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POPIS KRATICA:

ICP - Induktivno spregnuta plazma

ICP-MS - Spektrometrija masa uz induktivno spregnutu plazmu

LC-MS - Tekuéinska kromatografija - spektrometrija mase

GC-MS - Plinska kromatografija - spektrometrija mase

JEFCA - eng. Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives - medunarodni
znanstveni strucni odbor kojim zajednicki upravljaju Organizacija Ujedinjenih naroda za
hranu i poljoprivredu (FAO) i Svjetska zdravstvena organizacija (WHO).

EDI - eng. *’Estimated daily intake’’ prosjecan dnevni unos

ADI - eng. "’Acceptable daily intake’’ prihvatljivi dnevni unos

PU - prehrambena referentna vrijednost (preporuceni dnevni unos)

PTWI - privremeni podnosljivi tjedni unos, za kontaminante koji se mogu akumulirati u tijelu



1. UVOD

1.1. TeSki metali i njihova prisutnost u okoliSu

1.1.1. Klasifikacija i podjela minerala

Sve stijene litosfere, kao i sitne Cestice svemirske prasine koje svakodnevno padaju na nase
tlo, sastoje se od prirodnih tvari poznatih kao minerali. Rije¢ mineral dolazi od latinskih rijeci
"minera" i "mineralis”, koje oznac¢avaju rudnik, odnosno tvar iz rudnika. Minerali u prirodi
su ¢vrste, homogene tvari koje imaju kristalnu strukturu i odredeni kemijski sastav, a nastali
su geoloskim procesima (1). Geolozi pod pojmom mineral podrazumijevaju svaki prirodni
materijal koji se vadi iz zemlje, ukljucujué¢i ugljen i naftu, dok nutricionisti minerale
definiraju kao elemente (i spojeve) bitne za prehranu, poput kalcija (Ca), magnezija (Mg),
zeljeza (Fe), fosfora (P) i drugih (2).

Mineralni elementi mogu se podijeliti u dvije skupine - esencijalne hranjive sastojke i
toksi¢ne nefunkcionalne elemente. Esencijalni minerali, obuhvacaju makroelemente poput
kalija (K), kalcija (Ca), magnezija (Mg), fosfora (P), natrija (Na), klora (CI) i sumpora (S) te
mikroelemente kao Sto su zeljezo (Fe), cink (Zn), bakar (Cu), bor (B), mangan (Mn), nikal
(N1), fluor (F), silicyj (S1), kobalt (Co), vanadij (V) 1 molibden (Mo). Ti minerali su vazni za
metabolicke procese, a nedostatak ili odsutnost istth moZe poremetiti funkciju stanica ili
organa (3).

Neki mikroelementi su potrebni u malim koli¢inama, dok njihov pretjerani viSak u tlu
(posebno bakra, nikla i cinka) moze biti Stetan za vecinu biljnih vrsta. S druge strane,
elementi poput kadmija (Cd), zive (Hg), olova (Pb), aluminija (Al), kroma (Cr), arsena (As)
su toksi¢ni Cak i pri niskim koncentracijama. Oni nisu esencijalni za metabolizam te se

smatra da su opcenito toksi¢ni za razli¢ite organizme, kako eukariotske tako i prokariotske

(4).

1.1.2. Definicija teSkih metala

Metali su prirodne komponente koje postoje u ekosustavu. To su tvari visoke elektricne
vodljivosti koje dobrovoljno gube svoje elektrone i stvaraju katione (5). Medu 35 prirodnih

metala, 23 imaju visoku specifiénu gusto¢u iznad 5,0 g/cm® s atomskom teZzinom ve¢om od



40,04 1 opcenito se nazivaju teskim metalima. Tim metalima pripadaju: antimon, telur,
bizmut, kositar, arsen, cerij, galij, kadmij, krom, kobalt, talij, zlato, bakar, Zeljezo, olovo,
Ziva, mangan, nikal, platina, srebro, uran, vanadij i cink (6). Ova kategorija metala nazvana
teSkim metalima, nije poznata samo po svojoj visokoj gustoéi, nego §to je najvaznije, po
svojim Stetnim ucincima na ekosustav i1 zive organizme (5). Organometalni spojevi definiraju
se kao spojevi koji sadrze barem jednu kovalentnu vezu izmedu atoma metala i ugljika. Oni

su vazni kao onecis¢ivaci okolisa (7).

1.1.3. Izvori oneciS¢enja teSkim metalima

Teski metali mogu potjecati iz razliitih izvora oneciS¢enja, ukljucujuci industrijske emisije,
rudarstvo, poljoprivredu, deponije otpada, promet i druge antropogene aktivnosti. Ovi metali
mogu se osloboditi u okoli§ u obliku praSine, dima, otpadnih voda ili tla kontaminiranog
teSkim metalima. Takoder je vazno spomenuti da se teski metali mogu akumulirati u tlu i

vodi te se prenose kroz prehrambeni lanac, §to moze dovesti do kontaminacije hrane i vode.

1.2. Toksi¢an ucinak teskih metala na okoli$

Toksi¢nost teskih metala ovisi o njihovom oksidacijskom stanju. Na primjer, Cr(VI1) se
spojeve poput kromata (CrO?%) i dikromata (Cr,0+%), spojeva koji su izuzetno kancerogeni za
sve zive organizme. S druge strane, Cr(IIl) je manje reaktivan, manje toksic¢an i uglavnom je
vezan za organsku tvar u tlu i vodenim okoliSima (8). Takoder, sposobnost teskih metala da
perzistiraju u tlu u obliku koji je dostupan korijenima, utjeCe na njihovu adsorpciju,
desorpciju i vezanje u tlu. Ti procesi ovise 0 pH vrijednosti tla, njegovom sastavu i strukturi
(10).

U kiselim tlima teSki metali se ioniziraju, $to povecava njihovu pokretljivost i olakSava
njihovu apsorpciju od strane biljaka. Toksi¢nost metala takoder snazno ovisi o su-asistenciji
drugih metala u tlu, Sto moze imati sinergijske ili antagonisticke u¢inke ovisno o relativnim
koncentracijama i drugim svojstvima tla (7). Na primjer, grah je zastiCen od toksi¢nosti
kadmija pomocu kalcija, koji ogranicava akumulaciju kadmija. Konacno, toksi¢nost teskih

metala ovisi o biljnoj vrsti. Neke biljke su otporne na metale ili su hiperakumulatori te imaju



mehanizme obrane koji im pomazu izbje¢i oSte¢enja uzrokovana nakupljanjem teskih metala.
Hiperakumulatori su biljke koje mogu akumulirati visoke koncentracije odredenih teSkih
metala, poput kadmija, arsena i drugih metala u tragovima. Trajanje i intenzitet izlozenosti
tim metalima te drugi okoli$ni uvjeti, takoder utjeCu na osjetljivost biljaka na teske metale
(10).

TeSki metali mogu izazvati Stetne ucCinke na mnoge nacine iako su glavni mehanizmi
toksicnosti Cesto rezultat jakih koordinacijskih sposobnosti. Toksi¢ni ucinci ukljucuju
blokiranje funkcionalnih skupina bioloSki vaznih molekula poput enzima i transportnih
sustava za esencijalne hranjive tvari i ione, zamjenu i/ili supstituciju esencijalnih metalnih
iona iz biomolekula 1 funkcionalnih stani¢nih jedinica, konformacijske promjene,
denaturaciju i inaktivaciju enzima, te oSteéenje integriteta stanice i organelskih membrana.
metalnih vrsta, a toksi¢nost organometalnih spojeva varira ovisno o broju i identitetu

organskih skupina (7).

1.2.1. Esencijalni metalni ioni

Od 11 minerala 1 teSkih metala ispitanth u ovom istraZivanju, esencijalni za normalno
biolosko funkcioniranje smatraju se: nikal (Ni), bakar (Cu), Zeljezo (Fe), cink (Zn) 1 selenij
(Se), dok ostali: olovo (Pb), kadmij (Cd), ziva (Hg), arsen (As), krom (Cr) i1 aluminij (Al)
nemaju pozitivnu ulogu za ljudski organizam ali neka istrazivanja zaklju¢uju kako njihova
prisutnost i njihovi omjeri mogu ukazivati na karakterizaciju pojedinih botanic¢kih vrsta i/ili
geografskog podrijetla. Toksikolog Philippus Theopharastus Aureolus Bonapartus von
Hohenheim, prvi je uocio da toksi¢nost ne ovisi samo o toksi¢nim svojstvima tvari nego i o
uporabljenoj dozi, tako da i neki od ovih esencijalnih metalnih iona u vecoj koli¢ini mogu

imati i negativne posljedice na organizme.

Nikal (Ni) je prepoznat kao esencijalan element za nekoliko vaznih bioloskih procesa poput
zdravog rasta biljaka, Zivotinja i mikroba u tlu/vodi. Identificiran je kao jedan od najvaznijih
mikronutrijenata za rast i razvoj biljaka, tako da se njegov nedostatak ne moze nadomjestiti
nijednim drugim nutrijentom. Nikal igra dobro utvrdenu ulogu u bioloskim sustavima. Kod
ljudi, nedostatak nikla dovodi do smanjenog rasta u intrauterinom razvoju i takoder je pracen

smanjenom apsorpcijom zeljeza, $to zapravo vodi do anemije. Ureaza, hidrogenaza, s-metil



koenzim-M (CoM) reduktaza, acetil CoA sintetaza, CO dehidrogenaza, Ni-superoksid
dismutaza, glioksalaza | i cis—trans izomeraza su svi esencijalni enzimi koji sadrZe nikal. Za
razliku od teskih metala, postoje i neki potencijalni 'lagani metalni' toksikanti, koji postaju
ozbiljna prijetnja za okoli$ 1 ekosustave kada su izlozeni poviSenim razinama. Nikal je jedan
od takvih metala. Utvrdeno je da nikal utjeCe na fotosintetsku funkciju visih biljaka, moze
degradirati plodnost tla 1 uzrokovati kroni¢ne bolesti kod ljudi. Zbog ogromnog rasta
industrije nikla i potrosnje proizvoda koji sadrze nikal, zagadenje okoliSa postalo je
neizbjezno zbog nikla i raznih njegovih nusproizvoda kroz sve faze proizvodnje, koristenja i
odlaganja. Medu radnicima u industriji rudarenja, taljenja i rafiniranja nikla dijagnosticirane
su teSke alergije koze, kardiovaskularne bolesti, problemi s bubrezima, plu¢na fibroza, rak

pluca inosa (11).

Bakar (Cu) je esencijalni nutrijent koji djeluje kao strukturna komponenta u regulatornim
bjelan¢evinama, kao redoks komponenta u transportu elektrona u kloroplastima 1
mitohondrijima te kao koenzim u enzimima poput bakar-cink superoksid dismutaze (Cu-
SOD), citokrom oksidaze, plastocijanina 1 laktaze, sudjelujuci stoga u raznim metabolickim
procesima kao Sto su signalizacija hormona, metabolizam stanicne stijenke i odgovor na stres
(12). Bakar je kljucan za mnoge vazne bioloske procese, na primjer kao kofaktor za razne
enzime, ukljucujuci fotosintezu, prijenos elektrona unutar bioloskih molekula, metabolizam

zeljeza, uklanjanje slobodnih radikala i razne neuroloske funkcije (13).

Zeljezo (Fe) je bitan hranjivi sastojak za biljke, s kljuénom ulogom u procesima kao §to su
fotosintetski prijenos elektrona, tolerancija na oksidativni stres, mitohondrijska respiracija,
fiksacija dusika, sinteza hormona i odrzavanje organela. U tlu se nalazi kao Fe3" i Fe?*, no
samo je Fe?* topljiv i pogodan za apsorpciju kod biljaka. Geokemija Zeljeza pod utjecajem je
karakteristika tla poput pH vrijednosti, sadrzaja organske tvari i razine kisika. Zanimljiva
karakteristika toksi¢nosti zeljeza je Sto je uvelike ovisna o tipu tla; Cesto je povezana s
nedostatkom fosfora i cinka, zasi¢enjem vodom i anoksi€nim uvjetima. Na primjer, viSak
cinka u biljci Arabidopsis thaliana rezultira smanjenom akumulacijom Zeljeza u izdancima i
opcenito indukcijom sekundarnog nedostatka zeljeza (14). Oko 4,8 g Zeljeza moze se naci u
ljudskom tijelu, $to ga ¢ini najzastupljenijim metalnim ionom u tijelu. Oko 80% ukupnog
sadrzaja Zeljeza nalazi se u cirkuliraju¢im crvenim krvnim stanicama (hemoglobin) i u

misSi¢ima (mioglobin). Preostalih 20% rasporedeno je izmedu skladisnih proteina feritina i



hemosiderina, nekoliko stotina miligrama sudjeluje u enzimskim procesima, a oko 3—4 mg

cirkulira u plazmi vezano za transferin (15).

