strane drugih analitiCara koris¢enjem drugih instrumenata.
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Robusnost

Robusnost jedne analiticke metode je mera njene sposobnosti da se ne menja pod dejstvom
male, ali prisutne varijacije parametara metode, Cime se potvrduje i pouzdanost primenjene
metode.

Referentni materijali (RM) i sertifikovani referentni materijali (SRM)

Komitet za RM Medunarodne organizacije za standardizaciju definiSe pojmove koji su
vezani zareferentne materijale:

e RM predstavlja materijal, dovoljno homogen i stabilan u odnosu na odredene osobine,
za koji je utvrdeno da moZe da se koristi za nameravanu upotrebu u procesu merenja ili
u ispitivanju nazivnih osobina. RM se takode definiSe i kao materijal, dovoljno
homogen i postojan sa ustanovljenim jednim ili viSe specificiranih svojstava, koja su
uspostavljena za odredenu nameravanu upotrebu u procesima merenja.

e SRM (eng. Certified reference materials - CRM) je referentni materijal, pracen
uverenjem izdatim od nekog nadleznog tela, koji obezbeduje jednu ili vise odredenih
vrednosti osobina sa pridruzenom nesigurnoS¢u i sledivost, koriste¢i odredene
procedure. Referentni materijal, Ciji su jedan ili viSe specificiranih svojstava opisani
vaze¢om metroloskom procedurom, pracen je uverenjem Kkoje sadrZi vrednosti
specificiranih svojstava, sa pridruzenom nesigurnoscu, i izjavom o metroloskoj
sledivosti.

Iz ovih definicija zakljuCuje se da referentni materijal moZe biti supstanca, jedinjenje, ili
materijal u bilo kom agregathnom stanju, sa tacno odredenim sastavom ili nekom drugom
veliCinom. SRM imaju prateCe uverenje, kojim se navodi tana vrednost veliCine koju
reprodukuju, sa naznatenom mernom nesigurno$¢u. Merna nesigurnost je opseg u okviru
kojeg se nalazi dati rezultat merenja. Koriscenjem SRM rezultat merenja se dovodi u vezu
sa osnovnim jedinicama Sl sistema, odnosno obezbeduje se sledivost merenja. Ako su ovi
uslovi ispunjeni, rezultati merenja razlicitih laboratorija se mogu porediti ¢ime se moze
proveriti kvalitet njihovog rada.

1.3.2.3 RazliCite karakteristike parametara metode

Potvrdaindentiteta i selektivnosti/osetljivosti

Vrlo je vazno da se prilikom jedne analize ustanovi da signal koji se dobije vodi poreklo
iskljuCivo od trazenog analita, a ne od nekih drugih komponenti koje su u ispitivanom sistemu
prisutne. To je proces potvrde identiteta.

Selektivnost | osetljivost su mere koje se pripisuju pouzdanosti merenja u prisustvu
interferencija. Osetljivost se uglavnom smatra da je jednaka stopostotnoj selektivnosti, mada to
nije uvek slucaj. Tamo gde su faze merenja nespecificne, moze se reéi da pojedini analiti ne
interferiraju, Sto se mora na pocCetku primene metode i proveriti. Mnogo je teze tvrditi da
interferencija uopSte nema jer uvek postoji mogucnost da dode do pojava nekih do tada
nedefinisanih interferencija. Na analitiCaru je da donese konac¢nu odluku kada Ce prestati da prati
uticg) interferencija.

Ukoliko su interferencije prisutne i ne mogu se odvojiti od analita, ili su u sistemu pak
prisutne interferencije kojih analitiCar nije svestan, onda one mogu da izazovu razliCite vrste
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efekata. U zavisnosti kako je identitet analita utvrden, interferencije pre svega mogu dovesti do
ometanja prilikom odredivanja identiteta. One takode mogu dovesti do efekta porasta
koncentracije analita $to ¢e direkno uticati na signal samog analita. Interferencije uglavnom
razli¢ito deluju na nagib kalibracione krive u odnosu na nagib koji potiCe od analita, Sto utiCe na
linearnost krive. Ovaj efekat na nagib krive, moZe biti indikator moguceg prisustva skrivenih
interferencija.

Selektivnost metode se uglavnhom ispituje odredivanjem analita u uzorku u kojem su
specificne interferencije namerno dodate. Ukoliko nije sigurno da li su ili nisu interferencije vec
prisutne, selektivnost metode moze se ispitati uporedivanjem sa drugim nezavisnim
metodama/tehnikama.

Kod pojedinih validacionih protokola moZe doci do zabune prilikom potvrde identiteta sa
ponovljivoscu. Utvrdivanje ponovljivosti zahteva da se merenje izvrSi vise puta jednom
tehnikom, dok potvrdivanje indentiteta zahteva da merenje bude izvrSeno sa nekoliko, radije
nezavisnih tehnika.

Na selektivnost se posedno mora obratiti paznja kada analit moze postojati u uzorku u vise

razli¢itih formi: vezan ili nevezan, neorganski ili organometalni; ili u razliCitim oksidacionim
stanjima.
Limit detekcije

Kada se odredivanja vrSe pri niskim sadrzajima analita, npr. kod elemenata u tragovima,
vrlo je vaZzno znati koja je najniZza koncentracija analita koja se moZe primenjenom metodom sa
dovoljnom pouzdano3¢u odrediti. Za validacione uslove obi¢no je dovoljno da se ukaZe na nivo
na kome odredivanje postaje problemati¢no. U tu svrhu je pristup “slepa proba + 3s” uglavnom
dovoljna. Kako postoje razliCiti pristupi prilikom definicije LOD, preporucuje se da se uvek
navede definicija koja je koris¢ena za limit detekcije.

Kako su i srednja vrednost i standardna devijacija slepe probe zavisne od matriksa slepe
probe, tako Ce i LOD biti zavistan od matriksa.

Za kvalitativna odredivanja, uvek je dobro da postoji granica ispod koje osetljivost postaje
nepouzdana. Ta granica moZe da varira ukoliko se eksperiment ponovi nekog drugog dana sa
razlicitim regensima, materijalom za spajkovanje itd.

Limit kvantifikacije
LOQ predstavlja ngjnizu koncentraciju analita koja moze biti odredena sa prihvatljivim
nivoom ponovljivosti, preciznosti i tacnosti. Prema razliCitim definicijama ona se predstavlja kao

koncentracija analita koja odgovara vrednosti uzorka slepe probe uve€ana za odredeni broj
standardnih devijacija srednje vrednosti slepe probe.

Tacnost

Tacnost predstavlja blizinu dobijenog rezultata pravoj vrednosti [24]. Prilikom validacije
metode, u cilju kvantifikacije tacnosti rezultata, primenjuju se kako sistematski tako i proizvoljni
uticgji na rezultate tako da se tacnost odreduje primenom dve komponente, pouzdanosti i
preciznosti. Termin pouzdanost metode izrazava koliko je srednja vrednost serije rezultata (koji
su primenom metode dobijeni) blizu pravoj vrednosti. Pouzdanost se obi¢no izrazava uz pomo¢
termina sistematska greska. Preciznost odreduje koliko su dobijeni rezultati blizu jedan drugom, i
obi¢no se izrazava merama kao $to je standardna devijacija.
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PraktiCna primena pouzdanosti se zasniva na uporedivanju srednje vrednosti dobijenih
rezultata metode sa poznatim vrednostima, drugim reCima preciznost metode se ocenjuje
naspram referentnih vrednosti (prave vrednosti ili dogovorom uzete prave vrednosti). Za ovaj
proces koriste se dve osnovne tehnike: provera rezultata sa referentnim vrednostima
odgovaraju¢ih materijala ili uporedivanjem sa rezultatima neke odgovaraju¢e metode. Referentne
vrednosti se vrlo lako mogu proveriti i pratiti preko razlicitih vrsta internacionalnih standarda.
Kao materijali Cije se vrednosti mogu pratiti koriste se sertifikovani referentni materijali, pa se
stoga referentna vrednost naziva sertifikovana vrednost-SRM. Prednost upotrebe SRM je njihova
velika stabilnost i homogenost dok im je mana visoka cena kosStanja i nemogucnost da se uvek
dobro poklope sa tipom uzorka koji se odreduje.

Da bi se proverila preciznost uz pomo¢ referentnog materijala, potrebno je odrediti srednju
vrednost i standardnu devijaciju serije ponovljenih odredivanja, i uporediti ih sa tacno
odredenom vredno$c¢u referentnog materijala.

Jedan od nacina primene referentnin materijala za validaciju metode je spakovanje
ispitivanog materijala sa Cistim sertifikovanim referentnim materijalom ili drugim materijalima
koji imaju zadovoljavajucu CistoCu i stabilnost.

Osetljivost

Osetljivost predstavlja efektivni gradijent odgovarajuce kalibracione krive tj. ona odgovara
promeni odgovora instrumenta koji je u vezi sa promenom koncentracije analita. Tamo gde je
odgovor instrumenta linearno zavistan od koncentracije, tj. sa linearnim opsegom metode,
osetljivost je pogodan parametar za potrebne proracune (u formuli za kvantifikaciju).

Robusnost

Mera efektivnosti jedne analiticke metode daje podatak o tome koliko su karakteristike
metode blizu uslovima njene idealne primene. U svakoj metodi postoje faze u radu kod kojih,
ukoliko im se ne pristupi dovoljno pazljivo, dolazi do pojave ozbiljnih uticaja na osobine metode
koje u krainjoj liniji mogu dovesti do toga da metoda ne bude primenljiva. Takve faze je
neophodno indentifikovati, $to se radi kroz proces razvoja metode, i ukoliko je moguce, njihov
uticg) na osobine metode je potrebno proceniti primenom testa robusnosti. To zahteva da se
urade dobro isplanirane promene u metodi, i to tako da se ispitaju pojedinacni efekti koji deluju
na osobine primenjene analiticke metode. Time je moguce otkriti varijable u metodi koje imaju
najznacajniji efekat i tako obezbediti, prilikom primene metode, da one budu strogo kontrolisane.
Ako je pak potrebno da se metoda joS dodatno poboljSa, ta poboljSanja svakako mogu biti
ostvarena fokusiranjem na detektovane varijable koje mogu biti kritiCcne u tom procesu
poboljSanja analiticke metode. Robusnost se obi¢no odreduje za vreme razvoja metode, i to prvo
u polaznoj laboratoriji pre nego Sto se uspotavi saradnja sa drugim laboratorijama.

1.3.24 Sedstvavalidacije

Sepa proba. Postoje razliciti tipovi slepih proba, a njihova uloga je da pokazu u kojoj meri
izmereni signal potiCe od analita a koliko njemu doprinose ostali uticaji iz posmatranog sistema.
Postoje razliCiti tipovi slepih proba kao Sto su:

1. depa proba reagenasa. Reagensi koji se koriste u analitickom procesu se
analizirgju samostalno u cilju da se utvrdi koliko utiCu na izmereni signal na osnovu
Cega se dobijeni analiticki signal moze adekvatno korigovati.
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2. Sepa proba uzorka. Ona predstavlja matriks koji ne sadrze analit. TeSko ih je
dobiti ali takvi materijali su neophodni jer se uz pomo¢ njih utvrduje realni uticg
interferencija koje se mogu javiti pri analizi ispitivanog uzorka.

Materijali za spajkovanje. Spajkovanje nije neophodno uvek vrsiti samo na analit koji se
odreduje. U uzorak se moze dodavati bilo koja komponenta koja dovodi do promene efekta
ispitivanog sistema usled tog dodatka. Tako npr., uzorak moze biti spajkovan sa razliitom
koli¢inom odredenih interferencija u cilju da se oceni koja koncentracija tih interferenata deluje
negativno prilikom odredivanja analita. Priroda materijala za spajkovanje mora hiti jasno
odredena.

Referentni materijali. Referentni materijal moze biti bilo koji materijal koji se koristi kao
osnova za poredenje, pri cemu upotrebljeni laboratorijski reagenasi moraju biti tacno poznate
CistoCe. Zna se da osobine trazenog analita moraju biti stabilne i homogene ali referentni
materijal ne moradaimavisoki nivo karakterizacije.

Sertifikovani  referentni materijali. Karakterizacija parametara koji se odreduju kod
sertifikovanih referentnih materijala je mnogo stroze kontrolisana nego kod referentnih
materijala. Karakterizacija ovih materijala se obi¢no radi primenom nekoliko razli€itih metoda
tako da se statistiCke greske prilikom karakterizacije znatno smanjuju ili se ¢ak u potpunosti i
eliminiSu.

1.4 Metali

Broj elemenata u periodnom sistemu koji pripadaju grupi metala se kreCe negde oko 80.
Njihov taCan broj se ne zna sa sigurnoSéu, zato Sto je granica koja odreduje razliku izmedu
metala i nemetala ngjasno definisana. Poznato je da su svi elementi s, d i f bloka periodnog
sistema metali, ai problem nastge kod definisanja metalnih karakteristika elemenata p bloka.
Obicno se sedam od njih (Al, Ga, In, Th, Sn, Pb i Bi) smatraju metalima, ali granica koja ih
odvaja od preostala 23 elemenata p bloka u smislu metalnih osobina nije bas najjasnija.

Jedan od najjednostavnijih naCina kako je moguce napraviti razliku izmedu metala i
nemetala je uporedivanje njihovih fizickih osobina. Metali su uglavnom u ¢vrstom agregatnom
stanju, gani su, lako se kuju, savitljivi su i provode elektri¢nu struju. Za razliku od njih nemetali
mogu biti gasovite, teCne ili Cvrste supstance koje nisu provodnici.

Pored ove dve grupe elementa, postoji i trea poznata kao metaloidi ili ako se koristi
I[UPAC-ova nomenklatura polumetali. Ova grupa elemenata nema jasno izrazena kako metalna
tako ni nemetalna svojstva, ve¢ poseduje osobine obe ove grupe elemenata. Sa porastom broja
valentnih elektrona metalne osobine polumetala opadaju a poveéavaju se njihova nemetalna
svojstva. Sa druge strane, sa porastom broja elektronskih orbitala ovim elementima raste metalni
karakter. Moze se dakle zakljuCiti da se osobine elemenata sa porastom broja valentnih elektrona
tj. iduci od leve ka desnoj strani periodnog sistema, menjaju od metalnih ka nemetalnim dok im
se sa porastom broja atomskih orbitala u grupi, osobine menjau od nemetalnih ka metalnim.

1.4.1 Hemijske osobine metala

Na metabolizam i ishranu ljudi mnogo veci i znaCajniji uticaj imaju jedinjenja metala u
odnosu na efekat metala u elementarnom obliku. To je iz razloga $to su metali u svom
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elementarnom stanju nerastvorni, pa samim tim i ne mogu biti upotrebljeni u bioloskim
sistemima tako da i sama Ziva materija nije u stanju da ih iskoristi u procesu prenosenja bioloskih
signala. U industriji se metali u svom elementarnom stanju koriste kao katalizatori u razlicitim
hemijskim reakcijama, pri ¢emu je za to vrlo Gesto potrebna visoka temperatura. Zive Celije su u
stanju da koriste jedinjenja metala kao enzime u izuzetno sofisticiranom procesu katalize koji je
razvijan tokom miliona godina evolucije [25].

Postoji veliki broj razlika izmedu hemijskih osobina metala i nemetala. Tako su atomi
nemetala uglavnom elektronegativni i svoje valentne orbital e popunjavaju deljenjem elektrona sa
drugim atomima (kovalentna veza) ili potpunim primanjem elektrona (jonska veza). Za razliku
od njih, tipicni metali su elektropozitivni, sa pozitivhim oksidacionim stanjima i u hemijske
reakcije ulaze jedino otpustanjem svojih valentnih elektrona. Takode postoje i druge znaCajne
razlike izmedu ove dve grupe elemenata, a one se pre svega odnose na redukciono/oksidacione
potencijale, hemiju kiselina/lbaza i strukturne ili ligandno koordinacione osobine, koje znaCajno
uti¢u na njihovu ulogu u bioloSkim procesima.

1.4.2 Podela metala

Metali se prema svojoj elektronskoj strukturi mogu podeliti u dve osnovne grupe koje i
odreduju njihovu funkciju u bioloSkim sistemima. Metali kao $to su natrijum i olovo, Ciji se
valentni elektroni nalaze u jednoj orbitali, nazivaju se tipicnim metalima, dok metali kao Sto su
hrom ili bakar kod kojih su valentni elektroni smeSteni u viSe od jedne orbitale, nazivaju se
prelaznim metalima. Tipi¢ni metali koji poseduju jedan ili dva valentna elektrona imaju jedno
oksidaciono stanje (npr. natrijum, +1; kalcijum, +2). Za razliko od njih, oni tipicni metali koji
imaju tri ili vise valentnih elektrona poseduju dva oksidaciona stanja (npr. olovo, +2 i +4;
bizmut, +3 i +5). Sa druge strane, prelazni metali mogu postojati u viSe razlicitih oksidacionih
stanja. Tako npr. mangan, koji ima dva elektrona u spoljnoj s orbitali i 5 u sledecoj 3d orbitali,
moZe da postoji u slede¢im oksidacionim stanjima+1, +2, +3, +4, +6i +7.

Postoji jo$ jedna bitna razlika izmedu prelaznih i tipicnih metala koja znacajno utie na
njihovu biolosku funkciju. Svaki element u periodi prelaznih metala u svojoj valentnoj orbitali
ima jedan elektron viSe od prethodnog elementa, ali se oni po svojim osobinama duZ periode
znacajno ne razlikuju. Upravo ovo njihovo svojstvo je razlog zasto neki prelazni elementi mogu
zamenjivati druge u pojedinim metaloenzimima. Sa druge strane, kako se elektronska struktura
tipicnih metala razlikuje za po jedan elektron u spoljnoj orbitali, osobine svakog narednog
tipicnog metala se u periodi znacajno razlikuju, pa samim tim oni ne poseduju bioloSku
fleksibilnost koju prelazni metali imaju.

Analiza ljudskog tkiva je pokazala da se u njemu kao i kod drugih organizama, nalazi
veliki broj razliCitih metala. Na osnovu sadrzaja metala u ljudskom telu, ovi elementi se mogu
podeliti u dve grupe. Metali, koji se javljaju u relativno visokim koli¢inama i koje dnevno treba
unositi oko 100 mg i viSe, nazivaju se makroelementi ili makrominerali. U ovu grupu se ubrgjgju
kalcijum, magnezijum, natrijum i kalijum. Metali koji se javljaju u malim koli¢inama i Cija
dnevna doza je oko par miligrama ili manje, nazivgu se mikroelementi ili mikrominerali
odnosno elementi u tragovima. U ovu grupu metala ubrajaju se gvozde, cink, bakar, mangan,
selen, kobalt, nikl, hrom, bor i dr. GvoZzde se u znatnoj koli¢ini mozZe naci u tkivu svih Zivih
organizama, izuzev nekih tipova Lactobacilli bakterije. Takode, u tkivu ali u nizim
koncentracijama prisutni su cink, bakar, mangan, nikl, molibden, kobalt i joS neki elementi.
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Odstupanja u sadrZaju metala u tkivima od ocekivanih, su najéeS¢e posledica izloZenosti
organizama kontaminaciji od strane Zivotne sredine ili pak usled sposobnosti da sam organizam
u tkivu akumulira neke elemente koji se u njemu obi¢no ne nalaze.

Nekada se termin ,,element u tragovima” koristio za one elemente koji su bili prisutni u
bioloskim sistemima u nano i pikogramskim koliCinama, dok se danas ovaj termin odnosi na one

elemente Ciji je nivo u biloSkim sistemima manji od 10 mg/100 g.

Prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji (eng. World Health Organization - WHO) [26]
elementi u tragovima se na osnovu hranljivog znacaja koji imaju za ljudski organizam dele u tri
grupe: 1) esencijalni elementi, 2) elementi koji su ngjverovatnije esencijalni i 3) potencijalno
toksicni elementi koji nemaju nikakvu esencijalnu funkciju.

U grupu elemenata koji ngjverovatnije mogu imati esencijalnu ulogu ubrajgju se i arsen,
bor i vanadijum, dok se u grupu toksi¢nih metala pored ostalih ubrajagju i berilijum, kadmijum,
olovo i ziva [27, 28]. Aluminijum i kalg spadgu se nalaze u grupi elemenata koji su
neesencijani i nisu toksicni. Ova dva elementa se Cesto nazivaju ,,metali za izradu pakovanja“ na
osnovu toga Sto se upravo za to i najvise komercijalno i industrijski koriste.

Neka novija istrazivanja su pokazala da metali kao Sto su Al, Cd i Pb, koji spadaju u grupu
neesencijalnih i toksi¢nih elemenata, u veoma malim koliinama poseduju svojstva koja se mogu
smatrati esencijalnim za Zive organizme. Medutim, takva biohemijska funkcija ovih elemenata
jo$ uvek nije u potpunosti potvrdena [29, 30]. Ovi elementi postoje u prirodi ai ne u velikim
koliCinama, tako daje njihov povecan sadrzaj u organizmu pre svega posledica zagadene Zivotne
sredine.

1.4.2.1 Esencijalni i neesencijalni metali

Vise je razloga zaSto se joS uvek pouzdano ne zna tacan broj esencijalnih metala koji su
kod ljudi indentifikovani. Jedan od razloga su analitiCke poteSkoce prilikom odredivanja niskih
koncentracija, tacnije jako niskih nivoa u kojima su ovi elementi obi¢no prisutni. Takode, nacin
njihove klasifikacije predstavlja problem prilikom odredivanja broja esencijalnih elemenata.

Mnogi autori su predlozili veliki broj razliCitih definicija o esencijalnosti elemenata. Jedna
od najprostijih je ta da je esencijalni element ,,metabolicki ili funkcionalni nutrijent” [31]. Jedna
od slozenijih definicija je ta da je esencijalni element onaj element koji je neophodan za
odrZavanje Zivota, i da njegov nedostatak moze dovesti do naruSavanja funkcija od optimalnih do
suboptimalnih vrednosti [32]. NaruSavanje funkcija moze dovesti do pojave bolesti, metabolickih
anomalija ili do razvoja odredenih poremecaja [25].

Dabi se smatrao esencijalnim jedan element mora:

1. dabude prisutan u zdravom tkivu,

2. da njegova koncentracija bude relativno konstantna kod razliCitih organizama,
3. danjegov nedostatak izaziva tacno odredenu biohemijsku promenu,

4. data promena dovodi do slicnih abnormalnosti kod razlicitih vrsta,

5. danjegov unos dovodi do korekcije izazvanih abnormalnosti [33].

Kada se govori o svojstvima i bioloskoj ulozi esencijalnih elemenata u tragovima vazno je
reCi da oni Cine manje od 0,1% totalnog sastava ljudskog tela. Cetiri nemetala: vodonik,
kiseonik, ugljenik i azot Cine 99% sadrzaja ne samo ljudskog nego i svih bioloskih sistema.
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Ostalih sedam elemenata, koji se nazivagu glavnim elementima: natrijum, kalijum, kalcijum,
magnezijum, fosfor, sumpor i hlor Cine preostalih 0,9% tako da esencijalni metali u tragovima
deletih preostalih 0,1% sa svim ostalim elementima, kako metalimatako i nemetalima [34].

1.4.3 BioloSka funkcija metala

U zivim organizmima metalni joni vrSe regulaciju Sirokog spektra fizioloskih mehanizama
sa znaCajnom specificnoS¢u i selektivnosCu, i to pre svega kao komponente enzima i drugih
molekulskin kompleksa. Reaktivnost kompleksa zavisi kako od specificnih osobina
odgovarajuceg proteina tako i od fleksibilnosti osobina samog metala [35].

Metaloenzimi su primer na kome se moZe najbolje prikazati dobra povezanost koja se
ostvaruje izmedu makromolekula liganda i metalnih jona [36]. Oko 30% svih enzimaima metal
koji je vezan za njihov aktivni centar. Metaloenzimi se nalaze u svih Sest kategorija enzima koje
je dao IUPAC. Bioloske reakcije u kojima ova jedinjenja uzimaju uceSce su kiselo-katalizovane
hidrolize (hidrolaze), redoks reakcije (oksidaze) i preuredenje C-C veza (izomeraze i sintetaze).
Specificnost jednog metaloenzima odreduje viSe faktora, kao $to su priroda nemetalnog dela i
metalnog jona, stereohemijske osobine i druge pojedinacne hemijske karakteristike svakog od
konstituenata.

Aktivnost odredenog metaloenzima zavisi od sposobnosti metalnog jona da deluje kao
Luisova kiselina. To su jedinjenja koja primanjem elektronskog para od baza mogu formirati
kovalentnu vezu. Upravo takva svojstva poseduju enzimi koji deluju prilikom kisele katalize.

1.4.3.1 Bioloska aktivnost pojedinih metala

Natrijum se u telu nalazi 50% u vancelijskoj te¢nosti, 40% u solima kostiju i 10% u
Celijama. Na je takode deo bikarbonatnog puferskog sistema i jako utiCe na distribuciju vode
preko osmoze, kao i na kiselinsko-baznu ravnotezu krvi. Ovaj element je neophodan za
neuromiSicnu funkciju zato jer je esencijalan za transport glukoze i drugih nutrijenata
Apsorpcija unetog natrijuma je brza i gotovo kompletna. Hormon aldosteron regulise
metabolizam Na. Povecan sadrZaj ovog metala u organizmu moZe dovesti do povisenog pritiska
i endema. Nedostatak Na se retko javlja ali moZe nastati kao rezultat, npr. obilnog povracanja,
dijargje ili znojenja. Simptomi nedostaka natrijuma su osecaj slabosti, apatija, mucnina kao i
grenje misica ekstremiteta [37].

Magnezijum u mekim tkivima deluje kao kofaktor mnogih enzima koji su vazni u procesu
stvaranja energije, sintezi proteina, RNK i DNK sintezi kao i za odrzavanje elektricnog
potencijala nervnog sistema i ¢elijskih membrana. Oko 50 do 60% magnezijuma u telu nalazi se
u kostima, gde ovaj element formira povrsinski mineralni konstituent hidroksiapatit (kalcijum
fosfat). Svoju bioloSku aktivnost magnezijum pokazuje kod kontrakcije miSic¢a, prilikom
stabilizacije strukture nukleinskih kiselina kao i kod katalitiCke aktivnosti ribozoma. Nedostatak
magnezijuma moZze dovesti do anoreksije, mucnine, miSi¢ne slabosti, letargije, drhtavice a ako se
manjak unosa ovog elementa nastavi dolazi i do gubitka tezine [37].

Kalijum, kao glavni katjon vancelijskih teCnosti, igra vaznu ulogu u prenosu nervnih
impulsa i miSiéne kontrakcije. On je neophodan za dobru kardiovaskularnu funkciju zato jer vrsi
regulaciju krvnog pritiska i balansa vode u organizmu. Postoje dokazi da ishrana bogata
kalijjumom moze smanjiti rizik od povisenog krvnog pritiska i Sloga. Telo zadrzava visoku
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koncentraciju K™ jona unutar Celija i kada je vancelijska koncentracija ovog jona niska. Suprotno
je sa Na' jonima. Da bi se obezbedilo da K" joni ostanu u celiji a Na* joni ne udu u nju,
specijalni transpotni protein u ¢elijskoj membrani konstantno pumpa K™ jone u c¢elije a Na* jone
van njih. PoviSeni sadrZaji K obi¢no dovode do bubrezne insuficijencije, dehidratacije, misicne
slabosti i kardioloskih problema. Nedostatak ovog elementa je redak ali moze nastati usled
povracanja ili dijareje, pri cemu dolazi do miSi¢ne slabosti, paralize, mucnine, tahikardije ili
otkazivanjaradasrca[37].

Kalcijum i njegove soli obezbeduju cCvrstinu kostima skeleta a kalcijumovi joni igraju
vaznu ulogu u mnogim ako ne i u svim metaboliCkim procesima. Minerali kostiju predstavljaju
glavni rezervoar kalcijuma koji kruzi u vancelijskoj teCnosti. Kalcijum dospeva u vancelijsku
te€nost iz gastrointestinalnog trakta preko apsorpcije ili razgradnjom kostiju, odakle se uz pomoé
gastrointestinalnog trakta, bubrega i koZe ugraduje u kosti prilikom njihovog formiranja. Takode,
duz cele Celijske membrane postoji stalan protok ovog elementa. Mnoge neuromisicne i druge
Celijske funkcije zavise od odrzavanja koncentracije jona kalcijuma u vancelijskoj teCnosti.
Nedostatak kalcijuma ili negativan balans ovog elementa u organizmu, svakako Ce pre ili kasnije
dovesti do pojave osteoporoze, pri Cemu treba napomenti da pojava ove bolesti nije uvek vezana
zamanjak kalcijumau ljudskom organizmu [ 37].

Hrom spada u grupu esencijalnih elemenata, ali treba imati u vidu da samo jedinjenja u
kojima je u obliku Cr*® nisu toksi¢na za razliku od oblika Cr** koja su $tetna po zdravlje ljudi.
Razlikovanje ova dva oblika hroma je veoma vazno prilikom vrSenja procene kvaliteta hrane
[38]. Ovaj mikroelement je vazan za metabolizam ugljenih hidrata, masti i proteina. Znacajan je
faktor u procesu regulisanja nivoa glukoze u krvi, povecava efikasnost insulina, utiCe na
snizavanje holesterola, kao i na smanjenje apetita i telesne tezine. Aktivni oblik hroma
predstavlja sloZeni organski kompleks - GTF (eng. Glucose Tolerance Factor - faktor tolerancije
na glukozu) koga Cine hrom, glutation i vitamin B3, kombinacija potrebna za odrzavanje
normalne koncentracije glukoze u krvi i rad insulina. Usled nedostatka aktivnog oblika hroma u
ljudskom organizmu, insulin gubi na efikasnosti, pa njegov nedostatak u ishrani cesto dovodi do
pojave dijabetesa i ateroskleroze kod starijih osoba. Hrom je postao izuzetno popularan u grupi
mineralnih suplemenata, kao dodatak ishrani i to pre svega kod gubljenja tezine ili u procesu
razvoja misica.

Mangan ucestvuje u formiranju kostiju i metabolizmu amino kiselina, holesterola i
ugljenih hidrata. Mn je komponenta nekoliko enzima, ukljucujuci arginazu, glutamin sintetazu,
heksokinazu i dr. Ovaj elemenat je takode aktivator razliitih enzima, koji mogu biti aktivirani i
od strane drugih metala, narogito magnezijuma [39]. Kako je Mn** jon po veligini veoma sli¢an
Mg® i Zn** jonu, on moZe zamenjivati magnezijum u piruvat karboksilazi i cink u cink
superoksid dismutazi [40]. Nedostatak mangana je ispitivan na velikom broju eksperimentalnih
zivotinja. Manjak Mn u organizmu se odrazava na razvoj i reprodukciju kao i na promene u
metabolizmu masti i ugljenih hidrata. Takode je zapaZena pojava smanjenja tolerancije na
glukozu i1 defekata prilikom razvoja skeleta [41]. Mali je broj podataka koji se odnose na
posledice nedostatka Mn kod ljudi. Povecan sadrzaj ovog metala u ljudskom organizmu nastaje
npr. udisanjem veoma toksi¢ne pare Mn. Povecan sadrZaj ovog metala u mozgu moZe da utie na
motorne i kognitivne funkcije, a dalja akumulacija mangana dovodi do razvoja razliCitih
neuroloskih i psihijatrijskih bolesti [29], Ciji su simptomi slicni Parkinsonovoj bolesti [42].

Gvozde ima nekoliko vitalnih funkcija za organizam. Ono prenosi kiseonik preko crvenih
krvnih zrnaca hemoglobina iz plu¢a do tkiva. Takode Fe sluZzi i kao transportni medij za
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elektrone u Celiji i kao sastavni deo vaznih sistemskih enzima u razliCitim tkivima. Najveci deo
gvozda u telu nalazi se u eritrocitima kao hemoglobin, koji predstavlja molekul od Cetiri osnovne
jedinice, od kojih svaka sadrzi jednu hem grupu i jedan proteinski lanac. Struktura hemoglobina
je takva da omogucava da se u potpunosti veze kiseonik iz pluca, i da se on potom oslobodi u
tkivima. Citohromi su enzimi koji takode sadrze hem grupu i jedan molekul globina. Ovi enzimi
imaju ulogu prenosa elektrona u Celiji, i njihova struktura ne omogucava revezibilan proces
uzimanja i otpustanja kiseonika. Uloga im je da u oksidativnom metabolizmu prenose energiju u
Celiju i to naroCito u mitohondrijama. Gvozde se reverzibilno skladisti u jetri kao feritin i
hemosiderin odakle se dalje moZe transpotovati do drugih delova tela uz pomo¢ proteina
transferina. Smanjena koli¢ina gvozda u ljudskom organizmu dovodi do pojave anemije. Deo
ljudske populacije koji ima najveci rizik od nedostatka ovog metala su novorodencad, deca,
adolescenti i trudnice [43].

Kobalt je u prirodi malo zastupljen i u litosferi ga ima samo oko 0,001 %. Kod ljudi i
Zivotinja ovaj metal se nalazi u jako malim koli¢inama, a dnevni unos Co je manji od 0,1 ug,
medutim i pored toga kobalt se ubraja u esencijalne elemente. Co je sastavni deo vitamina B12
koga u telu nema vise od 5 mg. Ako se pak u telu nade manje od 5 mg vitamina B12, moZe doci
do razvoja vrlo ozbiljnog oboljenja perniciozne anemije. Osnovna uloga, ako nei jedina, kobalta
jeonakojuimau vitaminu B12 [44].

Nikl je element koji je esencijalan za eksperimentalne i domace Zivotinje. Njegova vaznost
zaljude je i dalje predmet kontraverzi [45]. JoS uvek nije jasno definisana njegova biohemijska
funkcija kod ljudi iako postoje dokazi da Ni ima ulogu kao kofaktor ili strukturna komponenta u
nekim metaloenzimima koji su sli¢ni nekim nikl enzimima koji su ve¢ identifikovani kod biljaka
i mikroorganizama [46]. Oni ukljuCuju ureazu, hidrogenazu i ugljen monoksid dehidrogenazu. |
pored Sto su posledice nedostatka Ni prisutne kod nekih Zivotinjskih vrsta, kod Coveka jo$ nije
registrovan ni jedan takav slucaj.

Bakar se najviSe u telu nalazi vezan u nekoliko razliCitih metaloproteina, u kojima ima
strukturalnu ulogu i deluje kao kofaktor katalitiCke aktivnosti. Opisano je negde oko dvadesetak
enzima koji sadrze bakar i oni imaju razliCitu Celijsku i vancelijsku aktivnost, koja ukljucuje
ucestvovanje u telesnim imunoloskim reakcijama, neuro funkcijama, zdravlju kostiju, hemiji
krvi, antioksidativnoj funkciji, proizvodnji energije i dr. Zdravstveni problemi usled nedostatka
ovog elementa su veoma retki [47]. To je posledica toga Sto je bakar dosta zastupljen u hrani,
tako da negativni efekti nedostatka bakra usled naCina ishrane nastaju samo u ekstremnim
situacijama. Klinicki, nedostatak bakra se Cesto moze javiti kod prevremeno rodene dece ili
nedovoljno uhranjene dece. Bakar pored toga Sto je esencijalni element, moZe biti i toksican.
Akutno trovanje nastaje prilikom uzimanja vecih koliina ovog metala, dok hroni¢no trovanje
moze nastati i prilikom uzimanja relativno malih koliina bakra. Simptomi akutnog trovanja
ukljuCuju abdominalni bol, mucninu, povracanje i dijareju, i u ekstremnim slucajevima moze
nastupiti i smrt. Hroni¢no trovanje bakrom obi¢no nastaje usled koris¢enja kontaminirane vode i
hrane kao rezultat njihovog kontakta sa bakrom iz cevi ili pribora za kuvanje.

Cink je prisutan u svim telesnim tkivima i teCnostima. Ovaj element je esencijalna
komponenta za veliki broj (> 300) enzima koji ucCestvuju u sintezi i razgradnji ugljenih hidrata,
lipida, proteina i nukleinskih kiselina kao i u metabolizmu drugih mikronutrijenata. Cink
stabilizuje molekulsku strukturu celijskih komponenti i membrane i na taj nacin dovodi do
odrzavanja celovitosti Celija i organa. Takode, Zn ima esencijalnu ulogu u polinukleotidnoj
transkripciji. Njegova uloga u ovakvoj fundamentalnoj aktivnosti sigurno potvrduje znaCaj ovog
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elementa za sve zive organizme. KliniCka slika nedostatka cinka kod ljudi je razvoj
retardiranosti, odlaganje seksualnog i koStanog sazrevanja, rane na kozi, dijareja, gubitak kose,
gubitak apetita. Cink se ne ubraja u veoma toksi¢ne metale, ali treba reci da postoje dokazi o
pojavi Stetnih efekata po ljudsko zdravlje kada se on unosi u koliCinama veéim nego Sto je
preporuceno. Akutno trovanje ovim metalom se manifestuje mucninom, povra¢anjem, dijarejom,
groznicom i letargijom [43].

Sden koji se unese u organizam biva apsorbovan od strane gastrointestinalnog trakta i
odmah se ugraduje u selenoproteine koji imaju veliki broj esencijalnih uloga u organizmu.
Jedinjenja selena koja se unose u organizam su veoma reaktivna pa je zato vazno da element
bude u relativno nereaktivnom organskom obliku pre nego $to se ugradi u kataliticki reaktivne
selenoproteine [48]. Dva su enzima selena dosta vazna, a to su glutation peroksidaze i
tioredoksin reduktaze, koji u tkivima kontroliSu koncentraciju visoko reaktivnih metabolita
kiseonika. Ovi metaboliti su pri nizim koncentracijama esencijalni ali ako im se koncentracija
poveca postaju jako toksi¢ni. Ovaj element vrsi zastitu ljudskog tkiva od oksidativnog stresa,
infekcija i utiCe na njegov rast i razvoj. Klinicke manifestacije nedostatka selena su neuobiCajene
i nedovoljno dobro objasnjene. One mogu izazivati miSi¢nu slabost i mialgiju koje, u nekim
sluCajevima, mogu dovesti i do srCanog udara[43].

Molibden koji u telo ude preko hrane biva apsorbovan od strane gastrointestinalnog
trakta. Vise od 80% ovog metala se apsorbuje gastrointestinalnom traktu. Molibden je
esencijalna komponenta za mnoge enzime, ukljucujuci ksantin oksidazu i ksantin dehidrogenazu,
koji su neophodni za sintezu uree. Struktura mnogih molibdoenzima nije u potpunosti
razjaSnjenja. Smatra se da su oni neproteinski kompleksi malih dimenzija koji sadrze jezgro
pterina. Taj “molibdenopterin faktor” vezuje se za molibdoproteine u Celijama [49]. Nedostatak
molibdena usled nacina ishrane nije potvrden kod ljudi. Molibden koji se unosi hranom je
relativno netoksican za ljude, ali postoje dokazi da poviSeni unos ovog metala i to izmedu 10 15
mg/d (mg dnevno) moZe dovesti do promena metabolizma nukleotida i do smanjenja apsorpcije
bakra [50].

Aluminijum je element za koga se nekada smatralo da nema nikakvu metabolicku
funkciju. Kod nekih organizama Al je ukljuCen u reakcije izmedu citohroma ¢ i sucinil
dehidrogenaze, a takode ima i ulogu kofaktora u aktivaciji vezivanja guanin nukleotida koji je
neophodan u metabolizmu proteina. Sa druge strane, povecan sadrzaj ovog elementa kod
bubreznih bolesnika moZe znaCajno ostetiti skelet usled negativnog uticaja na proces formiranja
kostiju, Sto dovodi do pojave osteomalacije.

Bioloska uloga bora kod ljudi jo$ uvek nije poznata, a njegovo esencijalno delovanje je u
fazi ispitivanja. Takode ne postoje studije koje potvrduju toksiCnost ovog elementa [50].
Ispitivanja na Zivotinjama su pokazala da se B najbrze apsorbuje preko gastrointestinalnog trakta
i to do Cak 90% [51]. Najveca koliCina tako unetog bora se hidrolizuje u obliku B(OH)3 koji se
putem pasivnih procesa dalje apsorbuje [25]. U krvi se bor nalazi u obliku slobodne borne
kiseline. Kako nisu otkriveni enzimi koji sadze B, smatra se da ovaj element ima regulacionu
ulogu u pojedinm enzimima [52]. Mnoge klinicke studije su pokazale da usled nedostatka bora
kod Zena u klimaksu moZe doci do razvoja osteoporoze. Upotreba suplemenata bora je kod ovih
pacijenata dovela je do smanjenja gubitka Ca, Mg i P [53]. Takode, nedostatak ovog el ementa
moZe dovesti do poremecaja paznje i kratkorocnog paméenja kod ljudi [54].
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Arsen je element koji je poznat po svojim toksicnim svojstvima, mada su se u novije vreme
pojavile indicije da bi on u malim koli¢inama mogao da ima i korisnu ulogu po zdravlje ljudi
[55]. Nakon apsorpcije, arsen se transportuje do pluca i drugih organa, a kasnije dospeva do
koZe, kose i noktiju, gde se vezuje za keratin. Nakon 24 Casa, organi poCinu da oslobadaju arsen
koji se nakrgju izbacuje iz tela preko urina. U kozi, kosi i noktima arsen se deponujei nivo ovog
elementa se povecava ukoliko organizam biva dalje izlagan arsenu [56]. Arsen ima metaboliCku
ulogu u ¢elijama. Moguce je da deluje i kao aktivator nekih enzima i zamenjuje fosfat u nekim
reakcijama i prilikom regulacije ekspresije gena [57]. Neorganska jedinjenja arsena su veoma
toksi¢na i ona mogu da izazovu kako akutna tako i hroni¢na trovanja [58].

Kadmijum je element koji je poznat kao jedan od najopasnijih zagadivaca Zivotne sredine.
Negde oko 6% unetog Cd u organizam se apsorbuje preko gastrintestinalnog trakta. Nakon toga
se kadmijum vezuje za albumin i dolazi do krvi. Preko krvi on dospeva u jetru gde dovodi do
sinteze proteina metalotionina (MT). Kompleks Cd-MT dolazi do krvi pai do bubrega u kojima
ostaje sve dok se ne prekoraci Celijski kapacitet siteze MT i tada dolazi do oslobadanja Cd. Tada
on izaziva ireverzibilno oSteenje bubrega [59]. Ako dode do trenutnog trovanja kadmijumom
dolazi do pojave mucnine, povracanja i abdominalnog grca, a ako se pak ovaj element unosi u
organizam duZi vremenski period dolazi do oSteCenja bubrega, anemije i gubitak koStanih
minerala $to dovodi do pojave krtosti kostiju [60].

Olovo je element koji nema nikakvu hranljivu vrednost i njegovo prisustvo u ljudskom
organizmu mozZe da izazove kako akutno tako i hroni¢no trovanje. Apsorbovano olovo se preko
krvi prenosi do vitalnih organa kao Sto su jetra i bubrezi, u kojima se deponuje oko 5% unetog
olova dok se ostalih 95% olova nalazi u kostima u vidu fosfata. Postoji sliCnost u metabolizmu
olovai kalcijuma pa se zato oba metala nalaze u kristalnoj strukturi kostiju. Vreme poluzivota Pb
u kostima je od 20 do 30 godina, ali se ono usled stresa moze osloboditi u krvi u bilo kom
trenutku. Oko 90% olova koje unesu odrasle osobe se izbacuje preko fescesa Simpotomi
akutnog trovanja olovom se lako prepoznaju za razliku od hroni¢nog trovanja ovim metalom
koje se javlja usled akumulacije manjih koliCina Pb tokom duzeg vremenskog perioda. Olovo
primarno oSteCuje Cetiri organska sistema: hematopoezni, nervni, gastrointestinalni i renalni.
Olovo vrsi inhibiciju pojedinih enzima tako Sto ima afinitet prema njihovim -SH grupama.
Enzimi koji uCestvuju u sintezi hema su osetljivi na inhibiciju olovom i to pre svega delta amino
levilunatat dehidrataza ALAD i hem sintetaza HS. Biohemijski efekti delovanja olova su uocljivi
i pri manjem izlaganju ovom toksicnom metalu dok se klinicka slika anemije javlja tek pri
znaCajnijem delovanju olova. Tako je, kao indikacija da je pacijent bio izlozen dejstvu olova,
dovoljan podatak da je doSlo do inhibicije ALAD-a ili se u u urinu pojavio amino levilunatat.
Nervni sistem je takode jako podlozan Stetnom dejstvu olova o to je naroCito izrazeno kod
odojcadi i male dece kod kojih je ovaj sistem joS uvek u razvoju [61].

1.4.4 Putevi dospevanja metala u hranu

SadrZaj razlicitih metala u ljudskom telu zavisi od sastava hrane koju konzumiramo dok je,
sa druge strane, neorganski sastav hrane u direktnoj zavisnosti od uticaja zivotne sredine (voda,
vazduh i zemljiste). KoriS¢enjem modernih instrumenata za multielementnu analizu moguce je
detektovati prisustvo vec€ine, ako ne i svih metala koji se nalaze u uzorcima hrane koja se
najceS¢e konzumira.
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Glavni izvor metala u hrani je zemljiSte na kome se hranljivi proizvodi uzgajaju, pa tako
postoji jasnavezaizmedu sastava zemljista i metala koji se hranom unose u ljudski organizam.

