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SAZETAK

U ovom diplomskom radu prikazan je postupak optimizacije ultrazvu¢ne ekstrakcije jedanaest
pesticida (klorprofam, propizamid, vinklozolin, metolaklor, profenofos, p, p-DDE, etion,
tetradifon, permetrin, é-lindan te pirimifos etil) medusobno razli¢itih fizikalno—kemijskih
svojstava iz ¢aja pri ¢emu su dobiveni ekstrakti snimani na plinskom kromatografu vezanom
na spektrometar masa. Optimirana metoda je validirana, a dobivene visoke vrijednosti R?
potvrda su linearnosti ove metode. Za ispitivane pesticide granice detekcije dobivene su u

rasponu od 0,125 ng/g do 0,500 pg/g, a granice kvantifikacije izmedu 0,25 pg/gi 1,00 pg/g.

Optimirana i validirana metoda se uspjesno primijenila na realnim uzorcima $to daje naslutiti
da je ultrazvucna ekstrakcija prikladna metoda za identifikaciju i kvantifikaciju pesticida iz

razlicitih uzoraka Cajeva.

Kljuéne rijeCi: ultrazvucna ekstrakcija, pesticidi, c¢aj, plinska kromatografija vezana sa

spektrometrom masa



SUMMARY

ULTRASONIC EXTRACTION OF PESTICIDES FROM TEA SAMPLES

This thesis shows the process optimization of ultrasonic extraction eleven pesticides
(chlorpropham, propyzamide, vinclozolin, metolachlor, profenofos, p, p-DDE, ethion,
tetradifon, permethrin, d-lindane and pirimiphos ethyl) mutually different physical and
chemical properties of tea whereby the extracts are analyzed on a gas chromatography tandem
mass spectrometry. The optimized method has been validated and the obtained high value R
are the confirmation of the linearity of this method. For investigated pesticides limit of
detection were obtained in the range of 0,125 pg/g to 0,500 pg/g, and the limit of
quantification between 0,25 pg/g and 1,00 pg/g.

Optimized and validated method was successfully applied to real samples suggesting that the
ultrasonic extraction method is suitable for the identification and quantification of pesticides
from different tea samples.

Key words: ultrasonic extraction, pesticides, tea, gas chromatography tandem mass

spectrometry
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Uvod

1. UvOD

Budu¢i da pesticidima pripada velik broj spojeva koji se znacajno razlikuju u svojim
fizikalno-kemijskim svojstvima, za njihovo odredivanje koriste se razli¢ite analiti¢ke tehnike i
metode kako bi se osigurala potrebna uc¢inkovitost metoda i pouzdanost rezultata. Najveci broj
metoda odredivanja pesticida temelji se na kromatografskim tehnikama. Zahvaljujuci
najsuvremenijim analitiCkim tehnikama koje se temelje na viSestrukoj spektrometriji masa
vezanoj na tekucinsku i plinsku kromatografiju (LC-MS/MS i GC-MS/MS), u laboratorijima
se multirezidualnim metodama kvantitativno odreduje 1 viSe stotina pesticida razli¢itih
kemijskih skupina (organofosforni, organoklorni, triazinski, strobilurinski, nikotinski,
karbamati, avermektini i dr.) i razli¢ite namjene (insekticidi, fungicidi, akaricidi, herbicidi,
limacidi, itd.).

Odredivanje pesticida i njihova stalna kontrola je veoma vazna jer se pesticidi razlikuju po
kemijskoj strukturi, nac¢inu djelovanja, biotransformaciji, nacinu eliminacije iz organizma kao
i po razli¢itom stupnju toksi¢nosti. Prema podacima koji su objavljeni od strane
epidemioloskih studija, utjecaj dugotrajne izloZenosti ostatcima pesticida dovodi do pojave
malignih oboljenja, alergija i oSteCenja brojnih vitalnih organa. Da mehanizam djelovanja
pesticida na ljudsko zdravlje jo§ uvijek nije sasvim razjasnjen najbolje potvrduje Cinjenica da
se dopustena maksimalna razina ostataka pesticida razlikuje u propisima pojedinih zemalja. 1z
navedenih razloga postoji stalna potreba za razvojem novih, osjetljivih analitickih metoda za

kvantitativno pracenje 1 odredivanje pesticida u bioloskom materijalu i hrani.

Cilj ovoga rada bio je optimirati ultrazvucnu ekstrakciju jedanaest pesticida iz uzorka Caja
trputca promjenom izbora otapala i/ili smjese otapala, brojem ciklusa ponavljanja i
temperature. Nakon §to su odredeni optimalni uvjeti koji utjeCu na proces ultrazvuéne
ekstrakcije navedene smjese pesticida, procijenjena je validacija metode parametrima
linearnosti, granicama detekcije (GD) i kvantifikacije (GK), preciznosti i obnovljivosti te
utjecajem matice uzorka. Na kraju je optimirana i validirana metoda UAE-GC-MS
primijenjena na trinaest razli¢itih uzoraka ¢aja koji se medusobno razlikuju prema porijeklu i

sastavu
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2. OPCIDIO

2.1. Pesticidi [4]

Sredstva za zastitu bilja posebno su formulirani kemijski spojevi koji sluze za zastitu
biljke od Stetocina u koje se ubrajaju Stetnici, uzrocnici bolesti i korovi. U ova sredstva
ubrajaju se i regulatori rasta, bioloski pripravci i neki drugi slicni proizvodi za tretiranje
biljaka koji ne sluze za ishranu biljke. Sredstva za zaStitu bilja sadrze odredeni postotak
aktivne (djelotvorne) tvari, te druge potrebne dodatke poput otapala, emulgatora, okvasivaca i
dr. Sredstva za zastitu bilja ¢esto se nazivaju i pesticidima, iako je taj pojam S$iri. Dakle,
pesticidima smatramo sredstva za zaStitu bilja, ali i veterinarske pripravke za suzbijanje
nametnika na zivotinjama, te ona sredstva za sanitarnu higijenu i sredstva op¢e uporabe koje

sluze suzbijanju nametnika na ljudima kao i suzbijanje gamadi [1].

Organizacija za hranu i agronomiju pri Ujedinjenim narodima (FAO) definirala je pesticide
kao tvar ili smjesu viSe tvari koje se upotrebljavaju u svrhu prevencije najezde, unistavanja ili
suzbijanja bilo koje vrste Stetocina (vektori u prijenosu bolesti ljudi i zivotinja, nepozeljne
vrste biljaka i zivotinja koje stvaraju gubitke u procesu proizvodnje, obrade, skladistenja,
prijevoza ili stavljanja hrane na trziste, poljoprivrednih proizvoda, drveta, drvnih preradevina
te hrane za zivotinje) te suzbijanja Steto¢ina koje parazitiraju u tijelu zivotinja ili na njthovom
tijelu [2]. lako je uporaba jednostavnih kemijskih spojeva, dostupnih iz okolisa, u svrhu
zaStite usjeva i uskladiStenih ili preradenih plodova i namirnica poznata jos iz davnina, druga
polovica 19. stoljeca smatra se po¢etkom razdoblja, tzv. znanstveno potkrijepljene uporabe
pesticida. Ono je kulminiralo 40-ih godina 20. stolje¢a otkricem Paula Miillera da
novosintetizirani spoj DDT ima insekticidno djelovanje te pocetkom njegove masovne
proizvodnje 1 primjene u Il. Svjetskom ratu. Od 90-ih godina proslog stolje¢a, umjesto na
traZzenje novih kemijskih skupina spojeva, razvoj pesticidnih pripravaka usmjerava se prema
modificiranju postoje¢ih aktivnih tvari u svrhu povecanja njihove selektivnosti i time

smanjenja optereéenja okolisa i rizika za zdravlje ¢ovjeka [3].

Prema porijeklu pesticidi mogu biti neorganske tvari kao i tvari iz biljaka, bakterija i gljiva.
Mogu biti i organske sintetske tvari kao $to su organoklorirani i organofosforni spojevi,
triazini, derivati fenoksi-uglji¢ne kiseline, sintetic¢ki piretroidi, itd. Najces¢e sadrze toksi¢ne

elemenate kao $to je ziva, arsen, fosfor i drugi. Neki medu njima su i kancerogeni nakon
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duzeg konzumiranja s hranom. Znacajniji pesticidi su insekticidi (sredstva za uniStavanje
insekata, parazita, muha, krpelja...), rodenticidi (sredstva za uniStavanje glodavaca), herbicidi

(sredstva za zastitu od korova), fungicidi i drugi.

Insekticidi. To je velika skupina kemijskih sredstava namijenjena za zastitu usjeva od
insekata. Njihova upotreba je promovirana koristenjem DDT-a tokom II. Svjetskog rata.
Poslije DDT-a dolazili su sve jaci insekticidi (lindan, dieldrin, karbamati, piretroidi) tako da
se postavlja pitanje tko se brze prilagodava otrovima — insekti ili ljudi. Insekticidi brzo
prodiru u lanac prehrane (masti i ulja) i tamo se dugo zadrzavaju. Kod izbora primjene
insekticida u prehrambenoj industriji mora se voditi racuna o toksi¢nosti, karenci i stru¢noj
primjeni, kako ne bi doslo do nezeljenih trovanja ljudi kontaminiranim namirnicama koje su

bile tretirane ili se nalaze u tretiranom objektu.

Organoklorni  insekticidi su  DDT, aldrin, klordan, lindan (gama izomer
heksaklorcikloheksana), endosulfan i drugi. Zabranjena je upotreba mnogih spojeva ove
skupine (DDT, dieldrin, klordan) nakon §to je ustanovljeno da su izuzetno stabilni i lipofilni
te se nakupljaju u Zivotinjskom masnom tkivu. UocCeno je neurotoksicno djelovanje
organoklornih insekticida (remete funkciju natrijevinh i Kkloridnih kanala) te remeéenje
endokrine ravnoteze (uglavnom estrogenskim djelovanjem). S druge strane, glavni metabolit
DDT-a, DDE (diklordifenildikloreten) je snazan antagonist androgenskih receptora. Kod
zivotinja izaziva feminizaciju muzjaka ako je prisutan za vrijeme sazrijevanja. DDT se veZze i
za receptore i transportne proteine tiroidnih hormona. Utvrdeno jei kancerogeno djelovanje

nekih organoklornih insekticida (DDT, dieldrin, klordan ). Od ove skupine jos se ¢esto koriste

Organofosfatni insekticidi. To je trenutno najrasirenija skupina insekticida. Brzo se
metaboliziraju i izluCuju iz organizma, bez nakupljanja. Uslijed nakupljanja u organizmu
dolazi do produzene stimulacije parasimpati¢kog Ziv€anog sustava, tj. usporavanja pulsa i

ritma disanja, paralize misica, probavne smetnje.

Karbamatni insekticidi su analozi biljnog toksi¢nog alkaloida fizostigmina (karbaril,

aldikarb, karbofuran), neurotoksi¢ni su, a neki su i kancerogeni za pokusne zivotinje.

Piretrum i sintetski piretroidi su insekticidi vrlo niske toksi¢nosti za sisavce. Neurotoksi¢ni

su u visokim dozama i remete funkciju natrijevih kanala.
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Rodenticidi. To su kemijska sredstva koja se koriste za deratizaciju, tj. unistavanje
glodavaca. Pored toga sto djeluju kao otrovi na glodavce, to su i otrovi za sve toplokrvne
zivotinje i covjeka. Zbog toga primjena ovih sredstava mora biti kontrolirana, kako ne bi

doslo do trovanja hranom koja je kontaminirana rodenticidima.

Herbicidi. To su kemijska sredstva koja se koriste u zastiti usjeva od korovnih biljaka. Vrlo
su toksi¢na, a c¢esto i kancerogena. Herbicidi se koriste u primarnoj poljoprivrednoj
proizvodnji, ali njihovi ostaci ulaze u prehrambeni lanac i djeluju dugoro¢no — stetno. Na
srecu, najveci njihov dio unistava se u toku pripreme hrane (kuhanjem, pecenjem i sl.).
Toksikoloski znaajni herbicidi su: ariloksifenoksipropionati (neki su peroksisomni
proliferatori, npr. haloksifop), triazini (neki su kancerogeni (atrazin, cijanazin) i teratogeni
(cijanazin) za Zivotinje ), supstituirane uree (npr. kancerogeni diuron i linuron), difenil eteri
(npr. kancerogeni laktofen), tiadiazoli (npr. kancerogeni flutiacet metil ), triazoli (npr.
kancerogeni amitrol ), izoksazoli (npr. kancerogeni, neurotoksini i razvojno toksi¢ni

izoksaflutol).