Cink (Zn) je esencijalni element i sudjeluje u mnogim procesima biljnog zivota, kao $to su
aktivacija enzima, metabolizam bjelanCevina i ugljikohidrata, lipida i1 nukleinskih kiselina.
Cink je kofaktor u mnogim biljnim enzimima s vaznim ulogama u primarnom metabolizmu
(npr. alkohol dehidrogenaza, glutamat dehidrogenaza, karbonska anhidraza, enzimi ukljuceni
u prijenos elektrona i1 antioksidativni enzimi), te je takoder sastavni dio nekoliko
transkripcijskih faktora (npr. transkripcijskih faktora s “cinkovim prstima"). Cink je obi¢no
obilno prisutan u mineralnom sastavu tla te se nalazi u obliku sulfida, sulfata, oksida,
karbonata, fosfata i silikata (10). Koncentracija cinka u tlu takoder je povecana ljudskim
aktivnostima kao S$to su rudarstvo, metalurgija, koriStenje vapnenca, sagorijevanje fosilnih
goriva i upotreba fosfatnih gnojiva. Pod fizioloskim uvjetima, relativno stabilno oksidacijsko
stanje cinka (Zn?*") prevladava u tlu, iako to ovisi o vrsti tla, udjelu gline i minerala, udjelu
vlage, brzini vremenskog razlaganja, udjelu organske tvari i mikrobnom stanovnistvu.
Najvazniji parametar je pH tla. Cink se lakSe veZze na zamjenske kationske stranice pri
visokim vrijednostima pH, dok je viSe topljiv u kiselim tlima s niskim razinama topljive
organske tvari, a te uvjete pogoduje toksicnost cinka (9).

Kod ljudi je uklju€en u brojne bioloske funkcije 1 smatra se viSenamjenskim elementom u
tragovima zbog svoje sposobnosti da se veze na vise od 300 enzima 1 vise od 2000
transkripcijskih faktora. Njegova je uloga u biokemijskim putevima i stani¢nim funkcijama,
kao §to su odgovor na oksidativni stres, homeostaza, imunoloski odgovori, replikacija DNA,
popravak oStecenja DNA, progresija stani¢nog ciklusa, apoptoza i starenje. Cink je potreban

za sintezu proteina i kolagena, ¢ime doprinosi zacjeljivanju rana i zdravoj kozi (16).

Selenij (Se) ima relativno nisku gustoé¢u (4.82 g cm™®) te je prema periodnom sustavu
elemenata nemetal koji dijeli mnoga bioloska svojstva s drugim mineralima (npr. postoji u tlu
u razli¢itim oblicima te moZe izazvati simptome toksi¢nosti ovisno o dostupnosti i
koncentraciji) (5). Pri niskim koncentracijama, selenij se ponasa kao antioksidans, sudjeluje u
protuupalnim procesima te u proizvodnji hormona Stitnjace. Nedostatak selenija, koji je ces¢i,
smatra se velikim zdravstvenim problemom za milijardu ljudi Sirom svijeta. Jo§ viSe njih
konzumira manje selenija nego Sto je potrebno za optimalnu zastitu od raka,
kardiovaskularnih bolesti i teSkih virusnih infekcija. U ljudskom metabolizmu identificirano

je viSe od dvadeset strukturnih selenoproteina i katalitickih selenoenzima. Iako je selenij



esencijalni element u tragovima potreban za sve zive organizme, potencijalno je toksi¢an za
prirodne ekosustave zbog svojih bioakumulativnih karakteristika. Gotovo 40% emisija
selenija u atmosferu i vodene okoliSe potjece iz raznih industrijskih aktivnosti, poput
rudarskih operacija. U posljednjim godinama, napredak u kontroli kvalitete vode 1 pracenju

zagadenja pokazao je da je selenij zagadivac od potencijalne ekoloske vaznosti (17)

1.2.2. Neesencijalni metalni ioni i njihova toksi¢nost

Aluminij (Al), arsen (As), krom (Cr), kadmij (Cd), olovo (Pb) i ziva (Hg) ne pripadaju

skupini esencijalnih metalnih iona te su visoko toksic¢ni za organizme.

Aluminij (Al) je tre¢i po redu zastupljen element u zemljinoj kori, odmah nakon kisika i
silicija, ali nema bioloSku funkciju u ljudskom organizmu. U prirodi se nikada ne pojavljuje
kao elementarna tvar (6). S obzirom na sveprisutnu ljudsku izloZenost aluminiju od fetusa pa
sve do starosti, ¢ini njegovu prisutnost u mozgu neizbjeZznom. Unato¢ nedostatku bioloske
esencijalnosti, on sudjeluje u biokemiji mozga, tako Sto zamjenjuje esencijalne metale u
kriticnim biokemijskim procesima. Naravno utjecaj ¢e ovisiti o kroni¢noj izlozenosti i
nakupljanju. Njegova neurotoksi¢nost u neurodegenerativnom smislu do sada je ispitana na

zivotinjskom modelu, te je potrebno provesti jos ispitivanja kod ljudi (18).

Arsen (As) je izrazito toksic¢an teSki metaloid. Pokazuje karakteristike i metala i nemetala, pa
se stoga naziva metaloidom. Medutim, s toksikoloSkog stajaliSta naziva se teSkim metalom.
Rasprostranjen je u okoliSu i prepoznat je kao znacajna prijetnja ljudskom zdravlju. Glavni
put izloZenosti je putem pitke vode zbog prirodne kontaminacije podzemnih voda
anorganskim arsenom iz zemljine kore, §to ugrozava zdravlje viSe od 140 milijuna ljudi Sirom
svijeta (19). Kroni¢na izlozenost arsenu povezana je s razvojem Sirokog spektra ljudskih
karcinoma (npr. plu¢a, koza, jetra, mjehur i bubrezi), kao i drugih nemalignih poremecaja
(npr. respiratorne bolesti, kardiovaskularne bolesti, dijabetes, neurotoksicnost i bubrezne
bolesti) (20, 21). 1zloZenost arsenu inducira stvaranje unutarstani¢nih reaktivnih vrsta kisika,
koje posreduju u viSestrukim promjenama u ponaSanju stanica mijenjajuci signalne puteve i

epigenetske modifikacije ili uzrokuju izravno oksidativno oSte¢enje molekula (19).

Krom (Cr) je uobi¢ajen u okoliSu i zbog svoje sloZene elektronske kemije postoji u mnogim

oksidacijskim stanjima na kojima ovisi njegova toksi¢nost. Krom i njegovi derivati postali su



javnozdravstveni problem zbog oneciS¢enja okoliSa 1 ucinaka na ljudsko zdravlje.
Oksidacijsko stanje kroma utjeCe na zdravstvene rizike. Cr(VI) je izrazito toksian i ima vecu
topljivost u vodi od Cr(Ill). IzloZzenost Cr(VI) oslobada slobodne radikale i reaktivne vrste
kisika (ROS) dok oksidira ostatke gvanina kroz unutarnju redukciju kromata, sto dovodi do
genotoksicnih ucinaka putem reaktivnih oblika kroma koji mogu ostetiti DNA baze (22).
Jedno od istrazivackih podrucja koje dobiva sve viSe na vaznosti su epigenetske promjene
izazvane Cr (VI), koje dovode do somatskih promjena u ekspresiji gena neovisnih o
promjenama u DNA sekvencama. Jedan od najbolje poznatih i najvise istrazenih epigenetskih
mehanizama je metilacija DNA, koja je rezultat utjecaja okolisnih faktora, dobi, spola i

profesionalne izlozenosti kemikalijama (23).

Kadmij (Cd) je toksi¢an neesencijalni prijelazni metal koji predstavlja zdravstveni rizik za
ljude 1 Zivotinje. Prirodno je prisutan u okoliSu kao zagadivac koji potjece iz poljoprivrednih i
industrijskih izvora. Jedan je od jacih fitotoksi¢nih teskih metala jer se vrlo lako otapa u vodi
i brzo se apsorbira u biljkama. Izlozenost kadmiju prvenstveno se dogada kroz unos
kontaminirane hrane 1 vode te, u znacajnoj mjeri, kroz udisanje 1 puSenje cigareta. Kadmij se
akumulira u biljkama i zivotinjama s dugim poluzivotom od oko 25-30 godina. Kada kadmij
ude u tijelo, prenosi se u krvotok putem eritrocita i albumina te se zatim akumulira u
bubrezima, jetri 1 crijevima. Izlu¢ivanje kadmija iz tijela je sporo i odvija se putem bubrega,
urina, sline i mlijeka tijekom dojenja (24). Nedavne studije pokazuju da kadmij inducira
razne epigenetske promjene u stanicama sisavaca, i in vivo i in vitro, uzrokujuci patogene
rizike 1 razvoj razli¢itih vrsta raka ukljucujuéi rak dojke, pluca, prostate, nazofarinksa,
gusterace 1 bubrega. Takoder je dokazano da kadmij iz okoliSa moze biti faktor rizika za

osteoporozu. (25,26).

Olovo (Pb) je jedan od teskih metala koji se Cesto pronalazi kako u kopnenim tako i u
vodenim okoliSima, prije svega kao posljedica ljudskih aktivnosti poput rudarenja,
metalurgije, upotreba goriva i eksploziva te odlaganja otpadnih komunalnih muljeva
obogacenih olovom. Uz kadmij (Cd), olovo takoder predstavlja jednu od najozbiljnijih
opasnosti za ljudsko zdravlje, jer se lako apsorbira od strane biljaka i stoga moze lako uéi u
prehrambeni lanac. Olovo kod biljaka nespecificno blokira apsorpciju drugih kationa kao Sto
su kalij (K), kalcij (Ca), magnezij (Mg), mangan (Mn), cink (Zn), bakar (Cu) i Zeljezo (Fe)

......

proteinima. Kada ude u tijelo, olovo zauzima mjesto kalcija i zatim se povezuje s bioloskim



molekulama, ometaju¢i njihovu normalnu funkciju. Olovo smanjuje aktivnost razlicitih
enzima, uzrokuju¢i promjene u njihovoj strukturi, 1 inhibira njihovu aktivnost natjecuci se za
vezna mjesta s potrebnim kationima. Oksidativni stres uzrokovan olovom glavni je
mehanizam odgovoran za njegovu toksi¢nost, uzrokujuéi promjene u sastavu masnih kiselina
u membranama (Sto utjeCe na procese poput egzocitoze i1 endocitoze, te procese prijenosa
signala). Olovo takoder moze uzrokovati promjene u ekspresiji gena (28). Toksi¢nost olovom
je vazna za ekosustav i ima razorne ucinke na ljudsko zdravlje. Gotovo da nema funkcije u
ljudskom tijelu na koju ne utjece toksi¢nost olova. Dok je u SAD-u i Kanadi uporaba olova
donekle kontrolirana, u zemljama u razvoju postoji ve¢i problem. Zbog svojih jedinstvenih
fizikalnih 1 kemijskih svojstava olovo ima Siroku primjenu, pa je postao uobicajeni zagadivac
okolisa u svijetu kao posljedica industrijalizacije. Trovanje olovom remeti funkcije
probavnog, zivcanog, diSnog i reproduktivnog sustava. Osim toga remeti normalnu funkciju

enzima, te ometa normalan proces transkripcije DNK (29).

Ziva (Hg) je klasificirana kao teski metal i poznata je kao jedan od najotrovnijih metala.
Prisutna je u okoliSu 1 postoji u tri oblika: elementarna, anorganska 1 organska Ziva. Svi oblici
zive izazivaju toksi¢ne ucinke kod sisavaca. Svaki oblik zive ima jedinstveni toksikoloski
profil i razlikuje se u mehanizmima transporta i raspodjele u tijelu te u metabolickoj
razgradnji. lako se zZiva ispusta iz prirodnih 1 antropogenih izvora, studije ukazuju na to da je
oneciS¢enje okoliSa Zivom rezultat ljudskih aktivnosti. Na primjer, razine zive u povrSinskim
vodama su se utrostrucile od industrijske revolucije. Koncentracije Zive u arktickim morskim
zivotinjama danas su oko 10-12 puta viSe nego u predindustrijskim vremenima (30).
IzloZenost Zivom moze biti akutna ili kroni¢na. I akutna 1 kroni¢na izloZenost mogu rezultirati
trovanjem kod ljudi 1 uzrokovati kasalj, dispneju, groznicu, drhtanje, malaksalost, aksijalnu
senzorno-motornu polineuropatiju, gingivitis, halucinacije i eritrizam, gubitak memorije,
nesanicu i neurodegenerativne poremecaje poput Alzheimerove bolesti ili amiotrofi¢ne

lateralne skleroze (31).

