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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Potro$nja hrane vazan je put izloZenosti ljudi kemijskim kontaminantima. Kontaminanti,
ukljucujuéi 1 pesticide, mogu uc¢i u opskrbu hranom na razli¢ite nacdine. Vecina se
poljoprivrednih kultura tijekom uzgoja, po nekoliko puta, tretira razli¢itim vrstama pesticida,
te je stoga vrlo vjerojatno da e ostatci pesticida zaostati na tretiranim poljoprivrednim
kulturama. Siroka uporaba pesticida na poljoprivrednim kulturama uzrokuje ostajanje
pesticida u hrani ¢ak po nekoliko mjeseci nakon uporabe, kao i kontaminaciju okolisa (zraka,
povriinskih voda, izvorskih voda i tla).! Broj pesticida, odnosno aktivnih tvari koje se mogu
primjenjivati u proizvodnji hrane, sve je veéi te se procjenjuje da je u uporabi vise od 1000
vrsta pesticida koji se mogu svrstati u 126 razli¢itih kemijskih skupina. Prema bioloskom
djelovanju dijele se na: algicide, akaricide, fungicide, herbicide, insekticide, muluskicide,
nematocide, regulatore rasta, rodenticide 1 dr., a najviSe upotrebljavan herbicid je glifosat.

FAO (eng. Food and Agriculture Organisation of the United Nations) je 2005. g.
izvjestio da su glifosat i njegov glavni metabolit, aminometilfosfonska kiselina (AMPA)
potencijalno toksi¢no opasni, uglavnom kao rezultat nakupljanja u prehrambenom lancu.?
Studije koje je objavila EFSA (eng. European Food Safety Authority) pokazale su da su
ostatci glifosata i AMPA stabilni najmanje 2 godine do viSe od 3 godina u razli¢itim vrstama
uzoraka.® N-acetil-glifosat, takoder jedan od metabolita glifosata, stabilan je najmanje godinu
dana u jako kiselim uzorcima te u uzorcima s visokim udjelom vode, proteina i Skroba, dok
jos$ jedan znacajan metabolit, N-acetil-AMPA je stabilan najmanje godinu dana u uzorcima s
visokima udjelom vode, §kroba i proteina i jedan mjesec u uljnim uzorcima. Glifosat i AMPA
stabilni su u hrani zivotinjskog podrijetla izmedu 14 i viSe od 26 mjeseci. Budu¢i da su
zivotinje indirektno izlozene herbicidima kroz konzumanciju hrane, javlja se zabrinutost zbog
mogucih ostataka u hrani zivotinjskog podrijetla 1 potencijalnoj Stetnosti na zdravlje
potroSaca.

Kvantifikacija glifosata predstavlja velik izazov zbog velike polarnosti i amfoterne
prirode molekule, male molekulske mase, velike topljivosti u vodi i nedostatku kromofora.
Odredivanje glifosata u okoli$nim uzorcima, ukljuujuéi vodu, je dobro istrazeno, medutim,
informacije o odredivanju glifosata i njegovih metabolita (AMPA, N-acetil-AMPA, N-acetil-

glifosat) u kompleksnim uzorcima, kao §to je hrana zivotinjskog podrijetla, su limitirane.
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§ 1. Uvod 2

Cilj rada bio je razviti prikladnu potvrdnu metodu za odredivanje glifosata i njegovih
metabolita (AMPA, N-acetil-AMPA, N-acetil-glifosat) u hrani zivotinjskog podrijetla $to
ukljuc¢uje masno tkivo, jetru, mlijeko, jaja i med. Hrana Zivotinjskog podrijetla predstavlja
veliki izazov prilikom analize buduéi se radi o kompleksnoj prirodi uzoraka te je potrebno
uvesti dodatan korak procis¢avanja koji ukljucuje uklanjanje proteina i masti. Priprema
uzoraka i ekstrakcija je tehnicki najzahtjevnija faza u razvoju metode Ciji je cilj ukloniti Sto
veéi broj tvari koje bi mogle interferirati s trazenim analitima, a pritom osigurati Sto veci
analiticki povrat. Polarna priroda i velika topljivost u vodi otezava ekstrakciju navedenih
analita osobito pri niskim koncentracijama. Razvoj metode ukljudivao je primjenu razli¢itih
ekstrakcijskih postupaka - ekstrakciju otapalima kao $to su metanol i voda sa dodatkom
mravlje kiseline, ekstrakciju na ¢vrstoj fazi (eng. Solid Phase Extraction, SPE), ekstrakcija
rasprSenjem ¢vrste faze i ultrafiltracija.

Kod razvoja i optimiranja kvantitativne metode tekucinske kromatografije -
spektrometrije masa vazan je odabir kromatografske metode, prikladne kolone te temperature
i protoka mobilne faze kako bi se postigao dobar oblik pika i omoguéilo dobro odijeljivanje
analita od razli¢itih interferencija. KoriStene su dvije kromatografske kolone razli¢itih
stacionarnih faza- Hypercarb koja sadrzi grafitizirani ugljik i anionska polarna kolona koja
radi pod uvjetima HILIC (eng. Hydrophilic Interaction Chromatograhy)/slabe anionske
izmjene. Testirane su razli¢ite mobilne faze- voda, metanol, acetonitril sa dodatkom octene i
mravlje kiseline kako bi se dobio najbolji odziv Zeljenih analita. Vrlo je vazan i odabir
internog standarda koji ima sli¢an ionizacijski odgovor i slicno vrijeme zadrzavanja kao
trazena supstanca. Najvazniji korak je medutim podeSavanje parametara izvora i kolizijske
¢elije jer oni utjecu na ionizaciju i desolvataciju te na fragmentaciju i masenu analizu, §to ¢e
omoguciti postizanje najboljeg signala za odgovarajuce prekursor i produkt ione analita i
optimalnih karakteristika metode. Postavke napona za najbolji prijenos iona izmedu ionskog
izvora 1 masenog analizatora namjestaju se automatskim tuniranjem instrumenta. Na taj nacin
optimira se intenzitet signala i rezolucija instrumenta. Parametri koji su optimirani zasebno su
napon fragmentora kako bi se dobio maksimalan odgovor prekursor iona od interesa i
kolizijska energija za optimalnu fragmentaciju prekursor iona radi postizanja najveceg

moguceg odgovora produkt iona.

Marija Denzi¢ Lugomer Doktorska disertacija



§ 1. Uvod 3

Nakon optimiranja metode provedena je validacija metode kako bi se utvrdila
prikladnost metode za kvantitativnho odredivanje glifosata i njegovih metabolita, a prema
kriterijima i zahtjevima dokumenta SANTE/11813/2017 i SANTE/12682/2019.*° Tijekom
validacije odredene su granice kvantifikacija i1 ispitana linearnost, analiticki povrati i
preciznost koji moraju zadovoljiti kriterije u skladu sa zahtjevima SANTE dokumenta.
Takoder je odredena mjerna nesigurnost metode za svaki pojedini analit.

Razvoj kvantitativne metode za odredivanje glifosata i njegovih metabolita u hrani
Zivotinjskog podrijetla omogucit ¢e bolji pregled stanja ostataka navedenog pesticida i

njegovih metabolita ¢ime ¢e se doprinjeti boljem osiguranju zdravstvene ispravnosti hrane.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Pesticidi

Pesticidi su tvari namijenjene za sprjeCavanje, kontrolu i suzbijanje Stetnih organizama
I predstavljaju vrlo znacajnu skupinu kemijskih spojeva koje je nuzno kontrolirati u hrani
ponajprije zbog njihove visoke toksi¢nosti i Siroke primjene. Danasnji oblik poljoprivredne
proizvodnje gotovo je nemogucée zamisliti bez upotrebe pesticida. Njihova upotreba u
zastiti poljoprivrednih kultura ima mnogo prednosti kao §to su povecanje koli¢ine i kvalitete
proizvodnje, ucinkovitosti i ekonomske isplativosti. Medutim, uz prednosti mnogo je i
negativnih ucinaka, posebice na okolis. Upotreba pesticida rezultira njihovim zaostajanjem
u hrani te oneciS¢enjem okolisa. Pesticidi mogu, ovisno o vrsti i primijenjenoj dozi,
zaostajati u hrani i okoliSu ¢ak i po nekoliko mjeseci. Od trenutka kad dospiju u
okoli§ postaju sastavni dio ciklusa prirodne izmjene tvari te se mogu detektirati ne
samo u podru¢jima gdje su koriSteni ve¢ i daleko izvan njih. Raspodjela i interakcija
pesticida u okolisu vrlo je sloZen proces koji ovisi 0 mnogo ¢imbenika kao $to su fizikalno —
kemijska svojstva spoja, kinetika njegove razgradnje te sklonost sorpciji u tlu.

Broj pesticida, odnosno aktivnih tvari koje se mogu primjenjivati u proizvodnji
hrane, sve je vei te se procjenjuje da je u uporabi vise od 1000 vrsta pesticida koji se
mogu svrstati u preko 130 razli¢itih kemijskih skupina.’ Opcenito se klasificiraju u razlicite
skupine ovisno o:

= nacinu djelovanja (herbicidi, fungicidi, algicidi, insekticidsi, ...)

= vrsti Stetnog organizma kojeg suzbija (akaricidi, botriticidi...)

= kemijskoj strukturi (organoklorovi, organofosforni, piretroidi..)
Sto se tide kemijske strukture, pesticidi se najées¢e svrstavaju u skupine obzirom na
heteroatom kojeg sadrze u svojoj strukturi:

= organoklorovi spojevi

= organofosforni spojevi

= piretroidi

= karbamati i piretrini itd.

Marija Denzi¢ Lugomer Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 5

Iako je uporaba pesticida u hrani podrucje koje je zakonski najbolje regulirano,
proizvodaci hrane kao i vladine institucije zaduzene za sigurnost hrane pod stalnim su
pritiskom razli¢itih organizacija potrosac¢a koje zahtijevaju poboljSanje situacije vezane uz
sigurnost hrane, a s posebnim naglaskom na dopustenu uporabu velikog broja pesticida koji
se smiju koristiti u razli¢itim stupnjevima proizvodnje hrane. Programi sigurnosti hrane
sve se viSe usmjeravaju na kontrolu hrane tzv. pristupom “od farme do stola”. Ovakvim se
pristupom nastoji kontrolirati svaki korak vezan uz proizvodnju, skladiStenje/Guvanje,
distribuciju i pripravu hrane. Bez obzira na postupke kontrole hrane od njezine proizvodnje

do priprave prisutnost stetnih tvari u hrani je neizbjezna.

2.1.1. Herbicidi

Biljne vrste koje se javljaju na povrSinama, a nisu cilj uzgoja smatramo nezeljenim
vrstama - korovima. Te vrste ometaju rast, razvoj i plodonosenje biljnih vrsta koje su cilj
uzgoja te ih je stoga pozeljno eliminirati odnosno sprijeciti im daljnji razvoj. Osim
mehanickih, fizikalnih i bioloskih metoda, njihova prisutnost moze se sprijeéiti i primjenom
kemijskih metoda tj. primjenom jedne od vrsta pesticida-herbicida odnosno herbistatika. Ta
sredstva eliminiraju neZeljene biljne vrste tako Sto u odredenim stadijima inhibiraju (ometaju)
biokemijske procese neophodne za njihov rast i razvoj bez negativnog utjecaja na vrstu koja
je cilj uzgoja.’

Herbicidi u biljci mogu utjecati na vise procesa. Proces koji je najvise pod utjecajem
herbicida predstavlja njegovo primarno djelovanje. Ako molekule herbicida remete i neki
drugi proces, ali ne u tolikoj mjeri, u¢inak na taj proces predstavlja sekundarno djelovanje.

Herbicide se moze na temelju kemijskih svojstava svrstati u nekoliko skupina:

»= Amide (beflubutamid, propizamid)

= Benzonitrile (bromoksinil, diklobenil)

= Cikloheksandione (cikloksidim, kletodim)

= Fenil ureja herbicide (izoptouton, klorotoluron, linuron)

= Fenoksi propionate (R-fenoksaprop-etil, fluazifop-p-butil, kvizalofop-p-
etil/tefuril, propakvizafop)

= Karbamate (desmedifam, fenmedifam, prosulfokarb)

» Kloroacetanilide (acetoklor, dimetaklor, p-dinmetenamid, flufenacet,

metazaklor, S-metolaklor, petoksamid)
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§ 2. Literaturni pregled 6

= N-fenilftalimide (flumioksazin)
= QOrganofosforne herbicide (glifosat, glufosinat)
= Razli¢itog kemijskog podrijetla (dikvat, bentazon, diflufenikan, etofumesat,
flukloridon,...).}
Opcenito, prema mehanizmu djelovanja, herbicide mozemo svrstati u ¢etiri osnovne
skupine:

= inhibitore fotosinteze

= inhibitore biljnog rasta

* inhibitore biosinteti¢kih procesa

» herbicide nepoznatog mehanizma djelovanja.

Inhibiraju¢i fizioloske procese u biljci, herbicidi dovode do njezina odumiranja. No,
herbicidi ne iskazuju isti (fitotoksican) u€inak prema svim biljnim vrstama. Pojedine vrste su
u stanju otrpjeti njihov uc¢inak te u tom slucaju govorimo o selektivnom ucinku herbicida
odnosno o vrstama koje su tolerantne na pojedine herbicide. Selektivan uéinak nekog
herbicida vrlo je kompleksan, a zasniva se na anatomsko-morfoloskim i fiziolo§kim razlikama
izmedu kulture u korova, zatim na razlikama u vremenu 1 nainu sjetve, vremenu i nacinu
nicanja kulture 1 korova, razlikama u dozaciji herbicida, na¢inu aplikacije, tipu tla, klimatskim
prilikama u vrijeme 1 nakon tretiranja te nizu ostalih ¢imbenika. Selektivnost zemljiSnih
herbicida zasniva se na razlikama u usvajanju (apsorpciji) koli¢ine herbicida i1 u razlikama u
osjetljivosti izmedu kulture i korova. Ovaj tip selektivnosti znatno je ovisan o tipu tla,
oborinama 1 uopce o klimatskim ¢imbenicima. Selektivnost se moZe postignuti 1 na¢inom
aplikacije herbicida. Pripravci rubne selektivnosti primjenjeni pod list nekih povrtnica
iskazuju visok stupanj selektivnosti. Totalni herbicidi (Reglone, Basta, Roundup i Touchdown
1 dr.) u vo¢njacima i vinogradima primjenju se tako da mlaz Skropiva usmjeri pod list kulture.

Tako samo korovne biljke dodu u dodir sa skropivom, te se ubrzo osuse.’
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2.2. Herbicid glifosat

Glifosat, odnosno N-(fosfonometil)-glicin, je najprodavaniji herbicid diljem svijeta
koji se Kkoristi kao arboricid za suzbijanje jednogodis$njih i viSegodi$njih uskolisnih i
Sirokolisnih korova, visegodisnjih zeljastih te drvenastin korova s dubokim korijenom u
vinogradima, voénjacima, Sumskim nasadima, na strniStima i nepoljoprivrednim povrSinama
(Slika 1).

0 0
HO | " OH
HO

Slika 1. Kemijska struktura glifosata

Kemijski spoj koji spada u skupinu amino kiselinskih pesticida prvi je puta sintetiziran
u maloj Svicarskoj farmaceutskoj tvrtki, medutim prvi puta je testiran kao herbicid od strane
John E Franza iz Monsanto grupe u 1970-tima.’ Njegova popularnost kao neselektivnog
herbicida raste te prema podacima iz 2018. g. zauzima vise od 60 % na globalnom trzistu
pruzajuéi Sirok spektar djelovanja.10 U Velikoj Britaniji glifosat je najkoriSteniji herbicid u
uzgoju zitarica 1 u proizvodnji voc¢a. U Danskoj 35 % svih koriStenih herbicida otpada na
glifosat.'! Procjenjuje se da se 39 % poljoprivrednih povriina u Njemackoj tretira glifosatom,
a najvise u poljima uljane repice, pSenice 1 je¢ma. Francuska, Madarska i Rumunjska tretiraju
50-60 % suncokreta glifosatom prije Zetve. Podatci pokazuju da je diljem svijeta u 2011.
godini potroSeno preko 650,000 tona glifosata, a potrosnja je u kontinuiranom porastu.12
Upotreba glifosata na globalnoj razini povecana je za gotovo 15 puta od kada su 1996. g.
uvedeni genetski modificirani usjevi otporni na glifosat. Procjenjuje se da je u razdoblju od
1974. do 2014. g. u Sjedinjenim Americkim Drzavama, samo unatrag zadnjih destet godina
rasprSeno dvije tre¢ine ukupne koli¢ine glifosata. Na popisu Ministarstva poljoprivrede u
Republici Hrvatskoj trenutno je registrirano 21 sredstvo za zastitu bilja sa glifosatom kao
aktivnom tvari: Glyphogan, Comic, Ouragan system 4, Boom efekt, Cidokor max, Cidokor
plus, Roundup rapid, Satelite, Roundup biactive, Chikara duo, Catamaran 360, Total tf,
Glifokor 360 TF, Herkules, Karda, Gallup super 480, Barbarian xtra 610, Resolva 24h i
Glyfoon 480, Galaxia max i Total up.”* Prema analizi podataka Fitosanitarnog

infromacijskog sustava glifosat je najprodavaniji pesticid u Hrvatskoj.** U razdoblju
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2012.-2017. u Hrvatskoj je prodano 217-300 t glifosata, §to ¢ini 12-15 % svih pesticida ili
27-37 % svih herbicida.

Glifosat je aminofosfonski analog prirodne aminokiseline glicin te kao i sve
aminokiseline, postoji u razliCitim ionskim stanjima, ovisno o pH (Slika 2). Skupine
fosfonske kiseline i karboksilne kiseline mogu se ionizirati, a aminska skupina se moze
protonizirati, tako da moze biti prisutan u nekoliko oblika zwitteriona. Glifosat je bijeli prah

bez mirisa topiv u vodi do 12 g L na sobnoj temperaturi.

O O
HO™/™® OH
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Slika 2. lonska stanja glifosata
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2.2.1. Sinteza glifosata

Zabiljezeno je mnogo kemijskih putova za sintezu glifosata, a svi su povezani sa
¢injenicom da je glifosat relativno stabilan u razlicitim reakcijskim okruzenjima (tj. pH,
temperatura, oksidacije, redukcije itd.), §to rezultira raznoliko$¢u metoda sinteze.”® lako je
prijavljeno mnogo puteva sinteze, samo mali dio njih ¢ini ih pogodnim za komercijalne svrhe.
Trenutno postoje dva dominantna kemijska puta za komercijalnu proizvodnju glifosata: put
»alkil estera™ i put ,,iminodioctene kiseline".

Znacajan broj kineskih proizvodaca koristi postupak temeljen na putu ,,alkil estera”.
lako postoji nekoliko varijacija ovog puta, komercijalno se primarni put alkil estera temelji na
razvijenom i patentiranom putu madarskog Alkaloida. Postupak Alkaloid koristi glicin,
dimetilfosfit (DMP) i paraformaldehid kao sirovine. U procesu Alkaloida, reakcija se odvija
u nevodenom mediju, pri ¢emu se glicin prvi dodaje smjesi trietilamina i paraformaldehida
(otprilike dva ekvivalenta) u metanolu. Pod tim uvjetima nastaje meduprodukt

hidroksimetilglicina:

,—COOH Et;N/MeOH ,—COOH
N + 2 HCHO - —N
A H HO®  \—0H

DMP se zatim dodaje u reakcijsku smjesu, formirajuci sljede¢i fosfonatni

ester:
COOH Q Et;N/MeOH N/_COOH
11 3 o) + H,O
/—N/_ * H3CO/P\OCH3 jF’/\_ \—0oH i
HO© “—0n H H3CO™ “ocH;

Zatim se dodaje koncentrirana HCI na sobnoj temperaturi, Sto rezultira uklanjanjem
hidroksimetilne skupine. Naknadno zagrijavanje otopine rezultira daljnjom hidrolizom
fosfonatnog estera radi dobivanja glifosata:

~—COOH /—COOH
o N COOH | Et;N/MeOH o /NH  Et;N/MeOH —NH
N P ~kone. AT >
P \—OH +konc. HCI HCO \OCH3 :k1o1n;;.ocH:CI H,04P

AN
HsCO™ “ocH, GLIFOSAT
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Tijekom reakcije nisu izolirani razni meduprodukti ¢ime su reakcije vrlo jednostavne i
mogu se odvijati u ,,jednom loncu®. Konacna otopina koja sadrzi glifosat i metanol se moze
dalje obradivati kako bi se izolirao glifosat ili takva otopina moze biti prikladna kao konacni
produkt. Neke klju¢ne prednosti ovog postupka (npr. stabilniji i neutralniji pH, rad na nizoj
temperaturi) proizlaze iz ¢injenice da se reakcija provodi u organskom otapalu umjesto u
vodenoj otopini i u izboru baze (EtsN). Ovi pozeljni uvjeti uzrokuju povoljne reakcijske
uvjete, tako da su poboljsani ukupni prinosi glifosata. Razvoj procesne tehnologije doveo je
do oporabe i recikliranja metanola i EtsN u postupku. Takoder, paZnja je posveéena razvoju
tehnologije za obnavljanje klorometana stvorenog tijekom hidrolize. Ovaj zarobljeni
klorometan moze se prodati ili koristiti u drugim postupcima (npr. proizvodnji
organosilikona) poboljsavajuéi cjelokupnu ekonomicnost postupka.

Drugi dominantni put komercijalne proizvodnje glifosata baziran je na upotrebi
iminodioctene  kiseline.  Hidrokloridna sol iminodioctene kiseline sudjeluje u
fosfonometilacijskoj rekacija putem modificirane Mannichove reakcije kako bi se formirala

N-fosfonometiliminodioctena kiselina:

~—COOH »,—COOCH
CIH HN + HgPOy + HCHO—— 3 /N + Hp0+ HC
IDA-HCL PMDA

Cesto se tijekom reakcije fosfonometilacije za dobivanje N-fosfonometiliminodioctene
kiseline pogodno dovodi i klorovodiéna i fosforna kiselina doziranjem PCl3 u vodenu otopinu
iminodioctene kiseline:

PCl3+3H,0 — H3PO, + 3 HCI

Formirana N-fosfonometiliminodioctena kiselina se izolira, a zastitna grupa se moze

ukloniti putem oksidacije kako bi se formirao glifosat:
—COOH

,—COOH
/N — N
\_ a
H203P COOH H203P H
PMDA GLIFOSAT

Oksidacije se moze sprovesti koncentriranom sulfatnom kiselinom, hidrogen

peroksidom, elektrolizom ili kisikom/zrakom kao katalizatorom.
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Proizvodnja iminodioctene kiseline ¢esto je dio integriranog procesa glifosata. Postoje
tri primarna pristupa koja proizvodaci glifosata koriste za njezinu proizvodnju, a oni su sazeti
u nastavku.

a) Iminodioctene kiseline iz iminodiacetonitrila (IDAN)
Iminodiacetonitrilu se dodaje uz natrijev hidroksida kako bi nastao dinatrijev
iminodiacetat (DSIDA). Zatim se dodaje klorovodi¢na kiselina kako bi nastala

iminodioctena kiselina (IDA).

HN —CN NaOH HN ~—COO "Na™ Y HN/_COOH .
\—CN N—COO"Na* \—COOH
IDAN DSIDA IDA

b) Iminodioctena Kiselina iz dietanol amina (DEA)

Dietanol amin reagira sa natrijevim hidroksidom uz katalizator tvoreéi dinatrijev
iminodiacetat koji se moze hidrolizirati u iminodioctenu kiselinu ili koriStenjem
membranske dijalize tvore¢i iminodioctenu kiselinu 1 natrijev hidroksid:

,—COO Na* ,—COOH

yn~CHz20H  NaOH + katalizator o N membranska dijaliza>HN\_ + NaOH
\—CH,OH \—COO-Na* COOH
IDA
DEA DSIDA

¢) Iminodioctena kiselina iz klorooctene kiseline
Klorooctena kiselina se dodaje u otopinu NH3 i Ca(OH),. Nakon reakcije, otopina

je neutralizirana sa HCI kako bi se formirala hidrokloridna sol iminodioctene kiseline:

CoO" _—COOH
+ NH,oH —S8OH): g 27ca N —HC o i HN +CaCl,

Cl 3 N—
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2.2.2. Formulacije glifosata

Komercijalne formulacije pesticida su smjese spojeva od kojih je jedna aktivna
komponenta pesticid kao Sto je npr. glifosat u Roundup i slicnim herbicidima na bazi
glifosata, dok drugu inertnu komponentnu ¢ine razli¢iti spojevi koji se dodaju kako bi
poboljsali efikasnost glavnog aktivnog sastojka, a istovremeno su inertni u odnosu na nacin
djelovanja pesticida koji cilja odredenu vrstu stetoc¢ina. Formulacije glifosata koje se prodaju
godinama su zapravo vodene otopine glifosatnih soli sa surfaktantima kao inertnim spojevima
koji &ne 5-15% mase koncentriranog produkta.’® Glifosatne soli &ine 40-60% masenog
udjela koncentriranog produkta, a ostatak je voda. Prve koriStene formulacije glifosata
sadrzavale su izopropilaminske soli, a osim njih prodaju se natrijeve, tetrametilsulfonij,
kalijeve, amonijeve, monietanolaminske i dimetilaminske soli. Formulacija mora biti stabilna
u Sirokom temperaturnom rasponu, lako se rijediti u vodi 1 biti prikladna za Spricanje bez
zaCepljenja mlaznica koriStene opreme. Takoder mora imati efikasnost herbicida, a
istovremeno biti minimalno toksi¢na za ljude i okoliS. Topljivost soli vrlo je vazan faktor u
pripremi topljive koncentrirane formulacije glifosata. Topljivost mora biti dovoljno velika da
kad je formulacija izloZzena ekstremno niskim temperaturama, ne dolazi do kristalizacije i
taloZenja soli. Ve¢ina formulacija sadrzi mono soli glifosata. Jedan od nadina za poveéanje
topljivosti manje topljive soli je napraviti dikationsku sol koriste¢i drugo mjesto kiseline na
molekuli glifosata kao §to je slu¢aj u npr. diamonijevoj soli.

