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RAZVOJ | PRIMENA HPLC-MS/MS METODE ZA ODREDIVANJE TRAGOVA PESTICIDA U
UZORCIMA VODE

Rezime

Predmet ovog rada je razvoj, optimizacija, validacija i primena nove, brze i osetljive multirezidualne
analiticke metode za odredivanje tragova odabranih pesticida, koji pripadaju hemijski razli¢itim
grupama, u povrsinskim, podzemnim i otpadnim vodama. Pri odabiru pesticida prvenstveno je uzeto u
obzir koji se najvise koriste u poljoprivrednoj praksi u Srbiji. Prvo je razvijena osetljiva analiticka
metoda za odredivanje odabranih pesticida pomocu te¢ne hromatografije u sprezi sa tandem masenom
spektrometrijom. Posebna paznja je posveCena optimizaciji metode za pouzdanu maseno-
spektrometrijsku detekciju tragova pesticida i razvoju metode potvrde prisustva analita. Zatim je
razvijena i optimizovana metoda ekstrakcije na ¢vrstoj fazi za efikasnu pripremu uzoraka povrsinskih
i podzemnih voda, koja obuhvata istovremenu ekstrakciju i pre¢is¢avanje ekstrakta. Nakon razvoja i
validacije metode za pripremu i analizu odabranih pesticida u povrsinskim i podzemnim vodama, ista
je validirana i za uzorke komunalne otpadne vode. Pri validaciji metode odredivani su sledeci
parametri: prinos, ponovljivost, linearnost, granica detekcije i granica kvantifikacije za sve ispitivane
pesticide u svim ispitivanim matricama. Dobre vrednosti prinosa (70%-120%) uz relativnu
standardnu devijaciju +20% i niske granice detekcije i kvantifikacije postignute su za vecinu
odabranih pesticida. Potom je razvijena, optimizovana i validirana metoda primenjena na realne
uzorke povrsinskih, podzemnih i otpadnih voda u cilju dobijanja studije o stanju zagadenosti vode
najcesce koris¢enim pesticidima u naSoj zemlji. Istrazivanjem je obuhvaéen ceo sliv Dunava u Srbiji
sa najve¢im pritokama, kao i bunari podzemne vode koji se nalaze u neposrednoj blizini Dunava i
pritoka. Uzorci vode prikupljani su u dvanaest kampanja uzorkovanja. Mesta uzorkovanja povrsinske
vode ukljucivala su poljoprivredna, Sumska i gradska podrucja. Takode su analizirani i uzorci
komunalne otpadne vode Beograda, kao najveceg grada u naSoj zemlji koji bez prethodne obrade
otpadne vode direktno ispusta u Dunav i Savu, kao i otpadna voda na ulazu i izlazu iz dva postrojenja
za preciS€avanje otpadnih voda. Na osnovu rezultata se moze videti uticaj poljoprivrede, i urbane
sredine, kao najvecih i najéescih izvora zagadenja povrsinskih i podzemnih voda pesticidima.

Kljuéne redi: pesticidi, multirezidualna analiza, ekstrakcija na Cvrstoj fazi, tecna hromatografija,

masena spektrometrija, jonski trap, povrSinske vode, podzemne vode, otpadne vode

Naucéna oblast: InZenjerstvo zaStite Zivotne sredine



DEVELOPMENT AND APPLICATION OF HPLC-MS/MS METHOD FOR DETERMINATION
OF PESTICIDE TRACES IN WATER SAMPLES

Abstract

The subject of this thesis is the development, optimization, validation and application of a new, fast
and sensitive multiresidual analytical method for determination of selected pesticides, belonging to
chemically different groups, in surface and ground water, as well as wastewater. The selection of
pesticides was based on their usage in agricultural practice in Serbia. Firstly, sensitive analytical
method for the determination of selected pesticides based on liquid chromatography-tandem mass
spectrometry was developed. Also, optimization of the method for reliable confirmation of pesticides
at trace levels was done. Then, solid-phase extraction method was developed and optimized for
efficient preparation of surface and groundwater samples which involves simultaneous extraction and
extract purification. Developed and validated method for the sample preparation and analysis of
selected pesticides in surface and ground water was validated for municipal wastewater samples. The
method was validated for accuracy, reproducibility, linearity, limits of detection and quantification for
all investigated pesticides in all tested matrices. Good recoveries (70%-120%) with relative standard
deviation £ 20% and low detection and quantification limits have been achieved for the majority of
selected pesticides. The developed, optimized and validated method was finally applied to real
samples of surface and ground water, as well as wastewater, in order to obtain a study of water
contamination with most frequently used pesticides in our country. The study covered the entire
Danube basin in Serbia with the largest tributaries, as well as wells of groundwater located near the
Danube and tributaries. Water samples were collected in twelve sampling campaigns. Surface water
sampling sites included agricultural, forest and urban areas. Municipal wastewater from Belgrade, as
the largest city in our country that directly discharges wastewater into the Danube and the Sava
without any treatment, was also analyzed, as well as the wastewater at the inlet and the outlet from
two wastewater treatment plants. Based on the results, the influence of agriculture and urban
environments as the largest and most common sources of pesticide pollution in surface and ground

water was determined.

Key words: pesticides, multiresidue analysis, solid-phase extraction, liquid chromatography, mass

spectrometry, ion trap, surface water, groundwater, wastewater

Scientific field: Environmental Protection Engineering
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1. UVOD

Pesticidi su hemijske supstance koje su Siroku primenu nasle u poljoprivredi, vocarstvu,
Sumarstvu, kao i u komunalnoj higijeni. To su hemikalije koje se koriste za zastitu bilja u bilo
kom vidu. Ova jedinjenja dospevaju u vodu spiranjem sa povrSine zemljiSta i biljaka,
direktnim putem prilikom aerotretmana, pri nepravilnoj tehnologiji prskanja 1 zaprasivanja,
itd. Dospevsi u vodu, pesticidi neko vreme ostaju uglavnom nepromenjeni, ali se vremenom
transformisu fizickim, hemijskim i bioloSkim procesima. Migracija pesticida u vodi zavisi od
ispustene koli¢ine 1 brzine njihove transformacije. Tragovi pesticida u prirodnim
vodotokovima, kao i u podzemnim vodama, ve¢ dugi niz godina predstavljaju problem od
velikog znacaja, s obzirom na to da je veliki broj pesticida, kao i proizvoda njihovog raspada,

toksican, kancerogen, mutagen i dugo vremena ostaje u prirodi.

Zakonski propisi Evropske unije (EU), kao i propisi Republike Srbije koji su delimi¢no u
skladu sa propisima EU u oblasti povrSinskih i podzemnih voda, veoma su rigorozni po
pitanju maksimalno dozvoljenih koncentracija pojedinih pesticida, te je stoga neophodno

pracenje 1 poznavanje stanja u ovoj oblasti.

lako je razvijen veliki broj analitickih metoda za ekstrakciju i analizu pesticida iz vode,
multirezidualna analiza, kao i pouzdana identifikacija i kvantifikacija tragova pesticida i dalje
predstavlja veliki analiti¢ki izazov. Sve strozi zakonski propisi u ovoj oblasti, kao i uvodenje
novih vrsta pesticida na trziSte, zahtevaju konstantno unapredivanje analitickih metoda.
Odredivanje pesticida u realnim uzorcima je komplikovan zadatak zbog njihove polarnosti,
termicke nestabilnosti i niskih koncentracija, najéesée reda veli¢ine ng dm=. U nasoj zemlji
standardna kontrola kvaliteta vodotokova ograni¢ena je na pracenje organohlornih i
triazinskih pesticida. Ostale grupe pesticida koje se koriste nisu uklju¢ene u monitoring i

podaci o njihovoj zastupljenosti u zivotnoj sredini su veoma oskudni.

Cilj ovog rada je razvoj i primena nove, brze i osetljive multirezidualne analiticke metode za
odredivanje tragova odabranih pesticida u povrSinskim, podzemnim i otpadnim vodama
pomocu tecne hromatografije u sprezi sa tandem masenom spektrometrijom. Poseban deo
ovog rada jeste i monitoring povrsinskih, podzemnih i otpadnih voda u cilju dobijanja studije

o stanju zagadenosti vode pesticidima u nasoj zemlji. Mesta uzorkovanja su odabrana tako da



rezultati ispitivanja sagledavaju uticaj poljoprivrednih aktivnosti, kao i komunalnih otpadnih
voda na zagadenje povrsinskih voda pesticidima, stepen infiltracije pesticida iz povrSinskih

voda kroz obale u vode reni bunara i efikasnost sistema za precis¢avanje otpadnih voda u

pogledu uklanjanja pesticida.



2. TEORIJSKI DEO

2.1. Pesticidi — osnovni pojmovi i podela

Pesticidi su jedinjenja koja se koriste u poljoprivredi, Sumarstvu i urbanim sredinama da bi se
sprecili ili ogranicili Stetni efekti bioloskih agenasa, kao Sto su insekti, glodari, prouzrokovaci
biljnih bolesti, nepozeljne biljne vrste (korovi) i dr. [1]. To su proizvodi hemijskog ili
bioloskog porekla i predstavljaju veoma heterogenu i brojnu grupu jedinjenja. Mogu se
proucavati sa stanovista fizickih, hemijskih, toksikoloskih, ekotoksikoloskih osobina, kao 1 sa
stanoviSta  farmakologije, farmakogenetike, farmakoprofilakse, farmakoterapije i
farmakografije pesticida. Nauka koja ima zadatak da pesticide sagleda sa svih navedenih

aspekata naziva se fitofarmacija.

Pesticidi se mogu podeliti na razne naéine. U literaturi se susrecu podele pesticida prema
nameni, tj. prema grupi zivih organizama koje suzbijaju, prema nacinu i karakteru delovanja,
prema toksicnosti, kancerogenosti, mutagenosti, perzistentnosti, pripadnosti hemijskoj grupi

jedinjenja, sistemi¢nosti i mehanizmu delovanja [2].

Osnovna podela pesticida izvrSena je prema nameni tj. prema vrsti Stetnih organizama koje
kontroliSu 1 suzbijaju [2]:

e herbicidi — jedinjenja za uniStavanje korova i drugih biljaka

e algicidi — sredstva za suzbijanje algi

e insekticidi — sredstva za suzbijanje insekata

e akaricidi — sredstva za suzbijanje grinja

e nematocidi — sredstva za suzbijanje nematoda

e muluskocidi — sredstva za suzbijanje puzeva

e rodenticidi — sredstva za suzbijanje glodara

e avicidi — sredstva za suzbijanje ptica

e fungicidi — jedinjenja za suzbijanje i prevenciju pojave fitopatogenih gljiva

e Dbaktericidi — jedinjenja za suzbijanje fitopatogenih bakterija

e virucidi — sredstva za suzbijanje virusa

Podela pesticida prema na¢inu delovanja je sledeca [2]:



e repelenti i atraktanti — repelenti su sredstva za odbijanje insekata, grinja, ptica i
glodara, a atraktanti su sredstva za primamljivanje insekata, grinja, ptica i glodara,
kako bi se oni koncentrisano skupljali i tako uspe$no suzbijali

e hemosterilizanti — sredstva za izazivanje sterilnosti muskih ili zenskih individua
Stetnih organizama, kako bi se smanjila njihova populacija

e fumiganti — sredstva koja ispustaju gasovite supstance koje unistavaju Stetocine

e fiziotropi — jedinjenja koja usporavaju ili modifikuju pojedine fizioloSke procese
kod biljaka

e defolijanti — sredstva koja izazivaju opadanje lis¢a kod biljaka

e desikanti — sredstva koja izazivaju suSenje zivih tkiva

e regulatori rasta — sredstva koja menjaju ocekivani period rasta, cvetanja ili
reprodukcije biljaka

e sinergisti — sredstva koja pojacavaju dejstvo drugih pesticida

Prema hemijskim osobinama pesticidi se dele na: neorganske supstance (jedinjenja S, As, Cu
itd.), prirodne organske supstance koje poti¢u iz biljaka, bakterija i gljiva, i organske
sinteticke supstance kojima pripadaju triazini, organofosfati, karbamati, benzimidazoli,

neonikotinoidi, benzohidrazidi, feniluree i dr.

Pesticidi su u sustini otrovne supstance koje unete u organizam ¢oveka mogu, pod izvesnim
okolnostima, izazvati bolest ili smrt. Upravo zbog toga se proucavanju toksikoloskih osobina
pridaje veliki znacaj i ulazu se ogromna sredstva. Polaznu tacku toksikoloskih ispitivanja
pesticida predstavljaju eksperimenti sa Zivotinjama. Ovi eksperimenti su neophodni za
procenu opasnosti koje se mogu oc¢ekivati prilikom upotrebe pesticida, jer nas prvenstveno

interesuju toksi¢ni efekti na ¢oveka [2, 3].

Postoje odredeni parametri koji se odnose na unos pesticida u organizam, kao i na sadrZaj
pesticida u hrani. Dozvoljena dnevna doza — DDD (engl. acceptable daily intake — ADI)
izrazava se u mg/kg telesne mase Coveka U danu, a predstavlja koli¢inu ostataka pesticida
koja pri dugotrajnom unosSenju u organizam ne predstavlja opasnost za zdravlje coveka. DDD
je vrednost odredena na osnovu istraZivanja na zivotinjama uzimajuci u obzir tzv. ,,faktor
sigurnosti” prema kojem se rezultati dobijeni na Zivotinjama umanjuju za 50 do 500 puta.

Maksimalno dozvoljena koncentracija (MDK) pesticida i njihovih ostataka (engl. maximum



residue level — MRL) je kvantitativna veli¢ina koja odreduje maksimalno dozvoljeni maseni
udeo pesticida i njihovih ostataka u poljoprivrednim proizvodima u trenutku njihove berbe ili
zetve. MDK vrednost zavisi od toksi¢nosti pesticida, dakle od vrednosti prihvatljivog
dnevnog unosa, kao i od procenjene izloZzenosti, odnosno ostvarenog dnevnog unosa.
Vrednost MDK se izrazava u mg/kg, tj. masenim udelom pesticida i njihovih ostataka u
jednom kilogramu svezeg poljoprivrednog proizvoda. DDD i MDK vrednosti uskladuju

medunarodne organizacije [3].