1.2.3. Toksi¢an utjecaj teSkih metala na ljudsko zdravlje

Kada teSke metale unesemo hranom ili vodom u tijelo, oni se u kontaktu s kiselim medijem
zeluca oksidiraju do svojih razli¢itih oksidativnih stanja i tada se lako veZzu na pojedine

bioloske molekule kao S§to su bjelanCevine 1 enzimi kako bi formirali stabilne i jake veze.



Najcesce su to tio skupine (SH- skupina cisteina i SCHs- skupina metionina). Bjelan¢evine
vezane za teSke metale mogu biti supstrat za odredene enzime. U takvim situacijama,
bjelancevina vezana za teSke metale uklapa se u enzim pri ¢emu nastaje kompleks enzim-
supstrat i stoga ne moze primiti niti jedan drugi supstrat dok se ne oslobodi. Kao takav,
produkt supstrat se ne formira jer je enzim blokiran, stoga teski metal ostaje ugraden u tkivo
Sto dovodi do disfunkcija, abnormalnosti 1 oStecenja u tijelu. Takoder mogu istiskivati neke
druge esencijalne ione ili inhibirati sintezu bjelancevina (5).

Mnogi Stetni zdravstveni ucinci teskih metala traju dugo, a izloZenost teSkim metalima
nastavlja se i raste u mnogim dijelovima svijeta. Teski metali su znacajni zagadivaci okolisa,
a njihova toksi¢nost postaje sve vazniji problem zbog ekoloskih, evolucijskih, nutritivnih i
zdravstvenih razloga. Najcesc¢e prisutni teski metali u otpadnim vodama ukljucuju arsen,
kadmij, krom, bakar, olovo, nikal i cink, koji svi predstavljaju rizike za ljudsko zdravlje i
okolis (32).

Trovanje teskim metalima moZe imati viSe Stetnih ucinaka na organizam. Oni mogu ostetiti i
promijeniti funkcioniranje organa poput mozga, bubrega, pluca, jetre ili krvi. Toksi¢nost
teSkim metalima moZe biti akutna ili kroni¢na. Dugotrajna izloZenost tijela teSkim metalima
moze progresivno dovesti do miSiénih, fizi¢kih i neuroloSkih degenerativnih procesa koji su
slicni bolestima kao S§to su Parkinsonova bolest, multipla skleroza, miSi¢na distrofija i
Alzheimerova bolest. Takoder, kroni¢na dugotrajna izlozenost nekim teskim metalima (npr,

arsen, kadmij, krom, nikal) moze povecati rizik za razvoj raka (21).

1.3. Carstvo gljiva

Gljive pripadaju carstvu Fungi unutar eukariotske domene. Od procijenjenih 1,5-5 milijuna
vrsta gljiva, opisano je samo oko 120 000. One povezuju razliku izmedu mikro- i
makroorganizama, od jednostani¢nih kvasaca do slozenih makrogljiva koje proizvode
strukture koje po veli€ini pariraju biljkama i Zivotinjama. Budu¢i da ne posjeduju kloroplaste,
gljive se svrstavaju medu heterotrofne organizme (33).

Mnoge gljive su saprofiti, Sto zna¢i da se hrane organskim tvarima uginulih bica.
RazmnoZavaju se na nespolan i spolan nacin putem sporulacije i pupanja. Jedno od obiljezja
gljiva je njihova sposobnost apsorpcije organskih i anorganskih otopljenih tvari iz izrazito
razrijedenih otopina u okoliSu, akumuliraju¢i ih 1000 puta ili viSe u odnosu na njihov

koncentracijski gradijent (34). Mogu se pronaci u stratosferi 1 na dnu Mrtvog mora, od



antarktickih glecera do uzarenih pustinja, od crijeva muha do dubokih oceanskih sedimenata i

svugdje izmedu (35).

1.3.1. Gljive kao hiperakumulatori teSkih metala

Organizmi koji akumuliraju teske metale u velikim koli¢inama nazivaju se hiperakumulatori
teSkih metala. Ovi organizmi mogu podnositi i nakupljati izuzetno visoke koncentracije
metala u svojim nadzemnim dijelovima. Gljive su takoder poznate kao hiperakumulatori
teskih metala, imaju sposobnost akumulacije visoke koncentracije teskih metala u svojim
stanicnim strukturama bez ozbiljnih Stetnih posljedica na svoj rast i reprodukciju te stoga
prezivljavaju i do 5300 godina (36). Koncentracije teskih metala u gljivama su znatno vece
nego u poljoprivrednim kulturama, povréu i vocu. To sugerira da gljive posjeduju vrlo
uCinkovit mehanizam koji im omogucava lako preuzimanje nekih teskih metala iz
ekosustava. Mnoge divlje jestive vrste gljiva poznate su po akumulaciji visokih koncentracija
teskih metala poput olova (Pb), kadmija (Cd), Zeljeza (Fe), bakra (Cu), mangana (Mn), cinka
(Zn), kroma (Cr), nikla (Ni), aluminija (Al) i zive (Hg) (37).

Razvoj otpornosti na metale kod mikroorganizama nastao je zbog njihove kontinuirane
izloZenosti toksi¢nim tvarima od pocetka Zivota, prije najmanje 3,5 milijarde godina. Kao
odgovor na prisutnost nezeljenog metala, gljive su razvile kako intra- tako i ekstra-stani¢ne
mehanizme za otpor na toksi¢ne ucinke metala. Jedna od strategija je ukljucivanje
ekstracelularnog sustava poput kelacije metala 1 stanicnog vezivanja, pri ¢emu je ulazak
metalnog iona u unutraSnjost stanice sprijecen (38).

Gljive akumuliraju teske metale pomocu dva mehanizma: pasivnog unosa (biosorpcija) i
aktivnog unosa. U prvom mehanizmu, teski se metali mogu uhvatiti u stanicnoj strukturi i
potom biosorbirati na vezna mjesta. Osim toga, ovaj proces je energetski neovisan. Aktivni
unos koristi bioloSki metabolicki ciklus za prijenos teSkih metala u stanicu kroz stani¢nu
membranu (39). Vrsta mehanizma ovisi o toksi¢nosti akumuliranog metala i uvjetima
okoline. Vecina apsorbiranih metalnih iona nejednako je rasporedena unutar plodnog tijela
gljive. Prema istraZivanju Mleczeka i sur., niskomolekularne organske kiseline sadrzane u

gljivama vjerojatno igraju znacajnu ulogu u unosu elemenata u tragovima (40).

Gljive igraju vitalnu ulogu u svim ekosustavima i sposobne su regulirati protok hranjivih

tvari i energije kroz svoje micelijske mreze, zbog Cega se smatraju prirodnim i pravim
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inZenjerima ekosustava. Kroz svoje micelijalne strukture, gljive mogu ekstrahirati teske
metale iz tla, ¢ime se smanjuje koncentracija metala u okoliSu 1 pomaze u procis¢avanju
zemljiSta 1 vode. Stoga, istrazivanje i identifikacija vrsta gljiva koje su najucinkovitije u
hiperakumulaciji odredenih teSkih metala ima vaznu ulogu u potencijalnoj primjeni ovih
organizama u fitoremedijaciji. Kombinacija hiperakumulativnih biljaka i gljiva u
fitoremedijaciji moze biti posebno ucinkovita jer se ove dvije vrste mogu medusobno

nadopunjavati u procis¢avanju onecis¢enog okolisa od teskih metala (41).

1.3.2. Uloga gljiva u forenzici

Analiza samoniklih jestivih gljiva s razli€itih lokacija ima znac¢ajan potencijal u forenzickoj
analizi i moze pomo¢i u razli¢itim aspektima kriminalistickih istraga. Neke od uloga gljiva u

takvim analizama mogu biti:

e Geolokacijska identifikacija - razlicite vrste gljiva rastu u specifiénim ekosustavima
1 geografskim podru¢jima. Poznavajuéi ekoloSke uvjete i staniSta odredenih vrsta
gljiva, forenzicari mogu utvrditi moguce podrijetlo pronadenih gljiva na osobi ili
predmetu. Na primjer, ako se na obuc¢i osumnji¢enika pronade specificna vrsta gljive
koja raste samo u odredenom podru¢ju, to moZe biti kljuan dokaz za njegovu
prisutnost na tom mjestu.

e Dokaz trovanja - analizom gljiva prikupljenih s odredenih lokacija, forenzi¢ari mogu
utvrditi prisutnost 1 koncentraciju toksic¢nih spojeva u tom podru¢ju $to moze biti
korisno u slucajevima trovanja, gdje se toksikoloSkom analizom moze utvrditi izvor
toksina i povezati ga s odredenom lokacijom ili incidentom.

e DNA identifikacija - gljive sadrze genetski materijal koji se moze koristiti za
identifikaciju vrsta 1 njihovih specifi¢nih stanista. Ako se DNA gljiva nade na osobi ili
predmetu, forenzi¢ari mogu povezati te dokaze s odredenim mjestima. Na primjer,
prisutnost gljiva na odje¢i osumnjienika moze potvrditi njegovu prisutnost na
odredenoj lokaciji, §to moze biti klju¢no u rekonstrukciji dogadaja.

e Ekoloski indikatori - gljive reflektiraju specificne ekoloSke uvjete svog stanista,
poput kvalitete tla i zraka. Analizom gljiva prikupljenih s odredenih lokacija,

forenziCari mogu dobiti informacije o ekoloskom stanju tog podrucja §to je korisno u
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istragama zloc¢ina kao $to su ilegalno odlaganje otpada ili zagadenje okoliSa, gdje se
moze utvrditi utjecaj takvih aktivnosti na lokalnu floru i faunu.

e Analiza tragova i mikrocestica - gljive mogu ostaviti mikroskopske spore na
predmetima i osobama. KoriStenjem naprednih tehnika kao Sto su plinska
kromatografija - spektrometrija mase (GC-MS) i teku¢inska kromatografija visoke
djelotvornosti (HPLC), forenzicari mogu identificirati ove mikrocestice i povezati ih s
odredenim lokacijama ili dogadajima. Analizom spora pronadenih na odje¢i ili obudi,
moguce je rekonstruirati kretanje osumnji¢enika i njihovu prisutnost na odredenim

mjestima.

