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§ Sazetak vii

§ Sazetak

Pesticidi su tvari i smjese tvari koje se koriste za suzbijanje, iskorjenjivanje i sprecavanje pojave
organizama koji se smatraju Stetnima. Zbog svoje Siroke i Ceste, nazalost, nedovoljno
kontrolirane primjene u poljoprivredi, Sumarstvu, kucanstvima i industriji, nezeljeni ostaci
pesticida nalaze se u tlu, vodi i hrani. Suvremena proizvodnja prehrambenih proizvoda je
gotovo u potpunosti ovisna o upotrebi pesticida. Porast zagadenja prehrambenih proizvoda
ostacima pesticida doveo je do poveéane potrebe za otkrivanjem nacina za njihovo detektiranje,
kvantificiranje i uklanjanje. Usprkos brojim regulativama i pravilima nepredvideni dogadaji
povezani s pesticidima i dalje su Cesti i zabrinjavajuci zbog njihovog Stetnog utjecaja na ljudski
organizam. Odredivanje koncentracije pesticida u realnim uzorcima kao $to su primjerice voda,
hrana i tlo sastoji se od pripreme uzorka, detekcije i kvantifikacije spojeva te obrade podataka.
Ekstrakcija analita je dio pripreme uzorka te je jedan od prvih koraka u kemijskoj analizi. Cilj
je odvoijiti pesticide iz matrice uzorka kako bi se dobili $to precizniji i toéniji rezultati njihove
analize. U ovome su radu opisane naj¢eS¢e metode ekstrakcije pesticida iz razli¢itih realnih

uzoraka te je dan pregled njihovog utjecaja na ljude i okolis.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Zbog sve vecée potraznje za namirnicama biljnog porijekla i njihovim uzgojem, raste upotreba
pesticida u svijetu, s ciljem o¢uvanja usjeva od nametnika. Pesticidi su tvari koje se koriste za
suzbijanje nametnika na biljkama i zivotinjama najée$¢e U poljoprivredi, ali i u drugim
podru¢jima, kao $to je javno zdravstvo, komunalna higijena i veterinarstvo. Jedni su od
najopasnijih zagadivaca zbog svoje razli¢ite topljivosti, mobilnosti i akumulacije u okolisu,
¢ime dugoro¢no mogu utjecati na ljudski organizam. Ostaci pesticida nadeni su u mnogim
uzorcima iz prirode, uklju¢ujuci niske koncentracije nekih koji ve¢ duze vrijeme nisu u
upotrebi. Najéesce zaostaju u vodenom okoliSu 1 kompleksnijim matricama poput tla, pri niskim
koncentracijama, ali iznimno dugo Sto otezava pripremu uzoraka za analizu, kojoj je jedan od
ciljeva ne dodatno zagaditi okoli§. Zbog Siroke primjene pesticida mnoge su vrste nametnika,
na koje bi pesticidi trebali djelovati, razvile toleranciju na njih. Pesticidi se razlikuju po
kemijskoj strukturi, na¢inu djelovanja i eliminacije iz organizma, biotransformaciji te po
toksi¢nosti. Njihovo se koriStenje regulira brojnim zakonima i direktivama, ali su i dalje
prisutne nesrece i trovanja. Osim toga, izlaganje pesticidima povezano je s brojim bolestima i
poremecajima. Svake godine zabiljezi se oko 385 milijuna slucajeva trovanja pesticidima
diljem svijeta. Posebno su izlozeni stanovnici u ruralnim podruc¢jima globalnog juga. U tim se
podru¢jima jo§ proizvode i izvoze pesticidi koji su u Europi zabranjeni zbog ekoloskih i
zdravstvenih razloga.

Ostaci pesticida u hrani mogu biti Stetni za zdravlje ljudi. Toksi¢no djelovanje pesticida
moze dovesti do znacajnih poremecaja u sustavima kao §to su imunoloski, krvoZilni, ziv¢ani ili
reproduktivni, gdje uzrokuju smanjenje reproduktivne sposobnosti i neplodnost, dok kod
trudnica mogu povecati rizik za spontani pobacaj ili prijevremeni porod. Unato¢ pokuSajima da
se propisi standardiziraju globalno, maksimalni dozvoljeni ostatak pesticida u hrani drugadiji
je od drzave do drzave. !

Odredivanje pesticida u uzorcima sastoji se od pripreme uzoraka, odnosno
homogenizacije, ekstrakcije i pro¢is¢avanja od matrice te odvajanja, detekcije, kvantifikacije i
obrade podataka. Metode analize pesticida i njihovih ostataka najces¢e ukljucuju vezane

sustave kromatografskih metoda i1 spektrometrije masa kao $to su primjerice tekucinska (engl.
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§ 1. Uvod 2

Liquid chromatography-mass spectrometry, LC-MS) 1 plinska kromatografija sa
spektrometrom masa kao detektorom (engl. Gas chromatography-mass spectrometry, GC-MS)
te elektrokemijski i opticki senzori te imunosenzori. Svaka od navedenih analiticka metoda ima
svoje prednosti i nedostatke, ali pomnim odabirom cijelog analitickog postupka, moguce je
dobiti vrlo precizne i toéne rezultate.

Prije instrumentne analize vecinu realnih uzorka potrebno je prevesti u pogodan oblik
za mjerenje pri cemu se koriste razli¢ite metode pripreme uzorka. Uzimajuéi u obzir o¢uvanje
okoli$a, razvijene su metode priprave uzorka u okviru ,,zelene kemije* koje ve¢inom ne koriste
ili koriste iznimno malu koli¢inu toksi¢nih otapala. Ekstrakcija je ¢esto prvi korak u postupku
analize uzorka, a cilj je odvojiti §to viSe analita, u ovom slu¢aju pesticida, od ostatka matrice
koji se ne analizira i Cesto otezava analizu. Brojni ¢imbenici utjeCu na odabir metode
ekstrakcije, kao §to su vrsta uzorka i analita, jednostavnost, to¢nost, preciznost i selektivnost
metode, cijena i vrijeme analize, dostupnost instrumenata i ostalih materijala te utjecaj na

okolis. 1
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§ 2. EKSTRAKCIJA PESTICIDA 1Z UZORAKA

2.1. Pesticidi

Tvari i smjese tvari koje se koriste za suzbijanje, iskorjenjivanje i spreCavanje pojave
organizama koji se smatraju $tetnima obuhvaéene su pojmom ,,pesticidi”. Opcenita definicija
dana je u dokumentu Medunarodne organizacije Ujedinjenih naroda za poljodjelstvo i hranu
(engl. Food and Agriculture Organization of the United Nations, FAO) pod nazivom
International Code of Conduct on the Distribution and Use of Pesticides: ,,Pesticid je bilo koja
tvar ili mjeSavina tvari namijenjena sprje¢avanju, unistavanju ili suzbijanju bilo kojeg Stetnika,
kao §to su prenositelji bolesti u ljudi ili Zivotinja, nezeljene vrste biljaka ili Zivotinja koje
uzrokuju Stetu tijekom proizvodnje, prerade, pohranjivanja, transporta ili trgovine hranom,
poljodjelskim proizvodima, drvetom i drvnim proizvodima kao i stoénom hranom.* °

