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1. UVOD

Zbog visokog udjela esencijalnih aminokiselina, visoke probavljivosti proteina ribljeg mesa
1 prehrambeno vrijednih polinezasi¢enih -3 masnih kiselina riba spada u vode¢u namjernicu
sa nutricionistickog stajalista. No, upravo iz istih navedenih razloga spada i u grupu lako
kvarljivih namjernica te u slucaju neadekvatnog rukovanja moze biti izvor razlicitih infekcija
i intoksikacija. Takoder na kvalitetu i zdravstvenu ispravnost ribe moze utjecati i staniSte

buduéi da se u tijelu ribe mogu akumulirati kontaminanti iz okolisa.

Najveci problem predstavlja trovanje histaminom koji se u ribi formira post-mortem
bakterijskom dekarboksilacijom aminokiseline histidina uz pomo¢ bakterijskog enzima
histidin-dekarboksilaze. Upravo zbog negativnog utjecaja na ljudsko zdravlje, histamin je
jedan od najproucavanijih biogenih amina. Da bi kontrola bila adekvatna nuzan je razvoj
brzih analitickih metoda koje mogu pratiti tempo prerade te u relativno kratkom vremenskom
periodu analizirati velik broj uzoraka. Tradicionalne laboratorijske metode poput tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) ili plinske kromatografije (GC) zahtijevaju
sloZzenu 1 dugotrajnu pripremu uzoraka, upotrebu izrazito skupih analitickih instrumenata te

posebno educirano osoblje §to ih ¢ini tesko primjenjivima u opisanim industrijskim uvjetima.

Vaznost kontrole zdravstvene ispravnosti ribe i ribljih proizvoda rezultirala je primjenom
novih i brzih metoda za analizu histamina i drugih biogenih amina u ribi koje omogucuju
jednostavnu primjenu i brzu analizu uzoraka uz prihvatljive troskove. Tu se istice Ramanova
spektroskopija odnosno vibracijska spektroskopska tehnika ¢ije su glavne prednosti
minimalna priprema uzoraka, brza analiza te mogu¢nost analize tvari U svim agregatnim
stanjima. Najve¢i nedostatak ove metode slab signal Ramanovog rasprSivanja $to zahtijeva
visoku koncentraciju analita u ispitivanom uzorku. Metoda se zasniva na tzv. Ramanovom
efektu, tj. na neelasticnom rasprsenju elektromagnetskog zracenja uslijed interakcije s
molekulom ispitivane tvari. Visokoj osjetljivosti metode pridonosi spektroskopija povrsinski

pojacanog Ramanovog rasprSenja (eng. surface-enhanced Raman scattering, SERS), koja



zahvaljujuci upravo svojoj osjetljivosti pronalazi sve vecu primjenu u brojnim granama

prirodnih i tehnickih znanosti.

Cilj ovog istrazivanja je usporediti djelovanje HPLC metode i Raman spektroskopije za
detekciju histamina, geosmina i 2-metilizoborneola kao spojeva koji znacajno utje¢u na
kvalitetu i zdravstvenu ispravnost proizvoda od ribe. Takoder ovo istrazivanje temeljeno je na
istrazivanju koje su proveli Janci i sur. (2017), a opisano je u radu ,, Moguénost primjene

Raman spektroskopije pri kontroli kvalitete ribe®.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. HISTAMIN

Histamin (B-imidazol-etilamin) je jedan od naj¢e$¢e promatranih biogenih amina jer
je najces¢i uzrocnik trovanja povezanih s konzumacijom ribe i proizvoda ribarstva koje je
posljedica neadekvatnog rukovanja odnosno skladiStenja ribe (Slika 1). Histaminsko trovanje
naziva se jos 1 ,,skombroidno trovanje* jer je se trovanje histaminom najvise vezalo za ribe iz
porodice Scombridae gdje spadaju tuna i skusa. S vremenom, kako su se provodila daljnja
istrazivanja pokazalo se da se trovanje histaminom javlja i kod drugih riba kao $to su srdele
(Sardina pilchardus), haringe (Clupea spp.), lampuge (Coryphaena spp.), in¢uni (Engraulis
spp.), gofovi (Seriola spp.), igluni (Xiphias gladius), te kod nekih vrsta lososa koji su bogati
velikom koli¢inom slobodnog histidina (Hungerford, 2010).

CH-CHsNH,

H

Slika 1. Kemijska struktura histamina (Flamini, 2008)

2.1.1. Sinteza i metabolizam histamina

Histamin u tkivu ribe nastaje iz slobodne aminokiseline histidina uz pomo¢
bakterijskog enzima histidin — dekarboksilaze i predstavlja jedan od najvaznijih enzima u
metabolizmu proteina (Slika 2). lako je optimalna temperatura za nastanak histamina 20 — 25
°C, brojna istrazivanja su pokazala da se koncentracija histamina moze povecati i na
temperaturu od +4°C kroz period skladiStenja od 3 — 7 dana (Kanki i sur., 2004; Emborg i

Dalgaard, 2006). Nastanak histamina mogu¢ je 1 kod smrzavanja, odmrzavanja te kod



termicke obrade ukoliko je u namjernici prisutan enzim histidin-dekarboksilaza. Histamin
takoder moze nastati i prilikom rekontaminacije proizvoda, termostabilan je te se ne moze
lako ukloniti iz namjernice uobic¢ajenim postupcima prerade. Veliki razvoj koncentracije
histamina je zabiljeZen na temperaturi od 32,2 °C pa se moze zakljuciti da ¢e histamin prije
nastati kao rezultat nepravilnog skladistenja na povisenoj temperaturi, nego dugotrajnog
skladiStenja na nizoj temperaturi (Mendes, 2009). Temperatura sterilizacije ne moze unistiti
histamin jer prema nekim autorima histamin izdrzava temeperature i do 200 °C. Zbog post-
mortalnog stvaranja histamina u ribi, stvaranje histamina bi trebalo mo¢i biti kontrolirano, no
situacija u svijetu je suprotna jer najces¢i uzro¢nik intoksikacija uslijed konzumacije ribe je

upravo histamin (Vidacek, 2013).

N N
@ U
HN NH, histidin-dekarboksilaza HN NH

Slika 2. Metabolicki put nastajanja histamina djelovanjem histidin — dekarboksilaze
(Bogdanovi¢ i sur., 2009)

2.1.2. Histaminsko trovanje

Trovanje histaminom ukljucuje Sirok spektar simptoma koji se razlikuju kako o
koli¢ini unesenog histamina, tako i o osjetljivosti organizma konzumenta, a obi¢no se javljaju
10 min do 1 h nakon konzumacije namjernica u kojima se nalazi histamin. Neki od simptoma
su: papren ili ,,metalan‘ okus, otrnuce u podrucju usta, glavobolja, drhtanje, poremecaji
sréanog ritma, snizenje krvnog tlaka, teSkoce pri gutanju, Zed, difuzno crvenilo lica, osip,
svrbez, oticanje lica i drugo. Takoder se mogu javiti i sSimptomi koji uzrokuju anksioznost,

mucninu, povraéanje, gréeve i dijareju (Lehane i Olley, 2000).

Prema Uredbi Komisije (EZ) br. 2073/2005 od 15. studenoga 2005. o
mikrobioloskim kriterijima za hranu (Sluzbeni list Europske unije, 2005), proizvodi od
ribljih vrsta koje sadrze visoke koncentracije slobodnog histidina za 9 uzoraka po Sarzi

moraju udovoljavati sljede¢im uvjetima:



e Ustanovljena srednja vrijednost sadrzaja histamina < 100 mg kg-1
e Maksimalno 2 uzorka smiju imati vrijednost sadrzaja histamina izmedu 100 i 200
mg kg-1
e Niti jedan uzorak ne smije imati ustanovljenu vrijednost > 200 mg kg-1
Budu¢i da histamin kod veéine slu¢ajeva nastaje kao rezultat mikrobioloske aktivnosti,
prevencija njegovog nastanka postize se postovanjem dobre proizvodacke prakse,
implementacijom odgovaraju¢eg HACCAP plana te stroge i ucestale kontrole sirovine i

proizvoda.

