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1. UvOD

Riba je jedna od vodecih i nutritivno vrijednijih namirnica u ljudskoj prehrani. lako je
s nutricionistickog stajaliSta vrijedna, spada u grupu lako kvarljivih namirnica koji uslijed,
neadekvatnog rukovanja od ulova do njene prerade, mogu uzrokovati infekcije i intoksikacije
kod ljudi.
U novije vrijeme, napretkom tehnologije u ribarstvu, riba je prisutna na globalnom trzistu i
brzim kanalima distribucije se u kratkom roku moze naéi u bilo kojem dijelu svijeta.
Medutim, kako se sve veca koli¢ina ulova preraduje u kratkom roku, javljaju se novi izazovi u
pogledu osiguravanja kvalitete i zdravstvene ispravnosti proizvoda ribarstva. Zakonski propisi
i standardi se stalno unaprjeduju, no prema svjetskim statistikama se pokazuju odredeni rizici,
kao $to je 1 histaminsko trovanje, koji su Siroko rasprostranjeni i stalno prisutni. Kako bi se u
ribarskim industrijama velikog kapaciteta prerade mogla provoditi adekvatna metoda javila se
potreba za razvojem brzih analitiCkih metoda, koje mogu pratiti brzi tempo prerade, te u
relativno kratkom roku analizirati veliki broj uzoraka.
U posljednje vrijeme se pojavio veliki interes za brzu i neinvazivnu metodu kao S§to je
Ramanova spektroskopija, jer su se tradicionalne laboratorijske metode poput, tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) i plinske kromatografije (GC), pokazale
skupljim 1 sloZenijim, te je potrebno posebno educirati osoblje za provodenje analiza zbog
¢ega su u industrijskim uvjetima teze primjenjive. Ramanova spektroskopija je vibracijska
spektroskopska metoda temeljena na Ramanovom efektu. Najvece ograni¢enje ove metode je
§to Ramanovo rasprsivanje daje slabi signal, te je potrebna visoka koncentracija analita u
uzorku. PovrSinski pojatano Ramanovo rasprSenje (SERS) se koristi kako bi se pojacao
signal, odnosno postigla visoka osjetljivost metode. Signal je zahvaljujuc¢i efektima
elektromagnetskog 1 kemijskog pojacanja dovoljno jak da omoguéi detekciju samo jedne
molekule ispitivane tvari.
Cilj ovog istrazivanja je lakse izdvojiti histamin iz vodenog sloja ekstakcijom tekuce — tekuce,
razli¢itim otapalima kao $to su HCI, izooktan i cikloheksan, te time izbjec¢i dugi postupak

uparavanja (10 minuta).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. HISTAMIN

Histamin je bezbojna ¢vrsta tvar u kristalnom obliku koja se dobro otapa u vodi.
Ubraja se u skupinu heterociklickih biogenih amina Kkoji u hrani morskog podrijetla, u
povisenoj koncentraciji, predstavljaju toksikoloski rizik. Uz histamin je jo$ nekoliko biogenih
amina znacajno u toksikoloSkom smislu, kao S§to su kadaverin, putrescin, tiramin, -
feniletilamin, agmatin, spermin i spermidin. Navedeni biogeni amini su u svjezoj ribi prisutni
u niskim koncentracijama i udio im se povecava tijekom skladiStenja, te su oni izvrsni
pokazatelji svjeZine ribe. Za kadaverin i putrescin je utvrdeno da poticu toksi¢nost histamina,
no unato¢ tome u istrazivanjima za parametar sigurnosti i kvalitete ribe i ribljih proizvoda
uzima se isklju¢ivo histamin (Bulushi i sur., 2009). Sam za sebe, histamin nije odgovarajuci
pokazatelj indeksa kvarenja ribe, posebice kod onih vrsta (tuna, inéun) s visokim udjelom
histidina (Rossi i sur., 2002). Tesko ga je utvrditi senzorskim pregledom jer ne mjenja
senzorska svojstva ribe, osim u poodmaklom stadiju kvarenja.

Histamin nastaje bakterijskom dekarboksilacijom histidina pod djelovanjem enzima L -
histidin - dekarboksilaze (Slika 1).
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Slika 1. Dekarboksilacija slobodne masne kiseline histidina u histamin uz djelovanje histidin-
dekarboksilaze (Bogdanovic¢ 1 sur., 2009)

Taj enzim je jedan od najvazniji enzima u metabolizmu proteina, jer sudjeluje u pregradnji
jedne od osam esencijalnih aminokiselina, histidina, koji se nalazi u sastavu vecine
proteinskih namirnica (Vranesi¢ 1 sur., 2010).

Histidinom je najbogatija plava riba iz porodica Clupeidae (srdela) i Scombridae u koju osim
tune 1 skuSe spada i riba koriStena za ovaj rad, palamida. Trovanje tom ribom se ¢esto naziva

skombrotoksizam, medutim trovanje histaminom nije isklju¢ivo povezano s ribom iz porodice



Scombridae , jer su zabiljezeni sluéajevi trovanja i drugim namirnicama kao $to su Sir, vino,
fermentirani mesni proizvodi, pa je ispravniji naziv ,,histaminsko trovanje*.
1z pregleda istrazivanja biogenih amina u svijetu provedenih u 2011. i 2012. godini vidi se da

su najceSc¢e ispitivane namirnice upravo riblji proizvodi, a slijede meso 1 vino (Erim, 2013)

(Slika 2.).
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Slika 2. Distribucija istrazivanja biogenih amina u razli¢itim skupinama namirnica

provedenim 2011. i 2012. godine (Erim, 2013)

Rezultati istrazivanja su pokazali da histamin konzumiran u namirnici ima izraZeniji toksi¢an
ucinak od ekvivalentne doze Cistog histamina. TO upucuje na ¢injenicu da su u histaminsko
trovanje ukljuc¢eni i neki drugi spojevi (najvjerojatnije drugi biogeni amini) prisutni U
namirnici koji pojacavaju djelovanje histamina ili inhibiraju metabolicke mehanizme
razgradnje histamina (Taylor i sur., 1984; Taylor, 1986; Lehane i Olley, 2000).

Ukoliko se riba i riblji proizvodi ne skladiSte adekvatno, histamin moze nastati pri
temperaturnom rasponu od 20-25 °C kao posljedica aktivnosti mikroorganizama koji su ¢esto
prisutni i u samoj ribi. Naime, temperatura od +4 °C kroz dulji period skladistenja (3-7 dana)
se prema nekim istrazivanjima pokazala pogodna za stvaranje vece koncentracije histamina.
Nastali histamin je termostabilan 1 ne moZe se ukloniti uobicajenim postupcima prerade, cak
ga ni temperatura prZenja na 170 °C ne uni$tava.

Istrazivanja o biogenim aminima u hrani (najceS¢e se istrazuje histamin u morskoj ribi) se
provode s razli¢itim ciljevima. Jedan od ciljeva je definiranje povezanosti koncentracije
histamina u ribi i vrste bakterija koje ga mogu producirati (Erim, 2013), dok ostali ciljevi
obuhvacaju razvoj novih ili pobolj$anje postojecih analiti¢kih metoda za detekciju histamina,

izvjeStavanje o sadrzaju biogenih amina u proizvodima iz razli¢itth zemalja i regija te



odredivanje sadrzaja biogenih amina u svrhu kontrole efikasnosti metoda razvijenih u
pripremi, skladistenju i pakiranju hrane (Erim, 2013). Histidin-dekarboksilaza se uglavnhom
inaktivira pri temperaturi iznad 65 °C. Upravo zato je koncentracija biogenih amina prilikom
kuhanja 4-10 puta niza nego prilikom soljenja i suSenja (Bogdanovi¢ i sur., 2009). Kad

histamin jednom nastane nije u jednakoj mjeri rasporeden na svakom mjestu u ribi (Slika 3.).