Zemljiste se sastoji od razliCitih komponeti u Cvrstom, teCnom i gasovitom agregatnom
stanju. Neorganska jedinjenja saCinjavaju i do 90% prisutne Cvrste materije zemljiSta. Kod
uobicCajenog zemljista koje se redovno dubri, Cvrsta komponenta (koju Cine 45% minerala i 5%
organske supstance) predstavlja 50% njegove ukupne zapremine, dok ostatak Cine vazduh i voda
Ciji je sadrZaj priblizno isti i krece se od 20-30% [62].

Metali sa najvecim sadrzajem u zemljistu su aluminijum, gvozde, kalcijum, natrijum,
kalijum i magnezijum. Vecina ostalih metala i metaloida se u zemljiStu nalazi u znatno nizim
sadrzajima. Sadrzaj metala u zemljistu (mg/kg zemljista) dat je u Tabeli 6. Sastav odredenog
zemljiSta prvenstveno zavisi od hemijskog sastava osnovnog materijala od koga se ono
formiralo. Osnovni sastav zemljista moZe se promeniti navodnjavanjem, kopanjem rude,
delovanjem industrijske i poljoprivredne proizvodnje, ili se sastav menja usled prirodnih
biogeohemijskih procesa[63].

Tabela 6. Koncentracija metalau zemljistu [62]

M etal Opseg koncentracije (mg/kg)  Srednja vrednost (mg/kg)
Aluminijum 7-10000 72000
Arsen <0,1-97 7,2
Bakar <1-700 25
Barijum <20-5000 580
Berilijum <1-15 0,92
Bor <20-300 33
Cink <5-2900 60
Gvozde 100->100000 26000
Hrom 1-20000 54
Kadmijum 0,01-2 0,35
Kalg <0,1-10 13
Kalijum 50-63000 15000
Kalcijum 100-320000 24000
Kobalt <3-70 91
Litijum <5-140 24
Magnezijum 50->100000 9000
Mangan <2-7000 550
Molibden <3-15 0,97
Natrijum <500-100000 12000
Olovo <10-700 19
Selen <0,1-4,3 0,39

Nadubrena zemljista su u stanju da snabdevaju biljke sa svim hranljivim metalima u
tragovima koji su neophodni za njihov rast i razvoj. To su bor, kobalt, bakar, gvozde, mangan,
molibden i nikl. Mnogi drugi elementi koji su prisutni u zemljistu (Tabela 6.) takode se mogu
naci u biljkama. Neki od njih kao Sto su selen i hrom, nisu neophodni biljci, ali su od hranljivog
znaCaja za Zivotinje i ljude koji te biljne vrste konzumiraju. Teski toksi¢ni metali, kao Sto su
kadmijum i olovo, takode u biljku dospevaju preko zemljista.

Koliina metala koje biljke mogu da uzmu iz zemljiSta ne zavisi samo od njihovog
ukupnog sadrzaja u zemljistu nego i od dostupnosti ovih elemenata samoj biljci. Upravo je ta
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njihova dostupnost za uzimanje, odnosno mobilnost, kao i akumulacija od strane biljaka glavni
faktor koji odreduje da li Ce ili neCe odredena biljna vrsta znacajno doprineti da hrana bude izvor
pojedinih vrsta metala neophodnih u ishrani. Dostupnost metala biljci je odredena njihovim
osobinama kao Sto su: hemijski oblik metala, rastvorljivost i sposobnost da se kompleksiraju sa
organskom materijom i da tako budu apsorbovani od strane drugih konstituenata zemljista.
Biljka sama sebi mozZe povecati sposobnost ka uzimanju metala tako Sto e promeniti hemiju
zemljiSta na kome se uzgaja, otpustanjem vodonikovih jona i organskih helatnih agenasa.

Kada dospeju u biljku, neki od apsorbovanih metala Ce ostati u korenu, a neki dospevaju do
liS¢a, ploda, semenja gde mogu da se akumulirgju.

Biljke su za ljude primarni izvor transporta neorganskih hranljivih materija iz zemljista dok
su proizvodi od Zivotinja (meso, mleko, jga) drugi izvor ovih elemenata. Kombinacija ova dva
puta kojima metali dospevaju u ljudski organizam mozZe biti izuzetno korisna po ljudsko zdravlje.
Tako npr. gvozde se u biljkama nalazi u vrlo niskim sadrzajima i to u obliku koji nije pogodan za
apsorpciju, pa se zato ljudski organizam ovim elementom prvenstveno snabdeva preko mesa
zZivotinja u kome se Fe nalazi u visokim koncentracijama i to pre svega u unutraSnjim organima i
apsorpciju u digestivnom traktu ljudi. Takode je zivotinjsko meso mnogo bolji izvor cinka nego
Sto su to biljni proizvodi.

Zemljiste je glavni izvor metala u ishrani ljudi koji u ljudsko telo dospevaju preko biljaka i
Zivotinja koje se biljkama hrane. Medutim postoje i drugi brojni putevi kojima metali mogu da
dospegju u hranu. Industrijska proizvodnja koja dovodi do zagadenja Zivotne okoline glavni je
izvor toksicnih metala, kao Sto su kadmijum i olovo. Sa druge strane tehnoloski proces moze
dovesti i do povecanja pojedinih hranljivih metala u hrani. Tako npr. upotreba posuda od gvozda
dovodi do povecanja sadrzaja ovog metala u ishrani na sasvim zadovoljavajuci nivo [64]. Takode
postoje dokazi koji potvrduju da znaCajna koliCina nikla i hroma dolazi u hranu usled
oslobadanja ovih metala od strane nerdajuceg Celika koji se koristi za izradu kuhinjskog pribora i
posuda za skladistenje hrane [65]. Bakar, slicno kao nikl i hrom, se moze oslobadati iz posuda
koje je izradeno od neke od legura ovog metala. lako su bakar, nikl i hrom esencijalni metali,
poviseni sadrzaji ovih elemenata u hrani koja se priprema u posudama od njihovih legura moze
dovesti do oStecCenja jetre i to naroCito kod dece [66].

1.4.5 Biodostupnost metala u hrani

Metali se u hrani nalaze u razli¢itim hemijskim oblicima, bilo u neorganskim ili organskim
kompleksima u kombinaciji sa razliCitim organskim jedinjenjima kao S$to su amino kiseline ili
proteini. To je, kako je i viSe puta bilo receno, od velike vaznosti za njihovu biodostupnost. Tako
npr. ako je metal prisutan u hrani samo u svom nerastvornom obliku on najverovanije nece biti
apsorbovan u nekoj vecoj koliCini od strane gastrointestinalnog trakta i zato Ce ostati
neapsorbovan i bez dalje koristi za organizam. Ovo naravno moze imati kako dobru tako i loSu
stranu po ljudsko zdravlje. NeSto manje od 1% auminijuma se prirodno nalazi u hrani i to
najceSce u obliku nerastvornog hidroksida ili fosfata, i na taj naCin je njegova potencijana
toksicnost spreCena prilikom apsorpcije od strane gastrointestinalnog trakta. Sa druge strane,
gvozde koje se u biljkama najée$¢e nalazi u vidu veoma nerastvornog Fe®* jona sliéno kao i
aluminijum, je vrlo malo apsorbovan od strane gastrointestinalnog sistema, Sto moze dovesti do
nezeljenih efekata po ljudsko zdravlje.
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1.4.6 Dnevne potrebe za esencijalnim metalima

Procena zdravstvenog znacaja odredene hranljive komponente za ljude koji je konzumiraju
se izvodi na osnovu podataka o njenoj hranjivoj vrednosti a ne na osnovu ucestalosti njenog
koriSCenja. Zato su zdravstvene organizacije Sirom sveta u prethodnih pola veka pocele da
propisuju i preporucuju koli€inu unetih hranljivih i drugih komponenata hrane.

Svetske ingtitucije koje propisuju najrelevantnije podatke o hranljivoj vrednosti pojedinih
komponenata hrane su Ekspertska grupa za vitamine i minerale (eng. Expert Group on Vitamins
and Minerals - EVM) iz Engleske, Odbor za hranu i ishranu: Medicinski institut (eng. Food and
Nutrition Board: Institute of Medicine - FNB) iz USA, Organizacija za poljoprivredu i hranu
(eng. Food and Agriculture Organization - FAO) i Svetska zdravstvena organizacija (eng. World
Health Organization - WHO).

PreporuCen dnevni unos (eng. Recommended daily allowances - RDA) esencijanih
minerala predstavlja standarde u ishrani koje je postavila Nacionalna akademija nauke U.S. i
izrazava se u miligramima po jedinki. RDA definiSe nivo esencijalnih nutrijenata koji su
neophodni kako bi se dostigle hranljive potrebe za jednu normalnu, zdravu osobu.

Dnevni unos (eng. Daily Inatake - DI) dosta zavisi kako od spoljnih tako i od unutrasnjih
faktora kao Sto su hemijski oblik minerala, njihovo prisustvo i nivo u konzumiranoj hrani,
procenat apsorpcije u gastrointestinalnom traktu, ali i navike u toku ishrane, teZina, godine, pol i
ekonomski status pojedinca. MoZe se reéi da DI predstavlja onu koliinu nutrijenta koja je
potrebna da bi se izbegao njihov deficit i obezbedili neophodni metabolicki procesi u ljudskom
organizmu.

Potrebe za odredenim nutrijentom su najmanje kolicine koje su neophodne da pojedinac
saCuva dobro zdravlje. Razlikuju se medu pojedincima, ¢ak i medu osobama istog uzrasta, pola,
veliCine tela i nivoa fizicke aktivnosti. RDA nekog nutrijenta je nivo za koji se smatra da je
dovoljan da zadovolji potrebe skoro svih ljudi u grupi sa slicnim karakteristikama (kao Sto je
uzrast, pol, veli€ina tela i nivo fizicke aktivnosti). RDA je definisan za vitamine, ve€inu minerala
I proteine i zadovoljava najvise nivoe populacije.

U Tabeli 7 je dat dnevni unos (DI) nekih makro i mikroelemenata, njihov procenat
apsorpcije (PA) u gastrointestinalnom traktu kao i preporucen dnevni unos (RDA) ovih
elemenata koji je neophodan da bi se ostvarili optimalni pozitivni efekti po zdravlje odraslih
jedinki. Rezultati u Tabeli 7 predstavljgju sumirane podatake tri relevantne svetske organizacije
iz oveoblasti i to EVM, FNB, FAO/WHO (61-63).

U Republici Srbiji su na bazi internacionalnih naucnih saznanja, kao i na bazi sprovedenih
ispitivanja o nacionalnoj ishrani i nacionanih nutritivnih preporuka definisane preporucene
dnevne doze pojedinih nutrijenata u cilju preventive i Sto bolje zdravstvene zastite ljudi (Tabela
8.). Podaci o pojedinim makro i mikronutrijentima regulisani su Pravilnikom o deklarisanju i
oznaCavanju upakovanih namirnica [67] kojim su propisane RDA vrednosti za vitamine i
mineralne materije koje su uskladene sa evropskim vrednostima, bez oznake na koju
populacionu grupu se odnose, dok su Pravilnikom o uslovima u pogledu zdravstvene ispravnosti
dijetetskih proizvoda koji se mogu stavljati u promet [68] maksimalno dozvoljene koliCine
vitamina i minerala koje se mogu naéi u suplementima definisane u posebnom prilogu, kao i
hemijski oblici jedinjenjakoja se mogu koristiti.
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Tabela 7. DI, PA u gastrointestinalnom traktu i RDA makro i mikro metala izrazenih u
miligramima za odrasle osobe

M akr oelementi

Element Kalcijum Natrijum Kalijum  Magnezijum
DI? 960-1220  3000-7000 3300 145-358
PA® 10-50 >40 >40 20-60
RDA® 800-1200 500 2000 280-350

Mikroelementi
Element Gvozde Cink Mangan Bakar Molibden Hrom Nikl
DI 15 12-18 5,6-8 2,4 >0,15 <0,15 0,16-0,20
PA 10-40 30-70 40 25-60 70-90 10-25 30-50
RDA 10-15 12-15 2-3 1,5-3 0,075- 0,05-0,20 0,05-0,3

0,250
Element Kobalt Vanadijum Selen Silicijum Bor Litijum
DI 0,003- 0,012-0,030  0,06-0,22 21-200 1-3 <0,001-
0,012 0,99

PA 30-50 <1 ~70 3-40 >40 60-100
RDA 0,002° 0,01-0,025 0,055-0,07 21-46 1-2 -

2Dnevni unos; ® Procenat apsorpcije; ¢ Preporuéeni dnevni unos; 0,002 mg kobaltaiz vitamina B12

Tabela 8. Preporuceni dnevni unos pojedinih metalau RS za odrasle osobe

Element RDA?
Kalijum 2000 mg
Kalcijum 800 mg
Magnezijum 375 mg
Gvozde 14 mg
Cink 10 mg
Bakar 1mg
Mangan 2mg
Selen 55 ug
Hrom 40 ug
Molibden 50 ug

#Preporuceni dnevni unos

U Tabeli 9 predstavljeni su putevi unosa pojedinih metala preko hrane kao i bolesti koje
mogu nastati kod ljudi, usled deficita ovih nutrijenata.
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Tabela 9. Putevi unosa metala preko hrane i bolesti izazvane nedostatkom pojedinih metala
u ljudskoj ishrani [34]

Metal Putevi unosa preko hrane Bolesti izazvane usled nedostatka
Mleko, sir, riba, povrce, o . ..
Ca .t . P Osteoporoza, neuroloski poremecaji, rahitis
Zitarice
ja, iznutrice, meso, rib .
Fe a3, . . 2 Anemija
krompir, oras
Mg Zitarice, mahunarke Mucnina, povracanje, miSi¢na slabost
Na So, meso, povrée, sir Glavobolja, gubitak apetita, slabost, dijareja, mucnina
Krompir, zeleno povrde, _ -
K P oras P Misicna slabost, neuroloski poremecaji
Zn Meso, Zitatrice, mahunarke Gubitak kose, rane na koZi, smanjena otpornost na infekcije
Zeleno povrée, morski .. . o
Cu P el Anemija, sréana aritmija
plodovi, Zitarice
% Brazilski orah, riba, Zitarice, Rak, bolesti srca, smanjena otpornost na mikrobioloSke
jaa i virusne infekcije

Raznovrsna ishrana je jedan od nacina da se spreci potencijalni Stetni efekat koji pojedini
metali ili njihova jedinjenja mogu imati po zdravlje ljudi. Ljudsko telo je tolerantno prema
veoma maloj koliini mnogih toksicnih supstanci ali velika koli¢ina samo jednog toksicnog
elementa moze ozbiljno narusiti ljudsko zdravlje. Gotovo svaka supstanca koja se koristi u
velikoj koliCini moze imati i Stetan efekat. To se naroCito odnosi za elemente u tragovima i
makroelemente. Zato je vazno da se napravi razlika izmedu toksiCnosti sa jedne strane i
potencijalne opasnosti pojedinih elemenata po ljudsko zdravlje sa druge. Hrana sadrzi pojedine
toksicne komponente, ali one necCe predstavljati opasnost ako se konzumiraju u preporucenim
koliCinama.

U Tabeli 10 su date vrednosti DI, PA za toksicne metale kao i njihov uslovno prihvatljiv
nedeljni unos (eng. Provisional Tolerable Weekly Intake - PTWI) za odrasle osobe.

Tabela 10. DI, PA i PTWI za toksicne metale po preporuci FAO/WHO [69, 70]

Toksi¢ni metal

Aluminijum Arsen Kadmijum Olovo Ziva
DI"® 9-36 0-029 <0,01-01 <01-0,2 <0,02-0,1
PA <1-7 >90 3-10 5-10 90
PTWI™® 0-7 0,015 0,007 0,025 0,005

" Dnevni unos; » Uslovno prihvatljiv nedeljni unos; ® mg/odrasla osoba; ® mg/kg odrasle osobe

U RS postoje regulative koje se odnose na sadrZaje ovih kontaminanata u razlicitim
vrstama prehrambenih proizvoda [71], Cime se i reguliSe unos ovih kontaminanta u ljudski
organizam.

Zbog Stetnog dejstva toksicnih metala po zdravlje ljudi neophodno je da se vrsi stalno
pratenje nivoa zagadenja kako hrane tako i podzemnih i povrSinskih voda. Ukoliko
koncentracije ovih polutanata prelaze propisane granice postoji realna opasnost po ljudsko
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zdravlje. Putevi unosa i koncentracije teSkih metala u pojedinim vrstama hrane kao i tkiva i
organi u kojima se ovi metali deponuju, predstavljeni su u Tabeli 11.

Tabela 11. Glavni izvori toksicnih i potencijalno toksicnih metala i organi
u kojima se deponuju [34]

Putevi unosa preko hranei

Metal koncentr agija (mg/kg) Tkivai organi u kojima se deponuju
Morski plodovi:3-37; . .
As vino: 0,02-0.11 Jetra, bubrezi, koza, kosa, nokti
Meso, riba, voée: 0,005-0,01; kikiriki, . .
Cd spanaé: 0,06; svinjskeiznutrice: 0,18-1 Jetra, bubrezi, kost
Cr Kostunjavo vocg: 0,14; zumance: 0,2; Kot
sir: 0,13
Hg Ribai riblji proizvodi: 0,09-1,2 Bubrezi, kosti, paratiroidna Zlezda,

mozak
Ni Pr0|vzv0(_j| od kalfaado 9,8; Bubrezi, kot
koStunjavo voce: do 5,1
Mlecni proizvodi: 0,003-0,083;
Pb povrée: 0,005-0,65; meso, riba, Zivina: Jetra, bubrezi, kosti, mozak, aorta
0,002-0,16; Zitarice, sir: 0,03

147  Metali u hrani — analiticki pristup

Analiza hrane na prisustvo metala je prilicno otezana zbog komplikovane prirode matriksa.
Mineralne komponente se u ispitivanom matriksu nalaze u veoma niskim koncentracijama koje
vrlo Cesto sadrze i organske komponente. Mnogi bioloSki uzorci su nehomogeni i zahtevaju
dodane korake za pripremu. Uzorak koji je uzet za analizu mora bhiti reprezentativan tako da
njegov sastav odgovara proseCnom sastavu analiziranog sistema i taj sastav ne bi trebalo da se
menja tokom njegovog transporta ili skladistenja. Najvaznije od svega je to da uzorak ne sme da
se kontaminira za vreme sakupljanja, tretiranja i analiziranja. Takode se mora voditi racuna o
CistoCi reagenasa i vode koji se koriste prilikom tretmana i analize kao i o CistoCi same opreme
koja se koristi u ispitivanju. Uglavnom, posude od politetrafluoroetilenaili perfluoroalkosida se
preporucuju za upotrebu pre nego uobicajene posude od borsilikatnog stakla.

Adekvatan pristup uzorkovanju materijala pre svega zaviss od matriksa ispitivanog
sistema. Heterogeni uzorci moraju da se homogenizuju seCenjem, meSanjem, rezanjem,
mlevenjem i to upotrebom rucne ili mehanicke opreme [72]. Ovi postupci nisu potrebni samo da
bi se dobio Sto reprezentativniji uzorak nego i da bi se omogucilo njegovo bolje rastvaranje i
digestija. Prilikom upotrebe reagenasa, posuda ili druge opreme u toku analize, mora se voditi
rauna da se ne unese ili apsorbuje/adsorbuje jedinjenje ili elementi koji se anaizirgu. Zato je
neophodno da se koriste ahatne brusilice, porcelanski ili stakleni avani kao i seCiva od titanijuma
[73]. Svaka analiza uzoraka hrane bi trebalo da se izvrsi u Sto kracem vremenskom roku a to
pogotovu vaZzi za uzorke koji mogu da se pokvare, istrunu ili dase raspadnu (meso, povrce, voce,
riba itd.) Ako je ispitivanje uzoraka nemoguce izvrsiti u Sto kraem roku onda ih je potrebno
saCuvati pod adekvatnim uslovima odgovarajuée temperature, vlage, svetla, kontakta sa
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kiseonikom itd. Najjednostavniji nacin za to je da se uzorak stavi u sterilnu i suvu posudu i ostavi
dase zamrzne.

Samo prilikom pojedinih procedura odredivanja mineralnog sastava, kao Sto je
neutronska aktivaciona analiza, pretretman ispitivanih uzoraka nije neophodan. U svim ostalim
sluCajevima, korak mineralizacije uzorka je nezaobilazan. On se moze izvesti na dva nacina i to
suvom i mokrom digestijom.

Suva digestija je jefting, jednostavna i brza metoda digestije koja se najéesce primenjuje
za elementnu analizu organskih i neorganskih uzoraka. lzvodi se tako Sto se vrSi zagrevanje
uzorka u atmosferi (stati¢na) ili u struji (dinamicka) vazduha ili kiseonika u peéi za Zarenje ili
kvarcnim cevima na tacno odredenoj temperaturi, koja omogucava da se sva organska jedinjenja
prisutna u uzorku razore. Ovaj proces prevodi veliku koli€inu bioloskog uzorka (hranu) u malu
koli¢inu pepela koga sacinjavaju neorganska jedinjenja (uglavnom oksidi). Zarenje uzorka se
vrSi do postizanja belog pepela. U sluCaju da se samim Zzarenjem ne dobije beli pepeo,
neophodno je uzorak tretirati odredenom zapreminom 65% HNOs3, i to u cilju potpune oksidacije
zaostalih organskih jedinjenja. Mineralizovani uzorci se nakon prevodenja u pepeo rastvaraju u
razblazenim neorganskim kiselinama.

Mokra digestija sa kisdinama je trenutno najceSCe primenjivana tehnika za
dekompoziciju organske materije, i to naroCito hrane. Jake mineralne Kiseline ili njihova
odgovaraju¢a kombinacija su najbolji na€in da se razori najveci broj uzoraka hrane. Odmereni
uzorak kome su dodate kiseline zagreva se u odgovarajuéem sudu uz pomo¢ plamenika ili reSoa.
Azotna kiselina ili njena smeSa sa perhlornom ili sumpornom kiselinom se najCeSce Koristi za
razaranje uzoraka, usled njene jake oksidacione moci i zato Sto stvara rastvorne nitrate sa
metalima. Neki put je u cilju potpunog razanja organskog matriksa neophodno da se dodai jako
oksidaciono sredstvo, kao Sto je vodonik peroksid. Perhlorna kiselina u kombinaciji sa metalima
moze da formira jedinjenja koja su spontano eksplozivne prirode i mogu reagovati burno sa
prisutnim nerazorenim mastima i uljima posle isparenja azotne kiseline tako da se mora posebno
biti pazljiv prilikom rada sa ovom kiselinom. Isparljivi hloridi i fluoridi (sa As, Se, Sn, Hg) se
mogu formirati u toku digestije Sto utiCe na gubitak analita. Sumporna kiselina koja se naj¢esce
koristi u kombinaciji sa azotnom Kkiselinom, ne moze se primeniti za odredivanje nekih
elemenata (Ca, Pb i Sr) koji formirgju slabo rastvorne u vodi sulfate ili kada isparavanje nekih
elemenata mozZe da nastane tokom digestije [74]. Na osnovu svega navedenog moZze se reci da
izbor kiselinske smeSe za digestiju iskljuivo zavisi od vrste matriksa i elemenata koji trebaju biti
odredeni.

U Tabeli 12 su prikazane prednosti i nedostaci mokre tehnike digestije u pogledu gubitka
analita, probleme kontaminacije, vremenai stepena digestije.
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Tabela 12. Prednosti i nedostaci metode mokre digestije [75]

Tehnika digestije  Nacin gubitka analita  Vremedigestije Stepen digestije
Otvoren sistem

Konvencijalno |sparavanie Nekoliko sati Nekompletna
zagrevanje

Mikrotal asno |sparavanie <1h Nekompletna
zagrevanje

UV digestija Nema Nekoliko sati Visoka

Zatvoren sistem

Konvencijalno ] Nekoliko sati Visoka
zagrevanje

Mikrotal asno ) <1h Visoka
zagrevanje

Poslednji korak kod odredivanja neorganskih komponenti u uzorcima hrane je primena
spektrofotometrijskih metoda kao Sto je atomska apsorpcija (AAS) i atomska emisija (AES)
koriS¢enjem plamena, induktivno kuplovane plazme ili elektronskog uredaja za atomizaciju [72,
76, 77]. Ove instrumentalne metode se baziraju na specifichom emitovanom zraCenju koga
emituju pobudeni atomi i joni ili apsorbovanom zraCenju od strane atoma. Spektrofotometrijske
metode su od svih analitiCkih metoda najspecifiCnije i njihova primena moze da traje samo par
minuta. Njima se viSe od 70 elemenata ukljuCujuci alkalne, zemnoalkalne, prelazne i teSke
metale, moZe odrediti u razli€itim vrstama uzoraka, sa osetljivos¢u od pg/g do ng/g.

U Tabeli 13 su prikazani neki odredivani metali u razliCitim uzorcima hrane, primenom
multielementnih tehnika ICP-OES i ICP-MS.
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Tabela 13. Literaturni pregled odredivanja pojedinih metala u razlicitim uzorcima hrane

primenom ICP-OES i ICP-M S metoda

M etali

Vrstahrane

Referenca/M etoda

Al, Ca, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo,
Ni, K, Na, Sr, Sn, V, Zn

Sok od pomorandZze, ekstrakt kore
od narandze

[78]/ICP-OES i ICP-

MS

As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg

Morski plodovi

[79]/ICP-OES

Na K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, Zn,
Cr, Al, Se, Mo

Meso, riba, piletina, Zitarice

[80]/ICP-OES

Ca, Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Mn, Mo,

Na, Zn, Ag, Al, As, Ba, Cd, Hg, Mleko [81]/1CP-OES
Ni, Pb, Sh, Sn, Sr, Ti, U,V
Pb Vino [82]/ICP-MS
As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb,
Sn, V. Zn Med [83]/ICP-MS
B Lesnici [84]/1CP-OES
Na K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, Zn,
Cr, Al, Se, Mo, Ba, Pb, Cd, Sn, Kostunjavo voce [85]/ICP-MS
As, Ni, S
Al, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, . )
S Zn. S Kostunjavo voce [86]/ICP-OES

Cr, Rb, Mn, Zn, Cu, Co, Pb

Crvenavinai sokovi od jabuke

[87]/ICP-MS

Fe, Zn, Mn, Cu, Ca, Mg, K

Zrno psenice

[88]/ICP-OES

Al, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg,
Mn, Ni, Se, Sn, Sr, V, Zn

Paradajz

[89]/ICP-OES i
ICPIMS

Al, As, Cd, Co Cr, Cu, Mn, Mo,
Ni, Pb, Se, Sn, Sr, Zn

Riba

[90]/ICP-OES

Cu, Mn, Ni, Fe, Ag, Ca, Cr, Zn,
Mg, Sr, K, Pb, Na, Al

Bistri sokovi od jabuke

[91]/ICP-OES

Ba, Cu

Kafa

[92]/ICP-OES

Se, Pb, Cd, Mn, Co, Zn, Cu, Sr,
Mo, V, Mg, Hg, Al, As, Cr, Ni

Razliciti uzorci hrane

[93]/ICP-MS

Ba, Pb, Cd, Mn, Cr, Co, Ni, Cu,
Mn, Zn, S, Fe

Suvo voée

[94]/ICP-OES

Na, K, Ca, Mg, P, Cd, Cr, Cu,
Fe, Mn, Ni, Pb, Zn

Instant supe i zamrznuto povrée

[95]/ICP-OES

Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, Se,

7n Sirevi [96]/1CP-OES
Ca, Cd, Cu, Co, Fe, Mg, Mn, Na, N
Ni. Pb, Se, Zn Zasladivaci [97]/1CP-OES
Na, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Se, x . .. .
Mo, Cr, Mn Cokoladni napici [98]/1CP-OES
Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Zn, Kikiriki [99]/ICP-OESi
Co, Cr, Na, Ni ICPIMS

Ca, Zn, Fe, Mg, Cu, Na, K, Se

Hrana za odojcad

[100]/ICP-OESi

ICP/MS
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1.4.7.1 Jezgrasto voce

Jezgrasto voce predstavlja plodove pojedinih biljaka sa tvrdom ljuskom unutar koje se
nalazi semenka. Kod ove vrste voca plod se ne otvara da bi se semenka oslobodila. Za razliku od
ostalog voca, odlikuje se veoma niskim procentom vode (3-8%) dok je sadrzaj suve supstance
jako visok. Zahvaljujuci takvom sastavu ovo voce ima visoku energetsku vrednost, na koju utice
koli¢ina masti i ugljenih hidrata. Pored velike bioloSke vrednosti jezgarsto voce ne sadrZi ostatke
pesticida, jer je zasti¢eno ljuskom.

U ulju jezgrastog voca preovladavaju nezasi¢ene masne kiseline, dok je zasienih masnih
kiselina znatno manje. Masti jezgrastog voca su prirodno emulgovane, te se lakSe vare i
iskoristljivost je visoka. Jezgrasto voCe ima visok sadrzaj bioloski vrednih proteina. Zbog svog
sadrzaja masti, tj. ulja, bogati sy liposolubilnim vitaminima. Ovi proizvodi sadrZe i vece kolicine
E vitamina, B-kompleksa, i to naroCito vitamina B6, i folnu kiselinu. Takode treba napomenuti
dasu jezgrasti plodovi znacajan izvor minerala i to pre svega cinka, selena, bakra i magneziju ma.
Jezgrasto voce je znatno hranljivije u sirovom obliku. Razlog tome je Sto se gotovo 15% korisnih
masti koje se prirodno nalaze u ovim prozvodima moze izgubiti prilikom njihovog pecenja.

Badem (Amygdalus communis L.) sadrzi (na 100 g): 18,3 g protein; 54,1 g masti; 4,3 g
ugljenih hidrata; 12 g biljnih vlakna; 248 mg kalcijuma, 4 mg gvozda; 275 mg magnezijuma; 474
mg fosfora; 728 mg kalijuma; 1 mg natrijuma; 3,36 mg cinka; 1,11 mg bakra, 2,53 mg mangana,
4,40 mg selena; 0,24 mg tiamina; 0,81 mg riboflamina; 3,93 nijacina; 0,35 mg pantotenske
kiseline; 0,13 mg vitamina B6; 29 ug folne kiseline; 2,5 mg vitamina A, vitaminaE i fitosterola.

LeSnik (Corylus avellana) ima 566 kalorijau 100 g. Sadrzi: 13,9 g proteina; 54 g masti; 6 g
ugljenih hidrata; 10 g biljnih viakana; 8 g linolne kiseline; 114 mg kalcijuma, 5 mg gvozda; 163
mg magnezijuma; 290 mg fosfora; 680 mg kalijuma; 2,45 mg cinka; 1,73 mg bakra; 6,18 mg
mangana;, 4 ug selena; 6,3 mg vitamina C; 0,64 mg tiamina; 0,11 mg riboflavina; 1,8 mg
nijacing; 0,92 mg pantotenske kiseline; 0,56 mg vitamina B6; 113 pg folne kiseling; 10 mg
vitamina A.

Orah (Juglans regia L.) je veoma hranljiv - 100 g jestivog dela ima 677 kalorija. Sadrzi:
hranljive materije (4,8 g vode; 14,6 g proteina; 62,7 g masti; 13,5 g ugljenih hidrata; 6,38 g
linolne kiseline; 9,8 g linoleinske kiseling; 2,7 g biljnih vlakana), mineralne soli: 72 mg
kalcijuma, 2,7 mg gvozda; 158 mg magnezijuma; 429 mg fosfora; 575 mg kalijuma; 4 mg
natrijuma; 3,09 mg cinka; 1,59 mg bakra; 3,41 mg mangana; 4,60 pg selena) i vitamine (15 mg
vitamina C; 0,34 mg tiamina; 0,15 mg riboflavina; 1,09 mg nijacina; 0,57 pantotenske kiseling;
0,54 mg vitamina B6; 98 g folne kiseline; 0,06 mg karotina, vitamina E i 72 mg fitosterola.

Brazlski orah (Bertholletia excelsa) je poreklom iz Brazila (Amazonska dZungla). 100 g
ima 656 kalorija. SadrZi: 14 g proteina; 66 g masti; 16 g zasi¢enih masti; 23 g mononezasicenih
masti; 24 g polinezasi¢enih masti; 24 g linolne kiseline; 13 g ugljenih hidrata; 5 g biljnih
vlakana. Bogat je mineralima (176 mg kalcijuma; 3 mg gvozda; 225 mg magnezijuma; 600 mg
fosfora; 600 mg kalijuma; 2 mg natrijuma; 4,6 mg cinka; 1,7 mg bakra; 0,77 mg mangana) i
vitaminima (0,7 mg vitamina C; 1 mg tiamina; 0,12 mg riboflavina;, 1,62 mg nijacina; 0,23 mg
pantotenske kiseline; 0,25 mg vitaminaB6 i vitamina E).

Indijski orah (Anacardium occidentale) vodi poreklo iz severoistocnog Brazila. Jezgro
ploda ima oblik polumeseca. 100 g ima 574 kalorije. Sadrzi: 15 g proteina; 46 g masti; 9 g
zasieni masti; 27 g mononezasicene masti; 7 g polinezasi¢ene masti; 8,1 g linolne kiseline; 17 g
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ugljenih hidrata; 10 g biljnih vliakana; 114 mg kalijuma; 5 mg gvozda; 163 mg magnezijuma;
290 mg fosfora; 680 mg kalijuma; 2,5 mg cinka; 1,7 mg bakra; 6,2 mg mangana; 4 mg selena;
6,3 mg vitamina C; 0,64 mg tiamina; 0,11 mg riboflavina; 1,8 mg nijacina; 0,92 mg pantotenske
kiselineg; 0,56 mg vitamina B6; 113 mg folne kiseline, vitamina A, E i 96 mg fitosterola.

Kikiriki (Arachis hypogaea) u 100 g ima 567 kalorija a sadrzi 49,2% masti; 25,8% proteina
i 16,1% ugljenihidrata. SadrZi dosta raznovrsnih minerala: 1,1 mg bakra; 1,9 mg mangana; 168
mg magnezijuma; 705 mg kalijuma; 3,3 mg cinka; 4,6 mg gvozda; 7,2 mg selena; 92 mg
kalcijuma. Od vitamina kikiriki sadrzi 0,64 mg tiamina; 0,135 mg riboflavina; 12 mg nijacina,
0,35 mg vitamina B6; 144 mg folne kiselinei 8,3 mg vitamina E.

1.4.7.2 Zitarice

Zitarice su glavni snabdevaci ugljenim hidratima u ljudskoj ishrani (ve¢inom u obliku
skroba koga u zrnu ima oko 60-79%) i proteinima (izmedu 7-16%). Nezasicene masne kiseline
se nalaze u hranljivom tkivu, a ulje zitarica Cini preko 7% zrna. Minerali se prvenstveno nalaze u
spoljnom sloju omotaca zrna (kalijum, kalcijum, magnezijum, gvozde, cink, silicijum). Vitamini
se nalaze uglavnom u spoljnom omotacCu zrna (najvazniji su vitamini B grupe: B1, B2, B3, B5,
B9 i vitamin E). Spoljni omota¢ daje preko 12% dijetalnih vlakana zrna. Zitarice u ishrani bi
trebalo da Cine oko 30% dnevnog energetskog unosa.

Delovi i opsti sastav zrna Zitarica

a) Perikarp (mekinja ili spoljna opna zrna)-sadrzi kao glavne sastojke: celulozu i fitinsku
kiselinu koja znaCajno umanjuje apsorpciju minerala cinka, kalcijuma, magnezijuma i
gvozda; pri preradi se odbacuje jer nema znacaja u ishrani;

b) Aleuronski sloj-vrlo tanak; nalazi se odmah ispod perikarpa, obmotava endosperm, daje
boju zrnu. Sadrzi: bioloski vredne proteine, nikotinsku kiselinu, razne mineralne soli i
vecinu vitamina grupe B;

¢) Endosperm-osnovni sloj koji Cini 85% zrna. SrediSnji deo endosperma je izvor skroba i
proteina. Spoljadnji deo endosperma jo$ sadrzi gvozde i nikotinsku Kiselinu;

d) KlicaCini 3% zrna, sadrzi ulje bogato esencijalnim aminokiselinama u kojem su
koncentrisani rastvorljivi vitamini: B, E, D i K, gvozde i nikotinska kiselina, kao i drugi
minerali u veoma malim koliinama;

e) Skutelum-sloj koji umotava klicu i odvaja je od endosperma. SadrZzi vise od 60%
vitaminatiamina od celokupne koliCine prisutnog tiamina u zrnu.

Pojedine vrste Zitarica

PSenica je danas u svetu najvaznija od svih Zitarica, jer se najviSe koristi za proizvodnju
hleba, peciva i ostalih proizvoda od brasna. Ono S$to pSenicu stavlja u prvi plan jesu njena
bioloSka i pekarska svojstva. lako su neke od Zitarica po svojoj nutritivnoj vrednosti ispred
pSenice, ona preovladava upravo zbog svojih prednosti koje pokazuje prilikom meSenja hleba i
peciva.

Celo zrno psenice sadrzi 70,7% ugljenih hidrata; 10,2% belanCevina; oko 2% masti; 1,7%
minerala; vitamine B, E, D, K i provitamin A, koji se od svih zitarica nalazi jedino u pSenici. Od
minerala najvise sadrzi fosfor (50%) i kalijum (20-30%), zatim gvozde, magnezijum i kalcijum.
Posebnu vrednost imaju pSenicni skrob i pSenicne klice.
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PSenica jaCa imunitet, pospeSuje rast i razvoj organizma, smanjuje iscrpljenost i
neraspolozenje, reguliSe probavu, leCi osip, upalu koZe, dobra je i protiv sr¢anih oboljenja i
preranog starenja.

RaZ je Zitarica koja je vekovima bila konkurent pSenici u proizvodnji hleba, iako nije ni
priblizno rasprostranjena i koris¢ena kao pSenica. Medutim, raZz je po svojim botanickim i
pekarskim karakteristikama najslicnija pSenici (zrno, klas, stabljika, belanCevine koje sadrze
gluten). Raz je pored pSenice i kukuruza, jedina Zitarica koja nema omotaC oko zrna (pleva) i
moZze se koristiti u ishrani u prirodnom obliku, bez dodatne tehnoloSke obrade.

Sadrzaj ugljenih hidrata u razi je 74%; belanCevina 9,3%; masti 1,8%; minerala 1,8%
(medu kojima najviSe sadrzi kalijum, fosfor, magnezijum, gvozde, kalcijum, natrijum, sumpor i
mangan), vitamine, posebno iz grupe B vitamina. Raz je nesto kaloricnija od pSenice - 100 g razi
sadrzi 349 kalorija.

Raz se Kkoristi protiv Seerne bolesti, anemije, bazetove bolesti, tegoba u klimaksu,
migrene, zatvora, za poboljSanje stanja krvi i nervnog sistema.

JeCam je po bioloskim vrednostima zdraviji od pSenice, jer ima izuzetna lekovita svojstva.
Savremena nauka je utvrdila da jeCam ima Cak 35% nezasicenih masnih kiselina, koje smanjuju
holesterol u krvi. Prirodni jeCmeni slad izvanredan je zasladivaC i odlicna zamena za SeCer.
JeCam se takode dosta koristi u proizvodnji piva.

Sadrzaj ugljenih hidrata u jemu je veci nego kod pSenice i iznosi 73,4%; belanCevina
11%; masti 1,8% a veoma je bogat i mineralima (kalijum, fosfor, magnezijum, kalcijum,
natrijum, sumpor, gvozde, bakar, cink, jod) i vitaminima, posebno vitamin B12 i vitamin E, kojih
ima viSe nego u ostalim Zitaricama, kao i vitamini A i D.

JeCam smanjuje holesterol, jaCa organizam, deluje protiv starenja, avitaminoze,
gojaznosti, neurastenije, bolesti krvnih sudova, gr€eva u nogama, reume, isijasa, bolesti Zeluca i
grla

Ovas i ako spada u jednu od najlekovitijih Zitarica, viSe sluzi za stocnu nego za ljudsku
ishranu. Poslednjih godina u ljudskoj ishrani su popularne zobene pahuljice, koje su izuzetno
hranljive, jer su u njima saCuvani svi prirodni sastojci zrna. U ovoj Zitarici je prisutan visok
sadrzaj minerala, posebno kalcijuma, fosfora, joda, kalijuma, gvozda, cinka, bakra, mangana,
magnezijuma, natrijuma, sumpora, fluora; vitamina grupe B, K, H, E i karotina (provitamin A) i
aminokiselina. Poznat je po visokom sadrzaju lako svarljivih belancevina-Cak 95% od ukupnih

belanCevina i preko 20 esencijalnih aminokiselina, Ciji je sastav daleko najpovoljniji u odnosu na
ostale zitarice. Takode sadrzi 7% masti bez holesterola.

Ovas prociS¢ava krv, leCi Seernu bolest, Zuc, jetru, leukemiju, gangrenu, bubrege,
mokraéni mehur i kanale, razne upale, slezinu, jajnike, matericu. KaSom od zobenih pahuljica
uspesno se leCi karijes, a Caj od zobi leCi Zeludacne probleme i probleme unutrasnjih organa.

Kukuruz je jedina biljka kojoj do danas nije pronaden prirodni, divlji oblik. Nekada je bio
jedna od osnovnih Zitarica u ljudskoj ishrani, da bi se danas uglavnom Koristio za sto¢nu hranu.
U ljudskoj ishrani kukuruz se koristi kao instant brasno, pahuljice, klice, zrno u limenkama. Zrno
kukuruza je bogato ugljenim hidratima, skrobom, Secerom i belanCevinama. Ulje od kukuruza je
bogato linolenskom kiselinom, fitosterinom i vitaminom E. Od kukuruznog skroba dobija se
grozdani Secer. Kukuruzna svila sadrzi hlorofil, fosfornu kiselinu, vitamin K, tanin, eteri¢na ulja,
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Secer, enzime, salicilnu kisdlinu, kalijumovu i kalcijumovu soli i veoma je cenjena u narodnoj
medicini.
Kukuruz snizava krvni pritisak, pomaze kod oboljenja krvnih sudova, za leCenje dijabetisa,

sr€anih oboljenja, odstranjuje kamenac iz bubrega, leCi bolesti mokracnih puteva, kasSalj, rahitis,
bolove u ki¢mi, arteriosklerozu, katarakt pluca, razne upale.

Heljda se i pored izuzetno visoke hranljivosti vrlo malo koristi u ishrani.
Bogata je ugljenim hidratima 72,9%; belanCevinama 11,7%; biljnim uljem 2,4%; mineralima,
posebno kalijumom, fosforom i kalcijumom, a ima i gvozda, natrijuma i magnezijuma. Spada u
lako svarljive namirnice i pored visoke energetske sadrzine. Takode ima skoro sve vitamine B
grupe i znacajne koli€ine nijacina. Veoma je kaloricna - 100 g jestivog dela zrna sadrzi 335
kalorija.

Heljda jaCa otpornost kapilara i utiCe na sniZzavanje visokog krvnog pritiska, spreCava
krvarenje, pomaze kod bolesti zeluca, parazitskih oboljenja, bolesti koze i proliva.

1.4.7.3 Brasno

Brasno je najvazniji sastojak u prakticno svim pekarskim proizvodima. Brasno je ono Sto
odreduje reoloSke karakteristike testa. RazliCite vrste pekarskih proizvoda zahtevaju braSna
razlicitih karakteristika. Na primer, brasno koje je dobro za pekarsku proizvodnju ne mora biti
zadovoljavajuce za proizvodnju kolaca. Komercijalna vrednost pSeni¢nog brasna zavisi od veceg
broja faktora. Kvantitet i kvalitet proteina, sadrzaj pepela (minerala), boja, sadrzaj vlage, i nivo
enzimske aktivnosti su najvazniji faktori. BraSna za proizvodnju kvascem zakiseljenih proizvoda
(hleba, Kifli, itd) imaju relativno visok sadrzaj proteina (>10,5%), visoku apsorpciju vode, i
umerene nivoe enzimske aktivnosti. Brasno bi trebalo da daje testo koje je dobro izbalansirano
po elasticnosti i viskoznim svojstvima. Za proizvodnju hemijski zakiseljenih proizvoda (kolaca,
torti, krekera, itd.) viSe se koristi pSeni¢no brasno sa malo minerala, relativno niskog proteinskog
sadrzaja (8-10%), i sa malim sadrzajem skroba.