2.2. lzvori i koncentracije tragova pesticida u prirodnim vodotokovima

Stalan rast Cove€anstva i tehnoloski razvoj imaju za posledicu 1 povecanje potreba za vodom,
a time i porast zagadenja. Pitanje dostupnosti i kvaliteta vode postaje jedan od najvaznijih
problema savremenog ¢oveka. Do zagadenja vode u prirodi dolazi pojavom mnogih tackastih
1 rasutih izvora kao §to su: otpadne vode naselja i industrije, deponije otpadnih materija,
pesticidi, mineralna dubriva iz poljoprivrede itd. Zagadujuce materije u vodu dospevaju
direktnim i indirektnim putem. Tackasti oblici zagadenja podrazumevaju formiranje posebnih
otpadnih voda u koje ¢ovek ubacuje Stetne materije 1 koje direktno izliva u recne tokove [4,

5].

Poljoprivreda predstavlja jedan od znacajnih korisnika vodnog resursa, u zavisnosti od
specifi¢nih faktora kao Sto su podrucje, klima ili vrsta zemljista, ali je 1 jedan od osnovnih
rasutih izvora zagadenja voda. Osim direktnog uticaja na koli¢inu raspolozivog vodnog
resursa potroSnjom u svrhu navodnjavanja, poljoprivreda znatno uti¢e 1 na kvalitet
povrsinskih 1 podzemnih voda. Pesticidi predstavljaju veoma zna¢ajnu komponentu moderne
poljoprivredne industrije. PokuSaj da se gubici pri uzgoju poljoprivrednih kultura svedu na
Sto manju meru doveli su do razvoja Sirokog spektra jedinjenja koja se danas upotrebljavaju
kao pesticidi [5]. Oko 70%-80% od ukupne koli¢ine proizvedenih pesticida primenjuje se u
poljoprivredi. Na slici 1 predstavljeno je kako pesticidi dospevaju u povrsinsku i podzemnu
vodu. Jedan od nac¢ina dospevanja je spiranje tretiranog poljoprivrednog zemljista. Bez obzira
da i u zemljiSte dospevaju direktnom primenom ili na indirektan nacin, dalja sudbina
pesticida ¢e zavisiti od medusobnog dejstva niza slozenih fizicko-hemijskih procesa. Ovi

procesi se mogu grupisati u tri celine: adsorpcija (vezivanje pesticida za mineralnu i organsku



materiju zemljista), degradacija (hemijska, fotohemijska i mikrobioloska) i transport (kretanje
pesticida u zivotnoj sredini — isparavanje, spiranje i usvajanje biljkama). Tako ¢e se oni
pesticidi koji se slabije vezu za zemljiste lakSe infiltrirati vodom u nizZe slojeve i ujedno

predstavljati vecu opasnost za kontaminaciju podzemnih i povrsinskih voda [1, 6].

-

Industrija
/'J Urbana sredina - —

- - ~
<7 ‘\/ Komunalna ™
Piiaca voda . \ inad d ) Nepreciséena
J N ‘\_MO padna vo E{ komunalna otpadna
\ T voda
Ay
‘ \
\ \
v \
' \
\ '
H \
e N \ e N S
- ' \
Postrojenja za 1 '
precis¢avanje : PPOV .
vode H !
Nepreciscena !
komunalna otpadna ]
voda ,'
; . r,
/) Precis¢ena ’
’ komunalna otpadna ~ #
voda ’
7
s ’ ’
K 4
y
'a - -
Povriinske i podzemne -7
vode
Y Otpadne vode Spiranje . Sp 1r§nje'
Atmosferske padavine i prodiranje
1 zapradivanje
- Poljoprivreda
g \
Farme Odlagalista
opasnog otpada

Slika 1. Izvori pesticida u povrsinskoj i podzemnoj vodi [7]

lako znacajnije koli¢ine pesticida koje dospevaju u vodotokove poticu iz poljoprivrede, ne
mozemo zanemariti ni one koje dolaze iz urbane sredine (slika 1) [7-10]. U urbanim
sredinama pesticidi se koriste u domacinstvu za suzbijanje Stetocina, prilikom distribucije
hrane, u bastama, parkovima i na golf terenima, te dospevaju u septicke jame, komunalne
vode, a zatim i u prirodne vodotokove [11]. Komunalne otpadne vode se svakodnevno

ispustaju u prirodne vodotokove i imaju negativne efekte kako na zdravlje ljudi, tako i na



zivotnu sredinu. Njihovim ispustanjem dolazi do smanjenja kvaliteta vodenih resursa u meri
u kojoj prirodni mehanizam precis¢avanja ne moze nadoknaditi posledice zagadenja kojem su
svakodnevno izlozeni. U Srbiji se danas preraduje samo 5%-10% otpadnih voda. Ni
Beograd, kao grad sa viSe od dva miliona stanovnika, nema postrojenje za precis€avanje
otpadnih voda, te se sve otpadne vode glavnog grada ulivaju u Dunav i Savu. U Srbiji samo
20% gradova ima postrojenja za pre¢iScavanje komunalnih otpadnih voda, tako da ih nemaju
ni drugi veliki urbani centri, poput Novog Sada i Nisa, zbog ¢ega se danas nalazimo pri dnu
lestvice evropskih zemalja u pogledu komunalne opremljenosti. NepreciSéene komunalne i
industrijske otpadne vode predstavljaju klju¢ne izvore zagadivanja povrsinskih i podzemnih
voda u Republici Srbiji [12]. Nepoznavanje kvantiteta i kvaliteta otpadnih voda, uticaja na
recipijente, kao i veoma nizak stepen prec¢is¢avanja urbanih otpadnih voda u celoj Srbiji,
predstavlja ozbiljan problem u oblasti zaStite zivotne sredine naSe zemlje. Navedeni
problemi, kao i harmonizacija propisa sa Evropskom unijom, naglasavaju potrebu za
praéenjem zagadenja zivotne sredine komunalnim otpadnim vodama pre svega da bi se

utvrdio njihov sastav pre nego §to budu ispustene u prirodne vodotokove.

Oko 85% od ukupne koli¢ine pesticida koji se koriste u urbanoj sredini ¢ine herbicidi koji na
kraju svog ciklusa dospevaju u komunalnu vodu [13-15]. Tako da i komunalna voda
predstavlja jedan od znacajnijih tackastih izvora zagadenja povrSinskih voda i ¢ini 20%-90%
od ukupnog zagadenja pesticidima u razli¢itim slivovima, i to posebno u su$nom periodu

[16-21].

Neadekvatno odlaganje ambalaze od pesticida, koriS¢enje neispravne opreme, slucajno ili
namerno prosipanje ovih supstanci takode moze dovesti da zagadenja vodotokova. Na ovaj
nacin, direktno ili preko otpadne vode, oko 20% pesticida dospe u povrsinske vode [19, 20,
22].

Najcesc¢e detektovani pesticidi u povrSinskim i podzemnim vodama su herbicidi [14].
Ucestalost 1 koncentracije se menjaju sezonski. Nakon prole¢ne aplikacije cesée su
detektovani i u ve¢im koncentracijama, dok su koncentracije u jesen i zimu znatno smanjene
[23, 24]. 1z tabele 1 vidi se da su triazinski herbicidi, inace $iroko primenjivani, najces¢e i u
najveéim koncentracijama detektovani u povrSinskim vodama. Atrazin je prema Evropskoj
direktivi iz 2001. godine na listi prioritetnih supstanci koje ugrozavaju zivotinjski 1 biljni
svet, kao i zdravlje ljudi [25]. U zemljama Evropske unije iskljuen je iz prometa i upotrebe
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od 2004. godine, a u Srbiji od 2007, pa se njegovo prisustvo u vodotokovima pripisuje
visokoj mobilnosti usled visoke rastvorljivosti u vodi i slabog afiniteta ka akumulaciji u
sedimentima. Herbicidi feniluree, poput diurona, monurona i linurona, koji se dosta koriste u
poljoprivrednoj praksi bez obzira na njihovu toksi¢nost, mogucu kancerogenost i dugo vreme
zadrzavanja u Zivotnoj sredini, su takode ¢esto detektovani u povrsinskoj vodi [26]. Sto se
tice podzemne vode, situacija je ista, pesticidi koji se najvise koriste su i najcesce detektovani

(atrazin, simazin i diuron).

Tabela 1. Koncentracije detektovanih pesticida u povrsinskoj i podzemnoj vodi u svetu

Pesticidi Koncentracija Matrica Literatura
(ng dm=)

Bentazon 30510 Povrsinska voda (Spanija) [27]

MCPA 1877

Simazin 45

Atrazin 314

Propanil 969

2,4-D 24

Metalohlor 27

Diuron 15

MCPA 150 Povr$inska voda (Australija) [28]

Atrazin, Acetohlor 200-1000 Povrsinska voda (Madarska) [29]

Prometrin, Terbutrin, Diazinon 100400

Atrazin 126 Povrsinska voda (Spanija) [30]

Simazin 31

Diuron 24

Terbutilazin 49

Bentazon 93 Povrsinska voda (Francuska) [31]

Diuron 33

Izoproturon 379

Izoproturon 4 Povrsinska voda (Nemacka) [32]

Diuron 9

Hlortoluron 1

Simazin 12

Atrazin 5

Terbutilazin 1

Prometrin 4

Atrazin 31 Podzemna voda (Spanija) [33]

Simazin 37

Diuron 9

DDT 150-190 Podzemna voda (Indija) [34]

a-Endosulfan 1340-2140

B-Endosulfan 210-870

Lindan 680-1380

Atrazin 380 Podzemna voda (SAD) [35]

Metalohlor 3200




Tabela 1. (nastavak)

Pesticidi Koncentracija Matrica Literatura
(ng dm)

Atrazin 253 Podzemna voda (Evropa) [36]

Simazin 127

Terbutilazin 716

Bentazon 11

Propazin 25

Diuron 279

Endosulfan 1-12 Podzemna voda (Maroko) [37]

Atrazin 1-40 Podzemna voda (SAD) [38]

Metalohlor 1-100

Alahlor 1-1000

Hloroturon 160-1550 Povrsinska i podzemna voda [39]

Atrazin 1801500 (Spanija)

Simazin 520 Povrsinska i podzemna voda [40]

Karbendazim 370 (Spanija)

Diuron 370

Bromacil 570

Atrazin 30-280 Povrs$inska i podzemna voda [41]

Simazin 10-140 (Spanija)

Atrazin 56-73 Povrs$inska i podzemna voda [42]

Terbutilazin 27-132 (Portugal)

Diuron 56

Karbendazim 2273 Povrsinska i podzemna voda [43]

Simazin 918 (Spanija)

Diuron 1233

Heksahlorocikloheksan (HCH) 60-390 Povrsinska i podzemna voda [44]

Endosulfan 80-780 (Indija)

Hlorpirifos 110-440

Dihlorovos 80-200

Paration-metil 20-420

Atrazin 434 Povrsinska voda (Argentina) [45]

a-Cipermetrin 122

Endosulfan 107

Irgarol 250 Povrsinska voda (Brazil) [46]

Ciprokonazol 60

Terbutilazin 6,4 Povrsinska voda (Spanija) [47]

Prometrin 9,2

Metazahlor 6,4

Metolahlor 1,4

Atrazin 198 Podzemna voda (Srbija) [48]

Deetilatrazin (DEA) 116

Deizopropilatrazin (DIA) 43

Deetildeizopropilatrazin (DEIA) 77

Iz tabele 1 mozZe se zakljuciti da su koncentracije pesticida atrazina, simazina, diurona i

izoproturona u povrSinskim vodama bile ispod, a u slu¢aju endosulfana i
heksahlorocikloheksana znatno iznad, maksimalno dozvoljenih vrednosti koje su propisane u
Evropskoj uniji za povrsinske vode [49]. U podzemnim vodama koncentracije pesticida su se
kretale znatno iznad 0,1 ng dm= dozvoljenih za pojedinaéne pesticide u Evropskoj uniji u

nekoliko studija. Karbendazim iz grupe benzimidazola, fungicid koji se koristi za suzbijanje
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uzroc¢nika bolesti kosti¢avog voca, suncokreta, Secerne repe 1 psenice, pronaden je u nekoliko
povrsinskih i podzemnih voda [40, 43]. Bentazon, pesticid koji se u Evropi Kkoristi za
suzbijanje korova u usevima pirin¢a takode je prijavljen u nekoliko studija [27, 31, 36].
Najces¢e detektovani pesticidi (atrazin, simazin i diuron) i povremeno detektovani

(izoproturon i endosulfan) uklju¢eni su u listu prioritetnih supstanci u oblasti voda [25].

Sto se ti¢e komunalnih otpadnih voda i efluenata iz postrojenja za pre¢iiéavanje otpadnih
voda, postoji veliki broj studija koje se bave ovom temom. Rezultati studije iz Nemacke [50],
u kojoj je analizirano 45 pesticida u recipijentu pre i posle postrojenja za preci§¢avanje
otpadnih voda, pokazuju da se znacajno povecao broj pesticida, kao 1 koncentracije, u
recipijentu nakon postrojenja za preciS¢avanje. Primecene su znatno vece koncentracije
pesticida u junu u odnosu na sve ostale mesece uzorkovanja. NajceS¢e detektovani pesticidi
bili su acetamiprid, imidakloprid, tiakloprid, karbendazim i izoproturon. Koncentracije za
izoproturon premasivale su maksimalno dozvoljenu koncentraciju za povrSinske vode od
1,0 ygdm™ [49]. U Seulu, u Juznoj Koreji, ispitivana je efikasnost postrojenja za
prec¢is¢avanje otpadnih voda od mikropolutanata, medu kojima su i pesticidi. Od pesticida
detektovan je 2,4-D u otpadnoj vodi na ulazu i izlazu iz postrojenja u koncentracijama od 2
do 482 ng dm®, pri ¢emu je efikasnost uklanjanja za ovaj pesticid iznosila ¢ak 80% [51]. Ispitivani
su i pesticidi u komunalnoj otpadnoj vodi u Spaniji. Najéeée detektovani bili su, izmedu
ostalih, karbendazim (oko 170 ng dm=), acetamiprid (oko 400 ng dm®), imidakloprid (oko
300 ng dm®) i diuron (oko 100 ng dm®) [52]. S obzirom na to da se efluenti iz postrojenja za
pre€iS¢avanje otpadnih voda smatraju jednim od vaznih izvora pesticida u povrSinskim
vodama, studija u Irskoj bavi se upravo analizom uzoraka iz postrojenja. Najvise
koncentracije detektovanih pesticida bile su za simazin (510 ng dm=), prometon (140 ng dm
%), diuron (210 ng dm) i atrazin (190 ng dm) [53].