1.4. Samonikle jestive gljive analizirane u istraZivanju

1.4.1. Vrganj - Boletus edulis

Osim §to je poznata po svojoj kulinarskoj izvrsnosti, ova gljiva takoder izaziva zanimanje u
razli€itim znanstvenim podrucjima zbog svojih jedinstvenih karakteristika 1 ekoloSkog
znacaja. Prirodno staniSte gljive Boletus edulis (slika 1) proteze se duz Europe, Azije i
Sjeverne Amerike. Uspijeva u vlaznim, hranjivim tlima ispod Sumskih kro$nji hrasta, kestena
ili bora. Morfoloski, Boletus edulis ima karakteristican izgled koji se ocituje u ¢vrstom
strucku, Sirokom klobuku i mreZi pora umjesto listi¢a ispod klobuka. Klobuk varira u boji od
svijetlo smede do tamnog kestena, dok meso ostaje kremasto bijelo, Sto ga razlikuje od
potencijalno toksicnih vrsta koje mu nalikuju. Njegova ljekovita svojstva su antioksidativna,
protuupalna i imunomodulacijska, obecavaju¢a u lije€enju raznih bolesti, ukljucujuéi rak,
kardiovaskularne bolesti i1 upalna stanja (42). Vrganj takoder akumulira velike koli¢ine nekih
teSkih metala, posebice Zive (43). lako je koncentracija teSkih metala u klobucima B. edulis
relativno visoka, obi¢no nije opasna za ljudsko zdravlje jer se gljive konzumiraju povremeno.
Preporuceni udio Sumskih gljiva u ljudskoj prehrani je otprilike 300-500 g tjedno. Medutim,
kada se plodna tijela skupljaju iz izrazito zagadenih podrucja ili se gljive redovito jedu, to

moze predstavljati toksikoloSku opasnost (40).
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Slika 1. Pravi vrganj - Boletus edulis (izvor: autor)

1.4.2. Crna truba - Craterellus cornucopioides

Staniste crne trube (Slika 2) pruza nam uvid u njezinu povezanost s raznolikim ekosustavima.
Cesto se nalazi u listopadnim i mjeSovitim Sumama, preferirajuéi vlazna, humusom bogata
tla. Njezina prisutnost obogacuje biolosku raznolikost Sumskih podzemlja, pruzaju¢i dom
mnogim mikroorganizmima i drugim zivim bi¢ima. Morfologija crne trube je lako
prepoznatljiva. Ima Siroki trubasti oblik, koji se suZava prema dnu. Boja joj varira od crne do
tamno sive, Cesto s blago valovitim rubovima. Moze sadrZavati antioksidativne spojeve koji
pruzaju zastitu od oksidativnog stresa i upala. Osim toga, tradicionalna medicina Cesto je
koristila crnu trubu u pripravcima za poticanje imunoloskog sustava i poboljSanje opéeg
zdravlja. U okviru ekoloske perspektive, crna truba igra vaznu ulogu u ciklusu hranjivih tvari
u Sumskim ekosustavima. Kao saprofit, razgraduje mrtvu organsku tvar i vraca hranjive tvari

u tlo, pridonosec¢i plodnosti 1 odrzivosti Sumskih podrucja (44).
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Slika 2. Crna truba Craterellus cornucopioides (izvor: autor)

1.4.3. Suncanica - Macrolepiota procera

Macrolepiota procera, poznatija kao suncanica (Slika 3), obi¢no obitava na otvorenim
podru¢jima kao Sto su livade, pasnjaci, rubovi Suma, parkovi i ceste. Preferira suncana ili
polusjenovita mjesta s dovoljno vlage, ¢esto se pojavljujuéi u proljec¢e i jesen. Moze biti
prilicno velika, s visokim stru¢kom i Sirokim klobukom. Takoder ima sposobnost
akumuliranja teSkih metala iz tla, poput drugih gljiva. Ova gljiva, koja se Cesto nalazi na
livadama 1 Sumskim rubovima, moZe upiti teSke metale poput kadmija (Cd), olova (Pb) i Zive

(Hg) iz tla (45).

Slika 3. Sunéanica Macrolepiota procera (izvor: autor)
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1.5. Toksikoloske metode u analizi teskih metala

Analiza teSkih metala u hrani ili biljkama ukljucuje razli¢ite toksikoloske metode koje
omogucuju precizno odredivanje prisutnosti i koncentracije tih metala. Neke od tehnika koje

se koriste u toksikoloskim laboratorijima su:

e Atomska apsorpcijska spektrometrija (AAS) je tehnika koja koristi apsorpciju
svjetlosti pri specificnim valnim duljinama kako bi odredila koncentraciju teskih
metala. AAS se moZe koristiti za pojedinacne elemente 1 pruza visoku osjetljivost.

e Induktivno spregnuta plazma masenom spektrometrijom (ICP-MS) je tehnika
koja omogucuje analizu viSe elemenata istovremeno, pruzajuéi visoku osjetljivost i
niske granice detekcije. Ova tehnika koristi induktivno spregnutu plazmu za stvaranje
iona, a zatim ih analizira pomoc¢u masenog spektrometra.

e Induktivno spregnuta plazma optickom emisijskom spektroskopijom (ICP-OES)
je tehnika koja je slicna ICP-MS-u, ali umjesto masenog spektrometra, koristi opticki
spektrometar za mjerenje svjetlosnih emisija elemenata.

e Elektrokemijske metode su tehnike koje ukljucuju elektrokemijsku analizu (ECA) i
elektrokemijsku detekciju (ECD), a koje omogucuju odredivanje koncentracije teskih
metala putem elektrokemijskih reakcija.

e Fluorescentna spektrometrija X-zraka (XRF) je tehnika koja se moze Koristiti za
analizu teSkih metala u uzorcima pomocu emisije karakteristi¢énih X-zracenja nakon
izlaganja uzorka X-zracenju.

e Kromatografija s masenim detektorom (LC-MS ili GC-MS) su metode analize
specificno usmjerene na teSke metale, ali se takoder mogu koristiti za analizu

razli¢itih spojeva, ukljucujuéi organske spojeve teSkih metala.

1.5.1. Mikrovalna razgradnja

Mikrovalna razgradnja je tehnika koja se koristi za razgradnju kompleksnih organskih tvari u
uzorcima prije daljnje analize. Ova tehnika koristi mikrovalne valove kako bi brzo i
ucinkovito zagrijala uzorak i ubrzala kemijske reakcije potrebne za razgradnju organskih

spojeva. Uzorak se stavlja u poseban mikrovalni digestor, zajedno s odredenim reagensima
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koji poticu kemijske reakcije razgradnje. Zagrijavanjem mikrovalovima na visokim
temperaturama, dolazi do brze i kontrolirane razgradnje organskih spojeva u jednostavnije
produkte. Princip mikrovalne razgradnje temelji se na sposobnosti mikrovalnih valova da
prodiru u materijal i generiraju toplinu unutar uzorka. Ova tehnika Cesto se koristi u
kemijskim laboratorijima za ubrzanu pripremu uzoraka, posebice za razgradnju organskih

tvari prije analize (46).

1.5.2. Principi mikrovalne razgradnje

Osnovni principi mikrovalne razgradnje ukljucuju:

e Apsorpciju mikrovalova: Materijali koji sadrze vodu, soli ili druge polarno-ionske
spojeve mogu apsorbirati mikrovalove. Mikrovalovi su elektromagnetski valovi
visoke frekvencije koji mogu uzrokovati rotaciju i vibraciju molekula u tvari koja
apsorbira te valove.

e Generiranje topline: Kada mikrovalovi prodiru u uzorak, oni uzrokuju brze promjene
u orijentaciji 1 brzini vibracije molekula, Sto rezultira generiranjem topline. Ova
toplina omogucuje brzo zagrijavanje uzorka.

e Kontrolirano zagrijavanje: Postupak mikrovalne digestije kontrolira se parametrima
kao Sto su snaga mikrovalova, vrijeme izlaganja i vrsta reagensa dodanih uzorku. Ovi
parametri se prilagodavaju kako bi se postigla brza 1 kontrolirana razgradnja ciljanih

spojeva (47).

Izbor reagensa ovisi o vrsti uzorka, ciljevima analize 1 vrsti informacija koje Zelimo dobiti.
Cesto se koriste jake kiseline poput dusi¢ne (HNOs) i sumporne kiseline (H2SO4). Kiseline
imaju nekoliko funkcija u mikrovalnoj razgradnji, ukljuc¢ujuci povecanje toplinske stabilnosti
uzorka, poboljSanje razgradnje organskih tvari, i konverziju odredenih elemenata u njihove
oksidirane oblike pogodne za analizu. Neki postupci mikrovalne razgradnje zahtijevaju
dodatak oksidansa poput vodikovog peroksida (H20:). Oksidansi mogu povecati brzinu i
potpunost razgradnje uzorka, posebice za organske tvari. Za odredene vrste uzoraka moze biti
koristan dodatak alkalnih tvari poput natrijevog hidroksida (NaOH). Alkalne tvari mogu
pomo¢i u razgradnji odredenih materijala i prilagodbi pH vrijednosti uzorka. Ponekad se

koriste organska otapala poput metanola ili etanola kako bi se poboljSala razgradnja
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organskih tvari i omogucila bolja interakcija mikrovalova s uzorkom. Vazno je pravilno
prilagoditi sastav reagensa kako bi se postigla ucinkovita razgradnja uzorka i priprema za
zeljenu analizu, kao $to je spektrometrija mase s induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS)

ili sli¢ne tehnike (46).

1.5.3. Masena spektrometrija s induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS)

Spektrometrija masa s induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS) je analiti¢ka tehnika koja
se koristi za odredivanje koncentracija razli¢itih elemenata u uzorcima. Ova metoda
kombinira induktivno spregnutu plazmu (ICP) i maseni spektrometar te omogucava visoku
osjetljivost i preciznost. To je tehnika analize elemenata, za razliku od LC/MS i GC/MS koje
analiziraju razli¢ite molekule i1 spojeve iz uzorka. Induktivno spregnuta plazma (ICP) je
visokoenergetska plazma koja se stvara primjenom visokofrekventnog elektromagnetskog
polja na inertni plin (obi¢no argon). Ova plazma doseze vrlo visoke temperature (oko 10 000
K) 1 sastoji se od ioniziranih Cestica 1 elektrona. Induktivno zagrijavanje uzrokuje ionizaciju
uzorka i pretvaranje elemenata u njihove pozitivno nabijene ione. ICP-MS moze mjeriti
prakticki svaki prirodni element te mnoge "radiogenicke" izotope poput tehnecija, neptunija,
plutonija i americija. Jedini elementi koje ICP-MS ne moze mjeriti su vodik i helij (koji su
ispod masnog raspona masenog spektrometra), argon, dusik i kisik (koji su prisutni na
visokim razinama iz plazme i zraka) te fluor i neon (koji se ne mogu ionizirati u argonskoj
plazmi). Od tih "nemogucih" elemenata, ¢ak se i fluor moze analizirati neizravno pomocu
trostrukog kvadrupolnog ICP-MS-a. Jedan od razloga zasto je ICP-MS tako Siroko koristen
jest taj Sto pruza izuzetno niske granice detekcije za gotovo sve elemente koje moze mjeriti.
ICP-MS moze detektirati elemente u vrlo niskim koncentracijama, ispod 0,1 dijela po bilijunu
(ppt), kao i1 u visokim koncentracijama do 1000 dijelova na milijun (ppm), $to je 0,1%.
Raspon koncentracija koje moze mjeriti krece se od 0,1 ppt do 0,1%, obuhvacaju¢i 10 redova
veli¢ine. Nijedna druga tehnika nema tako Sirok raspon elemenata, niske granice detekcije 1

Sirok opseg mjerenja (48).
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1.5.4. Princip rada ICP-MS

ICP-MS se obi¢no koristi za analizu tekuc¢ih uzoraka. Otopina uzorka se pumpa u nebulizator,
gdje se tekuc¢ina pretvara u fini sprej ili aerosolnu maglu pomoc¢u mlaza argonskog plina.
Aerosolna magla prolazi kroz komoru za prskanje, gdje se vece kapi uklanjaju. U plazmi koja
se koristi u ICP-MS, ionizirani plin je argon, koji te¢e kroz kvarcnu cijev. Fine kapi nose

argonski plinski tok prema ICP plazma baklji (Slika 4).

Turbo Molecular
Vacuum Pump

Nebulizer lonization lon Optics
Source & lon Quadrupoles

Pump
> ‘

‘ Sample
Atmospheric
Pressure

High
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Slika 4. Skica principa rada ICP-MS
(preuzeto s :https://cdn.sanity.io/images/Ovv8moc6/cnst/2f23e391869e554e75903da04a4100216565448e-
2462x1000.jpg/Navigatingthel ab0423Figurel.jpg?fit=crop&auto=format)

Izvor 1onske plazme 1 maseni spektrometar sa ¢etveropolnim masenim filtrom razdvojeni su
vakuumskim dijelom koji prenosi ione iz plazme do masenog spektrometra. Nakon prolaska,
ioni se fokusiraju u uski snop pomocu ionske "lece". Leca se sastoji od nekoliko metalnih
ploca s podesivim naponima. Plo¢a s pozitivnim naponom odbija pozitivno nabijene ione,
dok ploc¢a s negativnim naponom privlaci iste ione. Kombinacija ploc¢a s razli¢itim naponima
koristi se za upravljanje i fokusiranje iona. Osim fokusiranja iona radi maksimiziranja
transmisije 1 osjetljivosti, ionska lec¢a takoder odvaja ione od neutralnih Cestica i fotona
izvadenih 1z plazme. Ove ne nabijene Cestice bi uzrokovale visoki pozadinski signal, stoga ih
treba sprijeciti da produ kroz vakuumski sustav i dosegnu detektor. Veéina ICP-MS
instrumenata koristi kvadrupolni maseni spektrometar za filtriranje iona po masi, ili,
preciznije, po omjeru mase i naboja (m/z). U svim ICP-MS instrumentima nakon prolaska
kroz maseni separator, ioni udaraju u aktivnu povrSinu detektora koji elektronskom
multiplikacijom proizvodi specifican puls od kaskade elektrona. Proces se zatim ponavlja za

druge analite od interesa koji su u potpunosti razli¢itth masa. Ova tehnika snimanja svih
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analita naziva se multielementarna analiza. Za povecanje preciznosti i1 eliminaciju
potencijalnih varijacija, Cesto se koriste interni standardi i kontrole kvalitete. Interni standardi
su poznate koncentracije odredenih elemenata koji se dodaju uzorku kako bi se pratila
ucinkovitost analize. ICP-MS se cesto koristi u podru¢jima kao Sto su analize tragova,
geokemija, okoliSna istrazivanja, medicinska istrazivanja i druga podrucja gdje je potrebna

visoka osjetljivost 1 preciznost u odredivanju koncentracija elemenata (49).