SadrZaj osnovnih sastojaka braSna: skroba, proteina, masti, minerala prvenstveno zavisi od
vrste zitarica od kojih se dobija. Skrob je najzastupljenija komponenta brasna. Nivo mu varira,
ali u proseku Cini 70% osnove suve materije. Kod svih cerealija, visak biljne energije je
uskladisten u skrobu. Skrob se javlja samo u endospermu semena u vidu mikroskopskih Cestica
ili granula. Sadrzaj proteina Zitarica varira u prilicno Sirokom opsegu (6 do 18%), u zavisnosti od
okruzenja i od genetskih faktora. Generalno, kako se povecava sadrzaj proteina, sadrZaj skroba
opada. Proteini zrna Zitarica se mogu klasifikovati u Cetiri grupe, na osnovu njihove ekstrakcije i
rastvorljivosti u seriji rastvaraca: vodi (albumini), vodenom rastvoru soli (globulini), meSavini
alkohol-voda (prolamini), i rastvorenim kiselinama ili alkalijama (glutelini). Sve Zitarice sadrze
malu koli¢inu masti ili lipidnih materija (oko 2%). Lipidi nisu uniformno distribuirani kroz seme.
Klica sadrzi najveci nivo lipida (oko 28%), a endosperm najnizi (oko 1,5%). Lipidi se javljaju u
endospermu u malim lipidnim telima. Lipidi brasna su komplikovana mesSavina jedinjenja. Od
1,5% lipida pronadenih u brasnu jedna polovina su lipidi sa nepolarizovanim membranama
(triacil gliceridi, masne kiseline, steroli i njegovi estri), a druga polovina su lipidi Cije su
membrane veoma polarizovane (fosfolipidi i glikozidi). Lipidi sa polarizovanom membranom
imaju jake povrsinske karakteristike, i igraju znacajnu ulogu u proizvodnji pekarskih proizvoda.
Tipi¢no zrno Zitarice ima sadrZzaj minerala koji se krece u opsegu od 1,5 do 2%. Medutim,
minerali u zrnu Zitarica nisu uniformno rasporedeni. Endosperm ima relativno mali sadrzaj
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minerala (0,3%), dok mekinje imaju veci sadrZaj minerala i mogu ih sadrzati do ¢ak 7%. Na
osnovu sadrzaja minerala u brasnu, moZze se videti koliko je prisustvo mekinja u ovom proizovdu
a posto je utvrdivanje prisustva minerala relativno jednostavno lako se moze i ponoviti. U
zavisnosti od "tvrdoce" Zita, postoje meka (za hleb pre svega) i tvrda brasna (za kolace).

U zavisnosti od veli€ine rupa na situ, brasSna su viSe bela ili tamnija. Belje brasno je od
jezgra Zita tj. u njemu nema spoljne koSuljice od zrna. To su braSna Tip-400 ili Tip-500. Ova
braSna nemaju vitamine i minerale kao crna brasna Tip-800 ili Tip-1100. Zato je crni hleb
zdraviji. Tip brasna se ustanovljava spaljivanjem istog u kalorimetru i procentom pepela koje
ostaje pri sagorevanju. Tip-400 imanpr 0,4 % pepelaa Tip-500 0,5 % pepela.

14.74 Hleb

Na trziStu su zastupljene razliCite vrste hleba. Sve vrste hleba imaju dva zajednicka
sastojka: Zitarice i vodu, a u zavisnosti od naCina prerade Zitarica iz kojih se dobija brasno za
proizvodnju hleba, mogu se izdvojiti dve osnovne vrste hleba: integralni (popularno zvani
»crni®) i rafinisani (popularno zvani ,beli”) hleb. Integralni hleb se proizvodi od brasna
dobijenog iz celih, nepreradenih zitarica, dok su rafinisani proizvodi od belog brasna koje se
dobija iz preradenih Zitarica. Cela, nepreradena Zitarica predstavlja Zitaricu, sa svim svojim
delovima, Sto ukljucuje ljusku (spoljni sloj), endosperm (srednji sloj) i Klicu (unutrasnji deo).
Ljuska sadrzi prehrambena vlakna, vitamine B grupe, minerale, proteine i fitohemikalije;
endosperm je bogat ugljenim hidratima, proteinima, sadrzi i male koliCine B vitamina, a klica je
bogata vitaminom E, vitaminima B grupe, mineralima u tragovima i nekim fitohemikalijama.
Za proizvodnju beloga brasna, zitaricama se uklanja ljuska i klica, Sto, s obzirom da su upravo to
nutritivno najvredniji sastojci Zitarice, znaCi da je i beli hleb nutritivno manje vredan od
integral nog.

Hleb od celog zrna sadrzi, pored skroba i rastvorljivih Secera, delove omotaca zrna Zita. To
su celuloza, hemicelulozai lignin (nesvarljivi ugljenihidrati), poznatiji pod nazivom — vlaknaste
materije.

Vlakna nisu snabdevacCi organizma energijom, ali poseduju odredene pozitivne nutritivne
efekte:

— povecavaju intenzitet Zvakanja (pljuvacka pomaze razgradnju hrane),
— prolongiraju osecaj sitosti,

— imaju smirujuci efekat na Zeludacnu kiselinu,

— povecavaju aktivnost creva,

— utiCu na jaCanje digestivnih organa,

— absorbuju toksi¢ne materije u crevima,

— povecavaju aktivnost rada creva,

— skraduju vreme prolaska hrane kroz digestivni sistem.

Brasno sa viSim udelom vlakana takode sadrzi i viSi udeo vrednih komponenata spoljasnjih
slojeva Zita, kao Sto su:

— proteini zrna viSe vrednosti (sa vitalnim aminokiselinama),
— veci udeo vitamina (posebno kompleks vitamina B),
— vecCi sadrZzaj mineralnih materija.
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Proces pripreme samog hleba jednak je bilo da se radi o integralnom ili belom. Mlevenim
Zitaricama dodaje se voda, u vecini sluCajeva i pekarski kvasac, formira se testo koje se potom
peCe. Dodatkom soli, jaja, semenki, meda, luka, cimeta i slicnih sastojaka, ,,manipuilise* se sa
ukusom i teksturom hlebai razvijaju se nove vrste.

Tradicionalno se hleb joS uvek najviSe priprema od pSenicnog brasna, ali hleb od razi,
ovasa i jeCma sve se ¢eSCe javlja u ponudi. Princip pripreme je uglavnom isti, razlika je samo u
vrsti zitarica iz kojih se dobija brasno.

1.4.7.5 Voéni sokovi

Vocni sok predstavlja proizvod koji se dobija mehanickom preradom jedne ili viSe vrsta
tehnoloski zrelog, sveZzeg, ohladenog ili zamrznutog voca, koje nije fermentisalo ali moze da
fermentiSe, Ciji ukus, boja i aroma moraju da budu karakteristi¢ni za vrstu voéa od koga je vocni
sok proizveden. Prema sadrZaju vode vocéni sokovi se mogu podeliti na koncentrisani vocni sok,
vocni sok u prahu i voéni nektar. Koncentrisani vocni sok je vrsta vocnog soka koji se dobija
tako Sto mu se ponovo dodaje ona koliCina vode koja je izdvojena prilikom njegovog
koncentrisanja (rekonstituisanje). Voéni sok u prahu je proizvod koji se dobija od voénog soka
jedne ili vide vrsta voca, fizickim izdvajanjem gotovo celokupnog sadrZzaja vode, konzervisan
iskljuCivo fizickim postupcima. Voéni nektar je proizvod koji se dobija dodavanjem vode i
SeCera i/ili meda u voéni sok, koncentrisan vocni sok, voéni sok u prahu ili u meSavinu ovih
proizvoda, koji nije fermentisao ali moze da fermentiSe. Pri proizvodnji voénih nektara bez
SecCera ili vocnih nektara sa niskom energetskom vrednoScu, Seeri mogu u potpunosti ili
delimicno da se zamene zasladivaCima [101].

Vocéni sok, koncentrisani vocni sok i vocni nektar, u zavisnosti od sadrZzaja nerastvorljivih
sastojaka voca (suspenzoida), moZe se proizvoditi kao bistri, mutni ili kaSasti. Bistri voc¢ni sok se
dobija bistrenjem i filtriranjem voénog soka koji sadrzi sok iz vocnih Celija sa rastvorljivim
sastojcima. Mutni voéni sok se dobija delimi¢nim bistrenjem vocnog soka, koji pored soka iz
vocnih Celija sa rastvorljivim sastojcima sadrzi fino dispergovane koloidne Cestice. | na kraju
kaSasti voéni sok pored soka iz voénih Celija sa rastvorljivim sastojcima sadrZi nerastvorljive
sastojke voca koji mogu delimicno da se taloze.

Vocéni sokovi su vazni u ljudskoj ishrani jer sadrze razliCite hranljive sastojke, pre svega
vitamine, minerale i ugljene hidrate. U sokovima se proteini, kalcijum, gvozde, vitamin A,
vitamin B1, riboflavin (vitamin B2) i askrobinska kiseleina (vitamin C) nalaze u vecim
koncentracijama nego u ostalim hranljivim namirnicama. Postoje eksperimentalni dokazi koji su
potvrdili da je prirodna askrobinska kiselina koja se nalazi u voénim sokovima zdravija od
sintetisane. To se objaSnjava prisustvom odredenih jedinjenja flavonoida u vocnom soku koji
utiCu na cirkulaciju krvi, ¢ime se povecCava propustljivost i elasti¢nost kapilara. Ova pojava je
poznata kao aktivnost vitamina P, ali flavonoidi koji pokazuju ove osobine se ne ubrgagu u
grupu vitamina, zato Sto njihov nedostatak u organizmu ne dovodi do pojave bolesti. Postoje
dokazi daovi flavonoidi imaju zastitnu ulogu kod nekih respiratornih bolesti, ali treba reci da se
oni vrlo brzo raspadaju u telu tako da je vrlo teSko da se odrzi njihova efektivna koncentracija u
krvi. Pored visokog sadrzaja natrijuma, u vocnim sokovima se nalaze i druge supstance koje
imaju korisnu farmakoloSku aktivnost. Tako npr. citrusno voce ima ulogu u inhibiciji pojedinih
vrsta raka. Sorbitol, koji se nalazi u mnogim voénim sokovima ima laksativni efekat. Takode se



u ovim proizvodima nalaze i mnoge komponente koje poseduju antioksidativnu aktivnost. To su
askorbinksa kiselina, vitamin E, beta karoten i flavonoidi [102].

1.4.7.6 Voénavina

Pod voc¢nim vinom se podrazumeva proizvod dobijen alkoholnim vrenjem voc¢nog soka
tj.voéne Sire (izmuljano voce), po postupku koji se primenjuje u tehnologiji za dobijanje vina od
grozda. Mere nege i Cuvanja voénih vina u osnovi su iste kao one koje se primenjuju za vina od
grozda. Vina od voca mogu se pripremati raznim postupcima u odnosu na koje se svrstavgu u:
stona (suva), desertna, gazirana, Sampanjska i specijalna.

Hemijski sastav vocne Sire nije stalan i pojedini sastojci znatno variraju u zavisnosti od
sorte, klimatskih uslova, primenjene agrotehnike, starosti zasada, vremena berbe i skladistenja
plodova itd. KoliCina SeCera i kiselina u vocnoj Siri od velikog je znaCaja za kvalitet voénog vina.
Od Secera najviSe su zastupljeni glukoza i fruktoza, a ima i nesto saharoze. Od kiselina, u
najvecoj meri su prisutne jabucna i limunska. Od koliCine Secera zavisi koli¢ina alkohola koju ¢e
dobijeno vino imati, dok je sadrzaj kiselina znaCajan za formiranje ukusa, a zajedno sa
alkoholom doprinosi boljem Cuvanju vina. Vocna vina sa vise alkohola i kiselina lakse se
Cuvaju. Takode je znaCajan visok sadrzaj mineralnih materija, narocito organskog fosfora, koji je
karakteristian za vocne Sirei vina Vocne Sire i vina sadrZze veoma vazne vitamine (A i Ckaoi
vitamine B grupe).

Vocna vina se prave od jabuka, kruaka, bresaka, visanja, kupina, malina, jagoda, ribizli,
borovnica, Sipka i drugog voca pojedinacno ili kao koktel vino od vise vocnih vrsta. Za razliku
od grozda koje skoro uvek ima optimalnu koliCinu Secera za pripremanje vina, razne vrste voca
imaju veoma Sirok raspon sadrZaja Secera i kiselina.

Vino je vrlo kompleksno pice koje u svom sastavu ima preko 600 hemijskih jedinjenja koja
su odnedavno detektovana i kvantifikovana. Vecina od ovih komponenata u vinu se nalazi u vrlo
malim koliCinama, ali imaju vaznu ulogu u ukusu, mirisu i aromi vina.

Poznato je da akohol unet u organizam brzo difunduje kroz zidove Zeluca i creva, dolazi
do jetre i ulazi u krvotok. Iz krvi alkohol isCezne za 12 sati ali iz tkiva za 16 sati. Ako se vino
konzumira zajedno sa hranom koli€ina alkohola je manja nego kad se vino konzumira samo.
Alkohol iz organizma izbacuje se putem pluca (0,5 - 1% od unete koli¢ine ako Covek miruje i 5 -
10% ako je aktivan), preko bubrega (20 - 30%) i biohemijskih transformacija u jetri. Male
koliCine alkohola unete u organizam Coveka aktiviraju pljuvacne Zlezde i zeludacne sokove pa
deluje kao aperitiv. Vece koliCine negativno deluju na zid Zeluca, povecavaju krvni pritisak,
izazivaju ubrzani rad srca i povecanje periferne temperature. Takode je pokazano da alkohol u
vinu ima daleko manju toksic¢nost nego ista koli€ina alkohola u jakim alkoholnim picima. Tako
je nastala hipoteza da vino sadrzi supstance koje ublazavaju dejstvo alkohola. To svojstvo
pripisano je fenolnim materijama u vinu. Sigurno je da, kad govorimo o zdravstvenom aspektu
vina, onda mislimo na umerenu konzumaciju.

Vino u svom sastavu sadrzi mineralne materije, kiseline, vitamin A, a naroCito su vazne
fenolne supstance (proantocianidoli) kojima se pripisuju izuzetno pozitivho dejstvo. Od 1991.
godine govori se o tzv. francuskom paradoksu u Cijoj osnovi lezi Cinjenica da Francuzi
konzumiraju puno masnoca Zivotinjskog porekla a doZivljavaju u mnogo manjem broju infarkt
miokarda u odnosu na Amerikance i narode Zapadne Evrope.
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Supstance koje poseduju antioksidativno dejstvo kao Sto su proantocijanidi, kvercetin i
reservartol (fenolna jedinjenja) imaju ulogu koronarnih zastitnika. Ova jedinjenja spreCavaju
oksidaciju LDL a sa druge strane utiCu na porast lipoproteina visoke gustine - HDL u krvi koji se
smatragju pozitivnim regulatorima masnoce u krvi. Vino ima vaznu ulogu u spreCavanju pojave
arteroskleroze, infarkta miokarda, deluje antiinflamatorno i antivirusno, pri ¢emu njegovi
fizioloski aktivni sastojci predstavljaju znatajne hvataCe slobodnih radikala koji su odgovorni za
Stetne procese starenja organizma.

U vinu je nadeno oko 60 mg/l salicilne kiseline Sto predstavlja duplu koli¢inu od dnevne
doze aspirina koju lekari preporuCuju kao preventivu za oboljenja kardiovaskularne prirode.
Osim ovih osobina vino ima izrazena antibaktericidna svojstva koja su poznata od davnina.
Baktericidno dejstvo vina pripisivano je mnogim jedinjenjima - kiselinama, alkoholu, fenolnim
materija. Vino spreCava pojavu gripa, bronhitisa i olakSava stanje kod astmatiCara a takode
pomaze kod prehlade, regulisanja pritiska, snazan je diuretik, dobro je za varenje i jatanje
organizma, za zarastanje rana.

1477 Med

Med je datka, viskozna supstanca, koju proizvode pcele iz nektara cvetova razlicitih
biljaka. Zbog svoje slatkoCe, boje i ukusa Cesto se koristi kao zamena za SeCer. Spada u
visokoenergetsku hranu, poseduje vredne hranljive sastojke i deluje profilakticki. Hemijski
sastav meda varira u zavisnosti od biljnog i geografskog porekla. Glavni sastojci meda su Seceri
koji Cine Cak preko 80% njegove mase. NajznacCajniji i najCesci Seceri su glukoza, fruktoza i u
manjoj meri saharoza, dok na maltozu i druge disaharide otpada samo oko 7%, a na vise SeCere
oko 1,5%. Vode u medu ima do jedne petine, a kiselina oko 0,75%, od kojih su najcesce
glukonska, mravlja, siréetna, jabu€na, limunska, Cilibarna i mle€na. U sastav meda ulaze i metali,
kao Sto su kalijum, kalcijum, natrijum, magnezijum, gvozde, cink, bakar, mangan, aluminijum,
silicijum i drugi. Oni su zastupljeni u vrlo malim koli¢inama, ali svaki od njih ima znacajni uticg
za poneke od vitalnih funkcija u ljudskom organizmu. Poznato je da se od 24 mikroelemenata
koji su u krvi zastupljeni njih 22 nalaze u pCelinjim proizvodima, pa su zbog toga od izuzetnog
znaCaja u ishrani Coveka. Med sadrzi i male ali merljive koliCine vitamina, od kojih su pronadeni
tiamin, riboflavin, askorbinska kiselina, pirodiksin, pantotenska i nikotinska kiselina u malim i
veoma variraju¢im koli¢inama, Sto se pripisuje cvetnim izvorima i polenu sadrzanom u medu.
Ispitivanja su pokazala da su tamni medovi bogatiji mineralima, dok su svetli medovi bogatiji
vitaminima.

Med se prema broju biljaka od kojih se dobija moze podeliti na monoflorni i poliflorni.
Monoflorni se dobija od jedne vrste biljaka, kao Sto je bagremov, lipov, kestenov, lavandin med
itd. zarazliku od poliflornog koji se dobija sakupljanjem nektara sa viSe razlicitih biljaka, kao Sto
je Sumski med ili livadski.

Boja meda moze biti razliCita i varira od bezbojne do tamno smede, dok mu konzistencija
moze biti teCna, gusta ili kristalisana. Ukus i miris meda su razliciti, tj. takode zavise od biljne
vrste koja preovladava. Bagremov med je belo zelenkaste boje, ima blag i prijatan ukus i vrlo
sporo kristalizuje. Lipov med je bistar, gotovo proziran, ugodnog mirisa i vrlo slatkog ukusa.
Med od lavande poticCe iz Dalmacije i zlatno zute je boje. Kestenov med je crveno-tamne boje i
gorkog ukusa, ai je vrlo cenjen zbog prisustva polena i mineralnih materija u dosta velikim
koliCinama. Livadski med, koji je uglavnom crvenkaste boje, potiCe od raznih livadskih trava i to
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najceSée detelina i u prodaji je pored bagremovog najzastupljeniji. Sumski med je tamne boje i
vrlo oporog ukusa ali je zbog visokog sadrZzaja mineralnih materija takode vrlo cenjen.

Skoro sve vrste meda pokazuju antibakterijsku aktivnost, sto je dokazano dejstvom meda
na otvorenim inficiranim ranama [103]. UocCeno je da je jedan od glavnih razloga lekovitog
svojstva meda njegova higroskopnost. On sa rane apsorbuje vliagu a sa njom i bakterije iz tkiva.
Osim svoje higroskopnosti, med generiSe i malu koliCinu vodonik peroksida, koji je blagi
prirodni antiseptik. Utvrdeno je da se antibakterijsko svojstvo odredenih vrsta monoflornog meda
ne moZe objasniti samo na osnovu ovih osobina. Takav primer je manuka med, koji potice iz
nektara manuka zbuna (Leptospermum scoparium), koji raste u divljini Novog Zelanda. Manuka
med uniStava mnoge mikroorganizme kao Sto su Stafylococcus aureus, Helicobacter pylori,
Candida abicans, Escherchia coli. Manuka med je bio cilj mnogih istrazivanja zbog svojih
izuzetnih osobina
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2 EKSPERIMENTALNI DEO



2.1 Program eksperimentalnog rada

Istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije imala su za cilj optimizaciju, vaidaciju i

primenu optiCke emisione spektrometrije sa induktivno kuplovanom plazmom (ICP-OES) za
odredivanje sadrZaja metala u razliCitim prehrambenim namirnicama, kroz sledece aktivnosti:

ispitivanje tzv. robusnosti plazme pri razliCitim vrednostima radiofrekventne snage
generatora kao jednog od parametara instrumenta (ostali parametri konstantni) u cilju
nalazenja optimalnih parametara instrumenta a pri kojima je ngmanja devijacija
analitickog signala prouzrokovana matriksom uzorka. Ispitivanje se sastojalo od pracenja
odnosa relativnog intenziteta emisionog signalaza Mg(1l) i Mg(l) (jonskai atomskalinija
Mg). Za optimalnu vrednost RF snage bira se ona pri kojoj je odnos intenziteta emisionih
linija najveci;

konstruisanje kalibracione prave pri odabranim parametrima instrumenta koris¢enjem
rastvora multistandarda;

ispitivanje uticaja matriksa na osetljivost i selektivnost metode poredenjem odnosa
nagiba dve kalibracione prave za svaki element na svakoj zadatoj talasnoj duzini i za
svaku vrstu uzorka. Jedna kalibraciona prava dobijena je iz multistandarda a druga tzv.
»Spajkovanjem” rastvora standarda rastvorom uzorka. Talasna duzina pri kojoj se ti
nagibi ngmanje razlikuju (odnos~1,00) je talasna duZina sa najmanje uticaja matriksa.
Nakon tog postupka a pri odredivanju sadrzaja metala vrSi se manuelna tzv. ,,background
korekcija’ (najveci odnos signal/pozadina-,,signal to background ratio”);

validacija metode kroz sledeCe parametre: talasna duZina analiticke emisione linije (M),
limit detekcije (LOD), limit kvantifikacije (LOQ), korelacioni koeficijent (R?), relativna
standardna devijacija (RSD) kao repetabilnost merenja rastvora za kalibraciju;

ispitivanje tacnosti i preciznosti metode koriS¢enjem rastvora multistandarda odredene
koncentracije i poredenjem sa deklarisanim koncentracijama;

primena razvijenih metoda na razlicitim realnim uzorcima, odnosno odredivanje sadrZaja
metala u uzorcima jezgrastog voca (brazilski orah, indijski orah, kikiriki, badem, lesnik,
orah i pistaci); u uzorcima Zitarica, braSna i hleba (pSenica, ovas, raz, jeCam, kukuruz i
heljda); u uzorcima, domacim i komercijalnim, voénih sokova (viSnja, kupina, crno
grozde, borovnica, jabuka, breskva, kajsija, jagodai multivitamin) i voc¢nih vina (kupina,
visnja, borovnica i malina); u uzorcima meda, domacim i komercijalnim (livadski,
bagremov, Sumski, cvetni, manuka, biomed 6, planinski).

statistiCka obrada dobijenih rezultata u cilju izvodenja korelacija izmedu sadrzaja i vrste
uzorka. Dobijeni rezultati su obradivani primenom statistickih testova ANOVA, post hok
Tukey HSD testa i t-testa Primenjeni statistiCki testovi su imali za cilj da utvrde
postojanje statisticki znaCajne razlike ili ne u sadrzaju detektovanih elemenata kako po
vrsti uzorka u svakoj od grupaispitivanih namirnica, tako i u okviru svakog tipa uzorka a
koji serazlikuju ili po lokalitetu ili po proizvodacu od kojih je odredeni uzorak nabavljan.
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2.2 Aparati

ICP-OptiCki emisioni spektrometar serije iCAP 6000, Thermo scientific, Cambridge,
United Kingdom;

PeC za Zarenje - VIMS ELECTRIC Loznica;

AnalitiCka vaga - Shimadzu AX20;

Dejonizator - TKA MicroMed (Wasseraufbereitungssysteme GmbH);

Automatske varijabilne pipete.

2.2.1 Karakteristike |CP spektrometra serijeiCAP 6000

Opticki sistem

- eSeletna reSetka; prizme; sferna ogledala za odli¢nu opticku rezoluciju

- sistem je konstantno u atmosferi argonaili azota

- opseg talasne duzine od 166,250 nm (5to omogucéava odredivanje Al na 167,120 nm §to
je i njegova najosetljivija linija) do 847,000 nm (Sto omogucava odredivanje K na
766,490 nm i Nana 818,326 nm);

Detektor

- CID detektor sa obezbedenim hladenjem kamere na -45°C;

Posmatranje plazme

- aksijalno za primene koje zahtevaju nize LOD-ove ili radijalno u cilju minimiziranja
efekta matriksa;

lzvor plazme

- induktivno kuplovana plazma obezbedena upotrebom RF generatora sa iskoris¢enjem
snage >78%; frekfencije 27,12 MHz;

UnoSenje uzorka

- stakleni koncentricni nebulajzer kao standardna oprema; opciono: ultrasonicni, HF
otporan; sa'V-urezom

- staklena komora za rasprSivanje kao standardna oprema; opciono: staklena sa
pregradama; HF otporna;

Pumpa

- brzina pumpe u opsegu od 0-125 rpm. Standby mode spreCava oStecenje pumpe kada se
plazma ugasi;

Plazmeni plamenik

- kvarcne cevi razliCitog precnika; HF otporne;

Kontrola gasa za rasprsivanje

- protok gasa za rasprsivanje reguliSe se rucno u intervalu od 0 do 0,4 MPa;

Operativni sistem

- Microsoft Windows™ 2000 ili XP;

Softver

- iITEVA operativni softver za seriju iCAP 6000 omogucuje kontrolu svih funkcija
instrumenta.
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2.3 Reagensi

e HNO;, 65%, p.a, Merck, Darmstadt, Germany;

e Rastvor MgCl,, 5 mg/l, p.a., Merck, Darmstadt, Germany;

e Multistandard-Ultra Scientific Analytical Solutions, USA (koncentracije 20,00+£0,10
ug/ml za Al, Sh, As, Ba, Be, B, Cd, Ca, Cr, Co, Cu, Fe, Pb, Li, Mg, Mn, Hg, Mo, Ni, Se,
Na, Sr, TI, Sn, V, Zn; 100,0£0,5 pg/ml zaP, K i Si i 5,000+£0,025 pg/ml za Ag ). Sadrzaj
elemenata je verifikovan u skladu sa ULTRA's 1SO 9001 registrovanim sistemom
poredenjem sa standardima za kalibraciju nezavisno pripremljenim koris¢enjem NIST
SRM-ova ("Certified Reference Material from the National Institute of Standards and
Technology") a primenom ICP-MS-a. Matriks multistandarda je 2% HNOs sa tragovima
vinske kiseline u degjonizovanoj vodi (pu=0,055 pS/cm) niske vrednosti TOC-a (ukupni
organski ugljenik) <50 ppb;

e Argon 5,0 (CistoCe 99,999%);

e HCI, teh. (1:1), Zorka, Sabac;

e Degjonizovanavoda (u=0,05 pS/cm).

Svo posude je prvo isprano vodom, zatim rastvorom tehnicke HCI (1:1) i na krau
dg onizovanom vodom. Pripremljeni uzorci su Cuvani u PVC posudama.

2.4 Pripremauzoraka zaanalizu

2.4.1 Jezgrasto voce

SadrZaj metala je odredivan u sledeCim uzorcima jezgrastog voca:

Brazilski orah,
Indijski orah,
Kikiriki,
Badem,
Lednik,

Oradi,

Pistaci.

NoughkrwbdpE

Uzorci jezgrastog voca, su prvo bili potopljeni na 3 minuta u 50 ml dejonizovane vode u
cilju uklanjanja eventualno prisutnih soli. Nakon toga su uzorci suseni u susnici na temperaturi
od 100 + 5 °C. Potom su homogenizovani i samleveni u odgovaraju¢em mikseru u cilju dobijanja
Cestica maksimalne veli€ine od 30 mm. Izmerena je oko 3 g sa tacnoS¢u na Cetiri decimale
svakog ispitivanog uzorka, i prebaceno u porcelanski lonCi¢ za Zarenje. Uzorci su potom Zareni u
peci za Zarenje na temperaturi od 450-500 °C u vremenu od 48h. U cilju potpune mineralizacije
uzorka dodavana je 65% HNO;3 a zatim su uzorci uparavani do suva i nakon toga vraceni u pe¢
za zarenje do nastanka belog pepela. Dobijeni pepeo je rastvaran u 65% HNOg, filtriran kroz
filter Whatman No 541 traku, filter papir ispiran dejonizovanom vodom i normalni sud dopunjen
do 50 ml.
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2.4.2 Zitarice, brasno i hleb

U ovom radu su se kao uzorci koristile sledeée vrste Zitarica, brasna i hleba:
Zitarice

PSenica,

Ovas,

Raz,

Je€am,

Kukuruz,
Heljda.

Brasno

Sk wdpE

PSenicno tip 400,
PSenicno tip 500,
PSenicno celo zrno,
Kukuruzno,
Heljdino.

Hleb

Beli pSenicni,
Razeni,

Crni pSenicni,
Polubeli pSenicni,
Kukuruzni,
Mesani-pSenicni, ovseni, razeni.

agrwNPE

Sk~ wdhE

Ispitivani uzorci su birani tako da predstavljgju proizvode koji se najéeSée upotrebljavaju u
izradi proizvoda od Zitarica (zrno Zitarice) i u ishrani (brasno i hleb) stanovnistva na podrucju
grada NiSa. Uzorci zitarica su poticali sa dva razlicCita lokaliteta (Babusnica i Toponica), dok su
uzorci braSna i hleba nabavljani od po dva razliCita proizvodaca.

Za multielementnu analizu Zitarica koriSéeno je celo zrno Zitarice, koje je za anadizu
pripemljeno metodom suve digestije [104]. Odmereno je oko 3 g zrna ispitivanih Zitarica, sa
tacnod¢u na Cetiri decimale, i preneseno u lonci¢ za Zarenje. Uzorci su Zareni na temperaturi od
450-500 °C u periodu od 48h. U cilju potpune oksidacije uzorcima je dodavana HNO;3 (1:3)
nakon €ega su uzorci uparavani do suva i ponovo vraceni u pe¢ za Zarenje do nastanka belog
pepela. Nakragju je dobijeni pepeo rastvaran u 65% HNOg, filtriran kroz Whatman No 541 traku,
filter papir ispiran dejonizovanom vodom i normalni sud dopunjen do 50 ml.

Uzorci brasna su u cilju odredivanja vlage prvo suSeni u susnici na temperaturi od 105 °C
do konstatne mase. Potom je sadrzaj vlage u ispitivanim uzorcima brasna odreden preko formule

% vlage= ax100 gde je a razlika u masi vegeglasa sa uzorkom pre i posle suSenja dok je p

odmerena koli€ina uzorka u gramima. Nakon toga su uzorci braSna u cilju odredivanja njihovog

mineralnog sastava, mineralizovani metodom suve digestije po postupku kao za Zitarice.
Ispitivani uzorci hleba su pripremani tako Sto je hleb seCen na kriske nozem od titanijuma,

koje su potom suSene na sobnoj temperaturi na vazduhu u vremenu od 48h. Nakon tog perioda
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uzorci hleba su homogenizovani u mlinu sa titanijumskim seCivom. Tako pripremljeni uzorci
hleba su spremani za multielementnu analizu po postupku kao za Zitarice.

2.4.3 Voéni sokovi i voéna vina

U ovom radu analizirani su bistri i gusti vo¢ni sokovi. Kod bistih vocnih sokova svaki od
analiziranih uzoraka je nabavljan od tri razliCita proizvodaca, dok je kod gustih, za svaki od
ispitivanih uzoraka izabrano po dva razli€ita proizvodaca.

Uzoreci bistrih voénih sokova:
Visnja,
Kupina,
Crno grozde,
Borovnica.

A wbdhpE

Uzorci gustih vocnih sokova:

Breskvai jabuka,
Jagodai jabuka,
Breskva,

Jagoda,

Kajsijai jabuka,
Multivitamin.

o gk wbdpE

Odmereno je po 20 g sa tatnoS¢u na Cetiri decimale svakog uzorka soka u lonci¢ima za
Zarenje koji su u peS€anom kupatilu uparavani do suva. Nakon uparavanja, loncCici sa uzorcima
se Zare u peci, na temperaturi od 450-500 °C. 1Zareni uzorci su, nakon hladenja, tretirani sa po 3
ml HNO3 koncentracije 0,1M, a zatim uparavani na peS¢anom kupatilu. LonCiCi sa uparenim
uzorcima su ponovo Zareni u peci. Dobijeni suvi ostatak je rastvaran sa 1 ml 0,1AM HNO3, a
onda i sa 1 ml koncentrovane HCI zbog prisustva teZze rastvornog pepela. Svi ovi rastvori su
procedeni kroz filter papir Whatman No 541 traku, filter papir ispiran degjonizovanom vodom i
normalni sud od 50 ml dopunjen do crte.

Kao materijal za analizu nutritivne vrednosti, koris¢ena su domaca i komercijalna vocna
vina od visnje, kupine, maline i borovnice. Uzorci vina od visnje i kupine uzimani su kako iz
domace radinosti tako i iz marketa i to od po dva razlicita proizvodaca, dok su vina od borovnice
i maline nabavljana od dva razliCita proizvodaca koji se mogu nabaviti u marketima na podrucju
grada Nisa.

Uzorci su profiltrirani kroz filter hartiju i zatim je vrSena direktna analiza uzoraka.
244 Med

U ovom radu analizirani su sledeci uzorci meda domace proizvodnje nabavljeni sa po tri
razlicita lokaliteta:

1. Livadski med:
a) Niska Banja,
b) Vladicin Han,
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c) Prokuplje
2. Bagremov med:
a) Niska Banja,
b) Sid,
c) Vdjevo.
3. Sumski med:
a) Niska Banja,
b) Vladi€in Han,
C) Zaplanje.
4. Cvetni med:
a) Niska Banja,
b) Prokuplje,
c) Vlasina

kao i uzorci meda nabavljeni u marketima na podrucju grada Nisa:

Manuka
Biomed 6
Livadski
Bagremov
Sumski
Cvetni
Planinski

Odmerene su porcije meda od oko 2 g sa tacnoS¢u na Cetiri decimale i smeStene u
poculanske lon€ic¢e. Uzorci su najpre suseni na peS¢anom kupatilu (10h), a zatim su Zareni u peci
natemperaturi od 450-500 °C (12h), do suvog ostatka. Nakon hladenja, svakom uzorku dodato je
po 2 ml HNO; koncentracije 0,1 mol/l. Uzorci su zatim suSeni na pes¢anom kupatilu i ponovo
Zareni u peci za Zarenje (5h). Ohladeni uzorci su rastvoreni sapo 5 ml iste kiseline, profiltrirani i
zatim kvantitavno prebaceni u normalne sudove gde su razblazeni dejonizovanom vodom do 50
ml.

NougbkrwbdpE

2.5 StatistiCka obrada podataka

25.1 Jednosmernaanalizavarijanse— ANOVA

Analiza varijanse (eng. ANalysis Of VAriance - ANOVA) je analitiCki model za testiranje
znaCajnosti razlike i koristi se kada se ima vise od dve grupe ispitivanih uzoraka. Prednost ove
metode se ogleda u tome Sto u model ulaze u obzir svi varijabiliteti, kao i njihov medusobni
uticaj, 5to je nemoguce proceniti na drugi nacin.

Prema broju faktora koji deluju na rezultujuée obelezje, analiza varijanse moZze biti:

1. jednofaktorska (jednosmerna)
2. dvofaktorska (dvosmerna) i
3. viSefaktorska.

U statistiCkim testovima Cesto se sre¢e pojam nulta hipoteza (Ho). To je hipoteza koja se
testira datim testom. U slu€aju ANOVE nulta hipoteza glasi: svi uzorci koji se porede poticu iz
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iste populacije sa srednjom vrednoS¢u p i standardnom devijacijom ¢. UoCene razlike poticu
samo od slucajne prirode uzoraka.

Polazna hipoteza se proverava izvodenjem F testa. IzraCunata F-vrednost uporeduje se sa
kritichom vrednoScu; ukoliko je Fix > Fyit nulta hipoteza se odbacuje sa nivoom rizika manjim
od 5% (p<0,05), tj. svi uzorci ne potiCu iz iste populacije; ukoliko je Fix < Fyit hulta hipoteza se
zadrZava sa nivoom rizika ve¢im od 5% (p>0,05), tj. uzorci potiCu iz iste populacije. Posto je
izraCunata vrednost parametra F veca od kriticne, nulta hipoteza se odbacuje, tj. srednje vrednosti
uzoraka se znacCajno razlikuju. Utvrdivanje seta rezultata koji uslovljava odstupanja vrsi se tako
Sto se srednje vrednosti poredaju u rastuCi niz i uporeduju razlike susednih vrednosti sa
na manjom znacajnom razlikom [105].

2.5.2 Studentov t-test

Najc¢eSCe upotrebljavan parametrijski test znaCajnosti za testiranje nulte hipoteze je
Studentov t-test. Koristi se za testiranje znaCajnosti razlika izmedu dve aritmeticke sredine.

Uslovi zaprimenu t testa:

e Obe varijable koje se testiraju moraju biti numericke;
e Ukoliko je veliCina uzorka manja od 30 jedinica, raspored treba biti normalan ili bar
simetriCan.

Za njegovo realizovanje potrebno je poznavati parametre statistickog skupa: veliinu
uzorka (n), standardnu devijaciju (SD), i aritmeticku sredinu ( X).

Ako je izraCunata vrednost statistickog test (t ili F vrednost) manja od granicCne tablicne
vrednosti za odgovarajuci broj stepena slobode i prag znacajnosti, nulta hipoteza se prihvata kao
taCna, a odbacuje alternativna hipoteza[105].

Tako naprimer:
o tix <turiti 005 NUlta hipoteza Hp se ne odbacuje jer je rizik veci od 5% (p>0,05)

Obrnuto, ako je izraCunata t-vrednost jednaka ili veca od grani¢ne tabli¢ne vrednosti, za
odgovarajuci broj stepena slobode i prag znaCajnosti, nulta hipoteza se odbacuje kao netacna, a
prihvata se alternativna hipoteza:

® tix = twit i 00s), odbacuje se nulta hipoteza za nivo rizika p=0,05, odnosno za nivo
sigurnosti P=0,95 (95%)

oty 2 tyiti 005, 0dbacuje se Ho i za nivo rizika p=0,01, odnosno za nivo sigurnosti P=0,99
(99%).

U cilju ispitivanja postojanja statisticki znaCajne razlike u sadrzaju detektovanih makro i
mikro elemenata u ispitivanim uzorcima, na dobijene vrednosti sadrzaja primenjeni su statistiCi
testovi ANOVA i Studentov t-test. ANOVA test je primenjen kada je bilo vise od dve grupe
ispitivanih varijabli, dok je t-test primenjen u slucaju ispitivanja dve grupe nezavisnih varijabli.
Primenjeni testovi su pratili statistiCki znaCajnu razliku u sadrzaju detektovanih elemenata
izmedu svih grupa odabranih uzoraka. Takode, ovim testovima je pracen i kakav uticg] na
sadrzg detektovanih makro i mikro elemenata ima lokalitet sa kojeg su uzorci poticali ili
proizvodaC od kojeg su uzorci nabavljani. Kada ANOVA test pokaze postojanje statisticki
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znacCajne razlike u okviru ispitivane grupe uzoraka, po nekom od kriterijuma, vrsi se naknadno
poredenje primenom Tukey HSD testa, koji daje podatak o tome izmedu kojih tacno vrsta
uzoraka u okviru ispitivane grupe, postoji, odnosno ne postoji statisticki znaCajna razlika. Na
ovaj nacin se dobijaju informacije koje ukazuju da li se uzorci, statistiCki znacajno razlikuju ili
ne u sadrzaju makro i mikro elemenata. StatistiCki paket kojim su analizirane dobijene vrednosti
sadrzaja detektovanih elemenata u ispitivanim realnim uzorcima je SPSS 20 [106].
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3 REZULTATI | DISKUSIJA



3.1 Optimizacija, validacijai primena | CP-OES metoda
odredivanja sadrZaja metala u uzorcima jezgrastog voca

3.1.1 [CP-OES optimizacija-evaluacijarobusnosti induktivno kuplovane plazme

RF snaga generatora je jedan od operativnih uslova instrumenta koji ima najveci uticaj na
analiticke karakteristike generisane ICP plazme [107]. Odabirom odgovarajuce vrednosti RF
snage moguce je uspeSno smanijiti devijacije analitickog signala koje mogu biti uzrokovane
uticajem matriksa uzorka.

U postupku ispitivanja robusnosti plazme koris¢eni su operativni uslovi instrumenta dati

u Tabeli 14.
Tabela 14. Operativni uslovi zainstrument iCAP 6000 ICP-OES

Brzina pumpe zaispiranje 100 rpm
Brzina pumpe zaanalizu 50 rpm
Protok gasa zarasprsivanje 0,7 I/min
Protok gasa za hladenje 12 1/min
Protok pomoc¢nog gasa 0,51/min
Pravac posmatranja plazme aksijani/radijani
Vremeispiranja 30s

Za proveru uticgja RF snage generatora na generisanu plazmu koris¢en je postupak
ispitivanja odnosa intenziteta emisionih linija Mg(ll) 280,270 nm i Mg(l) 285,213 nm pri
koncentraciji Mg od 5 mg/l. Plazma koja se dobija pod tim tzv. robusnim uslovima naziva se
robusna plazma [108]. Vrednost RF snage je menjana od 750 do 1350 W, dok su ostali
operativni uslovi plazme bili konstantni (Tabela 15.). Najveci odnos intenziteta emisionih linija
Mg(ll) i Mg(l) je za vrednost RF snage od 1150 W Sto je u saglasnosti i sa ispitivanjem i
proracunima Mermeta po kojima je taj odnos za robusnu plazmu veci od 8 [109]. Ova vrednost
RF snage koris¢ena je u daljem postupku validacije metoda. Ono $to se takode zapaZa je da je i
relativna standardna devijacija merenja veca pri manje robusnim uslovima plazme odnosno da je
plazma nestabilna, ima varijacije koje se mogu odraziti na tacnost i reproduktivnost odredivanja
sadrzaja metala u uzorcima.

Tabela 15. Uticg) RF snage generatora na odnos intenziteta emisionih linijaMg(l1) i Mg(l)

RF snaga intIZr?Iz?Ee\t/EISD RSD  RelativniintenzitetsSD  RSD ~ Odnos
(W) Mg(ll) 280,270 nm (%) Mg(l) 285,213 nm (%) intenziteta
750 236802842 12,00 10570%850 8042 2,240
950 83410+3002 3,599 23010+855 3716 3,625
1150 141900+1755 1,237 33220+763 2297 4272
1350 165300+1995 1,207 42850+804 1876 3858

3.1.2 lzbor emisionih linija-parametri kalibracionih pravih

Osnovni  parametri  kalibracionih pravih za svaki ispitivani element odredeni su
koriS¢enjem dejonizovane vode za koncentraciju nula i standardnih rastvora koncentracija 2,001
5,00 ppm dobijenih razblazivanjem osnovnog referentnog multielementnog standarda. Parametri
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kalibracionih pravih kao Sto su talasna duzina emisione linije (A), limit detekcije (LOD), limit
kvantifikacije (LOQ), korelacioni koeficijent (R?), odsecak (b), nagib (m) i prosetna RSD (%) za
repetabilnost merenja standarda prikazani su u Tabeli 16. Kako primenjeni ICP-OES instrument,
odnosno softverski paket kojim raspolaze, sa velikom bazom talasnih duzina emisionih linija,
daje mogucnost da se element posmatra na viSe razli€itih talasnih duZina, za svaki analit su
zadane Cetiri najosetljivije talasne duzine. Na ovaj nacin je moguce da se za svaki element
odabere ona talasna duzina na kojoj su spektralne interferencije i efekat matriksa najmanji. 1z tog
razloga su konstruisane kalibracione prave koris¢enjem pomenutih standarda kao i kalibracione
prave dobijene tzv. ,,spajkovanjem” standarda rastvorom uzorka i uporedivan odnos nagiba tako
dobijenih kalibracionih pravih. U Tabeli 16 je pored osnovnih parametara kalibracionih pravih
dat i odnos nagiba kalibracione prave, tzv. eksterne kalibracione prave, dobijene iz standarda
(mya) 1 kalibracione prave dobijene ,,spajkovanjem” standarda uzorkom (mMyzra). Od Cetiri
talasne duzine izabrana je ona kod koje je odnos ovih nagiba bio blizi vrednosti 1,00 odnosno
ona kod koje je ngimanje promenjen nagib kalibracione prave usled efekta matriksa uzorka.
Nakon odabira najpogodnije talasne duzine, a u postupku odredivanja sadrzaja metala u
uzorcima, korekcija pozadine za svaku od odabranih linija je izvrSena manuelno sa ciljem
dobijanja Sto veéeg odnosa signal/pozadina.