Kontaminacija povrSinske i podzemne vode pesticidima iz urbane sredine se ne moze
zanemariti. Studija radena u Spaniji pokazuje pojavu ovih zagadujuéih materija u veoma
visokim koncentracijama u sirovoj otpadnoj vodi (do 684 ngdm® za diazinon) i njihovu
perzistetnost nakon precis¢avanja u postrojenjima sa konvencionalnim, sekundarnim (pa cak i
tercijarnim) tretmanom otpadnih voda. Najzastupljeniji pesticidi bili su diazinon i diuron,
prisutni u vise od 80% uzoraka, a zatim izoproturon i malation [54].

Ispitivana otpadna voda pre i posle postrojenja za preéi$éavanje u Spaniji i Italiji pokazuje da
je 1 ovde sli¢na situacija kao i sa prethodno pomenutim studijama i da su pesticidi pronadeni
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u skoro svim uzorcima. NajceS¢e su detektovani slede¢i pesticidi: karbendazim, karbaril,
imidakloprid, diazinon, terbutrin i tiabendazol [55]. U Svajcarskoj je analizirana otpadna
voda pre i nakon postrojenja za preciS¢avanje, sa primarnom, sekundarnom i tercijarnom
obradom otpadne vode. Najc¢esce detektovani pesticidi i u ovom istrazivanju bili su: diazinon
(1130 ngdm™ u primarnom efluentu, ali ne i u tercijarnom), karbendazim (110 ngdm= u
primarnom efluentu i 60 ng dm u tercijarnom efluentu), diuron (60 ng dm=u primarnom efluentu i
40 ng dm u tercijarnom efluentu), izoproturon (90 ng dm= u primarnom efluentu i 30 ng dm=3 u
tercijarnom efluentu) i terbutrin (70 ng dm= u primarnom efluentu i 20 ngdm= u tercijarnom
efluentu). Efikasnost uklanjanja pesticida nakon tretmana otpadnih voda kretala se od 36% do
72% [56]. Istrazivanje koje se odnosi na komunalne i industrijske otpadne vode, sa i bez
tretmana za preciS€avanje, u regionu zapadnog Balkana (Bosna i Hercegovina, Hrvatska i
Srbija), takode obuhvata i1 prisustvo pesticida. Atrazin, simazin, terbutilazin i terbutrin
detektovani su u komunalnoj otpadnoj vodi u koncentracijama do 250 ng dm. Posebno visoka
koncentracija atrazina (28 mgdm=3) je primecena samo u otpadnoj vodi grada Siska
(Hrvatska), verovatno zbog toga S$to tome doprinosi industrijski otpad iz proizvodnje
herbicida na toj lokaciji. Istrazivanje je sprovedeno 2004. i 2005. godine u vreme kada atrazin

i simazin nisu bili zabranjeni na ovom podrucju [57].

2.3. Zakonska requlativa

Primenu pesticida Cesto prati rizik od nezeljenih posledica po zivotnu sredinu, jer sve veci
broj podataka govori da se tragovi pesticida mogu naci svuda gde Zivimo 1 radimo; u vazduhu
koji diSemo, u vodi koju pijemo, u hrani koju jedemo. Oni mogu kontaminirati povrSinske 1
podzemne vode; mogu ispoljiti Stetne efekte na gajenim biljkama, korisnim organizmima u
zemljiStu, korisnim artropodama, sitnim sisarima i pticama; mogu se naci kao ostaci u hrani 1
mogu prouzrokovati pojavu rezistentnosti bioloskih agenasa [58, 59]. Posto su pesticidi vise
ili manje toksi¢ne supstance postoji prirodna zabrinutost za njihovo prisustvo u Zivotnoj

sredini i delovanje na zdravlje ljudi i kvalitet okoline.

U periodu 1962-1975. godine u svetu su se vodile velike debate o pesticidima i njihovim
moguéim Stetnim efektima, koje su bile preteca kasnijeg povecanog interesa za Zivotnu

sredinu. Od tog vremena do danas uspostavljeni su novi Kriterijumi i normativi u cilju

11



svodenja na minimum koli¢ine pesticida u hrani i1 vodi za pice i stvaranja uslova da pesticidi
budu $to bezbedniji za ljude, i da se zagadenje Zivotne sredine (zemlje, vode, vazduha) svede
na najmanju mogucu meru. Zbog toga danasnje sinteze pesticida idu za tim da daju jedinjenja
koja ¢e biti viSe polarna, termonestabilna i manje isparljiva sa specificnim nac¢inom
delovanja, izrazenom selektivnos¢u, dovoljnom duzinom zadrzavanja na objektu i povoljnim
ekotoksikoloskim karakteristikama. Sa ovim promenama i analitiCke tehnike za detekciju

pesticida u uzorcima iz zivotne sredine su se menjale i prilagodavale [60—62].

Spisak pesticida koji se upotrebljavaju kako u poljoprivredi, tako i u urbanim sredinama, je
veoma dugacak, ali su samo neki od njih regulisani u povrSinskim i podzemnim vodama
Evropske unije. Okvirna direktiva o vodama (engl. Water Framework Directive — WFD)
predstavlja osnovni dokument na podrucju zastite voda, te svi ostali normativi proizilaze iz
ove direktive [63]. Glavni cilj ove direktive je uspostavljanje okvira za zastitu povrSinskih i
podzemnih voda raznim merama, medu kojima su i mera za postepeno smanjenje ispustanja
opasnih supstanci sa prioritetne liste. Kao dodatak WFD, uspostavljena je prioritetna lista u
kojoj su navedene 33 opasne supstance koje predstavljaju znacajan rizik za vodenu sredinu,
¢ija emisija mora da se kontrolise i zbog kojih je potrebno sprovoditi mere za smanjenje i/ili
potpuno zaustavljanje ispustanja u vodenu sredinu [25]. Tre¢inu ove liste Cine pesticidi.
Direktivom iz 2008. godine uspostavljeni su standardi kvaliteta Zivotne sredine na polju
WFD i maksimalno dozvoljene koncentracije opasnih supstanci sa prioritetne liste u
povrSinskim i ostalim vodama [49]. Evropska komisija je u avgustu 2013. usvojila novu
direktivu na podrucju kontrole i identifikacije opasnih supstanci koja dopunjuje WFD i
direktivu iz 2008. godine [64]. Novom direktivom lista je revidirana i dodato je jo$ 12 novih
opasnih supstanci na prioritetnu listu. Takode je formirana i tzv. ,,watch lista”, tj. popis od
najvise 10 opasnih supstanci ili grupa supstanci (povecavajuéi se za jednu u svakom
azuriranju do maksimalno 14) koje prethodno nisu bile uklju¢ene u monitoring, niti su bile
predmet dosadasnje prioritetne liste, tako da o njihovoj pojavi u vodenoj sredini nema puno
podataka. Svaka supstanca je izabrana na osnovu procene izloZenosti, opasnosti i rizika, kao i
nedostatka podataka o pracenju u EU. Ova lista je formirana radi poboljSanja informacija za
identifikaciju buducih prioritetnih supstanci. Za ukljuc¢ivanje na prvu ,watch listu” 2015.
godine izabrano je i 7 pesticida, pri ¢emu su dva (imidakloprid i acetamiprid) analizirana u
uzorcima vode i u ovom radu [65]. Direktivom EU koja se bavi zastitom podzemnih voda od

zagadenja postavljene su maksimalno dozvoljene koncentracije od 0,1 ugdm? za

12



pojedinaéne pesticide i 0,5 pg dm= za ukupne pesticide (uklju¢ujuéi aktivne supstance i

njihove relevantne metabolite i proizvode degradacije) u podzemnim vodama [66].

U Republici Srbiji Zakonom o vodama ureduje se stanje povrsinskih i podzemnih voda i ovaj
dokument predstavlja osnovni zakon u ovoj oblasti [67]. 1z ovog zakona proizilazi niz uredbi
1 pravilnika koji blize odreduju i zabranjuju ispusStanje opasnih supstanci ili prioritetnih
hazardnih supstanci, kako u povrsinske, tako i u podzemne vode. Pored Zakona o vodama,
doneto je i nekoliko uredbi kojima je regulisana zastita voda, od kojih je za zagadivace voda
najznacajnija Uredba o grani¢nim vrednostima emisije zagadujucih materija u vode i1 rokovi
za njihovo dostizanje [68]. Ova uredba se odnosi na emisiju odredenih grupa ili kategorija
zagaduju¢ih supstanci u tehnoloskim otpadnim vodama pre njihovog ispusStanja u
kanalizaciju, tehnoloskim i drugim otpadnim vodama koje se neposredno ispustaju u
recipijent, vodama koje se posle preiS¢avanja ispustaju iz sistema javne kanalizacije u
recipijent i otpadnim vodama koje se iz septickih i sabirnih jama ispustaju u recipijent,
odnosno na regulisanje ispustanje komunalnih i industrijskih otpadnih voda u prijemnike.
Rok za dostizanje definisanih vrednosti je 31. decembar 2030. godine, dok nova postrojenja
moraju odmah zadovoljiti pomenute vrednosti emisije. Takode su donete jo§ dve uredbe i
jedan pravilnik kojima je regulisana zastita voda, a to su: Uredba o grani¢nim vrednostima
prioritetnih 1 prioritetnih hazardnih supstanci koje zagaduju povrSinske vode 1 rokovima za
njihovo dostizanje [69]; Uredba o grani¢énim vrednostima zagadujucih materija u povrSinskim
i podzemnim vodama i sedimentima i rok za njihovo dostizanje [70], kao i Pravilnik o
parametrima ekoloSkog 1 hemijskog statusa povrSinskih voda i parametrima hemijskog 1
kvantitativnog statusa podzemnih voda [71]. Zakon o vodama, kao i ostali podzakonski akti u
ovoj oblasti, proizasli su iz WFD, ali su jo§ uvek samo delimi¢no u skladu sa ovom i drugim
direktivama EU. U nasoj zemlji takode su uspostavljene maksimalno dozvoljene
koncentracije kako za individualne, tako i za ukupne pesticide u podzemnim vodama, i iste su
kao u EU [70].

2.4. Pesticidi odabrani za analizu

Odredivanje pesticida u prirodnim uzorcima je veoma znacajno, s obzirom na to da je veliki

broj pesticida, kao i proizvoda njihovog raspada, toksican, kancerogen, mutagen i dugo
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vremena ostaju u prirodi. Pri odabiru pesticida prvenstveno je uzeto u obzir koji se najvise
koriste u poljoprivrednoj praksi u Srbiji. Takode je razmatrano kojoj hemijskoj grupi
jedinjenja pripadaju odabrani pesticidi. Cilj je bio da se razvije multirezidualna metoda za
odredivanje pesticida koji pripadaju hemijski razli¢itim grupama. Odabrani pesticidi

prikazani su u tabeli 2.

Karbamati predstavljaju grupu kontaktnih insekticida koji se uglavnom Kkoriste za suzbijanje
krompirove zlatice. Svoju aktivnost ispoljavaju na nervnom sistemu, prouzrokujuci
ireverzibilnu blokadu postsinaptickih nikotinergi¢nih acetilholin receptora. Osnovno toksicno
delovanje jeste inhibicija enzima acetilholinesteraze, usled ¢ega dolazi do nagomilavanja
acetilholina. Acetilholinesteraza se nalazi u nervnim tkivima, zlezdama i eritrocitima.
Acetilholin je hemijski medijator nervnog sistema i neophodan je za transmisiju nervnih
impulsa [2, 3]. Karbamati se vrlo brzo izluc¢uju iz organizma, tako da je rizik po toplokrvne
zivotinje mali. Vrlo brzo se razlazu u zivotnoj sredini tako da perzistentnost nije problem. Na
osnovu EU regulative i regulative Republike Srbije, karbaril je zabranjen za upotrebu, a
karbofuran se nalazi na Listi aktivnih supstanci, odnosno osnovnih supstanci za koje postoji
odluka o neodobravanju na nivou EU, a koje su u prometu u Republici Srbiji [72, 73, 74]. Po
klasifikaciji IARC (engl. International Agency for Research on Cancer — IARC), karbaril se
nalazi u grupi koju ¢ine supstance koje nisu klasifikovane [75, 76]. Karbofuran je svrstan u
grupu visoko toksi¢nih supstanci po WHO (engl. World Health Organization — WHO)
klasifikaciji [75].

Monokrotofos, dimetoat i malation odabrani su kao predstavnici organofosfata. Ovo je grupa
pesticida koja uz sistemsko imaju izraZzeno i kontaktno dejstvo pa se koristi za suzbijanje
insekata koji sisaju (lisne vasi, buvac, tripus, kupusna stenica, grinje, gusenice i dr.). Malation
se smatra veoma toksi¢nim po zivi svet u vodi, sa dugotrajnim posledicama, Stetan je za ptice
i kisne gliste, i kao i dimetoat veoma je toksican za pcele i druge korisne artropode [77]. Na
zive organizme deluju tako Sto pogadaju njihov nervni sistem. Organofosforni pesticidi
reaguju nepovratno sa enzimom acetilholinesteraze, koji je odgovoran za neaktiviranje
acetilholina, sa dejstvom na srediSnji i periferni nervni sistem [2, 3]. Vreme raspada
organofosfata, kao i pesticida iz grupe karbamata, u Zivotnoj sredini je znatno krace od
organohlornih pesticida. Na osnovu WHO Klasifikacije, monokrotofos je svrstan u grupu

visoko toksi¢nih pesticida, dimetoat u grupu srednje toksi¢nih, a malation u grupu slabo
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toksi¢nih pesticida, dok se u IARC klasifikaciji nalazi samo malation, i to u grupi verovatno
kancerogenih supstanci po ljude [75, 76]. Na osnovu EU regulative i regulative Republike
Srbije od ispitivanih pesticida iz ove grupe samo je monokrotofos zabranjen za upotrebu [73,
74].