Prema mjestu primjene u pesticide se ubrajaju sredstva za zastitu biljaka koja se koriste
u poljoprivredi, hortikulturi, parkovima i vrtovima, ali i biocidni proizvodi koji se koriste za
dezinfekciju ili zastitu materijala. Pesticidima se Cesto nazivaju sredstva za zasStitu bilja, iako je
taj pojam §iri te ukljucuje i veterinarske pripravke za suzbijanje nametnika na zivotinjama te
sredstva za sanitarnu higijenu i sredstva opce uporabe koje sluze suzbijanju nametnika na
ljudima. Prema ciljnoj skupini djelovanja pesticidi su razvrstani u 11 skupina: akaricidi
suzbijaju grinje, algicidi suzbijaju rast algi, avicidi odbijaju ptice od usjeva, baktericidi
sprecavaju rast bakterija, fungicidi spreCavaju rast gljivica, herbicidi suzbijaju rast korova,
insekticidi suzbijaju stetne kukce, moluscidi djeluju na puzeve, nematocidi suzbijaju nematode,
rodenticidi suzbijaju glodavce i virucidi koji sprecavaju virozu. Prema porijeklu pesticidi mogu
biti neorganske tvari kao i tvari iz biljaka, bakterija i gljiva. Jos jedan nacin podjele pesticida je
prema njihovom sastavu, prema kojem se dijele na: organofosforne, organoklorone, karbamate
i piretroide (slika 1). 6
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Slika 1. 1) organofosforni insekticid klorpirifos, 2) organoklorni insekticid DDT
(diklorodifeniltrikloroetan), 3) karbamatni insekticid karbaril (1-naftilmetilkarbamat), 4)
piretroidni insekticid D-fenotrin.

Strukture su nacrtane u programu ChemDraw 19.0.

Prema utjecaju pesticida na ¢ovjeka, mozemo ih razvrstati u skupine akutne otrovnosti i
opasnosti na osnovu orijentacijske srednje LDso vrijednosti pokusnih zivotinja izrazene u mg
tvari po kilogramu tjelesne mase zivotinje (najc¢esce Stakora). Vrijednost LDso definirana je s
otrovnosti pesticida, na¢inu ulaska u organizam te fizikalnim svojstvima aktivne tvari pesticida.
Na popisu Svjetske zdravstvene organizacije tvari su razvrstane u skupine od krajnje opasnih
do sasvim neznatno opasnih te je dan poseban popis onih tvari koje pri normalnoj upotrebi nisu
opasne u smislu njihove akutne otrovnosti. * Na temelju vrijednosti LDso pokusnih Zivotinja u
Republici Hrvatskoj postoji Pravilnik o mjerilima za razvrstavanje otrova u skupine ovisno o
vrsti rizika prisutnih kod uporabe. 8

Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije, upotreba pesticida se u posljednjih
nekoliko godina znatno povecala u odnosu na 1990-e godine. Masa koriStenih pesticida s
obzirom na povrSinu poljoprivrednog zemljiSta iznosila je 1,8 kg/ha u 2020., dok je 90-ih
iznosila 1,2 kg/ha. Primijeceno je povecanje upotrebe herbicida te smanjenje upotrebe fungicida
i insekticida. °

Na slici 2 prikazano je znatno povecanje uporabe pesticida u cijelom svijetu, a osobito

na americkom kontinentu, zatim australskom i azijskom. *
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Slika 2. Svjetska upotreba pesticida, izraZzena u tonama po kontinentima u 2020. te promjena
od 1999. u postocima. Preuzeto i prilagodeno iz ref. 1.

Na slici 2 vidi se znatno poveéanje u 2020. u usporedbi s 1999. godinom (oznaceno u
postocima, %), osobito u Juznoj Americi gdje je zabiljeZeno najveée povecanje od 119,4 %. *
Prema procjenama Organizacije za prehranu i1 poljoprivredu, do 2050. bit ¢e potrebno
povecanje proizvodnje hrane za 70 %, kako bi se prehranilo svjetsko stanovnistvo. Jedan od
na¢ina dovoljnog povecanja poljoprivredne proizvodnje je primjena pesticida za kontrolu
nametnika. Prekomjerna uporaba, pogresno rukovanje pesticidima i Cesto losa zakonska
regulativa uzrokuju onecis¢enje okoliSa, a nerijetko se dogadaju nenamjerna trovanja i
smrtonosne nesre¢e. Zbog mogucih toksicnih u¢inaka pesticida na zdravlje ljudi 1 okolis, u
svijetu postoje strogi propisi za njihovu registraciju i uporabu, a posebice u razvijenim
zemljama. Europska unija razvila je razli¢ite programe za sustavno preispitivanje novih
aktivnih tvari i ocjene odobrene aktivne tvari. Kako je dostupno vise informacija o njihovom
ponasanju 1 uc¢incima na okoli§, broj odobrenih spojeva zna€ajno se smanjio. S obzirom na
posljedice prekomjerne uporabe pesticida, ulazu se napori kako bi se smanjila njihova uporaba

bez negativnih u¢inaka na produktivnost i profitabilnost farmi. Novi uvidi o sudbini i ponasanju
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pesticida i produkata njihovog raspada u razli¢itim dijelovima okoli$a potrebni su za procjenu
potencijala rizika. Od 476 aktivnih tvari odobrenih u EU, samo 18 se smatra niskorizi¢nima. 1°

Pesticidi se u hrani pojavljuju u vrlo malim koli¢inama, u obliku ostataka, a ukoliko je
njihova uporaba nekontrolirana mogu izuzetno lose utjecati na zdravlje ljudi. Polaze¢i od toga
da su bioloska raznolikost i otporni ekosustavi klju¢ni za odrzivi razvoj, a agroekoloska nacela
vazna za ocuvanje bioloske raznolikosti, autonomije hrane i zdravu prehranu, cilj zelenog plana
i strategije ,,0d polja do stola®“ je smanjenje ukupne upotrebe kemijskih pesticida u EU-u do
2030. te rjesavanje globalnih izazova u podru¢ju klime i okoliSa. Smjernice o analitickoj
kontroli kvalitete i postupcima validacije pri analizi ostataka pesticida u hrani i hrani za
zivotinje (Dokument SANTE/11312/2021) objavljene su na internetskim stranicama Komisije.
11 Takoder, na internetskim stranicama Sluzbenog lista Europske unije (Provedbena uredba
Komisije (EU) 2022/741) dane su smjernice za osiguranje sukladnosti s maksimalnim razinama
ostataka pesticida 1 ocjenu izloZenosti potroSaca ostacima pesticida u 1 na hrani biljnog 1
zivotinjskog podrijetla te postupci uzimanja uzoraka trebali bi biti u skladu s Direktivom
Komisije 2002/63/EZ, koja sadrzava metode i postupke uzimanja uzoraka koje je preporucila
Komisija za Codex Alimentarius. Primjerice, dani su proizvodi biljnog podrijetla (nepreradeni
proizvodi) koji se trebaju uzorkovati 2023., 2024. 1 2025. godine kao $to su narance, mrkva,
Kivi, jabuke, grah, krumpir, djevicansko maslinovo ulje itd. Tabli¢no su dane i kombinacije
ostataka pesticida/proizvod koje se trebaju pratiti u/na proizvodima biljnog (prilog I dio C) i
Zivotinjskog podrijetla (prilog I dio D). »!3 Smjernice SANTE/2017/10632 prosirene su u
svibnju 2023. godine uz naglasak kako je upravo ekstrakcija kljucan korak u analitickom
postupku za odredivanje pesticida. *41°