Tabela 16. Parametri analitiCkih kalibracionih pravih: analiticka talasna duzina (A), limit
detekcijei kvantifikacije (LOD i LOQ), korelacioni koeficijent (R?), odsecak (b), nagib (m),
proseCna RSD za repetabilnost merenja rastvora za kalibraciju i 0dnos mya/Myzorak

A LOD LOQ RSD’ Odnos

2
Element  vm)  (ppm) __ (ppm) R b M o) MM

Al 396,152 0,0565 0,1882 0,999975 5,35 1335 0,19 1,10
As 228,812 0,0828 0,2759 0,999946 0,76 1906 4,07 0,95

B 208,959 0,5947 1,982 0,997202 4.07 1577 2,42 0,90
Ca 317,933 0,1925 0,6416 0,999706 73,89 2155 10,7 1,12
Cd 228,802 0,0828 0,2759 0,999946 0,76 1906 4,07 1,18
Co 228,616 0,1279 0,4262 0,999870 -0,05 1077 3,55 0,94
Cr 267,716 0,0588 0,1960 0,999973 1,96 2282 3,46 0,94
Cu 324,754 0,1181 0,3936 0,999889 46,67 6072 8,22 1,08
Fe 259,940 0,3089 1,030 0,999243 4,66 1476 7,20 1,28

K 404,721 0,0203 0,0677 0,999999 20,45 10300 0,04 1,06
Mg 202,582 0,1349 0,4487 0,999855 240,22 158400 0,25 0,98
Mn 257,610 0,0362 0,1206 0,999990 1,01 12048 5,20 0,94
Mo 202,030 0,0016 0,0055 1,000000 -0,32 1220 0,10 1,14
Na 589,592 0,0566 0,1886 0,999862 27,08 5596 6,22 1,18
Ni 341,476 0,1807 0,3024 0,999741 -2,27 2696 3,03 1,22
Pb 220,353 0,2191 0,7304 0,999619 0,09 153 0,87 0,90
Se 203,985 0,0308 0,1026 0,999992 0,97 280 0,01 0,94
Si 221,667 0,9202 3,067 0,998657 58,74 3220 1,20 1,18
Zn 202,548 0,0779 0,2598 0,999952 5,33 9825 1,98 1,08

*srednjavrednosti tri merenja

Iz rezultata datih u tabeli moze se zakljuciti da je najosetljivija analitiCka linija odnosno
linija sa najvec¢im nagibom kod Mg na 202,582 nm a najmanje ostetljive analitiCke linije za Pb
na 220,353 nm i Se na 203,985 nm. Limit detekcije se krece od 0,0016 ppm za Mo do 0,9202 za
Si aRSD od 0,01 do 8,22 %. Odnos nagiba dobijenih kalibracionih pravih se krece od 0,90 za Pb
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i B do 1,28 za Fe. Manja ili ve¢a promena nagiba kalibracionih pravih je posledica manjeg ili
vecCeg efekta matriksa na intenzitet emisione linije odnosno efekat elemenata sa ve€im sadrzajem
u uzorku na bliske analitiCke linije elemenata sa manjim sadrzajem.

3.1.3 Evaluacijatacnosti i preciznosti

TaCnost 1 preciznost metoda ispitana je odredivanjem sadrzaja svakog ispitivanog
elementa u rastvoru multielementnog standarda koncentracije 3,00 ppm za sve elemente sem za
K i Si zakoje je deklarisana koncentracijaiznosila 15,00 ppm, na odabranoj talasnoj duzini, a pri
prethodno definisanim optimalnim uslovima. Dobijene vrednosti su uporedivane sa deklarisanom
koncentracijom od strane proizvodaca koriS¢enog multielementnog standarda a Ciji je sadrzaj
odreden koris¢enjem sertifikovanog referentnog materijalaCRM odnosno razlicitih NIST CRM-
ova. Rezultati dobijeni prilikom ispitivanja tacnosti i preciznosti metoda prikazani su u Tabeli

17.
Tabela17. Tacnost i preciznost odredivanja ispitivanih elemenata predlozenim metodama

Nadena vrednost Taénost? Preciznost®
Element X+ SD (ppm) Recovery (%) RSD (%)
Al 3,212+0,046 107,1 14
As 2,898+0,044 96,6 15
B 3,098+0,008 103,3 0,3
Ca 3,120+0,066 104,0 2,1
Cd 2,880+0,033 96,0 1,1
Co 2,902+0,036 96,7 1,2
Cr 3,122+0,056 104,1 1,8
Cu 3,224+0,068 107,5 2,1
Fe 3,208+0,055 106,9 1,7
K 14,68+0,44 97,9 3,0
Mg 2,912+0,082 97,1 2,8
Mn 3,162+0,094 105,4 3,0
Mo 3,200+0,202 106,7 6,3
Na 3,088+0,102 102,9 3,3
Ni 2,944+0,144 98,1 49
Pb 3,098+0,202 103,3 6,5
Se 2,926+0,098 97,5 33
S 15,46+0,18 103,1 1,2
Zn 3,102+0,062 103,4 2,0
2Recovery= 1100 D pgp - D 100
m X

Tacnost metoda se krece od 96,0% za Cd do 107,5% za Cu a preciznost od 0,3% za B do
6,5 % za Pb.
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3.1.4 Sadrzaj ispitivanih makro i mikro elemenata u razli€itim uzorcima jezgrastog

voca

U cilju ispitivanja hranljive vrednosti jezgrastog voca koje se najceSce koristi u ishrani
ljudi na podrucju grada NiSa, sadrzaj makro i mikro elemenata (njih 19) odredivan je u 7
razlicitih vrsta uzoraka ovog voca. Svaki od uzoraka je nabavljen u lokalnim marketima od po
dva razlicita proizvodaca odnosno dobavljaca. Sadrzaj ispitivanih metala (izrazen kao pg metala
po g uzorka) odreden je kao srednja vrednosti tri merenja i sa pripadajuéom standardnom
devijacijom prikazan u Tabelama 18-20. Elementi prisutni u vecim koncentracijama su odredeni
posmatranjem plazme radijano.

U Tabeli 21 je dat literaturni pregled sadrzaja ispitivanih metala u uzorcima jezgrastog
voca razliCitog porekla od strane razlicitih istrazivaca a u cilju diskusije i poredenja rezultata

dobijenih u ovom radu.

Tabela 18. Srednja vrednost sadrzaja makro elemenata =SD (g/qg)
za dva razliCita proizvodaca u razliCitim vrstama jezgrastog voca

Uzorak ca K Mg? Na®
% 1 1338151 63,71£0,62  2957+23  5324+78
s
55
] 2 1461+43 64,04+0,73  2869+19  5500+54
3 = 1 706,4£24,6  43,62+£1,60 2444+33  6848+23
55
= 2 700,2£14,5 40,57£2,38 2297+26  5908+32
' 1 632,5+7,8 37,52+1,44 203623  5829+22
e
¥ 2 639,8+9,3 39,85+2,16 2079+37  5654+18
g 1 1506+23 69,99+1,75  2554+27  6117+37
3
@ 2 1491+41 72,51+2,03 247741  5998+42
X 1 1483+6 60,44+1,16 1524+12 6610+32
c
>N
- 2 1466+19 61,12+2,07 1497+23  6456x+42
5 1 1146+23 46,39+0,36 1592+7 5659+ 36
o}
2 1121+12 44,28+0,97 1557+31 5788+24
5 1 1279+12 57,33+0,68 1893+19  2856+15
Z
e 2 1301+29 55,17£1,03 175729 297319

& radijalno posmatranje plazme
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Sadrzaji odredivanih makro elemenata se, na osnovu dobijenih rezultata, mogu rasporediti
u sledeCi opadajuci niz Na>Mg>Ca>K. NajviSe natrijuma detektovano je u uzorcima indijskog
oraha (6848 pg/g) a najmanje u pistaciju (2856 ug/g). Kada se dobijeni sadrZaji za Na u ovom
radu uporede sa vrednostima koje su dobili drugi autori u istom tipu uzorka (Tabela 21.), moze
se zapaziti da je u uzorcima jezgrastog voca koje se kod nas koristi u ishrani, sadrzaj natrijuma
bio visi. Razlika koja postoji u sadrZaju natrijuma izmedu uzoraka u ovom radu i u radovima
drugih autora pokazivala je negde veée a negde manje varijacije, Sto moZe biti posledica
razlicitog geografskog porekla ispitivanih uzoraka ili Cinjenice da je nepotpuno uklonjena
prisutna kuhinjska so. Magnezijum je element koji ima vaznu ulogu u enzimskim sistemima i po
literaturnim podacima ova vrsta voca je od makroelemenata najbogatija magnezijumom. U
ispitivanim uzorcima jezgrastog voca najveCi sadrZzaj Mg je odreden u uzorcima brazilskog
oraha. Kalcijum je element koji je neophodan prilikom formiranja kostiju i zarazvoj jakih zuba, i
u ispitivanim uzorcima nadene su znacajne koliCine ovog nutrijenta. Sadrzaj Ca se u uzorcima
badema, leSnika i brazilskog oraha malo razlikuje i krece se od 1338 do 1506 pg/g. Brazilski
orah je voce koje ima visok sadrzaju Ca i Mg [110], Sto je u ovom radu i potvrdeno. U svim
ispitivanim uzorcima jezgrastog voca sadrzaj Mg je bio veci od sadrzaja Ca, izuzev leSnika gde
je sadrzaj ova dva elementa bio priblizno isti. Preporucena dnevna doza makro elementa po
pravilniku RS (Tabela 8.) je za Mg 375 mg, Ca 800 mg i za K 2000 mg, tako da na osnovu
odredenih sadrzZaja, jezgrasto voce koje je u ovom radu ispitivano, moZe biti dobar dodatni izvor
makro elemenata u ishrani ljudi. Pregledom radova u kojima su odredivani makro elementi u
uzorcima jezgrastog voca moze se videti da se sadrzaj Ca i Mg u uzorcima badema, lesnika,
orahai kikirikijaiz Italije kretao u rasponu od 650 pg/g (kikiriki) do 2620 ug/g (badem) za Cai
od 1600 pg/g (kikiriki) do 2400 pg/g za Mg, sto je u skladu sa sadrzajima koji su u ovom radu
odredeni. SadrZaji ova dva elementa u uzorcima oraha iz U.S. i leSnika iz Turske su bili niZi nego
u ovom radu i kretali su se od 432 do 1050 pg/g za Cai od 1740 do 2380 zaMg (U.S.) i od 788
do 925 pg/g za Cai od 1180 do 1440 pg/g (Turska). Za razliku od Ca i Mg odreden sadrzZaj
kalijuma u ovom radu je znatno nizi u odnosu na sadrzaje koje su detektovali drugi autori u
istom tipu uzorka. Ovakve razlike koje postoje u sadrzajima makro elemenata kod istog tipa
jezgrastog voca, su najveé¢im delom posledica geografskog porekla ispitivanih uzoraka obzirom
na Cinjenicu da su makroelementi, pored Fe i Al, najzastupljeniji metali u zemljistu.
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Tabela 19. Srednja vrednost sadrzaja mikro el emenata +SD (ug/g)
za dva razliCita proizvodaca u razlicitim vrstama jezgrastog voca

Uzorak B Co Cr Cu Fe Mn Mo Ni Se S Zn
g 1 11,17+0,08 1,074+0,013 0,7277+0,0046 18,72+0,09 67,96+0,39 7,766+0,032 0,0352+0,0042 5,590+0,054 0,7635+0,0668 9,010+0,143 36,71+£0,16
5
g 2 13,43+0,12 0,8251+0,0081" 0,6731+0,0052" 19,32+0,14 64,29+0,67 7,923+0,019 0,0237+0,0022 5,371+0,028 0,8061+0,0537  8,216+0,209  35,22+0,35
_ 1 16,41+0,23 0,1476+0,0073" 0,8034+0,0061" 24,87+0,40 84,40+0,58 27,87+0,57 0,0702+0,0088 7,751+0,144 0,9220+0,0886 14,07+0,34 58,29+0,44
35
E5
- 2 17,67+0,19 0,1307+0,0054" 0,9261+0,0102 28,57+0,83 87,03+£0,74 25,39+0,79 0,0627+0,0091 7,329+0,275 0,9372+0,0621 12,61+0,27 59,33+0,72
- 1 41,77+0,17 0,0964+0,0121" 0,2642+0,0109 10,34+0,01 32,70+£0,18 18,31+0,08 1,056+0,016 4,613+0,038 0,7387+0,0892 18,14+0,28 43,63+0,22
X
2
¥ . .
2 40,96+0,36 0,0911+0,0099 0,2910+0,0213 11,52+0,22 30,99+0,27 19,47+0,17 0,9232+0,0511 4,367+0,052 0,7122+0,0732 19,25+0,49 41,02+0,67
% 1  40,65+0,20 0,0738+0,0063" 0,4700+0,0187" 17,16+0,05 49,73+0,08 15,62+0,11 0,4325+0,0102  0,9438+0,0775" 0,7651+0,0863  8,660+0,210  45,38+0,08
3
2 38,17+0,74 0,0696+0,0081" 0,5002+0,0227" 17,94+0,12 47,39+£0,46 16,22+0,72 0,5947+0,0161 1,242+0,0821" 0,7967+0,0913 9,072+0,441 46,71+£0,12
o 1 50,53+0,25 0,1298+0,0062" 0,3108+0,0137" 8,392+0,207 34,25+0,46 13,82+0,14 0,3943+0,0225 2,696+0,061 0,7426+0,0901 187,1+0,2 34,43+£0,10
=
)§
2 48,36+£1,87 0,1251+0,0811" 0,2936+0,0185" 9,021+0,415 33,02+0,74 14,02+0,49 0,4121+0,0622 2,802+0,094 0,7233+0,0521 201,7+2,1 36,01+0,61
1 17,40+0,08 0,0634+0,0078" 0,1423+0,0078" 16,14+0,36 35,95+0,78 13,28+0,39 0,2335+0,0124  0,9697+0,0522" 0,9791+0,0922  5,449+0,179  34,91+0,11
©
@]
2 18,93+0,19 0,0702+0,0107" 0,1577+0,0931" 14,27+0,67 37,04+0,22 12,73+0,41 0,2784+0,0122 1,023+0,045 0,8923+0,0731 5,907+0,231 36,27+0,76
_ 1 10,72+0,04 0,0182+0,0082" 0,4087+0,0161" 12,32+0,22 69,57+0,91 12,54+0,22 0,1728+0,0071 0,1525+0,0667" 0,6583+0,0852 4,841+0,214 34,61+£0,12
Q
o
& 2 11,41+0,73 0,0207+0,0004" 0,4261+0,0237" 11,64+0,37 67,66+1,52 12,09+0,34 0,1687+0,0280  0,1362+0,0741" 0,7524+0,0731  4,627+0,304  33,99+0,67
" < LOD metode
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Iz grupe mikro elemenata najveci sadrZaj u svim ispitivanim uzorcima detektovan je za
gvozde i krece se od 30,99 ug/g do 87,03 ug/g. Najvece koncentracije ovog metala odredene su u
uzorcima indijskog oraha, brazilskog oraha, pistacija i badema dok sadrzaj Fe u uzorcima
kikirikija, leSnika i oraha ne varira mnogo odnosno priblizno je isti i kre¢e se od 30,99 do 37,04
Hg/g. Sadrzaj Fe u uzorcima badema iz Spanije se kreée od 40,3 do 48,7 pg/g $to je u skladu sa
rezultatima koji su dobijeni za sadrZzaj gvozda u uzorcima badema u ovom radu. Kod uzoraka
badema iz ltalije sadrZaj Fe je veCi za oko 3 puta u odnosu na sadrZaje ovog metala koji su
detektovani u uzorcima badema u naSoj studiji. Sadrzaj hroma u testiranim uzorcima varira i
kreée se od 0,1423 pg/g u orahu do 0,9261 pg/g u indijskom orahu. Koli¢ine Fe i Cr u
ispitivanim uzorcima su dovoljne da doprinesu dnevnoj potrebi ljudi prema ovim
mikronutrijentima (Tabela 8.) a da ne izazovu bilo kakvu opasnost od trovanja ovim elementima
a obzirom na Cinjenicu da mogu, iako esencijalni, da budu i potencijalno toksi¢ni. Koncentracija
bakra krece se od 8,392 (leSnik) do 28,57 pg/g (indijski orah). SadrZaj Cu u uzorcima kikirikija i
bademaiz Italije je 10 ug/g odnosno 20 ug/g Sto je u skladu sa sadrzajima detektovanim kod iste
vrste uzorka u ovom radu. Koncentracija bakra u uzorcima leSnika poreklom iz Turske je od 1 do
9 ug/g a u lednicima iz Spanije od 14 do 17 pg/g. U odnosu na lednike iz ovih zemalja, uzorci
leSnika nabavljeni na podrucju grada NiSa imaju oko 8 pg/g Cu, Sto su sadrzaji koji su nizi u
odnosu na one koji su detektovani u leSnicima iz Spanije.

Sadrzaj cinka u uzorcima leSnika, oraha, pistacija i brazilskog oraha je gotovo isti i krece
se od 33,99 do 36,71 pg/g. Najveca koliCina Zn detektovana je u indijskom orahu i iznosi 59,33
Kg/g. Na osnovu sadrzaja ovog elementa u uzorcima jezgrastog voéa moze se zaklju€iti da su ovi
proizvodi dobar izvor Zn, ali treba reéi da na poviSeni sadrZaj ovog elementa u jezgrastom vocu,
mogu uticati kako zemljiSte koje je bogato cinkom tako i dubriva na bazi Zn koja se koriste
prilikom uzgagjanja ovih biljnih vrsta [111]. Selen je mikronutrijent koji je izuzetno znaCajan za
zdravlje ljudi usled svoje antioksidativne uloge u ljudskom organizmu i Cinjenice da nije
znaCajno zastupljen u namirnicama. U svim ispitivanim uzorcima jezgrastog voca detektovan je
Se, pri ¢emu je najveci sadrZaj ovog elementa odreden u orahu (0,9791 pg/g) i indijskom orahu
(0,9372 pg/g), dok je kod ostalih vrsta jezgrastog voca koliCina Se bila niZza i ujednacena.
Koncentracija Se u radu Moodley-ai sar. [112] je 36,1 pg/g dok je u studiji Perkh-ai saradnika
sadrzaj Se u brazilskom orahu 3,6 pg/g [113], Sto je za oko 50 odnosno 5 puta viSe nego u
uzorcima analiziranim u ovom radu. Ovakva odstupanja u sadrzaju selena u uzorcima Brazilskog
oraha su ngjverovatnije posledica sastava zemljista, jer, po istrazivanjima Yanga, sadrZaj Se u
Brazilskom orahu direktno zavisi od koliCine selena koja se nalazi u zemljiStu na kome se ova
biljna vrsta gagji [110]. Ovu konstataciju potvrduju sadrZaji Se u uzorcima brazilskog oraha koji
vode poreklo iz razliCitih zemalja Juzne Amerike (Brazil, Bolivija i Peru). Sadrzaj selena u
uzorcima brazilskog oraha je varirao od drzave do drzave (Tabela 21.). lako su koli€ine Se u
ispitivanim uzorcima jezgrastog voc¢a u ovom radu male, a s obzirom na Cinjenicu da je selen
element koji se inaCe retko nalazi u hranljivim namirnicama, ova vrsta voca i pored toga, moze
predstavljati dobar izvor selena u ishrani ljudi. Preporucena dnevna doza Se po pravilniku RS
(Tabela 8.) je 55 ug Sto samo potvrduje znaCaj upotrebe pojedinih vrsta jezgrastog voca u
ljudskoj ishrani.

Najvisi sadrzaj bora detektovan je u uzorcima leSnika i krece se od 48,36 do 50,53 pg/g,
dok je ngimanje ovog elementa bilo u uzorcima pistacija (od 10,72 do 11,41 ug/g). Odredeni
sadrzaj B u uzorcima leSnika u ovom radu je viSi oko 2 puta u odnosu na one sadrzaje koje su
drugi autori detektovali u leSniku poreklom iz Turske (Tabela 21.). Sadrzaji kobalta u
ispitivanim uzorcima su niski i ispod LOD-a primenjene metode. Najvise mangana odredeno je u
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uzorcima indijskog oraha a najmanje u brazilskom orahu. Sadrzaj ovog elementa u uzorcima
badema i leSnika poreklom iz Juzne Afrike je oko 8 puta (badem) odnosno 2 puta (leSnik) visi u
odnosu na sadrzaje koji su za ove uzorke detektovani u ovom radu. Sadrzaj nikla koji je
detektovan u uzorcima pistacija u ovoj studiji je priblizno isti sa sadrzajima koji su detektovani u
uzorcima ove vrste jezgrastog vocéa iz Spanije, dok su u ostalim ispitivanim uzorcima sadrzaji
ovog elemena bili viSi u odnosu na koli€ine koje su odredene u istim tipovima uzoraka ali
razliCitog geografskog porekla (Tabela 21.).

Tabela 20. Srednja vrednost sadrzaja neesencijalnih i toksic¢nih elemenata £SD (ug/g) zadva
razlicita proizvodaca u razli¢itim vrstama jezgrastog voca

Uzorak Al? As Cd Pb
3 1 206,9+1,0 nd nd 0,3286+0,0354"
=8
B 5 :
[ 2 209,2+2,3 nd nd 0,2937+0,0287
= 1 265,5+1,5 nd nd 0,5336+0,0218"
gl
T 5
- 2 269,7+2,2 nd nd 0,5096+0,0487"
2 1 642,063  0,2872+0,0071  0,1231+0,0047  0,3721+0,0497
<
X 2 650,986  0,1008+0,0023°  0,0937+0,0031°  0,3617+0,0671°
e 1 230,5+0,5  0,0325+0,0011°  0,0478+0,0011°  0,2163+0,0063"
-% * * x
@ 2 234,9+1,7  0,0554+0,0013°  0,0672+0,0016°  0,2372+0,0057
o 1 151649 nd nd 0,4493+0,0049"
)% .
- 2 1378+14 nd nd 0,4157+0,0104
< 1 216,9+2,3 nd nd 0,1390+0,0334"
o} .
2 212,5+9,6 nd nd 0,1501+0,0572
- 1 3,883+0,081 nd nd 0,1278+0,0051"
[3+1
& 2 362240121 nd nd 0,1321+0,0141"

2 radijalno posmatranje plazme; * < LOD metode; nd — nije detektovan
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U ispitivanim uzorcima jezgrastog voca sadrzaj aluminijuma se krece od 3,622 pg/g u
pistaCiju do 1516 pg/g u leSniku. U ostalim uzorcima sadrZzaj Al je priblizno isti i kreCe se oko
200 pg/g. Razlika u sadrzaju ovog elementa izmedu pistaCija i ostalih uzoraka, moze biti
posledica Cinjenice da je pistaci, koji je analiziran, bio u ljusci koja ga je verovatno zastitila od
dodatne kontaminacije aluminijumom u toku proizvodnje, transportai pakovanja. Za razliku od
njega ostali uzorci nisu bili zasticeni svojom ljuskom, Sto je verovatno i dovelo do povecanja
sadrZaja ovog metala u toku procesa prerade i proizvodnje. Takode se uzorci jezgrastog vocéa
mogu pakovati i u ambalaznom materijalu od aluminijumske folije i tako pojaviti u prodaji.
Usled kontakta gotovog proizvoda sa ambalazom, a shodno vremenu kojem je proizvod u
aluminijumskoj foliji, mogu se stvoriti uslovi za kontaminaciju jezgrastog voca aluminijumom.
Najvise je aluminijumom kontaminiran uzorak leSnika i to u koliCini koja nije zanemarljiva, a
imajuci u vidu da je po nekim autorima gornja granica Al koja se sme uneti u organizam a da ne
bude toksiCan po ljude 6 mg/dan [114], moze se zakljuCiti da uzorci leSnika testirani u ovom
radu, u smislu koli€ine aluminijuma, mogu biti Stetni po ljudsko zdravlje.

Sadrzaj toksicnih elemenata kadmijuma i arsena u uzorcima brazilskog oraha, indijskog
oraha, lednika, oraha i pistaija nije detektovan, dok je u uzorcima Kikirikija i badema sadrzZaj
ova dva elementa ispod LOD-a primenjene metode (Tabela 20.). Zarazliku od ova dva elementa
olovo je detektovano u svim ispitivanim uzorcima jezgrastog voca pri ¢emu je njegov sadrZaj
ispod LOD-a primenjene metode. Prisustvo Pb u svim ispitivanim uzorcima samo je potvrdilo
Cinjenicu da je ovaj teSki metal, jedan od najzastupljenijih i najrasprostranjenijih kontaminanata
zivotne sredine. Kako toksicni metali kadmijum, arsen i olovo ili nisu detektovani u ispitivanim
uzorcima ili su im sadrzaji bili veoma niski, moZe se zakljuCiti da svi ispitivani uzorci jezgrastog
voca nisu Stetni i da su bezbedni zaljudsku ishranu.
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Tabela21. Literaturni pregled sadrZaja odredivanih makro i mikro elemenata u uzorcima jezgrastog voca izrazen u pg/g

Uzor ak
Badem
Badem
LeSnik
LeSnik
LeSnik
Orah
Orah
Orah
Kikiriki
Brazilski orah

Uzor ak
Badem
Badem
Badem
LeSnik
LeSnik
LeSnik
Kikiriki
Pistaci

Orah
Brazilski orah
Brazilski orah
Brazilski orah
Brazilski orah
Brazilski orah

Uzor ak
LeSnik

LeSnik
Badem

Orah

Orah
Brazilski orah

Por eklo
Italija
Juzna Afrika
Turska
Italija
Juzna Afrika
U.K.
u.s.
Italija
Italija
Juzna Afrika

Spanija
Italija
Juzna Afrika
Spanija
Juzna Afrika
Turska
Italija
Spanija
Italija
Brazil
Bolivija
Peru
Juzna Amerika
Juzna Afrika

Turska
Juzna Afrika
Juzna Afrika

UK.
us.
Juzna Afrika

M akr oelementi
Ca K Mg Na Lit.
2620+40 - 24004 - [115]
5392,4+57,2 - 5424,1+51,7 - [112]
788-925 5270-8950 1180-1440 610-860 [116]
1310+20 - 1700+2 - [115]
2880,2+35,9 - 4833+56,2 - [112]
1050 5780 2380 2830 [117]
432-1050 5780-6900 1740-2380 2830-4720  [117]
76015 - 1600+30 - [115]
650+10 - 1600+50 - [115]
7432,8+10,2 - 9678,5+68,5 - [112]
Mikroelementi
Cr Cu Fe Mn Ni Se Zn
0,4-0,5 10,5-12,6 40, 3-48,7 - 0,2-0,5 - 27,9-50
- 20+0,0 14+1 - - - 60+3
0,94+0,14 23,74+0,04 71,54+0,36 25,86+0,48 - 0,0039+0,0007 49,72+0,09
0,4-0,45 14-17,2 13,3-19,9 - 0,3-0,5 - 38-45,6
1,74+0,12 59,14+0,06  71,58+1,13 128,04+1,56 - n.d. 54,26+0,22
- 1-9 20,5-25,6 17,7-158 - - 17,1-24,4
- 1+0,1 60+1 - - - 40+2
0,4 5,6-10,3 70-75,6 - 0,1-0,3 - 30,2-36,7
- 20+0,2 70+£3 - - - 40+4
- - - - - 3,6£04 -
- - - - - 1,610,1 -
- - - - - 6,5+0,5 -
- - - - - 20,2+1,4 -
1,34+0,19 59,44+051 74,26x0,46  3,40+0,21 - 36,1+0,4 110,31+1,25
Mikroelementi
Al As B Sn Lit.
- - 13,9-21,4 - [119]
- 0,024+0,002 - - [112]
- 0,013+0,004 - - [112]
11 0,01 14 0,03 [117]
- <0,05 - - [117]
- 0,017+0,002 - - [112]

Lit.
[118]
[115]
[112]
[118]
[112]
[116]
[115]
[118]
[115]
[113]
[113]
[113]
[113]
[112]




Uporedivanjem rezultata dobijenih za sadrzaj detektovanih elemenata u ovom radu sa
rezultatima iz literaturnog pregleda jasno se mozZe uoCiti da postoje odredene varijacije u
sadrzajima svih odredenih elemenata. Posledica toga moze biti razliCito geografsko poreklo
ispitivanih uzoraka, primenjeni tretmani u postupku gajenja biljaka, razliCite sposobnosti biljaka
ka usvganju pojedinih elemenata kao i razliciti postupci prilikom prerade, pakovanjai transporta
finalnog proizvoda.

3.1.5 Statisticka obrada dobijenih rezultata odredivanja sadrzaja metala u
uzorcima jezgrastog voca

Jednofaktorskom analizom varijanse ispitan je uticaj vrste jezgrastog voca na sadrZaj
detektovanih makro i mikro elemenata. Utvrdena je statistiCki znaCajnarazlika na nivou p<0,05 u
sadrZajima odredenih elemenata u svim ispitivanim uzorcima jezgrastog voca (Tabela | Prilog
[1). Naknadna poredenja pomocCu Tukey-ovog HSD testa ukazuju da izmedu uzoraka indijskog
oraha i badema u sadrzaju magnezijuma ne postoji statiticki znaCajna razlika (p=0,107) kao ni
kod uzoraka leSnika i oraha (p=0,160). Takode, sadrZaj olova kod uzoraka pistacija i oraha se
znacajno ne razlikuje (p=0,689). Odredeni sadrzaj selena se statisticki znaCajno ne razlikuje kod
uzoraka brazilskog oraha i kikirikija (p=0,683), brazilskog orahai badema (p=0,536), brazilskog
oraha i leSnika (p=0,109) kao i kod uzoraka kikirikija i lesnika (p=0,813). Znacajna razlika u
sadrZaju cinka ne postoji kod uzoraka lesnika i oraha (p=0,615), leSnika i pistacija (p=0,921)
kako ni kod uzoraka pistacija i oraha (p=0,994) (Tabelall Prilog Il).

Kako u sadrZaju gore navedenih elemenata nije uoCena statistiCki znacajna razlika, a na
osnovu primenjenih statistickih testova, moze se zakljuiti da pojedine vrste jezgrastog voca
imaju priblizno isti sadrZaj pojedinih elemenata (Mg, Pb, Se i Zn). To bi znacilo, da bi u smislu
dnevne nadokande Mg, Pb, Seili Zn, bilo svejedno koju ¢emo vrstu gore pomenutog jezgrastog
voca koristiti. Sa druge strane, kako za ostale elemente u ispitivanim uzorcima jezgrastog voca
postoji statistiCka znaCajna razlika u njihovim sadrzajima, moze se zakljuciti da ¢e svaka vrsta
voCa, imati drugaciji uticaj na nadoknadu dnevnih potreba prema pojedinim nutrijentima.

Primenjenim t-testom ispitan je uticaj razliCitih proizvodaca u okviru iste vrste jezgrastog
voca na sadrZaj detektovanih mikro i makro elemenata. Rezultati primenjenog t—testa su pokazali
da kod uzoraka brazilskog oraha, samo u sadrzaja izmedu Cu, K, Mg i Pb ne postoji statisticki
znaCajna razlika (p>0,05) (Tabela 11l Prilog 11). To znaCi da se uzorci brazilskog oraha nabavljeni
od dva razliCita proizvodaca statistiCki ne razlikuju u sadrzaju ova Cetiri elemenata. Kod uzoraka
indijskog oraha, od dva razliita proizvodaca, jedino statistiCki znaCajna razlika ne postoji u
sadrzaju selena (p=0,112). Znacajna razlika ne postojii za Mg, Pb i Se kod uzoraka kikirikija
(p>0,05), dok kod uzoraka badema jedino kod Cu ne postoji statistiCki znaCajna razlika
(p=0,046). Kod uzoraka lesnika znaCajna razlika nije nadena kod Ca (p=0,604) i Se (p=0,341)
(Tabela VII Prilog I1). Sadrzaji Ca (p=0,709), Mg (p=0,162) i Pb (p=0,374) nisu se statisticki
znacajno razlikovali kod uzoraka oraha, a kod pistacija znaCajna razlika nije bila nadena jedino
zaPb (p=0,067) (Tabelalll Prilog II).

Na osnovu dobijenih rezultata t-testa za sadrzaj detektovanih elemenata u okviru iste grupe
uzorka ali od razliCitog proizvodacCa, moze se zakljuciti da generalno postoji statisticki znaCajna
razlika u sadrzaju vecine odredenih elemenata. T-test je pokazao da postoji uticaj proizvodaca, u
okviru iste grupe uzorka jezgrastog voca, na sadrzaj detektovanih makro i mikro nutrijenata.
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3.2 Optimizacija, validacijai primena | CP-OES metoda
odredivanja sadrzaja metala u uzorcima zitarica, brasna i

hleba

3.2.1 |CP-OES optimizacija-evaluacija robusnosti induktivno kuplovane plazme

Pri utvrdivanju robusnih uslova plazme za razvoj metoda kvantitativnog odredivanja
metala u uzorcima zitarica, brasna i hleba, radni parametri instrumenta koji su odrzavani
konstantnim su dati u Tabeli 22, a intenziteti analitickih linija za jonsku i atomsku traku Mg
(Mg(ll) i Mg(l)) sa pripadajuim standardnim devijacijama i relativnim standardnim
devijacijamakao i odnos tih intenziteta u Tabeli 23.

Tabela22. Operativni uslovi zainstrument iCAP 6000 ICP-OES

Brzina pumpe zaispiranje 100 rpm
Brzina pumpe zaanalizu 50 rpm
Protok gasa za rasprsivanje 0,7 l/min
Protok gasa za hladenje 12 1/min
Protok pomoc¢nog gasa 0,51/min
Pravac posmatranja plazme aksijani/radijani
Vremeispiranja 30s

Tabela 23. Utica RF snage generatora na odnos intenziteta emisionih linijaMg(l1) i Mg(l)

RF snaga int?z?’fgtlJrr“SD RSD Rdativni intenzitetxSD  RSD ' Odnps
(W) Mg(I1) 280,270 nm (%) Mg(l) 285,213 nm (%) intenziteta
750 202802444 12,05 10070£750 7,448 2,014
950 90216+3046 3,376 22966890 3,875 3,928
1150 151866+1666 1,097 34660+758 2,187 4,382
1350 168864+2095 1,241 42708+844 1,976 3,954

Iz dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je, kao i kod metode odredivanja sadrZaja
metala u jezgrastom vocu, najveéi odnos intenziteta ispitivanih emisionih linija pri RF snazi
generatora od 1150 W, Sto je inaCe i preporucena snaga za razblazene vodene rastvore srednje
kiselosti. Takode, rezultati pokazuju da plazma manje robusnosti pokazuje i slabiju ponovljivost,
odnosno manju preciznost merenja kroz vecu vrednosti RSD-a €ak i do 12%.

3.2.2 lzbor emisionih linija-parametri kalibracionih pravih

Parametri kalibracionih pravih: talasna duzina emisione linije (A), limit detekcije (LOD),
limit kvantifikacije (LOQ), korelacioni koeficijent (R?), odsecak (b), nagib (m) i RSD (%)
prikazani u Tabeli 24 odredeni su koris¢enjem multielementnih standardnih rastvora
koncentracija 2,00 i 5,00 ppm. Za svaki odredivani element su iz tzv. biblioteke talasnih duzina
selektovane Cetiri najosetljivije. Optimalna talasna duZina odnosno talasna duzina sa najmanje
spektralnih interferencija i najmanje efekata matriksa uzorka izabrana je poredenjem odnosa
nagiba dve kalibracione prave, jedne iz standardnih rastvora i druge dobijene spajkovanjem
standarda rastvorom uzorka. U Tabeli 24 je dat takode i odnos tih nagiba. Od Cetiri talasne
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duzine izabrana je ona kod koje je odnos ovih nagiba najmanje odstupao od 1,00. Nakon izbora
najpogodnije talasne duZine, a u postupku kvantitativnog odredivanja, izvrSena je manuelna
korekcija pozadine za svaku od odabranih linija u cilju postizanja $to veceg odnosa intenziteta
signala koji potice od analita i signala pozadine.

Tabela 24. Parametri analitiCkih kalibracionih pravih: analiticka talasna duzina (A), limit
detekcijei kvantifikacije (LOD i LOQ), korelacioni koeficijent (R?), odsegak (b), nagib (m),
prosecna RSD za repetabilnost merenja rastvora za kalibraciju i odnos myg/mMyzorak

A LOD LOQ ) RSD Odnos
Element  (m)  (om) _ pm R b M%) MM

Al 396,152 0,4209 1,403 0,998595 2,24 2010 0,24 0,94
As 228,812 0,008 0,3024 0,997882 0,88 1232 3,22 1,28
B 249,773 0,2734 09112 0,999407 64,20 11080 1,44 1,14
Ca 393,366 0,6260 2,089 0996892 24,18 7886 9,72 0,96
cd 228,802 0,0936 0,3118 0,999857 8,86 4560 2,77 0,90
Co 230,786 0,1468 04888 0,099983 -1,20 1208 3,68 1,22
Cr 357,869 0,1348 04495 0,999856 14,64 3122 3,55 0,91
Cu 324754 02648 0,8827 0,999443 3224 4508 6,24 1,11
Fe 259,940 0,1252 04172 0,999876 1,88 2014 8,02 1,08
K 766,490 0,9613 3,204 0,098535 88,98 12840 0,14 1,06
Mg 279,553 0,1963 0,6543 0,099694 120,22 445876 0,45 0,98
Mn 259,373 0,6165 2,055 0,096993 -0,80 886 3,26 0,94
Mo 202,030 0,0188 0,0628 0,099946 1,64 1350 0,44 1,26
Na 588,095 04374 1,456 0998484 -1,20 5084 4,18 0,96
Ni 341,476 02047 0,6816 0,998363 16,20 4004 4,04 0,90
Pb 220,353 0,1822 0,6069 0,099998 1,08 244 1,87 0,91
Se 196,090 0,0192 0,0641 0,999990 0,66 506 0,28 1,30
S 241,611 01577 05257 0,099960 4824 5422 1,14 1,10
Zn 213,856 0,2138 0,7127 0,999673 8,98 0434 1,08 1,08

*srednjavrednost tri merenja

Ocigledno je najosetljivija analiticka linija za Mg na 279,553 nm a najmanje osetljiva za
Pb, Se i Mn. Limit detekcije se krece od 0,0188 ppm za Mo do 0,9613 ppm za K a RSD od
0,14% do 9,72%. Rezultati u tabeli pokazuju da je odnos nagiba dve kalibracione prave izmedu
0,90 zaNi i Cd do 1,30 za Se odnosno da je najveci uticaj matriksa kod elemenata kojih inace i
ima ngjmanje u uzorcima (As, Cd, Cr, Mo, Ni, Pb i Se) ili suto emisione linije bliske emisionim
linijama drugih elemenata kojih ima znacajno u uzorcima.

3.2.3 Evaluacijatacnosti i preciznosti

TaCnost i1 preciznost predlozenih metoda ispitana je odredivanjem sadrzaja svakog
anadiziranog elementa pri prethodno definisanim optimalnim uslovima i uporedivanjem te
vrednosti sa deklarisanom koncentracijom od strane proizvodaca koris¢enog standarda. Za ovaj
deo validacije metode odredivan je sadrZaj svakog ispitivanog elementa koriSenjem rastvora
multielementnog standarda koncentracije 3,00 ppm za sve elemente sem za K i Si za koje je
deklarisana koncentracijaiznosila 15,00 ppm. Rezultati su prikazani u Tabeli 25.
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Tabela 25. Tacnost i preciznost odredivanja ispitivanih elemenata predlozenim metodama

Nadena vrednost Tadnost? Preciznost®
Element 1 <D (ppm)  Recovery (%) RSD (%)
Al 3,098+0,068 103,3 2,2
As 2,802+0,088 93,4 31
B 3,088+0,022 102,9 0,7
Ca 2,894+0,046 96,5 1,6
Cd 2,878+0,083 95,9 29
Co 2,882+0,038 104,1 1,3
Cr 2,888+0,066 96,3 2,3
Cu 3,114+0,088 103,8 2,8
Fe 3,118+0,058 103,9 1,9
K 14,55+0,38 97,0 2,6
Mg 2,921+0,072 97,4 2,5
Mn 3,248+0,088 108,3 2,7
Mo 3,222+0,104 107,4 3,2
Na 2,898+0,098 96,6 34
Ni 2,898+0,102 96,6 35
Pb 3,100+0,102 103,3 3,3
Se 2,844+0,068 94,8 2,4
S 15,68+0,28 104,5 1,8
Zn 3,142+0,022 104,7 0,7
2Recovery= 1100 PRSD = <D -100
m X

Tacnost odredivanja ispitivanih elemenata predlozenim metodama se krece od 93,4% za
Asdo 108,3% zaMn apreciznost od 0,7% zaB i Zn do 3,5% zaNi.

3.2.4 Sadrzaj ispitivanih makro i mikro elemenata u razliCitim uzorcima zrna
Zitarica, brasnai hleba

Zitarice, bra3no i hleb predstavljaju, direktno ili indirektno, jednu od osnovnih
komponenti ljudske ishrane, pa je i njihov uticaj na zdravlje ljudi veliki. Zbog znacaja koje ove
namirnice imaju u ljudskoj ishrani, potrebno je znati njihov mineralni sastav koji je i direktan
indikator hranljive vrednosti ovih proizvoda kao i eventualnog zagadenja ovih proizvoda kao
posledica zagadenja zivotne sredine ili posledica primenjenih agrotehnickih mera.

Danas je na trziStu zastupljen veliki broj razliCitih vrsta Zitarica, brasna i hleba, pa je cilj
ispitivanja pojedinih vrsta ovih proizvoda bio procena njihove hranljive vrednosti u smislu
sadrzaja makro i mikro elemenata. Takode je i uporedivan sadrZaj odredenih elemenata u
zZitaricama kao osnovnom, i brasnu i hlebu kao finalnim proizvodima od Zitarica, da bi se videlo
dali postoje korelacije u sadrzajima detektovanih elemenata izmedu ovih tipova uzoraka. U cilju
provere uticaja lokaliteta na kome se zitarice uzgajaju a na sadrzaj makro i mikro elemenata,
uzorci zrna Zitarica su nabavljani sa dva razliCita lokaliteta. Jedan lokalitet je predstavljalo manje
gazdinstvo u ruralnom podrucju u okolini Babusnice, gde se Zitarice gaje u manjim koliCinama
za sopstvene potrebe, a drugi, vece gazdinstvo, u okolini Toponice, na kome se vrsi industrijsko
gajenje Zitarica i taj lokalitet je u blizini industrijske zone i veCih saobracajnica. Lokaliteti su
birani tako da bi se utvrdilo da li blizina industrijske zone i veCih saobracajnica kao i primenjene
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agrotehnicke mere, utiCu na sadrzaje pojedinih detektovanih elemenata u uzorcima ispitivanih

vrsta zitarica.

U ovom radu je analizirano 6 razliCitih vrsta zitarica (zrno), 5 vrsta brasna i 6 vrsta hleba.

Uzorci brasna i hleba su nabavljeni od po dva razlicita proizvodaca prisutnih na nisSkom trzistu.

Primenom robusnih i optimanih uslova plazme razvijene metode su primenjene za
odredivanje sadrZzaja 19 elemenata u uzorcima Zitarica, brasna i hleba. U Tabelama od 26 do 34
je, za svaki od uzoraka, prikazana srednja vrednost sadrzaja elemenata od tri uzastopna merenja
+ standardna devijacija (SD) za dva lokaliteta (Zitarice) i od dva razliCita proizvodaca (brasno i
hleb) au Tabelama od 36 do 38 pregled literaturnih podataka.

Tabela 26. Srednja vrednost sadrzaja makro elemenata =SD (Lg/qg)
sa dva razliCita lokaliteta u uzorcima pojedinih vrsta Zitarica

Uzorak ca K? Mg? Na®

3 Babusnica 159,1+0,8 17495 316,7+4,6 257,2+3,1
o Toponica 171,2+1.3 162617 337,26,3 240,9+6,4

Babusnica  240,1+0,4 2121+12 332,4+2,1 342,9+1,7
;

Toponica 227,3+4,1 1994+10 353,718,1 322,7+3,3

Babusnica 172,315 2554+15 314,729 226,9+6,6
3
24

Toponica 187,2+4,6 2361+17 296,3+6,8 238,7+4,7
e Babusnica 116,61+0,4 2095+17 387,849 277,7+2,3
” Toponica 124,1+4,1 2120+24 365,3t2,5 252,8+3,5
N Babusnica 191,6+1,2 1913+23 261,9+2.8 239,3+0,8
X Toponica 179,4+4.6 1839+18 284,7+3,3 261,9+4,7
« Babusnica 113,1+0,3 2628+16 409,6+2,2 189,8+1,9
©
=
= Toponica 126,2+0,4 2455+19 390,8+1,8 194,4+2,1

& radijalno posmatranje plazme
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Iz Tabela 26, 29 i 30 se moze videti da, kada se uporede detektovani sadrzaji makro i
mikro elemenata u istom tipu Zitarica ali sa razliCitog lokaliteta, postoji razlika u koncentraciji
pojedinih grupa el emenata.