Fungicidi. To su kemijska sredstva koja se koriste protiv razvijanja plijesni i gljivica na
sirovinama i gotovim proizvodima da bi se sprijecilo kvarenje. Koriste se u velikim
kolicinama i predstavljaju problem jer su vrlo toksi¢ni, a neki medu njima i kancerogeni.
Primjer je etilentiouree ili skraceno ETU, koji je vrlo efikasan, ali i kancerogen. Zbog toga je
skinut s liste dopustenih pesticida. Narocito su opasni organo zivini spojevi koji sadrze metil-

zivu, a koristili su se i u zastiti sjemena.

Najznacajniji fungicidi, s obzirom na opseg koriStenja 1 toksi¢nost, su dikarboksimidi,
ditiokarbamati (endokrini disruptori), etilenbisditiokarbamati, organometalni fungicidi
(kancerogeni trifenilkositar), ftalimidi (npr. kancerogeni kaptan) i supstituirani benzeni (npr.

kancerogeni klortalonil).

2.2. Pesticidi u okoliSu

Pesticidi se Sire u okolisu uglavnom vodenim putem. Ispiranjem s poljoprivrednih
povrsina dospijevaju u povrsinske, ali i u podzemne vode. Najvec¢i problem predstavljaju
pesticidi koji se ne razgraduju brzo u okolisu, hlapivi su ili topljivi u masti, a posljedica je

njihova bioloska koncentracija i translokacija koja podrazumijeva isparavanje i nosenje
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zraénim putem daleko od mjesta izvora. Kod adsorpcije na tlu mogucée je i premjestanje u
obliku prasSine i sli¢no. Zadrzavanje pesticida u vodi ili tlu ovisi o vrsti tla, koli¢ini vlage,

temperaturi, pH, prisutnoj mikroflori, razgradivosti pesticida i drugo [4].

U hrani se pesticidi pojavljuju u obliku ostataka. Porijeklo ostataka pesticida u hrani moze biti
neposredno od tretiranja ili posredno iz okolisa. Tako posredno pesticidi mogu dospijeti
putem vodotoka s tretiranih usjeva u rijeke, ali i hranom kojom se hrane domace Zivotinje.
Ukoliko je upotreba pesticida u proizvodnji hrane nekontrolirana, posljedice mogu biti
katastrofalne po zdravlje ljudi. Zbog toga se nastoji da upotreba pesticida bude pod kontrolom
uz osiguranje integralne proizvodnje i monitoringa njihove pravilne primjene. Putem lanca
ishrane pesticidi se prenose i na Zivotinje koje ¢ovjek koristi za dobivanje hrane. Zbog toga
pracenje prisustva pesticida postaje obavezno kako u namirnicama biljnog tako 1 u

namirnicama zivotinjskog porijekla [5, 6].

Utvrdeno je da se koncentracija mnogih pesticida smanjuje nakon toplinske i drugih na¢ina
obrade hrane. Kod voc¢a i povréa veéina pesticida zadrzava se na povrsini pa su se ljustenje i
guljenje pokazali vrlo uc¢inkovitim procesima, za razliku od pranja, dok kod mesa i ribe
kuhanje i przenje uz istovremeno uklanjanje masnog tkiva moZe znatno smanjiti udio
pesticida ovisno o vrsti, razini i temperaturi. U trgovackim preparatima pesticidi se Cesto
mijesaju s tzv., ,,inertnim* sastojcima, koji su inertni samo po tome $§to nemaju pesticidnog
djelovanja. Rijec je o otapalima, povrSinski aktivnim tvarima, nosacima, antioksidansima koji

takoder mogu imati toksi¢no djelovanje [4].

Zagadenje okolisa 1 oneciS¢enje vode 1 hrane uzrokovano ekstenzivnom uporabom pesticida
jos uvijek je prvenstveni problem, Sto je potaknulo doneSenje strogih propisa i razvoja vrlo
osjetljivih analitickih metoda. Direktivom 98/83 Europske komisije propisuje se koncentracija
pojedinih pesticida na 0,1 pg/L, a ukupna koncentracija svih pesticida u uzorcima vode na 0,5
ng/L. Budu¢i da se pesticidi izabiru temeljem svoje sposobnosti ubijanja zivih bica (biljaka,
kukaca, zivotinja), ne ¢udi da mogu nastetiti i ljudima, zivome svijetu i opéenito okolisu.
Njihovo djelovanje povezuje se s brojnim mogué¢im zdravstvenim problemima, od raka do
neplodnosti, a neki od njih su identificirani kao vjerojatni uzro¢nici hormonskih poremecaja u
c¢ovjeku. Ove endokrino aktivne tvari mogu utjecati na ponasanje, razvoj mozga 1 spolnih
organa. Njihov utjecaj povezuje se i sa smanjenjem broja spermija i ranijim ulaskom

djevojcica u pubertet [7].
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2.3. Caj

Prije svega, treba razlikovati ¢aj od biljne infuzije. Caj je napitak koji se dobiva
namakanjem listova biljke ¢ajevca (Camellia sinensis) u vruc¢oj vodi, dok je biljna infuzija
napitak Koji se sprema na isti na¢in, ali se dobiva iz neke druge biljke.Caj je podrijetlom iz
Kine, koja je i danas glavni svjetski proizvodac. Tri su osnovna tipa ¢aja kojeg klasificiramo
prema nacinu proizvodnje, tj. razini fermentacije listova: nefermentirani (zeleni),
polufermentirani (oolong, bijeli, zuti) i fermentirani (crni, crveni). Crni je u svijetu
najrasireniji, a slijede ga zeleni i oolong &aj. Cinjenica da je zeleni ¢aj jedini proizveden bez
prethodne fermentacije €ini ga vrijednijim od ostalih vrsta jer sadrzi viSe bioloSki aktivnih

komponenti ¢ija se aktivnost smanjuje oksidacijom, odnosno fermentacijom.

Jo§ od davnina poznata je uloga zelenog €aja u zdravlju ljudi. U tradicionalnoj kineskoj
medicini Kkoristio se kod raznih stanja i bolesti, od glavobolje, bolova u tijelu, problema s
probavom, depresije, a smatralo se i da produzuje zivot. Danas je poznato da pozitivni ucinci
na zdravlje proizlaze iz sadrZaja tri glavne komponente: kofeina (i teofilina), esencijalnih ulja
te polifenolnih spojeva. Od ova tri, najjaci je i najbolje istrazen utjecaj polifenolnih spojeva,
osobito katehina (epigalokatehin galat- EGCG) [8].

Uzgoj ¢aja osjetljiv je prema mnogim Stetnicima, a korov i bolesti takoder zadaju probleme.
Kako bi se smanjili, najces¢a praksa u proizvodnji usjeva Caja je koriStenje pesticida.
Medutim, opasni ostatci pesticida u ¢aju su povezani s neuroloSkim disfunkcijama i
bolestima. Sukladno tome, odredivanje ostataka pesticida je na ¢elu preventivnih mjera zastite
javnog zdravlja [9]. Plinska kromatografija pokazala se dobrim izborom u analizi pesticida u
prehrambenim proizvodima, ali mnogi pesticidi koji su termicki nestabilni ili nehlapljivi

poput karbamata i benzimidazola teSko se analiziraju [10].

Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA) je izjavila u godisnjem izvjescu za 2008. godinu
da su potrebne svestrane i pouzdane metode ekstrakcije za analizu Cajeva i bilja, jer su obje
spomenute vrste sadrzavale vise od 5 pesticida po uzorku. Osim toga, ove matice su imale
najvece prekoracenje vrijednosti maksimalno dopuStenih ostataka pesticida od strane
Europske Unije (16% za bilje i 9% za ¢aj). Analiza pesticida u ¢aju i drugim suhim tvarima
predstavlja izazov zbog visokog sadrzaja koekstrahiranih tvari. Ove tvari sadrze Sirok spektar
spojeva koji mogu ometati analizu. Izmedu ostalog, Caj lis¢a sadrzi Selere, pigmente,

polifenole i alkaloide [11, 12]. Razvoj selektivnih metoda ekstrakcije koje osiguravaju dobru
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ponovljivost rezultata te uklanjaju Sto je moguée vise komponenti matice predstavljaju velik
izazov. Minimiziranje koekstrahiranih tvari je vaZzno jer neZeljeni spojevi prisutni U
ekstraktima dovode do ozbiljnih poteskoc¢a u kvalitativnoj i kvantitativnoj analizi, do utjecaja
matice te mogu uzrokovati probleme s iskoriStenjem primjenom LC-MS i GC-MS
instrumenata. Jedan od mogucih nacina smanjenja navedenih problema je razrjedenje uzorka

[13].

Autori su razvili i validirali mnogo razli¢itih metoda za pripremu uzorka. Neka od
primjenjenih otapala za ekstrakciju su acetonitril, etil acetat, cikloheksan te smjesa etil acetata
i cikloheksana [14].

2.4. Priprema ¢vrstog uzorka [7]

Moderne metode priprave uzorka uglavnom se zasnivaju na ekstrakciji. Mogu se
podijeliti na metode koje mogu zadrzati analit te na one koje omogucuju prijelaz analita u
manji obujam drugoga otapala. Sve ekstrakcijske metode koriste se principom selektivnog
koncentriranja analita u jednoj fazi, a njihova selektivnost postize se promjenom radnih
uvjeta. Analit se pritom raspodjeljuje izmedu dviju faza u skladu s konstantom raspodjele,
temperaturom i relativnim obujmom faza. Ekstrakcijske se metode priprave uzorka mogu
podijeliti i prema fazama izmedu kojih dolazi do prijenosa analita pa govorimo o ekstrakciji
tekuce-tekuce, ekstrakciji ¢vrsto-tekuce ili ekstrakceiji plinovito-tekuce. Izbor metode priprave

uzorka ovisi 0 njegovu agregacijskom stanju.

Ekstrakcija organskih sastojaka iz ¢vrstih uzoraka je proces u kojemu se tvar desorbira iz
matice uzorka i otapa u prikladnom otapalu. Djelotvornost ekstrakcije ovisi o tri meduovisna
¢imbenika: topljivosti, prijenosu mase i matici uzorka. Matica uzorka ima velik utjecaj na
ekstrakciju analita i moZe znatno utjecati na djelotvornost. Kad je rije¢ o analizi bioloskih
uzoraka, priprava uzorka je prili¢no sloZena jer je uzorak one¢i§¢en masnoc¢om i proteinima.
Klasi¢cnim metodama, poput Soxhleta, ekstrahiraju se i spomenute necistoce Sto dodatno
pridonosi loSoj djelotvornosti. Stoga je nuzno uzorak prethodno odmastiti ili primjeniti
metodu rasprSenja matice uzorka kroz ¢vrstu fazu koja u jednom koraku provodi ekstrakciju,
koncentriranje 1 proc¢iS¢avanje dobivenoga ekstrakta. U usporedbi s takvim wuzorcima,

ekstrakcija uzoraka tla i sedimenta prili¢no je jednostavna.
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Topljivost analita ovisi o vrsti otapala te temperaturi i tlaku prilikom prijenosa analita iz
uzorka u otapalo. To ukljucuje prodiranje otapala u maticu uzorka i1 uklanjanje analita s
adsorbirane povrsine, §to ovisi o koeficijentu difuzije, veliini Cestica uzorka i strukturi
matice. Prijenosu analita pogoduje visoka temperatura i tlak, niska viskoznost otapala i mala

veli¢ina Cestica.

Izbor otapala ovisan je o prirodi analita 1 matice uzorka. Ni jedno Cisto otapalo nije
univerzalno za sve analite, pa je ponekad potrebno koristiti se smjesom vode i organskih

otapala.