Upotreba pesticida, obrazovanje korisnika o rukovanju pesticidima, distribucija, prodaja
i sli¢ne stavke su u Republici Hrvatskoj regulirane ,,Zakonom o odrZivoj upotrebi pesticida*. °
S obzirom na vrlo Siroku upotrebu pesticida u poljoprivredi, Sumarstvu, kucanstvima i
industriji, neZeljeni se ostaci mogu prona¢i u tlu, vodi i hrani. Maksimalna razina
ostataka (MRO) pesticida u hrani regulirana je ,,Pravilnikom o maksimalnim razinama ostataka
pesticida u 1 na hrani 1 hrani za Zivotinje biljnog i Zivotinjskog podrijetla®. Zbog ucestalih
izmjena vrijednosti MRO ili njihovih dopuna podlozna je ¢estim promjenama. Ukoliko za neki
pesticid i proizvod vrijednost MRO nije navedena, primjenjuje se zadana vrijednost MRO od
0,01 mg/kg. Primjerice, Kharbouche i sur. su u svome istraZivanju uzoraka vode iz razli¢itih

izvora u Spanjolskoj, utvrdili da je masena koncentracija pesticida 0,05 pg/L ¢ime je doslo do
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dopuna u preporukama. Nadalje, Bhandari i sur. proucavali su uzorke tla sa razli¢itih lokacija i
dubina u Nepalu, a izmjereni udio pesticida je u rasponu od 1,0 do 251 mg/kg, ovisno o dubini
uzorkovanja ¢ime su dobivena nova saznanja o uzorkovanju pesticida. 1618

U svrhu razvoja metode GC-MS za odredivanje 211 pesticida prisutnih u tragovima u
jabukama optimizirana metoda validirana je prema smjernicama EU SANTE/11813/2017 i
maksimalnim dopusStenim koncentracijama ostataka danim od Indijske uprave za sigurnost
hrane i standarde (engl. Food Safety and Standards Authority of India) i Europske komisije od
0,01 mg/kg. Postignuta je visoka osjetljivost metode GC-MS s kvantifikacijskim granicama od
LOQ = 0,001 mg/kg za 95 % istrazivanih analita koja je pridonijela donosenju boljih smjernica

za analizu pesticida. °

2.2. Ekstrakcijske metode za odredivanje pesticida

Ekstrakcija je separacijska metoda za odvajanje i izolaciju tvari iz smjese. Glavno nacelo
ekstrakcije je razdioba tvari izmedu dvije faze koje se medusobno ne mijeSaju, a analit mora
biti Sto bolje topljiv u jednoj od tih faza. Glavno nacelo ekstrakcije tekuce-tekuce
(engl. Liquid—liquid extraction, LLE) je razdioba tvari izmedu dva otapala koja se medusobno
ne mijesaju, a ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (engl. Solid phase extraction, SPE) razdioba tvari
izmedu Cvrste i tekuce ili plinovite faze. U svrhu $to ucinkovitije ekstrakcije razvijen je velik
broj razli¢itih tehnika, a svaka od njih ima svoje prednosti i nedostatke ovisno o sadrzaju i
koncentraciji analita i vrsti uzorka iz kojeg se odvaja. Primjerice, ekstrakcija tekuce-tekuce
ogranicena je odabirom otapala koja se ne smiju mijesati i stvarati emulziju, a uporaba relativno
velikih volumena otapala predstavlja problem pri zbrinjavanju otpada. Pri ekstrakciji na ¢vrstoj
fazi koriste se diskovi, razli¢ite membrane, male kolone s razli¢itim punilima i sl.
Najjednostavnija tehnika je propustanje vodene otopine uzorka kroz hidrofobni organski spoj
nanesenom na praskastom silikagelu u koloni. Organske se molekule analita vezu na ¢vrstu fazu
i kasnije ispiru otapalom kao $to je primjerice metanol. Cesto koristena ekstrakcijska metoda
za ostatke pesticida je ekstrakcija QUEChERS (engl. Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged,
and Safe). 23

Prije ekstrakcije uzorak se mora osusiti 1 usitniti do finoga praha. Ukoliko uzorak sadrzi
hlapljive analite ili su opasni po zdravlje, uzorak se susi s anhidridom natrijeva sulfata ili

dijatomejskom zemljom. Ekstrakti tla i otpada obi¢no zahtijevaju dodatno prociséavanje kako
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bi se uklonili sastojci koji mogu uzrokovati sustavnu pogresku odredivanja, oneciséenje i
ostecenje opreme te losije kromatografsko razlucivanje. Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi je najéesca
metoda procis¢avanja uzorka.

Poznavanje uc¢inka pesticida u okolisu vazno je kako bi tretiranje usjeva bilo sigurno za
okolis. Potrebne su primjerene metode za procjenu ciljanih spojeva u tretiranoj zemlji i
usjevima. Za odredivanje pojedinih pesticida kao S$to je primjerice triazinski herbicid
metribuzin, postoje razliCiti analiticki postupci. Toksi¢an je pri niskim koncentracijama, a
koristi se za suzbijanje korova pri uzgoju raj¢ica, krumpira, soje i drugih. U Direktivi 540/2011
metribuzin je naveden kao kandidat za zamjenu, no nedavno je Europska komisija produzila
rok odobrenja za ovu aktivnu tvar. % Tri glavna metabolita metribuzina u okolisu su diketo
metribuzin (M-DK), desamino metribuzin (M-DA) i desamino diketo metribuzin (M-DADK).
Ovi metaboliti dobro su topljivi u vodi, visoko do vrlo visoko pokretni u tlu i nisko do umjereno
postojani u tlu. Budu¢i da se metribuzin koristi ve¢ mnogo godina, prijavljene su razliCite
metode za analizu ostataka metribuzina zajedno s drugim pesticidima. Medutim, analiza
metabolita metribuzina nije bila uklju¢ena. Za odvajanje metribuzina zajedno s njegovim
metabolitima u uzorcima tla primijenjene su razlicite ekstrakcijske tehnike kao $to je ekstrakcija
potpomognuta ultrazvukom (engl. Ultrasound-assisted extraction, UAE), ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima (engl. Microwave-assisted extraction, MAE) ili tekucinska
ekstrakcija pod tlakom (engl. Pressurized liquid extraction, PLE). Od navedenih, naj¢es¢a je
uc¢inkovita ekoloski prihvatljiva tehnika UAE jer omogucuje smanjenje volumena otapala
potrebnog u koraku ekstrakcije i skracuje vrijeme ekstrakcije koje se koristi u klasi¢nim
postupcima ekstrakcije. Osim toga, prednost UAE u odnosu na druge moderne tehnike
ekstrakcije je niza cijena opreme i jednostavnost koristenja. Analiza metribuzina i metabolita
provodi se tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (engl. High-performance liquid
chromatography, HPLC) s detekcijom UV i DAD (engl. Diode array detector), micelarnom
elektrokinetickom kromatografijom ili, u novije vrijeme, vezanim sustavom tekuéinske
kromatografije visoke djelotvornosti i tandemne spektrometrije masa (engl. Liquid
Chromatography with tandem mass spectrometry, LC-MS/MS). Nasuprot tome, zbog slozenog
sastava biljaka, raznolikosti vrsta i drugih ¢imbenika, analiticke metode za metribuzin i njegove
metabolite u biljkama su rijetke. U izvjeséu o ocjeni za obnovu metribuzina dogovoreno je da
se ukljuci pra¢enje metabolita metribuzina u biljnim matricama. Stoga je razvijen manji broj

analitickih metoda za analizu ovih spojeva u uzorcima Secerne trske, krumpiru, Sparogama,
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rajéicama, naran¢ama i sjemenkama (suhi grah i soja) pomoc¢u LC-MS/MS. Do sada je analiza
metribuzina i njegovih metabolita uglavnom bila postignuta tekué¢inskom kromatografijom uz
koristenje spektrometrije masa ili detekcije UV. Glavna prednost detekcije MS u odnosu na UV
detekciju je ta Sto MS kao detektor omogucuje istovremenu kvantifikaciju i potvrdu identiteta