U grupi odredivanih makro elemenata (natrijum, kalijum, kalcijum i magnezijum) u
ispitivnim Zitaricama, moze se videti da postoji izvesna varijacija u njihovim sadrzajima u
zavisnosti od lokaliteta uzorka, ali to odstupanje ne pokazuje pravilnost prema lokalitetu (Tabela
26.). U nekim uzorcima detektovani sadrZaj makro elemenata bio je veci na lokalitetu Babusnice
za jedan tip Zitarica dok je za drugi tip Zitarica sadrzZaj tih istih makro elemenata bio veci na
lokalitetu Toponice. Zbog takve nejednake raspodele, moze se zakljuciti da lokalitet na kome se
uzgajgju Zitarice kao i primenjene agrotehnicke mere mogu uticati na razliCite sadrzaje Ca, K,
Mg i Na u meri u kojoj tih metala ima u zemljiStu a prema sposobnosti biljke da ih apsorbuje.
Naime, razliCite biljke razliCito usvajaju razliCite metale iz zemljista i vode od korena ka plodu a
prema tzv. bioloSkim koeficijentima (odnos koncentracije nekog elementa u pojedinim delovima
biljke, odnosno odnos sadrzaja u zemlji i u pojedinim delovima biljke) [120, 121].

Tabela 27. Srednja vrednost sadrzaja makro elemenata =SD (Lg/qg)
u uzorcima razlicitih vrsta brasna od dva razlicCita proizvodaca

Uzorak ca® K? Mg? Na®
a 1 118,4+0,4 804,3+14,6 137,0£1,8 127,122
c8
ol
m 2 107,2+0,4 812,7+23,1 124,9+21 113,7+1,8
o 1 131,9+0,1 937,4+4,8 167,3+1,1 137,2+4,1
o8
oll'g)
o 2 140,2+0,1 950,3+5,4 179,6+£1,4 141,3+3,6
e g 1 166,2+0,4 1730+13 322,7+39 163,7+2,1
° 5
8 2 2 172,6+0,4 1679+15 330,624 176,4+3,2
g 1 163,9+0,5 1555+11 289,7+2,9 127,2+1,1
=)

!

i 2 166,3+0,3 1509+8 273,6x1,3 134,1+3,1
e 1 219,8+0,3 2558+14 508,6+£2,5 140,0+3,2
3,

o]

T 2 222,6+0,7 2476127 486,3+3,2 143,0+2,4

& radijalno posmatranje plazme

Najveci sadrzaj iz grupe makro elemenata u uzorcima zrna Zitarica odreden je za kalijum i
kreCe se od 1626 pg/g kod pSenice do 2628 ug/g kod uzoraka heljde. SadrZaj magnezijuma se
kreée od 261,9 pg/g (kukuruz) do 409,6 ug/g (heljda). Najnizi sadrzaj od svih detektovanih
makro elemenata u uzorcima zrna Zitarica je odreden za kalcijum i kre¢e se od 113,1 pg/g
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(heljda) do 240,1 pg/g (ovas). Najveci sadrzaj K a najmanji Ca u ovom tipu namirnica potvrduju
i literaturni podaci dati u Teorijskom delu. Kod uzoraka braSna moze se zapaziti da je sadrZaj
svih makro elemenata znatno nizi u odnosu na koncentracije ovih elemenata koje su odredene u
zrnu ispitivanih Zitarica, $to moZe biti posledica toga Sto se u procesu proizvodnje brasna ne
koriste svi delovi zrna Zitarice, Sto ima direktan uticaj i na sadrzaj makro elemenata u brasnu
[122]. Ova razlika u sadrZzajima se najbolje moZe uoCiti ako se uporede koncentracije makro
elementa u uzorcima razliCitog tipa psenicnog brasna. 1z Tabele 27 se moze videti da je najvise
ovih elemenata detektovano u brasnu od celog zrna pSenice u odnosu na belo brasno tip 500 i tip
400. Takode su sadrzaji ovih elemenata u zrnu pSenice bili priblizno isti sa onima koji su

detektovani u brasnu od celog zrna pSenice.

Tabela 28. Srednja vrednost sadrzaja makro elemenata =SD (Lg/g)
u uzorcima razlicitih vrsta hleba od dva razlicita proizvodaca

Uzorak ca® K? Mg? Na®
1 142,8+04 808,9+41  1645+32 655650
=
o
2 1365+04 814,3+123 171,1+6,4 6288+112
— 1 1652+0,8 899,7+67 309,1+6,2 8598+143
© 2 1572+02 8743+54 3164+41  8652+110
1 1231+08 7525+7,4 177,6£2,1 6617+122
=
O
2 1294+04  771,9+9,1  181,3+9,3 6803+134
= 1 1191#06 724,9+44  164,3t24 7198483
S
€ 2 1216404 7323+54 1663:81  7067+74
T 1 171,3+15 9331+59  139,0+14  8467+98
>
E
2 2 1674437 9594463  142,6+38  8252+101
IS 1 163,0+0,6 914,5+6,1  331,4+2,9 9432+162
S
© o
5'S
3 2 1596425 901,9+7,2  327,6+35 9289+129
o

@ radijalno posmatranje plazme

U uzorcima braSna sadrzaj makro elemenata prati raspored sadrZaja koji ovi elementi imaju
U zrnu Zzitarica pa tako najvise ima kalijuma pa magnezijuma, potom natrijuma i na krgu
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kalcijuma. U uzorcima hleba sadrzaji K, Mg i Ca su sli¢ni sadrzajima koje ovi elementi imgu u
uzorcima braSna od kojih je odredena vrsta hleba napravljena, sa izuzetkom Na, Ciji su sadrZaji u
hlebu znatno poviSeni u odnosu na sadrzaje ovog elementa koji su detektovani kako u zrnu
Zitarice tako i u brasnu. SadrZaj ovog makro elementa krece se od 6288 ug/g u belom hlebu do
9432 ug/g u hlebu od mesavine pSenice, razi i ovasa. Ovo moze biti posledica dodavanja soli kao
integralnog sastojaka prilikom proizvodnje hleba, Sto direkno utiCe i na poviSeni nivo
detektovanog Na u uzorcima hleba u odnosu na brasno i zrno Zitarica [122]. Pored soli prilikom
proizvodnje hleba, testu se dodaju sredstva za nadolaZzenje kao Sto su natrijum-bikarbonat i
kalcijum-karbonat, a u cilju konzervisanja mogu se dodavati natrijumove, kalijumove i
kalcijumove soli sirCetne, propionske i sorbinske kiseline [123]. Upotrebom navedenih aditiva i
konzervanasa u procesu proizvodnje hleba, mozZe se povecati sadrzaj kako Na tako i ostalih
makro elemenata.

Na osnovu odredenog sadrzaja makro elemenata u ispitivanim uzorcima u ovom radu, a
imajuci u vidu potrebne dnevne koliCine ovih makronutrijenata (Tabela 8.), moze se zakljuciti da
Zitarice, brasno i hleb sadrze makro elemenate u koncentracijama, koje su dovoljne da se
redovnom upotrebom brasna i hleba kao finalnih proizvoda od Zitarica u organizam moze unositi
deo neophodnih koli¢ina ovih nutrijenata.
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Tabela 29. Srednja vrednost sadrzaja mikro elemenata+SD (ug/Q)
sa dva razliCita lokaliteta u uzorcima pojedinih vrsta Zitarica

Uzorak B Co Cr Cu Fe Mn Mo Ni Se S zn
© Babusnica 1,002+0,001" 0,0545+0,0009" 0,0322+0,0009" 3,452+0,041 20,15+0,03 19,98+0,12 0,4521+0,0022 0,5171+0,0015  0,0728+0,0015" 23,18+0,49 14,00+0,02
- Toponica 0,1222+0,0161" 0,0341+0,0011" 0,1251+0,0015" 6,581+0,017 35,32+0,48 22,31+0,92 0,5872+0,0013 0,6223+0,0011° nd 19,56+1,33 36,21+9,78
Babusnica 0,3231+0,0013" 0,0192+0,0014" 0,0753+0,0007" 4,292+0,012 22,53+0,52 34,96+0,20 0,3744+0,0018 5,782+0,005 0,0412+0,0014" 11,76+0,17 23,40+0,08
8
3
Toponica 0,2828+0,0017" 0,0268+0,0013" 0,4854+0,0121° 7,581+0,152 28,71+1,14 29,51+0,86 0,4267+0,0011 5,201+0,004 0,0385:+0,0009 13,25+0,61 42,67+2,53
Babusnica 0,5812+0,0014" 0,0296+0,0014" 0,0824+0,0011" 3,282+0,013 12,18+0,19 9,142+0,012 0,4909+0,0043 0,4874+0,0014°  0,0602+0,0016°  7,572+0,191 14,74+0,06
3
o
Toponica 0,5511+0,0191" 0,0357+0,0012" 0,2612+0,0012" 6,734+0,271 20,02+0,51 11,63+0,13 0,3873+0,0026 0,5263+0,0017°  0,0373+0,0011°  5,224+0,172 29,17+1,18
Babusnica 0,9962+0,0012" 0,0159+0,0008" 0,0831+0,0013" 3,992+0,012 18,69+0,08 7,251+0,013 0,2924+0,0021 0,4591+0,0021°  0,0418+0,0014°  5,083+0,081 11,96+0,09
" Toponica 1,561+0,015 0,0136+0,0004" 0,7636+0,0181" 7,061+0,111 24,38+0,54 6,712+0,272 0,3817+0,0014 0,6271+0,0016" nd 6,122+0,211 30,02+1,14
N Babusnica 1,343+0,013" 0,0331+0,0016" 0,1152+0,0012" 3,452+0,013 21,32+0,41 8,931+0,017 0,1805+0,0040"  0,4239+0,0024" nd 10,64+0,40 18,42+0,12
X Toponica 1,781+0,017" 0,0487+0,0013" 0,6643+0,0131" 6,124+0,271 25,63+1,32 7,223+0,532 0,1653+0,0021°  0,3758+0,0017" nd 8,411+0,323 4351+2,74
< Babusnica 2,692+0,011" 0,0482+0,0008" 0,0861+0,0012" 5,492+0,012 18,23+0,12 8,554+0,052 0,2709+0,0036" 4,077+0,004 nd 6,752+0,261 13,90+0,06
=]
._g
Toponica 2,912+0,120" 0,0364+0,0017" 0,1831+0,0015" 8,412+0,363 22,76+0,34 9,132+0,661 0,2551+0,0025" 4,229+0,002 nd 8,613+0,441 31,76+3,58

6

" < LOD metode; nd — nije detektovan



Za razliku od makro elemenata, pravilnost u odstupanju u sadrzaju detektovanih mikro
elemenata u ispitivanim Zitaricama a prema lokalitetu, zabeleZzena je za sledeCe metale: Fe, Zn,
Cu, Pb i Cd. Sadrzaj gvozda se na podrucju Toponice, za sve ispitivane vrste Zitarica, krece od
20,02 do 35,32 ug/g Sto je oko 20 do 50 % viSe, prema vrsti Zitarica, u odnosu na sadrZaje ovog
elemenata koji su detektovani na podrucju Babusnice. Razlika u sadrzaju detektovanog gvozda
na istom lokalitetu Toponice, a u drugom tipu Zitarica moZze biti posledica razliCite sposobnosti
ovih biljnih vrsta ka usvgjanju ovog metala. Tako je najveci sadrzaj Fe na podru¢ju Toponice
detektovan kod zrna pSenice a najnizi u zrnu razi (Tabela 29.). Sadrzaj cinka na lokalitetu
Toponice se u uzorcima Zitarica krece od 29,17 do 43,51 pg/g abakra od 6,124 do 8,412 pg/g. U
radu Skrbi¢ i Onija[124] sadrZaj ova dva elementa u uzorcima zrna psenice se kretao od 26,6 do
44,3 ng/g za Zn odnosno od 3,61 do 7,64 ug/g za Cu, Sto je u skladu sa vrednostima koji su u
ovom radu i detektovani u zrnu pSenice. PoviSeni sadrZzaji ova dva elementa (Zn i Cu) u svim
ispitivanim vrstama zitarica na lokalitetu Toponice u odnosu na lokalitet Babusnice mogu biti
posledica koris€enja agrotehniCih mera (dubriva i pesticidi) koji su na bazi jedinjenja cinka i
bakra, jer oblast Toponice predstavlja gazdinstvo na kome se vrsSi industrijska proizvodnja
Zitarica pa je i upotreba ovih mera na ovom lokalitetu ucestalija nego u oblasti Babusnice.
NajceSce se kao neorganska dubriva koriste cink-oksid, cink-sulfat i helatni kompleksi cinka,
bakar(I1)-hlorid i bakar(ll)-sulfat dok se kao pesticidi koriste cink-hlorid i cink-acetat, bakar-
amonijum-karbonat i bakar-hidroksid [125, 126].
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Tabela 30. Srednja vrednost sadrzaja neesencijalnih i toksi¢nih elemenata £SD (pg/g) sadva
razliCita lokaliteta u uzorcima pojedinih vrsta Zitarica

Uzorak Al As Cd Pb
S Babusnica  57,42+0,06 nd 0,0408i0,0009* nd
8 Toponica 68,52+0,24 nd 0,2381+0,0012°  0,3581+0,0012°
Q Babusnica 103,1+0,9 nd 0,0265+0,0008" nd
>
¢ . R
Toponica  98,24+3,36 nd 0,1781+0,0011°  0,2342+0,0008
Babusnica  38,60+0,63 nd 0,0329+0,0008" nd
)é:NU
Toponica  42,26+2,15 nd 0,1987+0,0003°  0,6223+0,0012°
e Babudnica  70,94x0,13 nd 0,0195+0,0014" nd
(1]
Q
(3]
"~ Toponica  65,72+0,67 nd 0,0995+0,0017°  0,5732+0,0006
N  Babusnica  76,71+0,32 nd 0,0378+0,0016" nd
4 Toponica  69,22+3,47 nd 0,2167+0,0015" nd
s  Babudnica  4353+0,37 nd 0,0198+0,0008" nd
©
T .
T Toponica 57,61+0,23 nd 0,1264+0,0012 nd

" < LOD metode; nd — nije detektovan

U svim ispitivanim uzorcima zrna Zitarica, na oba lokaliteta, detektovano je prisustvo
teSkog metala kadmijuma u koliCinama koje su bile ispod LOD-a primenjene metode. Moze se iz
Tabele 30 videti da su koncentracije Cd u uzorcima koji poticu sa lokaliteta Toponice za oko 10
puta vece nego one koje su odredene u uzorcima zrna Zitarica sa lokaliteta Babusnice. Ovakva
razlika u sadrZaju detektovanog kadmijuma u istoj vrsti Zitarice a sa razliCitog lokaliteta,
potvrduje da izduvni gasovi iz industrijskih postrojenja i motornih vozila mogu dovesti do
povecanja sadrzaja ovog kontaminanta u Zitaricama. Skrbi¢ i Onija su takode pokazali da
koliCina kadmijuma koju su detektovali u uzorcima zrna pSenice zavisi od lokaliteta na kome se
ova biljna vrsta uzgaja [124]. Za razliku od kadmijuma, olovo nije detektovano u uzorcima
kukuruza i1 heljde, dok je u ostalim zitaricama ovaj metal detektovan jedino na lokalitetu
Toponice i to u koli€ini ispod LOD-a primenjene metode. Sadrzaj olova bio je veci u poredenju
sa sadrzajem kadmijuma u istom tipu Zitarice i na istom lokalitetu, Sto je u skladu sa rezultatima
Skrbié i Onije [124]. Sadrzaji olova i kadmijuma u ispitivanim uzorcima Zitarica jesu niski i
ispod propisanih koli€¢ina Pravilnikom RS [71], ali imajuci u vidu toksi¢an i kumulativan efekat
koji ovi metali mogu imati u ljudskom organizmu, neophodno je stalno pracenje i odredivanje
sadrzaja ovih metala u zitaricama.
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Tabela 31. Srednja vrednost sadrzaja mikro el emenata +SD (ug/Q)
u uzorcima razlicitih vrsta brasna od dva razliCita proizvodaca

Uzorak B Co Cr Cu Fe Mn Mo Ni Se S Zn

§ 1 0,2931+0,0011 0,1061+0,0016" 0,0312+0,0051°  1,563+0,024° 7,901+0,162  3,092+0,061° 0,4511+0,0038  0,2006+0,0016" nd 5,242+0,112  2,931+0,111
o

o

2 2  0,2682+0,0581 0,0929+0,0009" 0,0593+0,0023°  1,281+0,013°  8,262+0,353  2,773+0,262°  0,2000+£0,0024"  0,3201+0,0015 nd 6,032+0,181  2,583+0,212
§ 1 0,2713%0,0012 0,1100+0,0016" 0,0702+0,0017°  2,247+0,113°  10,30+0,41  5,584+0,015 0,3817+0,0032  0,6832+0,0024" nd 5,133+0,028  5,921+0,742
o

o

2 2 0,7912+0,0121" 0,1239+0,0009" 0,0862+0,0039°  2,633+0,017° 9,171+0,233  6,122+0,019 0,4254+0,0024  0,3599+0,0025"  0,1549+0,0016"  4,744+0,016  6,051+0,264
o, 1 0,6483+0,0011" 0,1354+0,0073" 0,0331+0,0013°  2,964+0,019°  15,06+0,77 13,66+0,42 0,2346+0,0039°  0,9018+0,0032°  0,0806+0,0015°  5341+0,122  10,35+0,32
5.2

c= 1,829+0,015 0,1526+0,0025" 0,0432+0,0015  3,121+0,131°  16,12+0,61 12,54+0,27 0,2126+0,0028"  0,7235+0,0018°  0,0732+0,0012°  6,221+0,472  11,27+0,43
e 1 0,5645+0,0027° 0,1202+0,0015" 0,0574+0,0016°  2,652+0,101°  14,51+0,33  5,023+0,014°  0,2159+0,0022"  0,9837+0,0022" nd 7,145+0,232  13,08+0,97
N

>

E

< 2 1,751+0,033" 0,1285+0,0007" 0,0312+0,0012°  2,147+0,029°  1537+0,59  4,723+0,122°  0,1936+0,0018"  0,8842+0,0017" nd 6,712+0,161  12,68+0,64
o 1 1,636+0,002" 0,0597+0,0014" 0,0774+0,0011°  4552+0,012  27,76x0,52 12,01+0,17 0,3333+0,0043 3,621+0,011 nd 7,794+0,113  10,58+0,63
[

=k

D

T 2 1,326+0,001" 0,0721+0,0011" 0,0683+0,0027°  4,284+0,015  26,12+0,67 11,67+0,22 0,3572+0,0036 3,884+0,015 nd 6,821+0,481  11,29+0,76

L6

" < LOD metode; nd — nije detektovan



Tabela 32. Srednja vrednost sadrzaja mikro e emenata +SD (ug/g)
u uzorcima razlicitih vrsta hleba od dva razlicita proizvodaca

Uzorak B Co Cr Cu Fe Mn Mo Ni Se S Zn

1 0,2151+0,0013" 0,0834+0,0012" 0,0371+0,0012" 1,351+0,012 5,893+0,231  2,241+0,019 0,3023+0,0024 0,2039+0,0018" 0,6523+0,0023 9,301+0,161 3,052+0,141
=
m

2 0,3812+0,0016" 0,0883+0,0015" 0,0862+0,0015 1,27240,015 5,662+0,322  2,762+0,121" 0,2845+0,0017  0,2174+0,0028" 0,6773+0,0017  8,892+0,231  3,171+0,019
_ 1 0,2012+0,0012" 0,2534+0,004" 0,0353+0,0011 2,241+0,013  14,92+0,17  6,753+0,026° nd 0,6189+0,0012 0,6224+0,0022 47,38+1,65 6,941+0,373
c
§

2 0,1733+0,0011" 0,2218+0,006 0,0541+0,0014" 2,174+0,012 15,62+0,31 5,274+0,013" nd 0,6304+0,0009" 0,5923+0,0016 45,17+2,32 7,032+0,611

1 0,1384+0,0024" 0,0350+0,0012" 0,0421+0,0013" 1,551+0,012 8,654+0,112 3,661+0,012° 0,4001+0,0018 0,5384+0,0013" nd 18,81+1,01 5,784+0,221
IS
(&)

2 0,6141+0,0019" 0,0283+0,0007" 0,0276+0,0021" 1,29240,011  9,271+0,341  3,023+0,017 0,3743+0,0021  0,5172+0,0005 nd 19,17+1,67 5,512+0,421
= 1 0,0442+0,0021° 0,1671+0,0022" 0,0823+0,0012 1,604+0,014  7,701+0,042  3,335+0,012" nd 0,4320+0,0022 nd 5,322+0,213  5,813+0,761
E
£ 2 0,1034+0,0015" 0,1458+0,0013" 0,1092+0,0111 1,473+0,012  6,961+0,073  3,871+0,016 nd 0,4783+0,0018" nd 5,061+0,321  6,031+0,441
g 1 0,1783+0,0012" nd 0,0801+0,0012 1,942+0,011  6,365+0,321  1,973+0,011 nd 0,5558+0,0035 nd 10,72+0,22 3,804+0,091
5
X
X 2 0,2644+0,0018" nd 0,0734+0,0012" 1,741+0,014 5,731+0,412  2,234+0,012° nd 0,5621+0,0027" nd 9,944+0,673 3,451+0,122

:é 1 1,551+0,004 nd 0,0981+0,0014" 2,527+0,018 13,43+0,79 5,071+0,143 nd 0,6595+0,0026" nd 42,16+£2,12 7,772+0,541
=

Qo

5'S

g 2 1,262+0,007" nd 0,1431+0,0012 3,081+0,192  11,57+0,92  4,851+0,111 nd 0,6247+0,0012 nd 39,54+6,12 7,311+0,321
K
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|z Tabele 29 se moze videti da je sadrzaj bakra, na podrucju Babusnice, u zrnu pSenice,
razi i kukuruza priblizno isti i kreCe se od 3,282 ug/g do 3,452 pg/g. Koli€ina ovog elementa je u
zrnu ovasa i heljde veéa i kreée se od 4,292 ug/g do 5,492 ug/g. Irina i saradnici [127] su u
uzorcima zrna pSenice detektovali 6,53 pg/g odnosno 4,99 ug/g Cu u zrnu razi, Sto je negde oko
1,5 puta viSe nego u ovom radu, dok su rezultati ovog rada u sadrzaju Cu priblizno isti sa
koncentracijom ovog metala odredenog u radu Skrbié¢ i Onije [124] gde se kretao oko 3,61 pg/g.
Sadrzaj Cu u uzorcima razlicitih tipova brasna je ispod LOD-a metode osim kod brasna od heljde
gde je detektovano oko 4,552 ug/g ovog metala. U uzorcima hleba sadrzaj Cu se krece od 1,272
Hng/g (beli hleb) do 3,081 pg/g (meSavina pSenice, razi i ovasa). Demirouz i saradnici [128] suu
svom radu detektovali oko 1,3 pg/g Cu u belom hlebu $to je u skladu sa naSim rezultatima. Bakar
spada u grupu esencijalnih elemenata, ali ako se unosi hranom u koncentracijama koje su vece od
preporucenih (1 mg), njegovo dejstvo moZe biti i Stetno. Zato je vazno da se prati sadrzaj ovog
metala u uzorcima Zitarica, brasna i hleba.

SadrZaj Fe je u ispitivanim uzorcima zrna Zitarica dosta ujednacen i krece se negde oko 20
Hg/g, jedino je kod raZi taj sadrzaj 12,18 pg/g. Skrbié i Onija[124] su detektovali od 53,1 do 165
Mg/g Fe, dok su Irinai saradnici [127] detektovali 53,61 g/g ovog elementa u uzorcima psSenice,
Sto je oko 2 puta viSe nego u ovom radu. Najveci sadrzaj gvoZzda u uzorcima brasna detektovan je
kod brasna od heljde i iznosi 27,76 pg/g, dok je najmanji sadrzaj Fe u ovoj grupi uzoraka
detektovan kod belog brasna tipa 400 i iznosi 7,901 ug/g. Najveci sadrzaj Fe je odreden u
uzorcima hleba od razZi i meSavine pSenice, razi i ovasa a najmanji u uzorku belog hleba. Kako je
sadrzaj ovog, u ishrani ljudi vaznog metala, najmanji u hlebu u poredenju sa zitaricama i
braSnom, mozZe se preporuCiti da se prilikom prozvodnje hleba vrsi njegovo obogacivanje
gvozdem koriS¢enjem celih zrna Zitarica ili nekim prirodnim proizvodima koji su bogati ovim
nutrijentom. Od biljaka koje su bogate gvozdem posebno se izdvajaju kopriva (Urtica dioica L.)
i Sarplaninski ¢aj (Sderitis scardica Griseb.). Ove biljne vrste kao i njihovi ekstrakti mogu se
dodavati hlebu ili braSnu u cilju obogacivanja ovih proizvoda od Zitarica, gvozdem. Na ovg
nacin se sadrzaj Fe u hlebu moze povecati i time zadovoljiti dnevne potrebe organizma za ovim
elementom, a takode se moZe izvrSiti prevencija pojave pojedinih bolesti, koje mogu nastati
usled nedostaka Fe u ljudskom organizmu, kao Sto je anemija. Radi boljeg usvajanja Fe, brasnu
se moZe dodavati i Sipurak (Cynosbati fructus), bilo u sirovom stanju ili kao ekstrakt. Proizvodi
od zitarica bi na ovaj nacin postali funkcionalna hrana, koji bi pored svoje hranljive vrednosti
imali i pozitivno dejstvo na zdravlje ljudi [129].

U analiziranim uzorcima zrna pSenice, razi i heljde sadrzaj Zn je priblizno isti i kreée se od
13,90 pg/g do 14,74 ugl/g, dok je najveCi sadrzaj ovog elementa detektovan u ovasu i iznosi
23,40 pg/g. Irinai saradnici [127] su uzorcima zrna pSenice detektovali 4 puta vise a u uzorcima
zrna raZi 3 puta viSe cinka Sto moze biti posledica lokaliteta na kome su uzgajani ispitivani
uzorci. Prisustvo ovog metala u zitaricama moze biti posledica sposobnosti da biljke akumuliraju
cink kako iz zemljista tako i preko upotrebljenih agrotehnicih mera (dubrivo i pesticidi) koje
sadrze jedinjenje ovog elementa [130]. Najmanje Zn u uzorcima brasna detektovano je kod belog
bradna tip 400 (2,583ug/g) dok je najviSe cinka odredeno kod brasna od kukuruza (13,08 pg/g).
Kod uzoraka hleba, najvise cinka odredeno je kod hleba od pSenice, razi i ovasa pri cemu je
sadrzaj ovog metala 7,772 pg/g.

Sadrzaj bora, kobalta i nikla je u ispitivanim uzorcima zitarica, brasna i hleba ispod LOD-a
primenjene metode, dok je sadrZaj Mn veci u Zitaricama u poredenju sa uzorcima brasna i hleba.
Prilikom tretmana Zitarica Cesto se koriste pesticidi na bazi manganovih jedinjenja (mangan-
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sulfat i mangan-oksid) [126], Sto ima za posledicu pojavu poviSenih sadrzaja ovog metala u
Zitaricama. Selen je element koji je u ispitivanim uzorcima Zitarica i njihovih proizvoda odreden
ili u niskim koncentracijamaili nije detektovan.

Tabela 33. Srednja vrednost sadrzaja neesencijalnih i toksi¢nih elemenata £SD(ug/g) u uzorcima
razliCitih vrsta brasna od dva razliCita proizvodaca

Uzorak Al As Cd Pb
a 1 3534+0,12 nd nd nd
° 8
ol
o 2 38,22+0,17 nd nd nd
a 1 42,59+0,17 nd 0,0364+0,0009 nd
°8
T W0
o0 2  41,37+0,26 nd 0,0296+0,0016" nd
e 4, 1 4988+0,11 nd nd nd
5.8
° &

m 0N
O < 2 5261+043 nd nd nd

% 1 58,79+0,20 nd 0,0151+0,0008" nd

>

E
2 2  56,22+0,37 nd 0,0142+0,0011" nd

) 1 19,37+0,34 nd 0,0247+0,0014" nd
=1
m *

T 2  21,04+0,34 nd 0,0215+0,0005 nd

" < LOD metode; nd — nije detektovan
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Tabela 34. Srednja vrednost sadrzaja neesencijalnih i toksicnih elemenata £SD (ug/g) u
uzorcima razliCitih vrsta hleba od dva razlicita proizvodaca

Uzorak Al As Cd Pb

1 17,91+0,10 nd 0,0427+0,0007" nd

-
m

2 2225017 nd  0,0306+0,0011° nd
- 1 2608t012 nd  0,0527+0,0013 nd
T 2 25714043 nd  0,0483:0,0009° nd

1 2645t033 nd  0,0570+0,0021 nd
=
6 *

2 2827061 nd  0,0483+0,0012 nd
= 1 2158019 nd  0,0636£0,0072 nd
E
€ 2 1975:043 nd  00581+0005°°  nd
§ 1 2673062 nd 0,0699+0,0013" nd
E;

2 2 2866:043 nd  0,0610+0,0009" nd

S 1 35214048 nd 0,0815+0,0007" nd

5E

c Z

)% = *

£ g 2 3734062 nd  00753:0,0005 nd
o

" < LOD metode; nd - nije detektovan

Aluminijum je metal koji spada u grupu neesencijalnih elemenata. U uzorcima Zitarica
sadrZaj Al se krece u rasponu od 38,60 ug/g (raz) do 103,1 pg/g (ovas). Irinai saradnici [127] su
prilikom odredivanja metala u razliCitim delovima pSenice, odredili sadrZzaj Al u zrnu pSenice od
17,9 ug/g Sto je negde oko 3 puta nizi sadrzaj nego u naSem radu. U ispitivanim uzorcima brasna
najnizi sadrzaj aluminijuma odreden je u brasnu od heljde i to 19,37 ug/g, dok je najvisi sadrZaj
ovog metala detektovan u brasnu od kukuruza - 58,79 ug/g (Tabela 33.). Sadrzaj Al u uzorcima
hleba krece se od 17,91 ug/g u belom hlebu do 37,34 pg/g u hlebu od mesavine pSenice, razi i
ovasa. Kada se uporede detektovani sadrzaji aluminijuma prema grupi ispitivanih uzoraka moze
se videti da sadrzaj ovog metala opada od zrna Zitarica preko brasna do hleba. Aluminijum koji
je detektovan u brasnu i hlebu pored toga Sto vodi poreklo od Zitarica koje predstavljaju njihovu
osnovu, takode moZe biti i posledica procesa proizvodnje i pakovanja ovih hranljivih proizvoda.

Toksicni elementi arsen i olovo u svim ispitivanim uzorcima braSna i hleba nisu
detektovani, dok je sadrZaj kadmijuma detektovan u pojedinim uzorcimaispod LOD-a metode.
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Uporedivanjem sadrzaja svih detektovanih elemenata u uzorcima belog brasna od pSenice
sa uzorcima brasna od celog zrna pSenice moZe se videti da je sadrZaj znatno nizi u obe vrste
belog braSna. 1z tog razloga se, u smislu hranljive vrednosti, preporuCuje upotreba tzv.
integralnog brasna u odnosu na razlicite tipove belog brasna.

3.2.5 Sadrzaj vlage u ispitivanim uzorcima brasna

U uzorcima brasna pored sadrzaja makro i mikro elemenata odreden je i sadrZaj vlage.
Odredivanje procenta vlage u brasnu je vazno, ne samo zbog procene njegove komercijalne
vrednosti, nego i zbog Cinjenice da ako nivo vlage prekoraCi propisane limite, povecava se
aktivnost enzima, Sto moze dovesti do nezeljenih procesa u samom brasnu koji ubrzavaju razvoj
mikroorganizama i gljivica Sto moZe dovesti do toga da brasno nece viSe biti dobro za upotrebu
[122]. Procenat vlage u ispitivanim uzorcima brasna dat je u Tabeli 35.

Tabela 35. Procenat vlage u ispitivanim uzorcima brasna

Brasno Vlaga (%)
Belo tip 400 11,19
Belo tip 500 11,06
Celo zrno psenice 10,67
Kukuruzno 10,16
Heljdino 11,03

Procenat vlage u uzorcima braSna se krece od 10,16 do 11,19 Sto je u skladu sa
pravilnikom RS koji propisuje maksimalnu vrednost vliage do 15 % [123].

102



0]

Tabela 36. Literaturni pregled odredivanih sadrzaja makro i mikro elemenata u uzorcima zitarica izrazen u pg/g

Uzor ak
Kukuruz
Ovas
PSenica
PSenica
PSenica
PSenica
Raz

Uzorak
Heljda
Ovas
PSenica
PSenica
PSenica
Raz
Kukuruz

Uzorak
Heljda
PSenica
PSenica
PSenica
Kukuruz
Raz

Poreklo
u.s.
Finska

Poljska
Norveska
Kina
Norveska

Slovenija
Svedska
Austraija
Kina
Srbija
Poljska
Austraija

Slovenija
Austrdija
Norveska
Srbija
Austraija
Norveska

M akr oelementi
Ca K Mg Na Lit.
28 900 85 1010 [117]
500+4 3970+1 1540+1 - [131]
363+0,4 - 1270+1,2 - [44]
331-610 3320-4100 1120-1400  69,8-436 [132]
7141301 2230+706 2020+390 60,5+14,6 [127]
978 13029 5320 - [133]
530+45 2510+260 1310+146 12746 [127]
M ikroelementi
Co Cr Cu Fe Mn Ni Se Zn
0,1+0,00002 0,1+0,0002 - 80,2+0,08 - 1,7+0,03 0,04+0,001  26,7+0,03
- - - 75+1,0 55+1,9 - - 46%0,2
<0,01-0,03 <0,035-0,03 12,4+0,20  134+2,12 111+1,68 0,6+0,05 - 82,3+1,42
- - 22,0 100,5 109,8 - - 86,3
- - 3,61-7,64 53,1-165 37,0-884 - - 26,6-44,3
- - 3,0+£0,003 - 25,2+0,03 - 0,2+0,001  20,9+0,03
- - 2,6+0,08 25,4+0,07  7,8+0,02 - - 24,5+0,07
Mikroelementi
Al As B Sn Lit.
- - - <0,001 [134]
0,3+0,01 - - - [136]
17,975 0,005+0,003  1,11+0,44 - [127]
- <0,05-0,162 - - [124]
1,6+0,03 - - - [136]
17,243,0 0,007+0,002  1,53+0,16 - [127]

Lit.
[134]
[135]
[136]
[133]
[124]
[137]
[136]




Tabela 37. Literaturni pregled odredivanih sadrzaja makro i mikro elemenata u uzorcima brasna izrazen u pg/g

M akr oelementi
Uzorak Poreklo Ca Mg Lit.
Kukuruz 10,8+0,03 2480+2,0 [44]
Ratfinisano 143:0,2 330465 [44]
0VSENno
Brasno ovas 512423 1530+0,9 [44]
celo zrno
Belo brasno 192+0,3 308+1,5 [44]
Belo brasno  Bugarska 230 270 [138]
Mikroelementi
Uzor ak Co Cr Cu Fe Mn Mo Ni Se Zn Lit.
Belo brasno  Bugarska - - - 16,3 - - - - 9,5 [138]
Belo brasno  Svedska <0,003-0,005 <0,01-0,01  1,5+0,04 10,3+0,24  5,3+0,32 - 0-0,2 - 6,5+0,27 [135]
Heljda Slovenija 0,1+0,0002 0,1+0,001 - 71,0£0,07 - - 0,9+0,01 0,03+0,0005 17,3+0,02 [134]
E\ffsgr‘]' SO Ausrdija - - 320003 12,9001 27,6:0,03 - - - 14,6:001 [136]
Brasno ovas -z stralija - - 3,740,002 533+0,07  54,8+0,09 - - - 27,9+0,01 [136]
celo zrno i}
Kukuruz Spanija - 0,03 - - - - 0,2+0,001 - - [139]
Kukuruz (;eéka 0,0025+0,0003 - 0,76£0,06 9,89+1,23 2,81+0,25 0,107+0,007 0,064+0,009 - 9,44+0,75 (127)
Raz Ceska 0,0030+0,0005 - 3,02£0,20 21,0£1,5 23,5t1,6 0,59+0,04 0,058+0,008 - 241+16  (127)
Mikroelementi
Uzor ak 5 Al As Sn Lit.
Belo brasno Spanija - 0,02+0,0002 - [140]
Belo braSno  Madarska - 0,02+0,0002 - [141]
Heljda Slovenija - - <0,01 [134]
RAINISANO A\ gralija 0,4£002 . : [136]
ovseno
Brasno ovas A \gralija  3,30,014 . . [136]
celo zrno
Kukuruz Audtralija 0,3+0,01 - - [136]
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Tabela 38. Literaturni pregled odredivanih sadrzaja makro i mikro elemenata u uzorcima hleba izrazen u pg/g

M akr oelementi
Uzor ak Poreklo Ca K Mg Na Lit.
Beli hleb U.K. 1460 - - - [45]
Beli hleb' u.s. 915+14,4  1630+39,1 398+22,3 5190+65,3 [117]
Beli hleb? u.s. 1030 1210 223 5180 [117]
Beli hleb Poljska 1380 - 192,4 - [142]
Kukuruzni hleb u.s. 1080 1360 186 4410 [117]
Razeni hleb u.s. 718 1640 364 6220 [117]
Hleb integralni Poljska 20,6 - 382 - [142]
Mikroelementi
Uzor ak Co Cr Cu Fe Mn Mo Ni Se Zn Lit.
Beli hleb U.K. 0,02 0,1 1,6 21 8 0,2 0,1 0,04 9 [45]
Beli hleb' u.s. - - 1,9+0,04  26,6+0,65 8,5+0,64 - 0,02+0,003 0,02+0,01 0,6-1,63 [117]
Beli hleb? u.Ss. - - <23 28,3 18,2 - 0,2 0.3 163  [117]
Beli hleb Poljska - - 1,0-21 14-30 8,2-23 - - - 8,8-17 [143]
Beli hleb Poljska - - 3,1 6,1 1,6 - - - 35 [142]
Beli hleb Turska - - 1,3-9,6 10,2-59,6 - - - - 6,0-18,8 [128]
Hleb integralni Poljska - - 12,2 12,5 8,6 - - - 10,5 [142]
Mikroelementi
Uzor ak Al As B Sn Lit.
Beli hleb U.K. 3,7 0,01 0,5 0,03 [45]
Beli hleb' u.s. - <0,04 - - [117]
Beli hleb? u.s. - <0,04 - - [117]
Kukuruzni hleb u.s - <0,04 - - [117]
Razeni hleb u.S. - <0,04 - - [117]

1i 2 razligite vrste belog hleba
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3.2.6 Statisticka obrada dobijenih rezultata odredivanja sadrzaja metala u
uzorcima zitarica, brasna i hleba

Kako je sadrzaj Fe, Zn i Cu pokazao pravilnost u odstupanju obzirom na lokalitet sa
kojeg su poticale zitarice, primenom t-testa ispitan je utica lokaliteta sa kojeg su poticale
Zitarice, na sadrzaj ova tri elementa. Rezultati primenjenog t-testa su pokazali da postoji
znacCajna statisticka razlika (p<0,05) u sadrzaju Fe, Zn i Cu u odnosu na lokalitete na kojima su
Zitarice uzgajane (Tabele IV Prilog II). Time je i potvrdeno da lokalitet na kome se uzgajaju
zitarice kao i primenjene agrotehniCke mere u toku njihovog razvoja utiCu na razlike u sadrzaju
pojedinih metala.

Za ANOVA andizu u cilju ispitivanja uticaja vrste Zitarice, brasna i hleba na sadrzaj
detektovanih makro i mikro elemenata, uzeta je srednja vrednost rezultata dobijenih od dva
lokaliteta (pSenica) odnosno od dva proizvodaca (brasno, hleb) za svaki od ispitivanih uzoraka.
Jednofaktorskom analizom varijanse utvrdena je statisticki znaCajna razlika na nivou p<0,05 u
sadrzajima detektovanih elemenata u svim ispitivanim uzorcima Zzitarica i njihovih proizvoda
(Tabele V-VII Prilog Il). Naknadna poredenja pomocu Tukey-ovog HSD testa ukazuju da u
sadrzaju bakra u uzorcima zrna pSenice, razi, jeCma i kukuruza ne postoji statisticki znaCajna
razlika (p>0,05). Kod razi, jeCma i heljde ne postoji znaCajna razlika u sadrzaju hroma. SadrZaj
kalijuma u uzorcima ovasa i jeCma ne pokazuje staristiCki znaCajnu razliku, kao ni magnezijumu
uzorcima pSenice i razi. Detektovani sadrzaj cinka kod uzoraka pSenice i heljde znaCajno se ne
razlikuje (Tabela VIII Prilog I1). Sadrzaj Cr se statisticki znacajno ne razlikuje kod brasna tip
400 i brasna od celog zrna pSenice; kod uzoraka brasna tip 500 i kukuruznog ne postoji znacajna
razlika u sadrzaju Mn dok kod braSna tipa 400 i kukuruznog sadrZaj Na se statisticki znacajno ne
razlikuje (Tabela IX Prilog I1). U Tabeli X (Prilog 11) mogu se videti rezultati naknadnog
poredenja uz pomoc¢ Tukey HSD testa za pojedine detektovane elemente u ispitivanim uzorcima
hleba.

Rezultati primenjenih statistickih testova su pokazali da postoji uticaj vrste Zitarice, brasna
i hleba na sadrzaj detektovanih makro i mikronutrijenata pa ¢e samim tim ispitivane vrste
uzoraka razli¢ito doprinositi nadoknadi ovih elemenata u ljudskoj ishrani.

T-test primenjen je u cilju pracenja uticaja proizvodaca, u okviru iste grupe uzoraka brasna
i hleba, na sadrzaj detektovanih elemenata. Rezultati t-testa su pokazali da kod uzoraka
pSenicnog brasna tip 400 ne postoji statistiCki znaCajna razlika jedino u sadrzaju kalijuma
(p=0,395). U sadrzaju gvozda i kalcijuma kod kukuruznog braSna ne postoji znaCajna razlika kao
ni u sadrzaju natrijuma u uzorcima brasna od heljde (Tabele X1 Prilog I1). Kod uzoraka razenog
hleba nema statisticki znaCajne razlike u sadrzaju Al, Na, Mg i Zn, dok Na i Mg nisu pokazali
znaCajnu razliku kod uzoraka crnog hleba. Uzorci polubelog hleba nemaju statisticki znacajnu
razliku u sadrZaju Cu, Fe, K, Mg, Na i Zn a u uzorcima hleba od pSenice, raZi i ovasa nema
znacCajne razlike kod Mg i Na (Tabele XII Prilog II).

Na osnovu rezultata t-testa moze se videti da je kod uzoraka brasSna uticaj proizvodaca na
sadrZaj detektovanih elemenata veéi u odnosu na uzorke hleba. Kod uzoraka hleba primenjeni
statistiCki test je pokazao da jedino uzorci belog i kukuruznog hleba imaju statisticki znacajnu
razliku u sadrZaju odredenih elemenata, dok kod ostalih uzoraka hleba veéi broj elemenata nije
pokazivao znaCajanu razliku u sadrZajima. Na osnovu ovoga moZe se zakljuciti da uzorci hleba
ispitivani u ovom radu ne pokazuju razliku u sadrzaju detektovanih elemenata u odnosu na
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proizvodaca, za razliku od uzoraka brasna gde sadrzaj odredenih makro i mikronutrijenata zavisi
od proizvodaca.

3.3 Optimizacija, validacijai primena | CP-OES metoda
odredivanja sadrZaja metala u uzorcima voc¢nih sokova i
vocnih vina

3.3.1 ICP-OES optimizacija-evaluacija robusnosti induktivno kuplovane plazme

U postupku optimizacije plazme pri konstantnim operativhim uslovima instrumenta
(Tabela 39.) praden je odnos intenzitetajonske i atomske linije magnezijuma. Dobijeni intenziteti
sa pripadajuc¢im standardnim devijacijama i relativnim standardnim devijacijama kao i odnos
intenziteta dati su u Tabeli 40.

Tabela 39. Operativni uslovi zainstrument iCAP 6000 ICP-OES

Brzina pumpe zaispiranje 100 rpm
Brzina pumpe zaanalizu 50 rpm
Protok gasa za rasprSivanje 0,7 I/min
Protok gasa za hladenje 12 1/min
Protok pomoénog gasa 0,51/min
Pravac posmatranja plazme aksijalni/radijalni
Vreme ispiranja 30s

Tabela 40. Uticg RF snage generatora na odnos intenziteta emisionih linijaMg(l1) i Mg(l)

RF snaga int'zﬁzf‘tt"a‘t’f's[) RSD  Relativni intenzitetsSD  RSD  Odnos
(W) Mg(i1) 280,270 nm (%) Mg(l) 285,213 nm (%) intenziteta
750 22084+2622 1187 10990750 6824 2,009
950 85020+3882 4,566 22920+870 379 3,700
1150 149920+1806 1,205 304404663 2044 4621
1350 162204+2095 1,002 44008+944 2145 3,686

Najveci odnos intenziteta je pri RF snazi generatora od 1150 W §to je u daljem postupku
optimizacije i validacije metoda, odrzavano konstantnim.