Slika 3. Raspodjela histamina u mesu ribe (Simat, 2011)

Pretpostavlja se da sluzbene statistike ne prikazuju realan broj slucajeva histaminskog
trovanja jer se Cesto puta njegovi simptomi zamjenjuju s preosjetljivos¢u na morske ribe,
rakove, mekuSce 1 druge plodove mora (Singh i sur., 2012; Cuculi€ i sur., 1984; Lin i sur.,
2012). Takoder se simptomi histaminskog trovanja ¢esto mogu zamijeniti s trovanjem vrsta
roda Salmonella sp. (Yesudhason i sur., 2013) pa se opravdano pretpostavlja da je prijavljeni
broj oboljelih samo “vrh ledene sante” (Muli¢ 1 sur., 2004).

Dominantni simptomi histaminskog trovanja vezani su uz kozne manifestacije (crvenilo
praéeno Zarenjem i znojenjem), glavobolje, muc¢nine, pritisak u prsima uz smetnje disanja
praceno crvenilom ociju te slaboS¢u (Bakasun 1 sur., 1985). Inkubacijski period kod
histaminskog trovanja je u trajanju od 5 minuta do sat vremena, dok simptomi traju od
nekoliko sati do 24 sata.

Jedina u¢inkovita metoda sprjecavanja nastajanja histamina u morskoj ribi je skladistenje ribe
na temperaturi nizoj ili jednakoj 4,4 °C u svakom trenutku od ulova do potrosnje (CDC,
2008). To se posebice odnosi na ribu koja je izlozena viSim temperaturama vode i zraka.
Potrebno je poduzeti odredene mjere koje imaju kljuénu ulogu u prevenciji nastanka

histamina:



- Opcenito, ribu staviti na led, u rashladenu morsku vodu ili salamuru temperature 4,4 °C ili
nize unutar 12 sati nakon smrti ili u rashladenu morsku vodu ili salamuru temperature 10 °C
ili nize unutar 9 sati nakon smrti (Smajlovi¢ i sur., 2008).

- Ribu, koja je bila izlozena zraku ili vodi ¢ija je temperatura bila visa od 28,3 °C, staviti na
led, u rashladenu morsku vodu ili salamuru temperature 4,4 °C ili nize unutar 6 sati hakon
smrti.

- Ribu, koja je zamrznuta je potrebno u §to kracem roku preraditi nakon odmrzavanja.

- Kako bi se sprijecila rekontaminacija potrebno je provoditi ¢is¢enje i dezinfekciju pogona i
opreme, higijenu zaposlenika, izbjegavati kriZzanja putova u proizvodnom pogonu.

- Kontola sirovine i finalnog proizvoda kako bi se osigurala zdravstvena ispravnost.

Vece koncentracije biogenih amina mogu prouzro€iti toksi¢ne ucinke pa su zbog toga
Zakonom o higijeni hrane i mikrobioloskim kriterijima hrane NN 81/2013 propisane njihove
maksimalne koncentracije u hrani (Zakon o higijeni hrane i mikrobioloskim kriterijima hrane,
2013)

Prema Uredbi EZ 2073/2005 proizvodi ribarstva od ribljih vrsta i proizvodi od istih ribljih
vrsta koji su obradeni enzimatskim dozrijevanjem u salamuri povezanih sa visokom koli¢nom
histidina (Tablica 1.), a 9 uzoraka po Sarzi moraju udovoljavati slijede¢im uvjetima:

- Ustanovljena srednja vrijednost sadrZaja histamina < 100 mg/kg

- Za 2 od 9 uzoraka dopustena je dvostruko vec¢a koli¢ina histamina, ali ne ve¢a od 200 mg/kg

- Nema ustanovljenih vrijednosti koje prelaze granicu od > 400 mg/kg

Tablica 1. Histamin - uzorkovanje, metoda odredivanja i dozvoljene granice (Uredba EZ o

mikrobiolo§kim kriterijima za hranu, 2005)

Mikroorganizmi Grani¢ne Ispitna Faza u kojoj se
Kategorija hrane /njihovi toksini, vrijednosti referentna Kriterij
metaboliti min max metoda primjenjuje
Proizvodi ribarstva od szar\(/)lljze\r/\(imrl:a
ribljih vrsta povezani s Histamin 100mg | 200mg | gy ¢ | yeiste tijekom
visokom koli¢inom kg kg .
e njihovog roka
histidna Y
trajanja
Proizvodi ribarstva
obradeni enzimskim Proizvodi
dozrijevanjem u stavljeni na
salamuri, proizvedeni Histamin 20k0 T g 4Ok0 T g HPLC trziste tijekom
od ribljih vrsta g g njihovog roka
povezanih s visokom trajanja
koli¢inom histidina




Americki ured za kontrolu hrane i lijekove u SAD-u revidirao je kontrolnu tocku

koncentracije histamina u ribi s visokom koli¢inom histidina na 50 mg kg* (FDA, 2011).

Potreba za pouzdanim i efikasnim metodama za detekciju i kvantifikaciju histamina i drugih
biogenih amina u ribi i proizvodima mora javlja se kako bi se bolje razumjelo i upravljalo
nastankom ovih spojeva u ribi i proizvodima mora (Simat, 2010). Analiticke metode za
determinaciju biogenih amina mogu pomoc¢i u identifikaciji bakterija odgovornih za njihov
nastanak (Dalgaard i Emborg, 2009).

Senzorska ocjena svjezine ribe prema odredenim senzorskim parametrima (izgled koze, skrga,
o¢iju, miris, tekstura mesa i tvrdoca, itd.) je najceS¢e koriStena metoda kontrole prilikom
prijema ribe na preradu. Prema tim parametrima se riba svrstava u odredenu kategoriju
kvalitete Sto odreduje njenu prikladnost za preradu. Ova metoda nije pouzdana za procjenu
sadrzaja histamina, jer se u nekim sluéajevima histamin moze vrlo brzo razviti, kao kod
izlaganja ribe visokim temperaturama, te prije nego se moze detektirati kvarenje ribe
senzorskim parametrima poput izgleda i mirisa.

Kontrola temperature i vremena od ulova do prijema na preradu je jo§ jedna od metoda koja
se Cesto primjenjuje u industriji. No, ni ona ne moze posluziti kao precizan pokazatelj koli¢ine
histamina u ribi jer daje grube orijentacijske vrijednosti.

Ve¢ se dugi niz godina razvija veliki broj laboratorijskih analitickih metoda za analizu
histamina koje se uglavnom temelje na kromatografskim postupcima. Tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) je naj¢eS¢e primjenjivana metoda. Koristi se za
analizu histamina pri kojoj se on ekstrahira iz tkiva ribe pogodnim otapalom nakon cega je
potrebno provesti derivatizaciju.

lonska kromatografija, tankoslojna kromatografija, kapilarna elektroforeza, fluorometrijske
metode, plinska kromatografija s masenom spektrometrijom (GC-MS) i tekucinska
kromatografija s masenom spektrometrijom (LC-MS) spadaju u ostale skupine laboratorijskih
metoda. Njihove prednosti su preciznost, ponovljivost, robusnost i to¢nost, no primjena im je
uglavnom ogranicena na analiticke laboratorije, U industrijskim laboratorijima je ograni¢enje
njihove primjene radi izuzetno skupe laboratorijske opreme i instrumenta, te zahtijevnog i
skupog odrzavanja i osoblja koje mora biti posebno educirano za rad na takvoj opremi.
Razvijene su neke brze metode za odredivanje histamina koje su bazirane na razliitim

enzimatskim metodama (ELISA), kako bi se olaksala kontrola sadrzaja histamina u industriji.