Ekstrakcijske metode se mogu razvrstati prema temperaturi i tlaku koji imaju vaznu ulogu u
kinetici ekstrakcije. Klasi¢ne metode ukljucuju Soxhlet ekstrakciju, automatiziranu Soxhlet
ekstrakciju i ultrazvuénu ekstrakciju. Postupak se provodi pri atmosferskom tlaku, uz grijanje
ili djelovanje ultrazvuka pri ¢emu se trose velike koli¢ine organskih otapala, a ekstrakcija je
dugotrajna. Drugu skupinu ¢ine ekstrakcija fluidom u superkriticnim uvjetima, ekstrakcija
pregrijanom vodom, tlatna ekstrakcija otapalom te mikrovalna ekstrakcija otapalom koje se
provode pri povisenom tlaku ili temperaturi. One su brze, djelotvornije, troSe manje organskih

otapala pa manje zagaduju okolis.

Vecina ekstrakcijskih metoda bolje se provodi na suhome uzorku manjih Cestica pa se
preporucuje susenje uzorka i usitnjavanje do finoga praha. Iznimka su uzorci koji sadrzavaju
hlapljive analite i oni opasni po zdravlje, u takvima se slucajevima uzorak mora susSiti
mijeSanjem s anhidridom natrijeva sulfata ili dijatomejskom zemljom. Neke metode stvaraju
velik obujam ekstrakta koji se mora reducirati da bi se postigla dovoljno visoka koncentracija
analita za mjerenje odredenom metodom. Ekstrakti tla, mulja i otpada obicno zahtijevaju
prethodno prociS¢avanje kako bi se uklonili sastojci koji mogu uzrokovati sustavnu pogresku
odredivanja, oneciS¢enje 1 uniStenje opreme te pogorSanje kromatografskoga razlucivanja.

Kao metoda prociS€avanja obi¢no se rabi ekstrakcija ¢vrstom fazom.
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2.4.1. Ultrazvuéna ekstrakcija

Ve¢ dugi niz godina, u prehrambenoj industriji Siroka je primjena ultrazvuka u
teku¢em i ¢vrstom mediju te raste sve veci interes za njegovu primjenu u postupcima obrade
uzoraka. Ova tehnika ucinkovit je alat za Siroke komercijalne primjene (npr., emulgiranje,
homogenizacija, ekstrakcija, kristalizacija...). Mnogo je pozornosti posveceno primjeni
ultrazvuka u ekstrakciji prirodnih tvari za koju su uobicajeno konvencionalnim metodama
potrebni sati ili dani. Klasi¢ne tehnike koriStene u prehrambenoj industriji za ekstrakciju
otapalom bioaktivnih spojeva temelje se na pravilnom odabiru otapala u kombinaciji s
koriStenjem topline 1/ili mijeSanja. Ekstrakcija otapalom organskih spojeva iz biljaka 1
sjemenki znatno je poboljSana primjenom snage ultrazvuka [15]. Mehanic¢ki u¢inci ultrazvuka
pruzaju vecu penetraciju otapala u stanicne dijelove i1 poboljSavaju prijenos mase zbog efekta
mikrostrujanja. Ovo daje dodatnu prednost primjeni ultrazvuka u ekstrakcijskim procesima -
narusava se stijenka bioloskih stanica ¢ime se oslobada sadrzaj stanice. Sve u svemu,
ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija (UAE) prepoznata je kao ucinkovita ekstrakcijska
tehnika koja dramati¢no smanjuje vrijeme trajanja, povecava iskoristenje i Cesto kvalitetu
ekstrakta [16]. Nekoliko studija dalo je pregled razlicite industrijske primjene ultrazvuka u
pojacavanju ekstrakcije bioaktivnih tvari iz bilja, ulja sjemenki i proteina iz soje. Tako su u
posljednjih nekoliko godina ekstrahirani brojni spojevi UAE-om iz nekoliko matica, s
posebnim naglaskom na komercijalnu proizvodnju bioaktivnih spojeva u prehrambenoj

industriji.

UAE takoder postupno postaje stvar rutinske prakse u analiti¢koj kemiji, koja koristi tu
energiju za razne namjene vezane uz postupke pripreme uzorka, uglavhom za uzorkovanje.
Trenutno svaki osvrt vezan za napretke u pripremi uzorka ukljucuje poglavlje posveceno
UAE. Vise od 80% vremena analize i dalje se trosi na uzorkovanje i pripremu uzorka te UAE
moze ubrzati mnoge postupke kojima su uzorkovanje i priprema uzorka neizostavni koraci u

procesu [15].
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2.4.1.1. Utjecaji ultrazvuka

Tijekom procesa sonikacije, longitudinalni valovi nastaju kada se zvucni val susretne s
molekulama teku¢eg medija pri ¢emu se stvaraju podru¢ja izmjeni¢nih ciklusa kompresije i

ekspanzije valova izazvanim molekulama medija (Slika 2.1).

D = = . ]
kompresija
tlak amplitud.
ekspanzija
5,000°C
formiranje 3 o implozija
mjehurica rast mjehurica mjehuriéa

Slika 2.1. Usporedba ciklusa kompresije i ekspanzije sa formiranjem, rastom i implozijom
kavitacijskog mjehuri¢a [17]

U tim podru¢jima promjene tlaka, javlja se kavitacija i formiraju se mjehuri¢i plina. Ovi
mjehuri¢i imaju veéu povrsinu u ciklusu ekspanzije, sto povecava difuziju plina uzrokujuéi
eksploziju balona. Kriti¢na toc¢ka dostize se tijekom ciklusa kompresije u kojem ultrazvuc¢na
energija nije dovoljna da zadrzi plinovitu fazu u balonu. Kao posljedica toga, javlja se brza
kondenzacija i oslobada se velika koli¢ina energije. Kondenzirane molekule sudaraju se
burno, stvarajuci ,,50k“ valove. Ti ,,80k* valovi stvaraju podrucja vrlo visoke temperature i
tlaka, te dosezu i do 5500°C i 50 MPa. Kavitacija dovodi do mikrostrujanja $to povecava
prijenos mase 1 topline. To stvara ,,vruc¢e toCke* koje mogu dramaticno ubrzati kemijsku
reakciju u mediju. Kada se ovi mjehuri¢i uruSe na povrSini Cvrstog materijala, visoka
temperatura i tlak oslobadaju generirane mikromlaznice usmjerene prema povrSini. Ove

mikromlaznice odgovorne su za odmaséivanje metalnih povrsina djelovanjem ultrazvuka $to

10



Opdéi dio

se naSiroko koristi za ¢iS€enje materijala. Druga primjena mikrostrujnica u prehrambenoj
industriji je ekstrakcija biljnih spojeva jer omogucuju poboljSano prodiranje otapala u tijelo
biljke i takoder omogucuje razgradnju stani¢ne stijenke. Kao §to je prikazano na Slici 2.2,
kavitacijski mjehuri¢ moze bit generiran u neposrednoj blizini povrSine materijala (a), zatim
tijekom ciklusa kompresije mjehuri¢ se urusava (b) te se stvaraju mikrostrujnice usmjerene
prema povrsini ¢vrstog materijala (b i ). Visoki tlak i temperatura koje su uklju¢ene u ovom

procesu unistavaju stanicne stijenke stanica ¢vrstog materijala ¢iji se sadrzaj oslobada u medjj

(d).

Slika 2.2. Kavitacijski efekti na povrsini ¢vrsto—tekuce [18]

To je vrlo zanimljiv alat za ekstrakciju spojeva iz prirodnih tvari. Primjena UAE ima prednost
u povecanju prijenosa tvari, boljem prodoru otapala, manjoj ovisnosti upotrebe otapala (izbora

otapala), primjeni nizih temperatura, brzoj ekstrakciji i ve¢em iskoristenju [15].

Sposobnost ultrazvuka da uzrokuje kavitaciju ovisi o karakteristikama ultrazvuka (npr.,
frekvencija i intenzitet), svojstvima uzorka (npr., viskoznost, napetost povrsine) te uvjetima
okoline (npr., temperatura i tlak). Ova tehnika zahtijeva tekuc¢i medij, generator energije i

pretvornik koji pretvara elektri¢nu, magnetsku ili kineti¢ku energiju u akusti¢nu [19].

11
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2.4.1.2. Komercijalni uredaji ultrazvuka

U analiti¢koj kemiji ultrazvuk se moze primjeniti na dva nacina: izravno na uzorku ili
neizravno preko stijenke posude uzorka pomoc¢u vodene kupelji, $to je najviSe dostupan i
najjeftiniji izvor ultrazvuénog zracenja. Medutim, postoje 1 mnoga druga ucinkovita
rjeSenja,na primjer rogovi (neposredno ili posredno) ili ultrazvuéne sonde (izravno na uzorku)

koja omogucuju oslobadanje vece snage ultrazvuka.

Ultrazvuéna kupka koja se obi¢no nalazi u kemijskim laboratorijima,a koja emitira zvuéne
valove visoke energije i frekvencije u posudi ispunjenoj fluidom (najces¢e vodom),nije mocan
alat. Snaga zracenja je 1-5 Wi/cm? [20]. Klasi¢na kupka radi sa samo jednom frekvencijom,
uglavnhom 40 kHz i moze biti opskrbljena temperaturnim regulatorom. Postoje i kupke
opremljene s jedinicima razliCitih frekvencija koje rade istovremeno. Ultrazvucna sonda je
uronjena izravno u otopinu i daje snagu ultrazvuka barem do 100 puta ve¢u od one koju bi
dobili kupkom pri trajanju od 5 minuta ili manje. Sonda je mocan alat za ekstrakciju analita iz
¢vrstih uzoraka otapalom, ali moze pokazati i suprotno svojstvo. Treba naglasiti da kontrola
amplitude zracenja sonde omogucuje ultrazvucne vibracije na vrhu sonde 1 moze se postaviti

na bilo koju zeljenu razinu [15].

Realctiska Ultrazvucni pretvarad generator

smyjesa X voda
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Kuciste od Izvori valova  grijad sl =S —_—
nehrdajuceg IR Zanyemjiv Oscilirapuéi o 3
; = sonda wrk snstatr (fiksirana)
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Slika 2.3. Shematski prikaz uredaja za ultrazvu¢nu ekstrakciju: a) Ultrazvuéna kupelj; b)

Ultrazvuc¢na sonda [21]
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Izbor pristupa ovisi o zahtjevima pojedine analize. Ako je cilj ukupna ekstrakcija Cvrsto-
tekuce, bolji izbor je primjena snazne sonde jer zahtijeva manje vremena za ekstrakciju.
Medutim, kada se treba analizirati velik broj uzoraka, kupka je bolji izbor jer omogucuje
istovremenu ekstrakciju niza uzoraka, dok drugi uredaji u isto vrijeme mogu obraditi samo

jedan uzorak [22].

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom smatra se dobrim izborom za ekstrakciju organskih
spojeva iz razli¢itih matica jer pruza ucinkovitiji kontakt izmedu ¢vrstog uzorka i otapala
zbog povecanog tlaka (potiCe penetraciju otapala i transport) i temperature (poboljsava
topljivost i difuziju).

Nekoliko se ekstrakcija moze izvoditi istovremeno 1 nije potrebna specijalizirana
laboratorijska oprema, a tehnika je relativno jeftina u odnosu na veéinu modernih metoda
ekstrakcije. Nekoliko komponenti hrane (arome, pigmenti, antioksidansi i drugi organski i
mineralni spojevi), aditivi te zagadiva¢i okoliSa ekstrahirani su i ucinkovito analizirani iz
razli¢itih matica (uglavnom Zzivotinjska tkiva, hrana, biljni materijal, voda, tlo i sediment).
Sirok raspon otapala i otopina moZe se koristiti, a prikupljanje otapala je lako. Medutim,
ekstrakcija je jo§ uvijek dugotrajna i potrebna je velika koli¢ina organskog otapala. Zbog
svojih karakteristika, UAE se moZe Koristiti za predobradu uzoraka za mnogo sofisticiranije

ekstrakcijske metode [15].

2.5. Validacija analiti¢kih metoda [15]

Svrha analize je dati pouzdanu informaciju o prirodi i sastavu materijala. U svako
mjerenje ukljucena je mjerna nesigurnost, a namjena je programa osiguravanja kvalitete svesti
te pogreske na prihvatljiv minimum Sto se, izmedu ostalog, postiZe validacijom uz prethodnu
optimizaciju mjernog postupka. Validaciju analitickih metoda mozemo definirati kao
postupak kojim se osiguravaju to¢ni, precizni i ponovljivi rezultati tijekom dugoro¢noga
koristenja metode. Takoder, validacijom se mogu utvrditi uzroci moguéih problema tijekom

izvodenja metode, Cime se postize veliki stupanj pouzdanosti i pogodnosti metode.