3.3.2 lzbor emisionih linija-parametri kalibracionih pravih

Osnovni parametari kalibracionih pravih odredeni su koris¢éenjem multielementnih
standardnih rastvora sledec¢ih koncentracija 0, 2,00 i 5,00 ppm. Parametri kalibracione krive kao
Sto su talasna duzina emisione linije (A), limit detekcije (LOD), limit kvantifikacije (LOQ),
korelacioni koeficijent (R?), odse¢ak (b), nagib (m) i RSD prikazani su u Tabeli 41. Kako
primenjeni ICP-OES instrument daje mogucnost da se element posmatra na razlicitim talasnim
duzinama, svi analiti su odredivani na Cetiri talasne duzine. Na ovaj nacin je moguce da se za
svaki element odabera ona talasna duzina na kojoj su spektralne interferencije i interference
matriksa smanjeni na minimum. Zato je u Tabeli 41 pored osnovnih parametara kalibracionih
pravih dat i odnos nagiba kalibracione prave standarda (myg) | nagiba koji je dobijen kada je
standardu dodata odredena koliCina ispitivanog uzorka (Myzra). Od Cetiri talasne duZine izabrana
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je ona kod koje je odnos ovih nagiba bio blizi vrednosti 1,00. Nakon odabira napogodnije
talasne duZine, korekcija pozadine za svaku od odbranih linija je izvrSena rucno a u postupku
odredivanja sadrzaja ispitivanih elemenata.
Tabela41. Parametri analitiCkih kalibracionih pravih: analiticka talasna duzina A, limit detekcije
i kvantifikacije (LOD i LOQ), korelacioni koeficijent (R?), odse¢ak (b), nagib (m), proseéna
RSD za repetabilnost merenja rastvora za kalibraciju i odnos Mya/Myzorak

A LOD LOQ 2 RSD Odnos
Element  vm)  (opm) _ (ppm) R b M (%) Ma/Mga

Al 396,152 0,1059 0,3529 0,999911 1,51 1097 1,21 1,12
As 228,812 0,0928 0,3090 0,999004 1,02 1108 2,24 0,88
B 208,959 0,3391 1,130 0,999088 3,78 1220 7,55 1,10
Ca 396,847 0,7700 2,566 0,995322 -2,85 42394 5,88 1,08
Cd 228,802 0,3285 1,095 0,999144 11,92 6799 0,88 0,92
Co 230,786 0,0826 0,2755 0,999731 0,77 1244 0,41 1,24
Cr 357,869 0,2335 0,7784 0,999567 27,88 3084 6,09 1,26
Cu 324,754  0,1007 0,3355 0,999920 90,78 3050 1,65 0,92
Fe 238,204 0,5588 1,863 0,997528 0,59 9662 0,66 1,10
K 766,490 0,2625 0,8751 0,999891 163,22 13084 3,56 1,08
Mg 280,270 0,6499 2,166 0,996661 -0,31 2114 6,54 0,94
Mn 260,569 0,5236 1,745 0,997829 0,06 654 3,08 1,26
Mo 284,823 0,0122 0,0406 0,999375 1,05 1150 0,35 1,22
Na 588,995 0,0556 0,1852 0,999975 -1,83 4650 4.88 1,14
Ni 341,476 0,0801 0,2671 0,999949 21, 23 3946 0,13 0,86
Pb 216,999 0,0998 0,3323 0,998238 1,20 1090 0,86 1,20
Se 196,090 0,0290 0,0966 0,995365 1,02 450 1,44 0,92
Si 288,158 0,9287 3,096 0,998632 46,24 4050 1,28 1,10
Zn 213,856 0,3891 1,297 0,998799 10,12 10200 0,35 1,12

*srednj avrednosti tri merenja

Iz tabele se zapaza da su najosetljivije analiticke linije za Ca, K i Zn a ngjmanje osetljive
zaMni Se. Limit detekcije se kreCe od 0,0122 ppm za Mo do 0,9287 ppm za Si. RSD se krece
od 0,13 do 7,55% a odnos nagiba od 0,86 kod Ni do 1,26 kod Cr.

3.3.3 Evaluacijatacnosti i preciznosti

TaCnost 1 preciznost predlozenih metoda ispitana je odredivanjem sadrzaja svakog
analiziranog element pri prethodno definisanim optimalnim uslovima i uporedivanjem te
vrednosti sa deklarisanom koncentracijom od strane proizvodaca koris¢enog standarda. Za ovaj
deo validacije metode odredivan je sadrZzaj svakog ispitivanog elementa koris¢enjem rastvora
multielementnog standarda koncentracije 3,00 ppm za sve elemente sem za K i Si za koje je
deklarisana koncentracijaiznosila 15,00 ppm. Rezultati su prikazani u Tabeli 42.

108



Tabela42. Tacnost i preciznost odredivanja ispitivanih elemenata predlozenim metodama

Nadena vrednost Taénost? Preciznost?
Flement %+ D (ppm)  Recovery (%) RSD (%)
Al 3,198+0,088 106,6 2,8
As 2,842+0,068 94,7 2,4
B 3,122+0,022 104,1 0,7
Ca 3,094+0,066 103,1 2,1
Cd 2,898+0,062 96,6 2,1
Co 3,200+0,058 106,7 1,8
Cr 2,868+0,072 95,6 2,5
Cu 3,128+0,098 104,3 3,1
Fe 3,100+0,052 103,3 1,7
K 14,40+0,32 96,0 2,2
Mg 2,888+0,076 96,3 2,6
Mn 3,140+0,080 104,7 2,5
Mo 3,246+0,098 108,2 3,0
Na 2,866+0,088 95,5 31
Ni 2,840+0,102 94,7 3,6
Pb 3,108+0,112 103,6 3,6
Se 2,868+0,088 95,6 31
S 15,66+0,20 104,4 1,3
Zn 3,042+0,044 101,4 14
2Recovery= 1100 PR = <D -100
m X

Tacnost odredivanja se kre¢e od 94,7% za Ni i As do 106,6% za Al apreciznost od 0,7 do
3,6%.

3.3.4 Sadrzaj ispitivanih makro i mikro elemenata u razli¢itim uzorcima voénih
sokova i voénih vina

U cilju procene nutritivne vrednosti vocnih sokova i vocnih vina, u izabranim uzorcima
ovih proizvoda koji su zastupljeni na podrucju grada NiSa, odreden je sadrzaj 19 makro i mikro
elemenata

Ispitivani su uzorci bistrih i gustih voénih sokova od 10 razliCitih proizvodaca ovih
napitaka (ukupno 24 uzoraka sokova). Sadrzaj detektovanih elemenata je uporedivan i izmedu
samih proizvodaCa u okviru iste vrste soka, da bi se videlo kako primenjena tehnologija
proizvodnje, pakovanja i transporta utice na sadrzaj makro i mikro elemenata u ovim napicima.

Vocna vina od kupine i vi$nje su nabavljana od po dva individualna proizvodaca ali i od po
dva proizvodaca koji su zastupljeni u marketima na podrucju grada NiSa. Sajedne strane ovakav
odabir uzoraka imao je za cilj uporedivanje sadrZaja detektovanih elemenata izmedu dve grupe
proizvodacCa (razliciti tehnoloSki procesi) iste vrste vocnog vina, a sa druge, da se proveri kako
izbor osnovnih vocnih sirovina utiCe na sadrZaje detektovanih elemenata. VVocna vina od
borovnice i maline nabavljana su od po dva razliCita proizvodaca koji su bili dostupni u
marketima.
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U Tabelama 43-48 je, za svaki od uzoraka, prikazana srednja vrednost sadrzaja elemenata
od tri uzastopna merenja + standardna devijacija (SD) za po tri (bistri sokovi) odnosno za po dva
(gusti sokovi i voc¢na vina) razlicita proizvodaca.

Tabela 43. Srednja vrednost sadrzaja makro elemenata +SDv (1g/Q)
u uzorcimabistrih voénih sokova od tri razlicita proizvodaca

Uzorak Ca K?® Mg Na

1 42,83+045  157,2+1,5 39,88+0,15 75,80+0,30

48,63+t045  175,7+£33 34,43+0,02 53,33+0,45

Visnja
N

3 5045043  187,0£0,8 55,25+0,05 106,1+0,9

1 42,78+1,02  181,5+#1,3 36,83+0,27 81,43+0,57

46,17+0,52  192,4+15 3317¥0,31 66,27+0,71

Kupina
N

3  44,69+094  189,9+0,9 49,42+0,51 99,46+0,61

1 4458+0,60  132,0+1,3 30,95+0,15 70,53+0,65

49,36+0,82 144,2+1,8  32,17+0,24 88,21+0,74

Crno grozde
N

3  55,84+1,02 156,8+1,2  57,24+0,22 75,16+0,88

1 4420+090 8535+0,90 51,58+0,50 107,6+0,4

4557+0,21 92,17+1,42 49,98+0,27 124,9+09

Borovnica
N

3  3912+0,13  101,9+1,7 5541+0,74 113,2+0,7

& radijalno posmatranje plazme
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Tabela44. Srednja vrednost sadrzaja makro elemenata =SD (Lg/g)
u uzorcimagustih vocnih sokova od dvarazli€ita proizvodaca

Uzorak Ca K?® Mg Na
S o 1 7490046 194,4+0,6  25,37+0,54 73,19+0,43
ik
@~ 2 3584+043 90,55+0,98 27,07+0,52 51,34+0,72
5 © 1 73,89+1,05 178,9+0,4 31,83+0,31 65,24+0,32
53
'8 — 2 4553+0,32 72,20+0,46 28,20+0,31 50,16%3,20
© 1 38,59+0,94 185,3t04 24,64+0,46 50,58+0,11
@ 2 42,29+0,52 164,1+0,1  29,14+0,51 55,32+0,30
L 1 4458+0,11 54,40+0,27 23,99+0,19 35,31+0,29
o
E 2 39,27+0,18 79,28+0,52 25,17+0,20 42,77+0,22
s 1 3866£046 8235t049 2332+044 4548+0,20
=
T 8
X = 2 44,15+0,27 102,4+1,1  27,42+0,71 53,71+0,33
é 1 47,79+0,03 2149+1,1 68,01+0,76 68,46x0,42
E
g 2 66,170,551 230,2+1,2  75,12+091 77,38%0,61

& radijalno posmatranje plazme

|z Tabele 43 se moZe videti da je u bistrim voénim sokovima, sadrZaj kalijuma bio najveci
u poredenju sa ostalim detektovanim makro elementima (Ca, Mg i Na). U bistrom voénom soku
od kupine odredena je najveca koncentracija K i ona se kreCe od 181,5 pg/g do 192,4 ug/g, dok
je najnizi sadrzaj ovog elementa naden u uzorcima sokova od borovnice i krece se od 85,35 ug/g
do 101,9 pg/g. A. Konic-Risti¢ i saradnici su u svom radu takode pokazali da je u uzorcima
sokova od razli¢itog bobicastog voéa, sadrzaj kalijuma veci u odnosu na ostale makro elemente
[144]. Kaijum se prirodno nalazi u samom vocu i to u vidu kalijumove soli tartarne kiseline
[145]. U toku proizvodnje vocnih sokova mnoga jedinjenja kalijuma se dodaju kao zasladivaci
(acesulfam K) ili konzervans (kalijum-benzoat-E212, kalijum-sorbat-E201, kalijum-bisulfit-
E228), Cime dolazi do povecanja sadrZaja ovog makro elementa u vo¢nim sokovima iznad nivoa
koji potiCe od samog voca [145]. Kalijum je najzastupljeniji unutarcelijski jon, i veoma je bitan
za membranski trasport, metabolizam energije i za normalno fukcionisanje Celije. Preporu¢ena
dnevna doza, po Pravilniku RS, za kalijum je 2000 mg, pa se tako na osnovu sadrZaja koji su
detektovani u uzorcima ispitivanih bistrih vo¢nih sokova preporucuje njihovo upotreba u ishrani,
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u cilju nadoknade dela dnevnih potreba ka ovom nutrijentu. U grupi ostalih makro elemenata
posle K, najvise je Na dok je sadrzaj Ca i Mg pribliZno isti u ispitivanim uzorcima bistrih vo¢nih
sokova. Vocni sokovi sadrZze natrijum iz vode i dodatih natrijumovih soli kao Sto su benzoati,
saharini ili citrati, dok kalcijumi magnezijum poticu iz vode i samog voca. Obogacivanje sokova
ovim mineralima je vrlo jednostavno, jer su njihova jedinjenja (soli) vrlo lako rastvorna ali sa
druge strane, preterano dodavanje ovih supstanci moze dovesti do slanog ili oporog ukusa soka,
kao i do laksativnog efekta [145].

U uzorcima gustih sokova sadrzaj kalijuma je takode veci u odnosu na ostale detektovane
makro elemente (Tabela 44.). Najvise kalijuma je odredeno u uzorcima multivitamina gde se
sadrzaj K krece od 214,9 do 230,2 ug/g dok je nggmanje kalijuma odredeno u soku od jagode (od
54,40 ug/g do 79,28 ug/g). Kod uzoraka gustih voénih sokova moze se zapaziti da izmedu dva
razliCita prizvodaCa iste vrste soka postoji razlika u sadrzaju kalijuma Ova razlika narocito
dolazi do izrazaja kod uzoraka soka od breskve i jabuke, i jagode i jabuke gde se sadrzaj
detektovanog K razlikuje za negde oko 100 ug/g izmedu dva proizvodaca. Ovakva razlika u
sadrzaju, moze biti posledica koriS¢enja voca razliCitog kvaliteta, u smislu sadrzaja K, kao i vece
upotrebe zasladivaca i konzervanasa koji sadrZze ovaj element. Naravno, razlike u sadrZaju poticu
i od razli€ite tehnologije u smislu koli¢ine vo¢a odnosno vode u finalnom proizvodu. Kada se na
kraju uporede bistri i gusti vocni sokovi po sadrZzaju makro elemenata moze se zakljuciti da
uzorci gustih voénih sokova imaju nesto vece sadrZzaje makro elemenata i da je ova grupa sokova
pokazala vece varijacije u sadrZaju ovih elemenata u odnosu na proizvodaca.

Uporedivanjem sadrzaja esencijalnih elemenata (Cu, Fe, Ni and Zn) u uzorcima bistrih
vocnih sokova moZe se videti da je najveCi sadrzaj detektovan za Fe (Tabela 45.). Najveca
koliCina ovog metala odredena je u uzorcima bistrih sokova od crnog groZda i krecCe se od 4,983
Mg/g do 5,911 pg/g. Najnizi sadrzaj gvozda detektovan je u bistrom soku od borovnice i krece se
od 2,237 ug/g do 4,181 pg/g. Kolicine ostalih metala su pratile sledeéi opadajuci niz Cu>Zn>Ni.
Rezultati u ovom radu su u skladu sa sadrZajima koje su detektovali Jablani i saradnici [146] u
sokovima koji su zastupljeni u Pakistanu i gde je takode viSe bilo gvozda u odnosu na bakar i
cink. Kada se uporede sadrzaji detektovanih esencijalnih elemenata u bistrim voénim sokovima
po proizvodaCima iste vrste soka, moZe se zapaziti da ne postoje veca odstupanja u njihovim
sadrzajima.

U Tabeli 46 se moze videti da je u uzorcima gustih voénih sokova sadrZaj gvozda takode
bio veCi u odnosu na Cu, Ni i Zn i da, kao i kod bistrih vo¢nih sokova, sadrZzaj ova tri elementa
prati opadajuci niz Cu>Zn>Ni. Najvise Fe detektovano je u uzorcima gustog soka od jagode i
jabuke i kretao se od 7,152 pg/g do 10,05 ug/g. Kada se uporede uzorci bistrih i gustih vocnih
sokova po sadrZaju Fe mozZe se zakljuciti da su gusti voéni sokovi bogatiji ovim nutrijentom.
Poznato je da se oko 10 % gvozda, koje je prisutno u telu, koristi za aktivnost odredenih enzima
koji stavargju energiju. Nedostatak gvozda dovodo do mikrocitne i hipohromne anemije.
Simptomi su mucnina, slabost, bledilo, otezano disanje i lupanje srca [147]. Na osnovu
detektovanih sadrZaja esencijalnih elemenata ispitivani uzorci vo¢nih sokova mogu biti dobar
dodatni izvor pre svega Fe i Cu, jer su sadrzaji Ni i Zn niski i uglavnom ispod LOD-a primenjene
metode.

U ispitivanim uzorcima obe grupe voénih sokova As i Se nisu detektovani, dok su sadrZaji
Co i Mo bili ispod LOD-a primenjene metode. Kod uzoraka bistrih vo¢nih sokova sadrzaj Mn,
Ni i Zn u pojedini vrstama uzoraka sokova je ispod LOD-a metode.
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Tabela45. Srednja vrednost sadrzaja mikro e emenata +SD (ug/Q)
u uzorcima bistrih vo¢nih sokova od tri razlicita proizvodaca

Uzorak B Co Cr Cu Fe Mn Mo Ni Se S Zn
1 2,845+0,023 0,0290+0,0012" 0,2462+0,0062 0,2841+0,0032  5,145+0,013 0,2715+0,0051" 0,3556+0,0023 0,0142+0,0002" nd 87,65+0,20 0,1582+0,0031"
8,
B 2 2,545+0,023  0,0182+0,0009 0,1877+0,0059 0,4654+0,0062  4,325+0,095  0,2673+0,0043" 0,4462+0,0016  0,0438+0,0003" nd 71,98+0,20 0,3201:+0,0042
>
3 3,583+0,022  0,0534+0,0006" 0,3615+0,0041 0,6683+0,0071  3,745+0,032  0,5938+0,0059" 0,5548+0,0034  0,0332+0,0001" nd 83,75+0,40 0,3822+0,0051
1 5,263+0,015  0,0262+0,0024" 0,2379+0,0045 0,5292+0,0032 5515+0,045  0,4087+0,0031" 0,4204+0,0011  0,0375+0,0001" nd 88,53+0,22 0,3842+0,0023"
g
s 2 4,171+0,021  0,0124+0,0012" 0,1712+0,0071 0,3185+0,0026  4,782+0,017  0,3253+0,0026" 0,3924+0,0014  0,0293+0,0009" nd 92,14+0,33 0,3923+0,0051
<
3 4,781+£0,019 0,0329+0,0009 0,1983+0,0023 0,7441+0,0062  5,223+0,024 0,5143+0,0057" 0,0467+0,0011 0,0402+0,0002" nd 79,49+0,41 0,4212+0,0063"
1 3,370+0,018 0,0205+0,0011" 0,2791+0,0012 0,2407+0,0092  4,983+0,078 0,3645+0,0023" 0,2824+0,0009 0,0365+0,0006" nd 95,75+0,52 0,2294+0,0062"
3
S
§> 2 4,238+0,021 0,0415+0,0022 0,3296+0,0019 0,3211+0,0081  5,299+0,044 0,2349+0,0019 0,2649+0,0013 0,0413+0,0001" nd 101,4+0,9 0,3221+0,0072"
oy
o
3 5,174+0,048 0,0341+0,0013" 0,1967+0,0037 0,5847+0,0122  5,911+0,058 0,3112+0,0037 0,3614+0,0021 0,0506+0,0005" nd 114,719 0,2552+0,0071"
1 17,27+0,09 0,0442+0,0006" 0,1064+0,0046 0,7221+0,0012  2,237+0,028 2,247+0,028 0,5565+0,0013  0,2193+0,0102" nd 122,6+0,7 0,4144+0,0104
(4]
C
c * 03
3 2 13,18+0,12 0,0552+0,0007" 0,0935+0,0064 0,6646+0,0023  4,181+0,051 1,744+0,032 0,4886+0,0017  0,3275+0,0121 nd 139,4+0,9 0,5222+0,0112
3
3 15,10+0,09 0,0387+0,0012" 0,0798+0,0012 0,8475+£0,0044  3,275+0,032 1,483+0,044 0,5008+0,0024  0,2562+0,0091" nd 110,6+0,8 0,4783+0,0251

elt

" < LOD metode; nd — nije detektovan



Tabela46. Srednja vrednost sadrzaja mikro e emenata +SD (ug/g)
u uzorcima gustih voénih sokova od dvarazli€ita proizvodaca

Uzorak B Co Cr Cu Fe Mn Mo Ni Se S Zn

5 1 1,145+0,061 0,1043+0,0013" 0,1360+0,0053" 0,6120+0,0046  6,237+0,285  0,4174+0,0022 0,4030+0,0015 0,3603+0,0018" nd 133,6+1,5 0,8380+0,0014

S %

g8

o 2 1,232+0,012 0,0262+0,0016" 0,1419+0,0049" 0,2282+0,0062  6,223+0,311  0,1691+0,0088" 0,5109+0,0021" 0,1537+0,0034 nd 25,49+1,04 0,3108+0,0020

_ 1 1,103+0,029 0,0501+0,0009" 0,1355+0,0035" 0,7753+0,0147 10,05+0,21  0,7851+0,0018" 0,3294+0,0026" 0,1946+0,0022 nd 124,3+1,6 0,2604+0,0018"

8¢

o >

88

2 1,021+0,023 0,0096+0,0002 0,1406+0,0057" 0,2079+0,0392  7,152+0,167  0,5529+0,0018" 0,4304+0,0017" 0,1757+0,0032" nd 37,02+0,21 0,2177+0,0032"
- 1 0,7928+0,0173 0,0758+0,0003" 0,3765+0,0032" 1,363+0,014 7,372+0,328  0,3462+0,0044" 0,2697+0,0012 0,3305+0,0016" nd 19,05+0,24 0,5359+0,0016"
3
® 2 0,6231+0,0072 0,0571+0,0005" 0,2214+0,0219" 0,9276+0,0221  8,963+0,428  0,3875+0,0021 0,3219+0,0017 0,2684+0,0011 nd 44,17+0,12 0,4816+0,0028"
© 1 0,6360+0,0435 0,0290+0,0001" 0,0974+0,0050" 0,1553+0,0074  3,555+0,092  0,4916+0,0049" 0,3205+0,0024" 0,1675+0,0030 nd 12,23+0,21 0,1474+0,0014
5

2 0,5978+0,0281 0,0342+0,0003" 0,0825+0,0048" 0,5214+0,0092  4,228+0,078  0,3751+0,0017 0,3864+0,0017" 0,1601+0,0022 nd 25,32+1,02 0,2427+0,0048"

—_ 1 0,6989+0,0274 0,0215+0,0004" 0,1431+0,0033" 0,2533+0,0065  6,380+0,091  0,0918+0,0014" 0,2758+0,0023" 0,1712+0,0028" nd 33,38+0,42 0,2808+0,0012

S

. >

.% '&

X 2 0,5712+0,0328 0,0293+0,0006 0,2218+0,0017" 0,2938+0,0055  5,914+0,078  0,1216+0,0072 0,2372+0,0013" 0,2123+0,0017" nd 47,15+0,31 0,3115+0,0033"
é 0,9509+0,0175 0,0134+0,0001" 0,0447+0,0025 0,4064+0,0198  5,251+0,096 1,970+0,070 0,5034+0,0023" 0,1791+0,0024" nd 63,07+0,29 0,4960+0,0016"
s
g 1,221+0,019 0,0173+0,0002" 0,0217+0,0019" 0,6177+0,0211  8,257+0,099 2,215+0,052" 0,4321+0,0016" 0,1511+0,0015 nd 72,44+0,31 0,6177+0,0022

141

" < LOD metode; nd — nije detektovan



Tabela47. Srednjavrednost sadrzaja neesencijalnih i toksicnih elemenata £SD (ug/g) u
uzorcima bistrih vocnih sokova od tri razlicita proizvodaca

Uzorak Al As Cd Pb
1 55,15+0,15 nd 0,0571+0,0017  0,1236+0,0027
.S,
5 2  38,83+0,05 nd 0,0884+0,0052  0,1387+0,0031
>
3 44,83+0,20 nd 0,0661+0,0017  0,1145+0,0012°
1 57,38+0,05 nd 0,0621+0,0036  0,0997+0,0011°
g
f= 2 39,12+0,14 nd 0,1212+0,0018  0,1056+0,0013"
2
3 46,17+0,22 nd 0,0761+0,0030  0,0957+0,0026"
° 1 93,20+0,25 nd 0,0895+0,0092  0,1421+0,0012°
§
> 2 86,12+041 nd 0,0722+0,0019  0,1364+0,0076
g
o *
3 91,01+0,13 nd 0,0935+0,0057  0,1455+0,0022
1 79,30+0,35 nd 0,0327+0,0014  0,1075+0,0009
8
% 2 88,76x0,74 nd 0,0458+0,0012  0,0961+0,0013"
3
3 76,13+0,22 nd 0,0662+0,0066  0,0876+0,0012°

" < LOD metode; nd — nije detektovan
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Tabela 48. Srednja vrednost sadrzaja neesencijalnih i toksi¢nih elemenata £SD (ug/g) u

uzorcima gustih vocnih sokova od dvarazliCita proizvodaca

Uzorak Al As Cd Pb

S s 1 3852£0,25 nd 0,0624£0,0012°  0,2145+0,0015
@ 2 16,08+0,27 nd 0,0782+0,0032°  0,1729+0,0011°
g 1 47326007 nd 0,0798+0,0022°  0,1522+0,0012°
g3

g% 2 16,87+0,09 nd 0,0803+0,0028"  0,1388+0,0024
g 1 14,55:005 nd 0,0471+0,0087°  0,0847+0,0011
@ 2 22,38+0,29 nd 0,0281+0,0017°  0,1126+0,0027°
g 1 6,215+0,027 nd 0,0271+0,0014°  0,1837+0,0032°
o

g 2 5,328+0,013 nd 0,0228+0,0011°  0,1657+0,0027°
=g 1 1019+0,14 nd 0,0593+0,0014"  0,1996+0,0025
5‘%

T8 .
X = 2 1224+0,17 nd 0,0471+0,0012  0,2348+0,0018
% 1 40,89+0,09 nd 0,0137+0,0020°  0,0765+0,0009°
s

g 2 52,14+0,12 nd 0,0102+0,0011°  0,0623+0,0012°

" < LOD metode; nd — nije detektovan

Toksicni elementi olovo i kadmijum su detektovani u svim ispitivanim uzorcima sokova,
pri Cemu su sadrZaji olova bili ispod LOD-a primenjene metode. SadrZaj olova je generalno bio
viSi u uzorcima gustih sokova u odnosu na bistre sokove, sa izuzetkom multivitaminskog gustog
soka gde je detektovan najniZi sadrzaj ovog elementa u odnosu na sve ispitivane uzorke, kako
bistrih tako i gustih voénih sokova. Acar je [148] u svom radu u uzorcima bistrih vocnih sokova
detektovao olovo od 0,13 do 0,20 pg/g dok su u istom radu uzorci gustih sokova pokazivali nesto
veée sadrzaje za ovaj teZzak metal, i kretali su se od 0,20 do 0,27 ug/g, Sto je u skladu sa
rezultatima dobijenim u ovom radu.

Zarazliku od olova sadrzaj kadmijuma bio je visi u bistrim sokovima i kretao se od oko
0,0458 pg/g (borovnica) do oko 0,0935 pg/g (crno grozde). Prisustvo olova i kadmijuma u
sokovima moze biti posledica razliCitin faktora kao Sto su voda koja se koristi za njihovo
dobijanje, proces proizvodnje i tretiranje finalnog proizvoda. FAO/WHO je odredila tzv.
prihvatljivi dnevni unos teSkih metala koji za Pb iznosi 25 pg po kg odrasle osobe odnosno 7
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Mg/kg za Cd (Tabela 10.). Detektovani sadrzaj ova dva metala, varira u ispitivanim uzorcima
vocnih sokova, $to moZe biti posledica mnogih faktora koji mogu dovesti do kontaminacije
sokova olovom i kadmijumom. Neki od glavnih razloga, koji su doveli do varijacije u sadrzaju
ova dva metala u ispitivanim uzorcima obe grupe vocnih sokova, moze biti samo voce koje je
veC sadrzavalo odredenu koliCinu ovih metala ili proces prozvodnje tokom kojeg se finalni
proizvod kontaminirao olovom i kadmijumom. Detektovani sadrZaji olova i kadmijuma u ovom
radu su veoma niski u odnosu na ostale odredene elemente i ispod su dozvoljenih granica.
Medutim imajuci u vidu sposobnost ovih metala da se deponuju u kostima, jetri i bubrezima, pri
¢emu funkcije ovih organa mogu biti oStecene [149], neophodno je pratiti i kontrolisati sadrZaj
ovih kontaminata u vo¢nim sokovima.

Aluminijum je metala koji je detektovan u najveéem sadrZaju od svih ostalih prisutnih
mikro elemenata kako u uzorcima bistrih tako i u uzorcima gustih vocnih sokova (Tabele 47 i
48). Kod uzoraka bistrih voénih sokova sadrzaj ovog metala je veci za oko 2 do 5 puta u odnosu
na guste vocne sokove i krece se od 38,83 pg/g do 93,20 ug/g kod bistrih sokovai od 5,328 pg/g
do 47,32 ug/g kod gustih sokova. Kada se uzorci sokova porede u odnosu na tip voéa od kojih su
napravljeni, moze se videti da je najveCi sadrzaj aluminijuma detektovan kod soka od crnog
grozda. Zedeh i Sadeghi [150] su u svojoj studiji pokazali da je sadrzaj Al u uzorcima soka od
grozda u poredenju sa ostalim uzorcima voénih sokova bio najvisi, $to je u skladu sa naSim
istraZivanjem. Na ukupan sadrZaj aluminijuma u voénim sokovima (bistri i gusti) utie vise
razlicitih faktora. Pre svega aluminijum je prisutan prirodno u vodi koja se koristi u proizvodnyji
sokova i pored makroelemenata zemljiste je najbogatije aluminijumom. Mnogi aditivi i boje koji
se upotrebljavaju u procesu proizvodnje sadrZe jedinjenja aluminijuma a takode ovaj metal u
sokove moZe da dospe i preko ambalaznog materijala [114, 151]. Sve vrste ispitivanih vocénih
sokova su bile upakovane u tipicne kockaste kartonske kutije tj. u tzv. tetrapak pakovanja. Ova
vrsta ambalaznog materijala nacinjena je od slojeva papira, plastike (polietilen) i aluminijumske
folije. Aluminijumska folija predstavlja Cvrstu materiju sa malim pritiskom pare, tako da
aluminijum ne moze sam od sebe da izvrSi migraciju kroz polimer. Aluminijumska folija moze
se oStetiti kada dode u kontakt sa slanim, kiselim pa Cak i sa neutralnim vodenim rastvorima
[152]. Ako voéni sok koji je upakovan u tetrapak ambalaZi, preko plastike i papira uspe da dode
do Al folije, stvargu se uslovi za njenu koroziju. Usled ovog korozivnog efekta aluminijum
moze migrirati iz folije u vocni sok, i da na taj naCin dode do poviSenog sadrZaja ovog elementa
u soku. Rodushkin i Magnusson su u svom radu pokazali da su neke komponente u soku od
pomorandze uspele da prodru do Al folije preko polimera[153]. Aluminijum je metal koji nema
nutritivnu vrednost u ljudskoj ishrani, tako da njegovi poviseni sadrZaji nisu pozeljni. Prisutni Al
u ispitivanim uzorcima vocnih sokova moze biti posledica kako procesa proizvodnje tako i
pakovanja u Cijoj izradu se ovaj metal najviSe i koristi [145].
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Tabela49. Srednja vrednost sadrzaja makro elemenata =SD (ppm)
u uzorcimavoénih vina od po dvarazliCita proizvodaca

C
N
)
ES

Ca K Mg Na

1 16,38+0,03 38,79+0,08 36,41+0,16 38,54+0,12

Domaca
proizvodnja

o 2  16,74+0,08 4529+0,18 3599+0,17 10,07+0,21
S
>
X g 1 1663:003 47,71+116 3576009 32,05+050
%
2 2 1665014 68,72+094 2423+029  35,60+021
s g 1 18,21+0,11 20,93+0,42 39,43+0,14 50,71+0,24
s ©F 2 1619+010 40,80+0,37 40,83t0,39  39,17+0,07
z =
> g 1 1455:007 64,46+0,65 1925+072 1558+1,28
=
= 2  1655+0,07 32,73+0,34 31,34+0,87 10,02+0,16
8 g 1 1308017 6878:095 20,54+0,58 17,77+0,17
c
3 B
2 2 2 1549+008 56,73+t0,08 28,70+0,38  16,25+0,20
o g 1 1393:005 6217+030 19,92+0,28  26,58+0,20
5w
s s

2 16,35+0,04 63,21+0,19 25,75+0,85 35,81+0,13

SadrZaji detektovanih makro elemenata (Ca, K, Mg i Na) u svim ispitivanim uzorcima
vocnih vina dosta variraju, kako u okviru iste vrste vocnog vina tako i od proizvodaca do
proizvodaCa (Tabela 49.). Najmanje varijacije u sadrzaju pokazao je kalcijum cCija se
koncentracija krece od 13,08 do 18,21 ppm.

SadrZaj kalijuma je u svim ispitivanim uzorcima vocnih vina oko 2 do 3 puta veci u odnosu
na sadrZaj kalcijuma. Najvisi sadrZaj K detektovan je kod vo¢nog vina od borovnice (68,78 ppm)
koje je nabavljeno u marketu, dok je najmanji sadrzaj ovog elementa odreden u uzorku vina od
visnje (20,93 ppm) domace proizvodnje. Rupasingheai Clegg su u svom radu takode potvrdili da
je u pojedinim vrstama vocnih vina sadrzaj kalijuma bio najvisi u odnosu na druge detektovane
makro elemente, i da je njegova koncentracijavarirala u zavisnosti od vrste vocnog vina [154].

Najmanje magnezijuma je detektovano u vinu od visnje iz marketa a najvise u uzorku vina
od viSnje domace proizvodnje (Tabela 49.). Od svih detektovanih makro elemenata najvecu
varijaciju u sadrzZaju je pokazao Na i koncentracija ovog elementa se krece od 10,02 ppm u vinu
od visnje iz marketa do 50,71 ppm u domacem vinu od visnje.
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Kada se detektovani sadrzaji makro elemenata porede po tipu proizvodaca u okviru iste
vrste voCa moZze se videti da kod domaceg vina od vidnje ima znatno vise Na nego u uzorcima
ovog vina koji su nabavljeni u marketu. 1z Tabele 49 se mozZe zakljuciti da domaca vina
generalno imaju nesto vecCe sadrZzaje makro elemenata u odnosu na ona koja su nabavljena u
marketima. Detektovani sadrzaji makro elemenata u svim ispitivanim uzorcima vina su pokazali
da koncentracije ovih nutrijenata dosta variraju kako od tipa osnovne vo¢ne komponente tako i
od nacina proizvodnje.

Prilikom uzgajanja biljaka od kojih se vo¢na vina proizvode a u cilju zastite biljnih vrsta i
boljeg prinosa vrlo Cesto se koriste dubriva i pesticidi nabazi Cu, Mni Zn. Tatri elementa mogu
iz zemljiSta preko korena, kao i preko lis¢a, da dospeju u plod biljke i da tako dovedu po
povecanja sadrZaj ovih elemenata kako u plodu tako i u finalnom proizvodu-vinu [126]. Kada se
uporede sadrzZaji ova tri elementa u ispitivanim uzorcima voénih vina moze se zapaziti da su u
pojedinim uzorcima oni ispod LOD-a primenjene metode. Najvise bakra je detektovano u
domacem vinu od visnje (0,5540 ppm); sadrzaj mangana je ngjveci u vinu od kupine iz marketa
a cinka u uzorku domaceg vina od visnje. Ova tri elementa se nalaze u grupi esencijalnih
elemenata, ali ako dode do povecanja sadrZaja ovih metala iznad propisanih, oni mogu delovati
Stetno po ljudsko zdravlje.

Gvozde je u ispitivanim uzorcima vocnih vina, uglavnom ispod LOD-a metode. Najvise Fe
detektovano je u vinu od maline iz marketa i to 1,631 ppm. Rezultati sadrzaja Fe su potvrdili da
ispitivana vocna vina nisu dobar izvor gvozda, koji je jedan od vaznijih nutrijenata u |judskoj
ishrani.

Koncentracije kadmijuma, hroma, molibdena, nikla i olova u svim ispitivanim uzorcima
vocnih vina su bile niske ili ispod LOD-a metode. Ovi elementi mogu biti izuzetno opasni po
ljudsko zdravlje ako se u akumuliraju u vecim koncentracijama u bioloskim sistemima, pa je
samim tim i vazno da se prati njihov sadrzaj.

Kada se uporede sadrzZaji svih elemenata koji su detektovani u ispitivanim vrstama voc¢nih
sokova i voénih vina moze se zakljuciti da su voéni sokovi bogatiji makro i mikro elementima pa
se stoga oni pre svega preporucuju u kontekstu nadoknade dela potreba prema ovim nutrijentima.

Literaturnim pregledom (Tabela 52.) nije nadeno mnogo radova koji su se bavili
odredivanjem sadrzaja makro i mikro nutrijenata u voénim vinima, Sto samo potvrduje
znacajnost ovog rada u domenu proucavanje ove vrste napitaka.
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Tabela 50. Srednja vrednost sadrzaja mikro elemenata +SD (ppm)

u uzorcimavocnih vina od dvarazlicita proizvodaca

Uzorak B Co Cr Cu Fe Mn Mo Ni Se S zn
- .g 1,155+0,021 0,0302+0,0011" 0,0034+0,0006" 0,2747+0,0034  0,2223+0,0019 0,3324+0,0054" 0,2075+0,0023  0,0627+0,0054" nd 1,647+0,077 0,4418+0,0078
g5
© 5 1,252+0,087 0,0264+0,0009 0,0142+0,0015" 0,0300+0,0016 0,2642+0,0213" 1,870+0,017 0,2672+0,0015 0,2961+0,0223 nd 0,5821+0,0473" 0,2107+0,0214
£
<
. 0,7887+0,0620  0,0171+0,0001" 0,0230+0,0027" 0,1673+0,0078 0,2485+0,0114" 2,710+0,030 0,1361+0,0012 0,2743+0,0078 nd 2,286+0,051 0,2625+0,0037
0,8977+0,0770 0,0243+0,0002 0,0117+0,0004" 0,0792+0,0014 0,9790+0,0541 0,0932+0,0054 0,2317+0,0032  0,0384+0,0047" nd 4,302+0,099 0,3403+0,0168
- .g 4,451+0,044 0,0277+0,0005 0,0025+0,0004" 0,5540+0,0581 1,132+0,035 0,2928+0,0101" 0,2355+0,0019  0,0977+0,0033" nd 1,371+0,129 0,8845+0,1193
O
- e % 1,162+0,065 0,0111+0,0003" 0,0127+0,0006" 0,1789+0,0033 0,1404+0,0188" 0,9531+0,0121 0,2048+0,0014 0,2231+0,0155 nd 0,3663+0,0408" 0,1065+0,0076"
&
> * * * * *
» 1,301+0,083 0,0159+0,0004 0,0062+0,0010 0,0799+0,0054 0,4382+0,0227 0,1852+0,0029 0,1265+0,0016  0,0413+0,0066 nd 4,261+0,267 0,1145+0,0120
6,675+0,042 0,0272+0,0001" 0,0082+0,0015" 0,0265+0,0009 1,305+0,028 0,3338+0,0157 0,1690+0,0023  0,0390+0,0011" nd 3,919+0,027 0,2921+0,0043
0,1974+0,0041 . . . .
14 o n 0,0125+0,0002 0,0122+0,0015 0,0984+0,0039 0,5046+0,0385 1,381+0,011 0,1862+0,0037  0,0659+0,0088 nd 6,263+0,710 0,2158+0,0030
c
-
o o * * * "
o 0,9668+0,0289  0,0105+0,0002 0,0076+0,0004 0,1233+0,0060 0,1397+0,0046 0,9704+0,0086 0,1028+0,0021  0,1291+0,0045 nd 4,749+0,158 0,0386+0,0029
o » 0,8638+0,0492  0,0069+0,0001" 0,0111+0,0002" 0,0703+0,0014 1,631+0,044 0,4839+0,0045 0,0892+0,0018  0,0806+0,0019" nd 4,586+0,173 0,1543+0,0077
=y
0,5051+0,0222  0,0153+0,0003" 0,0101+0,0010" 0,0651+0,0006 0,2649+0,0258" 0,6334+0,0081 0,1365+0,0013 0,5259+0,0197 nd 3,623+0,013 0,2097+0,0054

0cT

" < LOD metode; nd — nije detektovan



Tabela51. Srednja vrednost sadrzaja neesencijalnih i toksi¢nih elemenata £SD (ppm) u uzorcima
vocnih vina od dvarazliita proizvodaca

Uzorak Al As Cd Pb
R g 1 0,5590+0,0074 nd 0,0940+0,0086" nd
g O 'g 2 0,1500+0,0092" nd 0,1271+0,0021" nd
S
>
¥ g 1 1176:0056 nd 0,0474+0,0032°  0,0024+0,0001"
%
= 2 0,5476£0,0029 nd 0,0512+0,0031" nd
3 % 1 0,3824+0,0076 nd 0,1181+0,0079" nd
£ S
o N . *
s ©F 2 00682:0,0012 nd 0,0884+0,0043 nd
=
> g 1 09827400693 nd 0,0524+0,0052°  0,0088+0,0001"
5
= 2 0,8742+0,0218 nd 0,1044+0,0005°  0,0102+0,0002"
8 g 1  05045:0,0084 nd 0,0416+0,0026" nd
c
3 B
2 = 2 (,5204+0,0054 nd 0,0573+0,0055  0,0034+0,0002°
o g 1 1,429+0,015 nd 0,0435+0,0052°  0,0028+0,0001°
3 B
. = 2,892+0,010 nd 0,0404+0,0064" nd

" < LOD metode; nd — nije detektovan
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Tabela52. Literaturni pregled odredivanih sadrzaja makro i mikro elemenata u uzorcima razlicCitih vrsta sokova izrazen u pug/g

M akr oelementi
Uzorak Poreklo Ca K Mg Na Lit.
Grejfurt Austraija 57,2 1370 86,6 11,8 [78]
Limun Australija 116 1450 114 18,2 [78]
Mandarina Austrdija 79,3 2290 122 10 [78]
Pomorandza Brazil 36-135 1980-2570  102-208 0,5-1,3 [155]
Ananas Spanija 96,4-185 402-1320 69,6-173  15,2-96,6 [156]
Jabuka® Evropa 14,2-1215  101,3-185,2 11,8-68,9 3-114 [157]
Mikroelementi
Uzor ak Co Cu Fe Mn Mo Ni Zn Lit.
Grejfurt Australija 0,001 04 0,7 0,2 0,01 0,02 0,5 [78]
Limun Australija <0,001 0,2 1,0 0,2 <0,001 0,01 0,5 [78]
Mandarina Australija <0,001 14 1 0,1 <0,001 0,1 0,5 [78]
Pomorandza Australija <0,001-0,02 0,04-1 0,02-1,8 0,1-05  <0,001-0,03 <0,001-0,2 0,1-0,7 [78]
Ananas Spanija - 0,3-0,6 1,3-32 2,9-12,6 - - 04-1,1 [156]
Breskva Turska - 5,21-6,39 2,21-2,61 - - - 0,30-0,60 [148]
VisSnja Turska - 0,44-0,72 2,12-2,36 - - - 0,61-0,93 [149]
Jabuka’ Saudi Arabija 8,39 330,50 338,36 24,42 - 6,46 544,96  [158]
Jagoda® Brazil - - 187 42 - 79 - [159]
Grozde® Brazil - 26 231 168 - 95 20 [159]
M ikr oelementi
Uzor ak Al B Sn Lit.
Grejfurt Austraija 0,02 0,7 <0,001 [78]
Limun Austraija 0,01 1,7 <0,001 [78]
Mandarina Austraija 0,4 0,3 <0,001 [78]
Pomorandza Australija 0,001-1 0,6-2,9 <0,001-0,1 [78]

3Sadrzaji detektovanih elemenata su izrazeni u mg/l; ® Sadrzaji detektovanih elemenata su izraZeni u pg/l



3.3.5 Statisticka obrada dobijenih rezultata odredivanja sadrzaja metala u
uzorcima vocénih sokova i voénih vina

ANOVA test je primenjen u cilju ispitivanja uticga vrste bistrih i gustih voénih sokova na
sadrzaj detektovanih makro i mikro elemenata, i za primenu ovog testa uzeta je srednja vrednost
rezultata dobijenih od tri (bistri) odnosno dva proizvodaCa (gusti) za svaki od ispitivanih
uzoraka. Jednofaktorskom analizom varijanse utvrdena je statistiCki znacajna razlika na nivou
p<0,05 u sadrZajima detektovanih elemenata u svim ispitivanim uzorcima bistrih voc¢nih sokova
(Tabela X111 Prilog I1). Naknadna poredenja pomoéu Tukey-ovog HSD testa su pokazala da u
grupi ispitivanih bistrih vocnih sokova jedino ne postoji statisticki znaCajna razlika u sadrZaju Ca
i Cr kod visnje i kupine (p=1,000; p=0,345), u sadrzaju Na kod visnje i crnog grozda (p=0,104)
kao ni u sadrZaju Pb kod kupine i borvnice (p=0,074) (Tabela XIV Prilog I1). Primenjeni
ANOVA test na grupu gustih voénih sokova, pokazao je da u sadrZaju svih ispitivanih
elemenata, izuzev kod kadmijuma (p=0,337), postoji statistiCki znacajna razlika na nivou p<0,05
(Tabela XV Prilog I1). Rezultati naknadog poredenja pomoéu Tukey-ovog HSD testa za guste
vocne sokove dati su u Tabeli XVI u Prilogu Il. Ovakvi rezultati primenjenog ANOVA testa su
potvrdili uticaj vrste kako bistrog tako i gustog vocnog soka na sadrzaj mikro i makro
nutrijenata. Time ¢e svaka od ispitivanih vrsta bistrih i gustih vocnih sokova razli€ito uticati na
efikasnu nadoknadu ovih nutrijenata u ljudskoj ishrani.