Bioloska efikasnost glifosata vrlo je ovisna o primjeni surfaktanta u formulaciji.
Veéina neionskih surfaktanta poput alkilfenola ili alkoholnih etoksilata nisu topljivi u velikoj
mjeri u otopinama koje sadrze znatnu koli¢inu soli glifosata. Izuzetak od ovog pravila je alkil
poliglikozid. Ovi surfaktanti su opcentio topljivi u otopinama soli, a posebno u otopinama soli
glifosata. Mnoge komercijalne formulacije glifosata sadrze takozvane kationske surfaktante ili
surfaktante koje mogu zadrzati pozitivan naboj u kiselim uvjetima, npr. alkilamin etoksilati.
Prvi koriSteni surfaktanti u pripravi glifosatnih formulacija bili su etoksilirani amini koji su
sintetizirani iz zivotinjskog loja i sadrzavali su prosjecno 15 eilen oksidnih jednica. Zbog
toksicnosti navedenog surfaktanta i iritacije o€iju i1 koZe uzrokovane njegovim koriStenjem,
pripremljene su formulacije koje sadrze fosfatni ester kako bi neutralizirali polietokislirani
aminiski surfaktant. KoriStenjem estera smanjene su iritacije, medutim i dalje je ostala
problematika toksi¢nosti. Kako bi se poboljsala ucinkovitost herbicida glifosata u

formulacijama su koriSteni i eteramini kao alternativa alkilaminima, medutim toksi¢nost
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etoksiliranih eteramininskih surfaktanta se pokazala slicnom onom etoksiliranih alkilamina.
Formulacije glifosata koje sadrze etoksilirane surfaktante u Europi su postupno zamijenjene
novim generacijama surfaktanta kao $to su propoksilirani kvaterni amonijev surfaktant za koje
se pokazalo da su i do 100 puta manje toksicni od prethodno spomenutih surfaktanta.

Brojne studije su provedene za procjenu Cimbenika koji utjeCu na razlikovanje
uéinkovitosti glifosata.’” Djelotvornost na razli¢ite vrsta korova ovisi o razligitim
formulacijama. Dokazano je da nema znacajnih razlika na djelotvornost Sida rhombifolia,
Senna obtusifolia i Cyperus Rotundus u obliku izopropilaminskih i trimesijskih soli, dok je
vrtni slak podlozniji utjecaju trimesijum soli vise nego izopropilaminoj soli. S druge strane,
konfliktni rezultati nastali su kod specificnih korova, npr. mracnjaka, tretiranog razli¢itim
glifosatnim solima. Utjecaj pomoc¢nih sredstava takoder ovisi o vrstama i zabiljezene su
znacajne razlike medu brojnim dostupnim povrSinski aktivnim tvarima. Organosilikonske
aktivne tvari antagoniziraju aktivnost glifosata u slucaju Panicuma maximuma. U vecini
studija potvrden je blagotvorni u¢inak amonijeva sulfata na pobolj$anje suzbijanja korova.

Interakcije izmedu formulacija soli glifosata s jedne strane i pomo¢nih sredstava S
druge strane su slozene, ovisne o sluCaju i ovise o mnogima faktorima, ukljucujuci
karakteristike biljke ciljane vrste, uvjete okoliSa, tip pomocnog sredstava i kemijski oblik
herbicida.

Provedena su ispitivanja kako bi se istrazili ucinci kalcijevih i magnezijevih iona na
u¢inak triju formulacija glifosata (izopropilaminska, diamonijeva i kalijeva sol) sa i bez
diammonijevog sulfata.'® Pripravci su primijenjeni na korov u vodi obogaéenoj kalcijem ili
magnezijem u koncentracijama 0, 250, 500, 750 i 1000 ppm. Aktivnost glifosata smanjena je
samo kada je koncentracija kationa bila > 250 ppm, a taj antagonizam nije primijecen kada je

u otopinu spreja dodan diamonijev sulfat.

2.2.3. Metabolizam glifosata

Kod Zivotinja 1 biljaka, glifosat je vrlo slabo metaboliziran sa glavnim metabolitom
aminometilfosfonskom  kiselinom  (AMPA).Y®  Ostali mogu¢i  metaboliti  su
acetamidometilfosfonska kiselina (N-acetil-AMPA) i N-acetil-(fosfonometil)glicin (N-acetil-
glifosat). Na slici 3. prikazane su kemijske strukture glifosata i njegovih metabolita. Kod
konvencionalnih biljaka i genetski modificiranih (GM) usjeva koji sadrze CP4-EPSPS (eng.
5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate (EPSP) Synthase) modifikaciju, glavna komponenta
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ostataka je nepromijenjen glifosat, dok u usjevima koji sadrze glukoza oksidazu (eng. Glucose
oxidase, GOX) AMPA je prisutna u jednakim ili ve¢im koli¢inama u usporedbi s glifosatom.
Za GM biljke koje sadrze glicin N-fenilacetiltransferazu (akronim GAT) modifikaciju,
glavninu ostataka ¢ini metabolit N-acetil-glifosatom nastao djelovanjem GAT enzima. Osim
toga, metabolit N-acetil-AMPA, koji nije uofen u konvencionalnim kulturama, takoder je
identificiran kao znacajan metabolit. U Europskoj uniji glifosat je odobren za primjenu na
Sirokom rasponu konvencionalnih usjeva, odobreno je svega nekoliko uvezenih GM kultura

otpornih na glifosat, dok GAT-modificirane kulture trenutno nisu prisutne na trzistu Europske

Unije.
O O
I H O
_P<_N I
HO™ | > QLOH HN_R-oH
OH
Glifosat AMPA
O. CHj;
i E/ i H R
HO™ | >~ OH HO N._-R-oH
OH hig OH
O
N-acetil-glifosat N-acetil-AMPA

Slika 3. Kemijske strukture glifosata i njegovih metabolita

2.2.4.  Nacin djelovanja

Kako bi bio efikasan, glifosat se mora poSpricati na liS¢e bilja s kojih se apsorbira i
tada zapocinje destruktivno djelovanje unutar biljke. To je sasvim druk¢iji mehanizam od
insekticida koji ostaju na povrsini te se mogu isprati s biljaka ili njihovih plodova. Glifosat
satire biljke tako da interferira sa sintezom aminokiselina fenilalanina, tirozina i triptofana

koji su sastavni blokovi proteina. Bez proteina nemoguca je izgradnja biljne stanice, ona
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ugiba, listovi suse i dolazi do propadanja cijele biljke. Zanimljivo, univerzalni prekursor za
sintezu ovih triju aminokiselina je Sikiminska kiselina koja se u zivom svijetu nalazi u
bakterijama 1 gljivicama. Stoga je logi¢no ocekivati negativni ucinak glifosata na ove
mikroorganizme. Djelovanje glifosata je jedinstveno u tome sto je jedina molekula koja je
izrazito efektivna u inhibiciji enzima 5-enolpiruvil-sikimat-3-fosfat sintaze (EPSPS)
sikiminskog puta (Slika 4)."® Glifosat je prijelazno stanje analoga fosfoenilpiruvata, jednog od
supstrata za EPSPS. Inhibicija EPSPS-a dovodi do smanjenja povratne inhibicije
metabolickog puta, Sto rezultira masivnim protokom ugljika u Sikimat-3-fosfat, koji se
pretvara u visoke razine Sikimata. Kako glifosat inducira inhibiciju Sikiminskog puta koji
zapravo ubija biljke nije posve jasno. Mnogi pretpostavljaju da je njegov primarni ucinak
nedovoljna proizvodnja aromatske amino kiseline za odrzavanje potrebne sinteze proteina, a
to je u skladu sa sporim razvojem simptoma. Druga istrazivanja potkrepljuju stajaliste da
poveéanje protoka ugljika Sikiminskog puta deregulacijom metabolickog puta inhibicijom
EPSPS-a rezultira nedostatkom ugljika za druge bitne metabolicke puteve. Brz prestanak
fiksacije ugljika u glifosat-tretiranoj Secernoj repi bolje je objasnjen ovim mehanizmom nego
redukcijom aromatskih amino kiselina.

Cini se da je EPSPS svih visih biljaka inhibiran glifosatom, §to ga ¢ini neselektivnim
herbicidom, aktivnim na vrlo Sirokom rasponu vrsta biljaka. Utvrdeno je da je samo glifosat
odli¢an EPSPS inhibitor, bez komercijalnog analoga ili alternativnog kemijskog spoja koji
djeluje na taj enzim. To svojstvo, zajedno s mnogim drugim poZeljnim svojstvima, ¢ine

glifosat jedinstvenim, idealnim herbicidom.
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Sikiminska kiselina

Sikimat-3-fosfat

Glifosat =——— + pEp PP
sintaza

L

S-enolpiruvil-5ikimat-3-fosfat

korizmat sintaza

4

Korizmicka kiselina

N

Korizmitka kiselina Antranilna kiselina
Fenilalanin Tirozin Tﬁpt ofan

Slika 4. Mjesto inhibicije glifosata™

2.2.5. Utjecaj na ljudsko zdravlje

Zabrinutost u vezi sigurnosti herbicida na bazi glifosata izrazili su i znanstvenici i
ekolozi. Novija istrazivanja govore, naime, kako ga ima u hrani na nasim tanjurima, u kruhu,

pivu, zraku, vodi, nasoj krvi i urinu, cjepivima.?®?

U istrazivanju Kriger i sur. (2014)
pronadena je srednja koncentracija glifosata u urinu, od oko 1 ppb, kod ljudi koji konzumiraju
pretezno organsku hranu koncentracija je bila znaCajno niza nego u urinu ljudi Kkoji
konzumiraju konvencionalnu hranu.?’ Takoder, glifosat u mokraéi opéenito zdrave populacije
bio je znacajno nizi nego u urinu kroni¢no oboljele populacije. Na temelju nezavisnog
istrazivanja ostataka glifosata u mlijeku dojilja u SAD-u koje je ukazalo na prisutnost

21,22

glifosata u koncentracijama od 76 do 166 pg L™ u 3 od 10 uzoraka’*?, provedeno je
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detaljnije istrazivanje u Njemackoj na ¢ak 114 uzoraka mlijeka dojilja, a niti u jednom uzorku
nije detektiran glifosat.?

Koliko je sveprisutan, mozda najzornije doCarava nedavno istrazivanje grupacije
Zelenih/ESS-a medu zastupnicima u Europskom parlamentu. Testiranjem uzoraka urina na
prisutnost glifosata dokazali su njegovu prisutnost u mokraci svih 48 zastupnika iz 13 drzava
¢lanica EU, koji su dobrovoljno sudjelovali u provedenom istrazivanju, medu kojima je bio i
hrvatski zastupnik.?* Kao &etvrti na toj listi i jedini iz RH koji se testirao, on je imao 2,46 pg
L, Getiri Talijana najviSe — u prosjeku 2,84, dok je najniZa razina zabiljeZena kod zastupnika
iz Ceske Republike, Finske, Irske i Velike Britanije — manje od 1. U prosjeku, svih 48
eurozastupnika u testiranom je urinu imalo 1,7 pg L™ §to je 17 puta visa razina od europske
norme za pitku vodu (0,1 pg L) $to je vierojatno posljedica nekontrolirane primjene
glifosata.

Kao sto je vec reCeno, glifosat djeluje sprecavanjem metaboli¢kog puta Sikiminske
kiseline koja je dio procesa vaznoga za opstanak biljaka. Smatralo se da ovaj mehanizam ne
postoji kod ljudi.?” Medutim, sada je poznato da Sikimatski put postoji kod ljudi u regulaciji
bakterija u crijevima, a ove crijevne bakterije su od vitalnog znacaja za ljudski imunoloski
sustav. Istrazivanja pokazuju povezanost glifosata s velikim brojem rakova kod ljudi,
ukljucujuéi i ne-Hodgkinovog limfom i multipli mijelom.? Pokazalo se da takoder da utjece
na ljudske receptore estrogena, te da uzrokuje proliferaciju hormonski ovisnog raka dojke kod
ljudi.*® Osim potrogaca ili potencijalnih potrosaca, postoji posebna zabrinutost za one koji
rukuju pesticidima. Istrazivanje triju generacija vodenih puzeva pokazalo je da kod trece
generacije glifosat imao stetne uc¢inke na reprodukciju i razvoj, sto bi takoder moglo imati

implikacije i za ljude.®

2.2.6.  Distribucija glifosata i njegovih metabolita u Zivotinjskim tkivima

Kod stoke metabolizam je proucavan kod koza i kokosi pomocu glifosata i AMPA
oznacenih na fosfonometil-skupinama.®> U ovim studijama, glifosat je identificiran kao
glavna komponenta radioaktivnih ostataka, ¢ine¢i 21-99 % TRR (eng. Total Radioactive
Residues) u svim zivotinjskim matricama, dok je AMPA nadena u znacajnim udjelima u jetri
(do 36 % TRR), misi¢ima i masti (do 19 % TRR) i Zzumanjcima (14 % TRR). Provedene su
dodatne studije koje zbog loSe metodologije koja se koristila za identifikaciju radioaktivnih

ostataka ne pruzaju mnogo informacija, medutim potvrdeno je da se glifosat ne metabolizira

Marija Denzi¢ Lugomer Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 18

znacajno u prezivaca i peradi, te ¢ini 88-91 % TRR. Kako bi se istrazio metabolizam kod
zivotinja koje se hrane genetski modificiranih usjevom, proucavani su metabolizmi koza i
kokosi pomoc¢u 14C-N-acetil-glifosata. U tim studijama, N-acetil-glifosat je identificiran kao
glavni sastojak radioaktivnih ostataka, ¢ine¢i 17—77 % TRR. Razgradnja u N-acetil-AMPA je
uocena u mastima (10-15 % TRR), u glifosat u jetri (15 % TRR), masti peradi (37 % TRR) i
bjelanjku (11 % TRR), a u AMPA kod miSic¢a peradi i masti (11-17 % TRR).

N-acetil-glifosat je primijenjen oralno kao vodena otopina kod mlije¢nih krava dvaput
dnevno tijekom 28 uzastopnih dana.*? Doziranje je provedeno na razinama lije¢enja od 1,25
(dozna skupina 1), 3,75 (dozna skupina 2), 12,5 (dozna skupina 4) i 37,5 mg/kg tjelesne tezine
(dozna skupina 5). Dodatno su dvije krave dozirane s 37,5 mg/kg tjelesne tezine, nakon Cega
je uslijedilo 7-dnevno razdoblje ¢is¢enja. Uzorci mlijeka prikupljani su tijekom cijelog
razdoblja doziranja. Nakon zrtvovanja, tkiva i mlijeko analizirani su na ostatke N-acetil-
glifosata, glifosata, AMPA i N-acetil-AMPA. U mlijeku nisu otkriveni ostaci ni u jednoj
doznoj skupini. U jetri su ostaci N-acetil-glifosata otkriveni samo u doznim skupinama 4 i 5
(srednja koncentracija N-acetil-glifosata bila je 0,07 mg kg™ za dozirnu skupinu 4, odnosno
0,43 mg kg za skupinu 5). AMPA je detektiran u niskim koncentracijama (0,028 mg kg ™) u
skupini s najve¢om dozom nakon perioda ¢iS¢enja. U bubrezima ostaci N-acetil-glifosata
detektirani su u svim skupinama u rasponu od 0,082 mg kg u skupini s najnizom dozom do
2,8 mg kg™ za pokusnoj skupini 5. Kod visih doziranja takoder su pronadeni ostaci glifosata,
AMPA i N-acetil-AMPA u niskim koncentracijama (0,21 mg kg™, 0,063 mg kg™ odnosno
0,077 mg kg ). U masti, koncentracije N-acetil-glifosata iznad granice kvantifikacije, LOQ
(eng. Limit of Quantification) od 0,05 mg kg™ izmjerene su samo kod veée primjenjene doze
(maksimalna vrijednost 0,12 mg/kg u skupini 5). Drugi srodni spojevi (glifosat, AMPA ili N-
acetil-AMPA) nisu detektirani iznad LOQ od 0,05 mg kg™*. U misi¢u N-acetil-glifosat i
njegovi srodni spojevi nisu detektirani, uz LOQ od 0,025 mg kg ™.

Prijenos N-acetil-glifosata u zivotinjske proizvode ispitivan je u tri skupine kokosi
nesilica koje su dozirane s 1,5; 5,0; 15 1 50 mg po kg tjelesne tezine tijekom 35 uzastopnih
dana. Tijekom cijelog vremenskog razdoblja skupljana su jaja. Od skupine s najve¢om
primjenjenom dozom neke su Zivotinje drzane radi ¢iS¢enja dodatnih 19 dana tijekom kojih su
sakupljana jaja. Kod zrtvovanja analizirana su tkiva i jaja na ostatke N-acetil-glifosata,
glifosata, AMPA i N-acetil-AMPA. U jajima su detektirani ostaci N-acetil-glifosata u svim

doznim skupinama. Stalna razina postignuta je nakon 14 do 24 dana. Maksimalne
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koncentracije u razligitim doznim skupinama bile su 0,037 mg kg™ (nakon doziranja od 1,5
mg/kg tjelesne tezine) do 0,66 mg kg™ u skupini s najve¢com dozom. Tijekom perioda
¢iSc¢enja, koncentracije ostataka su smanjene i nakon 10 dana nije bilo ostataka iznad granice
detekcije. Glifosat je izmjeren samo na jedan dan uzorkovanja pri najvi$oj primjenjenoj dozi u
koncentraciji od 0,036 mg kg, dok ostaci AMPA i N-acetil-AMPA nisu detektirani iznad
LOQ u bilo kojem uzorku. U jetri, masti i mi$i¢u N-acetil-glifosat pronaden je u svim doznim
skupinama. U skupini sa najnizom primjenjenom dozom, srednje koncentracije iznosile su
0,19 mg kg u jetri, 0,11 mg kg masti peradi i 0,031 mg kg za migi¢e. Ostali analiti
(glifosat, AMPA i N-acetil-AMPA) nisu bili detektirani ni u jednoj matrici. Studija je
provedena na svinjama kojima su davani glifosat i AMPA u omjeru 9:1 u dozi od 400 mg kg~
1. 33 Maksimalni ostaci od 0,72 mg kg * glifosata pronadeni su u jetri, 9,1 mg kg u bubregu i
0,06 mg kg™ u misi¢ima. Ostaci u masti tijekom pokusa i1 u svim tkivima 28 dana nakon
zaustavljenog pristupa trenitranoj hrani bili su u koncentracijama <0,05 mg kg™. Sli¢an
eksperiment proveden je na kokosima nesilicama koje su bile izlozene glifosatu i AMPA u
omjeru 9:1 na ukupnoj dnevnoj prehrambenoj razini od 40, 120 i 400 mg kg tijekom
razdoblja od 28 dana §to je rezultiralo s 0,12 mg kg™ glifosata u jajima kod primjene najveée
doze hranjenja, dok kod primjene manjih doza nisu pronadeni ostaci glifosata.

Znanstvenici su u istrazivanju ucinka glifosata na pcele koristili iste one doze glifosata
koje se koriste u poljoprivrednoj proizvodnji, na zelenim povriinama i duz prometnica.>* Tri
dana nakon kontakta pcela s glifosatom primijeéeno je da glifosat znantno smanjuje crijevni
mikrobiom S§to potencijalno moZe voditi uginu¢u pcela. U 14 uginulih medonosnih pcela
odredivani su ostaci glifosata i njegovog metabolita AMPA; u svega jednom uzorku
koncentracije glifosata bile su oko LOQ vrijednosti, dok je AMPA primijeéena u tragovima.
% Rezultati ukazuju na potrebu razvoja osjetljivije metode 3to bi moglo rezultirati

detektiranjem vise pozitivnih uzoraka.

2.2.7. Kontrola ostataka glifosata u hrani Zivotinjskog podrijetla

Visoki rizik za zdravlje ljudi zbog konzumacije hrane koja je kontaminirana tijekom
poljoprivredne proizvodnje predstavljaju ostatci pesticida i gnojiva. Ostatcima pesticida
razgradnje ili reakcije s drugim tvarima. To se odnosi na aktivne tvari koje se trenutno nalaze

na trziStu, ali 1 one tvari koje su se ranije koristile (ako su izrazenije perzistentnosti, i danas ih
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je mogucée pronaéi uokoliSu pa tako i na hrani). Za svaku takvu tvar odreduje se grani¢na
koli¢ina kojom se odreduje je 1li takva hrana zdravstveno ispravna ili nije, a naziva Se
maksimalno dopusStena razina — MDK. MDK predstavlja najviSu zakonski dopustenu
koncentraciju ostataka pesticida u ili na hrani ili krmivu (mg ostataka / kg hrane ili krmiva) da
bi se izbjegla rizi¢na izlozenost konzumenata ostatcima pesticida, vodec¢i posebno racuna o
zastiti osjetljivih skupina konzumenata (djece, starih, bolesnih i dr.). MDK se propisuje za
ostatke svake tvari koja je dozvoljena za primjenu u biljnoj proizvodniji, i to za svaku kulturu
na kojoj se smije koristiti.*® Svaka dozvola za upotrebu sredstava za zastitu bilja (pesticida)
mora sadrzavati MDK odreden za svaku kulturu na kojoj je dozvoljena primjena tog pesticida.
MDK predstavlja koli¢inu pesticida kojoj svaki konzument (ukljucujuéi i osjetljive
populacije) moze unositi hranom svaki dan kroz cijeli Zivot bez ikakvih posljedica. 1z toga je
jasno da se spre¢ava pojava kroni¢ne otrovnosti. Vazno je istaknuti da MDK nije grani¢na
koli¢ina tvari koja u laboratorijskim pokusima na zivotinjama nije uzrokovala nikakvu
reakciju, nego je to prihvatljivi dnevni unos tvari koji se izrac¢unava kao masa tvari u odnosu
na tjelesnu masu konzumenta — prihvatljivi dnevni unos (engl. acceptable daily intake —
ADI). Taj se iznos prilagodava dnevnom unosu hrane, tjelesnoj masi konzumenata 1 drugim
parametrima koje odreduju toksikolozi, nutricionisti 1 drugi relevantni struénjaci. Dobivene
se vrijednosti prema preporuci Svjetske zdravstvene organizacije dijele sa sigurnosnim
faktorom koji iznosi izmedu 100 1 1.000. Iznosi ostataka pesticida koji su dozvoljeni na hrani
u trenutku stavljanja u promet (MDK) obi¢no iznose od 0,05 do priblizno 1 mg, katkad i vise
mg ostataka po kg hrane.*” To su iznimno male koli¢ine koje se izvan specijaliziranih
laboratorija ne mogu odrediti, ali je njihova kontrola od presudne vaZnosti za osiguravanje
zdravstvene sigurnosti hrane na trziStu. Da bi se podigla razina sigurnosti hrane na trzistu,
donosi se koordinirani visegodisnji program kontrole Europske zajednice za osiguranje
sukladnosti s maksimalnim razinama ostataka pesticida i ocjenu izloZenosti potrosaca
ostacima pesticida u i na hrani biljnog i Zivotinjskog podrijetla.*® Shodno tome, sve su
ucestalije kontrole inspektora koji s prodajnih mjesta uzimaju uzroke hrane 1 Salju ih na
laboratorijske analize kojima se utvrduje razina ostataka pesticida. Pri takvim analizama
utvrduje se prisutnost ostataka velikog broja pesticida. Ovisno o laboratoriju, moze se
analizirati 1 viSe stotina aktivnih tvari pesticida, njihovih metabolita i produkata razgradnje.
Za hranu domacih proizvodaca odgovorni su sami proizvodaci, a za hranu inozemnih

proizvodaca odgovorni su njihovi uvoznici u Hrvatsku. Inspektori obavjestavaju proizvodace
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ili uvoznike hrane ¢iji je proizvod uzet na analizu kada je to u¢injeno i kako mogu uzeti dio
uzorka za vlastito slanje na alternativnu analizu ostataka. Potrebno je da se
proizvodac¢ dosljedno pridrzava svih uputa navedenih u dozvoli za primjenu koriStenog

sredstva za zaStitu bilja (pesticida), a pogotovo ovih:
= namjene pesticida (poglavito kulture na kojoj je pesticid dozvoljen);
= vremena primjene pesticida;
= utroSka Skropiva (koli¢ina Skropiva po hektaru) ako je propisan;
= doze (ili propisane koncentracije za drvenaste kulture);
= Kkarence.

Iznimno je vazno pridrzavati se namjene pesticida koji se koristi jer ako neki pesticid
nije dozvoljen za primjenu na proizvodu na kojemu je pronaden, automatski se takva hrana
smatra zdravstveno neispravnom.