19



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Ovo istrazivanje ima sljedece ciljeve:

istraziti akumulaciju teSkih metala u uzorcima samoniklih jestivih gljiva s razlicitih
lokaliteta u RH te kultiviranih vrsta gljiva, kroz analizu njihovog mineralnog profila,
analizom 11 elemenata (Al, As, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Ni, Pb, Se, Zn) od kojih ¢e biti
ispitani neki teski metali (Pb, Cd, Hg, As, Cri Al)

utvrditi postoje li razlike u sastavu samoniklih jestivih gljiva u odnosu na geografsko i
botanicko podrijetlo

prouciti utjecaj geografskog i botani¢kog podrijetla na sadrzaj mikroelemenata i
teskih metala u gljivama

provijeriti uskladenost utvrdenih vrijednosti teskih metala s propisima zakonodavstva
Republike Hrvatske i Europske unije o koli¢ini kontaminanata.

procijeniti sigurnost jestivih gljiva i osigurati da njihova konzumacija ne predstavlja

zdravstveni rizik za ljude
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3.

IZVORI PODATAKA | METODE

3.1. Ustroj studije i uzorci

Ovim istrazivanjem analizirano je ukupno 39 uzoraka jestivih gljiva, odnosno 34 uzorka

samoniklih gljiva, te 5 uzoraka kultiviranih gljiva (tablica 1).

Tablica 1. Vrste i broj uzoraka samoniklih i kultiviranih gljiva koristenih u istrazivanju

Skupina Vrsta Hrvatski naziv Broj uzoraka

Samonikle Boletus edulis Vrganj 10
Craterellus cornucopioides Crnatruba 9
Cantharellus cibarius Lisi¢arka 3
Macrolepiota procera Suncanica 3
Lyophyllum decastes Stoglavka 1
Amanita rubescens Biserka 1
Laccaria Amethystina Ljubicasta gljivica 1
Morchella esculenta Pravi smrc¢ak 1
Lactarius deliciosus Rujnica 1
Agaricus campestris Livadska pe¢urka 1
Trametes versicolor Puranov rep 1
Chroogomphus rutilus Borov ¢avli¢ 1
Imleria badia BarSunovac 1

Uzgoj Lentinula edodes Shiitake 1
Ganoderma lucidum Reishi 1
Hericium erinaceus Lavlja griva 1
Agaricus bisporus Sampinjon 1
Pleurotus ostreatus Bukovaca 1
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Uzorci samoniklih, jestivih gljiva, ubrani su na razli¢itim lokalitetima u Hrvatskoj: Grad
Zagreb i Zagrebacka zupanija (Medvednica - zagrebacka strana, Dotr§¢ina, Zitnjak, Rakitje),
Krapinsko-Zagorska zupanija (Medvednica, Sv. Kriz Zacretje, Lobor, Gornji Macelj, Oc¢ura,
Donja Stubica), Varazdinska Zupanija (TrakoS¢an, Varazdin), Pozesko-slavonska Zupanija
(obronci Papuka i Psunja), OsjeCko baranjska Zupanija (Seona, Valpovo), Primorsko-
goranska Zupanija (Grobnik, Klana, Fuzine), Licko-senjska Zupanija (Donji Lapac), Zadarska
zupanija (Premuda) te Dubrovacko-neretvanska zupanija (Dubrovnik, Konavle). Lokacije

uzorkovanja samoniklih gljiva su prikazane naslici 5.
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Slika 5. Lokaliteti prikupljenih uzoraka samoniklih gljiva (izvor: autor)

Uzorci su uzorkovani u periodu od travnja do studenoga 2023. godine. U uzorkovanju i
sakupljanju uzoraka sudjelovali su volonteri gljivari i sakupljaci gljiva s podrucja cijele
Hrvatske. Gljive su suSene prirodno na suncu ili u dehidratoru i dostavljene u papirnatim
omotima. Do analize uzorci su ¢uvani u kontroliranim uvjetima, na tamnom mjestu, u

papirnatim omotima na sobnoj temperaturi (Slika 6).
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Slika 6. Pohrana uzoraka gljiva u papirnatim omotima (izvor: autor)

Kultivirane gljive koriStene u istrazivanju donirane su iz obiteljske tvrtke Nolanea d.o.0. iz
Jastrebarskog (shiitake - Lentinula edodes, reishi - Ganoderma lucidum i lavlja griva -
Hericium erinaceus) te iz tvrtke PozeZzanec d.o.0 iz Zagreba (Sampinjoni - Agaricus bisporus
i bukovace - Pleurotus ostreatus).

Na uzorcima samoniklih i kultiviranih vrsta gljiva izvrSena je analiza svih elemenata
tehnikom ICP-MS. Analiza je provedena na Nastavnom zavodu za javno zdravstvo “Dr.

Andrija Stampar" u Zagrebu, na Odjelu za zdravstvenu ispravnost i kvalitetu hrane.

3.2. Metode analize

Za potrebe analize uzoraka gljiva u ovom istrazivanju, koriStena je multielementarna tehnika
masene spektrometrije s induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS), koja omogucuje
precizno mjerenje koncentracije razliCitih metala. Prije analize, uzorci gljiva podvrgnuti su
mikrovalnoj digestiji (slika 7). uz mokro spaljivanje kako bi se osiguralo potpuno izlucivanje

elemenata iz uzoraka.

3.2.1. Priprema uzorka mokrim spaljivanjem uz mikrovalnu digestiju

Reagensi:
- Koncentrirana dusi¢na kiselina (HNO3), 65% suprapur (Merck, Darmstadt,

Njemacka)
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- Vodikov peroksid (H202), 40% p.a. (Kemika, Zagreb)
- Ultracista voda 18.2 MQ/cm; Q Millipore (Merck, Darmstadt, Njemacka)

Potro$ni materijal:
- Papir
- Staklene epruvete
- Plasti¢na Zlica

- Plasti¢ne kivete 50 ml

Oprema:
- Mikser (Nutribullet)
- Stakleni lijevak
- Analiticka vaga (Kern ALJ 220-4, Njemacka)
- Automatske pipete (Eppendorf, Njemacka)
- Odmijerne tikvice 20, 25, 50, 100ml
- Dispenzor 0,5 - 5ml (Brand GmbH, Njemacka)
- Uredaj za mikrovalnu digestiju (Milestone Srl, Italija) (Slika 7)

Suhi uzorci gljiva usitnjeni su mehani¢kim mikserom (Nutribullet). Zatim je 0,2 g svakog
uzorka pojedine vrste gljiva izvagano te prebafeno u staklenu epruvetu. Dispenzorom je
dodano po 3 mL koncentrirane duSi¢ne kiseline, te po 1 mL 40% vodikovog peroksida.
Epruvete su zatvorene plasticnim ¢epom 1 prenesene u bubanj za mikrovalnu razgradnju
(Slika 8). Prema izabranom programu u internoj radnoj uputi RU-81-053, izvrSeno je mokro
spaljivanje uzoraka uz mikrovalnu razgradnju. Nakon hladenja, sadrzaj epruvete je ispran
deioniziranom vodom i prenesen u plasti¢ne kivete volumena 50 mL koje su zatim napunjene

do oznake deioniziranom vodom te su pohranjene na sobnoj temperaturi do daljnje analize.

24



Milestone ultraWAVE

Slika 7. Uredaj za mikrovalnu digestiju - Milestone Srl, Italija

(preuzeto s: https://www.milestonesrl.com/products/microwave-digestion/ultrawave )

Slika 8. Uzorci prije i nakon mikrovalne razgradnje (izvor: autor)
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3.2.2. Mjerenje koncentracije minerala i teSkih metala metodom ICP-MS

Oprema:
- Mikropipete 10 - 100 uL i 100 - 1000 uL (Eppendorf, Njemacka)
- Odmijerne tikvice 20, 25, 50, 100 mL A klase
- Dispenzor 0,5 - 5 mL (Brand GmbH, Njemacka)
- Uredaj za mikrovalnu digestiju (Milestone Srl, Italija)
- ICP-MS Nexion (Perkin Elmer, SAD)

Reagensi:
- Argon <99.9%
- HNO3 60% (Merck, Darmstadt. Njemacka)
- Multielementna standardna otopina (/V CertiPUR, Darmstadt, Njemacka) koja sadrzi
u mg/L: 993+£10 Al, 992+10 Ca, 990+10 Cd, 99710 Co, 99510 Cu, 999+10 Fe,
998+10 K, 1000+10 Mg, 1005+10 Mn, 989+10 Na, 99910 Ni, 994+10 Pb, 994+10
Zn

Mjerenje koncentracije obavljeno je na ICP-MS uredaju Nexion (Perkin Elmer, SAD)
(slika 9), koji je opremljen staklenim koncentri¢nim nebulizatorom i kvarcnom komorom za
rasprSivanje Scott tipa, ¢ime se osigurava efikasno rasprSivanje uzorka u plazmu. Nakon §to
je uredaj ukljuCen 1 stabiliziran u skladu s relevantnim uputama 1 protokolima, plazma
generator postavlja temperaturu plazme na visoke razine izmedu 6 000 1 10 000 °C, sto
omogucava efikasnu atomizaciju i ionizaciju uzorka. Stakleni koncentri¢ni nebulizator i
kvarcna komora za rasprSivanje Scott tipa postavljeni su na sobnu temperaturu kako bi se
osigurala pravilna rasprSenost uzorka. Ionski izvor odrzava temperaturu od 200 °C, dok je
temperatura kvadrupola postavljena na 150°C za stabilnu selekciju iona prema njihovom
omjeru mase i naboja (m/z). Nakon toga se provodi mjerenje slijepe probe kako bi se
osigurala to¢nost mjerenja i iskljucila moguénost kontaminacije ili drugih pogreSaka. Za
pripremu slijepih proba i otopina standarda koristi se 2% otopina dusi¢ne kiseline, koja se
svakodnevno priprema u laboratoriju. Standardna otopina s poznatim koncentracijama
elemenata (/V CertiPUR, Darmstadt, Njemacka) koriStena je za kalibraciju uredaja. Nakon
slijepe probe postavlja se kalibracijski pravac pomocu Sest tocaka, Sto pomaze u preciznom

odredivanju koncentracije elemenata. Sljede¢i korak je mjerenje kontrolnog standarda
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certificiranih referentnih materijala (CRM) kako bi se osigurala pouzdanost rezultata. Zatim

se analiziraju pripremljeni uzorci.

Nakon mikrovalne razgradnje dobivena bistra otopina automatski se injektira u interfazni dio
putem integriranog uzorkivaca, a Universal Cell Technology (UCT) tehnologija koriStena je
za smanjenje interferencija uzrokovanih prisutnoS$¢u drugih iona. Ova tehnologija koristi
reakcijske plinove koji selektivno uklanjaju ili smanjuju interferirajuce ione, ¢ime se postize
preciznija analiza elemenata u tragovima. Uzorak se u uredaju prevodi u aerosol Ciji se
sastojci u vrucoj plazmi u potpunosti razlazu na svoje osnovne atome (ioniziraju se). Nakon
svakog desetog uzorka, ponovno se izmjeri standard kako bi se potvrdila konzistentnost i
tocnost mjerenja. Posljednji korak u postupku je kvantifikacija, gdje se na temelju dobivenih
podataka odreduju koncentracije elemenata u uzorku. Koncentracija svakog elementa u
uzorku odredena je prema broju detektiranih iona. U masenom spektrometru, ioni se
razdvajaju 1 identificiraju prema omjeru mase i naboja (m/z). Rezultati su obradeni koristec¢i
softver koji koristi kalibracijsku krivulju za preciznu kvantifikaciju koncentracija elemenata.

Kona¢ni rezultati su validirani prema standardima i prikazani u jedinicami pg/L.