otkrivenih spojeva. 2

2.2.1. Ekstrakcija tekuce-tekuce

Ekstrakcija tekuce-tekuce koristi se za odvajanje tvari na temelju njihove topljivosti u otapalima
koja se ne mijesaju i ne reagiraju. NajéeScée su to voda i organsko otapalo kao Sto su: aceton,
etil-acetat, diklormetan i sl. 1zbor otapala je izuzetno vazan za ucinkovito odjeljivanje analita
pri ¢emu treba obratiti pozornost na polarnost, stabilnost, ¢istocu i vreliste otapala te njegovu
inertnost kako otapalo ne bi reagiralo s drugim otapalom ili analitom. U¢inkovitost ekstrakcije
moze se poboljsati i promjenom pH i ionske jakosti vodenog sloja. Pri ekstrakciji tvari
organskim otapalom iz vodenog medija, dio vode ekstrahira zajedno s analitom te ga je
potrebno osusiti. Organski sloj susi se sredstvima za suSenje koja ne reagiraju s otapalom ni s
otopljenom tvari, a najéesce se koriste anorganske tvari. Prednost ekstrakcije tekuce-tekuce je
jednostavnost i ucinkovitost, a nedostatak dugotrajna izvedba te veliki volumeni, Eesto,
toksi¢nih otapala. 2223

Za ostatke pesticida iz usjeva u svrhu metabolic¢kih studija dane su preporuke:

e ekstrakcija smjesom acetonitril/voda (1/1, v/v), obi¢no se Koristi za europsku
standardnu metodu EN 15662:2008 i AOAC metodu 207.01 (QUEChERS
metoda)

e cekstrakcija smjesom aceton/voda (2/1, v/v), za nemasne usjeve ili ekstrakcija
acetonitrilom/acetonom prema modulu E7 koji se obi¢no koristi za europsku
standardnu metodu EN 12393:2013 (DFG S19 metoda) %

e ekstrakcija smjesom metanol/voda (2/1, v/v) koja se obi¢no koristi za europsku
standardnu metodu EN 15637:2008 (ChemElut metoda) 26

o ekstrakcija etil-acetatom, obi¢no se koristi za europsku standardnu metodu EN
12393:2013 (SweEt metoda) 2?7

Za odredivanje 159 pesticida u uzorku rize optimiziran je analiticki postupak Koji

ukljucuje ekstrakciju tekuce-tekuce i plinsku kromatografiju s tandemnom spektrometrijom
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masa (engl. Gas Chromatography with tandem mass spectrometry, GC-MS/MS). Prije
odredivanja metodom GC-MS/MS provedena je ekstrakcija QUEChERS pesticida iz rize
acetonitilom. Uzorak rize je homogeniziran na veli¢inu ¢estica od 200 — 500 um, a zatim je
uzorku (5 g) dodano otapalo i vodena otopina octene kiseline (1 %). Validirana metoda
primjenjiva je za odredivanje pesticida u rizi s preciznoséu od <20 % te granicama kvatifikacije
0,01 mg/kg $to je u skladu sa smjernicama SANTE i Europske komisije. 2

Barrionuevo i Lancas usporedivali su uc¢inkovitost ekstrakcije tekuce-tekuée (LLE) u
odnosu na ekstrakciju na ¢vrstoj fazi (SPE) i mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi (engl. Solid-phase
microextraction, SPME) za pesticide prisutne u realnim uzorcima. U svrhu usporedbe metode
odjeljivanja pesticida pripremljene su cetiri modelne vodene otopine razli¢itih pesticida:
bifentrina, permetrina, cipermetrina i deltametrina. Pripremljeni uzorci otopina koje sadrze
pesticide ekstrahirane su Sest puta sa 50 mL diklometana u lijevku za odijeljivanje, svaki put,

uz mijeSanje 2 minute te odvajanje faza (slika 3).

PRVA EKSTRAKCIJA DRUGA EKSTRAKCLJA
~ D_mlmm »~ Dodano
S0mL novih 50
CH,Cl, E ’ l f mL CH,Cl, D \
N\ / \'\‘ / \\‘ / \ \ / DY /,-/ N\
Vodena\ ) Vodeni [\ ______ ] Protestii | / { ) ‘\ e —— “l Protrestii |
odena / o \ 7 H 0 \ / / >/ R
\ / sloj . 1 1spustity \ / \ / W 1/ pustits \ /
otopina \ smmas / ki \ / doujisloj \ammms J \ ammms / \U o/ dosiislei \commmny/
pesticida ‘\‘—’/ (=3 "»1 e C——> \m/ o \\*’, o a,‘ e _/« — \tr/
/ Y 7 \ / \ / T \
\ / \ A \ / 2 \ / x = \ /
\u/ CH,CL, \ / Vodeni  \\gy/ Vodeni \E/ CHCL, \  / deri  \ G/
\W/ et N sloj \ W/ sloj \&/ \W7/ Vol
oD (| =] B == DR || 3} oo 7 =D
7N 7 N\ 7\ 7'\ N £\
EL T] L; 1; '..-'] L\‘ L,*-J

[zzz=an\ Spajanje organskih slojeva [=zz=a\

Slika 3. Postupak za prve dvije ekstrakcije tekuce-tekuée koje su proveli Barrionuevo i
Lancas. Preuzeto i prilagodeno iz ref. 29.

Za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi koristena je kolona sa florisilom te mikrokolona za ekstrakciju.
Ekstrakti su zatim osuSeni natrijevim sulfatom, otopljeni u diklormetanu, upareni na
rotacijskom uparivacéu te analizirani metodom plinske kromatografije uz detekciju detektorom
s hvatanjem elektrona (engl. Gas chromatography-electron capture detection, GC-EDC).

Usporedba metoda pokazala je kako LLE koristi 10 puta vise toksi¢nog otapala, nego SPE, ali
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bez znacajnije razlike u vremenu potrebnom za odvajanje analita. Obje metode mogu se Koristiti
za ucinkovito odvajanje pesticida uz preporuku za koriStenje metode SPME jer zahtjeva

najmanje otapala (tablica 1). %

Tablica 1. Usporedba potrebnog volumena otapala i vremena trajanja ekstrakcije LLE, SPE i
SPME, za ekstrakcije koje su proveli Barrionuevo i Langas. Preuzeto i prilagodeno iz ref. 30.

LLE SPE SPME
Volumen uzorka / mL 500 500 5
Volumen otapala / mL 301 30 0
Vrijeme trajanja ekstrakcije / h 2:27+0:32 | 2:18+0:12 0:10

Za bolju ucinkovitost ekstrakcije Cesto se postupak ekstrakcije tekuce-tekuce provodi pri
povisenoj temperaturi i tlaku ¢ime se ubrzava i sam postupak ekstrakcije. Takva ubrzana
ekstrakcija (engl. Accelerated solvent extraction) uspje$no je primijenjena za odredivanje
ostataka pesticida 3 amfenikola, 8 makrolida, 18 sulfonamida, 4 nitroimidazola, 15 insekticida
i 22 fungicida u perju peradi. Optimiziranje izbora ekstrakcijskog otapala provedeno je
metanolom, acetonitrilom i etil-acetatom, pri ¢emu je uporabom metanola uz dodatak
adsorbensa dobivena najbolja u¢inkovitost ekstrakcije uz detekcijske granice 0,2 — 3,0 pg kg™
i kvantifikacijske granice 0,5-8,3 pg kg®. 3!