U opremu potrebnu za provodenje ovih metoda spadaju razli¢iti kvalitativni 1 kvantitativni

kitovi koji sadrze potrebne reagense i spektrofotometar kojim se dobiva podatak o koli¢ini

histamina u uzorku. Nedostatci ovih metoda su u tom $to zahtijevaju razliite postupke

pripreme uzoraka, smanjena to¢nost kod odredivanja histamina u proizvodima dobivenim

soljenjem i dozrijevanjem u salamuri, te kitovi nisu prikladni za analize van laboratorija
(Janci, 2016).

U Tablici 2. je prikazana usporedba najcesée koriStenih metoda za analizu histamina.

(FAO/WHO, 2013)

Tablica 2. Najéesce koristene metode za analizu histamina i njihova usporedba

AOAC HPLC | Spektrofluorometrijske ELISA Kolorimetrijske
metoda metode metode metode
Vrijeme
potrebno za 1-2h 1-2h 1h 1h 1h
1 test
Oprema Fluorometar HPLC Spektrofluorometar Spektrofotometar | Spektrofotometar
Prag 15-5
kvatifikacije | 1-5ppm opm 1.5 ppb 2-5ppm 20 ppm
5-2500
Raspon 1-150 ppm opm 1.5 ppb - 100 ppm 0 - 500 ppm 0.8 - 300 ppm
Prednosti Robusnost, Analiza Jednostavnost Jednostavnost,
metode ponovljivost, svih (kit), cijena, vise cijena, vise
toépost, biog_enih Tonost, preciznost, _ ftestova _ festova
preciznost amina, cijena istovremeno istovremeno,
tocnost, jednostavna
preciznost kalibracija

Nove ,,brze* metode za analizu histamina se i dalje intenzivno istrazuju. One bi trebale biti

jednostavne za primjenu u uvjetima industrijskih laboratorija te uz prihvatljive troSkove

omoguciti kontrolu velikog broja uzoraka u kratkom vremenu ¢ime bi se poboljSala kvaliteta i

sigurnost finalnog proizvoda.




2.2. RAMANOVA SPEKTROSKOPIJA

Ramanova spektroskopija se temelji na neelasticnom rasprsenju elektromagnetskog
zracenja. To se dogada uslijed njegove interakcije s vibracijskim modovima molekule. U

Ramanovu spektru su molekulske vibracije pri kojima se mijenja polarizabilnost molekule.

Do sada su otkrivene dvije vrste rasprsivanja. Najces¢i oblik je Rayleighovo rasprsenje, dok je
Ramanovo rasprsenje puno rjede. Kod Ramanovog rasprSenja, svjetlost tvori kratkorocno
stanje koje se naziva ,,virtualno stanje®, jer reagira s molekulom i polarizira oblak elektrona
oko jezgre. Takvo stanje nije stabilno i foton se jako brzo vrati u svoje pocetno stanje.
Ramanovo rasprSenje je glavna tehnika kod identifikacije molekula. To je neelasticno
rasprSenje u kojem se razlikuju frekvencije rasprSenog i pobudenog zracenja, dok je
Rayleighovo rasprSenje elasti¢no rasprSenje zraCenja pri kojemu su te dvije frekvencije
zraéenja jednake. Pomoéu Ramanovog rasprienja samo jedan od 10° — 108 fotona budu
rasprSeni, te je zbog toga on manje vjerojatan od Rayleighovog rasprSenja (Singh, 2002).
Rayleighov proces je najintenzivniji proces jer ¢e se vefina fotona rasprSiti na takav nacin

(Janéi, 2016).

Stokesovo rasprSenje je pojava kod koje je pocetni vibracijski nivo molekule u osnovnom
elektronskom stanju nizi od onog nakon emisije fotona, prilikom ¢ega je emitirani foton vece
valne duljine od pobudenog fotona. Kod anti-Stokesovog rasprSenja pobudena molekula iz
viSeg vibracijskog nivoa se vraca u niZi nivo osnovnog elektronskog stanja, pri cemu
emitirani foton ima manju valnu duljinu od pobudnog. Na slici 4. su prikazani osnovni procesi

koji se dogadaju kod jedne vibracije.

Ramanov spektar se dobiva snimanjem intenziteta rasprSene svjetlosti u odnosu na valnu
duljinu ili frekvenciju te je karakteristican za odredenu molekulu (jedinstveni vibracijski
spektar = fingerprint molekule). Karakteristican pomak frekvencije daje svaki vibracijski mod
molekule, a broj modova molekule sa N atoma izraCunava se pomocu izraza n = 3N — 6 za
nelinearne molekule te n = 3N — 5 za linearne molekule. Kod vibracije polarnih veza (N-O, C-
O, O-H) se javlja slabije Ramanovo rasprSenje jer se promjenom njezine duljine, tijekom
vibracije, ne povecava znacajno efekt promjene polarizacije. Takve veze imaju same po sebi
jaku polarizaciju, ali §to je veza manje polarna, dozivljava ve¢u promjenu polarizabilnosti

tijekom vibracije pa je tim 1 rasprsSenje jace (Janci, 2016).



Virmalno stanje

Energija

Vibracijsko stanje

.
Stokes Ann-Slokes
Ramanovo Ramanovo

Podetno stanje
Rayleighovo

:il‘-]lt\l.'JJ_]l.' i
TASpI=CI)E raspracnje

Slika 4. Mehanizmi razliCitih procesa rasprsenja svjetla (Smith i Dent, 2005).

Ramanova spektroskopija ima prednosti pred drugim tehnikama analize budué¢i da izvor
svjetlosti tj. laser penetrira i kroz debelo staklo $to otvara moguénost mjerenja pod velikim
pritiskom i visokim temperaturama. Na taj nafin se mogu analizirati i burne kemijske
reakcije, no treba paziti da povrSina mjerenja spektrometra bude dovoljno velika i obuhvati
tako velike uzorke (Cindri¢, 2016). Ramanov spektar se moze koristiti za identifikaciju, aiu
nekim slu€ajevima kvantifikaciju, pojedinog analita. Brza analiza uzoraka u svim agregatnim
stanjima i uz minimalnu pripremu uzoraka je jo$ jedna od moguc¢nosti koju pruza Ramanova
spektropskopija. Razlog $to ona nije vodeca tehnika spektroskopijske analize je problem s
fluorescencijom koja se ovdje Cesto javlja i ometa analizu (deaktivacija molekule iz
pobudenog u osnovno stanje) jer moze u potpunosti zasjeniti Stokesovo rasprSenje (Cindric,
2016). Ramanova spektroskopija zahtijeva visoku koncentraciju analita u uzorku, npr. 0,03 —
0,1 mol L kod analize proteina ili nukleinskih kiselina (Peticolas, 1995) buduéi da pojava
fluorescencije i fotodegradacija uzorka ogranicavaju maksimalnu snagu izvora svjetlosti.
Razvojem Fourierove Transformacije Ramanove Spektroskopije (FTRS) se otvara velik broj
mogucnosti napretka u tom polju tehnologije.