Najveca koli¢ina histamina nastaje kod sitne plave ribe koja se ne moze dovoljno
brzo polediti i rashladiti na ribarskom brodu na temperaturi okolisa koja ljeti doseze i do 30
°C, a koja predstavlja idealnu temperaturu za nastanak histamina. Zbog toga je veoma bitan
plan uzorkovanja zbog nehomogene rasporedenosti histamina u Sarzi, ulovu ribe, a ni u
samom tkivu ribe. Naime, nastanak histamina prvo zapocinje i najbrze se odvija na Skrgama 1
u probavnom traktu jer se na tim mjestima nalazi najveci broj mikroorganizama (Slika 3).
Pravilno uzorkovanje je veoma bitno i zbog reprezentativnosti rezultata za cijelu SarZu jer se
moze dogoditi da npr. konzerve tune proizvedene od iste ribe sadrze proizvode koji su
zdravstveno ispravni zajedno sa onima koji sadrze visoke koli¢ine histamina.
Siroka rasprostranjenost histaminskog trovanja diljem svijeta vierojatno je posljedica
neuskladenosti zakonske regulative na svjetskom nivou te relativno sloZenim metodama

kontrole sadrzaja histamina u proizvodima ribarstva.

Slika 3. Rasporedenost histamina u tijelu ribe (Frank i sur., 1981)



2.1.3. Metode za analizu histamina

Najcesce koristena metoda kontrole prilikom prijema ribe na preradu je senzorska ocjena
svjezine ribe gdje se ocjenjuju izgled koze, ociju, Skrga, miris, tvrdoca i tekstura mesa i na
osnovu toga se riba svrstava u odredenu kategoriju kvalitete. Najveci nedostatak ove metode
je nepouzdanost jer se u odredenim slucajevima, npr. kod izlaganja ribe visokim
temperaturama histamin moze razviti u vrlo kratkom vremenskom periodu odnosno moze se

razviti prije nego senzorski parametri poput mirisa i izgleda mogu detektirati kvarenje ribe.

Postoji jos jedna metoda koja se ¢esto primjenjuje u industriji ribe, a to je kontrola
temperatura i vremena od ulova do prijema ribe na preradu gdje se pregledom termografskih
lista i evidencije ulova mnoze vrijednost temperatura i vremena koje je riba provela na
odredenoj temperaturi. Smatra se da je riba prikladna za preradu ukoliko je t X T vrijednost <
150 h°C. nedostatak ove metode je to $to daje grube orijentacijske vrijednosti te se zbog toga

ne koristi kao precizan pokazatelj koli¢ine histamina u ribi.

Zbog trovanja histaminom , koje predstavlja veliki problem u svijetu tijekom dugog niza
godina razvijen je izuzetno veliki broj laboratorijskih analitickih metoda za analizu histamina
koje se uglavnom temelje na kromatografskim postupcima. NajéeSée primjenjivana metoda za
analizu histamina je kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC). Kod te metode histamin se
ekstrahira iz tkiva ribe pogodnim otapalom nakon ¢ega je potrebno provesti derivatizaciju.
Derivatizacija je reakcija sa reagensom pri ¢emu nastaje kompleks koji ima izraZenu
apsorpciju svjetlosti (u UV dijelu spektra) koji se nakon separacije na kromatografskoj koloni
moze detektirati pomoc¢u DAD ili UV detektora. Metoda koju su razvili Malle i sur. (1996)
takoder pripada ovoj skupini metoda, a uredba EZ 2073/2005 ju navodi kao referentnu
metodu za odredivanje udjela histamina u proizvodima ribarstva. Ostale skupine
laboratorijskih metoda su ionska kromatografija, kapilarna elektroforeza, fluorometrijska
metoda, plinska kromatografija s masenom spektroskopijom (GC-MS) te tekucinska
kromatografija s masenom spektroskopijeom (LC-MS).



Neke od prednosti laboratorijskih metoda su robusnost, ponovljivost, preciznost i to¢nost,
ali najveci nedostatak je njihova ograni¢enost na analiti¢ke laboratorije u znanstvene ili
regulatorne svrhe. Takoder znacajan nedostatak tih metoda je taj $to je za njihovu provedbu
potrebna izrazito skupa laboratorijska oprema, instrumenti koji zahtijevaju skupo odrzavanje,
osoblje koje mora biti specificno educirano za rad na takvoj opremi, slozen i dugotrajan
postupak pripreme uzoraka te nemoguénost analize dovoljnog broja uzoraka u realnom
vremenu kako bi se dobio reprezentativan rezultat za cijelu Sarzu ribe. Svi navedeni nedostaci

predstavljaju veliku prepreku kod njihove primjene u industrijskim kontrolnim laboratorijima.

Da bi se olaksSala kontrola sadrzaja histamina u industriji bilo je potrebno razviti nekoliko
brzih metoda za odredivanje histamina. Te metode su uglavnom bazirane na razli¢itim
enzimatskim metodama (ELIZA). Opremu za provodenje ovih metoda moguce je nabaviti na
trzistu u obliku razli¢itih kvalitativnih i kvantitativnih kitova koji sadrZe sve potrebne
reagense. Takoder se tu jo$ nalazi 1 spektrofotometar kojim se po zavrsetku reakcije moze
ocitati intezitet boje na osnovu ¢ega se dobiva podatak o koli¢ini histamina u uzorku. Cijene
ovakvih kitova su nize od cijene opreme potrebne za provedbu laboratorijskih metoda, no sva
oprema osim spektrofotometra je predvidena za jednokratnu upotrebu te u slucaju velikog
broja analiza troskovi mogu postati veliki problem. Glavni nedostaci navedenih metoda je
smanjena to¢nost pri odredivanju histamina u proizvodima dobivenim soljenjem i
dozrijevanjem u salamuri, razli¢iti postupci pripreme uzoraka, te neprikladnost za analize van
laboratorija. Usporedba najéesce koristenih metoda za analizu histamina prikazana je u
Tablici 1.

Tablica 1. Usporedba najcesce koristenih metoda za analizu histamina (FAO / WHO, 2013)

AOAC HPLC metode Spektrofluorometrijske ELISA Kolorimetrijske
metoda metode metode

Vrijeme

potrebnozal 1-2h 1-2h lh lh lh

test

Oprema Fluorometar HPLC Spektrofluorometar Spektrofotometar | Spektrofotometar

Prag

kvantifikacije 1-5ppm 1.5-5 ppm 1.5 ppb 2 -5 ppm 20 ppm

Raspon 1 - 150 ppm 5—-2500 ppm 1.5 ppb — 100 ppm 0 —500 ppm 0.8 — 300 ppm




Jednostavnost,

Robusnost, Analiza svih Jednostavnost .. "

. .. . . . " . . .. .. c1ena, vise testova
Prednosti ponovljivost, | biogenih amina, |Toc¢nost, preciznost, (kit), cijena, vise istovremeno
metode tocnost, tocnost, cyena testova . ’

. ) . jednostavna
preciznost preciznost 1stovremeno . ..
kalibracija

Osim navedenih metoda takoder se javlja potreba za novim i "brzim" metodama za analizu
histamina koje bi bile jednostavne za primjenu i koje bi omogucile bolju kontrolu velikog

broja uzoraka u kratkom vremenu uz prihvatljive troskove.

2.2 TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE DJELOTVORNOSTI ( HPLC)

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti predstavlja jednu od najucinkovitijih
metoda u analitickoj kemiji s kojom se separiraju, identificiraju i kvantificiraju spojevi
prisutni u tragovima (ppt) u bilo kojem uzorku koji se moze otopiti u teku¢ini. Siroku
primjenu je nasla u farmaceutici, forenzici, analizi hrane, kozmetike, nutraceutika te
industrijskih kemikalija. Zbog svoje jednostavnosti rukovanja spada pod najcesce

primjenjivane metode za analizu histamina.

HPLC metoda se sastoji od mobilne faze koja djeluje kao nosac za tekuci uzorak.
Injektirani uzorak prolazi kroz stacionarnu fazu uz povisenti tlak koji sluzi za dodatno
povecanje efikasnosti odvajanja. Proces odvajanja zapocinje unoSenjem uzorka u tok mobilne
faze te dolazi do razdvajanja smjese na komponente koji se zadrZzavaju u koloni i na temelju
vremena zadrzavanja odnosno vremena potrebnog da pojedina komponenta prode kroz
kolonu, identificira se pojedina komponenta. Vrijeme zadrZavanja (retention time, Rt) ovisi o

prirodi komponente koja se analizira, stacionarnoj fazi i sastavu mobilne faze.