Ona uzima u obzir sve ¢imbenike koji utjecu na rezultat koje laboratorij mora prouciti te
ukloniti ili barem smanjiti u¢inak znacajnih ¢imbenika i kasnije uspostaviti sustav nadzora.

Osnovni validacijski parametri ili izvedbene znaCajke koje se provode tijekom validacije

13
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analiticke metode su selektivnost, tocnost, preciznost, stabilnost analita i standardnih otopina,

granica detekcije, granica kvantifikacije, linearnost, radno podrucje i otpornost metode.

2.5.1. Osnovni parametri validacije

Selektivnost metode

Selektivnost, odnosno specifi¢nost metode, pri ¢emu se pod specifiénoséu misli na moguénost
nedvosmislenog odredivanja analita u prisutnosti drugih sastojaka uzorka, a pod selektivnos¢u
sposobnost odredivanja skupine sli¢nih sastojaka uzorka. Pri instrumentalnom odredivanju
specificna metoda daje signal koji odgovara samo odzivu analita, a selektivna je ona metoda

kojom razliCiti sastojci smjese daju zasebne signale i medusobno ne utjecu na rezultat.
Tocnost metode

To je razlika odnosno stupanj podudaranja izmedu mjerene i prave vrijednosti uzrokovana
uglavnom sustavnom pogreskom. Odreduje se na minimalno tri koncentracijske tocke unutar

radnog podrucja.
Preciznost metode

Preciznost metode definiramo kao izraz slaganja izmedu niza mjerenja provedenih iz istog
homogenog uzorka prema propisanom analitickom propisu. Uklju¢uje dva pojma:
ponovljivost rezultata koji su dobiveni istom metodom, istim uzorkom i u istim uvjetima te
obnovljivost kad je rije¢ o istoj metodi i uzorku, ali su promijenjeni uvjeti izvedbe (mjesto,
vrijeme, analitiCar). Ako se postupak ponovi nekoliko puta unutar istog dana, tada govorimo o
dnevnoj preciznosti ili preciznosti unutar dana, odnosno ako se postupak ponavlja nekoliko
dana uzastopno tada govorimo o medudnevnoj preciznosti. Granice prihvatljivosti se

definiraju ovisno o vrsti analize, prirodi uzorka te koncentraciji analita u mjernoj otopini.
Linearnost metode

Linearnost metode je moguénost metode da se unutar radnog podrucja dobije izravno
proporcionalna ovisnost mjernih rezultata o koncentraciji analita, $to se odreduje umjernim

postupkom.
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Stabilnost analita i standardnih otopina

To je vremenski period unutar kojeg su otopine stabilne, odnosno unutar kojeg se dobivaju isti

mjerni rezultati.

Granica detekcije

To je najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se moze detektirati, ali ne i kvantificirati.
Granica kvantifikacije

To je najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se moze kvantificirati uz odgovarajucu

preciznost 1 to¢nost.
Radno podrucje

To je interval unutar kojeg analiticki postupak ima zadovoljavaju¢u preciznost, tocnost i
linearnost. Za definiranje radnog podrucja metode koriste se podaci dobiveni kod odredivanja

linearnosti, tocnosti i preciznosti metode.
Otpornost metode

Ovaj parametar oznaCava otpornost analitiCkog postupka na male i namjerne promjene
parametara metode. Mijenjaju se radni parametri unutar realnih granica te se prati
kvantitativna promjena rezultata. Ako je utjecaj promjene parametra metode unutar

specifikacije metode, kaze se da je parametar u podrucju otpornosti metode.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijal

3.1.1. Caj

Uzorak ¢aja trputca koriSten je za odredivanje optimalnih uvjeta ekstrakcije, validaciju
ukupne metode te utjecaj matice uzorka. Cuvan je u plasti¢noj vreéici na suhom i
zatamnjenom prostoru pri sobnoj temperaturi.

Razvijena i validirana metoda je primijenjena na trinaest razli¢itih uzoraka Caja, a to su:
preslica (PRES), list breze (LB), list maline (LM), macuhica (M1, M2), djetelina (D1, D2,
D3, D4), crvena djetelina (DC1, DC2), maslaéak (MAS) te priljepaca (PRI). Macuhica,
djetelina i crvena djetelina uzorkovane su iz razli¢itih Sarzi. Svi uzorci ¢uvani su u plasti¢énim

vre¢icama pri uvjetima kojih se preporucuje pridrzavati prilikom analize.

3.1.2. Kemikalije

Sva otapala koriStena u ovom radu navedena su u Tablici 3.1.

Tablica 3.1. Popis koristenih kemikalija

Naziv kemikalije Cistoéa Proizvodacd
1. Aceton (ACO) p.a. Gram-mol, Zagreb
2. | Acetonitril (ACN) HPLC grade Fisher Chemical, SAD
3. Dietil eter (DEE) p.a. Kemika, Zagreb
4. | Diklormetan (DKM) p.a. Kemika, Zagreb
5. Etanol (EtOH) p.a. Kefo, Ljubljana
6. Etil-acetat (EA) p.a. Kemika, Zagreb
7. Metanol (MeOH) | (Ultra)Gradient HPLC Grade | J. T. Baker, Nizozemska
8. n-heksan (HEX) p.a. Sigma-Aldrich
9. Petroleter (PE) p.a. Gram-mol, Zagreb
10. Toluen (T) p.a. Kemika, Zagreb
11. | 2—propanol (2-PrOH) HPLC grade Kemika, Zagreb
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3.1.3. Pesticidi

3.1.3.1. Klorprofam [24]

Klorprofam je rezidualni herbicid i sredstvo za suzbijanje mladice krumpira koji ima
odobrenje Europske Unije za uporabu. Umjereno je topljiv u vodi, slabo hlapljiv i umjereno
mobilan. Nije otporan u tlu, ali moze biti otporan u vodenim sustavima. Klorprofam ima nisku
toksicnost kod sisavaca, ali se moze bioakumulirati te je prepoznat kao nadrazujuce sredstvo.
Umjereno je toksi¢an za ptice, pcele i vec¢inu vodenih organizama. Njegova fizikalno-

kemijska svojstva navedena su u Tablici 3.2.

Tablica 3.2. Fizikalno-kemijska svojstva klorprofama

Genericko ime

Naziv prema IUPAC nomenklaturi
CAS broj

Kemijska formula

Kemijska struktura

Molekulska masa, g/mol
Agregatno stanje
Temperatura taliSta, °C
Temperatura razgradnje, °C
logKoy (pPH=7, 20°C) [25]
logKqc [25]

Tip pesticida

Podgrupa

Podrijetlo

Klorprofam
izopropil 3-klorokarbanilat
101-21-3
C10H12CINO,
\"/O\‘/

o

H
M

Cl
213,66
bijelosmedi kristal
42
150
3,30
2,76
herbicid, regulator rasta biljke
karbamat

sintetski
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3.1.3.2. Lindan [24]

Lindan se uglavnom sastoji od a-, B-, y- i 6-izomera. Ta smjesa ima izvanredna

insekticidna svojstva, iako je bioloski aktivan samo y-izomer; rabi se u zastiti bilja. U Tablici

3.3 navedena su fizikalno-kemijska svojstva lindana.

Tablica 3.3. Fizikalno-kemijska svojstva lindana

Genericko ime

Naziv prema IUPAC nomenklaturi

o-lindan

lo,20,3B,4a,50,6B3-heksaklorcikloheksan

CAS broj 58-89-9
Kemijska formula CsHeClg
Kemijska struktura Cl
Cl"”h,, ,“\\‘CI
Cl \\\ ‘l““ 'r.r.rf!fCI
Cl
Molekulska masa, g/mol 290,82
Agregatno stanje bezbojni kristal
Temperatura talisSta, °C 112,9
Temperatura razgradnje, °C 200
logKov (pH=7, 20°C) [25] 4,26
logKqc [25] 3,59
Tip pesticida insekticid, akaricid
Podgrupa organoklorirani insekticid
Podrijetlo sintetski
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3.1.3.3. Propizamid [24]

Eksperimentalni dio

Propizamid je rezidualni herbicid koji se koristi za kontrolu godisnjih i visegodisnjih

trava i nekih korova ¢ija se fizikalno-kemijska svojstva nalaze u Tablici 3.4.

Tablica 3.4. Fizikalno-kemijska svojstva propizamida

Genericko ime

Naziv prema IUPAC nomenklaturi

Kemijska formula
CAS broj

Kemijska struktura

Molekulska masa, g/mol
Agregatno stanje
Temperatura talisSta, °C
Temperatura razgradnje, °C
logKoy (pH=7, 20°C) [25]
logKqc [25]

Tip pesticida

Podgrupa

Podrijetlo

Propizamid
3,5-diklor-N-(1,1-dimetilprop-2-
inil)benzamid
C12H11CILNO
23950-58-5

CH

H.C CH,

Q NH

Cl

256,13
bezbojni prah
156
3,57
2,57
herbicid
benzamid

sintetski
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3.1.3.4. Vinklozolin [24]

Vinklozolin je fungicid koji se uglavnom Kkoristi za kontrolu gljivica Botrytis,

Monolinia i Sclerotinia spp na uljanoj repici, vinovoj lozi, vo¢u i povréu. U Tablici 3.5

prikazana su fizikalno-kemijska svojstva vinklozolina.

Tablica 3.5. Fizikalno-kemijska svojstva vinklozolina

Genericko ime

Naziv prema IUPAC nomenklaturi

CAS broj
Kemijska formula

Kemijska struktura

Molekulska masa, g/mol
Agregatno stanje
Temperatura taliSta, °C
Temperatura razgradnje, °C
logK,y (pPH=7, 20°C) [25]
logKoc [25]

Tip pesticida

Podgrupa

Podrijetlo

vinklozolin
(RS)-3-(3,5-diklorfenil)-5-metil-5-vinil-1,3-
oksazolidin-2,4-dion
50471-44-8
C12HyCI,NO3

ZH= CH,
s

e

286,11
bezbojni kristal
108
3,03
2,53
fungicid
oksazol

sintetski
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3.1.3.5. Metolaklor [24]

Metolaklor je djelatna tvar koja izaziva zaustavljanje rasta klijanaca uskolisnih i
manjeg broja jednogodisnjih Sirokolisnih korova. Najces¢e se rabi kao zemljiSni graminicid
poslije sjetve, a prije nicanja i u kombinacijama s drugim djelatnim tvarima. Razgradnja se
odvija uz pomo¢ svjetlosti kada je primijenjen na povrsinu tla ili mikroorganizmima kada je

inkorporiran u tlo. Nije sklon ispiranju u dublje slojeve tla ili prekomjernom hlapljenju.

Fizikalno-kemijska svojstva navedena su u Tablici 3.6.

Tablica 3.6. Fizikalno-kemijska svojstva metolaklora

Genericko ime

Naziv prema IUPAC nomenklaturi

CAS broj
Kemijska formula

Kemijska struktura

Molekulska masa, g/mol
Agregatno stanje
Temperatura taliSta, °C
Temperatura razgradnje, °C
logKov (pH=7, 20°C) [25]
logKc [25]

Tip pesticida

Podgrupa

Podrijetlo

metolaklor
2-klor-N-(6-etil-o-tolil)-N-[(1RS)-2-metoksi-
1-metiletilJacetamid
51218-45-2
C15H2CINO,

Cl

0
CHs

N CH,
Y\Of’
CH;

CH.,

283,8
sivobijela do bezbojna tekucina
-62,1
3,24
2,39
herbicid
kloracetamid

sintetski
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3.1.3.6. Pirimifos etil [24]

Eksperimentalni dio

Pirimifos etil pripada skupini pirimidinskih organofosfatnih insekticida koji se neko¢

koristio u zastiti voca, a njegova fizikalno-kemijska svojstva nalaze se u Tablici 3.7.