Nepridrzavanje propisanog vremena primjene pesticida moze uzrokovati izostanak
Zeljenog ucinka na ciljane Stetne organizme, fitotoksi¢nost tretirane biljke, te moZe Stetno
utjecati na okoli§ (ukljuCujuéi 1 korisne organizme poput pcela) i drugo. Pritom ne nastaje
visoki rizik kontaminacije hrane ako se proizvodac pridrzava svih ostalih propisa, ali ve¢ Su i
nabrojani razlozi dovoljni za pridrZavanje propisanog vremena primjene.

Za ispunjavanje standarda sigurne hrane postizanjem razine rezidua pesticida u ili na
hrani (i krmivu) na trZiStu ispod propisanih MDK-a, najvaznije je pridrzavati se propisane
doze 1 karence. lako se karenca najceS¢e definira kao najkrac¢e vrijeme koje mora proci
izmedu svake primjene pesticida i skupljanja biljnih proizvoda (berbe, Zetve, vadenja iz tla 1
dr.), karenca se moZze definirati i kao vrijeme potrebno da se (propisana) doza pesticida nakon
primjene razgradi na razinu nizu od MDK do vremena skupljanja biljnih proizvoda.

Glifosat Sprican na konvencionalne kulture ostaje kemijski nepromijenjen, a u
genetski modificiranim kulturama se metabolizira u razgradne produkte: AMPA i N-acetil-
AMPA ¢ija se pojava i koncentracija moraju uzeti u obzir kod toksikoloskih ispitivanja 1
utvrdivanja ostataka. Jednom kada je primijenjen, glifosat i njegovi razgradni produkti

prenose se cijelom biljkom u listove, zrna (Zito) i plodove (voce, povrée).
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Po pitanju kontrole ostataka glifosata u hrani Zivotinjskog podrijetla prema trenutnoj
vazecoj Uredbi komisije br. 293/2013 o maksimalnim razinama ostataka u hrani Zivotinjskog
podrijetla postavljene su MDK vrijednosti koje su prikazane u Tablici 1.%° Pri tome se uzima
u obzir isklju¢ivo masena koncentracija glifosata, dok EFSA u svom najnovijem izvjes¢u
razmatra definiciju kojom bi se kod monitoringa procjena temeljila na zbroju masenih
koncentracija glifosata, AMPA i N-acetil-glifosata izrazeno kao glifosat, a kod procjene rizika
zbroju glifosata, AMPA, N-acetilglifosata i N-acetil-AMPA izrazeno kao glifosat.*’
Razmatrane MDK vrijednosti takoder su prikazane u Tablici 1.

Zoller i suradnici objavili su rad o ostacima glifosata na §vicarskom trZistu hrane.*!
Pri tome su, medu ostalim, obuhvatili uzorke mlijeka (3), meda (16), jaja (1) , te mesa i ribe
(13). Kod meda, &ak 15 uzoraka bilo je iznad granice kvantifikacije od 0,001 mg kg™ za
glifosat, sa najve¢om izmjerenom koncentracijom od 0,0159 mg kg™, dok su 23 % pretrazena
uzoraka mesa i ribe imala koncentraciju iznad LOQ. U svim navedenim uzorcima izmjerene
koncentracije za metabolit AMPA bile su ispod LOQ od 0,0025 mg kg . Istrazivanja
provedena na kravljem mlijeku i hrani za djecu koja ukljucuje mlijeko nisu pokazala nikakvu

prisutnost glifosata i njegovog metabolita AMPA.*%43
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Tablica 1. Maksimalno dopustene koncentracije (MDK) ostataka glifosata u hrani

zivotinjskog podrijetla prema vazec¢oj Uredbi 293/2013 i predlozene vrijednosti MDK (zbroj

masenih koncentracija glifosata i njegovih metabolita)

Postoje¢i MDK ..
prema Uredbi Predlozeni
Vrsta Jivotinjska vrsta 293/2013 MDK prema EFSA
-1
svinja, govedo,
Misié ovca, koza, konj, 0,05 0.2
perad
svinja, govedo,
0,05 0,2
Masno tkivo konj, perad
ovca, koza 0,05 0,3
svinja 0,05 0,4
govedo 0,2 0,7
Jetra ovca, koza 0,05 0,9
konj 0,05 0,7
perad 0,05 0,2
svinja 0,5 3
govedo 2 7
Bubreg
ovca, koza 0,05 10
konj 0,05 7
govedo, ovca,
Mlijeko 0,05 0,1
koza, konj
Jaja perad 0,05 0,1
Med 0,05 bez preporuka

Marija Denzi¢ Lugomer

Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 24

2.3. Metodologija odredivanja glifosata
2.3.1.  Analiticke metode za odredivanje pesticida

S novim saznanjima o toksi¢nosti 1 ponasSanju pesticida u okoliSu, maksimalno
dozvoljene masene koncentracije ili dozvoljeni maseni udjeli u razliCitim tipovima
uzoraka pomicu se prema sve nizim vrijednostima S$to zahtijeva visoku osjetljivost i
pouzdanost analitickih metoda. Osnovni zahtjev koji mora zadovoljiti svaka analiticka
metoda za odredivanje ostataka pesticida je tocno 1 precizno odredivanje niskih
koncentracija pesticida razli¢itih svojstava uz §to nize granice detekcije.

Analiticke metode trebale bi zadovoljiti sljedece zahtjeve:

= osigurati brzu analizu i §to krace vrijeme izmedu sakupljanja i analize uzoraka

* Diti $to jednostavnije kako bi ih mogao obavljati $to veéi broj osoba u
laboratoriju

= biti ekonomicne, koristiti Sto manje kemikalija i aparatura

= osigurati visok stupanj automatizacije s ciljem smanjivanja pogreSaka

» biti izvodljive s malim koli¢inama otapala i reagensa kako bi se smanjio
ukupni otpad.

Cjelokupna analiticka metoda za odredivanje ostataka pesticida u razliitim
uzorcima okolisa i bioloSkim uzorcima obuhvaca tri glavna koraka: uzorkovanje,
pripravu uzorka za analizu (ekstrakcija pesticida iz matrice uzorka) te instrumentnu
analizu. Svaki je korak bitan kako bi se izbjegli gubici pesticida iz matrice uzorka. Uz
poznavanje rada na instrumentu i struénost koju analiticar mora posjedovati za uspje$no

provodenje analize, jedan od najzahtjevnijih dijelova analiticke metode je priprava uzorka.

2.3.1.1. Postupci priprave uzoraka za analizu glifosata i njegovih metabolita u hrani

zivotinjskog podrijetla

Analiza tragova pesticida u sloZzenim matricama uzoraka zahtijeva opseznu pripravu
uzorka. Priprava uzorka obi¢no obuhvaca nekoliko koraka kao S$to su homogenizacija,

ekstrakcija, prociscavanje ekstrakta i koncentriranje. Pojedini postupci ukljucuju jo$ i
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derivatizaciju analita. Postupci priprave uzorka ovise o analitu/pesticidu i o matrici
uzorka. Analize pesticida Cesto su otezane znacajnim udjelom drugih spojeva
(interferencija) prisutnih u matrici uzorka. Uvjet koji je zajedni¢ki svim postupcima
priprave uzorka je odabir odgovarajuce koli¢ine uzorka potrebne za analizu $to ovisi o
vrsti matrice uzorka, svojstvima analiziranih pesticida te njihovim ocekivanim
koncentracijama.** Za analize uzoraka u kojima se o&ekuju vie koncentracije pesticida,
potrebna je manja koli¢ina uzorka. S druge strane, pri analizi tragova pesticida, posebice
ako je njihova koncentracija u uzorku blizu granice detekcije, potrebne su veée
koli¢ine uzorka kako bi se postigli zadovoljavajuéi rezultati. Medutim, veca koli¢ina
uzorka zahtijeva i dodatna proc¢is¢avanja te dulje vrijeme priprave §to smanjuje toc¢nost i
preciznost analize. Uz navedeno, vrlo bitan korak u svim postupcima priprave uzorka je
optimiranje. Optimiranjem priprave uzorka smanjuju se pogreske §to je od izuzetne vaznosti
kod odredivanja niskih koncentracija pesticida. Kako bi se smanjila varijabilnost
analitiCkih rezultata, odnosno mjerna nesigurnost koja ovisi 0 svakom koraku
analitickog postupka, bitno je reducirati broj koraka obuhvacenih analizom. Tako se odabirom
i optimiranjem odgovaraju¢eg postupka priprave uzorka (ekstrakcije) moze smanjiti broj
potrebnih koraka te istodobno maksimalno ukloniti interferencije koje cesto koeluiraju
zajedno s analitom/pesticidom.

Prilikom analize uzoraka voda, ovisno o podrijetlu, oni eventualno zahtjevaju malu
predobradu ili proci§¢avanje, dok s druge strane uzorci hrane, tla i bioloskih matrica se
smatraju laboratorijski zahtjevnima i u nekim slucajevima neizbjezni su rezultati niskih
analitickim povrata i visokih detekcijskih granica.**® Izazov za analitidara je prevladati
takove probleme 1 osigurati to¢nost izazovne metode uz njenu istovremenu jednostavnost.
Izbor postupka proc¢is¢avanja je osnova studije za konstantne i pouzdane analiti¢e rezultate i
smatra se integriranim dijelom analiti¢kog protokola.

Do danas je razvijen veliki broj postupaka priprave uzorka za analizu pesticida
U razli¢itim matricama. Medutim, ovisno o broju i svojstvima pesticida te 0 matrici
uzorka, Cesto se postupci priprave uzorka kombiniraju ili prema potrebi modificiraju.

Prvi cilj pripreme uzorka je uklanjanje mogucih smetnji. Primjerice prilikom analize
bioloskih matrica potrebno je ukloniti anorganske soli prije analize spektrometrijom masa,

buduéi da one suzbijaju ionizaciju organskih analita i smanjuju osjetljivost. Kod analize malih
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molekula, poput lijekova, masnih kiselina i Secera potrebno je ukloniti fosfate, proteine i
glikoproteine.

Drugi cilj pripreme uzorka je ukoncentriravanje analita za postizanje odgovarajucih
intenziteta signala. Obi¢no se provodi ekstrakcijskim metodama, poput ekstrakcije otapalom
ili ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi.

Dostupni su razli€iti postupci pripreme uzoraka, a u vecini sluc¢ajeva je jedan postupak
rijetko dovoljan te se obi¢no nekoliko njih koristi u kombinaciji. Priprema uzoraka obi¢no
zapoc€inje odvajanjem uzorka na razli¢ite frakcije. Prvo, Cestice (poput stanica, vlakana, itd.)
se odvajaju pomocu centrifugiranja i/ ili filtriranja kako bi se osigurala homogena otopina. U
sljede¢em koraku se odvajaju male molekule iz makromolekula. To se obi¢no wvrsi
precipitacijom proteina ili ultrafiltracijom.

Centrifugiranje je vrlo uobiajena tehnika odvajanja ¢vrstih Cestica dispergiranih u
tekuc¢i medij, npr. krvne stanice i plazma. Tekuci uzorak se stavlja u posebne kivete za
centrifugu, a komponente uzorka su odvojene zbog centrifugalne sile na temelju njihove
razlike u gusto¢i. Centrifugacija Se uobicajeno koristi u kombinaciji s razli¢itim tehnikama
pripreme uzoraka, a takoder se moze koristiti za odvajanje emulzija (poput mlijeka) i
nemijesivih otapala (npr. u kombinaciji s ektrakcijom otapalom).

Vjerojatno najjednostavniji nacin odvajanja proteina od malih molekula je
precipitacija proteina. Postupak se koristi kod analize spojeva niskih molekularnih masa,
ispod 2-5 kDa, jer prisutnost makromolekula obi¢no pogorSava analiticke performanse. U
kromatografiji podizu baseline, uzrokuju Sum i mogu cak ostetiti performanse
kromatografskih kolona, a kod spektrometrije masa pogorsavaju ionizaciju i mogu blokirati
ionski izvor. Talozenje se vr$i dodavanjem organskog otapala (acetonitrila, metanola),
anorganske kiseline (perklorna kiselina) ili sol (cink sulfat) u uzorak. Nakon mijesanja,
bjelancevine se precipitiraju i nakon centrifugiranja formiraju talog na dnu kivete s uzorkom.
Dobiveni talog moze se lako ukloniti iz preostale tekucine, ¢ineci razdvajanje proteina i malih
molekula lako i brzo. Nedostatak taloZenja proteina je taj Sto Se razni proteini taloze pod
razli¢itim uvjetima, pa uklanjanje proteina nije savrSeno. Istalozeni proteini mogu vezati
razli¢ite male molekule i ukloniti ih iz otopine Sto moze utjecati na njihovu kvantifikaciju.
Kod analize glifosata za precipitaciju proteina prema literaturnim podacima koriste se

mravlja*’ ili octena kiselina®®, diklormetan i acetonitril, bilo pojedinacno ili u smjesi. *>*%*

52,53,54
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Ekstrakcija otapalom (eng. Liquid Liquid Extraction, LLE) jedan je od najstarijih
postupaka priprave uzorka koji se jo$ uvijek koristi, zbog svoje jednostavnosti, prvenstveno
u rutinskim analizama. Namijenjen je za ekstrakciju analita iz tekucih uzoraka, dok se
¢vrsti uzorci prvo moraju homogenizirati, odnosno prevesti u tekuc¢i oblik. Osnovni princip
je raspodjela analita izmedu dviju faza koje se ne mijesaju, ovisno o topljivosti analita. Jedna
je faza vodena, dok je druga faza organska (organska otapala). Odabir organskog otapala
za ekstrakciju ovisi o polarnosti pesticida. Takoder, ovim postupkom trosi se velika
koli¢ina toksi¢nih otapala Sto zahtijeva njihovo zbrinjavanje te poskupljuje cjelokupni
analiticki postupak. Unato¢ navedenom, ekstrakcija otapalom jo$ se koristi pri analizama
ostataka glifosata. Klasi¢na ekstrakcija sa organskim otapalima (npr. heksanom i
diklormetanom) nije prikladna kod analize glifosata i njegovih metabolita zbog njihove velike
polarnosti i topljivosti u vodi. Tako je od strane Europskog referentnog laboratorija razvijena
nova multi metoda za ekstrakciju polarnih analita, tzv. brza metoda za polarne pesticide (eng.
Quick Polar Pesticides Method, QUPPE) koja se bazira na ekstrakciji kiselim metanolom.*’
Nekoliko ekstrakcijskih procedura je objavljeno u radovima, a naj¢esce ukljucuju ekstrakciju

55,56,57 %859 ili vode-acetonitrila.’***>* Pojedini autori

sa vodom , Smjesom vode-metanola
upozoravaju na problem niskog analitickog povrata glifosata prilikom ekstrakcije sa
acetonitrilom budu¢i da on djeluje na precipitaciju proteina, te je najveci omjer uzorka:
acetonitrila koji je uspjesno primjenjen bez gubitaka analita 1:1.5.°° Veliki nedostatak
ekstrakcije uzorka otapalom je $to nije prikladan za ekstrakciju polarnijih pesticida iz
vodenih matrica te se u pripravu uzorka mora uvesti dodatni korak procis¢avanja.
Ekstrakcija na cvrstoj fazi (eng. Solid Phase Extraction, SPE) jedan je od
najcescih postupaka priprave uzoraka za analizu pesticida iz uzoraka hrane i okolisa. SPE
se Cesto koristi kao samostalni postupak ekstrakcije ili u kombinaciji s dodatnim
postupkom procis¢avanja ekstrakta. Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi je metoda u kojoj se analit iz
tekuce faze (obi¢no vodena otopina) ekstrahira na ¢vrstu fazu (sorbens). Dobar sorbens je
onaj kod kojeg je proces sorpcije reverzibilan, na kojeg se analit apsorbira brzo i
reproducibilno, ali i lako eluira odgovaraju¢im otapalom. Vazno je da je sorbens porozan,
stabilan u matrici uzorka i u otapalu za eluiranje, da nije onecis¢en te da posjeduje veliku
povrSinu za kontakt s otopinom uzorka. Prilikom ekstrakcije na ¢vrstoj fazi moguce je

kontrolom pH, protoka tvari te ionske jakosti posti¢i zadrzavanje samo jedne Zeljene vrste na

sorbensu. Postupak obuhvaca ukupno cCetiri koraka: kondicioniranje sorbensa u koloni,
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propustanje uzorka kroz sorbens, ispiranje sorbensa i eluiranje sorbiranog analita s
odgovaraju¢im otapalom. Prvi korak ekstrakcije na ¢vrstoj fazi jest kondicioniranje, odnosno
solvatacija sorbensa propustanjem male koli¢ine otapala istih karakteristika kao i uzorak
radi Sto bolje sorpcije analita. NajéeS¢e se koristi kombinacija organskog otapala i vode
(npr. metanol ili diklormetan). Kondicioniranjem se postize bolji kontakt sorbensa i uzorka.
Sorbens se moze nalaziti na disku ili u mikrokoloni te se u sljede¢em koraku kontinuiranim
propuStanjem uzorka na njega adsorbira analit. UspjeSnost ekstrakcije ovisi o nacinu
propustanja uzorka, koje mora biti kontinuirano i jednoliko pri ¢emu je sorbens cijelo vrijeme
ispunjen uzorkom. Vrlo Cesto se dogada da pri ekstrakciji slozenijih uzoraka uz ciljane analite
koeluiraju i drugi nezeljeni sastojci uzorka. Da bi se to sprijecilo, prije eluiranja analita
sorbens je potrebno isprati s odgovaraju¢im otapalom. Otapalo mora biti takvo da ispere
interferirajuce sastojke uzorka, a da pri tom analit ostane sorbiran na sorbensu. Najcesce je
rije¢ o ¢istoj vodi, no koristi se i voda koja sadrzi malu koli¢inu organskog otapala. Na kraju
se adsorbirani analit eluira prikladnim otapalom ili smjesom otapala.

U novije je vrijeme postupak SPE automatiziran pri ¢emu se moze direktno
povezati s kromatografskim sustavima te se na taj nacin moze uvelike poboljsati osjetljivost
i selektivnost analitickih metoda te omoguciti visoku ponovljivost rezultata. Postupak
SPE Kkarakterizira brzina, jednostavnost, smanjena upotreba otapala, visoka ponovljivost te
moguénost odredivanja niskih koncentracija analita.**

Najvazniji korak u SPE je odabir odgovaraju¢eg sorbensa. Odabir sorbensa ovisi o
vrsti analita i kemijskoj prirodi matrice uzorka. Postoji podjela na tri najvaznije vrste
ovisno o prirodi sorbensa: SPE normalnih faza (polarni sorbens), obrnutih faza (nepolarni
sorbens) i ionske izmjene. SPE obrnutih faza je najbolji za procis¢avanje polarnih uzoraka iz
vodene faze; SPE normalnih faza je najbolji za nepolarne spojeve otopljene u organskoj
matrici, dok se ionski spojevi najbolje zadrzavaju na ionsko-izmjenjivackim SPE. Mehanizam
sorbensi su kemijski modificirani silikagel (oktadecilsilicijev dioksid C18 ili oktilsilicijev
dioksid C8), sorbensi na bazi aktivnog ugljika te polimerni sorbensi (kopolimer polistiren
— divinilbenzen). Postoje SPE sorbensi hidrofilno — lipofilnog karaktera kao sto je SPE
komercijalnog imena OASIS HLB kojeg ¢ini sorbens sa divinil-benzenskim i N-
vinilpirolidonskim skupinama. Efikasnije su od drugih kolona za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi

jer su primjenjive u Sirokom rasponu pH vrijednosti (od 1 do 14) pa mogu ekstrahirati kisele,
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neutralne i bazi¢ne analite. Iz navedenih razloga, kolone Oasis HLB mogu se koristiti za
ekstrakcije analita bez prethodnog podesavanja pH vrijednosti. Ove kolone ne sadrze
slobodne silanolne skupine na koje bi se mnoge vrste analita mogle ¢vrsto vezati ¢ime bi se
onemogucilo njihovo ecluiranje dodatkom organskog otapala. U novije vrijeme koriste se i
ionsko — izmjenjivacki sorbensi koji se koriste za ekstrakciju ioniziranih spojeva ili spojeva
koji mogu postati ionski promjenom pH. Negativno nabijeni spojevi mogu se zadrzati sa
sorbensom s jakom anionskom izmjenom (eng. Strong anion Exchange, SAX) ili slabom
anionskom izmjenom (eng. Weak Anion Exchange, WAX). Pozitivno nabijeni spojevi zadrzani
su na sorbensima sa jakom kationskom izmjenom (eng. Strong Cation Exchange, SCX) ili
slabom kationskom izmjenom (eng. Weak Cation Exchange, WCX). Mehanizam zadrzavanja
temelji se na elektrostatickoj privla¢nosti izmedu nabijene funkcionalne skupine spoja i
nabijene skupina koja je vezana na povrsinu silike. U slu¢aju SAX-a, sorbens sadrzi alifatske
skupine kvaternih amina vezane na povrSinu silike. Radi se 0 jakoj bazi u obliku trajnog
kationa (pKj, kvaternarnog amina je vrlo visoko, vec¢i od 14) koji privla¢i anionske vrste
prisutne u otopini. Osim toga, sorbensi s jakim ili slabim anionskim izmjenama mogu se
koristiti za ekstrakciju pozitivno nabijenih analita.

Slicnost glifosata i njegovih metabolita prirodnim aminokiselinama i malim
aminokiselinama doprinosi poteSko¢ama u odredivanju ostataka tih spojeva u usjevima i
zivotinjskim proizvodima S§to zahtijeva koriStenje dugotrajnih postupaka c¢iS¢enja koji
ponekad ukljucuju i primjenu SPE postupka proci§¢avanja. Najées¢i koriteni sorbensi su

57,60

SAX prilikom analitike pive, ¢aja i tla. Za zadrZavanje nepolarnih interferncija u vodenim

ekstraktima primjenjen je HLB kod analize grejpa*®, kukuruza i soje®, krvi,** tla®* i mlijeka.®
Kako bi se uklonile nepolarne interferencije kod metanolnih ekstrakata povréa i voca koristen
je takoder HLB i usporedno SCX i WCX, medutim nisu primijeena znatna poboljSanja u
postuku prociS€avanja te nisu koriSteni u daljnjem radu.® Medutim, u uzorcima hrane
zivotinjskog podrijetla upravo je SCX pokazao najbolje rezultate pruzaju¢i zadovoljavajuce
analititke rezultate.”® Kombinacija SAX i SCX sorbensa primjenjena je pri analizi slada i
kukuruza budué¢i da sam SAX sorbens nije uspjesno uklonio komponente matrice Sto je
uzorkovalo pad osjetljivosti u spektrometriji masa, a primjenom SCX sorbensa uklonjene su
aminske komponente i pigmenti. °’ Automatizirani SPE sustav primjenjen je kod analize meda
koristenjem HLB sorbensa.®* Pri vodenoj ekstrakciji meda isprobano je nekoliko razliitih

sorbensa-amino, WAX i SAX, a rezultati su bili razli¢iti. SAX nije efikasno zadrzao metabolit
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AMPA, a WAX sorbens pokazao je dobre analitiCke povrate za oba analita-glifosat i AMPA,
no medutim nije se pokazao efikasnim kod nastojanja da se smanje detekcijski limiti
AMPA.%®

Ekstrakcija rasprsenjem cvrste faze (eng. Dispersive Solid Phase Extraction, dSPE) je
postupak koji se uspjesno primjenjuje kao metoda ekstrakcije, izolacije i ¢iS¢enja u analitici.
DSPE je pojednostavljeni postupak SPE koji omogucuje analizu vise uzoraka odjednom,
prilicno je brz i zahtijeva malu potrosnju otapala. Postupak se sastoji od dodavanja ¢vrstog
sorbenta, obi¢no na bazi silike ili polimera, izravno u otopinu uzorka. Procesom disperzije
povecava se kontaktno podruc¢je izmedu sorbenta i analita. NajceS¢e koriSteni sorbensi Su
cvrste tvari kemijski modificirane dodatkom nekoliko kemijskih spojeva koji mijenjaju njihov
afinitet. Ove modifikacije osiguravaju selektivnost za analite od interesa, §to omogucava
maksimalno zadrzavanje, minimiziraju¢i smetnje u analitickoj matrici. Nakon disperzije,
sorbens se izolira postupkom centrifugiranja ili filtracije. Jednom kada se kruta faza izolira,
analiti ili smetnje adsorbirani na povrSini sorbenta mogu se lako eluirati ili eliminirati
dodavanjem odgovarajuc¢ih organskih otapala. Sorbensi upotrijebljeni u dSPE temelje se
uglavnom na silicijum dioksidu modificiranom s nekoliko funkcionalnih skupina, poput
primarnog sekundarnog amina (PSA), oktadesil, etilsilana, aminopropila. Sorbenti na bazi
silike najceS¢e se koriste u postupku ekstrakcije spojeva u Sirokom rasponu pH ili u
uklanjanju smetnji prisutnih u prehrambenom matricama, kao §to su organski spojevi, boje,
lipidi i proteini. Primjena oktadesil sorbensa dSPE postupka pokazala se efikasnom prilikom
analize polarnih pesticida u uzorcima bogatim mastima nakon ekstrakcije zakiseljenim
metanolom.*” S druge strane, interakcije na bazi Lewis-kiseline i Lewisa-baze sorbensa sa
cirkonijevim nanocesticama, koriSteni su za poboljSanje ¢iS¢enja uzoraka za sloZene matrice,
omogucujuci ucinkovito uklanjanje masnoce i1 boje s ekstrakta uzoraka u usporedba s
tradicionalnim sorbensima. Ova vrsta sorbenata omogucuje dobivanje robusne analize, a U
nekim sluCajevima mogu zamijeniti uobicajene sorbense u nekoliko metodologija bez
dodatnog razvoja metoda. DSPE je jedan od koraka vrlo popularnog postupka priprave
uzoraka tzv. QUEChERS (eng. Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) koji se
primjenuje u analizi ostataka pesticida i veterinarskih lijekova u hrani. Razvili su ga
Anastassiades i sur. (2003)°° te je prvotno bio namijenjen prvenstveno za analizu pesticida u

krutim uzorcima, medutim njegova primjena proSirena je 1 na ostale matrice i analite.
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Postupak se sastoji od dva koraka: ekstrakcije uzorka s acetonitrilom i pro¢is¢avanja ekstrakta

s odgovaraju¢im sorbensom.
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Slika 5. Schema dSPE postupka

Ultrafiltracija je jo$ jedan uobi¢ajeni na¢in odvajanja malih i velikih molekula (npr.,
natrij u odnosu na albumin). Teku¢i uzorak distribuira se u ultrafiltracijsku kivetu. Dno te
Kivete je membrana, obi¢no izradena od regenerirane celuloze. Nakon $to se kiveta stavi u
centrifugu, centrifugalna sila gura otapalo i male molekule kroz membranu. Makromolekule
(u ovom primjeru albumin) zadrZze se na membrani. Nakon ultrafiltracije prema potrebi
analize mogu biti isprana s membrane. | makromolekule i otopina koja sadrzi male molekule
mogu se koristiti za daljnju analizu. Najvaznija karakteristika ultrafiltracijske kivete je njezina
,cutoff vrijednost molekularne mase, koja se obi¢no izrazava u kilodaltonima. Tako
primjerice kiveta s cut-off od 10 kDa zadrzava molekule s molekularnom masom vecom od
priblizno 10 kDa.