ANOVA testom pracen je uticaj proizvodacCa, za svaku od razli€itih vrsta bistrih voénih
sokova, na sadrzaj detektovanih elemenata. Jednofaktorska analiza varijanse pokazala je
statistiCki znaCajnu razliku na nivou p<0,05 u sadrzaju detektovanih makro i mikro elemenata,
prema proizvodacu (Tabele XVII Prilog I1). ANOVA test je pokazao da jedino u sadrzaju olova
u bistrom soku od kupine nije postojala statisticki znaCajna razlika (p=0,091) u odnosu na
proizvodaca.

Jednofaktorskom analizom varijanse ispitan je uticgy vrste vocnog vina na sadrZaj
detektovanih makro elemenata. Utvrdena je statistiCki znaCajna razlika na nivou p<0,05 u
sadrZajima Ca, Mg, K i Nau ispitivanim uzorcima voc¢nih vina (Tabela X V111 Prilog I1).

ANOVA testom ispitan je uticaj vrste proizvodaCa u okviru iste grupe vocnih vina, na
sadrzaj detektovanih makro elemenata. Utvrdena je statisticki znaCajana razlika na nivou p<0,05
u sadrzajima detektovanih elemenata u svim ispitivanim uzorcima vocnih vina (Tabela XIX).
Naknadna poredenja pomoéu Tukey-ovog HSD testa pokazuju da izmedu uzoraka vina od
kupine domace proizvodnje (2) i iz marketa (1) u sadrzaju kalcijuma ne postoji statiticki
znaCajnarazlika (p=0,997). U ispitivanoj grupi vina od kupine, kod uzoraka domace proizvodnje
1i 2 nije bilo znaCajne razlike u sadrzaju magnezjuma (p=0,736) kao ni izmedu domace vina od
kupine 11 iz marketa 1 (p=0,939) (Tabela XX Prilog Il).

Rezultati statistiCe analize su potvrdili da sadrzaj makro elemenata u voénim vinima zavisi
od nacina proizvodnje.
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3.4 Optimizacija, validacijai primena | CP-OES metoda
odredivanja sadrzaja metala u uzorcima meda

3.4.1 |CP-OES optimizacija-evaluacija robusnosti induktivno kuplovane plazme

U cilju postizanja tzv. robusnih uslova plazme, pri konstantnim operativnim uslovima
instrumenta (Tabela 53.), ispitan je uticaj RF snage generatora na plazmu. Menjanjem snage
generatora, trazena je ona koja vodi najvec¢em odnosu intenziteta emisionih linija Mg(ll) 280,270
nm i Mg(l) 285,213 nm. Relativni intenziteti emisionih linija sa pripadaju¢im standardnim
devijacijamai relativnim standardnim devijacijama, kao i odnos intenziteta dati su Tabeli 54.

Tabela53. Operativni uslovi zainstrument iCAP 6000 ICP-OES

Brzina pumpe zaispiranje 100 rpm
Brzina pumpe za analizu 50 rpm
Protok gasa za rasprsivanje 0,7 I/min
Protok gasa za hladenje 12 1/min
Protok pomoénog gasa 0,51/min
Pravac posmatranja plazme aksijalno/radijalino
Vreme ispiranja 30s
Tabela 54. Uticag RF snage generatora na odnos intenziteta emisionih linijaMg(l1) i Mg(l)
RF snaga i nt'zﬁzﬁgf'SD RSD  Relativni intenzitet:SD  RSD  Odnos
(W) Mg(i1) 280,270 nm (%) Mg(l) 285,213 nm (%) intenziteta
750 23004+2744 11,93 11966790 6,602 1,922
950 83820+3772 4,500 23990+920 3,835 3,494
1150 156928+1796 1,144 33002+743 2,251 4,755
1350 174206+2105 1,208 45126+958 2,123 3,860

Kao i pri optimizaciji prethodnih ICP-OES metoda i ovde se postiZe robusna plazma pri
RF snazi generatora od 1150 W Sto je operativni parametar koriséen u daljem postupku
optimizacije i validacije metoda. OCigledan je porast RSD-a sa udaljavanjem od robusnih uslova

plazme.
3.4.2 lzbor emisionih linija-parametri kalibracionih pravih

Kao i u prethodnim postupcima izbora najbolje talasne duzine, za svaki od ispitivanih
elemenata je izabrano po Cetiri talasne duZine iz softverske baze podataka a optimalna je
izabrana metodom odnosa nagiba dveju kalibracionih pravih, jedne iz standarda a druge iz
“spajkovanih” standarda uzorkom. Daobijeni rezultati su dati u Tabeli 55. 1z prikazanih rezultata
moZe se videti da je najveca tzv. analitiCka osetljivost za emisionu liniju Mg a ngjmanja za Pb i
Se. Takode se, iz vrednosti dobijenih nagiba, zapaZza da je najvecCi efekat matriksa kod Cr, As i
Mo a nggmanja kod B, Co, Fe, Mg i Zn. Relativna standardna devijacija se krec¢e od 0,03% do

9,06%.
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Tabela 55. Parametri analitickih kalibracionih pravih: analitiCka talasna duzina (A), limit
detekcijei kvantifikacije (LOD i LOQ), korelacioni koeficijent (R?), odsegak (b), nagib (m),
prosecna RSD za repetabilnost merenja rastvora za kalibraciju i odnos mya/mMyzorak

A LOD LOQ 5 RSD Odnos
Element  om)  @om)  @pm) R b M%) MM
Al 396,152 0,4502 1,499 0,999488 431 5240 3,63 1,18
AsS 228812 0,9334 3,108 0,998846 3,25 1186 3,44 1,26
B 249,773 00,1962 0,6533 0,999903 94,96 13686 0,69 1,08
Ca 422,673 0,4889 1,628 0,934665 419,59 86579 6,72 1,10

Cd 214438 0,0134 0,0446 1,000000 3,13 26928 0,09 0,86
Co 228,616 0,0352 0,1172 0,999997 0,19 8443 0,08 0,94

Cr 284325 0,1149 0,3826 0,996683 326,21 7781 2,31 1,28
Cu 324,754  0,9122 3,037 0997905 21,95 3848 9,06 1,15
Fe 238,204 0,0368 00,1225 0,999997 549 10009 0,09 0,94

K 769,806 0,2266 0,8858 0,994138 120,20 7171 8,54 1,10
Mg 279,553 0,1304 0,4342 0,999957 270,82 597388 6,84 1,05
Mn 257,61 00144 00479 0,999999 525 11439 0,42 0,88
Mo 202,03 00128 0,0426 0,999998 1,66 1450 0,88 1,24
Na 330,237 00,6502 2,165 0,998934 -1,17 1920 0,03 1,18
Ni 231,604 0,1224 0,4076 0,999962 -0,04 5761 0,18 1,20

Pb 220,353 10,0878 0,2924 0,999981 -0,51 158 0,04 0,88
Se 196,090 0,2970 0,9890 0,999300 0,88 312 1,55 0,86
S 251,611 0,3226 1,074 0,999948 57,25 6964 1,29 1,12
Zn 202,548 0,7934 2,642 0998414 28,17 16680 3,41 1,08

*srednjavrednosti tri merenja
3.4.3 Evaluacijatacnosti i preciznosti

Tacnost i preciznost odredivanja sadrzaja metala predlozenim metodama ispitana je
uporedivanjem sadrZaja svakog ispitivanog elementa u rastvoru multielementnog standarda
koncentracije 15,00 ppm za K i Si, odnosno 3,00 ppm za ostadle elemente sa deklarisanom
koncentracijom od strane proizvodaca koriS¢enog standarda. Rezultati koji su dobijeni prilikom
ispitivanja taCnosti i preciznosti metoda prikazani su u Tabeli 56.
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Tabela56. Tacnost i preciznost odredivanja ispitivanih elemenata predlozenim metodama

Nadena vrednost Taénost? Preciznost?
Flement  %+SD (ppm)  Recovery (%) RSD (%)
Al 3,166+0,068 105,5 2,1
As 2,854+0,078 95,1 2,7
B 3,108+0,044 104,1 0,7
Ca 3,088+0,062 103,6 2,0
Cd 2,888+0,068 96,3 2,4
Co 2,899+0,046 96,6 1,6
Cr 2,882+0,068 96,1 2,4
Cu 3,166+0,058 105,5 1,8
Fe 3,114+0,072 103,8 2,3
K 14,52+0,48 96,8 3,3
Mg 2,892+0,072 96,4 2,5
Mn 3,162+0,084 105,4 2,7
Mo 3,200+0,090 106,7 2,8
Na 2,886+0,084 96,2 29
Ni 2,868+0,092 95,6 3,2
Pb 3,110+0,104 103,7 3,3
Se 2,848+0,082 94,9 29
S 15,86+0,28 105,7 1,8
Zn 3,142+0,064 104,7 2,0
2Recovery= 1100 PR = <D -100
m X

Tacnost odredivanja ispitivanih metala se kre¢e od 94,9% za Se do 106,7 % za Mo a
preciznost od 0,7% kod B do 3,3% kod K i Ph.

3.4.4 Sadrzaj ispitivanih makro i mikro elemenata u razliCitim uzorcima meda

Med predstavlja prirodni proizvod koji pored hranljive imai tarapeutsku vrednost. U cilju
odredivanja mineralnog sastava meda uzeti su uzorci Cetiri vrste meda od samostalnih
proizvodaCa sa Sest razliCitih geografskih podrucja Republike Srbije, kao i sedam vrsta tzv.
industrijskog meda, koje se mogu naci u prodaji na podru¢ju grada NiSa. Ovakav izbor uzoraka
je imao za cilj da se vidi da li postoji razlika u sadrzaju odredivanih elemenata u medu
samostalnih proizvodaca u poredenju sa tzv. industrijskim medom, tj. da li i kako nacin
proizvodnje i tretiranja finalnog proizvoda uti¢e na koli¢inu makro i mikro elemenata u medu.
Takode, izabrano je viSe vrsta meda (livadski, bagremov, Sumski, cvetni, planinski) sa ciljem
postavljanja mogucih korelacija a prema biljnom poreklu meda. Uzorci domacih vrsta meda su
uzimani sa tri razliCita lokaliteta, u cilju provere uticaja podrucja sa kojeg je med, na sadrzaj
detektovanih makro i mikronutrijenata.

Primenom optimalnih i robusnih uslova metoda, u ispitivanim uzorcima meda je odreden
sadrzaj 19 elemenata. U Tabelama od 57 do 62 je, za svaki od uzoraka, prikazana srednja
vrednost sadrZaja elemenata od tri uzastopna merenja + standardna devijacija SD (ug/g meda).
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Tabela57. Srednja vrednost sadrZaja makro e emenata£SD (pg/g) u uzorcima domacih vrsta

meda sa tri razlicita geografska podrucja

Uzorak Ca K Mg Na

. NiSka Banja  52,82+0,64 72,46+0,98 28,68+0,66 80,48+1,22
% Vladi€¢in Han  50,44+0,24  70,22+1,88 20,46+0,42 88,46+1,64
- Prokuplje 68,92+0,23  81,75+1,58 27,77+0,23 103,2+2,3
> NiSka Banja  51,44+0,78 66,86+2,36 24,64+0,15 79,88+1,51
E Sid 60,66+0,81  76,22+3,18 32,66+0,72 99,88+3,62
c%'; Valjevo 70,44+0,55 91,66+1,32 40,46+0,55 70,88+1,84
NiSka Banja  55,68+0,96 58,44+1,68 30,66+0,83 82,88+2,63

g Vladi¢in Han  60,24+0,22  70,66+2,31 28,88+0,71 78,66+1,31
7 Zaplanje 58,86+0,92 64,24+1,22 26,66+0,61 91,22+1,57
NiSka Banja  58,24+0,53 62,84+2,36 28,88+0,32 90,22+2,73

g Prokuplje 63,44+0,74  82,44+1,79 20,86+0,43 78,98+1,49
Vlasina 50,34+0,39  58,88+1,33 32,46+0,54 83,34+2,12

Tabela 58. Srednja vrednost sadrzaja makro elemenata =SD (Lg/g)

u uzorcimarazlicitih vrsta industrijskog meda

Uzorak Ca K Mg Na

Manuka 102,8+1,0  79,58+0,73 38,70+0,13 166,908
Biomed6  52,42+0,88 10,66+0,88 14,88+0,24  66,28+0,98
Livadski 60,66£0,22 12,42+0,66 18,34+0,22  42,86:0,64
Bagremov  81,97+0,93 3,785+0,033 16,22+0,04  30,47+0,53
Sumski 73,07+2,05 13,80+0,09 19,49+0,10 62,72+0,34
Cvetni 41,62+0,25 3,993+0,040 12,45+0,02 21,73+0,05
Planinski 58,60+0,44  10,88+0,08 20,66+0,42  46,86+0,32
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Sadrzaj odredivanih makroelemenata (natrijum, kalijum, kalcijum i magnezijum) u
ispitivanim uzorcima domaceg meda opada u sledecem nizu Na>K>Ca>Mg. Kada se uporede
srednje vrednosti sadrzaja natrijuma, dobijene po vrsti meda za svaki od tri razliCita lokaliteta,
moze se videti da je najviSe natrijuma detektovano u livadskom medu (90,65 pg/g) dok je
koliCina ovog elementa u ostalim vrstama meda bila priblizno ista i kretala se oko 80 pg/g.

Za razliku od domaceg meda, sadrzaj makro elemenata u uzorcima industrijskog meda
opada u slede¢em nizu Na>Ca>Mg>K. U poredenju sa uzorcima domaéeg meda moze se videti
da je kod industrijskog meda sadrzaj svih detektovanih makro elemenata generalno nizi, izuzev
meda Manuka Cije je geografsko poreklo sa Novog Zelanda. Kod ove vrste meda nadeno je skoro
dva puta vise Na i Ca, odnosno 1,5 puta vise Mg u odnosu na sve uzorke domaceg meda, dok im
je sadrzaj K priblizno isti. Kada se sadrzaji detektovanih makro elemenata u medu Manuka
uporede sa drugim vrstama industrijskog meda moZze se videti da je razlika u sadrzajima veca
nego u slucaju poredenja sa domacim vrstama meda. Vece koli¢ine Na, Ca, Mg i K u medu
Manuka mogu biti direktna posledica porekla biljaka Ciji su polen pcele koristile, jer
koncentracija razliCitih metala u medu zavisi od mineralnog sastava cvetnih biljaka, Sto je dalje
posledica njihovog botanickog i geografskog porekla [160].
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Tabela59. Srednja vrednost sadrzaja mikro el emenata +SD (ug/Q)
u uzorcimadomacih vrsta meda sa tri razliita geografska podrucja

Uzorak B Co Cr Cu Fe Mn Mo Ni Se S Zn
Niska Banja 3,040+0,046 0,0982+0,0024 0,3084+0,0124" 1,224+0,054 4,988+0,064  0,4464+0,0024 0,4664+0,0012 0,0384+0,0022 nd 40,66+0,24 12,46+0,14
% . . .
'§ Vladic¢in Han 2,982+0,088 0,1204+0,0044 0,3466+0,0144 1,088+0,046 5,668+0,088  0,3888+0,0046  0,6404+0,0052  0,0442+0,0022 nd 38,22+0,16 14,48+0,08
=
Prokuplje 3,342+0,023 0,1050+0,0052 0,2856+0,0182 1,990+0,015 6,667+0,038  0,4774+0,0032  0,5668+0,0026  0,0474+0,0034 nd 47,17+0,18 19,59+0,08
Niska Banja 1,922+0,015 0,0988+0,0041 0,3044+0,0261 1,444+0,017 5,242+0,073  0,2988+0,0091  0,6668+0,0057  0,0502+0,0061 nd 28,46+0,25 15,44+0,12
3
g Sid 2,088+0,054 0,1664+0,0052 0,2664+0,0192° 2,004+0,042 4,808+0,051  0,5452+0,0051  0,5244+0,0013  0,0660+0,0073" nd 31,46+0,63 11,22+0,15
&
m
Valjevo 2,122+0,073 0,1442+0,0021 0,2224+0,0351" 2,566+0,063 6,224+0,022  0,6202+0,0011 0,7664+0,0071 0,0456+0,0026 nd 32,88+0,45 10,24+0,03
Niska Banja 3,088+0,044 0,1220+0,0054 0,3022+0,0521" 1,006+0,017° 4,244+0,036  0,4426+0,0012 0,2448+0,0016 0,0224+0,0061" nd 52,22+0,83 16,24+0,07
<
§ Vladi¢in Han 1,044+0,057 0,0988+0,0072 0,1988+0,0362" 2,100+0,039 3,242+0,075  0,5442+0,0053 0,3442+0,0024 0,0324+0,0067" nd 44,62+0,99 10,22+0,23
N
Zaplanje 2,866+0,036 0,2002+0,0041 0,2242+0,0421" 1,884+0,082 3,222+0,053  0,5546+0,0038 0,2242+0,0015 0,0444+0,0038" nd 32,86+0,44 11,46+0,13
Niska Banja 2,928+0,061 0,0998+0,0062 0,2642+0,0394" 2,088+0,0361°  4,086+0,027  0,3488+0,0085  0,8442+0,0053  0,0702+0,0055 nd 44,66+0,56 12,66+0,28
k=
g Prokuplje 1,886+0,089 0,2202+0,0013 0,3002+0,0673" 1,006+0,0239° 2,988+0,086 0,5680+0,0022  0,7664+0,0028  0,0664+0,0015 nd 35,88+0,33 10,66+0,16
Vlasina 3,446+0,052 0,1002+0,0265 0,2022+0,0397" 2,444+0,025 5446+0,018  0,6020£0,0015  0,7746+0,0021  0,0556%0,0018" nd 32,56+0,63 10,88+0,22
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Tabela 60. Srednja vrednost sadrzaja mikro el emenata +SD (ug/Q)
u uzorcimarazlicitih vrsta industrijskog meda

Uzorak B Co Cr Cu Fe Mn Mo Ni Se S Zn
Manuka 2,480+0,015 0,0532+0,0052 0,2284+0,0102° 1,775+0,005 6,023+0,035 1,522+0,005 0,4434+0,0023 0,087+0,005 nd 57,67+0,23 3,507+0,025
Biomed 6 1,022+0,044 0,1202+0,0084 0,2240+0,0202° 0,8884+0,0040" 3,082+0,044 0,2466+0,0082 0,2246+0,0015 0,0424+0,0052" nd 12,86+0,86 0,6664+0,0084"
Livadski 1,888+0,046 0,0882+0,0062" 0,2084+0,0104" 0,5444+0,0442° 3,088+0,011 0,2024+0,0080 0,3488+0,0061 0,0444+0,0018" nd 15,08+0,05 0,8280+0,0062"
Bagremov 1,370+0,001 0,1270+0,0032 0,6824+0,0032" 0,5026+0,0030" 3,342+0,013 0,2172+0,0012 0,56660,0053 0,0454+0,0036" nd 13,32+0,08 1,140+0,0003
Sumski 1,535+0,013 0,1922+0,0282 0,2404+0,0202° 0,8788+0,0054" 2,300+0,020 0,2052+0,0008 0,4888+0,0041 0,0322+0,0050" nd 8,280+0,005 0,7372+0,0054"

Cvetni 2,205+0,010 0,0900+0,0032 0,3876+0,0180" 0,5454+0,0032" 2,457+0,028 0,112+0,0022 0,3224+0,0017 0,0252+0,0052 nd 14,97+0,06 0,7756+0,0032"
Planinski 2,260+0,020 0,2024+0,0044 0,2240+0,0226" 0,6662+0,0040" 3,880+0,018 0,1884+0,0020 0,5060+0,0019 0,0344+0,0052 nd 24,88+0,08 2,066+0,034

0€T
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Sadrzaj bakra u ispitivanim uzorcima domaceg meda uglavom je ispod LOD-a primenjene
metode. Jedino su u uzocima bagremovog meda sa podrucja Valjeva i cvetnog meda sa Vlasine
detetektovani sadrzaji iznad LOD-a metode-2,566 pg/g za bagremov odnosno 2,444 ug/g za
cvetni med. Kada se sadrZaji ovog metala uporede sa sadrzajima do kojih su u svojim studijama
dosli drugi autori mozZe se videti da su koliCine bakra u ovom radu bile veée u poredenju sa
koncentracijom bakra koja je detektovana u medu nabavljanog sa razliitih podrucja u Italiji
(0,163-0,182; 0,310; 0,890 i 0,647 pg/g) [161-163] kao i u uzorcima meda u Spaniji gde se
sadrzaj Cu kretao od 0,10 do 1,73 pg/g u zavisnosti od geografskog porekla meda [164]. SadrzZaj
bakra u uzorcimamedaiz Slovenije (od 1,4 do 2,7 ug/g ) [165] je u skladu sa rezultatima u ovom
radu.

Koli¢ina Cu u uzorcima industrijskog meda je ispod LOD-a metode u svim ispitivanim
uzorcima. Kada se ovi sadrZaji uporede sa koliCinom bakra koja je detektovana u domacim
vrstama meda moZe se zapaziti da je sadrZzaj ovog elementa bio znatno niZi u odnosu na domace
vrste meda. Najveci sadrZaj bakra detektovan je u uzorku meda Manuka (1,775 pg/g), dok jeu
uzorcima livadskog, bagremovog i cvetnog meda koncentracija Cu bila najniza i kretala se od
0,5026 do 0,5454 pg/g. Poviseno prisustvo bakra u medu moZze biti posledica zagadenja Zivotne
sredine kao i upotrebe fungicida, baktericida i herbicida za zastitu biljaka od razlicitih vrsta
StetoCina Sto potvrduje potrebu pracenja i poznavanja sadrzaja istog [166]. Po pravilniku RS [71]
maksimalno dozvoljena koliina bakra u medu je 1 ug/g, pa se tako moze zakljuciti da sve
industrijske vrste meda zadovoljavaju standard o koliCini Cu, izuzev meda Manuka. Sa druge
strane kod uzoraka domacih vrsta meda zabeleZeni su sadrZaji Cu koji su iznad onih koje
propisuje Pravilnik RS. PoviSeni sadrzaj ovog metala u uzorcima domaceg meda moze biti
posledica upotrebe posuda na bazi legura bakra, koja se najceSCe i upotrebljavaju u
domacinstvima [167]. Usled dugogodisSnje upotrebe posuda za obradu i skladistenje meda,
posude se moze moze oStetiti i na taj naCin se stvaraju uslovi za migraciju bakra iz metalne
legure u med. U cilju smanjenja koliina Cu u uzorcima domaceg meda potrebno je voditi raCuna
0 redovnoj zameni posuda u kojima se med sakuplja, obraduje i skladisti.

SadrZzaj gvozda u ispitivanim uzorcima domaceg meda prati sledeCi opadajuci niz
livadski>bagremov>cvetni>Sumski. Kada se sadrzaj ovog metala poredi po geografskom poreklu
iste vrste meda, moze se videti da dolazi do varijacije u sadrzaju Fe u zavisnosti od lokaliteta.
NajviSe gvozda je detektovano u livadskom medu sa podrucja Prokuplja (6,667 pg/g). U odnosu
na sadrzaje gvozda u domacim vrstama meda, u uzorcima industrijskog meda, sadrZaj ovog
metala je generalno bio nizi, izuzev meda Manuke gde je zabeleZena i najveca koncentracija
ovog metala u grupi uzoraka industrijskog meda. NajniZi sadrzaj Fe odreden je u uzorku
Sumskog meda (2,300 pg/g).

Kada se uporedi sadrzaj cinka u domatem medu sa sadrZzajem ovog metala u
industrijskom medu, moZe se videti da domaci med ima znatno vece koncentracije cinka, i to za
oko 10 do 20 puta, u zavisnosti od vrste meda. Ngjvise cinka odredeno je u domacem livadskom
medu sa podrucja Prokuplja (19,59 pg/g) a najnize u Sumskom medu sa podrucja Vladi€inog
hana (10,22 pg/g). U grupi industrijskog meda Manuka i planinski med imaju najvise
detektovanog cinka i to 3,507 pug/g odnosno 2,066 ug/g, dok su sadrzaji Zn u ostalim uzorcima
ove grupe meda znatno niZi i ispod LOD-a primenjene metode.

Po pravilniku RS [71] maksimalno dozvoljne koli¢ine Fe i Zn u medu su 20 pg/g zaFei
10 pg/g za Zn. Na osnovu sadrZzaja Fe i Zn koji su detektovani u ispitivanim uzorcima meda
moze se zakljuciti da su sve vrste meda bezbedne za koriS¢enje u smislu sadrzaja Fe ali u
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pogledu sadrZaja Zn domace vrste meda ne zadovoljavaju propisane standarde i 0 tome se mora
voditi raCuna s obzirom da poviSeni sadrZaji cinka mogu Stetno delovati na zdravlje ljudi.

Uzorci ispitivanih vrsta meda mogu tokom procesa proizvodnje biti kontaminirani pojedim
metalima. 1zvori ove kontaminacije mogu biti pcelari preko opremei aatki koje se koriste u toku
dobijanja meda, ali i samo radno okruzenje moze doprineti ovoj kontaminaciji. Usled kontaktan
sa medom neki metali (Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Pb, Ni i Zn) mogu migrirati iz materijala
(nerdajuci celik, galvanizirani metal i aluminijum) od kojeg su izradene posude za sakupljanje,
proizvodnju i odlaganje meda. Vrednost pH meda je 3,5-4,8 pa zbog svoje kiselosti moze imati
korozivni efekat na povrSinu primenjenih alatki i posuda i tako omoguciti metalima da dospeju u
med. Takode gvozde i neki drugi metalni kontaminanti (Cd, Co, K, Mg, Mn i Pb) mogu da
dospeju u med preko supstanci kojima se pcele prehranjuju (Secerne pogace i sirupi) [167].

Slen je jedini metala iz grupe elemenata u tragovima, koji nije detektovana kako u
uzorcima domaceg tako i u uzorcima industrijskog meda. SadrZaj nikla je ispod LOD-a
primenjene metode u svim isitivanim uzorcima meda. Bor je detektovan u priblizno istim
koli¢inama u domacim i industrijskim vrstama meda i njegov sadrZaj se kreée od 1,022 do 3,446
Mo/g. Sadrzaj kobalta u ispitivanim uzorcima meda je varirao u odnosu na geografsko poreklo
uzorka, dok je koli¢ina molibdena koja je detektovana u ispitivanim vrstama domaceg meda veca
u odnosu na industrijske vrste meda. Detektovani sadrzaj silicijuma je u domacem medu oko 2
do 3 puta veci u odnosu na uzorke industrijskog meda (Tabele 59i 60.).
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Tabela 61. Srednjavrednost sadrzaja neesencijalnih i toksicnih elemenata £SD (ug/g) u

uzorcimadomacih vrsta meda sa tri razliCita geografska podrucja

Uzorak Al As Cd Pb
Niska Banja  44,28+0,44 nd 0,0224+0,0008°  0,0888+0,0122"
.-g * *
§ Vladi¢in Han  38,22+0,22 nd 0,0202+0,0011°  0,1044+0,0442
2
Prokuplje 54,20+0,35 nd 0,0172+0,0062°  0,9372+0,0232
Niska Banja  28,22+0,28 nd 0,0188+0,0021°  0,0988+0,0422"
3
o Si 460, n ,0222+0,0034°  0,1222+0,0513
% Sid 34,46+0,61 d 0,0222+0,0034°  0,1222+0,0513
[a1]
Vajevo 62,44+0,79 nd 0,0344+0,0011  0,0988+0,0325°
Niska Banja  34,66+0,83 nd 0,0444+0,0031  0,0682+0,0165
% * x
£ ViadicinHan  44,26:0,34 nd 0,0220+0,0012°  0,0862+0,0237
)
Zaplanje 38,46+0,59 nd 0,0102+0,0031°  0,1088+0,0614"
Niska Banja  30,46+0,48 nd 0,0088+0,0042°  0,1002+0,0384"
=
g Prokuplje 29,88+0,62 nd 0,0320+£0,0063°  0,1222+0,0812"
Vlasina 26,88+0,56 nd 0,0098+0,0003°  0,0788+0,0325"

" < LOD metode; nd — nije detektovan
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Tabela 62. Srednja vrednost sadrzaja neesencijalnih i toksicnih elemenata

+SD (ug/g) u uzorcimarazlicitih vrsta industrijskog meda

Uzorak Al As Cd Pb
Manuka  38,90+0,20 nd nd 0,4124+0,0252
Biomed 6  12,08+0,12 nd nd 0,0980+0,0440"
Livadski  9,066+0,024 nd nd 0,1224+0,0252"
Bagremov  8,7750,038 nd 0,0222+0,0001°  0,0804+0,0883
Sumski  13,03+0,03 nd 0,0154+0,0032"  0,2804+0,0152
Cvetni 13,14+0,13 nd nd 0,1522+0,0050"
Planinski  8,662+0,222 nd nd 0,2440+0,0062

" < LOD metode; nd — nije detektovan

Toksi¢an metal olovo je detektovan u svim ispitivanim uzorcima kako domaceg tako i
industrijskog meda u sadrzajima koji su bili ispod LOD-a primenjene metode Sto potvrduje
Cinjenicu da je Pb jedan od najrasprostranjenijin kontaminanata zivotne sredine. Sadrzaj ovog
metala u uzorcima domacih vrsta meda bio je generalno nizi u poredenju sa ispitivanim vrstama
industrijskog meda izuzev livadskog meda sa podrucja Prokuplja, gde je zabeleZzena i najveca
koncentracija olova od 0,9372 ug/g, $to ukazuje na uticaj zagadene Zivotne sredine tog podrucja.
U grupi industrijskog meda, Manuka ima najveci sadrzaj ovog metala (0,4124 ug/g), dok je
najmanje Pb zabelezeno kod bagremovog meda (0,0804 pg/g). Kada se poredi sadrzaj olova u
zavisnosti od geografskog porekla domaceg meda, moze se videti da postoje odredene varijacije
u ovim sadrzajima, tj. da sadrZaj zavisi od regiona sa kojeg domaci med potice.

Visoko toksian metal kadmijum je detektovan u svim uzorcima domaceg meda u
koncentraciji koja je bila uglavhom ispod LOD-a primenjene metode. U ovoj grupi uzoraka
koncentracija kadmijuma je varirala s obzirom na lokalitet sa kojeg med potiCe, pri cemu je
najvise ovog metala odredeno u Sumskom medu iz Niske banje (0,0444 ug/g) i bagremovom
medu iz Vajeva (0,0344 ug/g). Kod uzoraka industrijskog meda ova] element je detektovan
jedino u uzorcima meda od bagrema i Sumskog meda i to u sadrzajima koji su bili ispod LOD-a
primenjene metode.

Metali koji su detektovani u medu mogu voditi poreklo od geografskih i botanickih izvora.
Pored toga, prisutni teSki metali u medu mogu biti rezultat dejstva antropogenih faktora [168].
Oblast koju péele, prilikom sakupljanja nektara pokrivaju je negde oko 7 km? Tako veliki
radijus kretanja ih nuzno vodi do razli€itih podrucja, razlicitih biljaka i drugih izvora hrane. Pri
tome pcCele dolaze u kontakt sa biljkama, vazduhom, vodom i zemljiStem. Ako dospgu u
zagadenu oblast i one same se kontaminiraju i nose zagadivace iz okoline ili ih uzimaju preko
sirovog materijala kojeg sakupljgju [161]. Na ovaj naCin kontaminanti dospevaju u med i
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menjaju njegov sastav i kvalitet. Zato je neophodno pratiti 1 kontrolisati sadrzaj teSkih metala u
medu Ciji sadrzaj mozZe ukazivati na zagadenje oblasti sa koje med vodi poreklo.

Pravilnik RS o koliCinama pesticida, metala i metaloida i drugih otrovnih supstancija,
hemioterapeutika, anabolika i drugih supstancija koje se mogu naaziti u namirnicama [71]
propisuje dozvoljenu koli¢inu olova u medu od 0,5 pug/g odnosno kadmijuma od 0,05 pg/g. Na
osnovu ovih vrednosti, moze se zakljuciti da svi ispitivani uzorci meda u ovom radu imaju nize
sadrZaje ova dva teSka metala u odnosu na one koje propisuje Pravilnik RS, izuzev domaceg
meda sa podrucja Prokuplja gde je detektovano viSe olova nego Sto se Pravilnikom dopusta. lako
su detektovani sadrzaji olova i kadmijuma u ispitivanim uzorcima meda bili niski i uglavnom
ispod LOD-a primenjene metode a imajuci u vidu toksi¢no i kumulativno dejstvo koje ovi metali
imaju naljude, neophodno je da se stalno prati sadrzaj ovih kontaminanata u medu.

Arsen je metal koji iz grupe toksic¢nih metala jedini nije detektovan kako u domacim tako
I U industrijskim uzorcima meda.

Kada se uporede sadrZaji detektovanih makro i mikro elemenata kod bagremovog,
Sumskog, cvetnog i livadskog meda izmedu dve grupe ispitivanih uzoraka (domaci i industrijski)
moZe se zapaziti da se svi detektovani elementi izuzev kalcijuma, nalaze u ve¢im sadrZajima u
ove Cetiri vrste meda koji je domaceg porekla 5to znaci da se upotrebom navednih domacih vrsta
meda mogu efikasnije nadoknaditi dnevne potrebe ka ovim makronutrijentima u odnosu na iste
vrste ali industrijskog meda.

Na osnovu razultata ovog rada kao i literaturinim pregledom radova (Tabela 63.) u
kojima su odredivani sadrzaji pojedinih makro i mikro elemenata moze se zapaziti da u
sadrzajima detektovanih elemenata postoji dosta varijacije i da ne postoji pravilnost u promeni
odredenih sadrzaja. Takva odstupanja u detektovanim sadrzajima u uzorcima razliCitih vrsta
meda razliCitog geografskog porekla, su samo potvrdila rezultate i zakljucke do kojih se u ovom
radu doslo, a to je da geografsko poreklo meda ima veoma vazan uticaj na njegov konacan
mineralni sastav. Zato se na osnovu detektovanih sadrzaja makro i mikronutrijenata moze izvrsiti
klasifikaciju meda po njegovom botanickom i geografskom poreklu.

Detektovani sadrzaji makro i mikronutrijenata u ovom radu su pokazali da ispitivane
vrste meda mogu biti veoma vazan izvor metala u ljudskoj ishrani. Medutim, koliCina metala
koja se upotrebom meda unosi u ljudski organizam je niska, jer se med u ishrani koristi u malim
koli¢inama. Dnevna upotreba meda moze nadoknaditi samo nekoliko procenata, pa ¢ak i nize (od
0,005-0,5%) preporucenih dnevnih potreba ka ovim nutrijentima.
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Tabela 63. Literaturni pregled odredivanih sadrzaja makro i mikro elemenata u uzorcima meda izrazen u pg/g

Poreklo
Turska
u.Ss.
Francuska
Italija
u.Ss.
Indija
Spanija
Slovenija

Turska
u.s.
Italija
Francuska
Italija
Indija
u.s.
Spanija
Slovenija

Italija
Francuska
us.
Arabija

M akr oelementi

Ca
51+4,26
45
54,1
47-132
33,7-84,6
20,7-193
3,4-129

Na

118+5,44

<30

201-256
97,9-247
9,42-258

Mikr oelementi

Lit.
[169]
[117]
[170]
[171]
[172]
[173]
[164]
[165]

Co
1+0,06

0,1-0,2

<0, 30,3
<0,05-0, 2

0,003+0,00003

Mikr oelementi

Fe
6,6+0,32
0,42
2,3+0,02
0,6-86,8

3,6-28,4
<4-15,9

0,40-52,51
1,98-3,93

Al
0, 2-9,7

0,05-0,2

0,004+0,0003

Mn

1+0,07

<1

0, 1-42,8

0,01+0,00005

<0,02-0,02

Lit.
[169]
[117]
[161]
[170]
[171]
[162]
[172]
[164]
[165]
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3.4.5 Statisticka obrada dobijenih rezultata odredivanja sadrzaja metala u
uzorcima meda

Jednofaktorskom analizom varijanse ispitan je uticaj vrste meda, kako domacih tako i
industrijskih, na sadrzaj detektovanih makro i mikro elemenata. Utvrdena je statisticki znaCajna
razlika na nivou p<0,05 u sadrZzajima odredivanih elemenata u svim ispitivanim uzorcima ove
dve vrste meda (Tabele XXI i XXII Prilog I1). Naknadna poredenja pomoc¢u Tukey-ovog HSD
testa ukazuju da u grupi domacih vrsta meda izmedu uzoraka Sumskog i cvetnog meda ne postoji
statistiCki znaCajna razlika u sadrzaju kadmijuma (p=0,773); sadrzaj hroma se znacajno ne
razlikuje izmedu uzoraka livadskog i bagremovog meda (p=0,273), dok makro element
magnezijum u uzorcima livadskog, Sumskog i cvetnog meda ne pokazuje statistiCki znaCajnu
razliku. (Tabela XXII1 Prilog I1). Rezultati Tukey post hock testa za uzorke industrijskog meda
dati su u tabeli XXIV u Prilogu Il.

Rezultati primenjenih statistickih testova su pokazali da postoji uticaj vrste meda (domaci i
industrijski) na sadrzaj gotovo svih detektovanih makro i mikronutrijenata. To znaCi da svaku
ispitivanu vrstu meda karakteriSe razli€it sadrzaj ispitivanih elemenata i da ¢e na osnovu tih
sadrzaja, svaka ispitivana vrsta meda razliCito uticati na nadoknadu dnevnih potreba prema ovim
nutrijentimau ljudskoj ishrani.

Jednofaktorskom analizom varijanse ispitan je utica lokaliteta u okviru iste vrste
domaceg meda (livadski, bagemov, Sumski i cvetni), na sadrzaj detektovanih makro i mikro
elemenata. Utvrdena je statistiCki znaCajana razlika na nivou p<0,05 u sadrzajima odredenih
elemenata u svim ispitivanim uzorcima u odnosu na poreklo meda (Tabele XXV Prilog II).
ANOVA test je pokazao da jedino kod uzoraka Sumskog meda ne postoji statistiCki znaCajna
razlika u sadrzaju olova (p=0,354), odnosno kod cvetnog meda ne postoji statistiCka znaCajna
razlikau sadrzaju kadmijuma (p=0,141).

Rezultati primenjenog ANOVA testa su pokazali da postoji uticaj lokaliteta sa kojeg
potiCu iste vrste domaceg meda na sadrZaj detektovanih mikro i makro elemenata. Tako se na
osnovu odredenih sadrzaja makro i mikronutrijenata moze izvrsiti klasifikacija meda po
njegovom botanickom i geografskom poreklu.
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4 1ZVOD



U okviru doktorske disertacije razvijene su i primenjene emisione spektrometrijske metode
na bazi induktivno kuplovane plazme (ICP-OES) kroz sledece korake:

e U procesu optimizacije parametara instrumenta izvrSena je provera robusnosti plazme
ispitivanjem uticaja RF snage generatora na postizanje tzv. robusne plazme odnosno plazme sa
najmanje uticaja na devijaciju analitickog signala, Sto je uslov koji obezbeduje najmanji efekat
matriksa na odredivanje sadrzaja elemenata u uzorcima. Tako postignuta plazma u stanju tzv.
lokalne termodinamicke ravnoteze (LTE) je plazma koja se po svojim karakteristikama najvise
pribliZava teorijski izraCunatoj termodinamickoj ravnotezi (TE). U tu svrhu pracen je odnos
relativnih intenziteta jonske i atomske linije magnezijuma (Mg(l1) 280,270 nm i Mg(l) 285,213
nm) pri koncentraciji Mg od 5 mg/|l pri promeni RF snage generatora od 750 do 1350 W, dok su
ostali operativni uslovi instrumenta bili konstantni (brzina pumpe za ispiranje, brzina pumpe za
analizu, protok gasa za rasprSivanje, protok gasa za hladenje, protok pomoc¢nog gasa, pravac
posmatranja plazme, vreme ispiranja). U delu Rezultati i diskusija dati su relativni intenziteti
ispitivanih emisionih linija, standardne devijacije i relativne standardne devijacije kao i odnos
intenziteta pri razliCitim RF snagama generatora. Najveci odnos intenziteta ispitivanih emisionih
linija je za vrednost RF snage od 1150 W Sto je kroz litaraturu i preporuCena snaga. Taj
operativni parametar instrumenta je u daljem postupku razvoja metoda odrzavan konstantnim.
Takode je zapazeno da, Sto plazma viSe odstupa od robusnih uslova, relativna standardna
devijacija merenja je veca;

o kalibracione prave za odredivanje sadrzaja svakog od ispitivanih metala (njih 19) u
ispitivanim uzorcima hrane konstruisane su koriS¢enjem dva rastvora multielementnog
standardna koncentracije 2,00 i 5,00 ppm i degjonizovane vode za nultu koncentraciju. Za svaki
element su iz biblioteke talasnih duzina, kojima raspolaze ITEVA softver za rukovanje
instrumentom i obradu podataka, selektovane Cetiri najosetljivije. Optimalna talasna duzina za
svaki element u svakom tipu uzorka, kao talasna duzina sa sto manje spektralnih interferencija i
Sto manje efekata matriksa, birana je postupkom pracenja odnosa nagiba kalibracione prave
dobijene iz standarda i kalibracione prave dobijene tzv. spakovanjem standarda rastvorom
uzorka. Za radnu, analiticku emisionu liniju birana je ona pri kojoj se ova dva nagiba najmanje
razlikuju, odnosno kod koje je odnos dva nagiba najblizi vrednosti 1,00, sto ukazuje na najmanji
efekat matriksa. Manja ili veca promena nagiba kalibracionih pravih je posledica manjeg ili
veCeg efekta matriksa na intenzitet emisione linije, odnosno efekat elemenata sa vecim
sadrzajem u uzorku na bliske analitiCke linije elemenata sa manjim sadrzajem. Parametri
dobijenih kalibracionih pravih: talasna duzina emisione linije (A) , limit detekcije (LOD), limit
kvantifikacije (LOQ), korelacioni koeficijent (R?), odsecak (b), nagib (m) i proseéna RSD (%) za
repetabilnost merenja standarda prikazani su u delu Rezultati i diskusija za sve ispitivane
elemente u svim analiziranim uzorcima;

e u cilju evaluacije taCnosti i preciznosti metoda odreden je sadrzaj svakog ispitivanog
elementa u rastvoru multielementnog standarda koncentracije 3,00 ppm za sve elemente sem za
K i S za koje je deklarisana koncentracija iznosila 15,00 ppm, na odabranim, optimalnim
talasnim duzinama, a pri prethodno definisanim optimalnim uslovima za sve elemente u svim
uzorcima. Dobijene vrednosti su uporedivane sa deklarisanom koncentracijom od strane

proizvodaCa koris¢enog multielementnog standarda a Ciji je sadrZaj proveren Kkoris¢enjem
sertifikovanog referentnog materijala-CRM odnosno razli€itih NIST CRM-ova. Tacnost

138



odredivanja svakog ispitivanog elementa iskazana kao Recoveryziloo I preciznost data kao
m

~ SD-100
X

e U postupku odredivanja sadrzaja metala u ispitivanim uzorcima hrane razvijenim ICP-
OES metodama izvrSena je manuelna korekcija pozadine u cilju dobijanja $to veceg odnosa
signal/pozadina. Odredeni sadrzaji 19 ispitivanih metala u uzorcima kostunjavog voca (brazilski
orah, indijski orah, Kikiriki, badem, le3nik, orah i pistaci); u uzorcima Zitarica (pSenica, ovas, raz,
jeCam, kukuruz i heljda), brasna (belo tip 400, belo tip 500, celo zrno pSenice, kukuruzno i
heljdino) i1 hleba (beli, razeni, crni, polubeli, kukuruzni i meSavina pSeni¢nog, ovsanog I
rezenog); u uzorcima bistrih (viSnja, kupina, crno grozde i borovnica) i gustih (breskva, jabuka,
jagoda, kajsija i multivitamin) voc¢nih sokova i voénih vina (kupina, vidnja, borovnica i malina);
u uzorcima meda, domacim (livadski, bagremov, Sumski i cvetni) i komercijalnim (manuka,
biomed 6, livadski, bagremov, Sumski, cvetni i planinski) prikazani su tabelarno podeljeni po
jednoj od klasifikacija metala na makroelemente, mikroelemente (esencijalne i potencijalno
toksiCne) i neesencijalne i toksicne. Sadrzaji su dati kao srednja vrednosti tri uzastopna merenja
sa pripadajucom standardnom devijacijom u pg metala po g odnosno ml uzorka. 1z razloga
dlikovitog a preglednijeg prikaza, na histogramima u Prilogu I, dobijeni sadrzaji odredivanih
elemenata su dati kao prosecne vrednosti u ispitivanim uzorcima.