2.2.1. Uredaji za tekucinsku kromafografiju visoke djelotvornosti



Osnovni dijelovi HPLC sustava su spremnik mobilne faze (otapala), crpka, sustav za

unoSenje uzorka, kolona, detektor i racunalo.

Osim spremnika mobilne faze u HPLC sustavu se moZe nalaziti i sustav za otplinjavanje
u kojem se otopljeni plinovi uklanjaju iz otapala, noSeni inertnim plinom. Otopljeni plinovi iz
otapala se uklanjaju iz razloga $to mogu prouzroditi Sirenje zone eluiranih sastojaka i time
mogu ometati rad detektora. Razdvajanje supstanci provodi se izokratnom ili gradijentnom
eluacijom. Razlika izmedu ova dva nacina razdvajanja supstanci je ta da se u vecini slucajeva
gradijentnom eluacijom pri kojoj se za razliku od izokratne gdje se koristi samo jedno otapalo,
koriste dva ili vi$e otapala razli¢ite polarnosti §to pridonosi mijenjanju odnosa njihove

zapremnine na to¢no utvrden nacin.

Za stvaranje 1 mjerenje specifi¢ne brzine protoka u HPLC sustavu koristi se pumpa.
Najcesce koristene pumpe su reciprocne pumpe koje se sastoje od cilindri¢ne komore koja se

puni i prazni pomicanjem klipa, ¢ime se stvara pulsirajuci protok.

2.2.2. Nacin rada HPLC sustava

Uzorak se u kolonu unosi protokom mobilne faze preko sustava za unoSenje uzorka
kojeg obicno €ini plinski ventil s viSe izmjenjivih petlji. Kolone se najcesce izraduju od
celicnih ili staklenih cijevi koje su punjene zrncima odnosno silikagelom promjera 3-10 pm.
Osim silikagela mogu se koristit 1 glinica, porozni polimeri 1 ionski izmjenjivaci. Dimenzije

HPLC kolona su izmedu 20 mm i 500 mm duljine te 1 — 100 mm unutarnjeg promjera.

Detektorski sustav u HPLC-u nije univerzalan te ovisno o prirodi uzorka i svojstvima
analiziranog spoja koriste se UV, fluorescentni ili ELSD detektor. Do detektorskog sustava
dolazi nakon $to uzorak nosen mobilnom fazom prode kroz kolonu. Detektor je spojen s
racunalom koji prima elektri¢ni signal i1 biljeZi ga u obliku kromatograma (Skoog 1 sur.,
1999). Na slici 4. shematski je prikazana grada HPLC uredaja, s njegovim glavnim

dijelovima.
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Slika 4. Shematski prikaz HPLC uredaja (Luterotti, 2009)

Kromatogram je zapisak koncentracijskog ili masenog profila sastojaka uzorka
(KastelanMacan, 2003). Odaziv detektora je ovisan o koncentraciji sastojaka u uzorku i biljezi
se kao funkcija vremena zadrzavanja. Na osnovu toga se na kromatogramu dobivaju pikovi
razlicite povrSine odnosno visine i polozaja na vremenskoj osi i predstavljaju odaziv detektora
za drugaciji spoj. PoloZaj pika na vremenskoj osi sluZi za identifikaciju sastojka dok se

pomocu visine dobiva kvantitativna procjena sastojaka u uzorku (Skoog i sur., 1999)

2.3.RAMANOVA SPEKTORKOPIJA

Ramanova spektroskopija je vibracijska spektroskopska tehnika koja se zasniva na
neelasticnom rasprsenju elektromagnetskog zracenje uslijed interakcije s vibracijskim

modovima molekule (Long, 2002; Ferraro, 2003).

Elasti¢no rasprsenje u kojem ne dolazi do promjene energije tj. valne duljine pobudnog i
rasprSenog zraCenja naziva se Rayleighovo rasprsSenje, dok se kod Ramanovog rasprSivanja
podrazumijeva neelasti¢no rasprsenje pri kojemu se valna duljina rasprsenog zracenje
razlikuje od valne duljine pobudnog zracenja. Kod Ramanovog rasprSenja, emitirani foton
moze imati ili vecu ili manju valnu duljinu od pobudnog fotona i ukoliko je pocetni

vibracijski nivo molekule u osnovnom elektronskom stanju nizi od vibracijskog nivoa u koji
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se molekula vra¢a nakon emisije fotona, emitirani foton ¢e biti ve¢e valne duljine od
pobudnog fotona. Taj efekt se naziva Stokesovo rasprsenje. Za razliku od Stokesovog
rasprSenja, postoji i Anti — Stokesovo rasprsenje koje se temelji na pobudi molekule iz viseg
vibracijskog nivoa nakon ¢ega molekulu opet vra¢a u nizi vibracijski nivo osnovnog
elektronskog stanja. Prilikom toga emitirani foton ima manju valnu duljinu od pobudnog

fotona (Janci, 2016). Svi oblici rasprSenja shematski su prikazana na slici 5.

A
E Z :3 . Prvo elektronsko
vi=0 pobudeno stanje
hvy - hvg hvy hvy + hvg
hv, hvy hv,
v=2 1 Osnovno
. ' elektronsko stanje

Stokes Rayleigh anti-Stokes

Slika 5. Shematski prikaz razli¢itih tipova rasprsenja svjetlosti na molekuli pobudenoj

fotonom (Vandenabeele, 2013)

Prema Boltzmanovoj raspodjeli ve¢ina molekula na sobnoj temperaturi se nalazi u u
osnovnom elektronskom stanju, dok se veoma mali broj molekula nalazi u viSem nivou
osnovnog elektronskog stanja. Na osnovu toga se moze zakljuciti da je pri sobnoj
temperaturi Ramanov proces temeljen na Stokesovom rasprsenju vjerojatniji od anti —
Stokesovog rasprSenja. No, vazno je naglasiti da je pojava Ramanovog rasprSenja veoma
slabog inteziteta i da je Ramanovo rasprSenje manje vjerojatno od Rayleighovog
rasprSenja. Razlog tomu je §to je kod Ramanovog rasprSenja tek jedan od 107 rasprSenih
fotona Stokes rasprSen, dok je kod Rayleighovog rasprSenja jedan od 104 fotona rasprSen
(Singh, 2002). Intezitet anti — Stokesovog rasprsenja je jos i manji. Stokesovo i anti —
Stokesovo rasprSenje imaju jednak pomak u valnim duljinama ali razlika je u tome §to su
ti pomaci usmjereni na suprotne strane za razliku od Rayleighovog rasprsenja, odnosno

spektri molekula Stokesovog i anti — Stokesovog rasprSenja su simetri¢ni u odnosnu na
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valnu duljinu pobudnog zracenja. Zbog toga se u Ramanovoj spektroskopiji obi¢no

prikazuje samo Stokesova polovica spektra.

2.3.1. Aktivni vibracijski modovi u Ramanovoj spektroskopiji

Prikaz pomaka u valnoj duljini rasprSenog zracenja u odnosu na njegov intenzitet naziva se
Ramanov spektar. Svaki vibracijski mod molekule daje karakteristican pomak frekvencije, a
stvaran broj Ramanovih pomaka u neelasticnom procesu rasprSenja veci je od broja osnovnih
vibracijskih modova uslijed viSestrukih pobudenja drugog reda i kombinacijskih modova. To
rezultira jedinstvenim vibracijskim spektrom (tzv. otiskom prsta, eng. fingerprint) odredene
molekule. Svaki vibracijski mod molekule daje karakteristiCan pomak frekvencije, a broj
modova molekule sa N atoma definiran je izrazom n = 3N — 6 za nelinearne molekule te n =
3N -5 za linearne molekule. Da bi odredeni vibracijski mod molekule bio Raman aktivan,
mora do¢i do promjene polarizabilnosti molekule. Komplementarna tehnika Ramanovoj
spektroskopiji je infracrvena spektroskopija (IR). Kod molekula sa centrom simetrije vibracija
dolazi do medusobnog iskljuéenja te vibracije koje su Raman aktivne nisu IR aktivne i
obratno. Slabije Ramanovo rasprsenje javlja se kod vibracije polarnih veza (N-O, C-O, O-H)
jer se promjenom njezine duljine tijekom vibracije ne povec¢ava znacajno esekt promjene
polarizacije. Razlog tomu je Sto takve veze same po sebi imaju jaku polarizaciju. RasprSenje
je jace $to je veza manje polarna jer tijekom vibracije doZivljava vecu promjenu

polarizabilnosti (Janc¢i,2016).