Tabela 2. Pregled ispitivanih pesticida

Rastvorljivost u

Pesticid Hemijska grupa  Dejstvo t\‘:\l/(zg:s] A kar:?eF:(?g;[;:ost vodil™ (Eg;gt;;;j)
(mg dm3) (25 °C)
Monokrotofos ~ Organofosfat Insekticid Ib - 818000 1-5
Dimetoat Organofosfat Insekticid 1l - 238002 2-4
Malation Organofosfat Insekticid 1l 2a 145 1
Imidakloprid Neonikotinoid Insekticid I - 6102 191
Acetamiprid Neonikotinoid Insekticid - - 4250 15-30
Karbofuran Karbamat Insekticid Ib - 351 30-60
Karbaril Karbamat Insekticid 1l 3 1202 7-28
Tebufenozid Benzohidrazid Insekticid ] - 0,8 400
Karbendazim Benzimidazol Fungicid I - 8,0 180-360
Simazin Triazin Herbicid U 3 6,28 27-102
Atrazin Triazin Herbicid Il 3 332 16-77
Propazin Triazin Herbicid U - 5,02 80-100
Linuron Fenilurea Herbicid Il - 642 38-67
Monuron Fenilurea Herbicid - 3 230 170
a0 °C

D Tso — vreme poluraspada (vreme poluZivota) - vreme potrebno da koncentracija pesticida opadne na
polovinu od pocetne vrednosti

Atrazin, simazin i propazin pripadaju grupi triazina koja je razvijena 1952. godine od strane
Svajcarske firme J. R. Geiqy Limited. To je grupa herbicida za suzbijanje Sirokolisnog korova
i travnatog korova u kukuruzu, pamuku, Secernoj trsci, soji i dr. Apsorbuju se korenom i
transportuju ksilemom u grancice i listove. Inhibiraju fotosintezu pri ¢emu dolazi do
zaustavljanja rasta biljke [2, 3]. Atrazin i simazin nisu klasifikovani po IARC klasifikaciji.
Atrazin je slabo toksiCan, a za simazin i propazin se veruje da nema opasnosti od akutnog

trovanja. Ova tri triazina su zabranjena za upotrebu u EU i kod nas [73-76].

U grupi benzimidazola, koja je razvijena 1966. godine, najéeS¢a aktivna supstanca jeste
karbendazim. Karbendazim je sistemski fungicid sa protektivnim i kurativnim delovanjem.
Inhibira sintezu gradivnog proteina ¢elijskog jedra gljiva i na taj sprecava deobu, formiranje
apresoria i rast micelija. Apsorbuje se kroz koren i zelena tkiva biljke. Karbedazim je

efikasan u suzbijanju velikog broja patogenih gljiva Zzita, vocaka i vinove loze, povr¢a,
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ukrasnog bilja, pamuka, lana, Se€erne repe, uljane repice, tikava, duvana 1 jestivih gljiva. U
Republici Srbiji ovaj fungicid je registrovan za suzbijanje uzrocnika bolesti koStunjavog
voca, suncokreta, Se¢erne repe i pSenice [2, 77]. Pokazuje znacajnu stabilnost u povrsinskim i
otpadnim vodama, zemljistu i hrani [78]. Jako je otrovan za alge, dafnije i ribe, Stetan za
pcele i prakti¢no neotrovan za ptice [77]. Karbendazim je zabranjen u EU, dok se kod nas jo$
nalazi na listi dozvoljenih supstanci [73, 74]. Po predlozenoj klasifikaciji pesticida od strane
WHO, karbendazim spada u grupu pesticida za koje se smatra da nema opasnosti od akutnog
trovanja [75].

Iz grupe neonikotinoida odabrani su acetamiprid i imidakloprid. Navedeni pesticidi ove grupe
koriste se kao insekticidi za suzbijanje Stetocina krompira, paradajza, pasulja, suncokreta,
duvana, hmelja, paprike, paradajza, kao i insekata voc¢a i vinove loze. Svoju aktivnost
ispoljavaju na nervnom sistemu, prouzrokujuéi ireverzibilnu blokadu postsinaptickih
nikotinergi¢nih acetilholin receptora [2, 3]. ZabeleZena su trovanja pcela imidaklopridom,
koji je tipi¢an nervni otrov. Na kraju vegetacije moze se na¢i u polenu kukuruza i suncokreta
koji skupljaju pcele, te tako dolazi do trovanja istih [79]. Zbog toga se imidakloprid i
acetamiprid smatraju veoma toksi¢nim po zivi svet u vodi, sa dugotrajnim posledicama,
veoma su toksi¢ni za pcele, kao i za ptice, kisne gliste i ostale korisne artropode [77]. Ova
dva pesticida nisu zabranjena za upotrebu u EU i Republici Srbiji, ali se nalaze na ,,watch

listi” [65]. Imidakloprid se smatra srednje toksi¢nim po predlozenoj WHO Klasifikaciji [75].

Monuron i linuron pripadaju grupi fenilurea. Herbicidi feniluree se u znac¢ajnim koli¢inama
koriste kao selektivni i neselektivni pesticidi u poljoprivredi, industriji i domacinstvu.
Njihovo dejstvo je zasnovano na sposobnosti da blokiraju fotosintezu biljaka [2, 3]. Linuron
se koristi za suzbijanje Sirokolisnih korova u kukuruzu, soji, suncokretu, krompiru i Sargarepi.
Linuron je veoma toksican po zivi svet u vodi, sa dugotrajnim posledicama [77]. Monuron je
zabranjen kod nas i u EU [73, 74] i nije svrstan na osnovu IARC klasifikacije [76], dok se po
WHO Kklasifikaciji smatra zastarelim pesticidom i nije klasifikovan. Linuron spada u slabo
toksi¢ne pesticide na WHO listi [75].

Predstavnik grupe benzohidrazida je tebufenozid, dizajniran kao alternativa sintetiCkim
insekticidima Sirokog dejstva. Deluje kao agonist receptora za egdizon, indukuje prevremeno
(letalno) presvlacenje insekata i utiCe na sve razvojne stadijume larve. Namenjen je za

tretiranje stabala jabuke, kruske i vinove loze. Toksi¢an je po zivi svet u vodi, sa dugotrajnim
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posledicama [77]. Po WHO Klasifikaciji spada u grupu pesticida za koje se veruje da nema

opasnosti od akutnog trovanja [75].

2.5. Analiti¢cke metode za odredivanje tragova pesticida u uzorcima

povrsinske, podzemne i otpadne vode

Analiza pesticida u prirodnim uzorcima je veoma kompleksna, $to poti¢e od njihove hemijske

raznolikosti, niske koncentracije i sloZzenog sastava prirodnih uzoraka. Danasnje analiticke

metode su primetno unapredene, §to i ¢ini moguéim detektovanje tragova pesticida u

uzorcima kao §to je voda. Koja analitiCka metoda ¢e biti odabrana u analizi pesticida zavisi

od hemijskih osobina analita, kao i od ocekivanih koncentracija. Da bi se dokazalo da

odabrana metoda odgovara nameni, potrebno je izvrSiti validaciju analiticke metode. Pri

validaciji odreduju se osetljivost, prinos, preciznost, linearnost, granica detekcije i granica

kvantifikacije za predlozenu analiticku metodu. Osnovni zahtevi koje jedna analiticka metoda

mora da ispunjava su [80]:

Za svaku reprezentativnu matricu iz relevatne grupe uzoraka prinos metode mora
biti u opsegu od 70% do 120%.

Ponovljivost metode, izrazena preko relativne standardne devijacije (RSD), mora
biti < 20%.

Granice detekcije i kvantifikacije mora biti niske. Granica detekcije (engl. limit of
detection — LOD) kod hromatografskih metoda definise se kao koncentracija pri
kojoj je odnos signala i Suma jednak 3, dok se granica kvantifikacije (engl. limit of
quantification — LOQ) definiSe kao koncentracija pri kojoj je odnos signala i Suma
jednak 10.

Metoda mora biti linearna. Linearnost je jo§ jedan parametar valjanosti analiti¢ke
metode koji se definise kao mogucnost da se u datom opsegu detektuje signal koji

je direktno proporcionalan koncentraciji ili koli¢ini analita.

Svaka analiticka metoda se sastoji od nekoliko stupnjeva kao Sto su: priprema uzorka,

separacija, kvantifikacija i analiza podataka. Svaki od ovih koraka je podjednako kriti¢an za

dobijanje tac¢nih i reproduktivnih rezultata. U odredivanju tragova pesticida zastupljene su

17



moderne instrumentalne tehnike, kao $to su gasna hromatografija (engl. gas chromatography
— GC) i tetna hromatografija visokih performansi (engl. high performance liquid

chromatography — HPLC).

2.5.1. Priprema uzorka pri odredivanju tragova pesticida u uzorcima vode

Uzorci iz zivotne sredine, kao $to su povrSinske i podzemne vode, sadrze analite u veoma
niskim koncentracijama, te nije moguce direktno injektovanje uzorka u hromatografski
sistem. Materije neorganskog porekla, huminske materije, kao i druge organske materije koje
se nalaze u prirodnim uzorcima, mogu da uti¢u na odredivanje pesticida, tako da je
neophodno pripremiti uzorak tj. ukloniti sve komponente koje mogu da utiCu na rezultat,

izolovati komponente od interesa i povecati koncentraciju analita [81].

Koja ¢e se metoda pripreme uzorka primeniti, pored fizicko-hemijskih osobina analita i
prirode uzorka, zavisi i od metode koja ¢e se primenjivati za kvantitativnhu analizu
(osetljivosti, selektivnosti, i sl.) [82, 83]. Tehnike pripreme uzoraka za odredivanje tragova

analita uglavnom obuhvataju sledece korake [83]:
e homogenizacija uzorka;

e ekstrakcija — analit od interesa se prenosi iz matrice uzorka u rastvara¢ koji moze
biti unet u merni instrument. Pod idealnim uslovima analit se selektivno

ekstrahuje iz matrice uzorka, a sve nepozeljne komponente zaostaju;

e predkoncentrisanje — povecanje koncentracije ekstrahovanih analita i na taj nacin
poboljsanje ukupne osetljivosti analize. Koncentrovanje analita koji se nalazi u

rastvaracu moze se posti¢i raznim tehnikama uparavanja;

e preciScavanje ekstrakta — izolovanje analita od interesa od ostalih delova matrice
uzorka koji su koekstrahovani i mogu da interferiraju sa analitima. Vecina tehnika
pre€iS¢avanja koristi klasi¢no gravitaciono prolazenje ekstrakta uzorka kroz
kolonu pakovanu odgovaraju¢im sorbentima (npr. aluminijum-oksid, silika-gel,

florisil 1 razne smole za pre¢iS¢avanje).

Za predkoncentrisanje tragova pesticida iz vode mogu se koristiti te¢no-te¢na i te¢no-¢vrsta
ekstrakcija [81, 83]. Tecno-tecna ekstrakcija predstavlja ekstrakciju analizirane supstance iz
jedne tec¢ne faze u drugu u kojoj je njena rastvorljivost veca. Prednosti te¢no-te¢ne ekstrakcije
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su jednostavnost i1 cena, a nedostaci mala selektivnost, ogranieni broj rastvaraca koji se ne
mesaju, kao i upotreba velikih zapremina rastvaraca [83, 84]. Novija alternativa te¢no-te¢na
ekstrakcije je 1 membranska ekstrakcija koja predstavlja nedisperzivnu te¢no-te¢no
ekstrakciju u kojoj dolazi do razmene mase izmedu dve nemesljive tecnosti razdvojene
mikroporoznom membranom. Postoje dva nac¢ina primene membranske ekstrakcije: dvofazna
membranska ekstrakcija (engl. microporous membrane liquid-liquid extraction — MMLLE) i
trofazna membranska ekstrakcija, tzv. pertrakcija (engl. supported liquid membrane
extraction — SLME). MMLLE se uglavnom koristi za ekstrakciju nepolarnih jedinjenja, dok

je SLME pogodnija za ekstrakciju polarnih jedinjenja [85].

Tecno-Cvrsta ekstrakcija zasniva se na raspodeli analita izmedu te¢ne faze (uzorka) i Cvrste
faze (sorbenta). Ekstrakcija na Cvrstoj fazi (engl. solid-phase extraction — SPE) je Siroko
primenjivana te¢no-¢vrsta ekstrakcija koja se najvise Kkoristi za ekstrakciju i koncentrovanje
supstanci i1 preciS¢avanje eckstrakata uzoraka vode [83, 86]. On-line SPE se smatra
elegantnom alternativom (ukljucuje automatizaciju i minijaturizaciju), kao i mikroekstrakcija
na ¢vrstoj fazi (engl. solid-phase microextraction — SPME) koja je ekoloski prihvatljiva
(potrebna je mala koli¢ina uzorka vode i veoma mala zapremina rastvaraca), ali se obe manje

koriste [87].