Za odredivanje pesticida u kakau optimizirana je ekstrakcija tekuce-tekuce prije
kvantifikacije analita metodom GC-EDC. Masti iz kakao praha trebaju se ukloniti, s obzirom
na to da mogu utjecati na signale analita u kromatogramu i onemoguciti njihovu analizu. Isto
tako, otezavaju ekstrakciju analita u organsku fazu, ¢ime snizavaju ucinkovitost metode. Za
hidrolizu masti dodane su otopine KOH ili NaOH te HCI pri ¢emu su najbolji rezultati
postignuti dodatkom KOH dok je dodatkom HCI hidroliza bila djelomi¢na. 32

Metoda ,,AOAC 2007.01” QUEChERS za odredivanje ostataka pesticida u mlijeku je
optimizirana i validirana prema smjernicama SANTE/11813/2017 i SANTE/12682/2019. 1133
Ostaci pesticida ekstrahirani su iz mlijeka acetonitrilom uz dodatak 1 % octene kiseline te su
nakon centrifugiranja i filtriranja odredeni teku¢inskom kromatografijom ultravisoke
(engl. UHPLC-
LTQ/Orbitrap MS) spregnute sa spektrometrom masa koji se sastoji od linearne ionske stupice
i Orbitrapa. 3

djelotvornosti Ultra high performance liquid chromatography,

Sli¢an analiticki postupak koristen je i za odredivanje pesticida u Kupusu pri cemu je za

procis¢avanje uzorka koristena ekstrakcija QuUEChERS. Nakon ekstrakcije smjesom vode i
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acetonitrila (1:2 v/v), uz dodatak MgSOs i NaCl, centrifugiranja i filtriranja, pesticidi su
odredeni u ekstraktu metodom tekucinske kromatografije ultradjelotvornosti spregnutom sa
spektrometrijom masa (engl. Ultra performance liquid chromatography-mass spectrometry,
UPLC-MS/MS/MS). Tri neonikotinoidna i jedan karbamatni pesticid detektirani su u Sest
dehidriranih, smrznutih uzoraka kupusa. Medu njima, najces¢e detektirani bili su: tiakloprid i

propamokarb, a imidakloprid i acetamiprid detektirani su u samo jednom uzorku kupusa. *

2.2.2. Disperzivna mikroekstrakcija tekuce-tekuce

Disperzivna mikroekstrakcija tekuce-tekuce (engl. Dispersive liquid-liquid microextraction,
DLLME) razvijena je kao poboljsanje tehnike LLE. Metodu su razvili Rezaee i sur. 2006.
godine i primijenili za odredivanje organskih spojeva, uklju¢ujuéi i neke pesticide u vodi.
Koristen je sustav s tri otapala u kojem je mala koli¢ina otapala za ekstrakciju i otapala za
disperziju naglo ubrizgana u vodenu otopinu uzorka koja sadrzi analit. Nakon mijeSanja smjese
nastala je mutna otopina sa sitnim kapljicama ekstrakcijskog otapala u kojima se nalazi analit.
Centrifugiranjem nastaje talog koji se sa dna mikroinjekcijom prenese u plinski kromatograf te
detektira plameno-ionizacijskim detektorom (engl. Gas chromatography-flame ionisation
detector, GC-FID) (slika 3).

@
|
[
|
| L
il .
.o Y
« .| Centrifugiranje
. | —p o > |
' \./ \2/ i
QYD
Vodena otopina Ubrizgavanje otapala Mutna otopina Sediment Prikupljanje Instrumentna
sa analitom 7a ckslrilkci]u i sedimenta analiza

otapala za dispreziju

Slika 3. Postupak metode DLLME koju su razvili Rezaee i sur.
Preuzeto i prilagodeno iz ref. 36.

Jelena Kovacd Zavr$ni rad



8§ 2. Ekstrakcija pesticida iz uzoraka 13

Utvrdeno je da ucinkovitost ekstrakcije ovisi o vrsti i volumenu ekstrakcijskog otapala odnosno
otapala za disperziju te volumenu uzorka. Otapalo za ekstrakciju se ne smije mijesati s vodom,
mora stvarati male kapljice u vodenoj otopini te imati veéi afinitet prema analitu. Cesto se kao
ekstrakcijska otapala koriste ugljikov tetraklorid, ugljikov disulfid te tetrakloretilen. Otapala za
disperziju pomazu otapalu za ekstrakciju da se $to bolje raspodijeli u vodenoj otopini, a najcesce
se koriste aceton, metanol i acetonitril. Vrijeme ekstrakcije je vrlo kratko, nekoliko sekundi, a
ucinkovitost ekstrakcije izra¢unata je prema jednadzbi (1) iznosila je 60,3 — 111,3 %, uz
detekcijske granice 0,007 — 0,030 pg/L. 3637

¢ (analita u DES) -V (DES faza)
¢ (analita u potetnom uzorku) -V (uzorka)

ER =

-100 % (1)

Liu i sur. proveli su ekstrakciju pesticida iz ¢aja i vo¢nih sokova koriste¢i metodu UA-
DES-DLLME uz niskotemperaturna eutekticka otapala (DES) i primjenu ultrazvuka (UA).
Eutekticka otapala su ,zelena otapala® razvijena kako bi se sto vise smanjila potreba za
organskim otapalima. Svojstva su im su im sli¢na ionskim teku¢inama: nezapaljivost, niski tlak
para, niska razina toksi¢nosti, moguénost recikliranja, stabilnost te mogucnost otapanja velikog
broja anorganskih i organskih spojeva. U uzorcima su analizirani insekticidi, derivati benzoil-
uree (BU). Ekstrakcija je provedena na cCetiri vrste uzoraka: zelenom i oolong ¢aju te soku od
grejpa i limuna. U teflonske epruvete dodan je uzorak c¢aja ili soka, DES te je izloZen ultrazvuku
radi bolje disperzije DES-a u male kapljice u otopini. Nakon centrifugiranja, faza DES
suspendirana je u gornjem sloju, dok je donja faza uklonjena injekcijom. Postupak je shematski

prikazan na slici 4. 38

DES
i i .
L
i =| Uttrazvuk 105% Uklanjanje HeLe
* ; H H analiza
DES X — 2 min NaCl donjeg sloja
of 25
% 04— Centrifugiranje Razijedenje
5 min

sa 50 pL
metanola

7 mL vodene
otopine s
analitom

Slika 4. Prikaz UA-DES-DLLME postupka koji su koristili Liu i sur.
Preuzeto 1 prilagodeno iz ref. 38.
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Faza DES analizirana je metodom HPLC i na temelju rezultata izraCunata je u¢inkovitost
ekstrakcije (Tablica 2). %

Tablica 2. U¢inkovitost ekstrakcije za uzorke ¢aja i soka za insekticidne derivate BU, preuzeto
i prilagodeno iz ref. 38.