Postoje razni filtri s cut-off vrijednostima u rasponu 3-100 kDa. Kod analize polarnih

......

bubreg, jaja*’, te u analizama seruma, plazme i sto¢ne hrane. ** ®’
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2.3.1.2. Instrumentne tehnike za odredivanje pesticida

Analiticke tehnike za odredivanje pesticida ekstrahiranih iz razlicitih tipova uzoraka
moraju biti visoko selektivne te omoguditi kvalitativnu i Kvantitativnhu analizu pri vrlo
niskim koncentracijama analita. Uz odabir prikladnog postupka priprave uzorka, odabir
instrumentne tehnike cesto je kljuCan korak za uspjeSnu analizu. Najcesce analiticke
metode koje se koriste za odredivanje pesticida su plinska kromatografija (GC) koja je
pogodna za odredivanje nepolarnih i isparljivih spojeva i teku¢inska kromatografija (LC) koja
je pogodnija za odredivanje nehlapljivih i termicki nestabilnih polarnih organskih spojeva.
Posljednjih godina sve se vise koriste polarni, termi¢ki labilni i manje isparljivi pesticidi, koje
je teSko otkriti upotrebom GC-a, $to praktiéno znaéi da tekucinska kromatografija ima
prednost u analizi pesticida. LC je u kombinaciji s detektorom mase postao jedan od vodecih
analitikih alata za analiza pesticida koji osiguravaju osjetljivost, selektivnost i udovoljavaju
EU propise za analizu pesticida. Analizu pesticida u hrani otezava raznolikost i slozenost
vrste hrane koje je potrebno analizirati kao i niske koncentracije u kojima su pesticidi obi¢no
prisutni u hrani.

Kontrola ostataka pesticida u hrani, postaje sve ve¢i problem kako za institucije koje
su zaduZene za sigurnost hrane tako i1 za proizvodace hrane. U zadnjih nekoliko godina
analitika pesticida u hrani suocena je s razliitim problemima zbog implementacije novih 1
stroZijih zakonskih propisa koji se odnose na pesticide 1 njihove maksimalno dopustene
koli¢ine koje se smiju naci u hrani. U svrhu ocuvanja ljudskog zdravlja potrebno je osigurati
stalno prac¢enje njihove koncentracije u hrani zivotinjskog podrijetla (masno tkivo, mlijeko 1
mlijecni proizvodi, riba i proizvodi od ribe, meso 1 mesne preradevine). Veliki broj aktivnih
supstanci koje se mogu koristiti u proizvodnji hrane te kemijska razli¢itost aktivnih supstanci,
razlicita funkcionalnost i razlicita fizikalno-kemijska svojstva, s analitickog glediSta otezavaju
ispitivanje zdravstvene ispravnosti hrane s obzirom na prisutnost ostataka pesticida u hrani.

U kromatografiji se kvalitativna analiza provodi na temelju vremena zadrzavanja, pri
¢emu se usporeduje vrijeme zadrzavanja analita iz testiranog uzorka s onim za standardnu
otopinu, snimljenoj u istim eksperimentalnim uvjetima. Medutim, vrijeme zadrzavanja nije
dovoljno za pouzdanu identifikacija analita, pa se ovaj problem rjeSava kombiniranjem
kromatografije sa spektrometrijom masa koja pruza dodatne informacije o analitu. S obzirom

na to da su spektri masa specifiéni za svaku vrstu tvari, moguce je identificirati analite s
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visokim stupnjem sigurnosti. Tako spajanje kromatografije, kao tehnike razdvajanja, sa
spektrometrijom masa omogucuje precizniju identifikaciju tvari s istim ili sli¢cnim vremenima
zadrZavanja na temelju razli¢itih spektara masa.

Analize glifosata temelje se na direktnim analizama tekuc¢inskom kromatografijom uz
detektor sa nizom dioda ili spektrometrijom masa ili indirektnom analizom nakon
derivatizacije uz primjenu fluorescentnog detektora ili spektrometrije masa.’®®® Derivatizacija
je vremenski zahtjevan i dugotrajan proces koji ¢esto nije prikladan za Sirok raspon razli¢itih
uzoraka hrane, a ukljucuje primjenu reagensa kao $to su 9-fluoroenilmetil kloroformata
(FMOC-CI), o-nitrobenzensulfonil klorid, p-ftalaaldehid i p-toluensulfonil klorid. Liao i sur.
(2018)*® objavili su metodu za odredivanje glifosata koristenjem FMOC derivatizacijskog
reagensa koja je prikladna za Sirok raspon uzoraka-od onih sa visokim udjelom vode do onih
sa malim udjelom vode, bogatim proteinima pa i uzorke zivotinjskog podrijetla. Derivatizacija
sa FMOC pokazala se prikladnom i kod odredivanja glifosata i njegovog metabolite AMPA u
mlijeku.*

Postupak derivatizacije moze se provesti prije ili nakon kolone, a derivatizacija prije
kolone pokazala se preciznijom u odnosnu na post-kolonsku derivatizaciju kod koje je teze
kontrolirati reakciju. ESI (eng. Electro Spray lonization) se koristi za produkciju bilo
pozitvnih ili negatvnih glifosat-FMOC deritavnih iona, a pri tome pra¢enje u pozitivnom
nadinu snimanja daje signale gotovo dvostruko vecée osjetljivosti od onih u negativu.
Tekucinska kromatografija pokazala se kao brza, osjetljiva 1 ponovljiva za analizu ostataka
glifosata, medutim glavni nedostatak je primjena derivatizacijskih procesa $to zahtjeva skupu
opremu. Jednostavna, brza, robusna metoda za odredivanje glifosata i AMPA u vodi u
koncentracijskim razninama pg Lt razvijena je koriStenjem derivatizacijskog reagensa 6-
aminokvinolil-N-hidroksisukcinimidil karbamata direktno u boici za uzorak.”

Direktno kromatografsko odredivanje je moguce sprovesti koristenjem kolona ionske
izmjene bez derivatizacije prilikom Cega se razdvajanje analita postiZze interakcijama iona
analita i nabijenih mjesta na stacionarnoj fazi, a detekcija praenjem negativnih iona. lonska
kromatografija je primjeniva kod analize uzoraka s jednostavnim koracima procis¢avanja.
Kod analize uzoraka kao $to su tla koja ukljucuju prisutnost nekoliko kompetitivnih iona i
razli¢ite varijacije okoli$a kao $§to su pH, organska tvar i mikroorganizmi treba uzeti u obzir
kompleksnost uzorka koje mogu otezati ekstrakciju i dovesti do nereproducibilnih rezultata

prilikom analize ionskom kromatografijom. Direktno odredivanje je takoder moguce provesti
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koristenjem HILIC kolona (eng. Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) kao $to su
propilaminske kolone ili HILIC-WAX stacionarne faze. Takoder se koriste kolone mjeSovitog
djelovanja koje kombiniraju svojstva obrnute faze i slabe anionske i/ili kationske izmjene u
jednome, te Hypercarb kolone koje su punjene 100 % poroznim grafitiziranim ugljikom.

Plinska kromatografija (GC) nije najbolji izbor prilikom analize polarnih pesticida
zbog kompliciranih derivatizacijskih postupaka za derivatizaciju fosfonske, karboksilne i
sekundarno-aminske skupine prije analize. U literaturi su opisana dva razli¢ita
derivatizacijska procesa koja ukljucuju ili trialkilsililaciju ili istovremenu acilaciju i
esterifikaciju, a potonja se pokazala prikladnom kod analize kukuruznog zrna, sojine sto¢ne
hrane i orahovog ploda.?® Za derivatizaciju se koriste trifluoroetanol, trifluoroacetatni anhidrid
i diazometan, heptafluoro-1-butanol, te smjese fluoriranih anhidrida i perfluoriranih
alkohola.”

Usporedba direktne LC-MS/MS i derivatizacijske GC-MS/MS metode pokazala je
vece analiti¢ke povrate kod direktne metode, dok su granice kvantifikacije u obje metode bile
iste, medutim derivatizacijska metoda bila je znatno sporija zbog koriStenja dodanog koraka
proc¢is¢avanja kako bi se uklonio visak derivatizacije ¢ime je metoda postala kompliciranija i
iscrpnija.”®

Prilikom zadnjeg EFSA izvjes¢a razmatrana je HPLC-MS/MS metoda za pracenje
glifosata, AMPA i N-acetil-glifosata sa kombiniranim granicama kvantifikacije od 0,1 mg kg~
! odnosno 0,025 mg kg™ za svaki pojedini analit u mesu, mlijeku i jajima, te 0,2 mg kg™
(odnosno 0,05 mg kg™ za svaki pojedini analit) u jetri, bubregu i masti.'® Potvrdna metoda
plinske kromatografije sa spektrometrijom mase (GC-MS) prikladna je samo za odredivanje
glifosata u mlijeku, jajima i mesu. Stoga potvrdna metoda za odredivanje glifosata u masti,
jetri i bubregu, te potvrdna metoda za odredivanje AMPA i N-acetil-glifosata u svim

matricama i dalje nedostaju.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

Za razvoj metode odredivanje glifosata i njegovih metabolita u hrani Zivotinjskog

podrijetla koristeni su analiti¢ki standardi poznate Cistoce prikazani u Tablici 2.

Tablica 2. Analiticki standardi koristeni za razvoje metode odredivanja ostataka glifosata i

njegovih metabolita u hrani Zivotinjskog podrijetla

Analit

Proizvodacd

1. AMPA, Cistoce 99,7 %
2. glifosat, ¢isto¢a 99,5 %

3. N-acetil-AMPA, y =999,91 mg L™ u otapalu
voda:acetonitril 9:1 (v/v)

4. N-acetil-glifosat, y =1000,36 mg L™ u otapalu
voda:acetonitril 9:1 (v/v)

5. glifosat-"*C,,"°N , y =200,01 mg L™ u otapalu
voda:acetonitril 9:1 (v/v)

6.  AMPA-C, N, y =1000,21 mg L™ u otapalu
voda:acetonitril 9:1 (v/v)

7. N-acetil-glifosat-D3, y =1000, 74 mg L™ u
otapalu voda:acetonitril 9:1 (v/v)

CPA chem, Bogomilovo,
Bugarska

Chem service inc., Wester
Chester, SAD

QPP-Lab, Putignano Alberobello,
Italija

QPP-Lab, Putignano Alberobello,
Italija

QPP-Lab, Putignano Alberobello,
Italija

QPP-Lab, Putignano Alberobello,
Italija

QPP-Lab, Putignano Alberobello,
Italija

Uz analiticke standarde pesticida koristene su sljedece kemikalije opisane u Tablici 3.
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Tablica 3. Kemikalije koriStene za razvoj metode odredivanja ostataka glifosata i njegovih

metabolita u hrani zivotinjskog podrijetla

Kemikalija Karakteristike Proizvodad
o za tekucinsku _
1. acetonitril B J. T. Baker, Deventer, Nizozemska
kromatografiju
2. mravlja Kiselina za LC-MS, ¢isto¢e >98%  Sigma-Aldrich, Steinheim,Njemacka
za teku€insku ]
3. metanol - J. T. Baker, Deventer, Nizozemska
kromatografiju
4. SPE OASIS HLB 60 mg/3 mL Waters, Milford, SAD
5. diklormetan p.a. J. T. Baker, Deventer, Nizozemska
oktadecilsilicijev ) S
o Thermo Fisher Scientific, Waltham,
6. dioksid (C18) p.a.
SAD
sorbens
polimerni anionski Agilent Technologies, Santa Clara,
7. SPE Plexa PAX
izmjenivac, 60 mg, 3mL SAD
primarni ) o
o Thermo Fisher Scientific, Waltham,
8. sekundarni amin -
SAD
(PSA)
polimerni kationski Agilent Technologies, Santa Clara,
9. SPE Plexa PCX
izmjenjivac, 60 mg, 3 mL SAD

U sljede¢im tablicama opisani su pribor i uredaji koriSteni tijekom razvoja metoda za

odredivanje glifosata i njegovih metabolita u hrani zivotinjskog podrijetla.
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Tablica 4. Pribor koristen za razvoj metode odredivanja ostataka glifosata i njegovih

metabolita u hrani zivotinjskog podrijetla

pribor

karakteristike

proizvodac

=

homogenizator uzoraka-
Grindomix GM 300

laboratorijska pipeta,

mehanicka

uredaj za vakuumsku

filtraciju

ultrafiltracijski filteri
(Vivaspin ® 5 kDa)

filteri za Sprice

Torus Dea

kromatografska kolona

Hypercarb

kromatografska kolona

APP kromatografska
kolona

brzina 500 do 4000
-1

min
2-20 pL,
20-200 pL,
100-1000 pL

s 5 kDa prekidom
molekulske mase
prikladnim za

centrifuge

regenerirana celuloza,
0,2 um, promjera 4 mm
duljina 100 mm,
promjer 2,1 mm i
veliCina Cestica 1,7 uym
duljina 100 mm,
promjer 2,1 mm i
veliCina Cestica 5 pm
duljina 100 mm,
promjer 2,1 mm i

veli€ina Cestica 5 pm

Retsch GmbH, Haan, Njemacka

Mettler Toledo, Columbus, SAD

Supelco, St. Louise, SAD

Sartorius, Gottingen, Njemacka

Whatman, Maidstone, UK

Waters, Mildford, SAD

Thermo Scientific, Waltham,
SAD

Waters, Mildford, SAD
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Tablica 5. Uredaji koristeni za razvoj metode odredivanja ostataka glifosata i njegovih

metabolita u hrani zivotinjskog podrijetla

pribor karakteristike proizvodac
1. analiticka vaga (XSE205) to¢nost 0,01 mg  Mettler Toledo, Columbus, SAD
2. analiticka vaga (HR-202) to¢nost +1 mg A&D company, Tokyo, Japan
3. vakuumska pumpa - Sartorius, Gottingen, Njemacka
4. uredaj za ekstrakciju na Agilent Technologies, Santa
¢vrstoj fazi Clara, SAD
) do 4500 rpm i s
5. centrifuga VWR, Radnor, SAD
termostatom
6. _ do 14000 rpmii s Thermo Fisher Scientific,
centrifuga
termostatom Waltham,SAD
7. vortex — mijesalica (Ika - Ika, Staufen, Njemacka
Vortex 3 Genius)
8. vezani sustav tekudinski

Agilent Technologies, Santa

kromatograf -
Clara, SAD

(1290) — spektrometar masa
(6460C)

3.1.1. Radne otopine

Za pripremu standardnih otopina koriSteni su certificirani referentni materijali
pesticida poznate cistoce razliCitih proizvodaca (Tablica 2). Prema potrebi pripremane su
bazne otopine iz referentnih standarda u krutom obliku pribliznih masenih koncentracija 1000
ng mL™? u smjesi voda:acetonitril 9:1 (v/v). 1z referentnih standarda ili baznih otopina
pesticida pripremane su otopine mijeSovitih standarda, masenih koncetracija 10 ili 20 pg mL™?
takoder u istom otapalu. Otopine radnih standarda ¢uvane su 7 mjeseci pri + 2 — + 8 °C. Pri

pripremi koriSteno je plasti¢no posude.

Marija Denzi¢ Lugomer Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 39

3.2. Metode
3.2.1. Tekucinska kromatografija vezana sa spektrometrijom masa

Za razvoj metode odredivanja ostataka glifosata i njegovih metabolita koriSten je
vezani sustav tekuc¢inska kromatografija - spektrometrija masa proizvodaca Agilent (Agilent
Tecnologies, SAD). Za kromatografsko razdvajanje koristen je 1290 UHPLC Infinity
instrument opremljen s kvaternom pumpom (G4204A), termostatiranim samouzorkiva¢em
(G1330B) i termostatiranim odjeljkom za kolonu (G1316C). Kromatograski sustav spojen je
sa sustavom tandemne spektrometrije masa (6460C QQQ) opremljenim ESI sustavom za
ionizaciju, s uredajem za samouzorkovanje a sve je povezano racunalom sa softverom za
upravljanjem instrumentima, prikupljanje i obradu podataka (MassHunter). Prilikom rada
potrebno je sve metalne kapilare zamijeniti plasticnima kako bi se smanjile interkacije
polarnih spojeva sa metalom. Tijekom razvoja i optimiranja metode koristene su kolone
razli¢itog kemijskog sastava i djelovanja: Hypercarb kolona duljine 100 mm, promjera 2,1
mm, veli¢ina Cestica punila 5 pm (Thermo Scientific, Waltham, SAD), Torus Dea kolona
duljine 100 mm, promjera 2,1 mm, veli¢ina Cestica punila 1,7 um (Waters, Mildford, SAD) i
tzv. APP kolona (engl. Anionic Polar Pesticides) duljine 100 mm, promjera 2,1 mm i veli¢ine
Cestica punila 5 um (Waters, Mildford, SAD). Kromatografsko razdvajanje postignuto je
koriStenjem Hypercarb kolone uz 1,2 % mravlju kiselinu u vodi (v/v) kao pokretnu fazu A i
0,9 % mravlju kiselinu u acetonitrilu (v/v) kao pokretnu fazu B. KoriSteno je sljedece
gradijentno eluiranje prikazano u Tablici 6. uz konstantan protok od 0,35 mL min™ i kolonu

termostatiranu na 40 °C.

Tablica 6. Gradijentni program eluiranja

Vrijeme/minute Pokretna faza A (%) Pokretna faza B (%)
0 100 0
4,5 98 2
6 100 0
7 100 0
Takoder je koristen program ispiranje igle u otopini

voda:metanol:acetonitril:izopropanol 1 : 1 : 1 : 1 (v/v), uz dodatak 1% mravlje kiseline (v/v).
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Volumen od 5 pL kod ekstrahiranog uzorka masnog tkiva odnosno od 20 pL za ostalu vrstu
uzoraka injektiran je u sustav.

Za ionizaciju ciljanih analita koriSteni su pozitivni 1 negativni nacini ionizacije. Napon
kapilare postavljen je na 2000 V, dok su protoci plina postavljeni na 10 mL min ™.

Temperatura izvora podesena je na 275 °C, a temperatura ,,sheath* plina na 400 °C.

3.2.2.  Postupci priprave uzorka

Za razvoj metoda KkoriSteni su uzorci masnog tkiva, jetre, mlijeka, jaja i meda za koje
je potvrdeno da ne sadrze odabrane analite. Postupci su razvijeni i optimirani analizom
modelnog uzorka pripremljenog dodatkom standardne otopine smjese analita u slijepu

matricu uzorka prije pocetka ekstrakcije.

3.2.2.1. Postupci priprave uzoraka masnog tkiva

Uzorak masnog tkiva mora se dobro homogenzirati kako bi se dobila homogena,
teku¢a smjesa. Dobro homogenziranom izvaganom uzorku od 5 g u plasti¢noj kiveti za
centrifugiranje od 50 mL doda se 10 mL 1% mravlje kiseline u vodi (v/v). Slijedi ru¢no
muckanje ili koriStenje rotacijske tresilice u trajanju od 5 minuta. Nakon toga doda se 5 mL
diklormetana, snazno promucka i centrifugira na 4000 o/min, 10 minuta pri ¢emu se vodeni
sloj odvaja od organskog. Bistri vodeni sloj profiltriran je kroz filter od regenerirane celuloze

(4 mm, 2 pm) u plasti¢nu boc¢icu za uzorak i podvrgnut LC-MS analizi.

3.2.2.2. Postupci priprave uzoraka jetre

Za pripravu uzoraka jetre optimalni postupak bio je sljede¢i: 2 g homogeniziranog
uzorka jetre stavi se u plasticnu kivetu za centrifugiranje od 50 mL, doda se 10 mL 1%
mravlje kiseline u vodi (v/v) kako bi se ekstrahirali analiti, zatim se ru¢no promucka ili stavi u
rotacijsku tresilicu na 10 minuta. Nakon toga slijedi centrifugiranje na 4000 o/min, 15 minuta
pri 4 °C pri ¢emu dolazi do talozenja organskih tvari. Volumen od 2 mL gornjeg sloja prebaci
se u plasti¢ne epruvetice za centrifugu od 2 mL i centrifugira na 14000 o/min 15 minuta pri 4
°C kako bi se istalozili proteini. U ultrafiltracijske filtere doda se 1 mL redestilirane vode i 1
mL srednjeg centrifugiranog sloja, te centrifugira na 6000 okretaja 30-45 minuta. Volumen od
1 mL centrifugiranog filtrata propusten je kroz SPE kolonicu (Plexa PCX, 60 mg, 3 mL)
prethodno kondicioniranu s 1 mL metanola i 1 mL 0,5% mravlje kiseline u vodi (v/v). Eluati
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su sakupljani u plastiénim epruvetama i prebaceni u plasticne bocice za uzorke i podvrgnuti

LC-MS analizi.
3.2.2.3. Postupci priprave uzoraka mlijeka

Uzorku mlijeka (2 g) u plasti¢noj kiveti za centrifugiranje od 50 mL dodano je 10 mL
1% mravlje kiseline u vodi (v/v), ru¢no muckano ili stavljeno u rotacijsku tresilicu na 5
minuta. Zatim je dodano 2 mL diklormetana, promuckano i centrifugirano na 14000 o/min, 10
minuta pri ¢emu dolazi do odvajanja vodenog i organskog sloja. Bistri gornji sloj prebacen je

u plasti¢nu vialu i podvrgnut LC-MS analizi.

3.2.2.4. Postupci priprave uzoraka jaja

Izvaganom homogenziranom uzorku jaja (2g) u plasti¢noj kiveti za centrifugu od 50
mL, dodano je 8,5 mL 1% mravlje kiseline u vodi (v/v), ru¢no muckano ili stavljeno u
rotacijsku tresilicu na 5 minuta. Nakon toga slijedi centrifugiranje na 4000 o/min, 15 minuta
pri 4 °C pri ¢emu dolazi do talozenja organskih tvari. Volumen od 2 mL gornjeg sloja prebaci
se u plasti¢ne epruvetice za centrifugu od 2 mL i centrifugira na 14000 o/min 15 minuta pri 20
°C kako bi se istalozili proteini. U ultrafiltracijske filtere doda se 1 mL redestilirane vode i 1
mL srednjeg centrifugiranog sloja, te centrifugira na 6000 okretaja 30-45 minuta. VVolumen od
1 mL centrifugiranog filtrata propusten je kroz SPE kolonicu (Plexa PCX, 60 mg, 3 mL)
prethodno kondicioniranu s 1 mL metanola i 1 mL 0,5% mravlje kiseline (v/v). Eluati su
sakupljani u plasticnim epruvetama i prebaceni u plasti¢ne bocice za uzorke i podvrgnuti LC-

MS analizi.

3.2.2.5. Postupci priprave uzoraka meda

Izvaganom uzorku meda (5 g) u plasticnoj kiveti za centrifugu od 50 mL, dodano je 19
mL 1% mravlje kiseline u vodi (v/v), ru¢no muckano ili stavljeno u rotacijsku tresilicu na 5
minuta. Nakon toga slijedi centrifugiranje na 4000 o/min, 15 minuta pri 4 °C pri ¢emu dolazi
do talozenja organskih tvari. Vodeni sloj profiltriran je kroz filter od regenerirane celuloze

(4mm, 2um) u plasti¢nu bocicu za uzorke i podvrgnut LC-MS analizi.
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3.2.3. Validacija metoda

U okviru istrazivanja provedena je validacija razvijenih metoda u skladu sa
smjernicama SANTE/11813/2017 i SANTE/12682/2019 za sustavno pracenje ostataka
pesticida. Metode su validirane prema razvijenim postupcima ekstrakcije razli¢itih matrica
hrane Zivotinjskog podrijetla, a ukljuivale su: specificnost, utjecaj matrice, linearnost,
tocnost, preciznosti i granicu kvantifikacije.