Slaba osjetljivost metode je jedan od najveéih nedostataka Ramanove spektroskopije. Za

povecanje osjetljivosti se koriste specificne tehnike kao Sto su rezonantna Ramanova



spektroskopija (RRS) 1 spektroskopija povrsinski pojacanog rasprsenja (SERS) (Janci, 2016).
Rezonantno rasprieno zracenje je 10?2 do 10* puta intenzivnije od normalnog Ramanovog
rasprSenja (Ratkaj, 2013). Koristi se pri istrazivanju razli¢itih tvari, medu kojima i bioloski
vaznih molekula, virusa i stanica. Za postizanje rezonancije se koriste laseri zracenja manjih
valnih duljina od uobicajenog za Ramanovu spektroskopiju, bliskog i vidljivog infracvenog
zracenja. Laseri velike energije (pogotovo one u ultraljubiastom dijelu spektra) mogu

uzrokovati raspad uzorka i pojavu fluorescencije (Ratkaj, 2013).

2.2.1 Spektroskopija povrSinski pojacanog Ramanovog rasprsenja (SERS)

Drugi nacin povecanja osjetljivosti, osim rezonantnog Ramanovog rasprsenja, je efekt
povrsinski pojacanog Ramanovog rasprSenja koji proizlazi iz efekta pojacanja rasprSenog
zracenja molekula analita koje se nalaze u neposrednoj blizini povr§ine metalnih
nanostruktura. Taj efekt su 1974. godine otkrili Fleischmann, Hendra i McQuillan primjetivsi
da je Ramanov spektar molekule piridina adsorbirane na srebrnoj elektrodi neobi¢no visokog
intenziteta (Fleischmann i sur., 1974).. Ubrzo su ponudena i teorijska objasnjenja ovog
fenomena (Albrecht i Creighton, 1977; Jeanmaire i Van Duyne, 1977), te se istrazivanje
povrsinski poja¢anog Ramanovog rasprsenja prosirilo, uz srebro, i na druge metale, kao §to su
zlato, bakar, platina, aluminij 1 alkanski metali. SERS tehnika se moZe primijeniti u razli¢itim

granama prirodnih znanosti, te je to najvazniji razlog za njen razvoj.

Osjetljivost Ramanove spektroskopije povecava se pojacanjem intenziteta rasprsenog zracenja
molekule na metalnom supstratu 1 omogucava se strukturna analiza molekula na temelju
vibracijskog spektra. Spektroskopija povrsSinski pojacanog Ramanovog rasprSenja je 1 idealna
detekcijska tehnika za istrazivanje razli¢itih kemijskih 1 bioloskih sustava, jer uz izuzetnu
osjetljivost pruza i informacije o strukturi molekula. Kao dodatna prednost te spektroskopije
je i eliminacija fluorescencije molekula blizu metalne povrsine, uslijed prijenosa energije s

molekule na metal (Etchegoin i Le Ru, 2010).

Elektromagnetski mehanizam i mehanizam prijenosa naboja su dvije op¢e prihvacene teorije
koje objasnjavaju fenomen pojacanja rasprSenja. Smatra se da elektromagnetsko pojacanje
znacajnije pridonosi ukupnom pojacanju. Osnova teorije elektromagnetskog mehanizma je
pojacanje signala koje proizlazi iz pojacanja polja pobudenog i rasprSenog zracenja. On ne

zahtijeva direktnu vezu analita i metalne povrSine kako bi se opazio SERS signal, ve¢
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smjestanje molekule blizu povrsine metala (Ratkaj, 2013). Cesto nije niti mogu¢ direktan
kontakt analita i SERS supstrata, zbog molekula receptora koje su primarno vezane na metalni
supstrat (Jan¢i, 2016).

SERS supstrat je bilo koja metalna nanostruktura koja omogucuje povrSinsko pojacanje
Ramanovog rasprSenja i do danas su najcesce koriSteni i najbolje istrazeni SERS supstrati:
suspenzije metalnih nanocestica. Pojavile su se ubrzo nakon otkriéa SERS efekta na srebrnoj
elektrodi. Jednostavnost njihove pripreme, jednostavna oprema, dobar faktor pojaCanja te
stabilnost su neke od prednosti ovih supstrata. Takoder, oni i pruzaju mogucnost postizanja
velikih faktora pojacanja tako da su i neki od najvaznijih pomaka u podrué¢ju SERS
spektroskopije, kao Sto je detekcija jedne molekule, prvi put dokumentirani u pokusima na
kolodinim suspenzijama metalnih Cestica u vodi (Kneipp 1 sur., 1997) ili imobiliziranim na

krutim podlogama (Nie i Emory, 1997).

Zbog cestih odstupanja i razlika izmedu SERS i normalnog Ramanovog spektra pojedinog
analita, interpretacija SERS spektra i asignacija SERS wvrpci pojedinim vibracijskim
modovima nije jednostavna ni izravna (Janci, 2016). Kod SERS spektra se ¢esto pojavljuju
nove vrpce Sto je karakteristicno za molekule koje su adsorbirane direktno na povrSinu
metala. Takve vrpce nisu vidljive u normalnom Ramanovom spektru (Jané¢i, 2016). Neke
vrpce koje su vidljive u normalnom Ramanovom spektru mogu nestati ili moze doéi do
drasti¢ne promjene relativnih intezinteta pojedinih SERS vrpci. To se dogada uslijed razlicite

orijentacije molekula u odnosu na povrsinu metala (Janci, 2016).

Mehanizam prijenosa naboja ili kemijski mehanizam zahtijeva da molekule budu adsorbirane
direktno na povrSinu metala. Taj mehanizam objasnjava razlike u relativnim intenzitetima 1
polozajima SERS vrpci u odnosu na one u normalnom Ramanovom spektru, kao i razlike u
teorijskim 1 eksperimentalnim faktorima pojacanja 1 pojavu novih vrpci u SERS spektru
(Theophanides 1 sur., 1993). Kemijski mehanizam doprinosi ukupnom faktoru pojacanja za 10
— 10° puta. lako sam mehanizam poja¢anja nije u potpunosti razjasnjen, smatra se da je
molekula u blizini metalne povrSine pod utjecajem znatno snaznijeg elektricnog polja. Do
pojacanja Ramanovog rasprienja od 10° do 10’ puta dolazi zbog elektromagnetskog
mehanizma pojacanja kao i kemijskog mehanizma koji se temelji na promjeni polarizabilnosti

zbog interakcije molekule i metalne povrsSine (Yuen i sur., 2008).
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Faktor pojacanja (eng. Enhancement factor, EF) tj. njegov nacin izrauna je predloZen jer se
napretkom znanosti u podruc¢ju SERS spektroskopije i razvoja novih SERS supstrata pojavila

potreba za definiranjem ucinkovitosti razli¢itih supstrata te njihove usporedbe.