Tablica 3.7. Fizikalno-kemijska svojstva pirimifos etila

Genericko ime

Naziv prema IUPAC nomenklaturi

CAS broj
Kemijska formula

Kemijska struktura

Molekulska masa, g/mol
Agregatno stanje
Temperatura taliSta, °C
Temperatura razgradnje, °C
logKov (pH=7, 20°C) [25]
logKc [25]

Tip pesticida

Podgrupa

Podrijetlo

pirimifos etil
O-2-dietilamino-6-metilpirimidin-4-ilO,0O-
dietil fosfortioat
23505-41-1
C13H24N303PS

CH,

305,34

obojena tekucina

15

194

4,98

3,85
insekticid, akaracid

organofosfatni insekticid

sintetski
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3.1.3.7. Profenofos [24]

Eksperimentalni dio

Profenofos je insekticid koji se koristi na raznim kulturama za kontrolu mnogih

Stetnika, ali uglavnom leptira i grinja. U Tablici 3.8 navedena su fizikalno-kemijska svojstva

profenofosa.

Tablica 3.8. Fizikalno-kemijska svojstva profenofosa

Genericko ime

Naziv prema IUPAC nomenklaturi

CAS broj
Kemijska formula

Kemijska struktura

Molekulska masa, g/mol
Agregatno stanje
Temperatura taliSta, °C
Temperatura razgradnje, °C
logK,ov (pH=7, 20°C) [25]
logKoc [25]

Tip pesticida

Podgrupa

Podrijetlo

profenofos
(RS)-(O-4-brom-2-klorfenilO-etilS-propil
fosfortioat)
41198-08-7
C11Hi5BrCIOsPS

CH,

Br

373,63

blijedozuta tekuéina

4,82
3,29
insekticid, akaracid
organofosfatni insekticid

sintetski
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3.1.3.8. p, p'-DDE [26]

p.p'-DDE je insekticid koji se koristio za sprijeCavanje malarije, tifusa i drugih bolesti

koje prenose insekti ¢ija je prodaja i upotreba danas u potpunosti zabranjena. Fizikalno-

kemijska svojstva nalaze se u Tablici 3.9.

Tablica 3.9. Fizikalno-kemijska svojstva p, p—DDE

Genericko ime

Naziv prema IUPAC nomenklaturi

CAS broj
Kemijska formula

Kemijska struktura

Molekulska masa, g/mol
Agregatno stanje
Temperatura taliSta, °C
Temperatura razgradnje, °C
logK,v (pH=7, 20°C) [25]
logKc [25]

Tip pesticida

Podgrupa

Podrijetlo

p, p'-DDE
1-klor-4-[2,2-diklor-1-(4-
klorfenil)etenil]benzen
72-55-9
C14HsCly

Cl Cl

Cl I I Cl

318,02
bijeli prah
89
6,00
5,65
insekticid
organoklorni insekticid

sintetski
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Eksperimentalni dio
3.1.3.9. Etion [24]

Etion je pripadnik organofosfatnih insekticida registriran za uporabu u SAD-u 1965.
Ovaj se pesticid u pocetku razvio kao nesistemski insekticid i akaricid za uporabu na

voc¢kama, ukljucujuéi i agrume, orasaste plodove, vlakna te sjemenja i krmno bilje. Fizikalno-

kemijska svojstva etiona prikazana su u Tablici 3.10.

Tablica 3.10. Fizikalno-kemijska svojstva etiona

Genericko ime etion
Naziv prema IUPAC nomenklaturi 0,0,0',0O'-tetraetilS,S'-metilen bis(fosforditioat)
CAS broj 563-12-2
Kemijska formula CoH2204P2S4
Kemijska struktura
jH

S B
o™ \o
M, c) _\CH,,

Molekulska masa, g/mol 384,48
Agregatno stanje tekucina
Temperatura taliSta, °C -12
Temperatura razgradnje, °C -
logKey (pH=7, 20°C) [25] 5,00
logKc [25] 3,55
Tip pesticida insekticid, akaricid
Podgrupa organofosforni insekticid
Podrijetlo sintetski
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3.1.3.10. Tetradifon [24]

Tetradifon je akaricid koji se koristi u vrtnim nasadima za kontrolu Sirokog raspona

biljozderskih grinja ¢ija su fizikalno-kemijska svojstva navedena u Tablici 3.11.

Tablica 3.11. Fizikalno-kemijska svojstva tetradifona

Genericko ime tetradifon
Naziv prema IUPAC nomenklaturi 4-klorfenil 2,4,5-triklorfenil sulfon
CAS broj 116-29-0
Kemijska formula C12H6Cl4,0,S
Kemijska struktura Cl
0=5S5=0
Cl
Cl

Cl
Molekulska masa, g/mol 356,06
Agregatno stanje bezbojni kristal
Temperatura taliSta, °C 146
Temperatura razgradnje, °C -
logKov (pH=7, 20°C) [25] 5,18
logKc [25] 3,64
Tip pesticida akaricid
Podgrupa premosteni difenil
Podrijetlo sintetski
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3.1.3.11. Permetrin [24]

Eksperimentalni dio

Permetrin je uobicajena sintetska kemikalija, siroko se koristi kao insekticid i akaricid.

Pripada obitelji sintetskih kemikalija zvanih piretroidi i funkcionira kao neurotoksin. Nije

poznato da Skodi vecini sisavaca ili ptica, ali je opasno otrovan za ribe i macke. Opéenito, ima

nisku toksi¢nost prema sisavcima i slabo se apsorbira kozom. U Tablici 3.12 navedena su

fizikalno-kemijska svojstva permetrina.

Tablica 3.12. Fizikalno-kemijska svojstva permetrin

Genericko ime

Naziv prema IUPAC nomenklaturi

CAS broj
Kemijska formula

Kemijska struktura

Molekulska masa, g/mol

Agregatno stanje

Temperatura taliSta, °C
Temperatura razgradnje, °C
logKoy (pH=7, 20°C) [25]
logKc [25]

Tip pesticida

Podgrupa

Podrijetlo

permetrin
3-fenoksibenzil (1RS,3RS;1RS,3SR)-3-(2,2-
diklorvinil)-2,2-
dimetilciklopropankarboksilat
52645-53-1
C21H2Cl,03

©)

C Cl

JC

bezbojna kristalna krutina do smede viskozna

391,3

tekucina, ovisno o ¢istoci
34,5
7,43
4,51
insekticid
piretroid

sintetski
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3.1.4. Priprema standardnih otopina pesticida

Temeljna standardna otopina pesticida pripremljena je u acetonitrilu te Cuvana u
hladnjaku pri temperaturi 4°C u mraku. Radne otopine pesticida potrebne za optimizaciju
postupka ekstrakcije i validaciju metode te utjecaj matice pripremaju se razrijedenjem
temeljne standardne otopine. KoriStene koncentracije standardnih otopina pesticida su 0,5, 1,
1,25,2,5, 5, 10, 15, 20, 251 50 pg/L.

3.2. Instrumenti

3.2.1. Analiticka vaga

Za precizno odredivanje mase tvari koriStena je analitiCka vaga Mettler Toledo,

Svicarska, model AB104.

3.2.2. Ultrazvucna kupelj

Ekstrakcija pesticida iz uzoraka ¢aja provedena je ultrazvuénom kupelji SONOREX
DIGITAL 10 P, Bandelin, Berlin, Njemacka prikazanom na Slici 3.1.

Slika 3.1. Ultrazvu¢na kupelj SONOREX DOGITAL 10 P, Bandelin, Njemacka
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Kupelj se ispunjava destiliranom vodom (temperature ne vec¢e od 50°C) do 2/3 volumena
kupelji. Uzorci koji se nalaze u plasticnim bocicama postavljaju se u odgovarajuc¢u kosaru.
Ultrazvucna kupelj je programibilna, tj. omogucuje regulaciju temperature kupelji, vremena
trajanja ekstrakcije i snage ultrazvuka. Maksimalna temperatura koja se moze podesiti iznosi
80°C, vrijeme od 1-99 minuta, a maksimalna snaga 1200 W. Moguce je pohraniti uvjete
provodenja ekstrakcije u 10 razlicitih programa. Standardni program pohranjen je pod tipkom
, 0% a oznaCava: vrijeme pet minuta, temperatura 50°C, snaga 100%. Taj program je
neizbrisiv.
Karakteristike ultrazvu¢ne kupelji:

e napon 230 V

e volumen 26 L

e frekvencija 35 kHz

e dimenzije posude 500 x 300 x 200 mm.

3.2.3. Rotirajuci uparivac otapala

Za uparivanje ekstrakata nakon provedene ultrazvucne ekstrakcije koriSten je rotacijski
uparivaé otapala, tipa R-114/A, Biichi, Svicarska, prikazan na Slici 3.2. Uredaj se sastoji od
jedinice za rotiranje tikvice, vodene kupelji za odrzavanje poviSene temperature, povratnog
hladila i tikvice za prikupljanje kondenzata. Filtrirani ekstrakti preneseni su u tikvicu
okruglog dna koja se uranja u vodenu kupelj, temperature 50°C. Tikvica je spojena na sustav

s vodenom vakuum sisaljkom.

29



Eksperimentalni dio

Slika 3.2. Rotirajuéi uparivaé otapala R-114/A, Biichi, Svicarska

3.2.4. Plinski kromatograf

Ekstrakti su analizirani plinskim kromatografom sa spektrometrom masa, Shimadzu
GCMS-QP2010 Ultra s uredajem za automatsko dodavanje uzoraka AOC 5000 (Slika 3.3.).
U konfiguraciji sustava nalazi se SPL injektor, a za analizu primjenjen je splitless nac¢in
injektiranja pri temperaturi od 280°C. Koristena je kolona InertCap SMS/NP duljine 30 m,

unutarnjeg promjera 0,25 mm i debljine filma 0,25 um. Kao plin nosioc koristen je helij.

Slika 3.3. Plinski kromatograf sa spektrometrom masa GCMS — QP2010 Ultra, Shimadzu
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3.3. Metode rada

3.3.1. Postupak za ultrazvucénu ekstrakciju pesticida iz uzorka ¢aja

Izvaze se 2 g uzorka ¢aja u posudicu za vaganje te se na njega doda 2 mL standardne
otopine pesticida i 4 mL acetonitrila. Takva smjesa lagano se promucka kruznim pokretima te
se ostavi u suSioniku na temperaturi od 40°C dok sav acetonitril ne ishlapi. Nakon §to je sve
otapalo ishlapilo, izvaze se 50 mg uzorka Caja u malene laboratorijske ¢ase. Izvaganom ¢aju
doda se 5 mL otapala i ostavi da stoji u kontaktu s uzorkom ¢aja 15 minuta. Nakon toga stavi
se na ultrazvu¢nu kupelj. Ultrazvucna ekstrakcija provodi se uz snagu od 600 W, vrijeme
trajanja ekstrakcije je 15 minuta. Svaki se eksperiment radi u tri paralelne serije (tri uzorka
Caja koja sadrze pesticide) uz prisutnost slijepe probe, tj. uzorka koji sadrzi ¢aj bez dodatka
pesticida. Nakon ekstrakcije, dobiveni ekstrakti prebacuju se u okrugle tikvice i uparavaju do
suha na rotacijskom vakuum uparivacu pri temperaturi vodene kupelji od 40°C. Nakon
uparavanja, suhi ostatak se otopi dodatkom 5 mL acetonitrila, sadrzaj tikvice se pazljivo

promucka te se prenese u vialice za snimanje na GC—MS-u.

U nizu eksperimenata ispitana je ucinkovitost ekstrakcije smjese jedanaest pesticida
primjenom razli¢itih otapala (metanol, etanol, acetonitril, aceton, etilacetat, diklormetan,
heksan, toluen, dietileter, petroleter, 2-propanol), razli¢itih smjesa organskih otapala
(heksan:aceton=1:1, petroleter:aceton=1:1, heksan:petroleter=1:1, aceton:heksan=2:1,
heksan:aceton=1:2), razli¢itih temperatura ekstrakcije kroz jedan i/ili dva ekstrakcijska

ciklusa.