Slika 9. ICP-MS Nexion (izvor: autor)

3.2.2.1. Kvantifikacija

Kvantifikacija rezultata mjerenja na instrumentu provedena je prema mjernoj jednadzbi:
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vy - koncentracija analita (ug/L)
Cst - koncentracija radnog standarda CRM (pg/L)
luz - intenzitet pojedinog elementa u uzorku (cps)

Ist - intenziteti radnog standarda CRM (cps)

3.2.2.2. Prikaz rezultata

Rezultat je srednja vrijednost tri uzastopna mjerenja uzorka, izraZzen u mg pojedinog metala

na kilogram hrane (mg/kg).

':._ Cl — C.:.:l
m

w=V-

w - masena koncentracija analita (mg/kg)

V - ukupni volumen pripremljenog uzorka (L)
m - masa uzorka (g)

Co - koncentracija slijepe probe u mg/L

C1 - koncentracija uzorka u mg/L

Rezultati su prikazani u tablicama koristenjem programa Microsoft Word (Microsoft Office
Standard, 2021.).

3.2.3. Statisticke metode

Statisticka analiza provedena je programom MedCalc, verzija 12.4.0.0.0.0. (MedCalc
Software, Mariakerke, Belgija). Deskriptivna statistika koriStena je za prikaz podataka
koristec¢i program Microsoft Excel (Microsoft Office Standard, 2021.). Koristene su sljedece
statisticke metode u Excelu: prosjek (AVERAGE), raspon (RANGE), minimalna vrijednost
(MIN), i maksimalna vrijednost (MAX). Raspon je izracunat oduzimanjem minimalne

vrijednosti od maksimalne.
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4. REZULTATI

Koncentracije 11 elemenata ispitane su u 34 uzorka samoniklih gljiva te 5 uzoraka gljiva iz
uzgoja. Vrste prikupljenih samoniklih gljiva i gljiva iz uzgoja te broj uzoraka svake pojedine

vrste prikazan je u Tablici 1.

Izmjerene koncentracije olova i kadmija usporedene su s maksimalnim dopustenim
vrijednostima za divlje gljive i gljive iz uzgoja koje su propisane Uredbom komisije EU o
najve¢im dopustenim koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani (2023/915) (50). Za ostale
izmjerene metale izmjerene vrijednosti usporedene su s podnosljivim tjednim unosom
(PTWI, engl. provisional tolerable weekly intake) koje je predlozila radna skupina svjetske
organizacije JECFA (engl. Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives). JECFA je
medunarodni znanstveni stru¢ni odbor kojim zajednicki upravljaju Organizacija za hranu 1
poljoprivredu Ujedinjenih naroda (FAQO) i Svjetska zdravstvena organizacija (WHO). Za
izracun procijenjenog tjednog unosa pretpostavljen je tjedni unos 210 g jestivih gljiva za

osobe od 60 kg.

Prosjene koncentracije teSkih metala izmjerenih u uzorcima samoniklih gljiva 1 gljiva iz
uzgoja te udio uzoraka koji su sadrZavali koli¢ine viSe od propisanih, prikazane su u
Tablicama 2. 1 3. Usporedba koncentracija teskih metala u razli¢itim vrstama dana je u
Tablici 5. Prema podru¢ju na kojem su prikupljeni samonikle gljive su podijeljene na 9
regija: Grad Zagreb 1 ZagrebaCka Zupanija, Krapinsko-zagorska Zupanija, Varazdinska
zupanija, Pozesko-slavonska Zzupanija, Osjecko-baranjska Zupanija, Primorsko-goranska
zupanija, Licko-senjska Zupanija, Zadarska Zzupanija te Dubrovacko-neretvanska Zupanija.

Usporedba rezultata prema geografskom podrijetlu prikazana je u Tablici 6.

Rezultati iskoristenja za nikal iznose 70%, kadmij 76%, selenij 80%, olovo 84%, krom 111%
te zivu 118%. Ovi rezultati ukazuju na varijacije u ucinkovitosti metode nacjepljivanja
poznatom koncentracijom (tzv. spajkanja) za razliCite elemente, Sto moze biti posljedica
nekoliko ¢imbenika, ukljucuju¢i moguce interferencije drugih tvari, gubitke tijekom pripreme
uzorka ili pogreske u kalibraciji mjernih uredaja. Idealno iskoriStenje bi bilo 100%, Sto bi
znacilo da se detektira tocno onoliko analita koliko je dodano. U sluc¢ajevima kadmija, nikla,

selenija i olova, detektirano je manje od dodane koli¢ine, §to moze ukazivati na neefikasnost

29



metode ili gubitke. Nasuprot tome, za krom 1 Zivu, detektirane koli¢ine su premasile dodane,
Sto sugerira interferencije ili moguce greske u mjerenju. Ove informacije su kljucne za
procjenu i optimizaciju metode spajkanja kako bi se postigla veca tocnost i pouzdanost u

analitickim postupcima.

Izrac¢un procjene dnevnog (EDI) unosa proveden je prema formuli:

koncentracija elemenata (ug/kg) x koli¢ina obroka (kg)

EDI (ng/kg/tjel. masa/dan) = tezina odrasle osobe (60 kg)

Za prosjecnu koli¢inu susenih gljiva u obroku uzeto je 30 g.

Tablica 2. Koncentracije (mg/kg) minerala i teskih metala u uzorcima suSenih jestivih
samoniklih gljiva (N=34), prosjean dnevni unos EDI (pug/dan), prihvatljivi dnevni unos ADI
(ng/kg) te prehrambene referentne vrijednosti PU (mg/dan)

Element Prosjek(mg/kg) Raspon EDI(ng/dan/kg) ADI(ng/kg) PU(mg/dan)
Al 413,53 33,983 — 7005,855 206,765 300,0 -
As 0,34 0,004 — 1,743 0,17 no safe level -
Cd 1,36 0,002 - 5,45 0,68 0,36 -
Cr 1,43 0,256 — 9,603 0,715 - -
Cu 40,17 4,802 — 89,263 20,1 500,0 -
Fe 267,13 22,700 — 3767,740 133,57 - 8-18
Ni 1,35 0,010 - 5,628 0,675 2,0 -
Pb 0,92 0,007 - 6,013 0,46 no safe level -
Se 10,04 0,543 — 47,548 5,02 0,7 -
Zn 99,79 17,826 — 520 49,9 - 8-11
Hg 2,10 0,021 — 13,055 1,05 0,57 -
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Tablica 3. Koncentracije (mg/kg) teSkih metala u uzorcima suSenih gljiva iz uzgoja (N=5),

prosjecan dnevni unos EDI (ug/dan), prihvatljivi dnevni unos ADI (pg/kg) te preporuceni

dnevni unos PU (mg/dan)

Element Prosjek(mg/kg) Raspon EDI(pg/dan) ADI(ng/kg) PU(mg/dan)
Al 54 30-80 27 300,0 -
As 0.05 <0.03-0.09 0,025 no safe level -
Cd 0.26 <0.01-0.76 0,13 0,36 -
Cr 0.21 0.17-0.3 0,105 - -
Cu 14.08 7.34-21.9 7.4 500,0 -
Fe 42.60 24-67 21,3 - 8-18
Ni 0.16 0.1-0.23 0,08 2,0 -
Pb 0.04 <0.04-0.06 0,02 no safe level -
Se 0.18 0.06-0.52 0,09 0,7 -
Zn 46.00 33-81 23 - 8-11

Za vrijednosti ispod razine detekcije pri izraCunu koristena je grani¢na vrijednost.

Tablica 4. Usporedba koncentracija teSkih metala prema razli¢itim vrstama gljiva iz uzgoja.

Iskazane su prosjecne vrijednosti koncentracija u mg/kg

Vrsta Al As Cd Cr Cu Fe Ni Pb Se Zn
Lentinula edodes 80 0,04 0,76 022 119 35 014 006 0,09 81
Ganoderma lucidum 60 <0,03* 012 0417 21,9 34 0,23 <0,04° 0,06 33
Hericium erinaceus 40 <0,03* 0,21 0,17 7,34 53 0,1 <0,04 0,09 33
Agaricus bisporus 60 0,08 <001 017 211 24 0,15 <0,04" 0,552 48
Pleurotus ostreatus 30 0,09 018 03 815 67 0,16 <0,04" 0112 35

*Ispod granice detekcije
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Tablica 5. Usporedba koncentracija teskih metala prema razli¢itim vrstama jestivih samoniklih gljiva (zbog malog broja uzoraka i nenormalne

distribucije, iskazane su prosjecne vrijednosti koncentracija u mg/kg)

Vrsta (Broj uzoraka) Al As Cd Cr Cu Fe Ni Pb Se Zn Hg

Boletus edulis (10) 91.57 0.33 273 063 30.73 5874 1.74 028  29.09 98.96 5.83
Craterellus cornucopioides (9) 1202.54 0.25 029 268 3711  717.59 1.58 217 0.97 87.35 0.08
Cantharellus cibarius (3) 150.15 0.10 246  2.03 52.83 110.39 0.89 0.49 1.10 112.10  0.19
Macrolepiota procera (3) 86.79 0.61 069 034 8220 99.13 0.52 1.51 3.15 80.12 1.56
Lyophyllum decastes (1) 103.78 0.004 0.01 048 28.10 31.30 0.01 0.01 20.17 60.50 0.59
Amanita rubescens (1) 563.45 0.18 088 299 49.14 50571 1.79 055 230 10049 0.36
Laccaria Amethystina (1) 135.77 1.74 022 071 4549 156.34 0.57 0.42 0.76 51.49 0.02
Morchella esculenta (1) 124.64 0.17 239 163 2096 18552 1.22 053  0.69 89.82 0.08
Lactarius deliciosus (1) 141.46 0.22 103 085 3894 105.80 1.57 0.51 0.71 75.14 041
Agaricus campestris (1) 54.68 0.97 0.71 047  56.67 56.30 0.71 0.22 2.64 104.47  5.33
Trametes versicolor (1) 277.38 0.08 1.08 115 1071 206.44 0.62 0.22 0.67 20.80 0.11
Chroogomphus rutilus (1) 146.92 0.04 025 080 4.80 104.77 2.64 0.35 0.54 17.83 0.02
Imleria badia (1) 62.75 0.58 036 220 6475 5594 0.74 012 055 520.00 0.26

Masna slova oznacavaju poviSene vrijednosti U odnosu na postavljene kriterije JECFA
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Tablica 6. Usporedba teskih metala prema geografskom podrijetlu uzorka samoniklih gljiva (zbog malog broja uzoraka i nenormalne

distribucije, iskazane su prosjecne vrijednosti koncentracija u mg/kg)

Podrucje Al As Cd Cr Cu Fe Ni Pb Se Zn Hg
Zagreb i zagrebacka 7. (4) Prosiek  80.93 036 088 057 4110 5495 120 064 1875 7871  3.30
Krapinsko-zagorska (11) Prosjek 168.85 0.36 0.94 0.76  37.34 151.60 1.03 097 6.11 81.30 1.97
Varazdinska zupanija (3) Prosjek 103.38 0.13 2.37 0.99 44.16 119.19 1.37 0.24  8.77 100.48 0.46
Primorsko-goranska (5) Prosjek 181.24 0.18 1.70 114 34.64 166.31 1.44 144 2531 116.79  3.92
Pozesko-slavonska (2) Prosjek 709.12 0.50 1.62 247  43.36 397.00 191 0.93 8.79 87.41 3.54
Osjecko-baranjska (2) Prosiek  149.4 0414 214 275 635 1207 084 132 273 69.44  1.148
Zadarska zupanija (1) Prosjek ~ 90.2 0.092 3.39 055 737 76.3 020 0.09 0.60 192.70  0.071
Dubrovacko-neretvanska (4) Prosjek 136.9 0.343 0.66 1.10 405 111.3 1.02 059 157 157.62  0.199
Licko-Senjska zupanija (2) Prosjek 3594.3 0.755 2.16 731 38.0 1948.1  3.19 194 216 62.77 0.288

Masna slova oznacavaju povisene vrijednosti u odnosu na postavljene kriterije JECFA
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5. RASPRAVA

Analiza prisutnosti elemenata koji ¢ine mineralni profil, te ukljucuje i teske metale u
samoniklim jestivim gljivama s podru¢ja Hrvatske pokazuje zna¢ajne varijacije u njihovim
koncentracijama, narocCito olova, kadmija, aluminija, zeljeza i1 Zive. Usporedba izmjerenih
koncentracija s maksimalnim dopusStenim vrijednostima propisanim Uredbom komisije EU o
najveéim dopustenim koli¢inama odredenih kontaminanata, te s podnosljivim tjednim
unosom (PTWI) koji je predlozilo medunarodni zdravstveni stru¢ni odbor JECFA, otkriva

potencijalne rizike za zdravlje ljudi.