Ucinkovitost ekstrakcije / %
zeleni Caj oolong caj sok od grejpa sok od limuna
Diflubenzuron 81,83 83,98 76,87 85,09
Triflumuron 95,02 100,5 90,84 101,1
Heksaflumuron 80,55 95,43 84,91 82,70
Flufenoksuron 94,91 81,01 93,29 82,75
Klorfluazuron 86,34 86,10 87,85 90,34

S obzirom na visoku uc¢inkovitost ekstrakcija (76,87 — 101,1 %) i granicu detekcije 0,30 —
0,60 ug/L, metoda UA-DES-DLLME pokazala se kao dodatno poboljsanje metode DLLME jer
je ekoloski prihvatljivija. 3

Metoda DLLM mozZe se koristiti i za odredivanje piretroidnih pesticida u zitu i
kloramfenikola u medu. Nakon ekstrakcije pesticida uz dodatak laurinske i klorovodi¢ne
kiseline, za kiseli ekstrakt teku¢inskom kromatografijom ultra visoke djelotvornosti uz detektor
UV (engl. Ultra-high performance liquid chromatographic (UHPLC) method coupled with an
ultraviolet detector (UV), UHPLC-UV) postignute su detekcijske granice 5 — 20 ng/g. 3%

2.2.3. Ekstrakcija na cévrstoj fazi

Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid-phase extraction, SPE) dobra je alternativa metodi LLE
jer je jednostavna i koristi manje otapala, kao Sto je pokazano u potpoglavlju 2.2.1. Ekstrakcija
tekuce-tekuce, tablica 1. Metoda SPE najcesce se izvodi provodenjem vodene otopine uzorka
kroz ¢vrsti sorbens u koloni, analit se adsorbira na sorbens, zatim eluira prikladnim organskim
otapalom. Prije ekstrakcije, potrebno je uzorak homogenizirati, ¢esto filtrirati, centrifugirati i/ili
sonificirati. Metoda se primjenjuje za velik broj razli¢itih analita u prehrambenim uzorcima
poput primjerice vode, sokova, vina, mlijeka itd. Jedan od najvaznijih ¢imbenika u metodi SPE
je odabir sorbensa, a najcesce je to slikagel C18 ili kopolimer stiren/divinilbenzen, a jos se

koriste i polimeri s molekulskim otiskom (engl. Molecular imprinted polymers, MIP),
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metaloorganske mreZe (engl. metal-organic frameworks, MOF), ugljikove nanocjevcice (engl.
carbon nanotubes, CNT), imunosorbensi te grafen. 22341

Slika 5. Aparatura za SPE. Preuzeto iz ref. 42.

Kapsi i sur. koristili su metodu SPE za ekstrakciju ostataka pesticida u okolisnim vodama, prije
analize metodom GC-MS i LC-MS. Uzorci vode iz gréke rijeke Louros prvo su profiltrirani, a
zatim ekstrahirani na ¢vrstoj fazi C18 u diskovima (slika 6).

Slika 6. C18 diskovi koristeni za SPE. Preuzeto iz ref. 43.

Analit je ispran sa sorbensa, osuSen sa Na>SOs te su ostaci pesticida u okolisnim vodama
odredeni kromatografskim metodama (GC-MS i LC-MS), a postignute su detekcijske granice
0,005 - 0,024pg/L. **
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Economou i sur. odredili su 46 pesticida u uzorcima vina koriste¢i metode SPE i LC-
MS/MS. Koristene su kolone s kopolimerom (slika 7, a) i vakuumskim razdjeljivaéem s vise
ventilskih ogranaka koji moze obradivati 12 uzoraka istovremeno (slika 7, b) uz uéinkovitost

ekstrakcije od 70 — 110 %. Etil-acetat, metanol te osobito acetonitril pokazali su se kao najbolja

otapala za ispiranje vecine ciljanih analita sa sorbensa. #°

a b
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Slika 7. KoriStene kolone s punilom (a) i vakuumski razdjeljiva¢ (b). Preuzeto iz ref. 46,47.

Za ekstrakciju 7 razli¢itih pesticida iz vode Badawy i sur. razvili su punilo za SPE kolonu u

kojoj su ¢vrsta faza nanocestice hitozana i bakrovog(ll) ili cinkova(ll) oksida. Shema postupaka

SPE prikazan je na slici 8. 4
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Slika 8. Postupak SPE pesticida iz vode koji su koristili Badawy i sur. Preuzeto i prilagodeno
iz ref. 48.

Ucinkovitost ekstrakcije je nesto veca u slucaju nanocestica hitozana i bakrovog(ll) oksida, u
usporedbi s nanocestica hitozana i cinkova(Il) oksida, a u oba slucaja dobivena je veca

ucinkovitost nego pri ekstrakciji na silikagelu C18. Sorbensi od nanocCestica hitozana i metalnih

sorbensa SPE. 48

2.2.4. Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi

Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid phase microextraction, SPME) jednostavna je i
brza metoda u kojoj se koristi vrlo malo otapala te se lako povezuje s kromatografskim
metodama (GC i HPLC). Moze se i lako automatizirati, §to pridonosi u¢inkovitosti i preciznosti
metode. Od svog razvitka 1989. godine, ima Siroku primjenu analizi uzoraka iz okoli$a, hrane,
u biologiji, medicini, toksikologiji i forenzi¢koj medicini. Uredaj koji se koristi za SPME je
modificirana S$prica koja se sastoji od nosaca, igle i kvarcnog vlakna presvucenog

polimerom (slika 8).
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Vlakno s polimernim

Klip — boja oznacava koji se sorbensom
polimer koristi Igla za buSenje septuma l

— .

Klip za podeSavanje dubine igle Cjevéica za pricvricivanje vlakna

Slika 8. Dijelovi Sprice koja se koristi za SPME. Preuzeto i prilagodeno iz ref. 49.

Analit iz uzorka, odnosno matrice, adsorbira se na Cvrstu fazu — polimer s aktivnim slojem
nanesen na vlakno u Sprici, pomoc¢u kojeg se ekstrakt prenese u uredaje za daljnju analizu npr.
plinski kromatograf. SPME se dijeli na direktnu SPME (engl. Direct immersion-solid phase
microextraction, DI-SPME) kada je vlakno uronjeno u tekuci uzorak (slika 9) te indirektnu tzv.
Headpace SPME (engl. Headspace-solid phase microextraction, HS-SPME) kada je vlakno

iznad tekuéeg ili krutog hlapljivog uzorka &esto izlozenog povisenoj temperaturi. 254!

A . Analit - ;
Adsorpcija analita na vlakno
. . Matrica E

Sprica

=

Vlakno s
adsorbiranim
analitom

Slika 9. Postupak DI-SPME. Preuzeto i prilagodeno iz ref. 50.
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Prednost HS-SPME je §to uc¢inkovito smanjuje potencijalne interferencije u kompleksnim
matricama, a uspjesno ekstrahira i ostatke pesticida prisutne u niskim koncentracijama. Vrsta
vlakna, odnosno polimernog sorbensa, jedan je od kljucnih ¢imbenika koji utjeCe na
selektivnost i osjetljivost SPME. Polimeri koji se naj¢es¢e koriste su: polidimetilsiloksan
(PDMS), akrilatni polimer (PA), divinilbenzen (DVB), Carbowax (CW) tj. polietilenske
glikolne smole te njihove razli¢ite smjese. Najces¢i nacin desorpcije analita sa vlakna je
povisenjem temperature u injektoru GC-a, zato Sto u potpunosti iskljucuje upotrebu otapala.
U slucaju kada se koriste otapala, najées¢e metanol 1 acetonitril, obi¢no slijedi LC analiza
pesticida. Desorpcija potpomognuta protokom mobilne faze je dinamicka i1 primjenjiva u
slucaju kada analit nije precvrsto adsorbiran na vlakno. Staticka desorpcija potpomognuta je
mijeSanjem u mobilnoj fazi neko vrijeme, a Koristi se kada je analit snazno adsorbiran na
vrstu fazu, 241

Boussahel i sur. Koristili su analiti¢ki postupak s DI-SPME i GC-ECD za odredivanje
organoklornih pesticida u vodi. Kao sorbens koristeno je vlakno sa nanesenim PDMS-om, a
adsorpcija analita potpomognuta je ultrazvukom pri optimalnoj temperaturi od 50 °C u

termostatiranoj ultrazvuénoj kupelji (slika 10).

Slika 10. Ultrazvuéna kupelj, preuzeto iz ref. 51.