2.2.2. Obrada i analiza SERS spektra

Interpretacija i upotreba SERS spektra moze biti vrlo slozena, pogotovo za
kvantitativne analize. SERS spektar sadrzi puno informacija 0 uzorku i ciljanom analitu, no
sadrzi i brojne interferencije koje potjecu o fluorescencije, drugih komponenti prisutnih u
uzorku, kozmickih interferencija koje nastaju od Cestica visoke energije koje refistrira
detektor te Suma pozadinskog signala samog detektora (Slika 5.). Apsolutna vrijednost
intenziteta SERS spektra je uz sve navedeno ovisna o brojnim parametrima kao $to su
pomicanje elemenata instrumenta uslijed vibracija, oscilacije snage lasera, itd., koje ¢esto nije
moguce kontrolirati tijekom eksperimenta. Potrebna je predobrada spektara kako bi eliminirali

sve navedene faktore i dobili zadovoljavajuce rezultate.

— SERS spektar

Pozadinski signal -
fluorescencija i detektor

Intenzitet

Kozmicke
+ interferencije

Sum detektora

o

>

Valni broj

Slika 5. Komponente SERS spektra (Bocklitz i sur., 2011)
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2.2.2.1. Korekcija pozadinskog signala

Vise je matematickih metoda eliminacije pozadinskog signala iz SERS spektra uzorka.
Temelje se na razli¢itim teoretskim pristupima problemu poput metoda procjene pozadinskog
signala SNIP algoritmom, prilagodavanjem polinoma viseg reda spektru, valne transformacije
te izracuna prve ili druge derivacije spektra. Ono §to je zajednicko ovim metodama je izrazita
ovisnost o odabranim parametrima izra¢una. Ti parametri se moraju odrediti tako da se u §to
vecoj mjeri eliminira pozadinski signal uz minimalne promjene SERS signala u snimljenom
spektru (Janci, 2016).

Metoda prilagodavanja polinoma spektru cuva izvorni oblik i intenzitet SERS vrpci, te se
upravo ta metoda najcesce koristi pri obradi SERS spektara. Tom metodom se odabire
odredeni broj tocaka na spektru koje nisu u podru¢ju Ramanovih vrpci i prilagodava polinom
n-tog stupnja odabranim tockama. Nedostatak ove metode je u tome Sto odabir i broj
reprezentativnih toc¢aka, te stupanj polinoma iziskuju puno vremena 1 podlozna je

subjektivnim pogreskama (Janéi, 2016).

2.2.2.2. Korekcija Suma (izgladivanje spektra)

Digitalni filteri ili prozorske funkcije su matematicki algoritmi pomocu kojih se
obavlja izgladivanje spektra. Izgladivanje se radi kako bi se postigao bolji omjer signala 1
Suma. Prvo je potrebno definirati funkciju (srednja vrijednost, derivacija, itd.) i1 veliinu
prozora (broj to¢aka koje funkcija obraduje u jednom koraku). Sto je veéi prozor, spektar ¢e
biti viSe izgladen (Janc¢i, 2016). U slucaju pretjeranog izgladivanja spektra moze doci do
gubitka vrpci niskog intenziteta te proSirivanja ili pomaka SERS wvrpci u spektru

(Vandenabeele, 2013) pa treba biti vrlo oprezan sa koristenjem digitalnih filtera.

2.2.2.3. Normalizacija spektra

Postupkom normalizacije se eliminiraju oscilacije apsolutnog intenziteta SERS spektra
koji intenzitete snimljenih spektara stavlja u relativan odnos. To je posebno vazno kod
kalibracije 1 provodenja kvantitativnih analiza. Postoje brojne metode normalizacije spektra.
Te metode ukljucuju normalizaciju prema minimalnoj i maksimalnoj vrijednosti koja
maksimalnoj vrijednosti intenziteta daje vrijednost 1, a minimalnoj 0; normalizacije

dijeljenjem intenziteta u svakoj tocci spektra sa sumom intenziteta svih to¢aka u spektru, itd.
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Normalizacija metodom normalne standardne varijable se ¢esto koristi u kemometrijskim
proracunima. Ona daje srednjoj vrijednosti intenziteta spektra vrijednost 0. Upotreba internog
standarda je pozeljna kod kvantitativnih analiza. U tom sluCaju je najbolja metoda
normalizacija cijelog spektra na osnovu intenziteta vrpci internog standarda (Bocklitz i sur.,
2011).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije

Srebrov nitrat, p.a. (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)

Natrijev hidroksid, p.a. (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)
Natrijev klorid, p.a. (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)

Histamin dihidroklorid, p.a. (Sigma-Aldrich d.d., St. Louis, SAD)
Pekloratna kiselina, p.a. (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)
Klorovodi¢na kiselina, p.a. (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)
Izooktan, p.a. (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)

Cikloheksan, p.a. (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)

1-butanol, p.a. (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)

Sve koriStene kemikalije bile su analitickog stupnja Cistoce 1 koriStene su bez daljnjeg

proc¢is¢avanja. U svim pokusima koriStena je deionizirana voda otpornosti 18 MQcm.

3.1.2. Uzoreci ribe

Uzorci svjeze palamide (Sarda sarda) nabavljeni su na ribarnici te su u poledenom
stanju prevezeni u laboratorij. Ribe su eviscerirane i filetirane te su uklonjene koza i kosti, a
misi¢no tkivo je usitnjeno i homogenizirano pomocu ruénog sjekaca (miksera- HR1611/00,
Philips). Na taj nacin pripremljeni uzorci koriSteni su za pripremu ekstrakata za daljnje

analize.
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3.2. Plan istraZivanja

PRELIMINARNI EKSPERIMENT
SERS MJERENJA NA EKSTRAKTIMA RIBLJEG
MISICJA

A 4

PRIPREMA EKSTRAKATA
(A,B,C) RIBLJEG MISICJA

A 4

PRIPREMA EKSTRAKATA
(A1-5, B1-3, C1-3)

A 4

SNIMANJE | ANALIZA SERS SPEKTARA
EKSTRAKATA RIBLJIEG MISICJA

i NEGATIVAN ! : POZITIVAN i
! REZULTAT ' i REZULTAT !
ODBACUJE SE GLAVNI EKSPERIMENT

A 4

PRIPREMA EKSTRAKATA
(A,B,C) RIBLJEG MISICJA

A 4

PRIPREMA EKSTRAKATA
(A5, B1-3, C1-3)

A 4

SNIMANJE | ANALIZA SERS SPEKTARA
EKSTRAKATA RIBLJIEG MISICJA

i NEGATIVAN ! : POZITIVAN i
' REZULTAT | i REZULTAT ;
ODBACUJE SE KONSTRUKCIJA | TESTIRANJE

KALIBRACIJSKIH MODELA

Slika 6. Plan istrazivanja - SERS mjerenja na ekstraktima ribljeg misi¢ja



3.3. METODE RADA

U kivete volumena 50 mL odvagano je 5 g usitnjenog ribljeg miSi¢ja kojem je dodan
histamin dihidroklorid kako bi se postigle koncentracije od 0, 75, 100, 150, 200, 225, 300,
400 mg kg™ ribljeg misi¢ja. Koristeni su i uzorci za provjeru koji su veé sadrzavali histamin
koji je nastao kvarenjem ribe. Ovako pripremljeni uzorci podvrgnuti su sljede¢im postupcima

ekstrakcije:

Ekstrakt A pripremljen je homogeniziranjem uzorka u 50 mL HCIO4 (0,4 mol L?) na
laboratorijskom homogenizatoru (T18 Ultra-Turrax, lka) tijekom 2 min na maksimalnoj
brzini. Homogenat je filtriran kroz Whatman 4 filter papir te je 2 mL filtrata prebaceno u
staklenu epruvetu s cepom. Potom je u epruvetu dodano 1,4 g NaCl, 0,4 mL 5 M NaOH i 2
mL 1-butanola, epruveta je zacepljenja i ekstrakt je mijeSan na laboratorijskoj tresilici (Vortex
4 basic, Ika) 10 min pri 70 rpm. Po zavrSetku ekstrakcije, uzorak je ostavljen 2 min da se

odvoje slojevi.