Olovo

Prema Uredbi komisije EU o najve¢im dopuStenim koli¢inama odredenih kontaminanata u
hrani (2023/915) (50), maksimalna dopustena koncentracija olova u susenim gljivama je 0.8
mg/kg. U 2 od 13 vrsta ispitanih gljiva, izmjerena je koncentracija olova vec¢a od dopustenih
kriterija (Craterellus cornucopioides 2,17 mg/kg i Macrolepiota procera 1,51 mg/kg), sto se
vidi u tablici 5. 1 ¢ini otprilike 15%. Prema geografskoj lokaciji, pove¢ana koncentracija
olova pronadena je u 5 od 9 ispitanih zupanija, $to iznosi 56%. Najvise olova u prosjeku
pronadeno je u gljivama iz Licko-senjske zupanije (Donji Lapac) s prosje¢nom
koncentracijom od 1.94 mg/kg, $to je znatno iznad dopustene razine. Ove vrijednosti ukazuju
na znacajan rizik konzumacije tih gljiva, posebno za osobe koje ih konzumiraju redovito.

U sli¢nom istraZivanju koje su proveli An i suradnici u uzorcima gljiva iz Juzne Koreje (54),
najvisa koncentracija olova izmjerena je u vrsti gljive Umbilicaria esculenta i iznosila je 12,3
mg/kg. Razine olova u drugim analiziranim gljivama kretale su se od 0.004 do 0.54 mg/kg.
Prethodni podaci izvjeStavaju o najviSoj izmjerenoj koncentraciji olova u samoniklim
jestivim gljivama od 16.41 mg/kg za vrstu Umbilicaria esculenta u radu Choi-a i suradnika,
takoder 1z Juzne Koreje (55). Razine olova koje su prijavljene u drugim publikacijama bile su
10.18 mg/kg za vrstu Russula vinosa u Kini i 1.80 mg/kg u divljim gljivama iz Turske
(56,57). Navedeni rezultati upucuju kako su utvrdene vrijednosti olova u RH ipak viSestruko

nize od onih u sli¢nim istraZivanjima drugih autora iz drugih drzava.
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Kadmij

Dozvoljena koncentracija kadmija u susenim gljivama prema Uredbi komisije EU o najve¢im
dopustenim koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani (2023/915) (50) je 0.5 mg/kg. U
tablici 5., rezultati pokazuju da je u 8 od 13 vrsta gljiva izmjerena veca koncentracija kadmija
u odnosu na postavljene kriterije. Redom su to: Boletus edulis, Cantharellus cibarius,
Macrolepiota procera, Amanita rubescens, Morchella esculenta, Lactarius deliciosus,
Agaricus campestris te Trametes versicolor. Najveca koncentracija kadmija izmjerena je u
vrsti Boletus edulis ¢ija je prosjecna vrijednost iznosila 2.73 mg/kg. Prema geografskom
podrijetlu, na podrucju svih Zzupanija izmjerena je povecana koncentracija kadmija, Sto
prikazuje tablica 6. Najveca koncentracija kadmija pronadena je u samoniklim gljivama na
podruc¢ju Varazdinske Zupanije (Ocura, Trako$éan, Varazdin uz rijeku Dravu) s prosje¢nom
vrijednoséu od 2.37 mg/kg. Ove vrijednosti su znacajno iznad dopustenih granica te ukazuju
na potrebu za monitoringom i potencijalnim ograni¢enjem konzumacije ovih gljiva.

Prema istrazivanju An-a 1 suradnika iz Koreje (54), najviSa izmjerena koncentracija kadmija
bila je u uzorcima susenih gljiva vrste Agaricus blazei te je iznosila je 5,8 mg/kg. Razine
kadmija u drugim analiziranim gljivama kretale su se od 0.05 do 0.68 mg/kg. Prethodno
prijavljene razine kadmija u gljivama znacajno su varirale: 13.8 mg/kg za gljivu Pleurotus
ostreatus u Kini, 3.37 mg/kg za Tricholoma matsutake takoder u Kini (58,59) te 3.37 mg/kg
za divlje susSene gljive u Turskoj (57). Ovi rezultati upucuju kako su utvrdene vrijednosti
kadmija u RH, iako poviSene, jo$§ uvijek znacajno nize od onih u sli¢nim istrazivanjima

drugih autora.

Aluminij

Za aluminij nema propisane maksimalne dopustene koncentracije u citiranoj EU Uredbi,
medutim prema medunarodnom zdravstvenom stru¢nom odboru JECFA, tolerantan tjedni
unos (TWI) iznosi 1 mg/kg tjelesne teZine. NajviSa koncentracija aluminija izmjerena je u
prosjeku u uzorcima crne trube (Craterellus cornucopioides) s vrijednoséu od 1202.54
mg/kg. Ako osoba konzumira 210 g tih gljiva u vremenskom okviru od tjedan dana, unijeti ¢e
252,53 mg aluminija, §to je znatno viSe od dopuStenog tjednog unosa prema podacima
JECFA od 60 mg za osobu tezine 60 kg (51). Najveca koncentracija aluminija pronadena je u
uzorku crne trube s lokaliteta Donji Lapac, 7005.9 mg/kg. Ovi podaci sugeriraju znacajan
rizik prekomjernog unosa aluminija kroz konzumaciju crne trube. Najveca koncentracija
aluminija prema geografskoj lokaciji pronadena je u uzorcima gljiva iz Licko-senjske

Zupanije.
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Zeljezo

Najvisa prosjecna koncentracija zeljeza takoder je pronadena u uzorcima crne trube
(Craterellus cornucopioides) i iznosi 717.59 mg/kg. Prema geografskom podrijetlu, najveca
koncentracija zeljeza pronadena je u uzorku crne trube s lokaliteta Donji Lapac, 3767,7
mg/kg, dok je najmanja koncentracija zeljeza bila u uzorku crne trube s obronka Psunja 63,0
mg/kg. Prema preporu¢enim dnevnim unosima medunarodnog zdravstvenog stru¢nog odbora
JECFA za pokrivanje potreba 95% populacije, PU za Zeljezo iznosi 16 mg/dan (52). Ako
gledamo prosje¢nu vrijednost koncentracije Zeljeza u vrsti gljive crna truba (Craterellus
cornucopioides), dnevna konzumacija 30 g te gljive unosi 21,53 mg zeljeza, $to je takoder
nesto vise iznad preporucenih vrijednosti. Najveca koncentracija Zeljeza prema geografskoj
lokaciji pronadena je u uzorcima gljiva iz Licko-senjske zupanije.

U istrazivanju iz Kine, Huanga 1 suradnika, izmjerene koncentracije Zeljeza u uzorcima
jestivih gljiva kretale su se od 46,3 do 2514 mg/kg (58), dok se u istrazivanju u Turskoj,

Tiirkmena i suradnika, raspon Zeljeza u uzorcima gljiva kretao od 97.2 do 3919 mg/kg (57).

Ziva

Najvise zive u prosjeku izmjereno je u uzorcima vrganja (Boletus edulis) s prosje¢nom
koncentracijom od 5.83 mg/kg. Prema geografskom lokalitetu, najvise Zive pronadeno je u
uzorku vrganja iz Donje Stubice, u kojem je izmjerena koncentracija Zive od 13.05 mg/kg,
dok je najmanja koncentracija Zive izmjerena u uzorku vrganja u okolici dvorca TrakoS¢an te
iznosi 1,28 mg/kg. Tolerantni tjedni unos (PTWI) za metil-zivu iznosi 1.6 pg/kg tjelesne
tezine, dok za anorgansku zivu iznosi 4 pg/kg. Ako uzmemo prosjecnu koncentraciju zive u
uzorcima vrganja, tjednom konzumacijom 210 g vrganja, osoba od 60 kg unijeti ¢e 1223 pg
zive tjedno, a konzumacijom vrganja s najve¢om koncentracijom Zive unos bi bio 2743 pg ,
Sto je iznad dopustenog unosa (96 pug tjedno) (53). Ove vrijednosti ukazuju na znacajan rizik
za zdravlje pri konzumaciji vrganja iz odredenih podru¢ja (primarno Krapinsko-zagorske
Zupanije), ali i taj podatak je potrebno dokazati u budu¢im istraZivanjima te na puno veem
broju uzoraka za analizu, te kroz barem dvije sezone, odnosno kroz dulji period pracenja
uslijed klimatoloskih razli¢itosti kroz godine sakupljanja uzoraka.

Rezultati istrazivanja sukladni su prethodnom istrazivanju Siri¢a i suradnika iz 2017. godine,

gdje je takoder najvisa koncentracija Zive s podru¢ja Zumberka utvrdena u vrstama roda
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Boletus (1.32 mg/kg) (60) te u istrazivanju iz Spanjolske, Melgara i suradnika takoder u vrsti
roda Boletus (6,9 mg/kg u klobuku i 4.5 mg/kg u strucku) (61).

Kultivirane gljive iz uzgoja

Razina metala znacajno je veca u samoniklim jestivim gljivama nego u kultiviranim vrstama.
To je dokazano i u istrazivanju. U kultiviranim vrstama niti jedna vrsta gljiva nije
premasivala maksimalnu dozvoljenu koncentraciju bilo kojeg od ispitivanih metala. Takoder,
prosjecnom tjednom konzumacijom tih gljiva nije utvrden rizik za zdravlje niti kod jedne
vrste. To je zbog toga Sto kultivirane gljive rastu u kontroliranim uvjetima s pazljivo
nadziranim sastavom tla. Samonikle gljive mogu akumulirati metale iz prirodnog okolisa, Sto
moze biti korisno ako se primjene za proc¢is¢avanje oneciS¢enog tla od teskih metala, ali i
potencijalno Stetno ako se konzumiraju u velikim koli¢inama ili iz zagadenih podrucja. Stoga

je vazno biti svjestan izvora 1 kvalitete gljiva koje konzumiramo.

Mikroelementi: selenij i cink

Sto se ti¢e nutritivnih elemenata vaznih za ljudsku prehranu, od vaznosti za ljudsko zdravlje
mozemo izdvojiti selenij 1 cink kao vazne mikroelemente za jaanje imuniteta, rast i razvoj.
lako mozemo zakljuciti da su kultivirane gljive znatno sigurnije za konzumaciju §to se tice
teSkih metala, ovom istrazivanju jasno se vidi da je izmjerena koncentracija selenija u
samoniklim gljivama znatno veca od kultiviranih. Prosje¢na koncentracija selenija u jestivim
samoniklim gljivama iznosi 99.79 mg/kg, dok je prosjecna koncentracija selenija u
kultiviranim vrstama iznosila 0.176 mg/kg, §to je otprilike 500 puta manje.

Za razliku od cinka, Cija je izmjerena prosjecna koncentracija u jestivim samoniklim gljivama
bila 2.10 mg/kg, dok je kod kultiviranih vrsta iznosila 46 mg/kg $to je 20 puta vise. Medutim,
kultivirane vrste gljiva znacajno se razlikuju od samoniklih, stoga bi trebalo provesti mjerenja

na istim vrstama gljiva, i samoniklim i uzgojenim, kako bi se potvrdila ova tvrdnja.
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6. ZAKLJUCAK

Samonikle gljive mogu akumulirati metale iz okoliSa, stoga je vazno biti svjestan
izvora i kvalitete gljiva koje se konzumiraju.

Od 13 vrsta ispitanih gljiva, u 2 vrste (15%) izmjerena je koncentracija olova veca od
dopustenih kriterija. Najveca koncentracija olova pronadena je u vrsti Craterellus
cornucopioides te iznosi 2,17 mg/kg. Prema geografskom lokalitetu, od ispitanih 9
Zupanija, u 5 Zupanije izmjerena je ve¢a koncentracija olova od dopustenih vrijednosti
(0,8 mg/kg) s najvisim koncentracijama u Li¢ko-senjskoj zupaniji.