Specifi¢nost je procjenjena analizom nekoliko slijepih matrica uzoraka. Tandemna
spektrometrija masa je vrlo selektivna analiticka tehnika, a time i vrlo specifi¢na. Pri analizi
uzoraka pra¢ena su dva MRM prijelaza ( 2 prekursora i 2 produkta); jedan prijelaz koriSten je
za kvantitativno odredivanje, a drugi za potvrdu.

Hrana Zivotinjskog podrijetla su slozene matrice uzorka i za ocekivati je da ¢e imati
utjecaj na odredivanje pesticida. Radi postizanja bolje djelotvornosti cjelokupnog
analitickog postupka ispitan je utjecaj matrice uzorka obzirom na primijenjeni postupak
priprave uzorka te obzirom na vrstu analizirane hrane Zivotinjskog podrijetla-masno tkivo,
jetra, mlijeko, jaje 1 med. Utjecaj matrice odreden je usporedbom nagiba kalibracijskih
krivulja dobivenih linearnom regresijom odziva detektora i koncentracije analita u
standardnim otopinama pripravljenim u slijepoj matrici uzorka odnosno u otapalu prema
izrazu (1):

ME (%) = z—m 100 )

s

gdje je:

sm nagib kalibracijske krivulje dobivene linearnom regresijom odziva detektora
(povrSine pikova) i koncentracije analita u standardnim otopinama smjese analita
pripravljenim u slijepoj matrici uzorka, a

ss nagib kalibracijske krivulje dobivene linearnom regresijom odziva detektora
(povrsine pikova) 1 koncentracije analita u standardnim  otopinama smjese analita
pripravljenim u otapalu.

Linearnost metode testirana je na nacin da:

* Radno podruc¢je kalibracijskog pravca mora biti Sire od ciljnih koncentracija
validacije metode $to znaci da prva i zadnja tocka na kalibracijskom pravcu

moraju biti nize odnosno vise koncentracije od koncentracijskih nivoa na kojima
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se provodi validacija metoda ili moze biti u podru¢ju od LOQ do 10xLOQ ili vece

. Kiriterij prihvacanja linearnosti jest da devijacija izraCunate koncentracije od prave
koncentracije mora biti <+20%.

Ispitivanje linearnosti provodilo se kreiranjem kalibracijskog pravca za sve odabrane ione
analita. Kalibracijski pravac predstavlja ovisnost odziva detektora o koncentraciji analita, a
kvantitativno odredivanje koncentracije pesticida provodi se na temelju kreiranog
kalibracijskog pravca ciljnog iona. Kalibracijski pravac se kreirao na najmanje 3 tocke.
Kreirao se dodatkom poznate koncentracije standarda u matricu koja ne sadrzi pesticide prije
postupka ekstrakcije. Priredene su otopine analita od 10 pg mL™ te su sa njima dodatkom
poznatog volumena u uzorak masnog tkiva priredene kalibracijske tocke 12,5; 20, 25, 40, 50 i
100 ng mL?, kod jetre 5, 10, 20, 50, 80 i 100 ng mL*, mlijeka i meda 5, 8, 10, 20, 50, 80,
100 i 160 ng mL ™, te jaja 2,5; 4, 5, 10, 20, 40, 50 i 60 ng mL .,

Granice kvantifikacije (GK) odredene su dodavanjem odredene koli¢ine pesticida u
slijepu matricu uzorka. GK je najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se moze kvantificirati
uz odgovarajucu preciznost i to¢nost. Pri odredivanju je potrebno zadovoljiti kriterij istinitosti
u rasponu od 70 do 120 % sa preciznos¢u iskazanom kao relativna standardna devicijacija
(RSD) do 20%. Granica kvantifikacije metode treba biti manja ili jednaka dopustenoj
koncentraciji pesticida u skladu sa Uredbom Komisije 293/2013.

Preciznost kao ponovljivost mjerenja i izraz slaganja izmedu niza mjerenja koja se
provode u istom homogenom uzorku pod propisanim uvjetima provedena je na nacin da su od
uzoraka masnog tkiva, jetre, mlijeka, jaja i meda za koje je potvrdeno da ne sadrZe odabrane
analite pripremljeni modelni uzorci dodatkom standardne otopine smjese analita u slijepu
matricu uzorka. Ispitivanje je provedeno na minimalno pet mjerenja za svaki koncentracijski
nivo, $to ukljuuje minimalno 3 razli¢ita koncentracijska nivoa. IzraCunate su srednje
vrijednosti masenih koncentracija po svakom oboga¢enom koncentracijskom nivou,
standardne devijacije (SD) i relativne standardne devijacije (RSD). Metoda je prikladna
ukoliko zadovoljava kriterije propisane u dokumentu SANTE/12682/2019 da je RSD < 20 %.

Tocnost je stupanj podudaranja izmedu stvarne, tj. prihvacene referentne vrijednosti i
srednje vrijednosti koja se dobije primijenjenim postupkom odredeni broj puta. Brojcana
vrijednost to¢nosti dobije se kao razlika ili kao koli¢nik aritmeticke sredine rezultata i
referentne vrijednosti tj. prihvacene vrijednosti, a ovaj se postupak raCunanja posebno

primjenjuje kod odredivanja analitickog povrata. Analiticki povrati ra¢unati su na minimalno
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3 koncentracijska nivoa. Provedena su minimalno pet mjerenja za svaki koncentracijski nivo.
Pripremljene su ishodne otopine pesticida y = 10 pg mL™ te su prije pocetka ekstrakcije
dodani poznati volumeni da bi se dobili gore navedeni koncentracijski nivoi. Apsolutni
analitiCki povrati (R) izraunati su prema sljede¢em izrazu (2):
R(%) = 7= x100 @)
7
gdje je:
vs izmjerena masena koncentracija analita dodanih u slijepu matricu uzorka,

vt teoretska masena koncentracija pesticida dodanih u slijepu matricu uzorka
3.2.4.  Mjerna nesigurnost

Mjerna nesigurnost odredena je na temelju podataka prikupljenih u okviru validacije koja je
opisana u prethodnom poglavlju koristec¢i izmjerene koncentracije analita dodanih u slijepe
matrice uzoraka.

Za raCunanje mjerne nesigurnosti koristen je "top down" empirijski model kod kojega

se mjerna sigurnost ra¢una se prema formuli (3):

100 — Rj @)

2
U(%):k\/RSD +( e
gdje je:

U(%) - prosirena mjerna nesigurnost,

k - faktor pokrivanja,

RSD - srednja relativna standardna devijacija (%), i

R - srednji apsolutni analiticki povrat (%) dobiveni validacijom.

Racun je proveden za minimalno tri koncentracijske razine pesticida u uzorku, a
prema validacijskim podatcima. ProSirena mjerna nesigurnost analiticke metode konacno
je odredena iz mjerne nesigurnosti metode koriste¢i faktor k =2 cime je odreden
interval s 95 % — tnom sigurnosti za odredivanje prave vrijednosti masene koncentracije
pesticida (y) u odnosu na izmjerenu masenu koncentraciju (y). Sa sigurno$¢u od 95 %

moze se tvrditi da je prava masena koncentracija analitay - U(Y) <vys <y + U(Y).
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3.2.5.  Primjena razvijenih metoda na realne uzorke

Razvijene metode primjenjene su za analizu glifosata i njegovih metabolita u hrani
zivotinjskog podrijetla. U okviru istrazivanja ukupno je analizirano 60 uzoraka razlicitih vrsta
matrica: 10 uzoraka masnog tkiva (uzorak 1-10), 10 jetre (uzorak 11-20), 10 jaja (uzorak 21-
30), 10 svjezeg mlijeka (uzorak 31-40) i 20 meda razli¢itih vrsta (uzorak 41-60). Identifikacija
I kvantifikacija analita izvodila se prac¢enjem visestrukih tranzicijskih reakcija (MRM) pri
¢emu je analit identificira prema vremenu zadrzavanja, a u skladu sa vremenom zadrzavanja
analita iz odgovarajuce otopine standarda te prema prisutnosti i omjeru intenziteta zadanih
iona. Procjena masene koncentracije analita u uzorku izvodila se usporedbom povrsine (ili
visine) kromatografskog pika analita prisutnog u uzorku i povrsine (ili visine pika) dobivenog
iz standardne otopine analita u matrici. Ako je signal detektiranog analita (pik) padao u
kalibrirano podru¢je MS-a koncentracija analita prisutna u uzorku se ocitala direktno s
kalibracijskog pravca. Za koncentracije analita izvan kalibracijskog podrucja potrebno je bilo
izvesti produljenje krivulje umjeravanja kako bi uvjeti lineariteta bili zadovoljeni, ili
razrijediti uzorak u dano podru¢je linearnosti. Proraun rezultata izvodio Se pomocu
softwaerskog programa instrumenta MassHunter Quantitative analysis for QQQ.
Kalibracijska krivulja je graficki prikaz odnosa relativnog odgovora (Relative response)
izmjerene povrSine analita i odgovarajueg internog standarda te teoretske koncentracije
kalibracijske tocke. Otopine internih standarda i standarda za izradu kalibracijske krivulje
dodavane su u slijepu matricu uzorka prije postupka ekstrakcije. Program prera¢unava

koncentracije ispitnih uzoraka prema dobivenoj krivulji.

Nakon ukljuéivanja instrumenta i stabilizacije sustava, injektiranje uzoraka tekao je prema
sljede¢em rasporedu:

« Slijepa kontrolna otopina - uzorak koji predstavlja slijepu probu reagensa pripravljen
na isti na¢in kao 1 uzorak izostavljajuc¢i samo uzorak kako bi se detektirala eventualna
kontaminacija prilikom pripreme ili u instrumentu

o Kontrolni uzoraka stanja instrumenta - otopina standarda i internih standarda u
ekstrakcijskom otapalu koji odgovara masenoj koncentraciji analita iz podrucja
kalibracijske krivulje

« Slijepa kontrolna otopina

o Slijepa matrica - uzorak matrice kojem je prethodnim analizama utvrdena odsutnost

bilo kojeg od analita. Uzorci su provedeni kroz cijelu analizu.
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« Kontrolni uzorak matrice - u svakoj analizi potrebno je obogatiti slijepu matricu uzorka
na barem jednoj razini

« Slijepa kontrolna otopina

e Uzorci

« Kontrolni uzorak stanja instrumenta

« Slijepa kontrolna otopina
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Optimiranje instrumentalnih uvjeta

Na razlucivanje, odnosno uspjeSno odjeljivanje uzastopnih kromatografskih
pikova, utjeCu postupci priprave uzorka, kromatografske tehnike (u ovom radu tekucinska
kromatografija), te tehnike detekcije (u ovom radu spektrometrija masa). Pracenje analita u
slozenim matricama uzorka moguce je posti¢ci uporabom spektrometra masa kao
detektora. Odabirom karakteristicnih vrijednosti omjera mase i naboja iona (m/z) postize se
visoka selektivnost i osjetljivost detekcije. Najvazniji korak je podeSavanje parametara
izvora i kolizijske celije jer oni utjeCu na ionizaciju i desolvataciju te na fragmentaciju i
masenu analizu, $to ¢e omoguditi postizanje najboljeg signala za odgovarajuce prekursor i
produkt ione analita i optimalnih performansi metode. Postavke napona za najbolji prijenos
iona izmedu ionskog izvora i masenog analizatora namjestaju se automatskim tuniranjem
instrumenta. Na taj nacin optimira se intenzitet signala i rezolucija instrumenta.

U pretraznom nacinu rada spektrometar masa detektira sve vrijednosti m/z, pa se ¢esto
uz ione ciljnih analita detektiraju i ioni ostalih sastojaka prisutnin u matrici uzorka.
Pra¢enjem ciljnih vrijednosti m/z karakteristicnih za pojedini analit smanjuju se moguce
interferencije ostalih sastojaka matrice detektiranih u pretraznom naéinu rada. Uz navedeno,
na isti se nac¢in mogu detektirati i odrediti i nepotpuno odijeljeni analiti. Selektivnost analize
nepotpuno odijeljenih analita postize se odabirom i pracenjem najintenzivnijih signala, tj.
najzastupljenijih iona (vrijednosti m/z) u spektru masa pojedinog analita. Valja napomenuti
da se pracene vrijednosti m/z nepotpuno odijeljenih analita ne smiju preklapati. Ciljni i
potvrdni ioni odabrani su u pretraznom nacinu rada analizom standardnih otopina analita
pripravljenih u otapalu voda:acetonitril 9:1 (v/v), uz dodatak 1 % mravlje kiseline (v/v).
KoriStenjem restrikcijske kapilare direktno u maseni sustav injektirano je po 5 pL
individualne otopine svakog analita (5 pg mLfl) koriStenjem pokretne faze smjese acetonitrila
i voda (50:50, v/v) uz protok od 0,2 mL min* istovremenim snimanjem u pozitivnom i
negativnom nacinu snimanja. U prilogu su prikazani spektri masa u rasponu m/z od 50 do
250. Kao sto je vidljivo, za glifosat u pozitivnom nacinu snimanja najintezivniji ion je m/z
170, a u negativnom m/z 168 $to odgovara [M-H]"*, odnosno [M-H] ionu glifosata (m/z 169).

Nesto intezivniji ion pokazao Se onaj u pozitivnom nacinu snimanja, te je on koriSten u
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daljnjem optimiranju. U slucaju analita AMPA najintezivniji ion je onaj u negativnom nacinu
snimanja m/z 110, dok kod N-acetil-AMPA m/z 152, a N-acetil-glifosat m/z 210 sto odgovara
deprotoniranoj molekuli [M-H]". Nakon odabira najzastupljenijeg iona, pristupilo se
otpimizaciji kolizijske energije za dva najzastupljenija produkt iona. Fragmentacijom
protoniranog molekularnog iona glifosata m/z 170 proizlazi produkt iona m/z 88 koji odgovara
gubitku fosfonata i m/z 62 koji odgovara [HNPO]. Fragmentacija deprotoniranog
molekularnog iona AMPA dala je dva produkta kod m/z 79 i m/z 63 S§to odgovara
fosforatnom, odnosno fosfinatnom ionu.”® Fragmentacije analita AMPA usporedive su sa
onima objavljenima u radu M. Chiarello i sur. (2003).>> Prekursor ion N-acetil-glifosata
fragmentira karakteristicne produkte ione m/z 150 i m/z 124 Sto odgovara gubitku acetilne
grupe i vode iz karboksilatne grupe odnosno i gubitku CO,. Analit N-acetil-AMPA
fragmentira na m/z 134, m/z 110 i m/z 63 $to odgovara gubitku vode, odnosno karboksilatne
grupe, te [COONHCH,0H]. Svi analiti imaju sli¢ne kemijske strukture, svi sadrze metil
fosfonsko kiselinsku grupu i amino grupu. Budu¢i da se analiti mogu pojaviti kao zwitter ioni
u plinovitoj fazi, postoji mogucnost da se analiti podvrgnu unutarnjem prijenosu protona
tijekom prijelaza iz vodene faze kako bi neutralizirali pozitivni naboj na amino grupi i
negativni naboj na karboksilnoj ili metilfosfinatskoj grupi. Svi analiti pokazuju tendenciju
fragmentacije tvore¢i ione koji sadrze fosfor. Tipi¢ni fragment za sve analite u negativnom
nacinu snimanja je m/z 63, koji odgovara fosfinatnom ionu, PO, . U tablici 7. navedeni su
optimirani parametri. Parametri koji su optimirani zasebno su napon fragmentora kako bi se
dobio maksimalan odgovor prekursor iona od interesa i kolizijska energija za optimalnu
fragmentaciju prekursor iona radi postizanja najveceg moguceg odgovora produkt iona te su
takoder navedni u tablici. Spektri masa za sve analite i njihove interne standarde prikazani su
u PRILOGU I Il.
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Tablica 7. Optimirani MRM parametri za LC-MS analizu glifosata i njegovih metabolita

Napon Kolizijska Kolizijska
N N o Napon N
Kvantifikacija ~ fragmentora energija Identifikacija energija
fragmentora/V
v eV eV
AMPA 110> 79 80 28 110 > 63 80 18
glifosat 170 > 88,2 50 2 170 > 60,2 50 12
N-acetil-
152> 134 70 8 152 > 110 70 8
AMPA
N-acetil-
) 210> 124 170 12 210 > 150 70 6
glifosat
glifosat- 173091 50 2 173> 62,2 50 12
C,, N
AMPA- 112> 79 80 30 112 > 63 80 16
C,, N
N-acetil-
D3

4.2. Optimiranje kromatografskih uvjeta za odjeljivanje glifosata i njegovih
metabolita

Kvantifikacija glifosata predstavlja velik izazov zbog velike polarnosti i amfoterne
prirode molekule, male molekulske mase, velike topljivosti u vodi i nedostatku kromofora. 1z
tih razloga, glifosat nije moguc¢e obuhvatiti mulitmetodama koje se primjenuju u analizama
pesticida.

Kromatografsko razdvajanje uz MS/MS detekciju u ESI negativnom nac¢inu snimanja
moguce je posti¢i bez koriStenja derivatizacije. Tipicne kolone sa silikatnim C18 obrnutim
fazama predstavljaju problem sa zadrzavanjem takvih polarnih spojeva Sto rezultira
nerazdvojenim, koeluiraju¢im pikovima sa polarnim analitima koji eluiraju u mrtvom
volumenu kolone. Najces¢e koriStene kolone kod LC-MS/MS analiza za odredivanje
nederivatiziranih polarnih spojeva su Hypercarb,*"**%"® kolone anionske izmjene, HILIC
kolone, i kolone mjeSovitog djelovanja koje kombiniraju svojstva obrnute faze i slabe

anionske i/ili kationske izmjene u jednome.’>’*">"® Koristenje navedenih kolona &esto
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ukazuje na problem nakon nekoliko injektiranja uzoraka, pikovi za glifosat postaju Siri sa
pretjeranim razvlacenjem $to ukazuje na jace zadrzavanje analita.

Hypercarb kolona je napravljena od 100 % poroznog grafitiziranog ugljika te se koristi
kod analitike izrazito polarnih spojeva pri ¢emu izbor mobilne faze ima znacajnu ulogu: udio
od 1 % mravlje kiseline znacanije poboljsava izgled pika glifosata i osjetljivost u odnosu na
udio od 0,1 % mravlje kiseline.”” Glavni nedostatak Hypercarb kolone je nepredvidljivost
gubitka vremena zadrZavanja analita koja mozZe biti povezana s kontaminacijom kolone.”
Kako bi se osigurala reproducibilnost vremena zadrzavanja potrebno je koristiti odgovarajucu
pokretnu fazu koja ¢e u gradijentnom ispiranju osigurati interakciju analita sa istom
nepokretnom fazom sa svakim injektiranjem. Polarni analiti tvore nabijene interakcije sa
povrSinom nepokretne faze, dok nepolarni analiti tvore disperzivne sile ¢ija snaga moze biti
pod utjecajem indukcija naboja pokretne faze. PovrSina nepokretne faze moze biti
promjenjena zbog efekta pokretne faze na ionizacijske funkcionalne skupine. Osim toga,
pokretna faza moze biti uklju¢ena u interakciju formiranja elektronskih parova sa povrSinom
nepokretne faze. Promjena sastava pokretnih faza moze rezultirati u promjeni povrSine
nepokretne faze kolone $to rezultira promjenama u vremenima zadrzavanja analita. Metanol i
voda kao pokretene faze se ponasaju sli¢no, tvoreci elektronske parove sa povrSinom kolone
Sto omogucava vezanje svih analita na koloni 1 postizanje konzistentnih analitickih vremena
zadrzavanja.

HILIC je varijanta tekucinske kromatografije normalnih faza, medutim mehanizmi
djelovanja su znatno kompliciraniji.” Kao nepokretne faze koriste se polarne faze kao §to su
silika, amino 1 cijano skupine, medutim pokretne faze su sli¢nije onima koje se koriste u
tekucinskoj kromatografiji obrnutih faza kao §to su voda, methanol, acetonitril. Istovremeno,
HILIC omogucava odjeljivanje nabijenih analita, slicno kao i u ionskoj kromatografiji.
Prikladan je za odredivanje spojeva koji eluiraju blizu mrtvog volumena u kromatografiji
obrnutih faza. Prikladna je za izokratno eluiranje sa visokim udjelom organskih otapala ili
gradijentno eluiranje koje zapocinje visokim udjelom organskog otapala, a zavrSava visokim
udjelom vode. lonski aditivi, kao §to su amonijev acetat i amonijev format, koriste se za
kontrolu pH i ionske jakosti, a 0sim toga mogu utjecati na polarnost analita, rezultirajuéi u
razlikama u vremenima zadrzavanja.

Postoje tri glavna puta separacijskih mehanizama kod HILIC kolona koja ukljucuju

razdjeljivanje analita izmedu pokretne i nepokretne faze, adsorpciju analita na povrSinu
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adsorbensa ili povlastenu adsorpciju organskog modifikatora pokretne faze na povrSinu
adsorbensa, nakon Cega slijedi razdjeljivanje analita u adsorbiranom sloju.

Zbog polarne prirode glifosata i njegovog metabolita AMPA kromatografsko
razdvajanje je izazovni zadatak, a jo$ je veci izazov razdvajanje jako polarnih analita sa manje
polarnim analitima kao $to su N-acetil-AMPA i N-acetil-glifosat. Mnogi autori ukazuju na
probleme sa kolonama vezane uz slabu reproducibilnost i degradaciju kolone nakon samo
nekoliko injektiranja uzoraka. Prema metodi objavljenoj od strane referentnog laboratorija,
Hypercarb kolona zahtjeva dugotrajno predkondicioniranje koje zahtjeva minimalno 50
injektiranja ekstrakta Spinata kako bi se aktivirala mjesta na nepokretnoj fazi i postigli
zadovoljavajué¢i kromatografski uvjeti. Pri tome su koriStene pokretne faze metanol sa 1 %
octenom Kiselinom (v/v) kao pokretna faza A i smjesa voda: metanol: octena kiselina (94 :
5:1, viviv) kao pokretna faza B. Testirane su razli¢ite mobilne faze koje su sadrzavale vodu,
metanol i acetonitril sa ili bez dodatka octene ili mravlje kiseline. Mravlja kiselina se
primjenjuje  u svim koracima LC-MS analitickih metoda - od obrade uzoraka,
kromatografskog razdvajanja do MS analize, no najvaznija je primjena kao aditiva u
pokretnoj fazi budu¢i da ve¢ i mala koli¢ina moZe poboljsati kromatografsko razdvajanje 1
oblik pika.?’ Sli¢no kao i kod Lee i sur. (2017)"" dodatkom mravlje kiseline znatno je
povecéana osjetljivost i poboljsan izgled pika. Premda autori izbjegavaju dodatak acetonitrila
zbog Sirenja i razvlacenja pikova, u ovom slu¢aju, dodatak acetontrila u pokretnoj fazi do 2 %
rezultirao je poboljSanjem izgleda pikova N-acetil-AMPA i N- acetil-glifosata (Slika 6).
Dodatkom nije narusena stabilnost vremena zadrzavanja analita niti dugotrajnost kolone
buduci da je jedna kolona izdrazala i do 2000 injektiranja. Hypercarb kolone su poznate kao
kolone koje ovise o komponentama matrice. Sli¢no kao i kod Nerskov i sur. (2019)>°
primijeceno je da ovisno o matricama koje su se nanosile na kolonu dolazi do pomaka u
vremenima zadrzavanja analita, medutim, jednom kad se kolona zasitila pojedine matrice,
vremena zadrzavanja bila su stabilna i stoga reproducibilna. U tablici su prikazana vremena
zadrzavanja analita na koloni Hypercarb uz pokretne faze 1,2 % mravlje kiseline u vodi (v/v) i

0,5 % mravlje kiseline u acetonitrilu (v/v).
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Tablica 8. Vremena zadrzavanja analita na koloni Hypercarb uz pokretne faze 1,2 % mravlje

kiseline u vodi i 0,5 % mravlje kiseline u acetonitrilu.

Analiti Vrijeme zadrzavanja /min
AMPA 0,95
glifosat 1,39
N-acetil-glifosat 4,93
N-acetil-AMPA 4,85
glifosat-*C,, °N 1,39
AMPA-C,, °N 0,95
N-acetil-glifosat-D3 4,91

Tijekom razvoja metoda osim Hypercab kolone testirane su jos dvije kolone razlicitog
nacina djelovanja, tzv. HILIC izmjene - Torus Dea i APP (eng. Anionic Polar Pesticide)
kolona. Kolone zahtjevaju takoder prekondicioniranje, koriStenjem mobilnih faza, a u slucaju
Torus Dea kolone i 5 mM Na,EDTA otopine u smjesi voda:acetonitril 80:20 (v/v) kako bi se
ujedno provela inaktivacija cijelog sustava buduci da su analiti poznati po vezivanju sa
metalima. Postupak kondicioniranja pokazao se neSto brZzim u odnosu na onaj opisan sa
Hypercarb kolonom koriste¢i ekstrakt $pinata. Najbolji kromatografski uvjeti postignuti su uz
koristenje 1,2 % mravlje kiseline u vodi (v/v) i 0,5 % mravlje kiseline u acetonitrilu (v/v), §to
je 1 predlozeno od strane proizvodaca kolone, no problem se javljao kod kromatografskog
razdvajanja N-acetil-glifosata koji unato¢ razli¢itim kromatografskim promjenama ili nije
izlazio sa kolone ili je njegov kromatografski pik bio vrlo poloZen i razvucen preko 5, a u
nekim slu¢ajevima i do 8 minuta (Slika 7). Zbog nemogucénosti postizanja kromatografski
zadovoljavajucih uvjeta za sve trazene analite, kolone HILIC nacina djelovanja su odbacene,
te se daljnjem razvoju metode pristupilo koriStenjem Hypercarb kolone.