Desorpcija je provedena poviSenjem temperature i analit je analiziran pomo¢u GC. Optimalno

vrijeme desorpcije je 2 minute, a vrijeme adsorpcije 20 minuta, §to je krace od prethodno
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objavljenih literaturnih podataka za ekstrakciju pesticida metodom SPME Sto ukazuje da
ultrazvuk i povisena temperatura pridonose brzoj adsorpciji analita. 2

Omena 1 sur. odredivali su pesticide u rizi s ciljem razvijanja nove, ekoloski
prihvatljivije metode bez organskih otapala. Ekstrahirani su polarni pesticidi metodom SPME
i odredeni GC-MS. Kao $to je prikazano na slici 11, uzorak rize stavljen je u Supljinu diska koji

je u potpunosti zatvoren. >

Teflonski
prsten

-
]
% - Vel Q Filter
Voda ~

125 mg rize stavljeno je u Rotirajuéi disk
Supljinu rotirajuceg diska DI-SPME 40 minuta pri
80°C 12300 rpm, sa 25
mL ultraciste vode pri
pH 2.2

N\

— * Voda

Desorpcija na
‘ povisenoj
temperaturi 10

min

Slika 11. Postupak DI-SPME sa rotiraju¢im diskom koji su koristili Omena i sur. za
ekstrakciju pesticida iz rize. Preuzeto 1 prilagodeno iz ref. 53.

Disk je stavljen u bo¢icu sa 25 mL ultraciste vode pri pH = 2,2 koja je protresena i stavljena u
termostatiranu posudu s magnetskom mijesalicom. SPME vlakno sa nanesenim polimerima
DVB/CW/PDMS uronjeno je u bocicu za uzorak i postupkom DI-SPME je nakon 40 minuta
provedena adsorpcija analita te desorpcija pri povisenoj temperaturi. KorisStenjem DI-SPME s
rotirajuim diskom 1 analiza polarnih pesticida metodom GC-MS omogucila je ucinkovitu
ekstrakciju u pesticida u jednom koraku, bez koristenja organskih otapala. *3

Valenzuela i sur. su proveli ekstrakciju pesticida iz okolisnih voda metodom SPME
koristec¢i ugljikove nanomaterijale (engl. Carbon nanomaterials, CNM). Fulereni, nanocjev¢ice
te grafen su ugljikovi nanomaterijali, koji imaju veé¢i potencijal za detekciju i uklanjanje
oneciS¢enja iz vode od ostalih sorbensa. U okviru ovog istrazivanja dizajnirana je nova SPME
Sprica s metalnom Sipkom obloZzenom CNM-om kojeg su prethodno sintetizirali. Nakon
ekstrakcije i analize GC-MS pokazalo se kako su CNM odli¢ni sorbensi za ucinkovitu

ekstrakciju i kvantifikaciju svih 24 istrazivanih pesticida, sa detekcijskim granicama
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0,46 — 5,9 ng/g. Zbog velike poroznosti ugljikovi nanomaterijali imaju veliku povrSinu za
adsorpciju ¢ime je postupak znatno brzi. Otporni su na visoke temperature i mogu se ponovo
koristiti. Primjerice, isto vlakno moZe se upotrijebiti za 300 ekstrakcija, dok vec¢ina ostalih

komercijalno dostupnih vlakana moze iskoristiti za oko 100 ekstrakcija. **

2.2.5. Magnetska ekstrakcija na ¢vrstoj fazi

Magnetska ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Magnetic solid-phase extraction, MSPE) temelji
se na adsorpciji ciljanog analita na magneti¢ni sorbens naj¢eS¢e magnetske nanocestice koje
imaju veliku specifi¢nu povrsinu pa se analit puno brze veze na sorbens. Ova jednostavna, brza
metoda ne zahtijeva veliki volumen otapala za ekstrakciju analita. Adsorbirani analit lako se
razdvaja od sorbensa primjenom vanjskog magnetskog polja te se sorbens moze ponovo
upotrijebiti. U¢inkovitost MSPE je poboljSana time §to nema punjenja kolone i moguénosti
zastoja protoka kao primjerice u SPE. 23

Nodeh i sur. sintetizirali su magnetske nanocestice na osnovi grafena, presvucene
silicijem Fe304/SiO2-G i primijenili ga za MSPE organoklornih pesticida iz okolisnih voda.

Shema postupaka MSPE prikazan na je slici 12.

o Lindan

A Klorpirofos
* Heksakonazol
o

Azakonazol

Ekstrakcija Vanjski magnet

Po,
10vp,
Vg Upon.cb"

Area o
A *‘ GC-EDC % Sllgenje *
-— - ;<
A A AA Pare dusika
- . o Odvajanje
Rt Prikupljanje analita i
analita sorbensa
vanjskim

magnetom

Slika 12. Postupak MSPE sa sorbensom Fez04/SiO2-G za ekstrakciju organoklornih
pesticida iz okoliSnih voda. Preuzeto i prilagodeno iz ref. 55.
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Pri ovom postupku veliku ulogu imaju medumolekuske sile. Grafen, osim $to ima strukturu
saca 1 veliki adsorpcijski kapacitet, benzenski prsteni od kojih je sastavljen bogati su 7-7
interakcijama, §to ga ¢ini pogodnim sorbensom za pesticide sa benzenskom jezgrom u strukturi:
klorpirofos, heksakonazol i azakonazol. SiO; je jeftin, ekoloski prihvatljiv i jako disperzivan u
tekuéini zbog svojih OH-skupina. Lindan je pokazao nesto veci afinitet za vezanje na sorbens,
Sto je objasnjeno nastajanjem vodikovih veza (slika 13). Postupkom MSPE sa novo
pripravljenim sorbensom Fe304/SiO>-G moguca je bolja apsorpcija analita (13,04 —
18,69 mg/g) uz detekcijske granice 0,12 — 0,28 pg/mL. >°
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Slika 13. Interakcije pri adsorpciji organoklornih pesticida na sorbens pri MSPE.
Preuzeto i prilagodeno iz ref. 55.

Osim nanodestica, Cesto se kao sorbens za MSPE koriste i metaloorganske mreze.
Metaloorganske mreZe vrsta su kristalnih spojeva koji se sastoje od visSe istih ili razli¢itih
kationa prijelaznih metala ili klastera metala povezanih kovalentnim vezama s di-, tri-, te
polidentatnim organskim ligandima pri ¢emu mogu tvoriti jedno-, dvo- ili trodimenzionalne
strukture, tj. mreze. Ma i sur. (2018.) su za ekstrakciju heterociklickih pesticida i njihovih

ostataka u uzorcima vode koristili MOF-5 (slika 14) kao sorbens, ¢iji je sastav ZnsO(CgHs04)3
- C3H7NO. %°
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Slika 14. Struktura MOF-5: Zute sfere = vece Supljine, narancaste sfere = manje Supljine, crno
= C atomi, crveno = O atomi i plavi poliedri = Zn.
Preuzeto iz ref. 57.