Priprema ekstrakata Al-5 za proci§¢avanje:

Kod ekstrakta A, samo onog kojem je dodano 200 pL histamina, otpipetirano je 1,5 mL
butanolnog bistrog sloja i tako 5 puta u 5 kiveta:

- U kivetu 1 je dodano 300 pL 0,001M HCl

- U kivetu 2 je dodano 300 puL 0,001M HCl i 1,5 mL izooktana

- U kivetu 3 je dodano 300 puL 0,001M HCI i 1,5 mL cikloheksana

- U kivetu 4 je dodano 1,5 mL izooktana 1 300 puL vode

- U kivetu 5 je dodano 1,5 mL cikloheksana i 300 pL vode

Ekstrakt B pripremljen je homogeniziranjem uzorka u 50 mL NaOH (0,1 mol L) zasié¢ene s
NaCl na laboratorijskom homogenizatoru tijekom 2 min na maksimalnoj brzini. Homogenat
je filtriran kroz Whatman 4 filter papir te je 2 mL filtrata prebaceno u staklenu epruvetu s
¢epom. U epruvetu je dodano 2 mL 1-butanola, epruveta je zacepljena i ekstrakt je mijeSan na
laboratorijskoj tresilici 10 min pri 70 rpm. Po zavrSetku ekstrakcije 1-butanolom, uzorak je

ostavljen 2 min da se odvoje slojevi.
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Priprema ekstrakata B1-3 za procis¢avanje:

Kod ekstrakta B, samo onog kojem je dodano 200 pL histamina, otpipetirano je 1,5 mL
butanolnog bistrog sloja i tako 3 puta u 3 kivete:

- U kivetu 1 je dodano 300 uL 0,001M HCl

- U kivetu 2 je dodano 1,5 mL cikloheksana i 300 pL vode

- U kivetu 3 je dodano 1,5 mL izooktana i 300 pL vode

Ekstrakt C pripremljen je homogeniziranjem uzorka u 50 mL NaOH (0,5 mol L) zasi¢ene
sa NaCl na laboratorijskom homogenizatoru tijekom 2 min na maksimalnoj brzini.
Homogenat je filtriran kroz Whatman 4 filter papir te je 2 mL filtrata prebaceno u staklenu
epruvetu s cepom. U epruvetu je dodano 2 mL 1-butanola, epruveta je zacepljenja i ekstrakt je
mijesan na laboratorijskoj tresilici 10 min pri 70 rpm. Po zavrSetku ekstrakcije 1-butanolom,

uzorak je ostavljen 2 min da se odvoje slojevi.

Priprema ekstrakata C1-3 za proci§¢avanje:

Kod ekstrakta C, samo onog kojem je dodano 200 uL histamina, otpipetirano je 1,5 mL
butanolnog bistrog sloja i tako 3 puta u 3 kivete:

- U kivetu 1 je dodano 300 pL 0,001M HC1

- U kivetu 2 je dodano 1,5 mL cikloheksana i 300 pL vode

- U kivetu 3 je dodano 1,5 mL izooktana 1 300 puL vode

3.3.2. Priprema srebrnih nanocestica koristenjem citrata (AGC)

Koloidna suspenzija srebra AGC pripremljena je redukcijom srebrovog nitrata s
trinatrijevim citratom prema modificiranom Lee - Meiselovom postupku (Lee i Meisel, 1982).
90 mg srebrovog nitrata otopljeno je u 500 mL deionizirane vode i zagrijano do vrenja (120
°C) u trogrloj tikvici koja se nalazila na uljnoj kupelji. U vruéu otopinu dodana je 50 mL 1%-
tne otopine trinatrijevog citrata te je reakcijska smjesa intenzivno mijeSana 90 minuta uz
refluks i propuhivanje dusikom. Otopina je potom ostavljena da se hladi do sobne temperature

uz konstantno mijeSanje.
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3.3.3. Snimanje i analiza SERS spektara ekstrakata

Pripremljeni ekstrakti ¢uvani su su zatvorenim mikrokivetama na temperaturi 4°C do
trenutka SERS analize. Neposredno prije analize u mikrokivetu je pipetirano 80 uL. AGC
koloida, 10 uL otopine NaBH4 (0,23 mol L!) te je mijesano 30 s na laboratorijskoj mijesalici
nakon ¢ega je uzorak prebacen u staklenu kapilaru. Snimljeno je 10 spektara po uzorku te je
za daljnju analizu i izradu kalibracijskih pravaca koriSten prosje¢ni spektar od 10 izvrSenih

mjerenja.

3.3.4. Obrada SERS spektara

Kad se snime, SERS spektre je potrebno i obraditi jer su uz signale analita prisutne i
brojne druge tvari u uzorku, Sumu, pozadinskom signalu detektora. Apsolutna vrijednost
intenziteta SERS spektra ovisi 0 brojnim parametrima, kao $to su npr. oscilacije lasera. Takva
je kontrola Cesto zahtjevna tijekom eksperimenta. Optimizacija parametara za korekciju
pozadinskog signala, Suma te normalizaciju spektra se provodi kako bi se svi navedeni
utjecaji eliminirali. Obrada SERS spektra u programu Labspec 6 (Horiba Scientific) se
pokazala kao najbolji nacin predobrade spektra. "Baseline correction™ funkcija se koristi za
korekciju pozadinskog signala. Radi na principu da je automatski odabrano 40
reprezentativnih tocaka u SERS spektru kojima je prilagoden polinom 9. stupnja (eng. curve
fitting). Procijenjeni pozadinski signal se oduzima od snimljenog spektra, te se zatim SERS
spektri izglade (eng. spectral smoothing) primjenom Savitzky Golay algoritma sa Sirinom
prozora W = 20 i redom interpolacijskog polinoma M = 2 s ciljem povec¢anja omjera signala i
Suma. Nakon tog slijedi normalizacija spektra. Kao interni standard je koriSten intenzitet

vrpce na 1437 cm prethodno asigniran citratnim ionima prisutnim u AGC koloidu.

3.3.5. Mjerenja provedena na Ramanovom spektrometru

Na Horiba Jobin Yvon T64000 Ramanovom spektrometru (Slika 7.) se provode sva
mjerenja. Opremljen je argonskim laserima koji emitiraju zracenje pri valnim duljinama 488 i
514,5 nm, te diodnim laserom valne duljine zracenja 532 nm i bazdaren pomo¢u Ramanove

vrpce transverzalnog optickog moda silicijske plocice povrSinske orijentacije <111> na 520,7
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cm™. Mjerenja na tekué¢im uzorcima provedena su u staklenim kapilarama promjera 2 mm.

Staklene kapilare su smjestene u ,,makro* komori spektrometra.

Slika 7. Horiba Jobin Yvon T64000 Ramanov spektrometar, Laboratorij za molekulsku fiziku
Instituta Ruder Boskovi¢ (Janci, 2016)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. SERS ANALIZA

Nakon snimanja SERS spektara isprobano je vise nacina predobrade spektara.
Najbolje rezultate dala je predobrada s parametrima navedenim u poglavlju Materijali i
metode. Svaka predobrada radena je u programu Labspec 6 (Horiba Scientific). Obrada
spektara je prikazana na slici 8.

a)
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d)
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Ramanov intenzitet / a.u.