Nakon pronalaska optimalnih ekstrakcijskih uvjeta, metoda je validirana te primjenjena na
realne uzorke Caja. Zbog toga Sto su realni uzorci ¢aja sadrzavali neke pesticide obuhvacene
metodom, kao i1 spojeve koji nisu bili ukljueni u ovo istrazivanje, masena koncentracija
pesticida u realnom uzorku je odredena metodom standardnog dodatka u tri koncentracijske
tocke (jedna bez dodatka standarda i dvije s dodatkom standarda pesticida u realni uzorak
Caja), Sto je 1 jedan od nacina za iskljuenje utjecaja matice na analiti¢ki rezultat. Masene
koncentracije ispitivanih pesticida u realnom uzorku caja izraCunate su kao razlika izmedu
masene koncentracije pesticida u uzorku sa i bez dodatka standardne otopine pesticida.

Umjerni pravci s tri to¢ke napravljeni su za svaki realni uzorak caja.
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3.3.2. Odredivanje ucinkovitosti ekstrakcije plinskom kromatografijom vezanom

sa spektrometrom masa (GC-MS)

Standardne otopine pesticida i dobiveni ekstrakti analizirani su na plinskom
kromatografu sa spektrometrom masa koji ima mogucnost injektiranja tekuce i parne faze
(tzv., ,,head space®), proizvodaca Shimadzu. Kao nepokretna faza koristena je kolona 5 %
difenil — 95 % dimetilpolisiloksan koja je slabo polarna. U kompjuterskom sustavu zadani su
uvjeti analize koji su postavljeni nakon preliminarnih ispitivanja po kojima su odabrani

optimalni uvjeti (Tablica 3.13).

Tablica 3.13. Uvjeti rada plinskog kromatografa sa spektrometrom masa

Temperatura kolone 80°C
Temperatura injektiranja 260°C
Nadin injektiranja Splitless
Vrijeme uzorkovanja 1 min
Tlak 128,3 kPa
Ukupni protok 23,9 mL/min
Protok kolone 1,90 mL/min
Linearna brzina 50,8 cm/s
Protok plina nosioca 3,0 mL/min
Split 10,0
Temperaturni profil
Stopa Temperatura (°C) Vrijeme zadrZavanja (min)
- 80,0 1,00
5,00 300,0 0,00
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U svrhu optimiziranja metode, za pocetak se snima SCAN mode svih komponenata standarda
kako bi se dobila vremena zadrzavanja komponenata, njihov ciljni kao i potvrdni ion. Zatim
se snima SIM mode gdje se odabire m/z vrijednost ciljnog i potvrdnog iona svake pojedine
komponente kako bi se postigla §to bolja osjetljivost. Tablica 3.14 prikazuje parametre

odabranih komponenata pesticida analiziranih na GC-MS-u.

Tablica 3.14. Kromatografski paramateri odabranih komponenata pesticida analiziranih na
GC-MS-u

Pesticid | Vrijeme zadrzavanja (min) | Ciljni ion (m/z) | Potvrdni ion (m/z)
Klorprofam 18,000 43,00 127,00-213,00
d-lindan 20,210 181,00 219,00-183,00
Propizamid 20,865 173,00 175,00-255,00
Vinklozolin 23,035 285,00 212,00-178,00
Metolaklor 24,715 162,00 238,00-240,00
Pirimifos etil 25,940 280,00 333,00-318,00
Profenofos 28,265 79,00 139,00-97,00
p, p'-DDE 28,370 246,00 248,00-318,00
Etion 30,170 231,00 97,00-153,00
Tetradifon 33,960 159,00 111,00-229,00
Permetrin 36,870 183,00 163,00-165,00
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Ekstrakcija pesticida iz uzoraka ¢aja ultrazvuénom ekstrakcijom

Kriticni korak analize svakog realnog uzorka je postupak pripreme uzorka. Kod
ultrazvucne ekstrakcije vazno je odabrati odgovarajuée otapalo kao i njegov volumen, vrijeme i
temperaturu ekstrakcije te snagu ultrazvuka 1 broj ciklusa. Budu¢i da matica u realnim uzorcima
zna biti prilicno kompleksna poput matice ¢aja koriStene u ovom radu, za ocekivati je i njezin
veliki utjecaj na samu ekstrakciju.

Iz poglavlja 3.1.3. vidljivo je da svi ispitivani pesticidi imaju prili¢no razliite strukturne formule
te samim time imaju i dosta razli¢ita fizikalno-kemijska svojstva. 1z tog razloga pravi je izazov
provesti optimizaciju metode njihovog odredivanja te pronaéi optimalne uvjete za ekstrakciju svih
pesticida u jednom koraku. Svi eksperimenti su osmiSljeni na temelju znanja stecenog u
prijasnjim ispitivanjima te podataka iz literature. Za razvoj metode ultrazvucne ekstrakcije
koriSten je ¢aj od trputca koji je dobiven iz organskog uzgoja i za kojeg se pouzdano zna da ne
sadrzi niti jedan od ispitivanih pesticida.

U prvom nizu eksperimenata ekstrakcija je provedena s Cistim otapalima (metanol, etanol, 2-
propanol, aceton, etil-acetat, acetonitril, diklormetan, dietileter, petroleter, toluen i heksan) pri
25°C. Volumen otapala bio je 5 mL. Na Slici 4.1 prikazano je graficki iskoriStenje jedanaest

ispitivanih pesticida za otapala heksan, petroleter, aceton, toluen i dietileter.
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Rezultati i rasprava
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W HEX | 31,25 | 35,23 | 24,16 | 24,08 | 28,84 | 19,29 | 33,02 | 31,00 | 25,75 | 24,68 | 27,07 | mDEE
WPE | 31,97 53,81 29,85 23,26 38,70 19,99 | 47,84 | 42,17 | 29,61 | 29,36 | 30,61
BACO| 51,86 | 43,78 | 37,41 | 35,05 | 41,35 | 0,02 | 41,10 | 42,57 | 36,68 | 36,47 | 29,12
BT | 10,05 1564 6,86 | 7,04 | 10,87 0,00 | 9,12 | 11,76 10,88 9,10 | 9,99
mDEE | 2,77 | 4,00 | 1,90 | 2,11 | 1,03 0,83 | 0,04 | 0,85 | 036 049 | 0,11

Pesticidi

Slika 4.1. Utjecaj izbora otapala na ekstrakciju jedanaest pesticida iz uzorka ¢aja

ultrazvuénom ekstrakcijom

(1- Klorprofam, 2- 4-lindan, 3- Propizamid, 4- Vinklozolin, 5- Metolaklor, 6- Pirimifos etil, 7-
Profenofos, 8- p, p'-DDE, 9- Etion, 10- Tetradifon, 11- Permetrin)

Najlosija iskoriStenja za sve pesticide dobivena su u slucaju odabira otapala toluena i
dietiletera, s time da je za toluen postignuto iskoristenje veée od 10% za 45% ispitivanih
pesticida, dok su za toluen iskoriStenja svih pesticida manja od 4%. U odnosu na ostale
pesticide, za 6-lindan dobivena su najbolja iskoriStenja za sva prikazana otapala, dok su
najlosija iskoriStenja postignuta za pirimifos etil. Odabirom heksana kao otapala, za sve
pesticide dobivena su iskoristenja u rasponu izmedu 20 i 30%. Aceton se pokazao najboljim
izborom medu koristenim ¢istim otapalima jer su pomoc¢u njega dobivena najveca iskoristenja
(od 30 do 60%), a za 80% pesticida iskoristenja su ve¢a od 30%. Nista losiji rezultati nisu
dobiveni uz petroleter kao otapalo, jer su za 50% ispitivanih pesticida iskoristenja bila ve¢a od
30%.

Opéenito, ako se pogledaju svi dobiveni rezultati u ovom eksperimentu, za sve pesticide su

postignuta niska iskoriStenja pa su za drugi eksperiment odabrane sljede¢e smjese otapala:
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Rezultati i rasprava

heksan:aceton=1:1, petroleter:aceton=1:1 i heksan:petroleter=1:1. Za njih je ispitan i utjecaj
temperature (25°C, 35°C 1 45°C) na ekstrakciju pesticida iz uzorka €aja trputca ultrazvu¢nom
ekstrakcijom u jednom i dva ciklusa, a rezultati su prikazani graficki na Slikama 4.3, 4.4 i 4.5
samo u slucaju provedbe eksperimenta u jednom ciklusu. Naime, ultrazvucna ekstrakcija
pesticida u dva ciklusa pri temperaturi od 35°C nije pokazala najbolje rezultate pa iz tog

razloga ti rezultati nisu ni prikazani u ovom radu.

600,0
500,0
400,0
S
o
c
;E 300,0
)
i W 25°C
200,0
W 35°C
[ 45°C
100,0
|
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
m25°C| 70,7 |210,6123,4|104,8|152,5|252,4| 63,8 |141,0|164,2|103,9|121,2
m35°C|156,5| 62,2 | 70,4 | 51,6 |115,0|122,5| 39,6 | 82,5 [128,4| 98,7 | 141,5
m45°C|389,5 | 166,2 | 241,7 | 150,6 | 297,0 | 250,9 | 57,87 | 211,4 | 463,5 | 258,3 | 485,2
Pesticidi

Slika 4.2. Utjecaj temperature na ekstrakciju jedanaest pesticida iz uzorka ¢aja ultrazvu¢nom
ekstrakcijom za smjesu otapala HEX:PE=1:1

(1- Klorprofam, 2- -lindan, 3- Propizamid, 4- Vinklozolin, 5- Metolaklor, 6- Pirimifos etil, 7-
Profenofos, 8- p, p'-DDE, 9- Etion, 10- Tetradifon, 11- Permetrin)
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Rezultati i rasprava

HEX: ACO=1:1
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200,0 m35°C
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

0,0

m25°C| 315,6 | 249,2 | 341,6 (142,0 | 352,0|449,1 | 65,0 | 256,6 |638,0|180,8 |326,5
m35°C| 218,3| 87,0 |147,1|122,7|230,9|175,2| 57,8 | 148,2 | 265,6 | 163,3 |304,6
[@45°C| 360,6 | 137,2 | 261,0 | 186,2 | 368,2|309,1 | 70,8 |230,4 |494,5|292,9|539,2

Pesticidi

Slika 4.3. Utjecaj temperature na ekstrakciju jedanaest pesticida iz uzorka ¢aja ultrazvu¢nom

ekstrakcijom za smjesu otapala HEX:ACO=1:1

(1- Klorprofam, 2- 8-lindan, 3- Propizamid, 4- Vinklozolin, 5- Metolaklor, 6- Pirimifos etil, 7-
Profenofos, 8- p, p'-DDE, 9- Etion, 10- Tetradifon, 11- Permetrin)
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Rezultati i rasprava

PE:ACO=1:1
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W25°C| 456,6 | 514,0 | 515,4 | 227,6 | 582,9 | 610,5 | 140,1 | 421,2 | 972,8 | 270,8 | 566,5
W35°C| 201,5 | 122,6 | 183,0 | 147,3 | 278,7 | 217,9 | 76,0 | 177,9 | 347,6 | 194,9 | 334,2
m45°C| 584,8 | 2351 | 363,1 | 257,8 | 530,9 | 410,3 | 108,7 | 334,7 | 744,7 | 388,0 | 784,2

Pesticidi

Slika 4.4. Utjecaj temperature na ekstrakciju jedanaest pesticida iz uzorka ¢aja ultrazvu¢nom

ekstrakcijom za smjesu otapala PE:ACO=1:1

(1- Klorprofam, 2- -lindan, 3- Propizamid, 4- Vinklozolin, 5- Metolaklor, 6- Pirimifos etil, 7-
Profenofos, 8- p, p'-DDE, 9- Etion, 10- Tetradifon, 11- Permetrin)