Ramanov spektar se ina¢e koristi za identifikaciju, no u odredenim slu¢ajevima moze se
koristit i za kvantifikaciju pojedinog analita ali kod primjene Ramanove spektroskopije mora
se koristiti relativno visoka koncentracija analita u uzorku, pogotovo prilikom analize proteina
ili nukleinskih kiselina (Peticolas, 1995).

Ramanova spektroskopija postala je veoma vazna metoda s primjenom u mnogim podrucjima,
a u odnosu na druge metode, istice se jednostavnosc¢u pripreme uzoraka te mogucnosti in Situ
analize. Za povecanje inteziteta signala, odnosno osjetljivosti Ramanove spektroskopije
koriste se rezonantna Ramanova spektroskopija (RRS) te spektroskopija povrsinski pojacanog

Ramanovog rasprsenja (SERS) (Mathies, 1995).
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2.3.2. Spektroskopija povrSinski pojacanog Ramanovog rasprSenja (SERS)

Povrsinski pojacano Ramanovo rasprsenje (eng. Surface-Enhanced Raman Scattering,
SERS) je metoda kod koje dolazi do povecanja presjeka Ramanovog rasprienja na
molekulama adsorbiranima na ili u neposrednoj blizini metalnih nanostruktura (SERS

supstrati), §to ima za posljedicu pojacanje Ramanovog signala (Slika 6).

Slika 6. Shematski prikaz SERS efekta na primjeru molekule piridina adsorbirane na srebro
(McQuillan, 2009)

Povrsinski pojac¢ano Ramanovo rasprSenje prvi put je primjenjeno 1974. godine na
molekuku piridina adosrbiranu na srebrenu elektrodu i tada je primjecen i neobi¢no visoki
intezitet Ramanovog spektra (Fleischmann i sur., 1974, McQuillan, 2009). Istrazivanja su se
primjenila i na druge metale poput zlata, platine, aluminija i alkalijske metale. Tijekom
godina SERS tehnika se intenzivno razvijala zahvaljujuéi osjetljivosti koja pruza moguénost
detekcije analita u vrlo niskim koncentracijama, njena primjena u brojnim granama prirodnih i
tehnickih znanosti, te eliminacija fluorescencije uslijed prijenosa energije s molekule na metal
(Etchegoin i Le Ru, 2010).

Do pojacanja Ramanovog signala dolazi zbog povecanja presjeka Ramanovog
rasprSenja na molekulama koje su adsorbirane ili se nalaze u neposrednoj blizini metalnih
nanostruktura odnosno SERS supstrata (Fleischmann i sur., 1974; Jeanmaire i Van Duyne,
1977) (Slika 6). Sam mehanizam pojacanja Ramanovog rasprSenja jo$ uvijek nije u potpunosti
razjasnjen ali je prihvaceno objasnjenje da je pojacanje posljedica elektromagnetskog

mehanizma pojacanja kod kojeg je molekula u blizini metalne povrSine pod utjecajem znatno
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snaznijeg elektri¢nog polja te kemijskog mehanizma temeljenog na promjeni polarizabilnosti

zbog interakcije molekule i metalne povrSine (Yuen i sur., 2008).

Moguce je proizvesti i funkcionalizirane SERS supstrate zahvaljujuci tome Sto
elektromagnetski mehanizam ne zahtijeva direktnu vezu analita i metalne povrsine kako bi se
opazio SERS signal, ali zahtijeva smjestanje molekule u neposrednu blizinu povrSine metala.
Funkcionalizirani SERS supstrati na svojoj povrsini imaju vezane receptore i njihova funkcija
je specifi¢no vezanje molekula analita i smjeStanje u neposrednu blizinu SERS supstrata

(Dick i sur., 2000).

2.3.3. SERS supstrati

Razvojem SERS spektroskopije razvijale su se u razlicte tehnike pripreme pogodnih
metalnih SERS supstrata. SERS supstrat je bilo koja metalna nanostruktura koja omogucéava
povrsinsko pojacanje Ramanovog rasprSenja, a od vremena otkri¢a SERS efekta do danas
ravijen je veliki broj razlicitih supstrata koji se dijele na:

e Metalne nanocestice u suspenziji (npr. koloidne otopine)

e Metalne elektrode

e Planarne metalne nanostrukture na krutoj podlozi

Najcesce koristeni 1 najbolje istraZzeni SERS supstrati su suspenzije metalnih
nanocestica zbog jednostavnosti svoje pripreme, relativno niskih troSkova pripreme,
jednostavnosti opreme te dobrog pojacanja i stabilnosti. Njihov najveci nedostatak je Sto nisu
visoko sofisticirani. Navedene suspenzije nastaju redukcijom metalnih soli u otopini uz
dodatak redukcijskog i stabilizacijskog sredstva gdje ovisno o uvjetima i metodi pripreme

nastaju metalne nanocestice razli¢itog oblika i dimenzija.

Ukoliko se tijekom snimanja SERS spektra koristi nestabilna koloidna suspenzija do¢i
¢e do slabe ponovljivosti uslijed rezultata koji se mijenjaju tijekom vremena zbog agregacije i
sedimentacije SERS supstrata. Zbog toga se neposredno prije SERS analize provodi
agregacija koloida koja zahtijeva paZljivo optimiziranje uvjeta i kontrolu samog procesa da bi

se izbjegli pogresni rezultati i potpuna precipitacija koloida (Le Ru i Etchegoin, 2009).
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2.3.4. Obrada i analiza SERS spektra

Unatoc tome $to SERS spektar sadrzi veliku koli¢inu informacija o uzorku i ciljanom
analitu, njegova interpretacija i upotreba moze biti vrlo slozena. To posebno vrijedi za
kvantitativne analize jer SERS spektar osim signala analita sadrZi i brojne interferencije koje
potjecu od fluorescencije, drugih komponenti prisutnih u uzorku te kozmickih interferencija
koje nastaju od Cestica visoke energije koje registrira detektor Suma i pozadinskog signala
samog detektora (slika 7.). Takoder postoje i drugi parametri koje nije moguce kontrolirati
tijekom eksperimenta kao Sto su pomicanje optickih elemenata instrumenta uslijed vibracija,
oscilacije lasera i dr. Zbog svega navedenog sve navedene faktore je potrebno eliminirati

predobradom spektra kako bi se dobili zadovoljavajuéi rezultati.

S SERS spektar

Pozadinski signal -
fluorescencija i detektor

Intenzitet

Kozmicke
+ interferencije
+ Sum detektora

SERS signal

>

Valni broj

Slika 7. Komponente SERS spektra (Bocklitz i sur., 2011)

2.3.4.1. Korekcija pozadinskog signala i Suma

Da bi se postigao Sto bolji omjer signala i Suma, spektar je potrebno izgladiti
primjenom tzv. digitalnih filtera ili prozorske funkcije (eng. window functions). Prvi korak tog
procesa je definiranje funkcije koja ovisno o namjeni moze biti srednja vrijednost, prilagodba
polinoma, derivacija itd., te definiranje broja to¢aka koje funkcija obraduje u jednom koraku
tj. definiranje veli¢ine prozora. Pokretanjem algoritma, funkcija na temelju vrijednosti

izraCunava novu vrijednost unutar prozora te ju pripisuje centralnoj tocki prozora izgladenog
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spektra iz ¢ega proizlazi da §to je prozor veci, to je spektar izgladeniji. U slucaju pretjeranog
izgladivanja spektra moze do¢i do gubitka vrpci niskog inteziteta te proSirivanja ili pomaka

SERS vrpci u spektru (Vandenabeele, 2013).