Od ukupno 13 ispitanih vrsta gljiva, u njih 8 (62%) su koncentracije kadmija prelazile
dopustene vrijednosti (0,5 mg/kg). Najveéa koncentracija kadmija izmjerena je u vrsti
Boletus edulis ¢ija prosjecna vrijednost iznosi 2.73 mg/kg. Od 8 ispitanih lokaliteta
(zupanija), u svim zupanijama izmjerene su vece koncentracije kadmija od dopustene
vrijednosti sigurne za konzumaciju. Najvece koncentracije kadmija izmjerene su u
uzorcima gljiva iz Varazdinske Zupanije. Ove vrijednosti ukazuju na potrebu za
pracenjem toga kontaminanta 1 mogucim ograni¢enjem konzumacije.

Najveca koncentracija aluminija izmjerena je u uzorcima crne trube (Craterellus
cornucopioides). Najveca koncentracija aluminija prema geografskoj lokaciji
pronadena je u uzorcima gljiva iz Licko-senjske zupanije.

Najvece koncentracije zive izmjerene su u uzorcima vrganja (Boletus edulis). Prema
geografskom lokalitetu, najvie zive pronadeno je u uzorcima iz Primorsko-goranske
Zupanije.

Najveca koncentracija Zeljeza takoder je bila u uzorcima crne trube (Craterellus
cornucopioides), s unosom koji moze prelaziti preporu¢ene dnevne vrijednosti ako se
konzumira u ve¢im koli¢inama. Prema geografskom lokalitetu, najve¢e koncentracije
zeljeza izmjerene su u Licko-senjskoj zupaniji.

Kultivirane gljive (iz uzgoja) ne pokazuju rizik od prekomjernog unosa metala, jer
rastu u kontroliranim uvjetima.

Analiza prisutnosti teSkih metala u samoniklim jestivim gljivama na podrucju
Hrvatske ukazuje na znacajne varijacije u koncentracijama olova, kadmija, aluminija,
zeljeza i Zive.

Posebno zabrinjavaju visoke koncentracije olova i1 kadmija koje su pronadene u

odredenim regijama, $to moze predstavljati rizik za zdravlje konzumenata. Takoder,
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visoke razine aluminija 1 zive zahtijevaju paznju i daljnja istrazivanja kako bi se
osigurala sigurnost konzumacije ovih gljiva.

Geolosko podrijetlo znacajno utjeCe na sadrzaj teskih metala i minerala u samoniklim
jestivim gljivama. Razlike u koncentracijama olova, kadmija, aluminija, Zeljeza i zive
izmedu razli¢itih geografskih podruc¢ja Hrvatske ukazuju na to da sastav tla i okoli$ni
uvjeti igraju klju¢nu ulogu u akumulaciji tih elemenata u gljivama, za razliku od
gljiva iz kontroliranog uzgoja koje imaju znatno nizZe razine tih metala zbog pazljivo
nadziranih uvjeta rasta. Takoder, nasuprot tome, koncentracije nekih esencijalnih
mikronutrijenata poput selenija vise su u samoniklim jestivim gljivama u odnosu na
kultivirane

Uocljiv je utjecaj botanickog podrijetla na sadrzaj mikroelemenata i teskih metala u
gljivama, jer razliite vrste gljiva imaju razli¢itu sposobnost akumulacije teSkih
metala i minerala. Odredene vrste gljiva u ovom istrazivanju, poput Craterellus
cornucopioides ili Boletus edulis, akumulirale su viSe specifi¢nih metala kao $to su
aluminij, zeljezo, ili ziva u usporedbi s drugim vrstama. To pokazuje da sposobnost
akumulacije teSkih metala nije samo rezultat geoloSkog podrijetla (sastav tla), vec 1
botani¢kog podrijetla, odnosno inherentnih osobina razlicitih vrsta gljiva.

Ove rezultate trebalo bi potvrditi u buduéim istrazivanjima na veéem broju uzoraka
samoniklih gljiva, naroc¢ito u nekim vrstama te regijama RH koje nisu bile znacajno

zastupljene u ovom istrazivanju.
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8. SAZETAK

Analiza teSkih metala I mineralnog sastava jestivih gljiva ICP-MS tehnikom

Cilj: Cilj ovog istrazivanja bio je analizirati akumulaciju teskih metala u uzorcima
samoniklih jestivih gljiva s razli¢itih lokaliteta u Hrvatskoj, kao i u Kkultiviranim vrstama
gljiva te analizirati njihov mineralni profil. Ispitano je 11 elemenata, ukljucujuci teske metale
poput olova (Pb), kadmija (Cd), zive (Hg), arsena (As), kroma (Cr) i aluminija (Al).
Istrazivanje je imalo za cilj utvrditi razlike u sastavu gljiva u odnosu na njihovo geografsko i
botani¢ko podrijetlo, prouciti utjecaj podrijetla na sadrzaj mikroelemenata, te procijeniti

sigurnost jestivih gljiva u skladu sa regulativom Republike Hrvatske i Europske unije.

Metode: U istrazivanju je analizirano 39 uzoraka jestivih gljiva, od ¢ega 34 uzorka
samoniklih i 5 uzoraka kultiviranih gljiva. Uzorci su prikupljani u periodu od travnja do
studenoga 2023. godine s razli¢itih lokaliteta diljem Hrvatske. Prikupljanje uzoraka
organizirano je u suradnji s volonterima, gljivarima 1 sakuplja¢ima gljiva, koji su osigurali
reprezentativne uzorke iz svih dijelova zemlje. Posebna paznja posvecena je odabiru gljiva s
razli¢itim geografskim 1 ekoloSkim karakteristikama kako bi se obuhvatile moguce varijacije
u akumulaciji metala. Analiza svih uzoraka provedena je na Nastavhom zavodu za javno
zdravstvo “Dr. Andrija Stampar” u Zagrebu, na Odjelu za zdravstvenu ispravnost i kvalitetu
hrane. KoriStena je napredna multielementarna tehnika masene spektrometrije s induktivno
spregnutom plazmom (ICP-MS), koja omogucuje precizno mjerenje koncentracija 11
elemenata, ukljucujuci teske metale kao Sto su olovo, kadmij, ziva, arsen, krom 1 aluminij.
Prije same analize, uzorci gljiva podvrgnuti su mikrovalnoj digestiji, koja uklju¢uje mokro
spaljivanje uzoraka u prisutnosti kiselina kako bi se osiguralo potpuno oslobadanje i
ekstrakcija elemenata. Ovaj korak je kljucan za to¢nost i pouzdanost rezultata jer omogucuje
razgradnju organskih materijala 1 oslobadanje vezanih metala. Nakon pripreme, uzorci su
analizirani tehnikom ICP-MS, sto je omogucilo detekciju i kvantifikaciju elemenata na vrlo

niskim koncentracijama.

Rezultati: Analiza je pokazala znacajne varijacije u koncentracijama tesSkih metala medu
uzorcima. Rezultati istrazivanja pokazali su znacCajne varijacije u koncentracijama teskih
metala u analiziranim uzorcima gljiva. U dvjema vrstama gljiva, crna truba (Craterellus

cornucopioides) i sun¢anica (Macrolepiota procera), izmjerene su koncentracije olova iznad
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dopustene granice od 0,8 mg/kg, s najviSom vrijednos¢u od 1,44 mg/kg u gljivama iz
Primorsko-goranske Zupanije. Kadmij je pronaden u koncentracijama iznad dozvoljenih 0,5
mg/kg, pri ¢emu je najviSa vrijednost iznosila 2,37 mg/kg u gljivama iz Varazdinske
zupanije. Aluminij je zabiljezen u visokoj koncentraciji od 1202,54 mg/kg u uzorcima
Craterellus cornucopioides, $to sugerira rizik od prekomjernog unosa ovog metala. Zeljezo je
takoder pronadeno u visokim koncentracijama, s maksimalnom vrijednos¢u od 3767,7 mg/kg
u vrsti Craterellus cornucopioides. Najvisa koncentracija zive, 13,05 mg/kg, zabiljeZena je u
vrganju (Boletus edulis) iz Donje Stubice, Sto zna¢ajno premasuje dopusteni tjedni unos.
Kultivirane gljive pokazale su nize koncentracije teskih metala u odnosu na samonikle, $to
potvrduje njihovu sigurnost za konzumaciju. Ipak, u samoniklim gljivama izmjerena je visa
koncentracija selenija (99,79 mg/kg), dok su kultivirane gljive pokazale visu koncentraciju
cinka (46 mg/kg).

Zakljudak: IstraZivanje je pokazalo da samonikle gljive akumuliraju teSke metale, pri cemu
geografsko 1 botani¢ko podrijetlo znac¢ajno utjecu na njihov sadrzaj. U odredenim regijama
Hrvatske otkriveni su povisene vrijednosti olova, kadmija, aluminija i zive, §to moze
predstavljati zdravstveni rizik za konzumente. Nasuprot tome, gljive iz kontroliranog uzgoja
imaju nize razine tih metala. Ovi rezultati ukazuju na potrebu za daljnjim istraZivanjima kako

bi se bolje razumjele razlike izmedu samoniklih i kultiviranih gljiva.

Kljuéne rije€i: teski metali, minerali, samonikle jestive gljive, ICP-MS, toksikologija gljiva
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9. SUMMARY

Analysis of heavy metals and mineral composition od edible mushrooms using ICP-MS
technique

Objective: The aim of this study was to analyze the accumulation of heavy metals in samples
of wild edible mushrooms from various locations in Croatia, as well as in cultivated
mushroom species, and to analyze their mineral profiles. Eleven elements were examined,
including heavy metals such as lead (Pb), cadmium (Cd), mercury (Hg), arsenic (As),
chromium (Cr), and aluminum (Al). The research aimed to identify differences in the
composition of mushrooms based on their geographical and botanical origins, to study the
impact of origin on the content of trace elements, and to assess the safety of edible

mushrooms in accordance with Croatian and European Union regulations.

Methods: The study analyzed 39 samples of edible mushrooms, including 34 wild samples
and 5 cultivated samples. Samples were collected from April to November 2023 from various
locations across Croatia. Sample collection was organized in collaboration with volunteers,
mushroom foragers, and collectors, who ensured representative samples from all parts of the
country. Special attention was given to selecting mushrooms with different geographical and
ecological characteristics to capture possible variations in metal accumulation. All samples
were analyzed at the Teaching Institute for Public Health "Dr. Andrija Stampar" in Zagreb, at
the Department of Food Safety and Quality. Advanced multielemental inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS) was used, which allows precise measurement of the
concentrations of 11 elements, including heavy metals such as lead, cadmium, mercury,
arsenic, chromium, and aluminum. Prior to analysis, mushroom samples underwent
microwave digestion, involving wet digestion in the presence of acids to ensure complete
release and extraction of the elements. This step is crucial for the accuracy and reliability of
the results as it facilitates the breakdown of organic materials and the release of bound
metals. After preparation, samples were analyzed using ICP-MS, which allowed detection

and quantification of elements at very low concentrations.

Results: The analysis revealed significant variations in heavy metal concentrations among
samples. The research findings showed notable differences in heavy metal concentrations in

the analyzed mushroom samples. In two mushroom species, Craterellus cornucopioides and
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Macrolepiota procera, lead concentrations were measured above the permitted limit of 0.8
mg/kg, with the highest value being 1.44 mg/kg in mushrooms from Primorje-Gorski Kotar
County. Cadmium was found in concentrations exceeding the allowed 0.5 mg/kg, with the
highest value reaching 2.37 mg/kg in mushrooms from Varazdin County. Aluminum was
recorded at a high concentration of 1202.54 mg/kg in Craterellus cornucopioides samples,
suggesting a risk of excessive intake of this metal. Iron was also found in high
concentrations, with a maximum value of 3767.7 mg/kg also in mushroom Craterellus
cornucopioides. The highest mercury concentration, 13.05 mg/kg, was recorded in Boletus
edulis sample from Donja Stubica, significantly exceeding the allowable weekly intake.
Cultivated mushrooms showed lower heavy metal concentrations compared to wild ones,
confirming their safety for consumption. However, wild mushrooms had higher selenium
concentrations (99.79 mg/kg), while cultivated mushrooms exhibited higher zinc

concentrations (46 mg/kg).

Conclusion: The study demonstrated that wild mushrooms accumulate heavy metals, with
geographical and botanical origins significantly affecting their content. Elevated levels of
lead, cadmium, aluminum, and mercury were found in certain regions of Croatia, which may
pose health risks to consumers. In contrast, mushrooms from controlled cultivation have
lower levels of these metals. These results highlight the need for further research to better

understand the differences between wild and cultivated mushrooms.

Key words: heavy metals, minerals, wild edible mushrooms, ICP-MS, mushroom toxicology
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