2.5.1.1. Metoda ekstrakcije na ¢évrstoj fazi

Ekstrakcija na Cvrstoj fazi je brza i efikasna metoda za pripremu uzorka koju koristi oko
polovina onih koji se danas bave analizom pesticida u uzorcima vode. Ova metoda ima
znacajne prednosti u odnosu na klasi¢nu te¢no-te¢nu ekstrakciju: izbegnut je problem lose
separacije ili meSanja faza, mogu se koristiti hemijski razliciti sorbenti, prevaziden je
problem niskih prinosa, smanjena je potroSnja organskih rastvaraca, lakSe se i1 brze izvodi, a
moze se i automatizovati [83, 87]. Kao $to se moze videti u tabeli 3, ova tehnika se $iroko
primenjuje za pripremu uzoraka vode za analizu ostataka pesticida. Takode, u tabeli 3
navedene su i druge metode za pripremu uzoraka vode za analizu pesticida, koje se nesto

manje primenjuju.
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Tabela 3. Pregled primene metoda pripreme uzoraka i metoda analize u odredivanju ostataka pesticida u uzorcima vode

Hromatografija-Detektor

Pesticidi Matrica Priprema uzorka Hromatografija, Kolona Mobilna faza Detekior Literatura
12, triazini i njihovi Povriinska voda SPE LC, Spherisorb S5 ODS2 Voda/(5 mM fosfatni pufer)/ PDA [88]
metaboliti (LiChrolut EN) (250 mm x 40 mm i.d x 5 um) /Acetonitril

16 pesticida (razli¢itih Povrsinska i podzemna voda LLE GC, Agilent DB-5 Helijum ECD [44]
hemijskih grupa) (30 m x 0,25 mmi.d. x 0,25 pm)

31 pesticid (razli¢itih Povriinska voda SPE LC, Acquity BEH C18 Voda/(0,1% HCOOH)/ ESI-QqQ [31]
hemijskih grupa) (Oasis HLB) (100 mm x 2,1 mm i.d. X 1,7 um) /Acetonitril

9 pesticida (razli¢itih Podzemna voda SPE LC, Acquity BEH C18 Voda/(0,1% HCOOH)/ ESI-QqQ [89]
hemijskih grupa) (Oasis HLB) (100 mm x 2,1 mmii.d. x 1,7 um) /Acetonitril

101 pesticid (razli¢itih Povriinska voda SPE LC, Zorbax Eclipse XDB-C8 Voda/(0,1% HCOOH)/ ESI-TOF [90]
hemijskih grupa) (Sep-pak C18) (15 mm x 4,6 mmi.d. x5 pm) /Acetonitril

12 pesticida (razli¢itih PovrSinska, podzemna i otpadna ~ SPE LC, Uptispher C1s 3HDO Voda/(10 mM NHsOAc)/ ESI - QqQ [91]
hemijskih grupa) voda (Strata-C18) (100 mm x 2 mm i.d x 3 um) /Metanol

14 pesticida (razli¢itih Povrsinska, podzemna i otpadna ~ SPE LC, Atlantis dC18 Voda/(5 mM NH4OAc)/ ESI - QqQ [92]
hemijskih grupa) voda (Oasis HLB) (150 mm x 2 mmi.d. x 5 pm) /Metanol

20 pesticida (razli¢itih Povrsinska i podzemna voda on-line SPE LC, Purospher STAR-RP-18e Voda/Acetonitril ESI - QqQ [93]
hemijskih grupa) (PLRP-s) (125 mm x 2 mm i.d. x 5 pm)

12, karbamati i njihovi Povrsinska voda SPE LC, X-Terra Voda/Acetonitril ESI - QqQ [94]
degradacioni proizvodi (Bond Elut Jr. C18) (250 mm x 4,6 mmi.d. x 5 um)

11 pesticida (razligitih Povrginska voda SBSE GC, Agilent HP-5MS Helijum ElI-Q [95]
hemijskih grupa) (PDMS) (30 m x 0,25 mm i.d. x 0,25 pm)

5, triazini i o Otpadna voda sa farme On-line SPME GC, Varian CP58§0 WCOT Helijum EI-IT [96]
hloroacetamidi (PDMS) (30 m x 0,25 mmi.d. x 0,25 pm)

58 pesticida (razli¢itih SD-DLLME LC, Kinetex C8 Voda/(0,1% HCOOH)/ ESI-TQ [46]

hemijskih grupa)

Povrsinska voda

(50 mm x 3mmi.d. x 2,6 ym )

/Metanol
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Tabela 3. (nastavak)

- - Priprema Hromatografija-Detektor .
Pesticidi Matrica uzoF;ka Hromatografija, Kolona Mobilna faza Detektor Literatura
8 pesticida (razlicitih Povrsinska voda SPME GC, Factor Varian VF-5 Helijum ECD [45]
hemijskih grupa) (30 m x 0,25 mmi.d. x 0,25 um)

16 pesticida (razli¢itih ~ Recna voda, jezerska voda, voda  HF — LPME LC, Zorbax Eclipse XDB-C18 Voda/(0,1% CH3COOH)/ ESI-IT [85]
hemijskih grupa) iz kanala za navodnjavanje (75 mmx 4,6 mmi.d. x 3,5 um) /Metanol
49 pesticida (razli¢itth ~ PovrSinska voda SBSE (PDMS) GC, DB-5 kolona Helijum El - QqQ [97]
hemijskih grupa) (30 m x 0,25 mmi.d. x 0,25 pm)
18, organohlorni Morska voda SBSE (PDMS) GC, DB-5 kolona Helijum El-Q [98]
(30 m x 0,25 mmi.d. x 0,25 um)
27 pesticida (razli¢itih ~ Otpadna voda DAI UHPLC, Zorbax Eclipse XDB C18 0,1% HCOOH/Acetonitril QqLIT [99]
hemijskih grupa) (50 mm x 4,6 mmi.d. x 1,8 um)
5, triazini Povrsinska voda SPE GC, DB-5 kolona Helijum IT [100]
(30 m x 0,25 mm i.d. x 0,25 pm)
5, karbamati Otpadna voda sa farme, LPME GC, DB-5 kolona Helijum NPD [101]
voda za pice (30 mx 0,32 mmii.d. x 0,25 um)
13, organofosforni Povrsinska i podzemna voda, DLLME GC, dual 30 m kapilarne kolone Vodonik NPD,FPD [102]
otpadna voda sa farme
6, organofosforni Jezerska voda SDME GC, HP-5 kolona Vodonik FPD [103]

30 mx 0,32 mmi.d. x 0,25 um

SBSE — engl. Stir-Bar Sorptive Extraction
SDME - engl. Single-Drop Microextraction

DLLME - engl. Dispersive Liquid-Liquid Microextraction

DAI — engl. Direct Aqueous Injection
LPME — engl. Liquid-Phase Microextraction

El — Q —engl. Electron lonization-Quadrupole mass analyzer

QqLIT —engl. Triple Quadrupole Linear lon Trap

ECD - engl. Electron-Capture Detector

NPD - engl. Nitrogen-Phosphorus Detector

FPD — engl. Flame Photometric Detector

ESI-IT — engl. Electrospray lonization-lon Trap

PDA — engl. Photodiode Array Detector

ESI-QqQ — engl. Electrospray lonization-Triple Quadrupole
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Prilikom primene SPE tehnike, do zadrZzavanja analita dolazi tako Sto se teCan uzorak
propusta kroz poroznu ¢vrstu fazu sa velikim afinitetom prema analitu. Analit se kasnije

pogodnim rastvara¢em eluira sa ¢vrste faze [104].

Kolone (ili kertridzi), koje su razvijene specijalno za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi, omogucuju
brz, ekonomski prihvatljiv i efikasan sistem za pripremu uzoraka. Kertridzi mogu biti stakleni
ili polietilenski Spricevi odredene zapremine, koji su punjeni nekim od sorbenata. Da bi se
sorbent zadrzao u kertridzu, ispod i iznad se stavljaju teflonske ili polietilenske frite odredene
poroznosti. Zapremina kertrida se kreée u opsegu od 1 do 60 cm?, a masa sorbenta moze biti
od 0,1 do 10 g [104]. Veli¢ine Cestica materijala za pakovanje su, uglavnom, pre¢nika oko
50 um. Debljina sloja sorbenta je dovoljno mala da dopusti lagan protok uzorka kroz kertridz,

gravitacijom ili uz pomo¢ pritiska ili vakuuma.

Najcesc¢e koriscen SPE sorbent je hemijski modifikovan silika-gel koji sadrzi razlicite
funkcionalne grupe: nepolarne, polarne i jonske. Na osnovu mehanizma zadrzavanja analita
na sorbentu, ekstrakcija na ¢vrstoj fazi moze biti reverzno-fazna, normalno-fazna i
jonoizmenjivacka. Reverzno-fazna ekstrakcija na c¢vrstoj fazi se odvija na nepolarnom
sorbentu sa nepolarnim ili slabo polarnim analitom iz polarne matrice uzorka. Za reverzno-
faznu ekstrakciju najcescée se koriste silikatni materijali sa alkil (Cig i Cg) ili aril grupama, kao
i ugljeni¢ni materijali za ekstrakciju polarnih jedinjenja [105]. Normalno-fazna ekstrakcija na
¢vrstoj fazi podrazumeva interakcije izmedu polarnog analita iz nepolarne matrice uzorka i
polarnog sorbenta. Najéesce se koriste silikatni sorbenti sa polarnim funkcionalnim grupama,
poput -NH> ili -CN. Mehanizam jonoizmenjivacke ekstrakcije na ¢vrstoj fazi zasniva se na

zadrzavanju jona analita na sorbentu sa anjonskim ili katjonskim funkcionalnim grupama.

Prednosti upotrebe organskih polimernih sorbenata su: mogu se koristiti u Sirokom opsegu
pH od 0 do 14, omogucavaju izvodenje multirezidualne analize za uzorke koji sadrze bazna,
neutralna i kisela jedinjenja, bolje zadrzavaju kisele analite bez zakiSeljavanja uzorka, itd.
Upotrebom ovih kertridZa priprema uzorka je pojednostavljena, nije neophodno precis¢avanje
uzorka radi uklanjanja huminskih i fulvo kiselina i smanjena je moguénost kisele hidrolize
drugih analita u multirezidualnoj analitickoj proceduri [105]. Za analizu tragova pesticida
prilikom pripreme uzoraka vode najceSce se koriste polimerni sorbenti, kao Sto je Oasis HLB
(Waters, Milford, SAD) [106-111]. Sastoji se od smole napravljene kombinovanjem

polimera divinilbenzena i N-vinilpirolidona. Divinilbenzen poseduje lipofilne, a N-
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vinilpirolidon hidrofilne osobine. HLB (engl. hydrophilic-lipophilic balance — HLB) sorbent

se moze koristiti za $irok spektar analita (Kisele, bazne i neutralne) jer je stabilan pri pH = 0-
14,

Nakon izbora odgovarajuc¢e kolone, SPE procedura obuhvata Cetiri faze (slika 2):

e kondicioniranje kolone — izvodi se propustanjem rastvaraca kroz kolonu (kertridz)
napunjenu sorbentom (¢vrstom fazom) Sto omogucava aktiviranje Cvrste faze;

e nanoSenje uzorka — uzorak vode se propusta kroz kolonu, a sve komponente
(analit, necistoce, sastojci matrice i sl.) adsorbuju se na ¢vrstu fazu,

e ispiranje kolone — vrsi se propusStanjem rastvaraca koji ¢e odstraniti sastojke
matrice i necistoce, dok analit ostaje vezan za ¢vrstu fazu;

e eluiranje — propustanje pogodnog rastvaraca koji ¢e desorbovati analit sa ¢vrste

faze.
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I y
%
+ @
o o
ispiranje eluiranje
¥ analit + interferiraju¢a komponenta

Slika 2. Prikaz ekstrakcije na ¢vrstoj fazi
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2.5.2. Instrumentalne metode analize

Najcesce analiticke metode koje se koriste za odredivanje pesticida su gasna hromatografija
(GC) koja je pogodna za odredivanje nepolarnih i isparljivih jedinjenja [100, 112, 113] i
teCna hromatografija (engl. liquid chromatography — LC) koja je pogodnija za odredivanje
neisparljivih i termic¢ki nestabilnih polarnih organskih jedinjenja [91-93]. Poslednjih godina
se sve viSe koriste polarni, termicki labilni i manje isparljivi pesticidi, koji se tesko detektuju
pomocu GC, sto prakti¢no znaci da tecna hromatografija uzima primat u analizi pesticida.
HPLC u kombinaciji sa masenim detektorom je postala jedan od vodeéih analitickih alata za
analizu pesticida na nivou ng dm, koji obezbeduju osetljivost, selektivnost i ispunjavaju EU
propise za analizu pesticida u kompleksnim uzorcima kao §to je voda [87]. Medutim,
pouzdana kvantifikacija velikog broja pesticida razli¢itih hemijskih grupa pri niskim

koncentracijama i/ili u sloZenim matricama i dalje predstavlja analiticki izazov.

2.5.2.1. Teéna hromatografija visokih performansi

Princip razdvajanja kod metode te¢ne hromatografije je u razlicitoj raspodeli komponenata
izmedu stacionarne faze (moze biti Cvrsta ili te¢na) i mobilne faze (tecna faza, rastvarac).
Stacionarnu fazu ¢ini nepokretno pakovanje kolone. Medusobne interakcije izmedu
komponenti uzorka i mobilne faze, kao i stacionarne faze, odreduju na Koji nacin ¢e doc¢i do
separacije analita. Molekuli koji formiraju jace veze sa stacionarnom fazom nego sa
mobilnom, sporije eluiraju sa kolone i imaju vecéa retenciona vremena (vreme zadrzavanja
analita na koloni), dok molekuli koji formiraju jace veze sa mobilnom fazom imaju kraca

retenciona vremena [104].

Na osnovu prirode interakcije izmedu stacionarne faze i komponenti uzorka razlikujemo
sledece tipove hromatografije [114] :

e podeona hromatografija — predstavlja naj¢esce korisceni tip hromatografije kod
koje je rastvorljivost analita u dve faze razli¢ita. U zavisnosti od relativne
polarnosti stacionarne i mobilne faze razlikuju se:

- hromatografija sa normalnom fazom — mobilna faza je nepolarna, dok je
stacionarna faza polarna (polarniji analit se duze zadrzava u koloni);
- hromatografija sa reverznom fazom — mobilna faza je polarna, dok je

stacionarna faza nepolarna (manje polarni analit se duze zadrzava u koloni);
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e adsorpciona hromatografija — na stacionarnoj fazi dolazi do fizicke adsorpcije
analita, a usled razlike u jacini adsorpcije komponenti smeSe dolazi do
razdvajanja;

e jonoizmenjivacka hromatografija — materijal stacionarne faze na povrSini ima
naelektrisane jone koji su suprotnog naelektrisanja od jona analita. Joni sa ve¢im
naelektrisanjem i manjim radijusom ostvaruju jace interakcije sa stacionarnom
fazom, a samim tim imaju i duze vreme eluiranja;

e hromatografija razdvajanja po veli¢ini — do razdvajanja komponenti smese dolazi
na osnovu veli¢ine molekula. Veliki molekuli prolaze kroz kolonu, a u porama na
povrsini stacionarne faze zadrzavaju se mali molekuli koji mogu da difunduju

unutar pora.