2.3.4.2. Normalizcija spektra

Postupak kojim se eliminiraju oscilacije apsolutnog intenziteta SERS spektra naziva se
normalizacija spektra. Metoda normalizacije spektra uklju¢uju normalizaciju prema
minimalnoj i maksimalnoj vrijednosti gdje se pri maksimalnoj vrijednosti intenziteta
pridodaje vrijednost 1. a pri minimalnoj vrijednosti se pridodaje 0. Takoder se jos ukljucuje i
normalizacija dijeljenjem intenziteta u svakoj tocki spektra sa sumom intenziteta svih tocaka
u spektru i ostale. Najbolja metoda kod kvantitativnih analiza je normalizacija cijelog

spektra na osnovu intenziteta vrpci internog standarda (Bocklitz i sur., 2011).

2.3.5. Primjena Ramanove i SERS spektroskopije u analizi namirnica

Do popularizacije, te intezivnog istrazivanja Ramanove i SERS spektroskopije doslo je zbog
njihove potencijalne brze, neinvazivne i osjetljive analize namjernica te zbog mogucénosti brze
analize namjernica uz minimalnu pripremu uzoraka. Svemu tome je pridonio i razvoj
tehnologije mjernih uredaja Sto je dovelo do razlicitih izvedbi prijenosnih Ramanovih
spektrometara koji se istiCu cijenom, prijenosnos¢u, mogucénoscu brze analize na licu mjesta i
implementacije u proizvodne linije, te ,,in line* analize velikog broja uzoraka u kratkom
vremenu. Najveci problem kod SERS analize u proizvodne linije predstavlja sloZenost
implementacije, no budu¢i da se radi na razvoju razli¢itth SERS sondi i senzora baziranih na

suvremenim tehnologijama, u budué¢nosti bi moglo do¢i do njezine Sire primjene.

Upravo zbog navedenih nedostataka, istrazivanja Ramanove spektroskopije usmjerena su na
analize makrokomponenata hrane kao $to su proteini (Herrero, 2008), ugljikohidrati
(Chylinska i sur., 2014) i masti (Muik i sur., 2005) te promjene na njima s ciljem predvidanja
senzorskih 1 tehnoloSkih karakteristika poput teksture (Beattie i sur., 2004), sposobnosti
vezanja vode (Pedersen i sur., 2003), te dokazivanja porijekla i patvorenja hrane (Nedeljkovic¢
i sur., 2016; Zou i sur., 2009; Ellis i sur., 2005). Zbog efekta rezonantnog pojacanja
Ramanovog rasprSenja, omogucuje se primjena Raman spektroskopije za analizu tvari koje

imaju izrazenu apsorpciju svjetlosti u vidljivom dijelu spektra, npr. astaksantin u mesu lososa
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(Wold i sur., 2004), likopen i B-karoten u raj¢icama (Baranska i sur., 2006) i razli¢iti drugi
fenolni pigmenti (Schulz i Baranska, 2007).

U posljednjih dvadeset godina SERS spektoskopija se pocela primjenjivati za mnogo Siru
primjenu u analitici namirnica, a to je posljedica njezine izrazito visoke osjetljivosti i
moguénosti detekcije izrazito niskih koncentracija analita. Siroku primjenu dozivila je u
detekciji razli¢itih kontaminanata poput ftalata iz ambalaznih materijala (Peng i sur., 2013),
ostataka veterinarskih lijekova (Zhang i sur., 2012; He i sur., 2010), pesticida (Liu i sur.,
2013; Shende i sur., 2010), aditiva (Xie i sur., 2012), mikotoksina (Ko i sur., 2015) i razli¢itih
nedozvoljenih tvari (Betz i sur., 2012; Gao i sur., 2015b). Unato¢ brojnim prednostima koje
nudi Raman spektroskopija, postoje i brojni izazovi poput optimizacije parametara pripreme
uzoraka 1 samog mjerenja, koriStenja SERS supstrata prilagodenih ciljanom analitu koji
osiguravaju visoku osjetljivost i ponovljivost mjerenja te smanjenje interferencija drugih
komponenti uzoraka koje je potrebno rijesiti kako bi se mogla uspje$no primijeniti u analitici

namirinica.

Kontrola kvalitete i zdravstvene ispravnosti namirnica mogla bi se znac¢ajno olaksati
uspjeSnim razvojem primjenjivih SERS metoda buduci da su tradicionalne metode analize
navedenih analita zbog svoje dugotrajnosti, slozenosti i upotrebe najsuvremenijih i izrazito
skupih analitickih instrumenata. Zbog navedenih razloga, tradicionalne metode analize nisu

bas$ primjenjive u industrijskim kontrolnim laboratorijima.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorci ribe

Uzorci svjeze srdele (Sardina pilchardus) kupljeni su na ribarnici te su u poledenom stanju
prevezeni u laboratorij. Da bi se uklonile koza i kosti riba se najprije morala eviscerirati i
filetirati, a izdvojeno misi¢no tkivo je usitnjeno i homogenizirano ru¢nim sjekacem
(mikserom). Usitnjeni i homogenizirani fileti podijeljeni su u 5 uzoraka, te je prvi uzorak
smrznut neposredno nakon usitnjavanja, dok su ostali smrzavani nakon 8, 16, 24 i 32 sata
Cuvanja na sobnoj temperaturi. Na taj nacin se zeljelo posti¢i prirodno formiranje histamina.
Nakon isteka odredenog vremena skladiStenja na sobnoj temperaturi, uzorci su stavljeni na
smrzavanja na -18 °C, te su kao takvi koristeni za pripremu ekstrakta za daljnje analize. .
Pripremljeni uzorci analizirani su tekué¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti

(HPLC) te SERS metodom.

3.1.2. Kemikalije

e otopina dansil-klorida (98 %): otopi se 50 mg dansil-klorida u 10 ml acetona, koristi se
svjeza otopina, Acros organics, New Jersey, USA

e stock otopina histamina: otopi se 82 mg histamin-dihidroklorida u 100 ml vode (82,8
mg histamin-dihidroklorida je ekvivalent 50 mg histamina), Sigma chemical Co.,Saint
Louise, SAD

e interni standardi: otopi se 50 mg imidazola (99 %) i 1,7-diaminoheptana u 10 ml
vode, Acros organics, New Jersey, USA

e otopina L-prolina (99 %): otopi se 1 g L-prolina u 10 ml vode, Acros organics, New
Jersey, USA

o perkloratna kiselina (0,4 mol/L): pipetira se 17,2 ml 70% HCIO4 (ili 19,5 ml 65%
HCIO,) u odmjernu tikvicu od 500 ml i dopuni vodom do oznake, Carlo Erba
reagents, Francuska

e zasi¢ena otopina Na,COs3: otopi se ccal6 g Na,CO3 u 50 ml vode, Gram- mol,
Hrvatska

e toluen
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e NaOH (5 M), J. T. Baker, Nizozemska
e NaCl, Kemika, Hrvatska

e butan-1-ol, Kemika, Hrvatska

e srebrov nitrat, Kemika, Hrvatska

e trinatrijev citrat dihidrat, Kemika, 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.

3.1.3. Laboratorijska oprema
Laboratorijsko posude:
e plasti¢ne kivete, Hrvatska
e propipetor, Brand, Njemacka
e mikropipetori od 100 — 1000 pl, Brand, Njemacka
e staklene bocice (vial) za HPLC - 20 ml, Agilent, Njemacka
e odmjerna tikvica 50 mL, Hrvatska
e plastine viale
e laboratorijske ¢asice — 10 ml i 50 ml, Hrvatska
e staklena pipeta 20 mL, Hrvatska
o filter papir, Whatman nr.4
e sustav za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (eng. High Pressure
Liquid Chromatography, HPLC) Agilent 1100 Series LC (Agilent Technolgies
Inc., Waldbronn, Germany)
e analiticka vaga Kern, Njemacka

e homogenizator Ultra turax T-18, IKA-Labortechnik, Njemacka
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3.2. PLAN ISTRAZIVANJA

Usporedba SERS metode s referentnom metodom

Priprema uzoraka ribe

Yy

Odredivanje sadrzaja histamina
HPLC metodom

Y

Odredivanja sadrzaja histamina
SERS metodom

Obrada 1 usporedba rezultata

F

Slika 8. Plan istrazivanja — Usporedba SERS metode s referentnom metodom
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3.3. METODE RADA

3.3.1. Odredivanje sadrZaja histamina teku¢inskom kromatografijom visoke

djelotvornosti (HPLC)

Odredivanje sadrZaja histamina u uzorcima ribe provedeno je referentnom metodom prema
Malle i sur. (1996).