Valni broj / cm?
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Slika 8. Obrada spektara: a) neobradeni SERS spektar, b) korekcija pozadinskog signala -

aproksimacija bazne linije, c) korekcija pozadinskog signala - oduzimanje aproksimiranog

pozadinskog signala, d) normalizacija spektra, e) korekcija Suma
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Slika 9. SERS spektar ekstrakta A u rasponu koncentracije histamina od 0 — 300 mg kg2,

normalizirani prema intenzitetu vrpce citrata na 1437 cm™
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Ramanov intenzitet / a.u.
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Slika 10. SERS spektar ekstrakta A5 u rasponu koncentracije histamina od 0 — 300 mg kg,

Ramanov intenzitet / a.u.

normalizirani prema intenzitetu vrpce citrata na 1437 cm™
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Slika 11. SERS spektar ekstrakta B1 u rasponu koncentracije histamina od 0 — 300 mg kg,

normalizirani prema intenzitetu vrpce citrata na 1437 cm*
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Slika 12. SERS spektar ekstrakta B2 u rasponu koncentracije histamina od 0 — 300 mg kg?,

normalizirani prema intenzitetu vrpce citrata na 1437 cm*
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Slika 13. SERS spektar ekstrakta B3 u rasponu koncentracije histamina od 0 — 300 mg kg2,

normalizirani prema intenzitetu vrpce citrata na 1437 cm™
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Slika 14. SERS spektar ekstrakata C1, C2, C3, s koncentracijom histamina 300 mg kg,

normalizirani prema intenzitetu vrpce citrata na 1437 cm*

Nakon obrade prikazanih spektara izraden je bazdarni pravac. Dodane koncentracije
histamina u bazdarnim uzorcima su iznosile 0, 75, 150, 225 i 300 mg/kg. Za izradu
kalibracijskih modela koristene su srednje vrijednosti (10 mjerenja za svaku koncentraciju)
intenziteta vrpci histamina na 1264 i 1570 cm™ te je bazdarni pravac konstruiran metodom
linearne regresije. Valjanost kalibracijskih modela procijenjena je na osnovi koeficijenta

korelacije (R?). Bazdarni pravci prikazani su na slikama 15.-18.
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Slika 15. Ovisnost Ramanovog intenziteta o koncentraciji histamina (0-300) a) na 1264 cm;

b) na 1570 cm™
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EKSTRAKT B1
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Slika 16. Ovisnost Ramanovog intenziteta o koncentraciji histamina (0-300) a) na 1264 cm™;

b) na 1570 cm™*
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EKSTRAKT B2
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Slika 17. Ovisnost Ramanovog intenziteta o koncentraciji histamina (0-300) a) na 1264 cm™;

b) na 1570 cm™
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EKSTRAKT B3
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Slika 18. Ovisnost Ramanovog intenziteta o koncentraciji histamina (0-300) a) na 1264 cm™;
b) na 1570 cm™
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Tablica 3. Usporedba rezultata odredenih parametara postignutih za razlicite ekstrakte

Ekstrakt Vrpca histamina Koefig_ijent Rezul_tati uzorka za To¢nost
(cm™) koleracije (R?) provjeru (mg kg?) (%)
A 1264 0,9662 37,2 93,94
1570 0,991 38,7 97,73
AS 1264 - - -
1570 - - -
81 1264 0,9233 33,4 84,34
1570 0,9614 37,2 93,94
582 1264 0,9486 37,8 95,45
1570 0,6451 48,3 121,97
B3 1264 0,9454 35,6 89,9
1570 0,1472 - -
C1-C3 1264 - - -
1570

U preliminarnom eksperimentu je za pripremu ekstrakta A, B i C odabrana metoda ekstrakcije
tekuce — tekuce pomocu 1 - butanola koji se uobi€ajeno koristi za ekstrakciju histamina iz
vodenih otopina zahvaljuju¢i Cinjenici da se histamin ekstrahira u butanolni sloj pri
odredenom pH 1 poviSenoj ionskoj jakosti uslijed dodatka razli¢itih topivih soli (Mclntire 1
sur., 1947).

Postupci prociS¢avanja relativno su sloZeni i nakon ekstrakcije 1 - butanolom zahtijevaju
dodatnu ekstrakciju krutom fazom (Mclintire i sur., 1947) ili ispiranje te ponovnu ekstrakciju
tekuce - tekuce (Lorenz 1 sur., 1987) kako bi se histamin vratio u vodenu fazu pogodnu za
daljnju analizu.

U glavnom eksperimentu je odabrano prociS¢avanje metodom tekuce — tekuce i to dodatkom
HCI, izooktana ili cikloheksana u izdvojeni butanolni sloj, prema opisanim postupcima u
metodi rada, kako bi se izbjegao postupak uparavanja i skratila SERS metoda, te se histamin
uspjesno detektirao.

U preliminarnom eksperimentu (rezultati nisu prikazani) uzorci A1 — 4 nisu dali poZeljne
rezultate, pa se u glavnom eksperimentu koristio samo uzorak A5 (ekstrakcija sa HCI-om i

vodom).
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Od ostalih ekstrakata iz preliminarnog eksperimenta za daljnje su istrazivanje, tj. glavni
eksperiment kori$teni ekstrakti B1 - B3 1 C1 - C3.

Kako bi se dodatno umanjio utjecaj interferencija na pouzdanost kalibracijskin modela,
kalibracija je provedena metodom dodanog standarda pri ¢emu su u uzorke ribe dodane
poznate koncentracije histamina u rasponu od 0 — 300 mg kg™. Uzorci su prema postupcima
pripreme prikazanim u metodi rada, te su snimljeni njihovi spektri.

Budu¢i da su u spektrima uzoraka jedino vrpce na 1264 i 1570 cm™ jasno razdvojene od
ostalih prisutnih vrpci, univarijatni modeli temeljeni su na njihovom intenzitetu. Modeli u
rasponu koncentracije histamina od 0 — 300 mg kg? konstruirani su metodom linearne

regresije.

Na temelju spektara ekstrakata A5, B1 - B3 i C1 - C3 se moze zakljuciti da su najbolji
rezultati postignuti kod ekstrakta B1-B3 (Slike 11.-13.), dok se spektar A5 (Slika 10.) i C1 -
C3 (Slika 14.) nisu pokazali zadovoljavajué¢im, jer je doslo do interferencije drugih tvari u
uzorku koji su ometali detekciju histamina. Kod ekstrakata B1 - B3 se kao najbolji pokazao
ekstrakt B1 (Slika 11.) u kojem su najjasnije vidljive vrpce histamina na 1264 i 1570 cm™ ,
iako je doSlo do malog pomaka koji je posljedica prisutnosti drugih tvari u uzorku. Kod
ekstrakta B2 (Slika 12.) je vrpca histamina pri 1264 cm™ jasnije vidljiva, uz takoder manji
pomak, medutim kod vrpce pri 1570 cm™ je doslo do veéeg pomaka. To se takoder moze
obrazloziti prisutno§éu drugih tvari u uzorku. Sto se ti¢e ekstrakta B3 (Slika 13.), vrpca
histamina na 1264 cm™ je vidljiva, ali uz veée pomake, dok je na 1570 cm™ slabije vidljiva
zbog prisutnosti drugih tvari u uzorku. U usporedbi uzorka Bl sa ekstraktom A, koji je
pripremljen standardnim postupkom sa perkloratnom kiselinom, ekstrakt A se pokazao boljim
s jasno vidljivim vrpcama na 1264 i 1570 cm™ (Slika 9.) Iz tog se moze zakljuciti da su
ekstrakcija histamina 0.4 M perkloratnom kiselinom i primjena AGC koloida asigniranog
citratnim ionima uspjesne. U istrazivanju Janci i sur. (2017) gdje je provedena optimizacija
parametara Raman spektroskopije za odredivanje histamina u tkivu skuse uz AGC koloid,
zapaZen je najveéi intenzitet histaminske vrpce na 1268 i 1570 cm™. To autori objasnjavaju

vibracijama istezanja imidazolnog prstena histamina.