RD prikazani su u odgovarajué¢im tabelama u delu Rezultati i diskusija;

e dobijeni sadrzaji su diskutovani u kontekstu poredenja sa literaturnim podacima
dobijenih od strane drugih istrazivaCa na istim tipovima uzoraka;, prema dnevnim potrebama
organizma ka istim odnosno preporucenim dozama od strane evropskih i svetskih organizacija;
sa aspekta toksicnosti pojedinih metala;

e takode, dobijeni sadrZaji su poredeni pre svega prema tipu uzorka u okviru jedne grupe
ispitivanih uzoraka, zatim prema vrsti proizvodaca ako ih je bilo viSe, prema lokalitetu odakle
poticu. Diskusije i stavovi izneti u delu Rezultati i diskusija potvrduju literaturne navode da na
sadrzaj metala utiCe viSe faktora kao Sto su: geografsko poreklo odnosno sastav zemljista,
klimatski uslovi, stanje Zivotne sredine, odnosno uslovi u kojima je gajeno ispitivano jezgrasto
voce, Zitarice, voce kao osnovna sirovina vocnih sokova i vocnih vina, odnosno biljke Ciji nektar
su pcele skupljale; u okviru geografskog porekla razmatran je uticaj blizine industrijske zone i
vecih saobracajnica kao na primeru sadrZaja metala, pogotovu toksicnih i potencijalno toksi¢nih
u uzorcima Zitarica; primenjene agrotehni¢ke mere u postupku gajenja istih a u smislu koriséenja
dubriva i pesticida; primenjeni tehnoloski postupci u procesu prerade osnovnih sirovina (dodatak
aditiva, boja, konzervanasa, zasladivaca i dr.) kao i ambalaza, pribor i posude u kojima su finalni
proizvodi Cuvani, skladisceni i pakovani za prodaju;

e potvrda manjeg ili veceg uticaja lokaliteta kao i proizvodaca na sadrzaj metala data je
kroz statisticku obradu podataka a primenom ANOVA i t-testa, primenom statistiCkog paketa
SPSS 20. Takode statisticki su diskutovani rezultati sa aspekta postojanja ili ne statistiCki
znacajne razlike u sadrzaju elemenata po vrsti svakog od analiziranih uzoraka. Dobijeni rezultati
dati su u delu Rezultati i diskusijai Prilog I, a kroz vrednosti p sa sigurnoScu od 0,05.

e dobijeni rezultati su svakako korisni u smislu preporuke koris¢enja pojedinih namirnica
kao izvora nutrijenata u svakodnevnoj ljudskoj ishrani. U tom pogledu prednjace makroelementi,
najveCi po sadrZaju u svim ispitivanim uzorcima kao i esencijalni element selen koga inaCe ima
malo u namirnicama pa ispitivano jezgrasto vofe moZze da bude odlian izvor ovog
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mikronutrijenta. Takode od znaCaja je i preporuka koriS¢enja braSna i proizvoda od brasna
dobijenog koriscenjem celog zrna Zitarica tzv. inetegralno brasno odnosno integralni proizvodi
kao i preporuka koriS¢enja proizvoda od voca i vrste meda sa veéim sadrzajem metala kao
neorganskih nutrijenata.
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5 SUMMARY



As a part of this doctoral thesis, emission spectrometric methods were developed and
applied based on inductively coupled plasma (ICP-OES), following these specific steps:

e in the process of the instrument parameters optimization a plasma robustness
assessment was performed by examining the impact of RF power generator on achieving the
so-caled robust plasma, or rather plasma with the minimum impact on the deviation of the
anaytical signal, which is the precondition that ensures the minimum matrix effect on
determining the elements within the samples. Thus obtained plasma, which isin a state of a so-
called loca thermodynamic equilibrium (LTE), is, according to its characteristics, the plasma
that is the closest to the theoretically calculated thermodynamic equilibrium (TE). For this
purpose, we followed the ratio of relative intensities of ionic and atomic magnesium lines at the
Mg concentration of 5mg/| at the 750 W to 1350 W RF power generator shift, while all the other
operating conditions of this instrument remained constant (flush pump rate, analysis pump rate,
nebulizer gas flow, coolant gas flow, auxiliary gas flow, plasma view, flushing time). In the
Results and Discussion section we gave the relative intensities of the tested emission lines, the
standard deviations and the relative standard deviations as well as the ratio of intensities at
different RF power generators. The highest intensity ratio of the tested emission lines is for the
value of 1150 W of the RF power, which is, according to the literature, the recommended power.
This operating parameter of the instrument had been kept constant throughout the later stages of
the method development. It was also observed that the more the plasma deviates from the robust
conditions, the greater the relative standard deviation of the measurement is;

o cdibration curves for determining the contents of each of the studied metals (19 of
them) in the tested food samples were constructed using two multi-element solutions at the
standard concentration of 2.00 and 5.00 ppm, and deionized water at zero concentration. For
each element we selected the four most sensitive wavelengths from the wavelengths library,
which is available to the ITEVA instrument operation and data processing software. The
optimum wavelength for each of the elements within each sample type, as the wavelength with
minimum spectral interference and minimum matrix effects, was chosen by monitoring the ratio
of the slopes of the calibration curve obtained from standard and the calibration curve obtained
by so-called spiked standard solutions of the sample. For a working, analytical emission line we
selected the one at which the two slopes differentiate the least, that is the one at which the ratio
of the two slopes is the closest to the value of 1.00, indicating the minimum matrix effect. The
smaller or larger changes in the slope of the calibration lines is a direct result of the smaller or
larger matrix effect on the intensity of the emission line, as well as the effect of the elements
with a higher content in the sample on the close anaytical lines of the elements with a lower
content. The parameters obtained by calibration lines. the wavelength of emission lines (A), the
limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ), the correlation coefficient (R?), intercept
(b), the dlope (m) and the average RSD (%) for repeatability of measurement standards are
shown in the Results and Discussion section for al the examined elementsin al of the analyzed
samples;

« to evaluate the accuracy and precision of the method we determined the content of each
examined element in the multi-element solution standard at the concentration of 3.00 ppm for all
the elements except for K and Si for which the declared concentration was 15.00 ppm, at chosen
optimal wavelengths, and at the previously defined optimal conditions for al the elementsin all
of the samples. The obtained values were compared to the declared concentration by the
manufacturer of the used multi-element standard, the content of which was checked using the
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certified reference material — CRM, i.e. the various NIST CRMs. The accuracy of each of the

SD -100 4
X

e

examined elements carried as Recoveryziloo and the data precision as R =
m

shown in the respective tables in the Results and Discussion section;

 In determining the contents of metals in the examined food samples by developed ICP-
OES methods we performed a manua background correction in order to obtain a higher
signal/background ratio. The determined content of 19 metals examined in various nut samples
(Brazil nuts, cashews, peanuts, ailmonds, hazelnuts, walnuts and pistachios), grain samples
(wheat, oats, rye, barley, corn, and buckwheat), flour samples (white flour type 400, white flour
type 500, whole grain wheat flour, corn and buckwheat flour) and bread samples (white, rye,
black, semi-white, corn and a mixture of wheat, oats and rye), samples of clear fruit juices
(cherry, blackberry, grapes and blueberries) and cloudy fruit juices (peach, apple, strawberry,
apricot and a multivitamin), fruit wines (blackberry, cherry, blueberry and raspberry), honey
samples: the domestic (meadow, acacia, forest and floral) and commercial (Manuka, Biomed 6,
meadow, acacia, forest, floral and mountain), are presented in tables and divided by a metal
classification on macro elements and trace elements (essential and potentially toxic) and non-
essential and toxic. The contents were given in mean values of three consecutive measurements
with the corresponding standard deviation in ug of metal per g or ml of sample. In order for
clearly presentation, on histograms in section Appendix |, obtained content of detected metals
are shown as average values in tested samples.

« the obtained contents were discussed in the context of comparison with data from the
literature obtained by other researchers for the same types of samples, according to the daily
requirements of the organism for the same or the dosages recommended by the European and
International organizations, and regarding the toxicity of certain metals,

« also, the obtained contents were compared primarily according to the type of the sample
within a group of tested samples, followed by the type of manufacturer if there were more of
them, and then by the site of origin. Discussions and opinions presented in the Results and
Discussion section confirm the literature suggestions that the metal content is influenced by
several factors such as geographic origin or the composition of the soil, climate, the environment
and the conditions in which the tested plans were cultivated - nuts, grains, fruit as the main raw
materia of fruit juices and fruit wines, and plants whose nectar the bees collected; concerning
the geographical origin we examined the impact of the proximity to the industrial areas and
major roads, as in the example of the metal content, particularly toxic and potentially toxic, in
grain samples; cultivation measures applied in the process of growing these crops in terms of the
usage of fertilizers and pesticides; the applied technological practices in the processing raw
materials (additives, colors, preservatives, sweeteners etc.) and packaging, accessories and dishes
in which the final product is kept, stored, and packaged for sale;

o the confirmation of a smaller or a greater impact of the locality as well as the
manufacturer on the content of the metal is given through a statistical data processing, using
ANOVA and t-test with the SPSS Statistics 20 software. Also, the results were discussed
statistically with regard to the existence or nonexistence of statistically significant differencesin
the contents of the elements according to the type of each of the analyzed samples. The obtained
results are given in the Appendix Il section and the Results and Discussion segment, with the
value p, at the 0.05 certainty.
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« the obtained results are certainly useful in terms of recommendations for the use of
certain food items as sources of nutrients in the daily human diet. In this respect, macro elements
take the lead, as they were the most frequent in terms of content in all the analyzed samples, and
the essential element selenium, which can otherwise be found only in traces in food items, so the
tested nuts can be a great source of this micronutrient. Of great importance is aso the
recommendation to use flour and flour products obtained using the whole-grain cereals, or the
so-caled integral flour or integral products, as well as the recommendation to use fruit products
and types of honey with higher content of metal which serve as inorganic nutrients.
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6 PRILOG |



Na histogramima su prikazane prosecne vrednosti sadrzaja detektovanih makro, mikro i
toksicnih elemenata u svim ispitivanim uzorcima.

H K
H Ca
i Mg

H Na

Histogram 1. ProseCna vrednost sadrzaja makro elemenata (ug/g) u uzorcima jezgrastog voca
(The average content of macro elements (pg/g) in samples of nuts)

M Brazilski orah
H Indijski orah
b Kikiriki

H Badem

i LeSnik

u Orah

d Pistaci

Histogram 2. ProseCna vrednost sadrzaja mikro elemenata (Lg/g) u uzorcima jezgrastog voca
(The average content of micro elements (ug/g) in samples of nuts)

Histogram 3. Prosecna vrednost sadrZaja toksi¢nih elemenata (Lg/g) u uzorcima jezgrastog voca
(The average content of toxic elements (ug/g) in samples of nuts)
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Histogram 4. ProseCna vrednost sadrZaja makro elemenata (ug/g) u uzorcimazrna Zitarica
(The average content of macro elements (pg/g) in samples of grains)

M PSenica
H Ovas

kil Raz

M JeCam
M Kukuruz

i Heljda

Histogram 5. Prose¢na vrednost sadrZaja mikro elemenata (1g/g) u uzorcimazrna Zitarica
(The average content of micro elements (ug/g) in samples of grains)

Histogram 6. Prosecna vrednost sadrZaja toksi¢nih elemenata (Lg/g) u uzorcima zrna Zitarica
(The average content of toxic elements (g/g) in samples of grains)
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M Na
H Ca
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H K

Histogram 7. Prosecna vrednost sadrZaja makro elemenata (pg/g) u uzorcima brasna
(The average content of macro elements (Lg/g) in samples of flour)

M Belo tip 400
H Belo tip 500

i Celo zrno psenice
M Kukuruzno

i Heljdino

Histogram 8. Prosecna vrednost sadrZaja mikro elemenata (1g/g) u uzorcima brasna
(The average content of micro elements (ug/g) in samples of flour)
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Histogram 9. Prosecna vrednost sadrZaja makro elemenata (pg/g) u uzorcima hleba
(The average content of macro elements (Lg/g) in samples of bread)

H Beli

H RaZeni

M Crni

H Polubeli
M Kukuruzni
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Histogram 10. Prosecna vrednost sadrZaja mikro elemenata (ug/g) u uzorcima hleba
(The average content of micro elements (ug/g) in samples of bread)
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Histogram 11. Prose¢na vrednost sadrZaja makro elemenata (g/g) u uzorcima bistrih sokova
(The average content of macro elements (g/g) in samples of clear fruit juices)

H Kupina
H Visnja
i Crno grozde

H Borovnica

Mo Ni 7n

Histogram 12. Prosecna vrednost sadrzaja mikro elemenata (ug/g) u uzorcima bistrih sokova
(The average content of micro elements (ug/g) in samples of clear fruit juices)

Histogram 13. Prosecna vrednost sadrZaja toksi¢nih elemenata (ug/g) u uzorcima bistrih sokova
(The average content of topxic elements (ug/g) in samples of clear fruit juices)
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Histogram 14. Prose€na vrednost sadrZaja makro elemenata (ug/g) u uzorcima gustih sokova
(The average content of macro elements (Lg/g) in samples of cloudy fruit juices)

H Breskva i jabuka
H Jagoda i jabuka
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Histogram 15. Prosecna vrednost sadrZaja mikro elemenata (ug/g) u uzorcima gustih sokova
(The average content of micro elements (ug/g) in samples of cloudy fruit juices)

Histogram 16. Prosecna vrednost sadrZaja toksi¢nih elemenata (1g/g) u uzorcima gustih sokova
(The average content of toxic elements (ug/g) in samples of cloudy fruit juices)
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Histogram 17. Prose€na vrednost sadrZaja makro elemenata (ppm) u uzorcimavocnih vina
(The average content of macro elements (ppm) in samples of fruit wines)
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H Malina

Histogram 18. ProseCna vrednost sadrZaja makro elemenata (ppm) u uzorcimavocnih vina
(The average content of micro elements (ppm) in samples of fruit wines)
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Histogram 19. ProseCna vrednost sadrZaja makro elemenata (g/g) u uzorcima domaceg meda
(The average content of macro elements (Lg/g) in samples of domestic honey)

14
12
10
8 M Livadski
6 H Bagremov
4 i Sumski
2 .
0 H Cvetni

Histogram 20. Prosecna vrednost sadrZaja mikro elemenata (ug/g) u uzorcimadomaceg meda
(The average content of micro elements (ug/g) in samples of domestic honey)

Histogram 21. Prose¢na vrednost sadrZaja toksi¢nih elemenata (1g/g) u uzorcima domaceg meda
(The average content of toxic elements (g/g) in samples of domestic honey)
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Histogram 22. Prose¢na vrednost sadrZaja makro elemenata (g/g) u uzorcima
industrijskog meda

(The average content of macro elements (Lg/g) in samples of commercial honey)

H Manuka
H Biomed 6
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B Bagremov
B Sumski
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Histogram 23. Prose¢na vrednost sadrZaja mikro elemenata (Jug/g) u uzorcima
industrijskog meda

(The average content of micro elements (ug/g) in samples of commercial honey)
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Tabelal. Rezultati ANOVA testa za ispitivane uzorke jezgrastog voca

Element Al B Ca Co Cr

Cu Fe K Mg Mn Mo

Na Ni

Znadajnost (o) 0,000 0,000 0000 0000 0,000

0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

0,000

0,000

Tabelall. Rezultati Tukey HSD testa za ispitivane uzorke jezgrastog voca

Zavisnavarijabla Znatajnost (p)
Mg Brazilski orah indijski orah, kikiriki, badem, leSnik, orah, pistaci 0,000
Indijski orah brazilski orah, kikiriki, leSnik, orah, pistaéi 0,000
badem 0,107
Kikiriki brazilski orah, indijski orah, badem, lednik, orah, pistaci 0,000
Badem indijski orah 0,107
brazilski orah, kikiriki, leSnik, orah, pistaci 0,000
Leznik brazilski orah, indijski orah, kikiriki, badem, pistaci 0,000
orah 0,160
Orah brazilski orah, indijski orah, kikiriki, badem, pistaci 0,000
leSnik 0,160
Pistaci brazilski orah, indijski orah, kikiriki, badem, le3nik, orah 0,000
Pb Brazilski orah indijski orah, kikiriki, badem, leSnik, orah, pistaci 0,000
Indijski orah  brazilski orah, kikiriki, badem lednik, orah, pistaci 0,000
Kikiriki brazilski orah, indijski orah, badem, le3nik, orah, pistaci 0,000
Badem brazilski orah, indijski orah, kikiriki, leSnik, orah, pistaci 0,000
LeSnik brazilski orah, indijski orah, kikiriki, badem, orah, pistaci 0,000
Orah pistaci 0,689
brazilski orah, indijski orah, kikiriki, badem, leSnik 0,000
Pistaci orah_ . S S - 0,689
brazilski orah, indijski orah, kikiriki, badem, le3nik 0,000
Se indijski orah, orah, pistaci 0,000
o kikiriki 0,683
Brazilski orah badem 0536
leSnik 0,109
Indijski orah brazilski orah, kikiriki, badem, le3nik, orah, pistaci 0,000
brazilski orah 0,683
S badem 0,046
Kikiriki— gk 0,813
orah, pistai 0,000
indijski orah, orah, pistaci 0,000
Badem brazilski orah 0,536
kikiriki 0,046
leSnik 0,004
brazilski orah 0,109
Leznik kikiriki 0,813
badem 0,004
indijski orah, orah, pistadi 0,000
Orah brazilski orah, indijski orah, kikiriki, badem, lesnik, pistaci 0,000
Pistaci brazilski orah, indijski orah, kikiriki, badem, lesnik, orah 0,000




251"

Zn Brazilski orah indijski orah, kikiriki, badem, leSnik, orah, pistaci 0,000

Indijski orah  brazilski orah, kikiriki, badem, lesnik, orah, pistaci 0,000
Kikiriki ~ oxdem i . 0,003
brazilski orah, indijski orah, lednik, orah, pistaci 0,000

kikiriki 0,003

Badem brazilski orah, indijski orah, lesnik, orah, pistaci 0,000
brazilski orah, indijski orah, kikiriki, badem 0,000

Le3nik orah 0,615
pistaci 0,921

leSnik 0,615

Orah pistaci 0,994
brazilski orah, indijski orah, kikiriki, badem 0,000

orah 0,994

Pistaci leSnik 0,921
brazilski orah, indijski orah, kikiriki, badem 0,000

Tabelalll. p-vrednosti dobijene primenom t-test-a za uzorke jezgrastog voca u odnosu na proizvodaca

Al B Ca Co Cr Cu Fe K Mg Mn Mo Na Ni Pb Se S Zn

Brazilskiorah 0,010 0,001 0008 0,000 0026 0141 0048 008 0058 0000 0000 0000 0000 0148 0001 0000 0,014
Indijski orah 0,006 0,000 0,002 0,000 0,000 0,000 0,002 0,002 0,006 0,000 0,004 0,000 0,000 0,018 0,112 0,000 0,003
Kikiriki 0,000 0,000 0000 0000 0001 0003 0000 0002 0810 0007 0000 0000 0000 0529 0245 0,003 0,002
Badem 0,000 0,002 0304 0001 0004 0046 0000 0000 0036 0000 0000 0000 0002 0001 0004 0001 0,001
Lednik 0,000 0,000 0,604 0,000 0,024 0,000 0,000 0,001 0,027 0,001 0,003 0,000 0,000 0,001 0,341 0,000 0,000
Orah 0,000 0005 0,709 0000 0034 0001 0000 0000 0162 0000 0001 0000 0003 0374 0002 0001 0,000
Pistaci 0,011 0,009 0,015 0,011 0,001 0,001 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,067 0,000 0,000 0,001

TabelalV. p-vrednosti dobijene primenom t-test na sadrzaj Cu, Fe i Zn zauzorke zrna Zitarica u odnosu na lokalitet

Cu Fe Zn
PSenica 0,000 0000 0,000
Ovas 0,000 0,000 0,000
Raz 0,000 0,000 0,000
Je€am 0,000 0,000 0,000
Kukuruz 0,000 0,000 0,000
Heljda 0,000 0,000 0,000
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TabelaV. Rezultati ANOVA testa za ispitivane uzorke zrna Zitarica

Element Al B Ca Cd Co Cr Cu Fe K Mg Mn Mo Na Ni Se S Zn

Znacajnost (p) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

TabelaVI. Rezultati ANOVA testa za ispitivane uzorke brasna

Element Al B Ca Co Cr Cu Fe K Mg Mn Mo Na Ni S Zn
Znacajnost (p) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

TabelaVIl. Rezultati ANOV A zaispitivane uzorke hleba

Element Al B Ca Cd Cr Cu Fe K Mg Mn Na Ni S Zn
Znaajnost (p) 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,000

TabelaVIlIl. Rezultati Tukey HSD testa za ispitivane uzorke zrna Zitarica za neke od detektovanih elementa

Zavisnavarijabla Znacajnost (p)
Cr PSenica ovas, raz, jeCam. kukuruz, heljda 0,000
Ovas pSenica, raz, jeam, kukuruz, heljda 0,000
pSenica, ovas, kukuruz 0,000
Raz jeCam 0,487
heljda 0,008
pSenica, ovas, kukuruz 0,000
JeCam raz 0,487
heljda 0,160
Kukuruz ~ p3enica ovas, raz, je€am, heljda 0,000
pSenica, ovas, kukuruz 0,000
Heljda raz 0,008
je€am 0,160
Cu ovas 0,010
raz 0,943
PSenica je€am 0,126
kukuruz 1,000
heljda 0,000
pSenica 0,010
raz 0,002
Ovas jeCam 0,647
kukuruz 0,010
heljda 0,000
p3enica 0,943
ovas 0,002
Raz je€am 0,029
kukuruz 0,932
heljda 0,000
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pSenica 0,126

ovas 0,647

Je€am raz 0,029
kukuruz 0,134

heljda 0,000

pSenica 1,000

ovas 0,010

Kukuruz  raZ 0,932
jeCam 0,134

heljda 0,000

Heljda pSenica, ovas, raz, jeam, kukuruz 0,000
K PSenica ovas, raz, jeCam. kukuruz, heljda 0,000
Ovas pSenica, raz, kukuruz, heljda 0,000
je€am 0,371

Ray p3enica, ovas, jeCam, kukuruz 0,000
heljda 0,001

. pSenica, raz, kukuruz, heljda 0,000
tam  yas 0371
Kukuruz ~ p3enica, ovas, raz, jeam, heljda 0,000
. pSenica, ovas, jeCam, kukuruz 0,000
Helida oy 0,001
Mg ovas 0,001
PSenica raz 0,975
je€am, kukuruz, heljda 0,000

Ovas p3enica 0,001
raz, jeCam, kukuruz, heljda 0,000

Ray péenic_a _ 0,975
ovas, jeCam, kukuruz, heljda 0,000

Je€am pSenica, ovas, raz, kukuruz, heljda 0,000
Kukuruz ~ pSenica, ovas, raz, jeam, heljda 0,000
Heljda pSenica, ovas, raz, jeam, kukuruz 0,000
Zn - ovas, raz, jeam, kukuruz 0,000
Psenica qida 0732
Ovas p3enica, raz, jeam, kukuruz, heljda 0,000
Raz pSenica, ovas, je€am, kukuruz, heljda 0,000
JeCam pSenica, ovas, raz, kukuruz, heljda 0,000
Kukuruz ~ p3enica, ovas, raz, jeam, heljda 0,000
. pSenica 0,732
Heljda ovas, raz, jeCam, kukuruz 0,000

TabelalX. Rezultati Tukey HSD testa za ispitivane uzorke brana za neke od detektovanih elementa

Zavisnavarijabla Znacajnost (p)
Cr . belo tip 500, kukuruzno, heljdino 0,000
Belotip 400 celo zrno pSenice 1,000
. belo tip 400, celo zrno psenice, kukuruzno 0,000
Beotip500 | qidino 0,006
Celo zrno pSenice  belo tip 400 1,000
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belo tip 500, kukuruzno, heljdino 0,000

Kukuruzno belo tip 400, belo tip 500, celo zrno psenice, heljdino 0,000
Heljdino belo t?p 400, celo zrno psenice, kukuruzno 0,000
belo tip 500 0,006

Mn Belo tip 400 belo tip 500, celo zrno pdenice, kukuruzno, heljdino 0,000
) belo tip 400, celo zrno p3enice, heljdino 0,000

Belotip 500 kukuruzno 0,359
Celo zrno pSenice  belo tip 400, belo tip 500, kukuruzno, heljdino 0,000
Kukuruzno belo tip 400, celo zrno p3enice, heljdino 0,000
belo tip 500 0,359

Heljdino belo tip 400, belo tip 500, celo zrno psenice, kukuruzno 0,000

Na belo tip 500, celo zrno pSenice 0,000
Belo tip 400 kukuruzno 1,000
heljdino 0,001

) belo tip 400, kukuruzno, heljdino 0,000

Belotip 500 celo zrno pSenice 0,011
P belo tip 400, kukuruzno, heljdino 0,000

Celo zrno p3enice belo tip 500 0011
belo tip 400 1,000

Kukuruzno belo tip 500, celo zrno p3enice 0,000
heljdino 0,001

belo tip 400 0,001

Heljdino belo tip 500, celo zrno p3enice 0,000
kukuruzno 0,001

Tabela X. Rezultati Tukey HSD testa za ispitivane uzorke hleba za neke od detektovanih elementa

Zavisnavarijabla Znacajnost (p)
Al Beli raZeni, crni, polubeli, kukuruzni, me3ani 0,000
beli, polubeli, meSani 0,000
Razeni crni 0,001
kukuruzni 0,641
beli, polubeli, meSani 0,000
Crni razeni 0,001
kukuruzni 0,012
Polubeli beli, raZeni, crni, kukuruzni, meSani 0,000
beli, crni, polubeli, meSani 0,000
Kukuruzni razeni 0,641
crni 0,012
MeSani beli, raZeni, crni, polubeli, kukuruzni 0,000
Ca Beli raZeni, crni, polubeli, kukuruzni, me3ani 0,000
Razeni beli, cr_ni , polubeli, kukuruzni 0,000
meSani 0,073
Crni beli, rai_eni, kukuruzni, meSani 0,000
polubeli 0,001
. beli, raZeni, kukuruzni, meSani 0,000
Polubeli 0,001
Kukuruzni beli, raZeni, crni, polubeli, meSani 0,000
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Megani beli, crni, polubeli, kukuruzni 0,000

razeni 0,073

Cr Beli raZeni, crni, polubeli, kukuruzni, me3ani 0,000
Razeni beli_, polubeli, kukuruzni, meSani 0,000
crni 0,009

Crni beli, polubeli, kukuruzni, meSani 0,000
razeni 0,009

. beli, razeni, crni, meSani 0,000
Polubeli kukuruzni 1,000
Kukuruzni bdli, rai_eni, crni, meSani 0,000
Polubeli 1,000

MeSani beli, raZeni, crni, polubeli, kukuruzni 0,000
Cu razeni, kukuruzni, mesani 0,000
Beli crni 0,241
polubdli 0,412

Razeni beli, crni, polubeli, kukuruzni 0,000
meSani 0,038

beli 0,241

Crni razeni, kukuruzni, mesani 0,000
polubeli 0,010

beli 0,412

. razeni, meSani 0,000
Polubeli ¢y 0,010
kukuruzni 0,009

Kukuruzni beli, razeni, crni, meSani 0,000
polubeli 0,009

Mesani beli, crni, polubeli, kukuruzni 0,000
razeni 0,038

Mn razeni, meSani 0,000
Bdi crni ' 0,080
polubdli 0,225

kukuruzni 0,108

Razeni beli, crni, polubeli, kukuruzni, meSani 0,000
beli 0,080

razeni 0,000

Crni polubdli 0,983
kukuruzni 0,001

meSani 0,005

beli 0,225

razeni 0,000

Polubeli crni 0,983
kukuruzni 0,002

meSani 0,002

beli 0,108

Kukuruzni razeni, meSani 0,000
crni 0,001

polubeli 0,002

beli, raZeni, kukuruzni 0,000

Mesani crni 0,005
polubeli 0,002
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Na
Beli

Razeni

Crni

Polubeli

Kukuruzni

MeSani

Zn Beli
Razeni

Crni
Polubeli

Kukuruzni

MeSani

razeni, kukuruzni, mesani

crni

polubdli

beli, crni, polubeli, meSani
kukuruzni

beli

raZzeni, kukuruzni, mesani
polubeli

beli

raZeni, kukuruzni, mesani

crni

beli

razeni

crni, polubeli, meSani

beli, raZeni, crni, polubeli, kukuruzni
raZeni, crni, polubeli, meSani
Kukuruzni

beli, crni, polubeli, kukuruzni
MeSani

beli, raZeni, kukuruzni, meSani
polubdli

beli, razeni, kukuruzni, meSani
crni

beli

raZeni, crni, polubeli, meSani
beli, crni, polubeli, kukuruzni
Razeni

0,000
0,991
0,001
0,000
0,812
0,991
0,000
0,001
0,001
0,000
0,001
0,000
0,812
0,000
0,000
0,000
0,032
0,000
0,436
0,000
0,017
0,000
0,017
0,032
0,000
0,000
0,436

Tabela XI. p-vrednosti dobijene primenom t-test za uzorke brasna u odnosu na proizvodaca

Al B Ca Co Cr Cu Fe K Mg Mn Mo Na Ni S Zn
Belo tip 400 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0001 0020 0000 0000 0000 0001 0000 000 0,000
Belo tip 500 0003 0000 0000 0000 0000 0000 0003 002 0000 0000 0000 0001 0000 0000 0,001
Celo zmo psenice 0,003 0,000 0,002 0000 0000 0000 0006 0004 0038 0000 0000 0000 0000 0000 0,002
Kukuruzno 0001 0000 0543 0000 0000 0000 0053 0012 0001 0000 0000 0000 0000 0000 0,001
Heljda 0005 0001 0004 0000 0000 0000 0009 0001 0001 0000 0000 068 0000 000 0,000
Tabela XIl. p-vrednosti dobijene primenom t-test za uzorke hleba u odnosu na proizvodaca
Al B Ca Cd Cr Cu Fe K Mg Mn Na Ni S Zn

Beli 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0044 0017 0000 0039 0000 0000 0,000

RaZeni 0108 0,000 0001 0000 0000 0002 0021 0000 0153 0002 0478 0000 0000 0,276

Crni 0000 0000 0000 0000 0001 0000 0000 0021 0058 0000 0055 0000 0000 0,001
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Polubeli

0,001

0,000

0,020

0,000 0415

0,000 0,680

0,176

0,263

0,000

0,080

0,000

0,000

0,050

Kukuruzni

0,000

0,000

0,009

0,000 0,000

0,000 0,000

0,002

0,020

0,000

0,015

0,000

0,002

0,000

Mesani

0,000

0,000

0,004

0,000 0,000

0,000 0,000

0,023

0,050

0,000

0,050

0,000

0,000

0,000

Tabela XII1. Rezultati ANOVA testa za ispitivane uzorke bistrih voénih sokova

Element

Al

B

Ca

Cd

Cr Cu Fe

K

Mg

Na

Pb

S

Zn

Znacajnost (p)

0,000

0,000

0,000

0,000

0,000

0,000 0,000

0,000

0,000

0,000

0,000

0,000

0,000

Tabela X1V. Rezultati Tukey HSD testa za ispitivane uzorke bistrih vo¢nih sokova za neke od detektovanih elementa

Tabela XV. Rezultati ANOV A testa za i spitivane uzorke gustih voénih sokova

Zavisnavarijabla

Znacajnost (p)

Ca

Cr

Na

Visnja
Kupina
Crno grozde
Borovnica
Visnja
Kupina
Crno grozde
Visnja
Crno grozde
Visnja
Kupina
Crno grozde

Borovnica

kupina

crno grozde, borovnica
vidnja

crno grozde, borovnica
vidnja, kupina
borovnica

visnja, kupina

crno grozde

kupina

crno grozde, borovnica
vidnja

crno grozde, borovnica
visnja

kupina, borovnica
kupina, borovnica
crno grozde

vidnja

kupina, borovnica
kupina, borovnica
crno grozde

vidnja, crno grozde
borovnica

visnja

kupina, borovnica
vi$nja, crno grozde
kupina

1,000
0,000
1,000
0,000
0,000
0,085
0,000
0,085
0,345
0,001
0,345
0,000
0,001
0,000
0,000
0,104
0,104
0,000
0,000
0,003
0,000
0,074
0,003
0,000
0,000
0,074

Element

Al

B

Ca

Cd Cr

Cu Fe

K

Mg

Mn

Na

Pb

S

zn

Znacajnost (p)

0,000

0,000

0,000

0,337 0,000

0,000 0,000

0,000

0,000

0,000

0,000

0,000

0,000

0,000
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Tabela XVI. Rezultati Tukey HSD testa za i spitivane uzorke gustih voénih sokova za neke od detektovanih elementa

Zavisnavarijabla

Znacajnost (p)

Ca Breskva bresvkai jabuka, jagodai jabuka, jagoda, multivitamin 0,000
kajsijai jabuka 0,853

Kaisijai jabuka B;g\lﬁ:l jabuka, jagodai jabuka, jagoda, multivitamin 8322
Cd jagodai jabuka 0,631
breskva 0,469

Breskvai jabuka jagoda 0,370
kajsijai jabuka 0,530

multivitamin 0,314

bresvkai jabuka 0,631

. breskva, kajsijai jabuka 1,000
Jagodai jabuka jagoda 0.99
multivitamin 0,988

bresvkai jabuka 0,469

Breskva jagodai jabuka, jagoda, kajsijai jabuka 1,000
multivitamin 0,999

bresvkai jabuka 0,370

Jagoda jagodai jabuka 0,996
breskva, kajsijai jabuka, mutlivitamin 1,000

bresvkai jabuka 0,530

Kajsijai jabuka jagodai jabuka, breskva, jagoda 1,000
mutlivitamin 0,998

breskai jabuka 0,314

jagodai jabuka 0,988

Multivitamin breskva 0,999
jagoda 1,000

kajsijai jabuka 0,998

Cr jagodai jabuka 0,712
Breskvai jabuka  breskva, jagoda, multivitamin 0,000
kajsijajabuka 0,106

breskai jabuka 0,712

Jagodai jabuka  breskva, jagoda, multivitamin 0,000
kajsijajabuka 0,683

breskai jabuka 0,106

Kajsijai jabuka jagodai jabuka 0,683
breskva, jagoda, multivitamin 0,000

Mg jagodai jabuka, kajsijai jabuka, mutlivitamin 0,000
Breskvai jabuka breskva 0,019
jagoda 0,001

breskvai jabuka 0,019

jagodai jabuka, multivitamin 0,000

Breskva jagoda 0,348
kajsijai jabuka 0,011

Jagoda breskvai jabuka 0,001
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jagodai jabuka, multivitamin 0,000

breskva 0,348

kajsijai jabuka 0,319

breskvai jabuka, jagodai jabuka, multivitamin 0,000

Kajsijai jabuka  breskva 0,011
jagoda 0,319

Pb jagodai jabuka, breskva, multivitamin 0,000
Breskvai jabuka jagoda 0,001
kajsijai jabuka 0,076

Breskva breskvai jabuka, jagodai jabuka, jagoda, kajsijai jabuka 0,000
multivitamin 0,281

breskvai jabuka 0,001

Jagoda jagodai jabuka, breskva, multivitamin 0,000
kajsijai jabuka 0,199

breskvai jabuka 0,076

Kajsijai jabuka  jagodai jabuka, breskva, multivitamin 0,000
jagoda 0,199

S breskvai jabuka, jagodai jabuka, jagoda, multivitamin 0,000
Multivitamin breskva 0281

TabelaXVII. Rezultati ANOVA testa za ispitivane uzorke bistrih voénih sokova od visnje u odnosu na proizvodaca

Al B Ca Cd Cr Cu Fe K Mg Na Pb S Zn
Vidnja 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,000
Kupina 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0002 0000 0000 0000 0091 0000 0,000

Crno grozde 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0005 0000 0,000
Borovnica 0,000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0031 0000 0,000

TabelaXVIII. Rezultati ANOVA testa na sadrzaj makro elemenata za ispitivane uzorke voénih vina

Element Ca K Mg Na
Znacajnost (p) 0,000 0,000 0,003 0,006

Tabela X1X.Rezultati ANOV A testa na sadrZaj makro elemenata za ispitivane uzorke voc¢nih vina u odnosu na proizvodaca

Ca K Mg Na
Kupina 0,000 0000 0000 0,000
Visnja 0,000 0,000 0,000 0,000

Borovnica 0,000 0,000 0,000 0,000
Malina 0,000 0,000 0,000 0,000
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Tabela XX. Rezultati Tukey HSD testa na sadrZaj pojedinih makro elemenata za ispitivane uzorke voénog vina od kupine u odnosu na proizvodaca

Zavisnavarijabla Znacajnost (p)

Ca Dom.2 0,000
Dom.1 Mar.1 0,000
Mar.2 0,000

Dom.1 0,000

Dom.2 Mar.1 0,997
Mar.2 0,011

Dom.1 0,000

Mar.1 Dom.2 0,997
Mar.2 0,009

Dom.1 0,000

Mar.2 Dom.2 0,011
Mar.1 0,009

Mg Dom.2 0,736
Dom.1 Mar.1 0,939
Mar.2 0,000

Dom.1 0,736

Dom.2 Mar.1 0,429
Mar,2 0,000

Dom.1 0,939

Mar.1 Dom.2 0,429
Mar.2 0,000

Dom.1 0,000

Mar.2 Dom.2 0,000
Mar.1 0,000

Tabela XXI. Rezultati ANOVA za ispitivane uzorke domaceg meda

Element Al B Ca Cd Co Cr Cu Fe K Mg Mn Mo Na Ni Pb S Zn

ZnaCajnost (p) 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0007 0000 0,000

Tabela XXII. Rezultati ANOVA zaispitivane uzorke industrijskog meda

Element Al B Ca Co Cr Cu Fe K Mg Mn Mo Na Ni Pb S Zn
Znatajnost (p) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
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Tabela XXI1I. Rezultati Tukey HSD testa za ispitivane uzorke domacih vrsta meda

Zavisnavarijabla

Znacajnost (p)

Cd

Cr

Fe

Mg

Na

Livadski

Bagemov

Sumski

Cvetni

Livadski

Bagemov

Livadski

Bagemov

Livadski

Sumski

Cvetni

Livadski

Bagemov

Sumski

Cvetni

Livadski

bagemov
Sumski
cvetni
livadski
Sumski
cvetni
livadski
bagemov
cvetni
livadski
bagemov
Sumski
bagemov
Sumski
cvetni
livadski
Sumski
cvetni
bagemov
Sumski
cvetni
livadski
Sumski
cvetni
bagemov
Sumski
cvetni
livadski
bagemov
cvetni
livadski
bagemov
Sumski
bagemov
Sumski
cvetni
livadski
Sumski
cvetni
livadski
bagemov
cvetni
livadski
bagemov
Sumski
bagemov

0,005
0,000
0,000
0,005
0,000
0,000
0,000
0,000
0,773
0,000
0,000
0,773
0,273
0,000
0,000
0,273
0,000
0,000
0,042
0,000
0,000
0,042
0,000
0,000
0,000
0,981
0,899
0,981
0,000
0,723
0,899
0,000
0,723
0,027
0,000
0,000
0,027
0,000
0,000
0,000
0,000
0,414
0,000
0,000
0,414
0,065
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Zn

Bagemov

Sumski

Cvetni

Bagemov

Sumski

Cvetni

Sumski
cvetni
livadski
Sumski
cvetni
livadski
bagemov
cvetni
livadski
bagemov
Sumski
livadski
Sumski
cvetni
livadski
bagemov
cvetni
livadski
bagemov
Sumski

0,981
0,012
0,065
0,109
0,622
0,981
0,109
0,019
0,012
0,622
0,019
0,000
0,090
0,790
0,000
0,090
0,024
0,000
0,790
0,024

Tabela XXIV. Rezultati Tukey HSD testa zaispitivane uzorke industrijskih vrsta meda

Zavisnavarijabla Znacajnost (p)

Al Biomed manuka 0,000
livadski 0,000

bagremov 0,000

Sumski 0417

cvetni 0,618

planinski 0,000

Livadski manuka 0,000
biomed 0,000

bagremov 0,989

Sumski 0,000

cvetni 0,000

planinski 0,856

Bagremov manuka 0,000
biomed 0,000

livadski 0,989

Sumski 0,000

cvetni 0,000

planinski 0,997

Sumski manuka 0,000
biomed 0417

livadski 0,000

bagremov 0,000

cvetni 1,000

planinski 0,000




991

Cd

Cr

Cvetni

Planinski

Biomed

Livadski

Cvetni

Planinski

Manuka

Biomed

Livadski

manuka
biomed
livadski
bagremov
Sumski
planinski
manuka
biomed

livadski
bagremov
Sumski
cvetni
manuka
livadski
bagremov
Sumski
cvetn
planinski
manuka
biomed
bagremov
Sumski
cvetni
planinski
manuka
biomed
livadski
bagremov
Sumski
planinski
manuka
biomed
livadski
bagremov
Sumski
cvetni
biomed
livadski
bagremov
Sumski
cvetni
planinski
manuka
livadski
bagremov
Sumski
cvetni
planinski
manuka

0,000
0,618
0,000
0,000
1,000
0,000
0,000
0,000
0,856
0,997
0,000
0,000
0,000
1,000
0,000
0,000
1,000
1,000
0,000
1,000
0,000
0,000
1,000
1,000
0,000
1,000
1,000
0,000
0,000
1,000

1,000
1,000
0,000
0,000
1,000
0,353
0,001
0,000
1,000
0,000
0,238
0,353
0,040
0,000
0,244
0,000
1,000
0,001




9T

Cu

Sumski

Cvetni

Planinski

Biomed

Livadski

Bagremov

Sumski

Cvetni

biomed
bagremov
Sumski
cvetni
planinski
manuka
biomed
livadski
bagremov
cvetni
planinski
manuka
biomed
livadski
bagremov
Sumski
planinski
manuka
biomed
livadski
bagremov
Sumski
cvetni
manuka
livadski
bagremov
Sumski
cvetni
planinski
manuka
biomed
bagremov
Sumski
cvetni
planinski
manuka
biomed
livadski
Sumski
cvetni
planinski
manuka
biomed
livadski
bagremov
cvetni
planinski
manuka
biomed

0,040
0,000
0,001
0,000
0,066
1,000
0,244
0,001
0,000
0,000
0,158
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,238
1,000
0,066
0,000
0,158
0,000
0,000
0,000
0,000
0,964
0,000
0,000
0,000
0,000
0,007
0,000
0,996
0,000
0,000
0,000
0,007
0,000
0,022
0,000
0,000
0,964
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
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Fe

zZn

Biomed

Livadski

Bagremov

Sumski

Cvetni

Planinski

Biomed

Livadski

livadski
bagremov
Sumski
planinski
manuka
livadski
bagremov
Sumski
cvetni
planinski
manuka
biomed
bagremov
Sumski
cvetni
planinski
manuka
biomed
livadski
Sumski
cvetni
planinski
manuka
biomed
livadski
bagremov
cvetni
planinski
manuka
biomed
livadski
bagremov
Sumski
planinski
manuka
biomed
livadski
bagremov
Sumski
cvetni
manuka
livadski
bagremov
Sumski
cvetni
planinski
manuka
biomed
bagremov
Sumski

0,996
0,022
0,000
0,000
0,000
0,746
1,000
0,000
0,001
0,072
0,000
0,746
0,830
0,002
0,009
0,005
0,000
1,000
0,830
0,000
0,001
0,054
0,000
0,000
0,002
0,000
0,983
0,000
0,000
0,001
0,009
0,001
0,983
0,000
0,000
0,072
0,005
0,054
0,000
0,000
0,000
0,008
0,000
0,356
0,066
0,000
0,000
0,008
0,000
0,332
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Tabela XXV. Rezultati ANOVA testa za ispitivane uzorke domacih vrsta meda sa tri razlicita lokaliteta

Sumski

Cvetni

cvetni
planinski
manuka
biomed
livadski
bagremov
cvetni
planinski
manuka
biomed
livadski
bagremov
Sumski
planinski

0,888
0,000
0,000
0,356
0,332
0,000
0,930
0,000
0,000
0,066
0,888
0,000
0,930
0,000

Al B Ca Cd Co Cr Cu Fe K Mg Mn Mo Na Ni Pb S Zn
Livadski 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Bagremov 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Sumski 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,354 0,000 0,000
Cvetni 0,000 0,000 0,000 0,141 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
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