U zavisnosti od zahteva separacije moze se menjati i mobilna faza. Kao mobilna faza koriste
se razli€iti rastvaraci, pod uslovom da poseduju slede¢e osobine: dobra rastvorljivost analita,
visoka ¢isto¢a, kompatibilnost sa detektorom, mala viskoznost, hemijska inertnost, razumna
cena [114, 115].

Stacionarna faza se sastoji od centralnog jezgra na ¢ijoj povrSini su vezane Zeljene
funkcionalne grupe. Osobine koje stacionarna faza mora da poseduje su: nerastvorljivost u
mobilnoj fazi, stabilnost na promene pritiska, temperature i pH, kao i $to uniformnija
raspodela Cestica [114, 115].

Kod teéne hromatografije visokih performansi stacionarna faza se sastoji od ¢estica veoma
malih dimenzija Sto omogucava veliku kontaktnu povrSinu i ,kao posledicu, visoku mo¢

razdvajanja (visoku rezoluciju), po kojoj je metoda i dobila naziv.

Osnovni delovi HPLC uredaja (slika 3) su:
e rezervoari za mobilnu fazu;
* pumpa;
e sistem za unosenje uzorka (injektor);
e Kkolona (stacionarna faza);
e detektor;

e sistem za snimanje i obradu podataka [114, 115].
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Slika 3. Osnovna Sema HPLC uredaja

2.5.2.2. Masena spektrometrija

U hromatografiji se kvalitativna analiza vr$i na osnovu retencionog vremena, pri ¢emu se
uporeduje retenciono vreme analita iz ispitivanog uzorka sa onim za standardni rastvor,
sniman pod istim eksperimentalnim uslovima. Medutim, retenciono vreme nije dovoljno za
pouzdanu identifikaciju analita, pa se taj problem resava kombinovanjem hromatografije sa
masenom spektrometrijom koja pruza dodatne informacije o analitu. S obzirom na to da su
maseni spektri svake supstance specifi¢ni, omogucena je identifikacija analita sa visokim
stepenom sigurnosti. Tako sprega hromatografije, kao separacione tehnike, sa masenom
spektrometrijom omogucava precizniju identifikaciju supstanci sa istim ili slicnim

retencionim vremenima na osnovu razli¢itih masenih spektara [115, 116].

Masena spektrometrija (engl. mass spectrometry — MS) je analiticka metoda kojom se
razdvajaju naelektrisane cestice prema odnosu mase i naelektrisanja (m/z). Na slici 4 prikazan
je maseni spektrometar koji se sastoji iz jonskog izvora, analizatora, detektora, vakuum
sistema i racunara. U jonskom izvoru dolazi do jonizacije molekula uzorka, koji se zatim
prebacuju u maseni analizator. Zatim analizator razdvaja jone prema odnosu mase i
naelektrisanja. Nakon separacije, signal jona se detektuje i analizira. Svi maseni spektrometri
rade pod visokim vakuumom da bi se medusobno reagovanje jona dovelo na minimum, kao i

da ne dode do njihovog rasprsivanja i neutralizacije [115, 116].
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Maseni spektrometar se sastoji od sledecih delova (slika 4) [115, 116]:

e sistem za unoSenje uzorka;

e jonski izvor — vr$i jonizaciju uzorka;

e maseni analizator — vrsi razvrstavanje jona prema odnosu mase i naelektrisanja (m/z)
koriste¢i elektricno ili magnetno polje ili njihovu kombinaciju. U HPLC-MS
konfiguracijama najcesce se koriste sledec¢i analizatori:

- jonski trap

- kvadrupolni jonski filter

- analizator vremena preleta (engl. time of flight — TOF)
- ili njihove kombinacije

e detektor — registruje prisustvo i relativnu koncentraciju izdvojene jonske vrste;

e vakuum sistem — sprecava da se joni na svom putu od jonskog izvora do detektora
sudaraju;

e racunar — vr$i obradu podataka. Kao krajnji rezultat daje vizuelnu i trajnu registraciju

elektri¢nih signala detektora. Svakoj jonskoj vrsti odgovara po jedan pik, a skup svih

pikova ¢ini maseni spektar uzorka.

Jonski izvor

Maseni analizator

Skimer

Jonski trap
Jonska optika . {\A' /’\/

s Detektor
— = 2 { -
L —

0 e E— .-
_— = G- X .
o / : Elektronski
Vakuum \. . multiplikator

Slika 4. Prikaz masenog spektrometra
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Tehnike jonizacije koje se koriste u masenoj spektrometriji su brojne. Jonizacija uzorka u
jonskom izvoru se moze izvesti na nekoliko nacina [115-117]: termosprej jonizacija (engl.
thermospray ionization — TS), jonizacija elektronskim udarom (engl. electron impact
ionization — EI), hemijska jonizacija (engl. chemical ionization — CI), hemijska jonizacija na
atmosferskom pritisku (engl. atmospheric pressure chemical ionization — APCI), elektrosprej
jonizacija (engl. electrospray ionization — ESI), itd. Termosprej, elektrosprej i hemijska
jonizacija na atmosferskom pritisku su pogodne za jonizaciju neisparljivih i termonestabilnih
jedinjenja. Jonizacija elektronskim udarom i hemijska jonizacija mogu da se koriste samo u

slucaju kada su analiti u gasovitom stanju [115, 117].

APCI i1 ESI su naj¢es¢e koriséene tehnike jonizacije prilikom HPLC-MS analize tragova
zagadujucih supstanci u zivotnoj sredini [118, 119]. ESI se koristi za analizu polarnih analita,
ali 1 u analizi manje polarnih jedinjenja, zbog Cega se vecina analiticara opredeljuje za ovu

tehniku. APCI se koristi za analizu jedinjenja srednje i male polarnosti.

Nastanak jona elektrosprej jonizacijom (slika 5) postize se pomocu finog spreja tecnosti u
prisustvu jakog elektricnog polja, pri ¢emu dolazi do desolvatacije jona analita na
atmosferskom pritisku. Uzorak rastvoren u isparljivom, polarnom rastvaracu u struji azota se
raspriuje kroz ¢eli¢nu kapilaru ¢iji je vrh pod visokim naponom (3-6 kV). Uzorak napusta
kapilaru u vidu aerosola sastavljenog od visoko naelektrisanih kapljica. U zavisnosti od
polarnosti elektricnog polja kapljice poseduju pozitivno, odnosno negativno naelektrisanje.
Usled isparavanja rastvaraca dolazi do smanjivanja povrsine kapljica i u jednom trenutku,
kada povrSinski napon ne moze da izdrzi nagomilano naelektrisanje, dolazi do eksplozije

kapljica. Ovaj proces se ponavlja i kao rezultat se dobijaju joni analita, oslobodeni od

rastvaraca, koji kroz jonsku kapilaru stizu do analizatora [116, 120].
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Slika 5. Prikaz elektrosprej jonizacije

U zavisnost od elektri¢nog polja, ESI tehnikom se dobijaju protonovani ili deprotonovani
molekuli ([M+H]*, odnosno [M-H]). Cesta je pojava i visestruko naelektrisanih jona, tipa
[M+nH]"™ ili [M-nH]™, kao i adukata jona sa rastvaratem ([M+R+H]*, odnosno [M+R-H]).
Nastankom visestruko naelektrisanih jona, molekuli sa velikom molekulskom masom se
pojavljuju na nizim m/z vrednostima. Ovo povec¢ava merni opseg analizatora, $to omogucava
analizu molekula sa velikom molekulskom masom upotrebom jeftinijih analizatora. Na
proces jonizacije, kao i na ja¢inu ESI signala, utiCu osobine mobilne faze (isparljivost,
viskoznost, povrsinski napon, provodljivost, dielektri¢na konstanta, koncentracija elektrolita i
pH) i fizicko-hemijske osobine analita (pKa-vrednost, hidrofobnost, povrsinska aktivnost,

kiselo-bazna svojstva, itd.) [121].

Maseni analizator vrsi razvrstavanje jona prema odnosu mase i naelektrisanja (m/z) koristeci
elektri¢no ili magnetno polje ili njihovu kombinaciju. Jonski trap je maseni analizator u kome
mogu da se analiziraju ili ¢uvaju joni primenom kvadrupolnog radiofrekventnog elektricnog
polja. Sastoji se iz tri elektrode, jedne u obliku prstena i dve tanjiraste elektrode koje
zatvaraju trap sa obe strane (slika 6). Joni ulaze i napustaju trap kroz otvore na tanjirastim
elektrodama. Dovodenjem radiofrekventnog signala na prstenastu elektrodu postize se
skladistenje jona u trapu, Sto dovodi do stvaranja polja unutar prstena, dok su tanjiraste
elektrode uzemljene. U centralnom delu trapa joni imaju ograni¢eno kretanje u aksijalnom
pravcu, dok se u radijalnom pravcu ubrzavaju prema tanjirastim elektrodama i nisu zadrzani.
Menjanjem smera elektricnog polja svaki put kada se joni priblize elektrodama postize se

istovremeno zadrzavanje jona u oba pravca [116].

29



Prstenasta elektroda

Jonski

izvor Detektor
Tanjirasta Tanjirasta
elektroda elektroda

Slika 6. Prikaz jonskog trapa

Joni koji su proizvedeni eksterno na ulasku u jonski trap imaju vrednosti kineticke energije
koje onemogucavaju njihovo efikasno zadrzavanje. Ovaj problem se resava tako $to se u trap
uvodi gas helijum pri pritisku od oko 0,13 Pa. Putem elasti¢nih sudara jona sa atomima
helijuma umanjuje se njihova kineti¢ka energija i samim tim Se joni grupi$u U centru trapa.
Pozitivni efekti se mogu videti i kada je rezolucija u pitanju, jer je rasipanje jona u toku
masene analize slabo, omogucuju¢i da se joni istog m/z odnosa izbacuju u kompaktnim
paketima. Postoji ograni¢enje u broju jona koji se mogu ¢uvati u trapu, usled odbojnih
kulonovih sila. Kada se dostigne zasi¢enje trapa dolazi do smanjenja rezolucije i osetljivosti
[115, 116]. Glavni nedostatak ovog masenog analizatora je ograni¢en dinamicki opseg, usled

ograni¢enog broja jona koji mogu biti prisutni u trapu.

Nakon razvoja tandem masene spektrometrije (MS/MS ili MS?) postala je moguéa
precizna i pouzdana detekcija veoma niskih koncentracija analita u kompleksnim matricama.
Tandem masena spektrometrija koristi dve faze masene analize. Prva faza je izolovanje jona
od interesa, dok je druga faza analiza fragmenata nastalih npr. pri sudaru jona sa inertnim
gasom (argonom ili helijumom). Ova dvostepena analiza moze se izvrSiti tandemom u
vremenu ili tandemom u prostoru. Tandem u vremenu znaéi da se analize izvode u istom

prostoru, ali u razli¢ito vreme. Tandem u prostoru zna¢i da su dva masena spektrometra
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vezana serijski i da se analize simultano izvode, ali su prostorno odvojene. ReSenje problema
identifikacije i kvantifikacije analita koji imaju istu molekulsku masu, ali razli¢ite fragmentne
jone, ili jedinjenja koje nije moguce potpuno hromatografski razdvojiti je upravo tandem
masena spektrometrija [115, 116]. Ipak, da bi se postiglo povecanje signala analita i smanjio

uticaj matrice, odredeni stepen razdvajanja je potreban.

Graficki prikaz odgovora masenog detektora u toku vremena predstavlja maseni
hromatogram. Kada se u toku rada izabere snimanje celog masenog spektra dobija se ukupni
jonski hromatogram (engl. total ion chromatogram — TIC). Registracijom samo odredenog
jona od interesa dobija se hromatogram odabranog jona (engl. selected ion monitoring —
SIM), a ukoliko se odabere detektovanje jona koji je nastao kao rezultat fragmentacije
odredenog jona dobija se hromatogram odabrane reakcije (engl. selected reaction monitoring
— SRM) [115, 116].