3.3.1.1. Priprema otopine standarda

Histamin-dihidroklorid otopljen je u vodi, u odmjernoj tikvici od 100 mL. Dobivena
stock otopina je razrjedena da bi se dobile otopine s koncentracijama histamina 0, 10, 50, 100,
200, 400, 600 i 1000 mg/kg uzorka. U svaki uzorak je dodan interni standard, a dobiveni

rezultati su koriSteni za izradu bazdarne krivulje.
3.3.1.2. Priprema uzoraka

U kivetu je odvagano 2,5 g uzorka, nakon toga je dodano 500 pL otopine internog
standarda odnosno imidazola (5 mg mL™) nakon &ega se uzorak homogenizirano s 20 mL
HCIO, (0,4 mol L) na laboratorijskom homogenizatoru (2 minute, max. brzina).
Homogenizirani uzorak preliven je zatim u odmjernu tikvicu od 50 mL, dopunjen do oznake s
HCIO, i promijesan. Nakon mijeSanja uzorak je vracen nazad u kivetu te centrifugiran na
3500 x g kroz 3 minute. U mikrokivetu je zatim otpipetirano 100 puL supernatanta volumena
1,5 mL, te je dodano 200 uL zasi¢ene otopine Na,CO31 500 uL otopine dansil-klorida (50 mg
u 10 mL acetona). Uzorci su se prvo morali promijesat te su nakon 30 s mijesanja na
laboratorijskoj mijeSalici uzorci su ostavljeni u mraku preko no¢i.

Idu¢i dan u mikrokivetu je dodano 100 pL otopine L-prolina (1 g u 10 mL vode) te su
uzorci nakon toga dobro promije$ani na mijeSalici i ostavljeni da stoje 30 minuta u mraku.
Nakon mijeSanja i odlezavanja u mraku u uzorak je dodano 500 pL toluena, promije$ano na
laboratorijskoj mijesalici i mikrokiveta je ostavljena da se odvoje slojevi. Nakon nekoliko

minuta nakon §to su se slojevi izdvojili, iz gornjeg sloja odpipetirano je 200 pL u vialu i
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upareno u struji dusika do suhog. Suhi uzorak je zatim otopljen u 200 pL acetonitrila,
promijesan da se u potpunosti otopi te je 20 pL uzorka injektirano i podvrgnuto
kromatografskoj analizi.

Provjera bazdarnog dijagrama provedena je pomocu otopina B1, B2, B3 i slijepe probe.
Pripremljene otopine tretirane su na isti nacin kao i uzorci — 100 ul otopine, 200 ul Na,COs i

500 pl dansil-klorida promijeSano je na vortexu i ostavljeno u mraku preko nod¢i.

Otopina B1: 200 pl stock otopine histamina i 1 ml otopine internog standarda pipetirano je u
odmjernu tikvicu od 100 ml i dopunjeno vodom do oznake.

Otopina B2: 2 ml stock otopine histamina i 1 ml otopine internog standarda pipetirano je u
odmjernu tikvicu od 100 ml i dopunjeno vodom do oznake.

Otopina B3: 2 ml stock otopine histamina i 500 ul otopine internog standarda pipetirano je u
odmjernu tikvicu od 50 ml i dopunjeno vodom do oznake.

Slijepa proba: 50 pl otopine internog standarda pipetirano je i dopunjuno do 5 ml sa HC1O4
Prilikom analize uzoraka pripremljen je joS jedan uzorak viSe i u njega je dodano 2 ml stock
otopine histamina te je nakon analize izra¢unat ,,recovery™ koji treba biti u granicama R% =

80 — 120%.

3.3.1.3. Kromatografska analiza

Analiza je vr$ena na teku¢inskom kromatografu Agilent 1200 series HPLC sa kolonom
Zorbax ODS (C18), 5 um, 250 x 4,6 mm I.D. (Merck, Njemacka) s§to je prikazano na slici 8.
Temperatura kolone bila je 25 °C uz protok mobilne faze od 1 mL min-1. Kao mobilne faza A
korisStena je mjeSavina voda:acetonitril 40:60 (v:v), a mobilna faza B ¢isti acetonitril. Program
gradijentnog eluiranja prikazan je u tablici 2., a histamin je detektiran pomoc¢u DAD detektora

pri valnoj duljini 254 nm.
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Slika 9. Tekucinski kromatograf Agilent 1200 series HPLC, Laboratorij za tehnologiju mesa i

ribe Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta

Tablica 2. Program gradijentnog eluiranja pri HPLC analizi histamina

Vrijeme (min) Mobilna faza A (%) Mobilna faza B (%)
0 100 0

6 62,5 37,5

8 62,5 37,5

13 12,5 87,5

20 12,5 87,5

20,01 100 0

30 100 0

3.3.1.4. Priprema mobilne faze

Tijekom kromatografske analize, kao mobilna faza koristila se mjesavina acetonitrila i
destilirane vode, gdje je u mobilnoj fazi A, njihov omjer bio 60:40, dok je mobilnu fazu B
¢inio Cisti acetonitril. Radi prevencije moguceg oStec¢enje kromatografske kolone i povecanja

preciznosti rezultata, otopine su prije upotrebe deaerirane u ultrazvuc¢noj kupelji 20 minuta.
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3.4. Odredivanje sadrzaja histamina Raman spektroskopijom

Odredivanje histamina Raman spektroskopijom provedeno je prema Janci i sur., 2017.
3.4.1. Priprema uzoraka

Najprije je odvagano 2,5 grama uzorka u plasti¢nu kivetu, te je dodano 20 ml 0.4 M
HCIO,4. Nakon toga uzorci su se dobro homogenizirali na Ultraturax-u 2 min na maksimalnoj
brzini te je tako pripremljena smjesa prebac¢ena u odmjernu tikvicu, dopunjena do oznake
perkloratnom kiselinom (0,4 mol L™) i vraéena nazad u plasti¢nu kivetu. Homogenizirani
uzorak je filtriran kroz Whatman 4 filter papir te je 2 mL filtrata prebaceno u staklenu
epruvetu sa ¢epom. Zatim je u epruvetu dodano 1,4 g NaCl, 0,4 mL 5M NaOH i 2 mL 1-
butanola. Epruveta je zacepljena i ekstrakt je mijeSan na laboratorijskoj tresilici (10 minuta)
pri 70 rpm. Po zavrsetku ekstrakcije 1-butanolom uzorak je ostavljen 2 min da se odvoje
slojevi, te nakon $to su se odvojili slojevi 100 pL gorenjeg sloja otpipetirano je u mikrokivetu
volumena 1,5 mL. Zatim je tretirani uzorak uparen do suhog u struji dusika pri temperaturi od
60°C. Dobiveni suhi uzorci su ponovno otopljeni u 80 ul AGC koloida, 10 pl destilirane vode
i 10 pl agregirajuéeg sredstva (0,23 mol/L NaBHy,), te su nakon mijes$anja, odnosno prije same
SERS analize (Slika 10), stajali 4 minute.

Slika 10. Horiba Jobin Yvon T64000 Ramanov spektrometar (Janci, 2016)
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4.REZULTATI | RASPRAVA

Ovo istrazivanje provedeno je s ciljem validacije metode Raman spektroskopije kod
odredivanja udjela histamina koju su razvili Jan¢i i sur, 2017. Za ovo istrazivanje koristila se
svjeza srdela, dok za istrazivanje koje su proveli Janci i sur, 2017. koristila se svjeza skusa.
Nakon provedene HPLC i SERS analize, dobiveni rezultati su obradeni u MS Excel
programu, te su konstruirani bazdarni dijagrami za HPLC 1 SERS analizu. Rezultati mjerenja

realnih uzoraka usporedeni su tako da se HPLC metoda uzela kao referentna metoda.