Budu¢i da je rije¢ o analitima koji imaju sklonost vezanju na metale, primijecen je
blagi prijenos mase analita, posebice glifosata pri analizi otapala provedene neposredno
poslije analize standarda u otapalu Sto moze rezultirati u lazno pozitivnom tumacenju
rezultata. Budu¢i da su svi metalni putevi zamijenjeni plasti¢nim kapilarama, jedini moguéi
izvor vezanja nalazi se u injektorskoj jedinici. Mikotoksin fumonizin pokazuje takoder

svojstvo vezanja na metalne povrSine kao i glifosat, a kao rjeSenje za smanjenje prijenosa
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mase nudi se ispiranje igle u otopini voda:metanol:acetonitril:izopropanol 1: 1: 1: 1 (v/v), uz
dodatak 1% mravlje kiseline i 10 mmol L ™ trinatrij citrata (v/v).*
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Slika 6. Kromatogram standardne otopine smjese analita u 1 % mravljoj Kiselini u
vodi (v/v), y =10 pg mL™ na koloni Hypercarb (1- AMPA, 2-Glifosat, 3-N-acetil-AMPA, 4-
N-acetil-glifosat)
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Slika 7. Kromatogram standardne otopine smjese analita u u otapalu voda:acetonitril
9:1 (v/v), uz dodatak 1 % mravlje kiseline (v/v), y = 10 ug mL* na koloni APP (1- AMPA, 2-
Glifosat, 3-N-acetil-AMPA)
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Odredivanje glifosata u okolisSnim uzorcima, ukljucujuéi vodu, je dobro istrazeno.

Objavljeni su i radovi koji ukljucuju glifosat i eventualno njegov metabolit AMPA u soji i
kukuruzu i grejpu.*®® Herrera Lopez i sur. (2019) obuhvatili su glifosat i sve navedene
njegove metabolite u hrani koja ukljucuje grejp, narane i zobi.”® Medutim, informacije o
njegovom odredivanju u kompleksnim uzorcima, kao $to je hrana zivotinjskog podrijetla, su
limitirane te je objavljeno svega nekoliko radova koje ne ukljucuju sve navedene metabolite
glifosata, 41:4347:51.6263.6582.83

Radi utvrdivanja i uklanjanja mogucih interferencija sastojaka matrice uzorka,
nakon odabira iona karakteristicnih za pojedine analite analizirane su i slijepe matrice
uzoraka hrane zivotinjskog podrijetla (Slike 8.-12.). Identitet svakog analita utvrden je na
temelju ciljnog iona te dvaju potvrdnih iona pri ¢emu je vrlo vazno slaganje omjera
povrSine pikova ciljnog iona 1 potvrdnih iona u kromatogramima uzorka i
kromatogramu standardne otopine smjese analita. Osim navedenog, za potvrdu identiteta
analiziranih spojeva neophodno je 1 podudaranje vremena zadrzavanja analita
zabiljezenih u kromatogramu uzorka s vremenima zadrZavanja istih analita U
kromatogramu standardne otopine smjese analita u otapalu (Slike 13.-17.) s maksimalno
dopustenim odstupanjem od =+ 0,2 min. Primijecen je blagi pomak vremena zadrzavanja N-
acetil-AMPA u medu i N-acetil-glifosata u mlijeku u odnosu na vremena zadrzavanja
standardne otopine smjese analita u otapalu, a kao uzrok tome moguce je nedovoljno
zasi¢enje kolone matricama buduci su Hypercarb kolone poznate kao kolone ovisne o
matricama. U kromatogramima slijepih matrica, posebice jaja i jetra, uoceni su interferirajuci
pikovi sa analitom AMPA (Slike 14. i 16.). Koeluirajuc¢i spojevi su vrlo polarni spojevi koji
izlaze na samom pocetku, no u njihovim spektrima ne pojavljuju se signali pri istim
vrijednostima m/z kao $to su vrijednosti m/z ciljnih i potvrdnih iona analita AMPA koji s

kolone eluira u sli¢nhom vremenu.
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Slika 8. Kromatogram ekstrakata slijepe matrice masnog tkiva
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Slika 9. Kromatogram ekstrakata slijepe matrice jetre
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Slika 10. Kromatogram ekstrakata slijepe matrice jaja
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Slika 11. Kromatogram ekstrakata slijepe matrice mlijeka
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Slika 12. Kromatogram ekstrakata slijepe matrice meda
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Slika 13. Kromatogrami standardne otopine smjese analita u 1 % mravljoj kiselini u vodi

(viv), y=12,5ngmL™" (zelena boja) i ekstrakta slijepe matrice masnog tkiva obogaéene
analitima (crna boja) (1- AMPA, 2-Glifosat, 3-N-acetil-AMPA, 4-N-acetil-glifosat)
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Slika 14. Kromatogrami standardne otopine smjese analita u 1 % mravljoj kiselini u
vodi (v/v), y= 20 ngmL™ (crvena boja) i ekstrakta slijepe matrice jetre obogacene
analitima (crna boja) (1- AMPA, 2-Glifosat, 3-N-acetil-AMPA, 4-N-acetil-glifosat)
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Slika 15. Kromatogrami standardne otopine smjese analita u 1 % mravljoj kiselini u

vodi (V/v), y = 40 ng mL™ (crvena boja) i ekstrakta slijepe matrice mlijeka obogacene
analitima (crna boja) (1- AMPA, 2-Glifosat, 3-N-acetil-AMPA, 4-N-acetil-glifosat)
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Slika 16. Kromatogrami standardne otopine smjese analita u 1 % mravljoj kiselini u

vodi (V/v), y =10 ng mL™" (crna boja) i ekstrakta slijepe matrice jaja obogaéene analitima

(crvena boja) (1- AMPA, 2-Glifosat, 3-N-acetil-AMPA, 4-N-acetil-glifosat)
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Slika 17. Kromatogrami standardne otopine smjese analita u 1 % mravljoj Kiselini u

vodi (v/v), y = 10 ng mL™ (Crvena boja) i ekstrakta slijepe matrice
analitima(1- AMPA, 2-Glifosat, 3-N-acetil-AMPA, 4-N-acetil-glifosat)

meda obogacéene
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4.3. Postupci ekstrakcije glifosata i njegovih metabolita u razlic¢itim
vrstama hrane Zivotinjskog podrijetla

Hrana Zivotinjskog podrijetla predstavlja veliki izazov prilikom analize buduci se radi
0 kompleksnoj prirodi uzoraka. Premda je metoda objavljena od strane referentnog
laboratorija podobna za S$iri raspon polarnih analita, ekstrakti mogu sadrzavati visoke
koncentracije koekstraktiva matrice koji mogu kontaminirati instrument stoga je potrebno

razviti efikasne postupke ekstrakcije kako bi se utjecaj matrice sveo na minimum.
4.3.1.  Masno tkivo

Masno tkivo je sastavljeno od krupnih okruglastih ¢elijica koje su obavijene vezivnim
tkivom kroz koje prolaze krvne zile, te kod zaklanih Zivotinja sadrzi od 50 do 90 % masti koje
najve¢im dijelom cine trigliceridi. Za ekstrakciju zeljenih analita iz uzoraka masnog tkiva
istrazena su tri razli¢ita esktrakcijska otapala: voda, metanol i smjesa metanol:voda 1:1 (v/v),
svi uz dodatak 1 % mravlje kiseline (v/v). Svaki postupak priprave uzoraka razvijen je i
optimiran uz iste uvjete LC-MS analize koji su opisani u poglavlju 3.2.1. Slika 18. prikazuje
kromatograme ekstrakata obogacéenih slijepih uzoraka matrice masnog tkiva. Buduéi da je
rije¢ o vrlo polarnim analitima, vrlo polarna otapala su i koriStena za njihovu ekstrakciju, no
voda uz dodatak 1% mravlje kiseline (v/v) se pokazala najprikladnijim ekstrakcijskim
otapalom uz najviSe odzive detektora i zadovoljavajue analiticke povrate (> 80 %).
Ekstrakcijom vodom dobiven je bistri vodeni sloj, dok je ekstrakcijom metanolom dobiven
obojeni, a smjesom vode i metanola bijeli zamuceni vodeni sloj. Takoder, analiticki povrati
iznosili su manje od 60 %, najnizi prilikom ekstrakcije metanolom, s relativnom standardnom
devijacijom (RSD) ve¢om od 30 % (Slika 19.). Sli¢ne rezultate objavili su u svom radu
Chiarello i sur. (2019)* kod kojih se zakiseljena voda pokazala kao najbolji izbor

ekstrakcijskog otapala prilikom analize maslinovog ulja.
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Slika 18. Kromatogrami ekstrakata slijepe matrice masnog tkiva obogacene analitima

dobivenih triju razli¢itim ekstrakcijskim otapalima: crvena linija - voda, zelena — smjesa

metanol:voda 1:1 (v/v) i crna-metanol, svi uz dodatak 1 % mravlje Kiseline (v/v) (1- AMPA,

2-Glifosat, 3-N-acetil-AMPA, 4-N-acetil-glifosat)
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Slika 19. Ovisnost analitickog povrata (R) analita iz masnog tkiva o koriStenom

ekstrakcijskom otapalu sa pripadaju¢im relativnim standardnim devijacijama (RSD %)

racunatima iz tri mjerenja
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Buduci da je masni sloj plivao na povrsini, $to je otezavalo uzimanje vodenog sloja,
dodan je diklormetan kako bi istalozio taj masni sloj. U svrhu istrazivanja otpimalnog
volumena dodatka diklormetana isproban je dodatak od 1, 2, 3 i 5 mL. Manji volumeni nisu
bili dovoljni za taloZenje masnoca, ostavljaju¢i i dalje gornji masni ili zamuceni sloj.
Najucinkovitijim se pokazao dodatak volumena od 5 mL pri ¢emu su slojevi bili lijepo
odvojeni, a vodeni sloj gornji 1 bistri. Razli¢iti volumeni nisu utjecali na analiticke povrate
analita buduc¢i da masno tkivo ne sadrzi proteine koji bi dodatkom diklormetana precipitirali i
za sobom povukli analite kao §to je primijeéeno u studiji Nerskov i sur. (2019).>° IstraZeni su
dodatni koraci procis¢avanja filtrata koriStenjem ekstrakcije rasprSenjem Cvrste faze |
ekstrakcije na ¢vrstoj fazi u svrhu uklanjanja utjecaja matrice i postizanja §to nizih granica
kvantifikacija. Kod ekstrakcije raspr§enjem kao ¢vrste faze koriSteni su sorbensi C18 i PSA
(50 mg) sa 1 mL filtrata. U ekstrakciji na ¢vrstoj fazi koriSten je polimerni sorbens ionske
izmjene (PCX) koji je prethodno kondicioniran sa 1 mL metanola i 1 mL zakiseljene vode (1
% mravlje kiseline u vodi, v/v). Prije nanoSenja 1 mL filtrata uzorka, kolonice su spojene na
vakuum kako bi se uklonile sve kapljice vode. Procis¢eni filtrati podvrgnuti su LC-MS
analizi. Kako bi se istrazila prikladnost razli¢itih postupaka ekstrakcije analita iz masnog
tkiva, pripravljena je modelna otopina standardne smjese analita u slijepoj matrici uzoraka.
Ucinkovitost — ekstrakcije praena je odredivanjem analitiCkog povrata, odnosno
usporedbom masene koncentracije svakog pojedinog spoja u pojedinim frakcijama eluata
S njegovom masenom koncentracijom u modelnoj otopini. Direktnim postupkom, tj.
ekstrakcijom vodom uz dodatak 1 % mravlje kiseline (v/v) te dodatkom diklormetana kako bi
se istalozio gornji masni sloj, dobiveni su najbolji analiti¢ki povrati (> 80% ). Kod ekstrakcije
na ¢vrstoj fazi kao sorbens odabran je PCX za uklanjanje iona u matrici koji bi mogli
interferirati ionima ciljnih analita, dok su C18 i PSA sorbensi koristeni za uklanjanje
nepolarnih interferencija. Takoder je testirano zagrijavanje uzorka masnog tkiva u vodenoj
kupelji s ciljem dobivanja homogenijeg uzorka, no sam korak nije utjecao na poboljsanje
analitickih povrata. Budu¢i da primjena ekstrakcijskih postupaka nije utjecala na poboljSanje
analitickih povrata, daljni ekstrakcijski koraci nisu koristeni. Ekstrakcijom vodom izbjegava
se koekstrakcija nepolarnih spojeva ¢ime se dobivaju ,,¢i8¢i“ ekstrakti te dodatni koraci

pro&iséavanja nisu koristeni sli¢no kao i kod Chiarello i sur. (2019).%
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43.2. Jetra

Jetra predstavlja matricu bogatu proteinima i fosfolipidima koji mogu uzrokovati
ionsku supresiju u MS instrumentu te je nuzan korak uklanjaja proteina prilikom pripreme
uzorka. Postoji nekoliko procedura za uklanjanje proteina: koriStenjem acetonitrila i
diklormetana, te koristenjem ultrafiltracije uz cut-off filtere od 10 kDa.*"*® Za ekstrakciju
zeljenih analita iz uzoraka jetre istrazena su tri razli¢ita esktrakcijska otapala: voda, metanol i
smjesa metanol:voda 1:1 (v/v), svi uz dodatak 1 % mravlje kiseline (v/v). Samom primjenjom
ekstrakcijskih otapala dobiveni su obojeni i zamuceni, nejasno odijeljeni vodeni slojevi koji
nisu primjenjeni u direktnoj LC-MS analizi zbog moguée kontaminacije instrumenta te su
istrazeni dodatni koraci procis¢avanja. Testirano je nekoliko razli¢itih metoda procis¢avanja:
ekstrakcija na ¢vrstoj fazi kod koje je koriSten polimerni sorbens ionske izmjene (PCX),
ultrafiltracija i zamrzavanje na - 20 °C. Nakon ekstrakcije sa zakiseljenom smjesom
metanol:voda 1:1 (v/v), uzorci obogaéene slijepe matrice jetre stavljeni su na zamrzavanje na
- 20 °C na 90 minuta. Nakon toga uzorci su centrifugirani na 4000 rpm 15 minuta na
temperaturi 10 °C. Centrifugiranjem je dobiven lagano obojeni vodeni sloj koji je podvrgnut
daljnjem procisc¢avanju koristenjem PCX kolonica prethodno kondicioniranih sa metanolom,
a zatim LC-MS analizi. Snimanjem uzoraka obogaéenih na dvije razine 0,2 mg kg * i 0,5 mg
kg™, zbog jakog utjecaja matrice, analit AMPA nije detektiran. Razrjedivanjem finalnog
ekstrakta sa 1 % mravlje Kiseline u vodi (v/v) kako bi se smanjio utjecaj matrice, AMPA je
detektirana samo u sluéaju vise koncentracije. Sli¢no je primijeceno prilikom ekstrakcije
zakiseljenim metanolom, prema metodi objavljenoj od strane EURL koja ukljuéuje primjenu
acetonitrila 1 C18 sorbensa kod ekstrakcije rasprSenjem. Primjenom dodatnih koraka
proc¢iscavanja dobiveni su bistriji ekstrakti prikladniji za LC-MS analizu. Kod ekstrakcije
zakiseljenim metanolom zabiljezen je najnizi odziv detektora, Sto upucuje na najnizu
osjetljivost metode.

Kao i kod masnog tkiva, pripremljene su modelne otopine standardne smjese analita u
slijepoj matrici uzoraka. Ucinkovitost ekstrakcije pracena je odredivanjem analitickog
povrata, odnosno usporedbom masene koncentracije svakog pojedinog spoja u pojedinim
frakcijama eluata s njegovom masenom koncentracijom u modelnoj otopini, te su kao i kod
masnog tkiva, najbolje vrijednosti analitickih povrata dobivene prilikom ekstrakcije
zakiseljenom vodom. Koristenje ultrafiltracije kao zamjenskog koraka talozenja proteina

organskim otapalima se pokazala dobrom alternativom, no sama ultrafiltracija nije dovoljna
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za efikasno uklanjanje interferencija te je primjenjen i SPE sa PCX sorbensom kako bi se
poboljsao odziv. Sorbens PCX je polimerni sorbens mijeSanog djelovanja koji se koristi za
vecu selektivnost 1 osjetljivost kod ekstrakcije bazicnih spojeva sa kationsko-izmjenjivaCkom
skupinom. Nakon kondicioniranja metanolom i zakiseljenom vodom, polarni analiti ¢e samo
proci kroz njega, dok ¢e neke hidrofobne i pozitivno nabijene komponente matrice reagirati i

ostati zadrzane na sorbensu.

43.3. Jaja

Jaja sadrze priblizno 75 % vode koja moze imati utjecaj na ukupni ekstrakcijski
volumen, a ostatak najve¢im dijelom c¢ine proteini i lipidi. Jaja su posebno problemati¢na
matrica budu¢i da sadrze lecitin, emulzijer koji moZze povezati lipide u jajima sa
ekstrakcijskim otapalom i na taj naCin formirati zamucenje otopine. Za ekstrakciju zeljenih
analita iz uzoraka jaja istrazena su dva razli¢ita esktrakcijska otapala: voda i metanol uz
dodatak 1 % mravlje kiseline (v/v.). Metoda sa zakiseljenim metanolom opisana je u radu
Herrea Lopez i sur. (2020)*® a ukljucuje ekstrakciju zakiseljenim metanolom uz dodatak vode,
zamrzavanje na - 20 °C na 90 minuta, centrifugiranje te procis¢avanje koriStenjem ekstrakcije
na ¢vrstoj fazi prilikom ¢ega je koristen PCX sorbens. U prvim analizama, nakon zamrzavanja
dobiven je bistri gornji sloj, no ponavljanjem analiza, dolazilo je do stvaranja mutnog sloja,
koji je vrlo tesko ili nikako prolazio kroz PCX sloj sorbensa i dalje mutan te kao takav nije
koriSten za daljnu analizu. Prve analize ukazivale su na raSireni pik za analit AMPA, znatno
manjeg inteziteta nego kod ekstrackije zakiseljenom vodom (Slika 20).

Ekstrakti dobiveni ekstrakcijom zakiseljenom vodom, dodatno su prociS€avani na
nekoliko nacina. Jedan je ukljuc¢ivao dodatak diklormetana kako bi se efikasno uklonila mast
iz uzoraka jaja. Zbog velike gustoce, mast sa diklormetanom staloZila se na dno kivete,
medutim gornji vodeni sloj ostao je vrlo zamucen te podvrgnut dodatnom koraku
proc¢is¢avanja ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi s HLB sorbensom koji se koristi kao univerzalni
polimerni sorbens obrnutih faza za ekstrakciju Sirokog raspona kiselih, bazi¢nih i neutralnih
spojeva, uklanjanje soli, proteina i fosfolipida. Nakon primjene HLB sorbensa, ekstrakt je i
dalje bio premutan i kao takav neprikladan za LC-MS analizu te se pristupilo ultrafiltraciji
kao koraku procis¢avanja vodenog ekstrakta. Ultrafiltracijom dobiveni su bistri filtrati koji su
podvrgnuti LC-MS analizi. Kao i kod jetre, kombinacijom ultrafilracije i PCX znatno je

poboljsan odziv buduci da su smanjene interferencije matrice (Slika 21).
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Slika 20. Usporedba kromatograma ekstrakta glifosata iz jaja dobivenih a)

ultrafiltracijom 1 ekstrakcijom na c&vrstoj fazi 1 b) samo ultrafiltracijom. Koncentracija

glifosata u oba slucaja je ista.
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Slika 21. Usporedba kromatograma ekstrakta glifosata iz jaja dobivenih a)

ultrafiltracijom i ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi b) samo ultrafiltracijom kod ekstrakcije

zakiseljenom vodom c) ekstrakcijom zakiseljenim metanolom i vodom. Koncentracija analita

u svim slucajevima je ista.
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4.3.4. Mlijeko

Mlijeko je vodena otopina smjese ugljikohidrata, proteina i masti $to zahtjeva dodatan
korak procis¢avanja koji ukljucuje uklanjanje proteina i masti. Organska otapala i/ili kiseline
koriste se za efektivno talozenje proteina primjenom specifi¢nih interakcija koje djeluju na
strukturu proteina. Organsko otapalo smanjuje dielektriénu konstantu otopine proteina i
takoder razmjesta molekule vode oko hidrofobnih regija na povrsini proteina, pri cemu prvo
pojacava elektrostatska privlacenja izmedu nabijenih molekula proteina §to minimizirala
hidrofobne interakcije izmedu proteina. Kiseli reagensi formiraju netopljive soli s pozitivno
nabijenim amino skupinama proteina kod pH vrijednosti koje su ispod njihove izoelektri¢ne
to¢ke. U radu Chankasem i sur. (2015)%? za pro¢iséavanje su koristeni acetonitril i metanol, sa
I bez doodatka 0,1 % octene ili mravlje kiseline, medutim analiticki povrati glifosata bili su
manji od 50 %, a moguci razlog niskog iskoristenja je ionska interakcija izmedu analita i
komponenti mlijeka. Mlijeko sadrzi visok udio polivalentnih metalnih kationa kao §to su ioni
kalcija, magnezija i zeljeza. Ovi minerali mogu tvoriti kelate s glifosatom §to rezultira
njegovim gubitkom tijekom procesa talozenja proteina. Dodatkom Na,EDTA u ekstrakcijsko
otapalo, analiticki povrati glifosata znacajno su poboljSani. Uspjesna ekstrakcija provedena je
sa otopinom koja sadrzi 50 x 10 mol L™ octenu kiselinu i 10 x 10° mol L™ Na;EDTA pri
¢emu octena kiselina snizuje pH uzorka mlijeka kako bi se istaloZili protein, a Na,EDTA
sprjeCava stvaranje kelacijskih kompleksa izmedu polivalentnih metalnih iona i analita.
Fosfolipidi su glavna komponenta prisutna u mlijeku i mogu se ekstrahirati zajedno s
analitima.

Koristenje izrazito vodenih pokretnih faza uzrokuje talozenje na analitickoj koloni $to
dovodi do degradacije njenih performansi i zbog toga je potrebno ubaciti korak procis¢avanja
uzoraka kako bi se uklonili fosfolipidi i drugi nepolarni spojevi §to se moze posti¢i dodatkom
diklormetana ili ekstrakcijom na c¢vrstoj fazi. U radu su analizirani uzorci dobiveni
ekstrakcijom vodom i smjesom metanol:voda 1:1 (v/v), svi uz dodatak 1 % mravlje kiseline
(v/v). Kod ekstrakcije smjesom otapala koriSteno je zamrzavanje uzorka kao metoda
procis¢avanja, dok je kod ekstrakcije vodom isprobano nekoliko metoda prociS¢avanja.
Ekstrakcija smjesom rezultirala je cijepanjem pika AMPA, te manjim odzivom u odnosu na
ekstrakciju vodom te se pristupilo daljnjem razvoju metode ekstrakcije vodom. Uz pocetno
centrifugiranje na 4000 rpm, isprobano je centrifugiranje na 14000 rpm, ekstrakcija na ¢vrstoj

fazi sa PCX sorbensom 1 primjena ultrafiltracije. Najvisi odziv za analite, a ujedno i najbistriji
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ekstrakti primijeceni su primjenom centrifugiranja pri visim okretajima i koristenjem SPE,
medutim kod vremena zadrzavanja analita AMPA primijecen je jak odaziv interefencije,
stoga se pristupilo koristenju diklormetana kao i u radu od Jensen i sur. (2016).>* Primjena
otopine Na,EDTA takoder je evaluirana. Poznato je da se glifosat zbog svoje kemijske
strukture moze ponasati kao kelat za metalne ione. Koristenje EDTA otopine kao kelacijskog
sredstva u uzorcima mlijeka kod odredivanja veterinarskih lijekova kao $to su antibiotici
tetraciklini, opisana je u literaturi. U istrazivanju je takoder procjenjen utjecaja dodatka
otopine EDTA zajedno sa ostalim, ranije spomenutim koracima procis¢avanja, te u slucaju
mlijeka nisu uoc¢ena nikakva poboljsanja, Stovise, doslo je do supresije signala.
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Slika 22. Kromatogrami ekstrakata zakiseljene vode slijepe matrice mlijeka
obogacene analitima, y = 0, 1 mg kg * (zelena boja-primjena 14000 rpm i SPE, plava boja-
14000 rpm + PCX + dodatak 1 % mravlje kiseline, crna boja- 14000 rpm, ljubicasta- 4000
rpm, crvena- 14000 rpm + ultrafiltracija)(1- AMPA, 2-Glifosat, 3-N-acetil-AMPA, 4-N-
acetil-glifosat)
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4.3.5. Med

Med kao matrica sadrzi ve¢inom Secere koji su polarni spojevi 1 koji mogu koeluirati
sa glifosatom i njegovim metabolitima, posebice metabolitom AMPA, a sadrzi i teSke metale
koji mogu utjecati na analiticke povrate analita. Vrlo je malo dostupne literature koja se bavi
analitikom glifosata i naj¢eS¢e njegovog metabolita AMPA u medu, a ukljucuje ekstrakciju
zakiseljenom vodom ili modificiranom QUPPE metodom koja uz zakiseljeni metanol
ukljucuje i dodatak vode.*’ Prilikom razvoja metode isprobana je voda uz dodatak 1 %
mravlje kiseline (v/v) kao ekstrakcijsko otapalo te metanol uz dodatak 1 % mravlje kiseline
(v/v) i vode. Ekstrakcija zakiseljenom vodom pokazala se boljom opcijom buduc¢i da sadrzi

manje interferencija matrice i veée odzive analita (Slika 23).
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Slika 23. Usporedba kromatograma ekstrakata za analit AMPA iz meda dobivenih a)
ekstrakcijom zakiseljenom vodom i b) ekstrakcijom zakiseljenim metanolom i vodom.