Za sve tri odabrane smjese otapala postignuta su izrazito velika iskoriStenja svih pesticida za
sve tri ispitane temperature, iz ¢ega slijedi da je utjecaj matice prevelik i nerealan. Postoji
moguénost da neke grupe spojeva matice uzorka instrument prepozna kao pesticid Sto
rezultira povec¢anjem signala odziva. Najve¢i utjecaj matice na ekstrakciju pesticida iz ¢aja
trputca ultrazvucnom ekstrakcijom vidljiv je pri temperaturi od 45°C. Jedino na ekstrakciju
profenofosa nema utjecaja matice jer su dobivena iskoriStenja za sve ispitane temperature
manja od 100% za sve tri odabrane smjese otapala. Najbolja iskoriStenja pesticida za smjese
otapala heksan:aceton=1:1, petroleter:aceton=1:1 i heksan:petroleter=1:1 postignuta su pri
temperaturi od 35°C 1 provedbi ultrazvu¢ne ekstrakcije u jednom stupnju. Ipak ti rezultati nisu

bili toliko dobri da bi se temperatura od 35°C uzela kao optimalna temperatura za sve naSe
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Rezultati i rasprava

sljedec¢e eksperimente. Naime, iskoriStenja mozda 1 jesu bolja u nekim slucajevima, ali su
relativna standardna odstupanja veca kao 1 utjecaj matice koji se najbolje mozZe vidjeti na
samim snimljenim kromatogramima. Iz tog razloga je u sljedeCem eksperimentu ispitan
utjecaj broja ciklusa ultrazvu¢ne ekstrakcije na ekstrakciju pesticida iz Caja trputca pri
temperaturi od 25°C za prethodno navedene smjese otapala koja su pokazala dobre rezultate
usprkos zamjetno velikom utjecaju matice (iskoriStenja znacajno viSa od 100%). Dobiveni

rezultati prikazani su grafi¢ki na Slikama 4.5, 4.6 1 4.7.
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B Jedan ciklus | 220,5|265,3 |160,5|104,8 |204,2 | 252,4| 63,8 |177,9 (242,1|103,9|167,9
B Dvaciklusa | 40,9 [122,1| 92,8 | 61,0 [129,6| 66,8 | 93,6 | 85,7 |153,4| 95,7 |134,7
Pesticidi

Slika 4.5. Utjecaj broja ciklusa na ekstrakciju jedanaest pesticida iz uzorka ¢aja ultrazvuénom
ekstrakcijom za smjesu otapala HEX:PE=1:1 pri 25°C

(1- Klorprofam, 2- -lindan, 3- Propizamid, 4- Vinklozolin, 5- Metolaklor, 6- Pirimifos etil, 7-
Profenofos, 8- p, p'-DDE, 9- Etion, 10- Tetradifon, 11- Permetrin)
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Rezultati i rasprava
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W Dvaciklusa | 79,6 | 40,2 | 75,5 | 58,6 [120,4| 84,9 | 50,3 |110,0|109,4| 73,1 |112,8
Pesticidi

W Jedan ciklus

W Dva ciklusa

Slika 4.6. Utjecaj broja ciklusa na ekstrakciju jedanaest pesticida iz uzorka ¢aja ultrazvuénom

ekstrakcijom za smjesu otapala HEX:ACO=1:1 pri 25°C

(1- Klorprofam, 2- 8-lindan, 3- Propizamid, 4- Vinklozolin, 5- Metolaklor, 6- Pirimifos etil, 7-
Profenofos, 8- p, p'-DDE, 9- Etion, 10- Tetradifon, 11- Permetrin)
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Rezultati i rasprava
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Pesticidi

Slika 4.7. Utjecaj broja ciklusa na ekstrakciju jedanaest pesticida iz uzorka ¢aja ultrazvuénom

ekstrakcijom za smjesu otapala PE:ACO=1:1 pri 25°C

(1- Klorprofam, 2- 8-lindan, 3- Propizamid, 4- Vinklozolin, 5- Metolaklor, 6- Pirimifos etil, 7-
Profenofos, 8- p, p'-DDE, 9- Etion, 10- Tetradifon, 11- Permetrin)

Odabirom provedbe ultrazvucne ekstrakcije u dva stupnja uvelike je smanjen utjecaj matice
za sve tri koriStene smjese otapala. Najbolja iskoriStenja dobivena su za smjesu otapala
heksan:aceton=1:1 gdje je za 73% ispitivanih pesticida postignuto iskoristenje vec¢e od 70%.
Iz tih razloga, za daljnje eksperimente ultrazvucna ekstrakcija provodila se u dva stupnja pri

temperaturi od 25°C.
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Rezultati i rasprava

U zadnjem eksperimentu koriStene su kombinacije smjesa otapala kao i kombinacije smjese
otapala i acetona kao cCistog otapala pri 25°C s ciljem postizanja vecih iskoristenja pesticida.

Odabrane kombinacije su sljedece:
e heksan:petroleter=1:1; petroleter:aceton=1:1
e heksan:petroleter=1:1; heksan:aceton=1:1
e petroleter:aceton=1:1; heksan:petroleter=1:1
e heksan:petroleter=1:1; aceton
e aceton; heksan:petroleter=1:1.

Dobiveni rezultati prikazani su graficki na Slici 4.8.
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B HEX:PE=1:1; ACO HACO; HEX:PE=1:1

Slika 4.8. Utjecaj kombinacije razli¢itih smjesa otapala i acetona kao ¢istog otapala na
ekstrakciju jedanaest pesticida iz uzorka ¢aja ultrazvu¢nom ekstrakcijom pri 25°C u dva
ciklusa

(1- Klorprofam, 2- 4-lindan, 3- Propizamid, 4- Vinklozolin, 5- Metolaklor, 6- Pirimifos etil, 7-
Profenofos, 8- p, p'-DDE, 9- Etion, 10- Tetradifon, 11- Permetrin)
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Rezultati i rasprava

Iz grafickog prikaza na Slici 4.8 vidljivo je da su najveca iskoriStenja pesticida postignuta za
kombinaciju heksan:petroleter=1:1; aceton (82% ispitivanih pesticida ostvaruje iskoriStenje
vece od 80%) pa su za optimalne uvjete ekstrakcije pesticida iz uzorka caja trputca

ultrazvuénom ekstrakcijom odabrani sljedec¢i uvijeti:

e otapalo: heksan:petroleter=1:1; aceton
e broj stupnjeva: dva

e temperatura: 25°C.

4.2. Validacija metode

Nakon §to su odredeni optimizirani ¢imbenici koji utje€u na proces ultrazvucne
ekstrakcije navedene smjese pesticida, validacija metode procijenjena je parametrima
linearnosti, granicama detekcije (GD) i kvantifikacije (GK), preciznosti i obnovljivosti te

utjecajem matice uzorka.

U tu svrhu napravljena su razrijedenja standardne otopine smjese od jedanaest pesticida s
acetonitrilom.

Nakon ekstrahiranja pri optimalnim uvjetima ekstrakti su zajedno sa standardima snimani
plinskom kromatografijom.

Za svaki pesticid u uzorku ¢aja trputca procijenjena je linearnost u rasponu koncentracija od
0,05 pg/g do 5,00 pg/g, ovisno o pesticidu koriste¢i deset otopina standarada (poglavlje
3.1.4.). Umjerna krivulja za pojedini pesticid dobivena je crtanjem grafa na ¢ijim su osima
odzivi povrsine ispod kromatografske krivulje te koncentracija analita. Rezultati su analizirani
primjenom linearne regresijske analize. Korelacijski koeficijenti (R?) ve¢i su od 0,991, osim u
slu¢aju o-lindana, vinklozolina, profenofosa, p, p-DDE te tetradifona ¢ije se vrijednosti
nalaze izmedu 0,984 i 0,989. Visoke vrijednosti R? su potvrda linearnosti metode (Tablica
4.1).
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Rezultati i rasprava

Tablica 4.1. Linearno podrucje, korelacijski koeficijent, granica detekcije i kvantifikacije

metode
Pesticidi Linearno podrudje Linearna R? GD GK
(ng/g) jednadZba (ng/g) | (ng/g)

1- Klorprofam 1,00 - 5,00 A=1620y+ 1381 | 0,995 | 0,500 | 1,00
2- Propizamid 0,25-5,00 A=718,6y—46,14 | 0,993 | 0,125 | 0,25
3- Vinklozolin 0,50 - 5,00 A=2283y+116,1 | 0,984 | 0,250 | 0,50
4- Metolaklor 0,25-5,00 A=2822y+349,1 |0,992 | 0,125 | 0,25
5- Profenofos 0,50 - 5,00 A =1244y+237,3 |0,987 | 0,250 | 0,50
6- p, p'DDE 0,25-5,00 A=1272y+463,2 0,984 | 0,125 | 0,25
7- Etion 0,50 - 5,00 A=893,2y-51,41 | 0,995 | 0,250 | 0,50
8- Tetradifon 0,50 - 5,00 A=5549y+294,9 |0,989 | 0,250 | 0,50
9- Permetrin 0,25-5,00 A=1810y+179,3 |0,996 | 0,125 | 0,25
10- 8-lindan 0,50 - 5,00 A =280,5y+160,5 | 0,988 | 0,250 | 0,50
11- Pirimifos etil 0,50 - 5,00 A=1025y-360,6 |0,991| 0,250 | 0,50

Za ispitivane pesticide granice detekcije dobivene su u rasponu od 0,125 ng/g do 0,500 pg/g,
a granice kvantifikacije izmedu 0,25 pug/gi 1,00 pg/g.

Tablica 4.2 predstavlja iskoriStenja 11 pesticida ultrazvu¢nom ekstrakcijom iz uzorka Caja
trputca na tri koncentracijska nivoa unutar linearnog podrucja. Svaka ultrazvucna ekstrakcija
ponavljana je tri puta, a iskoristenje je izrazeno kao srednja vrijednost. U optimalnim uvjetima
iskoriStenja pesticida ne bi trebala ovisiti o koncentraciji uzorka, tj. korisna metoda ne smije
podrazumijevati nikakvu znaCajnu razliku u iskoriStenjima tijekom ocekivanog
koncentracijskog podrucja analiziranih pesticida. Ipak, za neke pesticide na nizem
koncentracijskom nivou dobivena su iskoristenja iznad 100% (permetrin) ili RSO (relativno
standardno odstupanje) vrijednosti veée od 10%, a objasnjenje takvih rezultata moze se
pripisati utjecaju matice. Nadalje, iz Tablice 4.2 moze se zakljuéiti da u slucaju ultrazvuéne

ekstrakcije profenofosa i p, p-DDE iz uzorka ¢aja trputca promjena koncentracije uzorka ima
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Rezultati i rasprava

najmanji utjecaj na vrijednosti iskoriStenja. Za pesticide metolaklor i pirimifos etil vidljivo je
da porastom koncentracije uzorka rastu vrijednosti iskoristenja, dok za pesticide propizamid,

tetradifon i permetrin vrijedi obratno.
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Rezultati i rasprava

Tablica 4.2. Iskoristenje pesticida primjenom optimalnih uvjeta ultrazvucne ekstrakcije

unutar linearnog podrucja

| Iskoristenje o IskoriStenje
Pesticid Koncentracijski £ RSO(N=3), Pesticid Koncentracijski £+ RSO(n=3)
nivo, (ng/g) % nivo, (ng/g) %
1 92,5+4,1 0,5 59,0 +12,7
Propizamid 2 62,7+7,5 Vinklozolin 15 36,2 +6,7
5 68,9 £13,8 2,5 61,7 +0,2
1 80,3 4,0 0,5 69,8 +43
Metolaklor 2 84,5+4.4 Profenofos 15 63,5+4,5
5 99,5+73 2,5 69,2 +8,4
0,5 87,1 £10,7 0,5 86,1 £ 14,6
p, p'-DDE 15 89,3 +4,7 Etion 15 989 +1,2
2,5 81,9+10,7 2,5 90,7 +8,0
1 74,1+8.3 1 123,1 £5,3
Tetradifon 2 69,1 +£10,9 Permetrin 2 106,4 £ 19,5
5 579+6,4 5 90,7 £10,1
1 80,3+4,0 1 91,4+8,8
Pirimifos
otil 2 84,5+4.4 Klorprofam 2 91,8 +£12,8
5 99,5+7,3 5 69,9 £3,0
1 85,3+0,4
d-lindan 2 65,8+9,5
5 543+2,1
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Rezultati i rasprava

U sljede¢em koraku validacije odredena je preciznost ove metode, koja je iskazana kao
ponovljivost 1 obnovljivost. Ponovljivost i obnovljivost su izrazene kao relativno standardno
odstupanje (RSO). Ponovljivost razvijene metode je izraunata iz rezultata analize uzorka Caja
trputca s dodanim pesticidima u koncentraciji 1 pg/g u seriji pet ponavljanja u istom danu.
Obnovljivost je izraCunata iz analiza spomenutog uzorka ¢aja s dodanim pesticidima u pet
ponavljanja provedbom opisane analiticke procedure tijekom tri razli¢ita dana. Rezultati tog

ispitivanja navedeni su u Tablici 4.3.