4.1. HPLC ANALIZA

1200
y = 346,59x
1000 R? =0,9995
o8 800
e
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é 600 Skupl
£
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E 400
=
200
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0 1 2 3 4

Pov. histamin / pov. LS

Slika 11. Ovisnost koncentracije histamina o omjeru povrsina histamina i internog standarda
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Tablica 3. Podaci za bazdarni pravac za HPLC metodu

Jednadzba pravca y = 346,5x
Nagib 346,5
Odsjecak 0

Broj mjerenja 5
Koeficijent korelacije 0,999

4.2. SERS METODA
U ovom poglavlju bit ¢e obradeni SERS spektri, kalibracijski modeli SERS analize, te ¢e se
detaljno raspraviti o dobivenim rezultatima za HPLC metodu, te kalibracijske modele

temeljene na intenzitetu karakteristi¢énih SERS vrpci histamina na 1264 cm-11 1570 cm-1.

4.2.1. SERS spektri

Da bi se izradili kalibracijski modeli, najprije je bilo potrebno obraditi SERS spektre iz
razloga Sto SERS spektri osim signala analita sadrze i brojne interferencije koje potjecu od
drugih komponenti prisutnih u uzorku, fluorescencije, Suma, pozadinskog signala detektora,
ali 1 oscilacije lasera Cija je kontrola jako zahtjevna. Upravo zbog svih navedenih nedostataka,
potrebno je provesti optimizaciju parametara za korekciju pozadinskog signala, Suma, te

normalizaciju spektra §to ¢e biti prikazano u nastavku na slikama 12a, 12b, 12c, 12d, 12e.
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Slika 12b. Korekcija pozadinskog signala - aproksimacija bazne linije
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Slika 12c. Korekcija pozadinskog signala - oduzimanje aproksimativnog signala
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Slika 12d. Korekcija Suma
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Slika 12e. Normalizacija spektra

4.2.2. Kalibracijski modeli
Nakon $to je zavrSen postupak obrade spektara, izraduju se bazdarni pravci gdje su

koncentracije histamina iznosile 0, 50, 100, 150, 200 i 300 mg/kg, dok su za izradu

kalibracijskih modela koristene srednje vrijednosti intenziteta vrpci histamina na 1264 i 1570

cm'. Kalibracijski modeli su konstruirani kako bi se najbolje opisale spektralne karakteristike

pojedinog uzorka kao funkcija koncentracije histamina. Temeljeni su na intenzitetima vrpce

na 1264 cm™i 1570 cm™ metodom linearne regresije. Uginkovitost pojedinog kalibracijskog

modela pokazuje koeficijent korelacije (R?), a najbolji model je onaj koji ima veéi koeficijent

korelacije.
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Slika 13a. Bazdarni model temeljen na intenzitetu karakteristi¢énih SERS vrpci histamina na 1264

cm-1
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Slika 13b. Bazdarni model temeljen na intenzitetu karakteristi¢énih SERS vrpci histamina na 1570
cm-1

Na slici 13a i 13b moze se vidjeti da je koeficijent korelacije veci kod kalibracijskog modela
koji je temeljen na intenzitetu vrpce na 1264 cm™ gdje je R?= 0,9869, nego kod kalibracijskog
modela temeljenog na intenzitetu vrpce na 1570 cm™ kod kojeg je R?=0,9395. Takoder se iz
bazdarnih dijagrama (Slika 13a. i 13b.) moze vidjeti da intenzitet vrpce histamina raste

povecanjem koncentracije histamina u uzorku.
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Buduc¢i da su uzorci pripremljeni na isti nacin kao i kod istrazivanja koje su proveli Janci i
sur. (2017), dobiveni rezultati su u skladu s navedenim istrazivanjem, odnosno dobiveno je da
je koeficijent korelacije veéi kod modela koji se temelji na intenzitetu vrpce na 1264 cm™, §to

je bilo 1 za ocCekivati.

4.3. Usporedba HPLC i SERS metode

Tablica 4. Rezultati HPLC i SERS analize realnih uzoraka

Uzorak Metoda BITOJ : Sr_e_dnja RSD (%) Tocnost (%)
mjerenja vrijednost
HPLC 2 23’? 26 100
SERS 35,4+
uz1 I 4 A 13,5 1410
SERS 33.3%
s 4 o 29.6 132.8
HPLC 2 33’% 2.0 100
SERS 413+
Uz 2 o 4 > 6.0 1223
SERS 53,1+
s 4 2 10,1 157.2
HPLC 2 8‘1“2& 14 100
SERS 80,2+
uz3 o 4 20 45 105.0
SERS 1042+
s 4 s 6.9 1227
HPLC 2 1802’20* 0.1 100
SERS 184 3+
Uz 4 o 4 0 44 101.3
SERS 184 1=
1570 4 141 7 1012
HPLC 2 2410’16* 05 100
uzs SERS 204 4+
1264 4 16.1 7.9 85,0
SERS 220.3%
1570 4 15.6 71 a5
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Svrha ovog istrazivanja bila je validacija metode za odredivanje histamina u srdeli, a
validacija analiticke metode ukljucuje odredivanje i optimizaciju parametara te metode s
ciljem utvrdivanja njezine prikladnosti za dobivanje Zeljenih informacija. Sami postupci
validacije se razlikuju ovisno o analitu te svaka metoda zahtjeva individualan pristup.
Preciznost se odreduje kao izraz slaganja izmedu niza mjerenja izvedenih iz istog homogenog
uzorka pod propisanim uvjetima, u ovom sluc¢aju, jedan laboratorij, istog analiticara, istu
aparaturu i kratko razdoblje pa se govori o preciznosti pod uvjetima ponovljivosti ili 0

ponovljivosti (Lazari¢, 2012).

U tablici 4. prikazana je usporedba rezultata analize uzoraka srdele primjenom kalibracijskih
modela temeljenih na intenzitetu vrpce histamina na 1264 cm™ i 1570 cm™ dobivenih
linearnom regresijom u odnosu na o¢ekivane koncentracije histamina koje su dobivene HPLC
metodom.

Da se preciznost metode povecava s povecanjem koncentracije histamina moZe se zakljuciti
na temelju rezultata kvantitativne analize primjenom kalibracijskog modela temeljenog na
intenzitetu vrpce na 1264 cm™ . Standardno odstupanje (SD) i relativno standardno odstupanje
(RSD) govore o preciznosti HPLC odnosno SERS metode. 1z tablice 3. takoder se moze

vidjeti da je standardna devijacija za sve uzorke manja kod HPLC-a nego kod SERS metode.

Relativne standardne devijacije (RSD) kod primjene kalibracijskog modela temeljenog na
intenzitetu vrpce na 1264 cm™ kreéu se u rasponu od 13,5% (25,1 mg kg™) do 7,9% (204,4
mg kg™), gdje je najmanja standardna devijacija kod uzorka 4, kod kojega RSD iznosi 4,4%
(184,3 mg kg™). Svi uzorci, osim uzorka 5, nalaze se unutar zadanih parametara razvijene
metode od 0 — 200 mg/kg i na osnovu toga se mogu uociti mali nedostaci SERS metode,
barem kad je u pitanju preciznost same metode. Razlog tomu moze biti i taj Sto tijekom same
analize moze nastati i velik broj razli¢itih produkata uz nastanak histamina zbog brojnih
kemijskih i enzimskih reakcija koje nastaju na ribljem misi¢ju tijekom post-mortalnog

razdoblja.

1z prikazanih rezultata mogu se uociti veca odstupanja kalibracijskog modela temeljenog na
intenzitetu vrpce na 1570 cm™ u odnosu na kalibracijski model temeljen na 1264 cm™. RSD
vrijednosti se kreéu od 29,6 % (9,8 mg kg™ ) do 6,9 % (104,20 mg kg™), no iz tablice 3. se

moze vidjeti da RSD vrijednost pada od uzorka 1 do uzorka 3, i da se ponovno povecava kod
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uzoraka 4 i 5. Moze se reéi da je to takoder posljedica kemijskih i enzimskih reakcija koje
nastaju na ribljem misicju tijekom post-mortalnog razdoblja kao $to je ve¢ navedeno kod
kalibracijskog modela temeljenog na intenzitetu vrpce 1264 cm™.

Ako se usporede uzorci 1, 2, 3, poveéanjem koncentracije histamina, povec¢ava se i preciznost
metode kod kalibracijskog modela na 1570 cm™ budu¢i da RSD vrijednosti padaju. Ista

pojava, javlja se i kod kalibracijskog modela na 1264 cm™ ako se usporede uzorci 1, 2, 3 i 4.