Koncentracija analita u oba slucaja je ista.
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Nakon ekstrakcije zakiseljenom vodom, pristupilo se ekstrakciji na Cvrstoj fazi
koristenjem dviju vrsta polimernih sorbensa - anionski (PAX) i kationski (PCX). Zbog svoje
fosfonatne skupine, glifosat i njegovi metaboliti mogu se zadrzati i efikasno procistiti
koriStenjem anionskog sorbensa, dok Seceri kao neionski spojevi nece biti zadrzani. Takoder
je koriStena disperzivna ekstrakcija na ¢vrstoj fazi koriStenjem PSA sorbensa. Kao §to je
vidljivo na Slici 24. koristenjem PCX sorbensa javlja se interferencija matrice velikog
inteziteta koja interferira sa mjestom zadrZavanja analita AMPA. KoriStenjem PSA sorbensa
kod dSPE, dolazi do smanjenja analitickog povrata glifosata, dok je odziv za analit AMPA u
odnosu na druge metode procis¢avanja najveéi (Slika 25). Buduc¢i da niti jedan od koraka
procis¢avanja nije utjecao na postizanje nizih granica kvantifikacija, izostavljen je bilo kakav

dodatan korak prociS¢avanja.
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Slika 24. Kromatogrami ekstrakata zakiseljene vode slijepe matrice meda obogacene
analitima, y = 0, 025 mg kg™ (plava boja-PCX, crvena-PAX, crna-ekstrakcija metanolom i
vodom, zelena-ekstrakcija vodom, ljubicasta-PSA) (1- AMPA, 2-Glifosat, 3-N-acetil-AMPA,
4-N-acetil-glifosat)
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Slika 25. Usporedba kromatograma ekstakata AMPA u medu. Zeleno obojen
kromatogram odgovara ekstrakciji zakiseljenim metanolom i vodom, a ruzic¢asti zakiseljenom
vodom. Ljubicasta boja-dSPE sa PSA, siva- SPE PAX, svijetlo plava boja- SPE PCX.

Koncentracija analita u svim slucajevima je ista.

4.4. Validacija metoda

Razvijene metode odredivanja ostataka glifosata i njegovih metabolita u uzorcima
hrane Zivotinjskog podrijetla validirane su radi utvrdivanja njihove ispravnosti 1 pouzdanosti
prema smjernicama SANTE/12682/2019 koje se odnose na validaciju analiti¢kih metoda za
odredivanje ostataka pesticida. Za potrebe validacije koriStene su slijepe matrice masnog
tkiva, jetre, jaja, mlijeka i meda za koje je predlozenim metodama potvrdeno da ne sadrze
analizirane analite. U okviru ovog istrazivanja provedeno je ukupno pet validacija, jedna po
svakoj vrsti analizirane matrice.

Za validaciju metode u slijepu matricu uzorka zivotinjskog podrijetla dodani su
analiti u odgovarajuéim masenim koncentracijama neposredno prije provedbe validacije.
Specificnost metode provjerena je usporedbom kromatograma standardne otopine smjese

analita pripravljene u otapalu (Slika 6.) s kromatogramima ekstrakta slijepe matrice uzorka
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masnog tkiva (Slika 8.), jetre (Slika 9.), jaja (Slika 10.), mlijeka (Slika 11.) i meda (Slika
12.). Obzirom da nije bilo interferencija u podrucju eluiranja (vremena zadrzavanja)
analiziranih pesticida istih m/z potvrdena je specifi¢nost metode.

Linearnost metode ispitana je u rasponu masenih koncentracija analita u uzorku
masnog tkiva od granice odredivanja do 100 ng mL™. U tu su svrhu pripravljene radne
standardne otopine smjese analita u kojima su masene koncentracije pojedinih analita bile 10
ug mL™. Te su otopine dodane u slijepu matricu uzorka neposredno prije pocetka ekstrakcije.
Kalibracijske krivulje za svaki su analit dobivene linearnom regresijom povrSina
kromatografskih pikova (y — o0s) i masenih koncentracija (x — 0s) analita. Koeficijent
determinacije (r?) za svaki je analit izradunat na temelju kalibracijske krivulje s najmanje pet
tocaka, svaka sa minimalno 5 ponavljanja. Koeficijenti determinacije za svaki pojedini analit
u masnom tkivu, jetri, mlijeku, jajima i medu prikazani su u Tablici 9. Za sve analizirane
analite koeficijenti determinacije bili su > 0,95. Kriterij prihvacanja linearnosti da
devijacija izraGunate koncentracije od prave koncentracije mora biti < + 20 % zadovoljen je
za sve analite. Time je potvrdena linearnost metode za analizirane analite u cijelom
navedenom koncentracijskom podrucju. Najnizi koeficijenti determinacije odredeni su za
analit AMPA budu¢i da on izlazi na samom pocetku kao i interferencije matrice. Za vecinu
analiziranih analita potvrdena je linearnost metode u cijelom ispitanom rasponu masenih

koncentracija (od granice odredivanja do maksimalno 160 ng mL™).
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Tablica 9. Linearnost metode odredivanja glifosata i njegovih metabolita u masnom tkivu,

jetri, jajima, mlijeku i medu

Vrsta ) ) ) )
_ Analit AMPA Glifosat N-acetil- N-acetil-
matrice .
AMPA glifosat
r° 0,985 0,996 0,992 0,991
Masno Linearno
tkivo podrucje/ 12,5-100 12,5-100 12,5-100 12,5-100
ng mL*
r° 0,967 0,996 0,992 0,993
Linearno
Jetra
podrucje/ 10-100 5-100 5-100 5-100
ng mL*
r° 0,978 0,996 0,988 0,987
_ Linearno
Jaja
podrucje/ 2,5-60 4-60 4-60 2,5-60
ng mL™
r° 0,984 0,983 0,961 0,986
. Linearno
Mlijeko
podrucje/ 20-160 5-160 20-160 20-160
ng mL™
r’ 0,992 0,993 0,996 0,995
Linearno
Med
podrucje/ 5-160 5-160 5-160 5-160
ng mL™

U sklopu validacije odredene su granice kvantifikacije analita u masnom tkivu, jetri,
jajima, mlijeku i medu te prikazane u Tablici 10. Granice kvantifikacije su odredene kao
najniZza granica obogacenja matrice analitima pri kojima su zadovoljeni uvjeti ponovljivosti
(RSD < 20 %) i analitickog povrata (70-120 %). Dobivene granice kvantifikacije su jednake
ili ispod trenutno postojec¢ih najvecih dopustenih masenih udjela prema Uredbi 293/2013 za

glifosat (Tablica 1.). Budu¢i da EFSA predlaze razmatranje najvec¢ih dopustenih masenih
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udjela kao zbroj koncentracija glifosata i njegovih metabolita, ukupne koncentracije tada bi
bile brojcano veée, no rasporedeno na svaki analit, potrebno bi bilo posti¢i nize granice
kvantifikacije. U tom slucaju, metoda za masno tkivo i govedu jetru zadovoljila bi granice
kvantifikacije za sve analite. Vrlo malo je objavljenih radova koje uklju¢uju sve navedene
analite i matrice. Tako su autori Herrera Lopez i sur. (2020)%® u svom radu obuhvatili glifosat
I sve njegove metabolite u kravljem mlijeku, svinjskom masnom tkivu, bubrezima, jetri, mesu
i jajima. Dobivene vrijednosti upu¢uju na nize vrijednosti granica kvantifikacija (0,01 mg kgf1
za gotovo sve analite u svim matricama) u usporedbi sa provedenim istrazivanjem osim u
slu¢aju glifosata u jetri u kojoj su granice kvantifikacije iznosile 0,2 mg kg .

Glifosat i njegov metabolit AMPA u medu odredivani su u radu Chamkasem i sur.
(2017) pri &emu su dobivene granice kvantifikacije od 16 ng g * za glifosat, odnosno 4 ng g*
za AMPA.®® Primjenom vezanog sustava ionska kromatografija - spektrometrija masa
postignute su znatno nize vrijednosti granica kvantifikacija za glifosat i AMPA u medu, 0,005
odnosno 0,02 mg kg *,2* dok primjena derivatizacijskog koraka i online SPE sustava vezanog
na sustav tekucinska kromatografija - spektrometrija masa je omogucio jo§ niZze granice
kvantifikacije za oba analita od 1 pg kg *.% Vrlo niske granice kvantifikacije za glifosat i
AMPA od 0,0005, odnosno 0,0025 mg kg™ u mlijeku i 0,001, odnosno 0,0025 mg kg™
dobivene su u medu, jajima, mesu i ribi pri cemu su granice odredene zadovoljavajuéi kriterij
da je odnos signala i Suma veéi od 10.** U mlijeku su objavljene najnize koncentracije
obogacenja od 0,025 mg kg za glifosat i AMPA,* te granice kvantifikacije od 10 pg L™
Podaci o granicama kvantifikacija za glifosat i sve njegove metabolite u drugim matricama
nisu dostupni.

Tablica 10. Granice kvantifikacije za glifosat i njegove metabolite u masnom tkivu,

jetri, jajima, mlijeku i medu

Granice kvantifikacije (mg kg ™) po vrstama matrica

Analit Masno tkivo Jetra Jaja Mlijeko Med
AMPA 0,025 0,2 0,04 0,2 0,1
Glifosat 0,025 0,05 0,04 0,025 0,05
N-acetil-
0,025 0,1 0,04 0,1 0,05
AMPA
N-acetil-
) 0,025 0,2 0,04 0,04 0,08
glifosat
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Kao $to je ve¢ reCeno, EFSA je u svom izvjeS¢u razmatrala metodu za pracenje
glifosata, AMPA i N-acetil-glifosata sa kombiniranim granicom kvantifikacije od 0,1 mg kg~
! odnosno 0,025 mg kg za svaki pojedini analit u mesu, mlijeku i jajima, te 0,2 mg kg™
(odnosno 0,05 mg kg za svaki pojedini analit) u jetri, bubregu i masti. Prema istom izvjeséu,
potvrdna metoda za odredivanje glifosata u masti, jetri, bubregu, te potvrdna metoda za
odredivanje AMPA i N-acetil-glifosata u svim matricima i dalje nedostaju, a prema
informacijama koje su dostavili Referentni laboratoriji Europske unije, trenutno nema
dovoljno podataka o validaciji metoda za rutinsku provedbu predlozene definicije ostataka u
hrani zivotinjskog podrijetla.

Utjecaj matrice uzorka procijenjen je na temelju usporedbe nagiba kalibracijskih
krivulja dobivenih linearnom regresijom rezultata analize standardnih otopina smjese
analita pripravljenih u Cistom otapalu i standardnih otopina pripravljenih u matrici uzorka.
Utjecaj matrice uzorka izraCunat je prema izrazu (1). Na ovaj nacin procjenjuje se utjecaj
matrice uzorka u cijelokupnom linearnom podru¢ju analiticke metode, a izrazava se kao
prigusenje 1/ili pojacanje kromatografskog signala. Vrijednosti do £+ 10 %, od 100 % znaci
da nema utjecaja matice uzorka; vrijednosti do + 20 % od 100 % upucuju na mali utjecaj
matrice uzorka, vrijednosti + 20 % do £ 50 %, od 100 % upucuju na srednji utjecaj
matrice, dok vrijednosti veée od £ 50 %, od 100 % upuéuju na jak utjecaj matrice.

Rezultati utjecaja razli¢itih matrica prikazani su na Slici 26.

40 A
20
O T T
mAMPA
-20 W Glifosat

N-acetil-AMPA

-40
H N-acetil-glifosat

-60

utjecaj matrice (%)

-80

-100

Slika 26. Utjecaj matrice masnog tkiva, jetre, jaja, mlijeka i meda na analite AMPA,

glifosat, N-acetil-ampa i N-acetil-glifosat
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Opéenito gledano, uocen je varijabilni utjecaj matrice u rasponu od -85 do +37 %.
AMPA je pokazala izrazito negativan utjecaj matrice u svim analiziranima vrstama matrice u
rasponu od - 39 do - 85 %. Koliko ¢e biti izraZzen utjecaj matrice uzorka ovisi, osim 0 samoj
matrici i postupku priprave uzorka, i o fizikalno — kemijskim svojstvima odredivanih analita.
Kljuéna fizikalno — kemijska svojstva analita koja imaju vaznu ulogu pri odabiru
metodologije su topljivost analita u vodi i njihova hidrofobnost izrazena koeficijentom
razdjeljenja u sustavu oktanol — voda. Analiti odredivani u ovom istrazivanju polarnog su
karaktera. Pri razli¢itim postupcima priprave uzorka utjecaj iste matrice uzorka na
odredivanje istih analita ne mora biti jednak niti sli¢an. Tako je u ovom istrazivanju najmanji
utjecaj matrice primije¢en kod masnog tkiva. Dok su AMPA i glifosat pokazivali izrazito
negativan utjecaj matrice, N-acetil-AMPA i N-acetil-glifosat pokazivali su varijabilne utjecaje
matrice, od - 25 do 37 %. Zbog varijabilnih rezultata prilikom procjene utjecaja matrice,
primjena izotopno obiljezenih unutarnjih standarda je nuzna kako bi se izvrSila korekcija
utjecaja matrice, ali i omogucila ispravna kvantifikacija nekih kombinacija spojeva/matrica
buduéi da su primijecene razlike ne samo unutar matrica koje pripadaju istoj grupi kao $to su
npr. jetra i bubreg, nego 1 razlike unutar individualnih vrsta jetre, npr. svinjska 1 kokoéja.63
Analit N-acetil-AMPA pokazao je mali do srednji utjecaj matrice, a zbog nemogucnosti
nabave prikladnog izotopno obiljezenog unutarnjeg standard, njegovo koriStenje je
izostavljeno. Jak utjecaj matrice na glifosat i njegove metabolite primijecen je i u ostalim
radovima Kkoji su objavljeni u hrani zivotinjskog podrijetla, pri ¢emu je AMPA pokazivala
najjaci negativni utjecaj matrice.®*°*% Kod analize glifosata primije¢en je najekstremniji i
izrazito suprotan utjecaj matrice od - 45 % u kravljem mlijeku do 47 % u bubrezima.®®
Negativan utjecaj matrice na glifosat primije¢en je kod svinjskog masnog tkiva i kravljeg
mlijeka, dok je pozitivan ili neznacajan utjecaj matrice primije¢en kod jetre, bubrega,
kokosjih jaja 1 koko$jeg mesa. AMPA je pokazala izrazito negativan utjecaj matrice u jetri (-
77 %), neSto manji u kravljem mlijeku (- 58 %), bubrezima (- 45 %), koko$jem mesu (- 35
%), a najmanji u kokosjim jajima (- 6 %) i svinjskom masnom tkivu (- 2 %). Analit N-acetil-
AMPA pokazao je najmanji utjecaj matrice, najznacajniji od - 35 % u koko§jem mesu, a
slicno se pokazao i analit N-acetil-glifosat sa pozitivnim utjecajem od 36 % kod kokosjih jaja.

Tocnost 1 ponovljivost metode odredivanja glifosata 1 njegovih metabolita u
matricama masno tkivo, jetra, jaja, mlijeko i med ispitane su na minimalno tri koncentracijska

nivoa koriStenjem izotopno obiljezenih unutarnjih standarda, a rezultati su prikazani u
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Tablicama 11.-15. Analiti kod kojih je zadovoljen kriterij iskoriStenja od 70 do 120 % sa
RSD-om do 20 % oznaceni su crnom bojom dok oni kod kojih to nije slucaj oznaceni
crvenom. Tocnost je izracunata kao srednja vrijednost analitickog povrata minimalno pet
ponavljanja po koncentracijskom nivou. Najnize vrijednosti za RSD % dobivene su za analit
glifosat u gotovo svim matricama, a najnize u masnom tkivu u rasponu od 2,7 do 3,9 %.
Najvise vrijednosti RSD % dobivene su za analit AMPA u svim matricama. Pojedini analiti
nisu zadovoljavali postavljene kriterije na nizim koncentracijskim nivoima zbog smanjene
osjetljivosti iona kvantifikacije ili kvalifikacije ili zbog interferancija matrica.
Zadovoljavajuéi analiticki povrati za AMPA kretali su se od 94 do 116 %. Najnizi analiticki
povrat za glifosat dobiven je u medu, dok najvisi od 139 % u jajima zadovoljavajuci uvjete
RSD %. Kod analita N-acetil-AMPA rasponi zadovoljavajuéih analiti¢kih povrata krecu se od
80 do 122 %, a analita N-acetil-glifosata od 85 do 110 %. Koristenjem izotopno obiljezenih
standarda, prosje¢ne vrijednosti analitiCkih povrata u objavljenim radovima za glifosat i
AMPA u mlijeku kretale su se izmedu 84 i 111% uz RSD < 8 %,%2 odnosno izmedu 89 i 107
% uz RSD < 7,4 %.°* U medu su se vrijednosti analiti¢kih povrata kretale izmedu 95,2 do
105,3 % sa RSD izmedu 1,6 i 7,2 %, odnosno izmedu 87 i 111% sa RSD < 12 %.%°
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Tablica 11. Toc¢nost i ponovljivost metode

masnom tkivu

odredivanja glifosata i njegovih metablita u

L Matrica/ N-acetil- N-acetil-
Obogacefllle/ ) AMPA glifosat )
mg kg Masno tkivo AMPA glifosat
ymgkg ' 0,0262 0,0284 0,0254 0,0263
0,025 R/ % 104,7 113,7 101,7 105,4
RSD/% 13,2 3,9 13,7 20,8
y mg kg™ 0,0423 0,0416 0,0409 0,0413
0,04 R/ % 105,7 104,0 102,2 103,2
RSD/% 11,5 2,97 7,8 17,9
y mg kg™ 0,0516 0,0502 0,0504 0,0498
0,05 R/ % 103,1 100,3 100,8 99,5
RSD/% 11,3 2,9 7,5 10,4
yl mg kg™ 0,0982 0,0999 0,1028 0,0996
0,1 R/ % 98,2 99,9 102,8 99,6
RSD/% 10,9 2,7 6,6 8,4
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Tablica 12. To¢nost i ponovljivost metode odredivanja glifosata i njegovih metablita u jetri

. Matrica / _ N-acetil- N-acetil-
Obogacenlle/ _ AMPA glifosat )
mg kg~ jetra AMPA glifosat
ymgkg?t - 0,06 - -
0,05 R/ % - 126,7 - -
RSD/% - 8,7 - -
y mg kg™ - 0,11 0,10 -
0,1 R/ % - 107,1 99,9 -
RSD/% - 6,8 6,7 -
»mgkg™ 0,23 0,19 0,20 0,22
0,2 R/ % 115,8 97,0 102,0 108,7
RSD/% 22,4 41 5,8 5,7
y mg kg™ 0,50 0,47 0,52 0,50
0,5 R/ % 100,6 93,9 103,0 101,1
RSD/% 18,8 4,0 6,9 4,4
y mg kg™ 0,70 0,69 0,75 0,69
0,7 R/ % 99,6 98,6 106,5 98,9
RSD/% 20,1 3,11 13,6 7,6
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Tablica 13. To¢nost i ponovljivost metode odredivanja glifosata i njegovih metablita u jajima

o Matrica / _ N-acetil- N-acetil-
Obogacenlle/ o AMPA glifosat )
mg kg~ jaja AMPA glifosat

yi mg kg™ 0,025 0,035 0,029 0,025

0,025 R/ % 98,22 139,3 116,0 99,6
RSD/% 25,3 6,6 12,6 20,6

y mg kg™ 0,043 0,045 0,041 0,039

0,04 R/ % 106,8 111,6 102,0 98,61
RSD/% 16,5 3,5 16,2 19,3

y mg kg™ 0,052 0,053 0,052 0,049

0,05 R/ % 104,6 105,4 104,5 97,13
RSD/% 12,1 4,4 12,4 16,2

y mg kg™ 0,10 0,094 0,10 0,095

0,1 R/ % 100,2 94,12 100,5 95,13
RSD/% 24,1 43 9,3 19,4

y mg kg™ 0,19 0,19 01,9 0,21

0,2 R/ % 98,55 94,18 92,52 104,0
RSD/% 8,7 5,7 12,6 9,4

y mg kg™ 0,39 0,39 0,39 0,40

0,4 R/ % 96,83 96,65 97,61 109,9
RSD/% 3,6 2,7 5,7 48

y mg kg™ 0,51 0,50 0,50 0,48

0,5 R/ % 102,3 99,39 99,77 96,90
RSD/% 13,1 38 7.8 7,3

y mg kg™ 0,60 0,62 0,61 0,58

0,6 R/ % 98,88 102,6 101,9 97,64
RSD/% 10,6 1,6 7,4 33
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Tablica 14. Tocnost i ponovljivost metode odredivanja glifosata i njegovih metablita u

mlijeku
o Matrica / _ N-acetil- N-acetil-
Obogatenje/ ) AMPA Glifosat _
mg kg~ mlijeko AMPA glifosat
ymgkg?t 0,021 0,028 - -
0,025 R/ % 86,73 113,5 - -
RSD/% 73,44 5,63 - -
y mg kg™ 0,032 0,041 - 0,034
0,04 R/ % 79,78 101,5 - 85,22
RSD/% 61,39 18,17 - 17,20
y mg kg™ 0,038 0,051 - 0,048
0,05 R/ % 76,44 101,5 - 96,42
RSD/% 54,30 3,58 - 15,72
y mg kg™ 0,099 0,096 0,12 0,10
0,1 R/ % 92,67 95,63 122,5 100,8
RSD/% 54,50 3,53 3,57 4,62
y mg kg™ 0,22 0,19 0,16 0,19
0,2 R/ % 110,5 94,63 80,35 97,63
RSD/% 17,16 2,07 6,58 10,20
y mg kg™ 0,38 0,38 0,35 0,37
0,4 R/ % 94,75 95,62 86,90 91,45
RSD/% 20,46 2,43 12,71 12,38
y mg kg™ 0,49 0,54 0,59 0,51
0,5 R/ % 97,99 108,6 117,9 103,0
RSD/% 11,71 14,1 9,14 10,01
y mg kg™ 0,85 0,78 0,78 0,81
0,8 R/ % 106,5 98,13 97,1 101,1
RSD/% 19,95 5,63 16,24 3,82
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Tablica 15. To¢nost i ponovljivost metode odredivanja glifosata i njegovih metablita u medu

o Matrica / ) N-acetil- N-acetil-
Obogatenje/ AMPA Glifosat _
mg kg~ med AMPA glifosat
ymgkg ! 0,028 0,018 0,023 0,012
0,02 R/ % 140,2 88,18 114,9 62,08
RSD/% 25,70 31,84 9,80 27,11
y mg kg™ 0,041 0,044 0,032 0,041
0,04 R/ % 101,7 110,5 79,05 101,8
RSD/% 29,83 34,36 13,62 44,71
y mg kg™ 0,056 0,059 0,054 0,062
0,05 R/ % 112,2 118,1 108,5 123,3
RSD/% 30,83 20,6 8,90 32,60
yl mg kg™ 0,080 0,085 0,079 0,091
0,08 R/ % 99,6 106,8 99,26 113,3
RSD/% 34,10 14,07 8,19 14,21
yi mg kg™ 0,10 0,13 0,10 0,099
0,1 R/ % 101,2 86,61 103,7 98,99
RSD/% 20,95 6,38 10,40 9,33
y mg kg™ 0,13 0,13 0,15 0,14
0,15 R/ % 87,72 86,61 96,88 92,50
RSD/% 17,34 6,38 6,35 11,32
y mg kg™ 0,22 0,21 0,21 0,21
0,2 R/ % 110,0 105,6 103,3 104,10
RSD/% 10,99 8,00 4,12 9,35
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4.5. Mjerna nesigurnost

Svrha svakog mjerenja odnosno kvantitativnog odredivanja je procjena stvarne
vrijednosti mjerene veli¢ine. Vrlo Cesto se najbolja procjena dobiva iz niza individualnih
(ponovljenih) mjerenja koristeci statisticke metode procjene. Rezultat svakog mjerenja mora
sadrzavati i nedvosmislenu informaciju o mjerenoj veli¢ini i kvaliteti mjerenja. Stvarna
vrijednost mjerene veli¢ine nikad nece biti izmjerena pa se rezultat mjerenja prikazuje
kao najbolja procjena mjerene veliCine i pogreSka povezana s tim mjerenjem odnosno
mjerna nesigurnost.