Kalibracijski modeli su konstruirani metodom linearne regresije te su dobri rezultati
postignuti kod modela koji se temelji na intenzitetu vrpce histamina na 1264 cm™, buduéi da
je koeficijent korelacije R? = 0,9233 kod ekstrakta B1 (Slika 16a.), dok je isti koeficijent kod
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ekstrakta B2, temeljen na intenzitetu vrpce na 1264 cm™, nesto visi (R? = 0,9486) (Slika 17a.).
Medutim, najveéi intenzitet vrpce histamina je postignut na 1570 cm™ kod ekstrakta Bl
(R?=0,9616) (Slika 16b.). U usporedbi ekstrakta B1, gdje je postignut najveéi intenzitet vrpce
histamina na 1570 cm™ sa koeficijentom koleracije R?= 0,9616, sa ekstraktom A
pripremljenim standardnim postupkom, veci koeficijent koleracije i intenzitet vrpce je
postignut kod ekstrakta A na 1570 cm™ sa R?= 0,991 (Slika 15b.). Ovakvi rezultati suprotni su
rezultatima Jandija (2016), gdje je R? veéi kod modela koji se temelji na intenzitetu vrpce na
1264 cm?, te se takve varijacije mogu objasniti razlikama u pripremi uzoraka.

Iz bazdarnih dijagrama (Slike 15. - 18.) je vidljivo da intenzitet vrpci histamina raste s

povecanjem koncentracije histamina u uzorku $to potvrduje rezultate istrazivanja Jancija

(2016).

Na svim spektrima jasno je vidljiva i vrpca citrata na 1437 cm™ koja je koristena kao interni
standard. On je prethodno asigniran citratnim ionima prisutnim u AGC koloidu. Cinjenica je
da je vrpca jakog intenziteta na 1437 cm™ prisutna u spektrima. Njen intenzitet ne mijenja se
promjenom koncentracije histamina $to ukazuje na to da je navedena vrpca karakteristi¢na za
AGC koloid ¢ija je koncentracija konstantna u svim provedenim mjerenjima. Budu¢i da su
Cestice AGC koloida stabilizirane citratnim ionima vrlo je vjerojatno da navedena vrpca

potjece od vibracija citratnih iona koji okruzuju nanocestice srebra.

U Tablici 3. prikazana je usporedba rezultata odredenih parametara postignutih za razlicite
ekstrakte. U ovom poglavlju je ve¢ raspravljeno o vrpcama histamina pri 1264 i 1570 cm™ i
koeficijentu koleracije (R?) za ekstrakte navedene u tablici.

Za provjeru to¢nosti razli¢itih metoda tj. postupaka pripreme uzoraka, koriSten je kontrolni
uzorak koji je ostavljen na sobnoj temperaturi kako bi doslo do prirodnog formiranja
histamina. Kontrolni uzorak je analiziran HPLC metodom kako bi se utvrdio tocan sadrzaj
histamina koji je iznosio 39,6 mg kg™ (100% to¢nost). To&nost metode se definira kao stupan;j
podudaranja izmedu stvarne (39,6 mg kg?) i srednje vrijednosti dobivene primijenjenim
postupkom odredeni broj puta (Lazari¢, 2012).

Rezultati se nisu pokazali pozitivnima kod ekstrakata A5, B3 (vrpca histamina na 1570 cm™) i
C1 — C3. Kao najbolji rezultat za odredivanje tocnosti metode se pokazao ekstrakt B2 kod
vrpce histamina na 1264 cm™, ¢ija je srednja vrijednost iznosila 37,8 mg kg™ (95,45 %) §to je
najblize toénom sadrzaju histamina od 39,6 mg kg (100 %). Usporedbom ekstrakta B2 kod

vrpce histamina na 1264 cm™ sa ekstraktom A kod vrpce histamina na 1264 cm™, moze se
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uoditi da ekstrakt A ima manju srednju vrijednost koja iznosi 37,2 mg kg (93,94%) kod te
vrpce, dok isti taj ekstrakt kod vrpce histamina na 1570 cm™ ima najveéu srednju vrijednost

od 38,7 mg kg, te tim i najveéu toénost metode (97,73%) od svih ekstrakata.
Prilikom laboratorijskog rada s ekstraktima B i C te tijekom dodavanja i mijeSanja sa

otapalima kao $to su HCI, izooktan i cikloheksan, doslo je do stvaranja vrlo stabilne pjene i

strukture nalik gelu Sto je znacajno otezalo razdvajanje faza i rad s navedenim otapalima.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja, obradenih analiza, dobivenih rezultata i provedene

rasprave, mogu se izvesti slijedec¢i zakljucci:

1. Pripremljeno je 7 ekstrakata od kojih su najbolje rezultate pokazali ekstrakti B1
(ekstrakcija sa HCI) i B2 (ekstrakcija s izooktanom i vodom). U ekstraktu B1 je bio
jasnije vidljivi spektar kod vrpce histamina na 1570 cm™, te je koeficijent koleracije
(R2=0,9614) vedi, dok je taj koeficijent kod ekstrakta B2 kod vrpce histamina na
1264 cm™ (R?= 0,9486) manji. Tim se zaklju¢uje da je ekstrakt B1 bolji.

2. Ekstrakt B1, premda vrlo blizu, se pokazao lo$ijim u odnosu na ekstrakt A koji je
pripremljen standardnim postupkom. Koeficijent koleracije kod ekstrakta A je kod
vrpce histamina na 1570 cm™ (R? = 0,991) veéi u odnosu na koeficijent koleracije

kod ekstrakta B1 pri istoj vrpci histamina.

3. Na svim spektrima je jasno vidljiva i vrpca citrata na 1437 cm™ koja je koristena kao

interni standard.

4. Tocnost metode se pokazala najbolja kod ekstrakta B2 kod vrpce histamina na 1264
cm, gdje je srednja vrijednost iznosila 37,8 mg kg (95,45%) u odnosu na stvarnu
vrijednost, odnosno to¢an sadrzaj histamina od 39,6 mg kg (100%). Medutim,
usporedbom ekstrakta B2 sa ekstraktom A, dolazi se do zaklju¢ka da je kod
standardnog postupka najveca tocnost metode kod vrpce pri 1570 cm™, gdje je

srednja vrijednost sadrzaja histamina iznosila 38,7 mg kg (97,73%).

5. Budu¢i da je u laboratorijskim uvjetima u radu s ekstraktima B i C, te tijekom
dodavanja i mijesanja sa HCl-om, izooktanom i cikloheksanom doslo do velikog
pjenjenja, sto je znacajno otezalo razdvajanje faza i rad s navedenim otapalima,

dolazi se do zakljucka da ovakvi postupci nisu preporuceni za primjenu.
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