Analiticki prinos je definiran kao omjer izmjerene i stvarne vrijednosti koncentracije
histamina u uzorku odnosno o¢ekivane koncentracije histamina izmjerene HPLC metodom, te
je bolji kod uzoraka s ve¢om koncentracijom histamina. Izrazava se u postocima. Rezultati
HPLC metode uzimaju se kao 100 % to¢ni iz razloga Sto dobiveni koeficijent korelacije
bazdarnog pravca iznosi 0,999 ¢ime se utvrduje dobra to¢nost odnosno referentnost HPLC
metode.

U ovom istrazivanju analiti¢ki prinos kod kalibracijskog modela temeljenog na intenzitetu
vrpce na 1264 cm™ kreée se u rasponu od 141,0 (35,4 mg kg™) do 85,0 (204,4 mg kg™ ).
Vrijednosti analitickog prinosa kod kalibracijskog modela temeljenog na intenzitetu vrpce na
1570 cm™ kreéu se od 132,8% (33,3 mg kg™) do 91,5 % (220,3 mg kg™). Problem kod ovog

kalibracijskog modela su izrazite varijacije kod uzoraka.

Odstupanja od referentne odnosno HPLC vrijednosti kre¢u se od 1,3 % do 41,0 % kod modela
koji se temelji na intenzitetu vrpce na 1264 cm™, te od 1,20% do 57,2 kod modela temeljenog
na intenzitetu vrpce na 1570 cm™. Iz navedenog mozemo zakljuéiti da je SERS metoda
temeljena na intenzitetu vrpce na 1264 cm™ to¢nija zbog manjih odstupanja od referentne
vrijednosti te takoder usporedbom odstupanja svih 5 uzoraka na 1264 cm™ primjeéuje se da su
odstupanja manja kod veéih koncentracija histamina. Rezultati se podudaraju s rezultatima
Janéi (2017).

Usporedbom relativnih standardnih devijacija (RSD) mogu se uociti razlike izmedu dva
ispitana modela. Glavna razlika je manja preciznost modela temeljenog na intenzitetu vrpce
na 1570 cm™ koja je posljedica varijabilnosti uzoraka s istom koncentracijom histamina.
Na temelju vrijednosti analiti¢kog prinosa moze se zakljuciti da je preciznija HPLC metoda

od SERS metode.
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SERS HPLC

2,5 g uzorka ribe

2,5 guzorka ribe

500 pLinterni standard

50 mLHCIO, (0,4 mol 1Y) SOmLHC0. 04mol ]
m (0,4 mol L

Y

Homogenizacija 2 min
l 2min Homogenizacija
Filtracija (2 ml) 1 min — ¥
Centrifugiranje (100
3min IJL)
200l Na,CO5
500 L dansil-klorida
(5 mg mL* uacetonu)
Ekstrakcija 10 min 3
60 min Derivatizacija (60 °C)
Uparavanje (100 pL) 10min 100yt L-prolin(100g*
v
80 i AGC koloida 30 min Stajanje (u mraku)
10 uL NaBH, (0,23 mol L)
10 pLvode
500 pLtoulen
Mijesanje 1min -
l 3 min Ekstrakcua
Stajanje 4min 10min Uparavanje (200 pL)
200 pl acetonitril
Y Y
SERS analiza 1 min 30min HPLC analiza
Ukupno vrijeme 29 min 138 min Ukupno vrijeme

Slika 14. Usporedba postupaka analize histamina zavijenom SERS metodom i referentnom

HPLC metodom te vremena potrebnog za analizu jednog uzorka

Na slici 14. su prikazane prednosti SERS metode u odnosu na referentnu HPLC metodu kod
odredivanja udjela histamina u ribi. Iz slike se moze vidjeti jednostavnost SERS analize, te za
razliku od HPLC-a, kod SERS metode je znacajno skraceno vrijeme analize, ne zahtijeva se
postupak derivatizacije histamina niti reakcija s L-prolinom koje traju 90 minuta. Sam
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postupak analize odnosno snimanja SERS spektra traje 1 minutu, a kod HPLC za takav
postupak je potrebno ¢ak 30 minuta. Opéenito postupak analize jednog uzorka kod SERS
metode traje puno krace (oko 30 min), za razliku od HPLC metode, gdje je za analizu jednog
uzorka potrebno i do 140 minuta.

Jos jedna prednost SERS metode je i ta da je za provodenje analize potreban puno manji broj
jednostavnih ali i lako dostupnih kemikalija, dok postupak HPLC analize zahtijeva ve¢i broj
kemikalija $to dovodi do visokog troska nabave nekih od tih kemikalija (npr. interni standard,

sredstvo za derivatizaciju).

Najveca prednost HPLC metode je njena visoka preciznost koja se zasniva na tome da se
tijekom kromatografske analize komponente uzoraka razdvajaju na kromatografskoj koloni, te
kada se definiraju odgovarajuéi parametri, zasebno detektiraju po izlasku iz kolone. Problem
kod SERS metode je taj $to supstrati koje se koriste u toj metodi nisu toliko selektivni te
spektru doprinose sve komponente sloZzenog sustava, a taj sustav se sastoji od uzorka,
supstrata i agregirajuc¢eg sredstva. Na temelju svega navedenog realno je za oCekivati da ¢e

preciznost takvih metoda kao $to je SERS biti manja.

U danasnje vrijeme, razvojem tehnologije, trziSte nudi 1 male Ramanove spektrometre, koji
su cjenovno dosta prihvatljivi, $to nije slu¢aj kod tekuéinskih kromatografa. Visokoj cijeni
HPLC metode pridonosi i velik troSak nabave analiti¢kih instrumenata i potroSnog materijala 1
zbog svih navedenih razloga doslo je do razvitka SERS metode koja je postala jako poZeljna
metoda za ispitivanje sastojaka hrane. Temeljni uvjet za primjenu SERS metode je moguénost

precizne 1 to¢ne analize u realnim uvjetima.

Nakon usporedbe HPLC metode sa SERS metodom temeljenom na intenzitetu vrpce i na
1264 cm™ ina1570cm™  moze se zakljuciti da je HPLC metoda puno preciznija, no
unato¢ tome i dalje se za detekciju histamina viSe koristi SERS metoda. Razlog tomu je
prvenstveno taj §to se sa tom metodom znacajno smanjuju troskovi i vrijeme potrebno za

analizu, a mogu se postici priblizno dobri rezultati kao i s HPLC metodom.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih istrazivanja, dobivenih rezultata i provedene rasprave moze se
zakljuciti sljedece:

1. Usporedbom analize histamina SERS metodom i referentnom HPLC metodom uoceno
je da se SERS metoda odlikuje jednostavnoséu postupka analize, kra¢im vremenom
analize pojedinog uzorka (30 min), te znatno nizim troSkovima analize po uzorku u
odnosu na HPLC metodu, dok se HPLC metoda odlikuje boljom preciznoscu.

2. Kaoeficijent korelacije najveci je kod kalibracijskog modela temeljenog na intenzitetu
vrpce na 1264 cm™, a iznosi R?=0,9869. Kod istog modela temeljenog na intenzitetu
vrpce na 1570 cm™ koeficijent korelacije iznosi R?=0,9395. Koeficijent korelacije
standardnog modela dobivenog HPLC mjerenjem iznosi R?=0.9995, te moZzemo
zakljugiti da model temeljen na intenzitetu vrpce na 1264 cm™ ne odudara puno od
standardnog modela te moze pokazati veoma dobre rezultate za analizu i
kvantifikaciju histamina.

3. U ovom radu istinitost metode temeljila se na usporedbi rezultata ispitivane metode
(SERS) s rezultatima dobivenim referentnom metodom (HPLC), te s obzirom na
dobivene rezultate SERS metoda temeljena na intenzitetu vrpce histamina na 1264 cm’

! zbog svojih manjih odstupanja od referentne vrijednosti je bila to&nija.

4. Usporedbom dobivenih rezultata SERS analize, uofeno je da je najveca toCnost
postignuta primjenom modela koji se temelji na intenzitetu SERS vrpce histamina na
1264 cm-1, te na temelju svih navedenih ¢injenica moZe se zakljuciti da se unato¢
manjoj preciznosti u odnosu na HPLC metodu, SERS metodom analize i

kvantifikacije histamina u uzorcima ribe mogu posti¢i jako dobri rezultati.
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