Tablica 4.3. Ponovljivost i obnovljivost pesticida za koncentraciju 1 ug/g

Ponovljivost | Obnovljivost
Pesticid
RSO, % RSO, %

Propizamid 2,6 9,1

Vinklozolin 1,6 7,5

Metolaklor 4,1 35,3
Profenofos 2,6 15,3
p, p'-DDE 7,4 28,7
Etion 14,6 60,9
Tetradifon 8,1 22,8
Permetrin 12,3 25,1
Pirimifos etil 7,1 412,8
Klorprofam 4,7 41,6
d-lindan 19,7 25,9
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Pojava fenomena utjecaja matice dobro je poznata i igra vaznu ulogu u kvantitativnim
analizama pesticida u uzorcima hrane jer utjeCe na kvalitetu podataka analize pesticida te
predstavlja danas jedan od najvecih izazova u analitici. Utjecaj matice moze smanjiti ili
povecati signal odziva u odnosu na signal odziva standarda, a ta promjena signala jako ovisi 0
nacinu ionizacije, o pojedinom analitu i matici koja se analizira (koli¢ina matice po mililitru

ekstrakta) te o postupku obrade uzorka.

Utjecaj matice moze biti uzrokovan interakcijama (van der Waalsove, dipol-dipol ili
elektrostatske sile) izmedu pesticida i koekstrahiranih tvari u pripremljenom uzorku koje bi
mogle suzbiti ili poboljsati ionizaciju pesticida. To moze rezultirati nizim ili vi$§im odzivima

signala, §to utjeCe na tocnost kvantitativnih rezultata [27, 28].

Utjecaj matice kvantificiran je usporedbom povrSine kromatografskih krivulja pesticida u
Spikanom uzorku matice cCaja trputca nakon ultrazvucne ekstrakcije s povrSinom
kromatografske krivulje pesticida u ¢istom otapalu. Na Slici 4.9 prikazan je utjecaj matice za
svaki analizirani pesticid na Cetiri koncentracijska nivoa (0,5, 1,0, 2,0 i 5,0 pg/g) unutar

linearnog podrucja.
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m0,5ug/g| 66,92 |13,77 54,51 (73,26 |93,09|69,43|109,6 | 71,29 | 90,69 | 67,48 | 39,08
m1,0ug/g| 78,47(22,90|19,48 | 82,85(59,78 68,20 110,8 | 65,67 | 61,12 | 38,86 | 44,44
m2,0ug/g|97,13|23,38|25,54 88,38 | 46,00| 69,45 |114,9 | 59,60 |56,44 | 45,59 | 47,03
m50ug/g| 108,3|24,58|27,59 /98,92 (52,36 70,41 | 149,0 | 85,13 | 78,04 | 53,42 | 74,90

Slika 4.9.Utjecaj matice na Cetiri koncentracijska nivoa

(1- Klorprofam, 2- Propizamid, 3- Vinklozolin, 4- Metolaklor, 5- Profenofos, 6- p, p-DDE, 7-
Etion, 8- Tetradifon, , 9- Permetrin, 10- 6-lindan, 11- Pirimifos etil)
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Rezultati i rasprava

S obzirom da priroda uc¢inka matice prilicno varira, postotak je samo relativni pokazatelj
stupnja priguSenja ili povecanja instrumentalnog odziva pojedinih pesticida. 1z grafickog
prikaza je vidljivo da na utjecaj matice jako utjece koncentracija ispitivanih pesticida pri cemu
je kod nekih pesticida veci utjecaj matice kod nizih koncentracija, a kod nekih obratno. Neki
pesticidi poput klorprofama, metolaklora i etiona ne pokazuju znacajan utjecaj matice osim
pri najnizoj ili u sluéaju etiona pri najvisoj koncentraciji jer je promjena signala manja od
20%. Iako vecina ispitivanih pesticida ima isti trend (priguSenje ili povecanje) utjecaja matice,
kod klorprofama i etiona primijecen je promjenjiv utjecaj matice, tj. kod najvise koncentracije
prisutno je povecanje signala dok kod ostalih koncentracija dolazi do smanjenja signala.
Najveci utjecaj matica (smanjenje signala) ima na propizamid i vinklozolin (oko 70%) te na o-

lindan i pirimifos etil (oko 60 %).

4.3. Primjena metode na realnim uzorcima

Nakon validacije, optimirana ultrazvu¢na ekstrakcija primjenjena je na jedanaest
razli¢itih realnih uzoraka ¢aja koji se medusobno razlikuju prema porijeklu 1 sastavu, a to su
preslica (PRES), list breze (LB), list maline (LM), mac¢uhica (M1, M2), djetelina (D1, D2,
D3, D4), crvena djetelina (DC1, DC2), maslacak (MAS) te priljepaca (PRI). Realni uzorci
Caja analizirani su bez dodatka standardnih otopina pesticida u jednom slucaju te uz dodatak
standardne otopine smjese pesticida koncentracija 10 odnosno 20 pg/L, a u Tablici 4.4
prikazane su dobivene koncentracije analiziranih pesticida u realnim uzorcima u odnosu na

vrijednosti GD i GK  dobivene  validacijom  ultrazvuéne  ekstrakcije.
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Tablica 4.3.Koncentracija analiziranih pesticida u realnim uzorcima cajeva

Rezultati i rasprava

Koncentracija pesticida u realnim uzorcima ¢aja, pg/g

Klorprofam | 3-lindan | Propizamid | Vinklozolin | Metolaklor | Pirimifos etil | Profenofos | p, p'-DDE | Etion | Tetradifon | Permetrin
(ng) 0,5 0,25 0,125 0,25 0,125 0,25 0,25 0,125 0,25 0,25 0,125
GK 1,0 0,5 0,25 0,5 0,25 0,5 0,5 0,25 0,5 0,5 0,25
(ug/g)
MAS n.d. <GD <GK n.d. <GD <GD <GD <GD |<GD n.d. 0,745
PRES <GD n.d. <GD <GK <GD <GD 0,554 <GD |<GD n.d. n.d.
ﬁ LB <GD <GD <GK <GD 0,253 <GD <GD GD n.d. GD 1,245
5 LM n.d. n.d. <GD <GD <GD <GD 0,466 <GD | nd. | <GD <GD
S PRI <GD n.d. 0,237 0,558 <GD <GD 1,475 <GD |<GD <GD <GK
4 DC1 n.d. n.d. n.d. <GD n.d. n.d. 1,63 <GD |<GD n.d. n.d.
8 DC2 <GD <GD <GD GD <GD <GD <GD GD <GD <GD 0,501
E M1 <GD 1,055 <GD <GD <GK n.d. <GD 2,438 n.d. n.d. <GD
5 M2 n.d. <GD n.d. GD <GK <GD 0,585 <GK |<GD| <GD <GK
< D1 <GD <GD <GD <GD <GD <GD n.d. <GD n.d. <GD n.d.
= | D2 <GD | <GD | <GD n.d. <GD n.d. <GD nd. [<GD| <GD | <GD
D3 <GD <GD <GD <GK GD <GD 0,728 <GK |<GD <GD <GD
D4 <GD <GD <GD n.d. <GK <GD <GD <GD |<GD| <GD n.d.
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Rezultati i rasprava

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da su koncentracije pesticida u realnim uzorcima caja
izrazito niske, tj. koncentracije pesticida klorprofama, pirimifos etila, etiona i tetradifona ili
nisu detektirane ili se nalaze ispod GD u svih trinaest realnih uzoraka ¢aja. Niti jedan pesticid
nije kvantificiran u svim realnim uzorcima ¢aja, a profenofos je pronaden u Sest realnih
uzoraka ¢aja u rasponu koncentracija od 0,466 do 1,475 pg/g i to redom LM, PRES, M2, D3,
PRI te DC1. Najveca koncentracija pesticida kvantificirana je u uzorku ¢aja M1 za pesticid p,
p' DDE i iznosi 2,438 ng/g. U realnim uzorcima cajeva D1, D2 1 D4 nije kvantificiran niti
jedan pesticid, dok je najzagadeniji ¢aj priljepata u kojem su kvantificirani pesticidi
propizamid, vinklozolin te profenofos u rasponu koncentracija izmedu 0,237 1 1,475 ug/g.
Najveca ukupna koncentracija pesticida po jedinici mase kvantificirana je u uzorku ¢aja Ml.
U uzorcima ¢ajeva MAS, PRES, LM, DC1, DC2, M2 i1 D3 kvantificiran je po jedan pesticid,
dok su u ¢ajevima LB 1 M1 kvantificirani po dva pesticida u rasponu koncentracija 0,253 —

2,438 ng/g.
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Zakljucak

5. ZAKLJUCAK

U ovome radu optimirana je ultrazvu¢na ekstrakcija jedanaest pesticida medusobno
razlicitih fizikalno—kemijskih svojstava i iz razli¢itih grupa pesticida. Kod ultrazvucne
ekstrakcije vazno je odabrati odgovarajuc¢e otapalo kao i njegov volumen, vrijeme |
temperaturu ekstrakcije te snagu ultrazvuka i broj ciklusa. Najveca iskoristenja pesticida
postignuta su za kombinaciju otapala heksan:petroleter=1:1; aceton (82% ispitivanih pesticida
ostvaruje iskoristenje vece od 80%) pa su za optimalne uvjete ekstrakcije pesticida iz uzorka

¢aja trputca ultrazvu¢nom ekstrakcijom odabrani sljedeci uvjeti:
e otapala: heksan:petroleter=1:1; aceton
e broj ciklusa: dva
e temperatura: 25°C.

Dobivene visoke vrijednosti R? su potvrda linearnosti ove metode. Za ispitivane pesticide
granice detekcije dobivene su u rasponu od 0,125 ng/g do 0,500 ug/g, a granice kvantifikacije
izmedu 0,25 pg/g i1 1,00 pg/g. Za neke pesticide na nizem koncentracijskom nivou dobivena
su iskoristenja iznad 100% (permetrin) ili RSO vrijednosti ve¢e od 10%, a objasnjenje takvih
rezultata moze se pripisati utjecaju matice. lako veéina ispitivanih pesticida ima isti trend
(priguSenje ili povecanje) utjecaja matice, kod klorprofama i etiona primije¢en je promjenjiv
utjecaj matice, tj. kod najviSe koncentracije prisutno je povecanje signala dok kod ostalih
koncentracija dolazi do smanjenja signala. Najvec¢i utjecaj matica (smanjenje signala) ima na

propizamid i vinklozolin (oko 70%) te na é-lindan i pirimifos etil (oko 60%).

Razvijenom i validiranom UAE-GC-MS metodom analizirani su realni uzorci ¢ajeva. Niti
jedan pesticid nije kvantificiran u svim realnim uzorcima caja. Najveca koncentracija
pesticida kvantificirana je u uzorku ¢aja M1 za pesticid p, p' DDE i iznosi 2,438 ug/g. U
realnim uzorcima cCajeva D1, D2 i D4 nije kvantificiran niti jedan pesticid, dok je
najzagadeniji €aj priljepaa u kojem su kvantificirani pesticidi propizamid, vinklozolin te
profenofos u rasponu koncentracija izmedu 0,237 1 1,475 ug/g. Najveca ukupna koncentracija

pesticida po jedinici mase kvantificirana je u uzorku ¢aja M1.

Ovaj rad pokazao je kako ultrazvucna ekstrakcija moze biti atraktivna, pristupacna i1 efektivna

metoda za uklanjanje pesticida iz realnih uzoraka ¢aja jer uvelike smanjuje vrijeme trajanja i
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Zakljucak

potros$nju otapala, a i optimizacija parametara UAE je jednostavna s obzirom na mali broj
parametara u odnosu na druge tehnike (matica, priroda otapala i vrijeme). Primjena UAE u
analitickim laboratorijima trebala bi se povecati u sljede¢ih nekoliko godina, posebice zbog
niske i razumne cijeme opreme. Medutim, jo$ uvijek ima puno prostora za istrazivanja

nezeljenog utjecaja matice koji otezava kvantifikaciju rezultata.
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