Kombinovanjem te¢ne hromatografije sa tandem masenom spektrometrijom (HPLC-MS/MS)
dobijena je visoko selektivna i osetljiva tehnika za analizu velikog broja pesticida, ¢ak i u
kompleksnim matricama, ¢ime je znacajno pojednostavljena priprema uzorka [91, 122, 123].
Bez sumnje, elektrosprej jonizacija i hemijska jonizacija na atmosferskom pritisku, koje
omogucavaju jonizaciju Sirokog spektra supstanci, odgovorni su za sve veci uspeh ove
metode u analizi tragova analita u razliitim matricama. Medutim, jedno od ograni¢enja jeste
pojava uticaja matrice koji moze dovesti do pogresne kvantifikacije [124]. Zbog toga se pre
same hromatogramske analize vr8i 1 priprema uzorka koja podrazumeva predkoncentrisanje i
preciS¢avanje od jedinjenja koja se nalaze u matrici (npr. huminske kiseline) i koja se lako
eluiraju i mogu izazvati probleme prilikom analize. Sadrzaj huminskih kiselina u povrsinskoj
vodi obi¢no se kre¢e izmedu 1-5 mg dm, mada, u nekim sluajevima, ova vrednost moze
dosti¢i i vise od 10 mg dm [125]. Uticaj matrice definiSe se kao supresija ili povecanje
signala prilikom jonizacije analita, pri ¢emu komponente matrice koeluiraju sa analitom i
mogu dovesti do promene efikasnosti njegove jonizacije. Na taj nacin, komponente matrice
uti¢u na ponovljivost i tacnost razvijene metode $to dovodi do pogresne kvantifikacije [124,
126]. Uticaj matrice izrazava se kao odnos signala analita u matrici i signala analita u
rastvaracu, izrazen u procentima. Uticaj matrice od 100% oznacava da su signali isti i da nije
doslo do uticaja matrice, dok se vrednosti od 100 + 20% smatraju prihvatljivim. Supresija
signala, kao posledica uticaja matrice, je ¢eS¢a pojava od povecanja intenziteta signala,

posebno u slucajevima gde se analizira veliki broj jedinjenja prisutnih u tragovima u
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kompleksnim matricama. Mehanizam i poreklo uticaja matrice u HPLC-MS analizi i dalje
nisu potpuno objasnjeni, ali mogu biti rezultat kompeticije analita i neisparljivih
komponenata matrice za mesto na povrsini kapljice prilikom prelaska jona iz tecne u gasovitu
fazu. Takode, molekuli sa veéom masom mogu prikrivati signal manjih molekula
formiranjem vec¢ih kompleksa koji ¢esto imaju veu moguénost jonizacije, a polarniji
molekuli su podlozniji supresiji jona [127]. Pretpostavlja se da adsorpcija analita na
neisparljivim komponentama matrice moze dovesti do supresije signala kada se koristi APCI
jonizacija. Prilikom koris¢enja ESI jonskog izvora za analizu organskih baza dolazi do
smanjenja signala u prisustvu drugih organskih baza u matrici. Pokazano je da jedinjenja sa
visokim afinitetom ka protonima, kao i jedinjenja koja mogu da formiraju jonske parove sa

jonima analita, vrse supresiju signala prilikom elektrosprej jonizacije [127-132].

Postoji nekoliko nacina da se otkloni ili bar smanji uticaj matrice, kao na primer selektivnija
ekstrakcija, efikasnije pre¢iscavanje ekstrakta uzorka, kao i re-optimizacija hromatografske
metode za postizanje potpunog razdvajanja komponenti uzoraka. Ponekad, ovi pristupi nisu
efikasni pa mogu dovesti do gubitaka analita ili do povecanja vremena analize. Medutim,
problem uticaja matrice moze se otkloniti upotrebom odgovarajucih kalibracionih tehnika,
kao $to su: eksterna kalibracija sa upotrebom standarda u matrici (engl. matrix-matched
standard — MMS) [89, 131, 132], metoda internog standarda, metoda standardnog dodatka ili
razblazivanje ekstrakta [89, 124, 126, 131, 132]. Najbolji nadin da se proceni uticaj matrice je
da se uporedi signal analita u Cistom rastvaracu sa signalom analita u ekstraktu matrice.
Metoda interne kalibracije, kori§¢enjem izotopski obelezenih analita kao internih standarda,
je veoma pouzdana. Medutim, za primenu ove metode, kada je potrebno odrediti veliki broj
analita u jednom analitickom postupku, neophodno je koristiti vec¢i broj internih standarda
koji odgovaraju razli¢itim analitima u smesi, a oni nisu uvek dostupni ili su skupi. U literaturi
se Cesto preporucuje metoda standardnog dodatka, koja je pouzdana i znacajno poboljsava
tacnost i preciznost odredivanja, ali zahteva dosta vremena jer se za svaki uzorak mora

napraviti posebna kalibraciona kriva [126, 132-134].

S obzirom na to da je jedan od ciljeva ovog rada razvoj multirezidualne metode za
identifikaciju i kvantifikaciju pesticida u uzorcima povrsinske, podzemne i otpadne vode
HPLC-ESI-MS metodom, potrebno je obratiti paznju na pouzdanu i nedvosmislenu potvrdu
prisustva analita koji su detektovani u uzorcima. Dve najintenzivnije reakcije fragmentacije

(prva za kvantifikaciju, druga za potvrdu) za svaki analit koris¢ene su da se zadovolje
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kriterijumi direktive 96/23/EC [135]. Pra¢enjem dve SRM reakcije fragmentacije po analitu
smanjuje se rizik za pojavu laznih pozitivnih rezultata i dostize se minimalan broj
identifikacionih ta¢aka potrebnih za pouzdanu identifikaciju i potvrdu prisustva analita prema
direktivi 2002/657/EC [136]. Pozitivna identifikacija analita u uzorku mora striktno da
ispunjava dva kriterijuma [137]: (1) retenciono vreme analita u uzorku mora biti u opsegu od
+ 0,2 min od retencionog vremena analita u standardnom rastvoru; (2) relativni intenzitet
fragmentnih jona analita u uzorku mora biti u opsegu + 30% od onih dobijenih za standardni
rastvor. Pomenuta pravila proistekla su iz direktiva koje su ustanovljene za pouzdanu
identifikaciju tragova odredenih supstanci u hrani, ali se Siroko primenjuju i U analizi uzoraka

iz zivotne sredine [27, 33, 62, 93, 138].
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Odabrani pesticidi i priprema koriSc¢enih rastvora

Za istrazivanje je odabrano 14 pesticida iz 7 razli¢itih hemijskih grupa. U tabeli 4 dat je
pregled ispitivanih pesticida, njihove strukturne formule i molarne mase (M). Odabrani su
neki od najceSce koriS¢enih pesticida u Srbiji: monokrotofos, karbendazim, imidakloprid,
acetamiprid, dimetoat, monuron, simazin, karbofuran, karbaril, atrazin, propazin, linuron,
malation 1 tebufenozid. Analiticki standardi pesticida visoke €istoc¢e (> 90%) obezbedeni su iz
Riedel-de Haén (Seelze, Nemacka). Pojedinacni standardni rastvori pesticida pripremljeni su
u metanolu pri koncentraciji od 100 pgcm?. Standardni rastvor smeSe pesticida,
koncentracije 1 pgcm®, napravljen je razblazivanjem metanolom sme$e po 1cm?
pojedina¢nih standarda svakog pesticida koncentracije 100 g cm™ u normalnom sudu od
100 cm®. Svi rastvaraci bili su analiti¢ke Gistoée i nabavljeni su od proizvodaca Fluka (Buchs,
Svajcarska) ili Sigma-Aldrich (Steinheim, Nemacka). Dejonizovana voda dobijena je
propustanjem destilovane vode kroz GenPure sistem za precis¢avanje vode (TKA,

Niederelbert, Nemacka).

3.2. Snimanje masenih spektara pesticida

Maseni spektri dobijeni su pomoc¢u LCQ Advantage (Thermo Fisher Scientific, Valtham,
SAD) masenog spektrometra sa jonskim trapom. Korisc¢ena je tehnika elektrosprej jonizacije
(ESI). Maseni spektri svakog ispitivanog pesticida dobijeni su direktnim unoSenjem
standardnih rastvora pesticida (10 pg cm®) u maseni spektrometar. Tom prilikom je podesena
osetljivost instrumenta za odabrane jone ispitivanih pesticida. Optimalni radni parametri
jonskog izvora su sledeci: temperatura kapilare (290 °C), protok glavnog gasa (26 au), protok
pomocénog gasa (4 au) i napon izvora 4,5 kV. Pri odredivanju pesticida kao prekursor joni
kori$c¢eni su protonovani molekuli [M+H]", osim kod tebufenozida gde je kao prekursor jon

kori$¢en adukt sa natrijumom [M+Na]".
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Tabela 4. Pesticidi odabrani za analizu

Pesticid M Strukturna formula Pesticid M Strukturna formula
(g molt) (g mol)
OCONHCH,
N (@]
Monokrotofos 223 /P(OCH3)2 Karbofuran 221 CHs
CH;NHCOCHC(CH;)O
CHs
OCONHCH
S 3

\
Dimetoat 229 P P(OCHy), | Karbaril 201
CH;NHCOCH,S

s CIYNYNHCHQCHg
I \
Malation 330 (C|—|30)2PSC‘:HCH2COOCH2CI—|3 Simazin 201 N_ _N
COOCH,C
HeCh NHCH,CH;
NO, cl N NHCHCH,
o N . T
Imidakloprid 255 N— k v | Atrazin 215 N_ __N
a—( )N N
NHCH(CH,),
Ch__N.__NHCH(CHy),
- CH3>:N CN \‘r
Acetamiprid 222 CI4<\:/>70H27N\CI-|3 Propazin 229 N N
NHCH(CHs),
! o
Karbendazim 191 N Linuron 248 o NHCONOCH:
%NHCOOCHE
N cl

o)
cHacHQO—{ ClCHs  Chs
Tebufenozid 352 H/NN%Q Monuron 198 CI—@fNHCON(CHm
o

CHy

3.3. Optimizacija hromatografskog razdvajanja pesticida

U ovom radu koris¢en je Surveyor HPLC sistem (Thermo Fisher Scientific, SAD).
Razdvajanje je vrseno na Zorbax Eclipse® XDB-C18 koloni (Agilent Technologies, Santa
Clara, Kalifornija, SAD) sa reverznom fazom, dimenzija 75 mm x 4,6 mm i.d. i veli¢ine
Cestica 3,5 um. Ispred hromatografske kolone postavljena je predkolona istog proizvodaca,

dimenzija 12,5mm x 4,6 mm x5 um. Mobilna faza se sastojala od dejonizovane vode,
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metanola i 10% rastvora sir¢etne kiseline. Optimizovanjem razli¢itih gradijenata mobilne
faze pokazano je da se optimalno hromatografsko razdvajanje pesticida postize koris¢enjem
gradijenta prikazanog u tabeli 5. Pocetni uslovi su ponovo uspostavljeni i zadrzani 15 minuta.

Protok mobilne faze bio je 0,5 cm® min™. U HPLC sistem je unoseno 10 pl uzorka.

Tabela 5. Sastav i gradijent mobilne faze za hromatografsko razdvajanje pesticida

VREME PROTOK H20 CHsOH 10% CH3COOH
(min) (cm?® min™?) (%) (%) (%)
0,00 0,5 66,0 33,0 1,0
7,50 0,5 41,0 58,0 1,0
15,00 0,5 0,0 100,0 1,0
15,10 0,5 66,0 33,0 1,0
30,00 0,5 66,0 33,0 1,0

3.4. Optimizacija HPLC-MS/MS parametara

Nakon izbora odgovarajute mobilne faze, ponovo je podeSena osetljivost masenog
spektrometra i optimizovani su instrumentalni uslovi za nedvosmislenu identifikaciju tragova
odabranih pesticida. Standardni rastvor svakog analita koncentracije 10 pg cm™ unosen je u
tok mobilne faze. Za svaki analit su snimljeni maseni spektri u reZimu pozitivne jonizacije u
opsegu m/z 50-500. Najintenzivniji joni u MS spektru su dalje fragmentisani uz optimizaciju
energije sudara za dobijanje najintenzivnijeg i najstabilnijeg fragmentnog jona. Na osnovu
rezultata MS" analize, izabrane su karakteristiCne reakcije fragmentacije za kvantitativno
odredivanje svakog analita u kona¢no razvijenoj HPLC-MS/MS metodi. Za svaki analit, u
rezimu prac¢enja odabrane reakcije fragmentacije (SRM) izvrSena je optimizacija Sirine
opsega izolacije prekursor jona, izbor optimalne energije sudara i identifikacija
najintenzivnijeg fragmentnog jona. Najosetljivija reakcija u SRM rezimu izabrana je za
kvantifikaciju. Takode je razvijena i metoda za potvrdu prisustva pesticida u realnim

uzorcima, za svaki pesticid posebno, pod prethodno pomenutim hromatografskim uslovima.

SRM detekcija podeljena je na pet vremenskih segmenata, a u svakom segmentu su
sakupljani podaci za maksimalno cetiri analita. Naime, koris¢enje tandem masene

spektrometrije generalno omoguc¢ava analizu bez potpune hromatografske separacije analita.
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S obzirom na to da se osetljivost MS detektora smanjuje sa povecanjem broja istovremeno
zabeleZenih reakcija, ipak je neophodan odredeni stepen razdvajanja kako bi se omogucilo
pracenje manjeg broja reakcija fragmentacije u razli¢itim vremenskim segmentima tokom

analize.

3.5. Optimizacija ekstrakcije tragova pesticida na ¢vrstoj fazi

3.5.1. Izbor odgovarajuéeg sorbenta i rastvaraca za eluiranje

Detaljnim pregledom literature utvrdeno je da se za ekstrakciju ostataka pesticida iz vode
koristi nekoliko poznatih vrsta sorbenata razli¢itih proizvodaca [4, 42, 43, 86, 91, 139, 140].

Za ovo istrazivanje upotrebljeni su sledeci sorbenti:

OASIS HLB sorbent je proizvod americke kompanije Waters. To je vodonatopivi,
makroporozni kopolimer napravljen od dva izbalansirana monomera, hidrofilnog N-
vinilpirolidona i lipofilnog divinilbenzena. Takav sastav daje mu veéu reverzno-faznu
sposobnost za zadrzavanje polarnih analita. Efikasan je za Cestice pre¢nika 60 um, pa ¢ak i do
5 pm, a moze se primenjivati za kisela, bazna i neutralna jedinjenja i u sredini koja moze
imati bilo koju pH vrednost (pH = 0-14). Pozitivna osobina je i to $to u radu sa njim nema
opasnosti od susenja sorbenta usled potpunog prolaska rastvora. U ovom istraZivanju

koris¢en je OASIS HLB kertridz (200 mg/6 cm®) firme Waters, Milford, SAD.

SUPELCLEAN ENVI-18 sorbent je namenjen za analiziranje sadrzaja vodenih uzoraka iz
zivotne sredine. Sastoji se od polimerno vezanih C18-grupa (17% C). Pogodan je za rad pri
ekstremnim pH-vrednostima, a pokazao se odli¢nim za ekstrakciju herbicida i fungicida iz
otpadnih voda. Mehanizam zadrzavanja ciljnog jedinjenja je reverzno-fazni. U ovom
istrazivanju koris¢en je Supelclean ENVI-18 kertridz &ija je zapremina 6 cm®, a masa

pakovanog sorbenta 500 mg (firme Supelco, Belfont, SAD).