Pristup “top down” izravno procjenjuje mjernu nesigurnost vrednovanjem podataka
kontrole kvalitete ili validacije metode.®® Navedeni pristup je prakti¢niji i isplativiji od drugih
pristupa budu¢i da se mogu koristiti podatci iz rutinske unutarnje kontrole kvalitete metode i
testova osposobljenosti, a statisticki nisu uocene znacajnije razlike u usporedbi sa drugim
pristupima procjeni mjerne nesigurnosti.

U analitickoj kemiji rezultat procesa mjerenja prikazuje se kao srednja
vrijednost 1 mjerna nesigurnost povezana s postupkom kvantitativnog odredivanja.
Validacija neke analiticke metode sastoji se od procjene mjernih karakteristika metode 1
kvantitativnog odredivanja tih karakteristika.

Tocnost metode ocijenjena je analizom analiti¢kih povrata pesticida (70 % <R< 120
%), a preciznost analizom relativnih standarnih devijacija analitickih povrata (RSD < 20 %),
kao $to je opisano U poglavlju 4.4. Za svaki je analit izra¢unata mjerna nesigurnost iz
podataka srednje vrijednosti apsolutnih analitickih povrata i relativnih standardnih devijacija
koji ukljuéuju minimalno tri koncentracijska nivoa. Rezultati su prikazani u tablici koja
slijedi. Mjerna nesigurnost izracunata je iz podataka dobivenih validacijom uz k factor = 2
koriStenjem izraza (3). Dobiveni podaci kre¢u se od 10,8 do 41,9 % S$to zadovoljava kriterij
propisan u SANTE/12682/2019 u kojem se za prekora¢enje MDK vrijednosti koristi zadana
mjerna nesigurnost od = 50% ukoliko je mjerna nesigurnost dobivena validacijom niZa.
Ocekivano najviSe vrijednosti proSirene Mmjerne nesigurnosti u gotovo svim matricama
dobivene su za analit AMPA. Literaturno su dostupni samo podaci za proSirenu mjernu

nesigurnost glifosata i AMPA u medu koje iznosi 14, odnosno 13 %.%
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Tablica 16. Prosirena mjerna nesigurnost za glifosat i njegove metabolite u masnom tkivu,

jetri, jajima, mlijeku i medu

ProSirena mjerna nesigurnost (%) po vrstama matrica

Analit Masno tkivo Jetra Jaja Mlijeko Med
AMPA 15,7 41,9 28,6 37,6 32,9
Glifosat 10,8 13,4 12,4 13,9 31,7
N-acetil-
13,9 21,0 21,2 20,5 15,7
AMPA
N-acetil-
) 26,0 12,8 25,1 22,0 22,4
glifosat

4.6. Analiza uzoraka

Prema EFSA izvjes$¢u, u 2017. godini sveukupno je analizirano 8672, a u 2018. godini
9573 razli¢itih prehrambenih proizvoda (ukljucujuci preradene proizvode) na glifosat; od toga
306 odnosno 192 bili su uzorci hrane Zivotinjskog podrijetla (ukljuujuéi med).® Rezultati iz
2018. g. pokazali su da glifosat nije kvantificiran u 98 % uzoraka, a u 2017.g. u 97,5 %. U 1,9
% uzoraka (179 uzoraka) glifosat je kvantificiran iznad LOQ, ali ispod MDK, a u 12 uzoraka
(0,1 %) razina ostataka premasila je MDK.®" Postotak prekoradenja smanjen je u odnosu na
2017. g. (0,2 %). Ostaci glifosata u medu u 2017. i 2018. g. detektirani su u 162 odnosno 148
uzorka ispod LOQ, a iznad LOD. Ispod MDK bilo je 16 odnosno 4, a iznad MDK 8 odnosno
5 uzoraka. U ostaloj vrsti hrane zivotinjskog podrijetla glifosat nije detektiran, te se upravo
med pokazao kao matrica u kojem je glifosat najcesée detektiran. U istrazivanju provedenom
na medovima iz razli¢itih drzava svijeta koncentracije glifosata iznad LOQ metode (15 ng g
pronadene su u 59 % uzoraka obuhvacajuéi koncentracijski raspon od 17 do 63 ng g *.%
Koncentracije glifosata u medu odredivane su u medovima Havajskog otoc¢ja pri ¢emu je u
27,1 % analiziranih medova pronadena koncentracija glifosata iznad LOQ od 15 ppb, sa
najvecom izmjerenom koncentracijom od 342 ppb.83 Na Svicarskom trzistu, od 16 pretrazena
uzorka meda &ak 15 uzoraka bilo je iznad granice kvantifikacije od 0,001 mg kg™ za glifosat,
sa najveéom izmjerenom koncentracijom od 0,0159 mg kg, a izmjerene koncentracije za
metabolit AMPA bile su ispod LOQ od 0,0025 mg kg *.* Od 200 analiziranih uzoraka meda,

glifosat je detektiran u 197 uzoraka sa koncentracijom jednakom ili ve€om od LOQ od 1 pg
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kg™, sa najveé¢im masenim udjelom od 49,8 pg kg *, dok je dok je analit AMPA detektiran u
198 uzorka sa najveéim masenim udjelom od 50,1 pg kg .** Unato¢ velikom postotku
uzoraka meda sa detekiranim glifosatom, vrlo velik broj tih uzoraka je znatno ispod trenutno
postavljene MDK od 0,05 mg kg .

Buduéi da prema trenutnim informacijama ne postoje saznanja o stanju glifosata i
njegovih metabolita u masnom tkivu, jetri, mlijeku, jajima i medu u Republici Hrvatskoj,
prikupljeni su uzorci kako bi se dobio preliminarni pregled najprodavanijeg herbicida. Od
svake matrice je uzeto po 10 uzoraka, osim meda za koji se uzelo 20 buduc¢i da se prema
provedenim istrazivanjima u ostalim zemljama i EFSA izvjes¢u ocekivao veéi broj uzoraka sa
detektiranim glifosatom u odnosu na ostale matrice. Analizom svih uzoraka glifosat i njegovi
metaboliti nisu detektirani niti kvantificirani niti u jednom uzorku (Tablica 17) te su

udovoljavali trenutno postavljenim MDK vrijednostima propisanim Uredbom 293/2013.%

Tablica 17. 1zmjerene masene koncentracije (mg kg ™) glifosata i njegovih metabolita u

analiziranim uzorcima hrane Zivotinjskog podrijetla

Koncentracije (mg kg )
Vrsta uzoraka

AMPA Glifosat N-acetil-AMPA  N-acetil-glifosat
Masno tkivo
) < 0,025 < 0,025 < 0,025 < 0,025
(uzorci 1-10)
Jetra
_ <0,2 < 0,05 <0,1 <0,2
(uzorci 11-20)
Jaja
_ <0,04 <0,04 < 0,04 <0,04
(uzorci 21-30)
Mlijeko
_ <0,2 < 0,025 <01 <0,04
(uzorci 31-40)
Med
<01 < 0,05 < 0,05 <0,08

(uzorci 41-60)
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§ 5. ZAKLJUCAK

Razvijena je metoda za kvantitativno odredivanje ostataka glifosata i njegovih
metabolita AMPA, N-acetil-AMPA i N-acetil-glifosat vezanim sustavom tekucinska
kromatografija — spektrometrija masa u masnom tkivu, jetri, jajima, mlijeku i medu.
Razvojem metoda upotpunjeni su nedostaci koje EFSA navodi u svojim izvjes¢ima odnosno
nedostatak potvrdne metode za odredivanje glifosata u masti, jetri i bubregu, te potvrdne
metode za odredivanje AMPA i N-acetil-glifosata u svim matricama zivotinjskog podrijetla.

Istrazivanje je provedeno primjenom kromatografske kolone Hypercarb duljine 100
mm, promjera 2,1 mm, veli¢ina Cestica punila 5 pum, koja se pokazala prikladnom za
odijeljivanje svih odabranih analita uz 1,2 % mravlju kiselinu u vodi (v/v) kao pokretnu fazu
A 10,9 % mravlju kiselinu u acetonitrilu (v/v) kao pokretnu fazu B. Identitet analita povrden
je spektrometrijom masa pracenjem ciljnog iona i1 dvaju potvrdnih iona karakteristicnih
za svaki spoj. Uvjeti instrumentne analize optimirani su obzirom na parametre izvora i
kolizijske ¢elije, postavke napona, napon fragmentora i kolizijske energije s ciljem postizanja
maksimalne osjetljivosti detekcije odabranih analita.

Tijekom optimiranja uvjeta ekstrakcije analita u hrani Zivotinjskog podrijetla
provjereni su analiticki povrati uz primjenu razli¢itih ekstrakcijskih otpala. Najbolji analiticki
povrati dobiveni su ekstrakcijom s 1 % mravlje kiseline u vodi (v/v). Kod masnog tkiva i
mlijeka uveden je korak procis¢avanja ekstrakcijom diklormetanom. Jetra i jaja kao sloZenije
matrice zahtjevaju proc¢is¢avanje koristenjem ultrafiltracije i ekstrakcije na ¢vrstoj fazi kod
koje je koriSten polimerni sorbens ionske izmjene (PCX).

Procjenjen je i utjecaj matrice pri ¢emu je uocen varijabilni utjecaj matrice u rasponu
od - 85 do + 37 %. AMPA je pokazala izrazito negativan utjecaj matrice u svim analiziranima
vrstama matrice u rasponu od - 39 do - 85 %. Najmanji utjecaj matrice primijecen je kod
masnog tkiva. Dok su AMPA i glifosat pokazivali izrazito negativan utjecaj matrice, N-acetil-
AMPA i N-acetil-glifosat pokazivali su varijabilne utjecaje matrice, od - 25 do 37 %. Zbog
varijabilnih rezultata prilikom procjene utjecaja matrice, primjena izotopno obiljezenih
unutarnjih standarda je nuzna kako bi se izvrS$ila korekcija utjecaja matrice.

Predlozeni analiti¢ki postupci validirani su u skladu sa smjernicama
SANTE/12682/2019 pri ¢emu su provedene validacije na svim matricama kroz odredivanje

granica kvantifikacije, preciznosti i to¢nosti. Pri odredivanju granica kvantifikacija
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zadovoljeni su kriteriji analitickih povrata u rasponu od 70 do 120 % sa precizno$céu
iskazanom kao RSD < 20 %, te da je granica manja ili jednaka dopustenoj koncentraciji u
skladu sa Uredbom Komisije 293/2013. Najnize vrijednosti za RSD % dobivene su za analit
glifosat u gotovo svim matricama, a najnize u masnom tkivu u rasponu od 2,7 do 3,9 %.
Najvise vrijednosti RSD % dobivene su za analit AMPA u svim matricama. Pojedini analiti
nisu zadovoljavali postavljene kriterije na nizim koncentracijskim nivoima zbog smanjene
osjetljivosti iona kvantifikacije ili kvalifikacije ili zbog interferancija matrica.
Zadovoljavaju¢i analiticki povrati za AMPA kretali su se od 94 do 116 %. NajniZi analitic¢ki
povrat za glifosat dobiven je u medu, dok najvisi od 139 % u jajima zadovoljavajuci uvjete
RSD %. Kod analita N-acetil-AMPA rasponi zadovoljavajucih analitickih povrata krec¢u se od
80 do 122 %, a analita N-acetil-glifosata od 85 do 110 %.

Prilikom zadnjeg EFSA izvje$¢a razmatrana je HPLC-MS/MS metoda za pracenje
glifosata, AMPA i N-acetil-glifosata sa kombiniranim granicama kvantifikacije od 0,1 mg kg~
! odnosno 0,025 mg kg za svaki pojedini analit u mesu, mlijeku i jajima, te 0,2 mg kg™
(odnosno 0,05 mg kg * za svaki pojedini analit) u jetri, bubregu i masti. Granice kvantifikacije
postignute u ovom istrazivanju jednake su ili ispod trenutno postojecih najvec¢ih dopustenih
masenih udjela prema Uredbi 293/2013 za glifosat. Istrazivanjem su postignute nize granice
kvantifikacije za glifosat i sve njegove metabolite u masnom tkivu u odnosu na granice
razmatrane od strane EFSA. U jetri i mlijeku postignute su razmatrane granice kvantifikacije
samo za glifosat, dok za ostale metabolite zbog kompleksne prirode matrice uzorka nije bilo
moguce posti¢i tako niske granice kvantifikacije, kao niti kod jaja gdje su za sve analite
postignute granice kvantifikacije od 0,04 mg kg ™.

U okviru validacije razradenih metoda ispitana je mjerna nesigurnost odredivanja
analita. ProSirena relativna mjerna nesigurnost bila je niza od 50 % za sve analite, $to je |
bila ciljana vrijednost validiranih analitickih metoda. Analit sa prosje¢no najvisim prosirenim
relativnim mjernim nesigurnostima bio je AMPA, dok su najnize prosirene relativne mjerne
nesigurnosti odredene za glifosat.

Razradeni analiticki postupci primijenjeni su za analizu glifosata 1 njegovih
metabolitia u masnom tkivu, jetri, jajima, mlijeku i medu prikupljenima u Republici
Hrvatskoj. Analizom svih uzoraka glifosat i njegovi metaboliti nisu detektirani niti
kvantificirani niti u jednom uzorku ujedno zadovoljavajuéi trenutno postavljene MDK

vrijednosti propisane u Uredbi 293/2013. Ukupan broj od 60 analiziranih uzoraka hrvatskog
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podrijetla nije dovoljan kako bi se moglo garantirati da hrvatska regulativa o koristenju
glifosata u agrikulturnoj praksi nije prekrSena, ali barem ne ukazuje na neregistriranu

upotrebu glifosata jer u hrani nije pronadena niti jedna velika kontaminacija.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

AMPA — aminometilfosfonska kiselina

dSPE — ekstrakcija rasprSenjem ¢vrste faze

EFSA — Europska agencija za sigurnost hrane

EPSPS — 5-enolpiruvilsikamt-3-fosfat sintaza

FAQO — Organizacija za hranu i poljoprivredu Ujedinjenih naroda

GAT - glicin N-fenilacetiltransferaza

GM — genetski modificirano

GOX — glukoza oksidaza

GC — plinska kromatografija

GC — MS - plinska kromatografija vezana sa spektrometrijom masa

GC — MS/MS - plinska kromatografija s tandemnom spektrometrijom masa
HILIC — hidrofilna interkacijska kromatografija (eng. Hydrophilic Interaction
Chromatograhy)

HLB — hidrofilni — lipofilni balans (eng. hydrofilic — lypophilic balance)

LC — teku¢inska kromatografija

LC — MS - tekuc¢inska kromatografija sa spektrometrijom masa

LC — MS/MS — tekuéinska kromatografija s tandemnom spektrometrijom masa
LLE — ekstrakcija otapalom (eng. Liquid Liquid Extraction)

LOD - granica detekcije (eng. Limit of Detection)

LOQ - granica kvantifikacije (eng. Limit of Quantification)

MDK — maksimalno dopusteni maseni udio

ME — utjecaj matrice uzorka

MRM - pracenje viSestrukih tranzicijskih reakcija

m/z — omjer masa/naboja

MS — spektrometrija masa

QUEChERS — quick, easy, cheap, effective, rugged and safe

PSA — primarni sekundarni amin

QUPPE — brza metoda za polarne pesticide ( eng. Quick Polar Pesticides Method, QUPPE)
QQQ — trostruki kvadrupol
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R — analiticki povrat

r* — koeficijent determinacije

RSD - relativna standardna devijacija
SAD - Sjedinjene americke drzave
SPE — ekstrakcija na ¢vrstoj fazi

TRR — ukupni radioaktivni ostaci (eng. Total Radioactive Residues)
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§ 8. DODATAK

PRILOG I.

Spektri masa sa najzastupljenijim masama u pozitivnom (crna boja) i

negativnom (crvena boja) nacinu snimanja za analite a) AMPA, b) glifosat, c) N-acetil-

AMPA i d) N-acetil-glifosat

+ES| Scan:1 (rt: 0.133 min) Frag=100.0V CF=0.000 DF=0.000 ampa_5ppm_ms2scan0001.d
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+ESI Scan:1 (7t 0.027 min) Frag=100.0V CF=0.000 DF=0.000 glifosat_Sppm_msZscand
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+E51 Scan:1 (rt: 0143 min) Frag=100.0V CF=0.000 DF=0.000 N-zcetil-ampa_ms2scand
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+ES] Scan:1 (7t 0,133 min) Frag=100.0v CF=0.000 DF=0.000 NaG_Sppm_msZscand
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PRILOG IlI. Spektri masa sa najzastupljenijim masama u pozitivhom (crna boja) i
negativnom nacinu snimanja (crvena boja) za izotopno obiljezene unutarnje standarde a)

AMPA-C, N, b) glifosat-*C,, *°N, ¢) N-acetil-glifosat-Ds
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+ES| Sean'1 (rt: 0.125 min) Frag=100.0V CF=0.000 DF=0.000 glyphosateD_ms2scand
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§9. ZIVOTOPIS

Marija Denzi¢ Lugomer rodena je 15. 12. 1984. godine u Koprivnici. Odrasla je u
Krizevcima gdje je zavrSila osnovnoskolsko 1 srednjoskolsko obrazovanje (Gimnazija Ivana
Zakmardija Dijankoveckoga, op¢i smjer). Prirodoslovno - matematic¢ki fakultet SveuciliSta u
Zagrebu upisuje 2003.g. Diplomu inzenjera kemije stekla je 19. 6. 2008. obranom
diplomskog rada pod naslovom ,Separacija kompleksa zeljeza(Il) s mijesanim ligandima
kromatografskim metodama“ izradenog pod mentorstvom prof. dr. sc. Sande Roncevié i
neposrednim voditeljstvom dr. sc. Renate Kobeti¢ na Institutu Ruder Boskovi¢. Od 1. 10.
2008. zaposlena je u Laboratoriju za analiticku kemiju i rezidue Veterinarskog zavoda
Krizevci, podruznici Hrvatskog veterinarskog instituta, na mjestu  stru¢nog suradnika
analitiCara. Sveucili$ni poslijediplomski doktorski studij Kemije na Prirodoslovno -
matematickom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu upisala je 2011.g.

U okviru zaposlenja radi na podru¢jima analitike vode za ljudsku potro$nju, otpadnih

voda, hrane i hrane za Zivotinje, te je 2012. godine imenovana voditeljicom Laboratorija za
analiti¢ku kemiju i rezidue.
Tijekom rada usavrSavala se u podrucju kemije veterinarskih lijekova i pesticida koji nisu
obuhvaceni multirezidualnim metodama te analitickih postupaka koji ukljucuju njihovo
odredivanje (teku¢inske kromatografije te spektrometrije masa). Tijekom 2010. usavrSavala
se u podru¢ju odredivanja ostataka veterinarskih lijekova iz skupine benzimidazola u hrani
zivotinjskog podrijetla u Agentur fiir Gesundheit und Erndhrungssicherheit, Be¢, Austrija.
Godine 2018. sudjelovala je kao hrvatski delegat na radionici Europskog Referentnog
Laboratorija " Workshop-residues of veterinary medicines”, Berlin, Njemacka. Tijekom 2019.
boravila je na usavrS8avanju iz podru¢ja odredivanja pesticida koji nisu obuhvaceni
multirezidualnim metodama u hrani Zivotinjskog podrijetla u EU Reference Laboratory for
Single Residue Methods, Fellbach, Njemacka.

Aktivna je u podru¢jima validacije analitickih metoda i akreditacije laboratorija,
te educirana za ustrojstvo laboratorija prema normi HRN EN ISO/IEC 17025 kao interni
auditor.

Znanstveno podrucje interesa su razvoj analitiCkih metoda za odredivanje ostataka

veterinarskih lijekova i pesticida koji nisu obuhvaceni multirezidualnim metodama,
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teku¢inska kromatografija i spektrometrija masa, razvoj postupaka ekstrakcije analita iz
uzoraka hrane zivotinjskog podrijetla, validacija i izraCun mjerne nesigurnosti.
Koautor je Sest znanstvenih radova u c¢asopisima indeksiranim u Thomson

Reutersovim bazi podataka Web of Science.

Znanstveni radovi indeksirani u Web of Science:

1. M. Lazarus, B. Tariba Lovakovi¢, T. Orct, A. Sekovani¢, N. Bilandzi¢, M. Doki¢, B.
Solomun Kolanovi¢, 1. Varenina, A. Juri¢, M. Denzi¢ Lugomer, D. Bubalo.
Difference in pesticides, trace metal(loid)s and drug residues between certified
organic and conventional honeys from Croatia, Chemosphere 226 (2021) 128954.

2. B. Solomun Kolanovié, N. Bilandzi¢, B. Kos, J. Suskovi¢, L. Cvetni¢, 1. Varenina, D.
Bozi¢ Luburié, |. Varga, D. Pavli¢ek, M. DenZi¢ Lugomer, Z. Cvetni¢. Distribution
and elimination of levamisole in eggs and tissues after oral administration to laying
hens, determined by LC-MS/MS, Food Addit. Contam. Part A-Chem. Anal. Control
Expo. Risk Assess. 36(5) (2019) 729-739.

3. M. Ki§, S. Furmeg, V. Jaki Tkalec, M. Zadravec, M. Denzi¢ Lugomer, A. Koncurat,
M. Benié, D. Pavlicek. Characterisation of Croatian honey by physicochemical and
microbiological parameters with mold identification. J. Food Saf. 38(5) (2018) 1-6.

4. B. Solomun Kolanovi¢, N. Bilandzi¢, |. Varenina, . Bozi¢ Luburi¢, 1. Varga, L.
Cvetni¢, M. Beni¢, Z. Cvetni¢, M. DenZié¢ Lugomer, D. Pavlicek, J. Suskovié, B.
Kos. Estimation of the withdrawal time of levamisole in eggs after oral administration
to laying hens, J. Food Prot. 81 (2018) 1627-1634.

5. M. Denzi¢ Lugomer, D. Pavlicek, N. Bilandzi¢, D. Majnari¢. Determination of
benzimidazole residues and their metabolites in raw milk using high performance
liquid chromatography-diode array detection, Mljekarstvo 67(3) (2017) 231-238.

6. R. Kobeti¢, M. Denzi¢, B. Zimmermann, S. Roncevi¢, G. Baranovi¢. Preparation and
separation of mixed-ligand Fe(ll) complexes containing 1, 10 -phenanthroline-5,6-
dione as ligand, J. Coord. Chem. 65 (2012) 3433-3448.
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Znanstveni radovi u drugim ¢asopisima:

7. M. Denzi¢ Lugomer, D. Pavlicek, M. Kis, V. Jaki Tkalec, S. Furmeg, J. Sokolovi¢,
D. Majnari¢. Water quality on farms in the northwest Croatia. Vet. stanica 50 (2)
(2019) 115-124.

8. M. Denzi¢ Lugomer, D. Pavlicek, M. Kis, A. Koncurat, D. Majnari¢, Darko. Quality
assessment of different types of Croatian honey between 2012 and 2016. Vet. stanica
48 (2) (2017) 93-99.

9. M. Denzi¢ Lugomer, V. Jaki Tkalec, M. Kis, D. Pavlic¢ek, S. Furmeg, J. Sokolovié.
Water quality on cattle farms in the northwest Croatia. Croatian Journal of Food
Technology, Biotechnology and Nutrition. 12 (3-4) (2017) 126130.

Ostali znanstveni radovi:

10. M. Kis, S. Furmeg, V. Jaki Tkalec, M. Denzi¢ Lugomer, D. Pavli¢ek, D. Majnaric,
J. Sokolovi¢. Kvaliteta vode za napajanje peradi na farmama sjeverozapadne
Hrvatske, XII. Simpozij Peradarski dani 2017. Knjiga sazetaka, Zagreb, Hrvatska,
knjiga sazetaka 116-121.

Priop¢enja na znanstvenim skupovima:

1. D. Pavlicek, M. Denzi¢ Lugomer, M. Kis. Determination of benzimidazole and
levamisole residues in animal liver using liquid chromatography-tandem mass
spectrometry, 1. Kongres o sigurnosti i kvaliteti hrane, Opatija, 2017, Arhiv za
higijenu rada i toksikologiju, str. 52.

2. M. Denzi¢ Lugomer, D. Pavlicek, M. Kis, N. Bilandzi¢. Odredivanje ostataka
benzimidazolnih lijekova u mlijeku, 42. Hrvatski simpozij mljekarskih stru¢njaka,
Lovran, 2016, Knjiga sazetaka, str. 59—60.

3. M. Denzi¢ Lugomer, V. Jaki Tkalec, M. Kis, D. Pavlicek, J. Sokolovié¢, D. Majnarié.
Analiza pitke vode na sabiralistima mlijeka u Bjelovarsko-bilogorskoj Zzupaniji u
2016.godini, XX. Znanstveno-stru¢ni Skup Voda i javna vodoopskrba, Murter, 2016,
Knjiga sazetaka str. 230-231.
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4. M. Ki§, M. Denzi¢ Lugomer, D. Pavlicek, A. Koncurat. Procjena kakvoée meda
sjeverne Hrvatske, 10. Medunarodni znanstveno-stru¢ni skup Hranom do zdravlja,
Osijek, 2017, knjiga sazetaka str.104.
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