Pokazalo se kako zbog hidrofilnosti i male stabilnosti u vodi nisu svi sorbensi MOF prikladni
za ekstrakciju heterocikli¢kih pesticida iz vodenih uzoraka. Sorbens MOF-5 sa Zn-jezgrom
ionskih vrsta kroma. Odabirom optimalnih ekstrakcijskih uvjeta (7 mg MOF-5, pH = 6,0, 12
minuta ekstrakcije, 6 minuta desorpcije, vodena otopina 10 % NaCl i 60 mL uzorka), dobivena
je iznimno niska detekcijska granica (0,4 — 0,11 g/L). *®

U prethodnim istrazivanjima Ma i sur. (2016.) koristili su smjesu nanoc¢estica MSPE i
Fe304/Si02-MIL-101 (slika 15) metaloorganske mrezZe za detekciju heterocikli¢kih pesticida u

uzorcima vode. %

01 5.0kV x20.0k

Slika 15. Slika FesO4@SiO2-MIL-101 dobivena pretraznim elektronskim mikroskopom
(SEM). Preuzeto iz ref. 58.
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Odabrani su optimalni ekstrakcijski uvjeti: 0,4 mg MIL-101, pH=5,0 i vrijeme ekstrakcije 20
minuta. Dobivene su detekcijske granice od 0,3 — 1,5 ug LY. % Ma i sur. usporedili su
detekcijske granice dobivene 2016. godine koristenjem metaloorganske mreze MIL-101 s
rezultatima dobivenim 2018. koriStenjem metaloorganske mreze MOF-5 te s jo§ nekim
sorbensima i metodama detekcije. Pokazalo se kako ekstrakcija na ¢vrstoj fazi s ugljikovim
visestjenCanim nanocesticama (engl. Multi-walled carbon nanotubes-solid phase extraction,
MWCNT-SPE) ima najnizu granicu detekcije (tablica 5). 8

Tablica 5. Granica detekcije za heterociklicke pesticide koje su dobili Ma i sur. 2016. i 2018.
koriste¢ci MSPE usporedene s rezultatima drugih metoda ekstrakcije. Preuzeto i prilagodeno iz
ref. 56.

Heterociklicki pesticidi Metode ekstrakcije Metode Granica detekcije /
detekcije ug L
Ametrin, atrazin, diuron, C18-SPE HPLC-DAD 20 - 50
fipronil
Fipronil, Klorfenapir, MWCNT-SPE HPLC-DAD 0,008 0,019
fenpiroksimat, flusilazol
Klofentezin, klorfenapir IL-MSPE HPLC-DAD 0,4-05

Fipronil, klorfenapir,
fenpiroksimat, flusilazol Fes04/Si0,-MIL-101-MSPE HPLC-DAD 0,3-1,5
Ma i sur. (2016.)

Karbendazim, triadimefon,
klorfenapir, fenpiroksimat MOF-5-MSPE
Ma i sur. (2018.)

HPLC-

DAD/FLD 04-011

Prednost MWCNT-SPE u usporedbi sa SPE je krace vrijeme ekstrakcije koje je 30 minuta u
usporedbi s otprilike prosje¢nih 4 sata kod SPE. Metode MSPE koje kao sorbens koriste
metaloorganske mreze brze su, jeftine, jednostavne, osjetljive te, ukoliko jezgre mreze nisu

toksi¢ni metali, ekoloski prihvatljive. 68
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2.3. Zakljucak

Pesticidi su tvari razli¢itog kemijskog sastava koje se koriste s namjenom da suzbiju ili uniste
nametnike, Steto¢ine i korove. Zbog sve Sire i nedovoljno kontrolirane upotrebe ostaci pesticida
nalaze se sve ¢esc¢e u hranidbenom lancu, a ako su prisutni u koncentracijama iznad propisane
dopustene vrijednosti, mogu imati posljedice na ljudsko zdravlje. Stoga je poveéana potreba za
pronalaZzenjem nacina za njihovo detektiranje, kvantificiranje, uklanjanje ili smanjivanje do
dopustene vrijednosti u razli¢itim realnim uzorcima. Mogu se pronaci u vodama, duboko u tlu
hrani 1 pi¢u, a razlikuju se po svojoj topljivosti, pokretljivosti 1 postojanosti u okoliSu. Za
njihovu se ekstrakciju mogu primijeniti brojne metode, a odabir ovisi o vise ¢imbenika.
Opremljenost laboratorija je jedan od glavnih, a za njime slijede nov€ana sredstva, utroSak
vremena i reagensa, vrsta uzorka, sadrzaj analita te zadana preciznost metode. Uz sve to, treba
uzeti u obzir i ekoloSku prihvatljivost metode. Pesticidi sami po sebi jesu veliki zagadivaci
okolisa te treba teziti tomu da metode njihove ekstrakcije ne naprave dodatnu Stetu. Idealna bi
metoda trebala biti to¢na, selektivna, jeftina, brza i osjetljiva. Nedostatak klasi¢ne ekstrakcije
tekuce-tekuce je velika koli¢ina toksi¢nih otapala koja se koristi uz ¢esto nedovoljno niske
detekcijske granice. Razvijene su brojne moderne ekstrakcijske metode koje uklanjaju
nedostatke klasi¢nih metoda, prije svega smanjen je volumen ili potpuno uklonjeno otapalo,
postignuta je bolja osjetljivost i preciznost te pojednostavljen i ubrzan postupak ekstrakcije

pesticida iz razli¢itih realnih uzoraka prije instrumentne analize.
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§4. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

CNM - ugljikovi nanomaterijali (engl. Carbon nanomaterials)

CNT — ugljikove nanocjevcice (engl. Carbon nanotubes)

CW — Carbowax

BU — derivati benzoil-uree

DAD - detektor s nizom dioda (engl. Diode array detector)

DVB — divinilbenzen

DDT - diklorodifeniltrikloroetan

DES — niskotemperaturna eutekti¢ka otapala (engl. Deep eutectic solvents)

DI-SPME — direktna mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Direct immersion-solid phase
microextraction)

DLLME - disperzivna mikroekstrakcija tekuce-tekuce (engl. Dispersive liquid-liquid
microextraction)

ECD - detektor s hvatanjem elektrona (engl. Electron capture detector)

ER — iskoriStenje ekstrakcije (engl. Extraction recovery)

FID — plameno-ionizacijski detektor (engl. Flame ionisation detector)

FLD — fluorescencijski detektor (engl. Fluorescence detector)

G — grafen

GC - plinska kromatografija (engl. Gas chromatography)

HPLC — tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. Hhigh-performance liquid
chromatography)

HS-SPME - indirektna mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Headspace — solid phase
microextraction)

IL — ionska tekucina (engl. lonic liquid)

LC — tekucinska kromatografija (engl. Liquid chromatography)

LLE — ekstrakcija tekuce-tekuce (engl. Liquid-liquid extraction)

LOD —detekcijske granice (engl. Limit of detection)

LOQ —kvantifikacijske granice (engl. Limit of quantification)

MAE - ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (engl. Microwave-assisted extraction)
MIP — polimeri s molekulskim otiskom (engl. Molecular imprinted polymers)

M-DA — desamino metribuzin
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M-DADK — desamino diketo metribuzin

M-DK — diketo metribuzin

MOF — metaloorganske mreze (engl. Metal-organic frameworks)

MRO — maksimalna razina ostataka

MS — spektrometrija masa (engl. Mass spectrometry)

MSPE — magnetska ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Magnetic solid-phase extraction)
MWCNT - visestjenCane ugljikove nanocjevcice (engl. Multi-walled carbon nanotubes)
PA — akrilatni polimer

PDMS - polidimetilsiloksan

PLE — tekucinska ekstrakcija pod tlakom (engl. Pressurized liquid extraction)
QUEChERS - brza, jednostavna, povoljna, efektivna, hrapava i sigurna (engl. Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, and Safe)

SEM — pretrazni elektronski mikroskop (engl. Scanning electron microscope)

SPE — ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid-phase extraction)

SPME — mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid-phase micro-extraction)

UA — potpomognuto ultrazvukom (engl. Ultrasound-assisted)

UPLC - tekucinska kromatografija ultra (visoke) djelotvornosti (engl. Ultra performance
liquid chromatography)

UHPLC - tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti (engl. Ultra high performance
liquid chromatography)

UV — ultraljubicasto (engl. Ultraviolet)
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