DIJATOMEJSKA ZEMLJA. Pored pomenutih industrijski proizvedenih kertridza, u ovom
istrazivanju koris§¢eni su i kertridzi pripremljeni u laboratoriji. Dijatomejska zemlja

(dijatomit) predstavlja prirodnu sedimentnu stenu koja je nastala od fosilnih ostataka diatoma,
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najcesSce vrste fitoplanktona. UobicCajen hemijski sastav dijatomita je: oko 89% SiO2, 3,8%
Al>O3z, 1% Fe;03, 2,5% Na0, 2,5% K20, 0,5% CaO, 0,5% MgO i 0,2% TiO,. Usled velike
poroznosti dijatomit je lagan, a zbog mekoce se lako usitnjava do praska sa abrazivnim
svojstvima. Kertridzi sa dijatomejskom zemljom (Sigma-Aldrich) su pripremljeni na sledeci
nacéin: sorbent mase 1000 mg pakovan je izmedu dve porozne frite u praznoj SPE koloni,

zapremine 6 cm®.

Kao rastvaraci za eluiranje koris¢eni su:
a) Cist metanol
b) smesa metanol-dihlormetan, u zapreminskom odnosu 1:1
c) smeSa metanol-acetonitril, u zapreminskom odnosu 1:1

d) smesa metanol-etilacetat, u zapreminskom odnosu 1:1

Za ovaj eksperiment uzorak vode pripremljen je na sledeéi na¢in: u 100 cm® dejonizovane
vode, bez prethodno podesene pH-vrednosti (pH ~ 4,5), dodat je rastvor smese pesticida tako
da koncentracija svakog analita u finalnom ekstraktu bude 100 ngcm=. Pre nanosenja
uzorka, vrseno je kondicioniranje pakovanja kolone za $to vecu sposobnost zadrzavanja
pesticida iz uzorka. Kondicioniranje je vr$eno laganim nanoSenjem 5cm® odabranog
rastvaraca za eluiranje, a zatim 10 cm?® dejonizovane vode. Nakon nano$enja uzorka, punjenje
je suSeno 5-10 min na vakuumu. Za ekstrakciju analita sa pakovanja koris¢en je odabrani
rastvara¢ za eluiranje u zapremini od 10 cm®. Uparavanje do suva dobijenog ekstrakta vrseno
je u blagoj struji azota u vodenom kupatilu na temperaturi od 30 °C. Zadnji korak procedure
ekstrakcije je rekonstituisanje sa 1 cm® metanola, zatim homogenizovanje pomoéu Vorteks
aparata i filtriranje kroz PVDF (poliviniliden-difluorid) filter, veli¢ine pora 0,45 um (Roth,
Karlsruhe, Nemacka) u bocicu za autosempler. Procedura ekstrakcije na c¢vrstoj fazi

prikazana je naslici 7.
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Uzorak:
100 cm? vode, koncentracije 1 ng cm-2

4

SPE kolone:
OASIS HLB (200 mg/6 cm?)
SUPELCLEAN ENVI-18 (500 mg/6 cm?3)
DIJATOMEJSKA ZEMLJA (1000 mg/6 cm?3)

4

Kondicioniranje kolone:
5 cm3 rastvora za eluiranje a), b), c) ili d),
respektivno;
10 cm? dejonizovane vode

|

Nanosenje uzorka

AV

Susenje kolone:
5-10 min na vakuumu

|

Eluiranje:
10 cm? rastvora za eluiranje a), b), c) ili
d), respektivno

U

Uparavanje do suva

A4

Rekonstituisanje sa 1 cm?3
metanola, filtriranje

Slika 7. Procedura ekstrakcije na ¢vrstoj fazi



3.5.2. Izbor optimalne pH-vrednosti uzorka

Nakon eksperimenta na osnovu kojeg su izabrani optimalni sorbent i eluent koji ¢e se dalje
koristiti u radu, odredivana je optimalna pH-vrednost uzorka. Uticaj pH-vrednosti uzorka na
prinos ekstrakcije ispitivan je na vrednostima 2,0 4,5 i 6,0. Vrednosti pH iznad 6,0 nisu
istraZene jer je ranije pokazano da vrednosti preko 6,0 (ukljucujuéi i 7,5 kao proseénu pH-
vrednost prirodnih voda) nisu povoljne za ekstrakciju nekoliko pesticida odabranih u ovoj
studiji [141]. Za podeSavanje pH-vrednosti koris¢en je rastvor hlorovodoni¢ne kiseline
koncentracije 1 mol dm i rastvor amonijaka koncentracije 5 mol dm. Svi reagensi bili su
analiti¢ke Cisto¢e. Za ovaj eksperiment uzorak dejonizovane vode od 100 cm? pripremljen je
tako Sto je podeSena pH na jednu od ispitivanih vrednosti, a zatim je uzorku dodat rastvor
smese pesticida tako da koncentracija svakog analita u finalnom ekstraktu bude 100 ng cm.
Procedura ekstrakcije na c¢vrstoj fazi je izvedena na isti nacin kao i1 kod prethodnih

eksperimenata.

3.5.3. Izbor optimalne zapremine uzorka

Slede¢i korak u optimizaciji metode ekstrakcije na ¢vrstoj fazi je odredivanje optimalne
zapremine uzorka. Pri ovom odredivanju vrSen je odabir izmedu slede¢ih vrednosti
zapremina: 100 cm3, 250 cm3, 500 cm® i 1000 cm®. Zapremina krajnjeg ekstrakta u svim
izvedenim eksperimentima je bila 1 cm? pri ¢emu je postignuto predkoncentrisanje uzorka od
100, 250, 500 i 1000 puta. U sve uzorke vode sa podesenom vredno$¢u pH = 6 dodata je ista
zapremina rastvora sme$e pesticida razli¢itih koncentracija tako da je krajnja koncentracija
analita u finalnom ekstraktu za sve uzorke bila 100 ng cm™. Ekstrakti su dobijeni na isti nagin

kao i kod prethodnih eksperimenata.

3.5.4. Validacija metode

Parametri koji su ispitivani prilikom validacije metode u ovom radu su prinos i ponovljivost
metode, linearnost, granica detekcije (LOD) i granica kvantifikacije (LOQ). Nakon razvoja i
optimizacije metode, ista je testirana na realnim uzorcima podzemne i povrSinske vode, koji
su pripremljeni tako da sadrze odabrane pesticide u koncentracijama 40 ngdm? i
200 ng dm3. U kona¢no dobijenim ekstraktima odekuju se koncentracije od 10 ngcm? i

50 ng cm™. Prethodnom analizom uzoraka podzemne i povrsinske vode utvrdeno je da ne
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sadrZe tragove posmatranih analita. Pre dodatka rastvora smese pesticida uzorci podzemne i
povrsinske vode filtrirani su kroz filtere od staklenih vlakana poroznosti <1 pum (Whatman
GmbH, Dassel, Nemacka). Pripremljeni uzorci vode analizirani su prema optimizovanoj SPE

proceduri.

Prinosi metode i ponovljivost (izrazena kao relativna standardna devijacija, RSD) utvrdeni su
putem intra-dnevnih (tri probe istog uzorka u jednom danu) i inter-dnevnih analiza (po tri
probe istog uzorka u tri dana u nizu). Granice detekcije i kvantifikacije razvijene metode za
svaki pesticid su izraCunate koriste¢i odnos signala i Suma (engl. signal to noise — S/N) iz
SRM masenih hromatograma uzoraka podzemne i povrSinske vode sa dodatom smesom
pesticida u koncentraciji od 40 ng dm=. LOD i LOQ su odredene kao najmanje koncentracije
analita koje je moguce detektovati sa S/N odnosom od 3 i 10, respektivno. Linearnost
analiticke metode definiSe se kao mogucnost da se u datom opsegu detektuje signal koji je
direktno proporcionalan koncentraciji ili koli€ini analita. Takode, u toku validacije analiticke
metode potrebno je odrediti i uticaj matrice poredenjem intenziteta signala analita u ¢istom

rastvaracu i u rastvoru koji odgovara matrici uzorka.

3.6. Kalibracija

Kao metoda kalibracije koris¢ena je metoda eksterne kalibracije sa standardima Kkoji
odgovaraju matrici uzorka. Prilikom optimizacije analiticCke metode, standard je pripremljen
tako Sto je dejonizovana voda prolazila kroz istu SPE proceduru, uporedo sa uzorkom, a
nakon uparavanja ekstrakta dodato je 1 cm? standardnog rastvora pesticida, koncentracije
100 ng cm™. Za eksperimente sa uzorcima povrsinske i podzemne vode, za svaku vrstu vode
pripremljeno je 5 kalibracionih rastvora koncentracija 10, 25, 50, 100 i 250 ng cm, kako bi
se formirala eksterna kalibraciona kriva sa pet tacaka, pri ¢emu je standardni rastvor analita
dodat u ekstrakte slepe probe nakon SPE procedure. Standardi koji odgovaraju matrici uzorka
pripremljeni su za svaki tip vode, tj. za svaku grupu uzoraka istog izvora (npr. iste reke). Pre
pripreme kalibracionih rastvora, utvrdeno je da slepe probe svih tipova vode ne sadrze

tragove odabranih pesticida.
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3.7. Oblast uzorkovanja i uzimanje uzoraka povrsinske i podzemne vode

Dunavski sliv na teritoriji Srbije moze se podeliti na gornju i donju deonicu. Prva deonica
sliva pokriva podrucje od madarske granice do Beograda. Druga deonica pokriva podrucje od
Beograda do granice sa Bugarskom, ukljucujuci i akumulaciona jezera hidroelektrana (HE)
Derdap 11 Perdap 11, koja se nalaze u pograni¢nom podrucju sa Rumunijom. Sliv reke Dunav
na teritoriji Srbije ¢ine podslivovi reka Tise, Save i Morave. Podsliv reke Tise je najveéi u
slivu Dunava (157186 km?), a prema proticaju Tisa je druga po veli¢ini pritoka Dunava. Reka
Tisa je najduza pritoka (966 km) Dunava, medutim, samo 5% (164 km) njenog slivnog
podru¢ja nalazi se na teritoriji Srbije. Reka Sava je druga po veli¢ini pritoka Dunava i
predstavlja jedan od najznadajnijih basena u regionu (95419 km?). Ova reka je po vodnosti
najveca pritoka Dunavu na teritoriji Republike Srbije. Donji tok ove reke (u duzini od
206 km) protice kroz Srbiju i uliva se u Dunav u Beogradu. Reka Morava je duga 185 km, sa
povr§inom sliva od 6126 km?, a uliva se u Dunav severoistoéno od Smedereva. Jo$ jedna

pritoka Dunava u Srbiji je reka Pek, duga 129 km sa slivnom povrsinom od 1230 km?,

Poljoprivredno zemljiste ¢ini oko 66% ukupne povrSine Republike Srbije. Glavna
poljoprivredna podrucja su regioni juzno i severno od reka Save i Dunava, ukljucujuéi i
dolinu reke Morave. Poljoprivredno zemljiste duz reke Dunav uglavnom se Koristi za
uzgajanje zitarica (Kukuruza i pSenice kao najrasprostranjenijih, kao i suncokreta, je¢ma, ovsa
i razi), pa je stoga koli¢ina pesticida koja se koristi u ovom podrucju znatno visa nego u

ostalim podru¢jima.

Pracenje stanja zagadenosti vode najéeSce koriS¢enim pesticidima u Srbiji vrSeno je na
Sesnaest mesta uzorkovanja (tabela 6 i slika 8), dvanaest na reci Dunav i Cetiri u podrucjima
ulivanja pritoka u Dunav: reke Tise (1 km pre us¢a), reke Save (5 km pre usca), reke Morave
(1 km pre usca) i manje pritoke - reke Pek (8 km pre usc¢a). Ukupno je ispitano oko 410 km
toka reke Dunav. Tri mesta uzorkovanja (Ledinci, Novi Sad, Stari Banovci, S1-S3) nalaze se
u gornjoj deonici sliva Dunava u Srbiji. U donjoj deonici, Sest mesta uzorkovanja
(Smederevo, Kovin, Ram, Veliko Gradiste, Donji Milanovac i Tekija, S4-S9) se nalaze pre
HE Perdap I, dva mesta uzorkovanja (Kladovo i Kusjak, S10 i S11) se nalaze pre HE Derdap
I, a jedno mesto uzorkovanja (Radujevac, S12) se nalazi nizvodno od akumulacije HE
Derdap 1.
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Uzorci vode prikupljani su u dvanaest kampanja uzorkovanja, u junu i oktobru 2009. godine,
februaru, aprilu, maju, junu, septembru i oktobru 2010. godine, u junu, septembru i novembru
2011. i u aprilu 2012. godine. Mesta uzorkovanja povrSinske vode ukljucivala su
poljoprivredna, Sumska i gradska podrucja (slika 8). ZemljiSte u blizini mesta uzorkovanja na
pritokama Dunava — Tisi, Moravi i Peku (S13, S15 i S16), kao i u blizini mesta uzorkovanja
Kovin (S5) i Kusjak (S11), uglavnom se koristi u poljoprivredne i Sumske svrhe. Mesta
uzorkovanja na reci Dunavu, kao $to su Ram (S6), Veliko Gradiste (S7), Tekija (S9),
Kladovo (S10) i Radujevac (S12), i podruc¢je ulivanja reke Save u Dunav (S14) su visoko
urbanizovana. Podrucja u blizini ostalih mesta na kojima je vrSeno pracenje zagadenja
pesticidima (Ledinci, Novi Sad, Stari Banovci, Smederevo, S1-S4, i Donji Milanovac, S8)

uglavnom su urbanizovana, sa manjim brojem poljoprivrednih povrsina.

Tabela 6. Opis mesta uzorkovanja povrsinske vode

Mesto Oznaka mesta Opi . Prosecan godis$nji
. i pis mesta uzorkovanja 3 o1
uzorkovanja uzorkovanja protok (m°s™)
Ledinci S1 1260 km toka Dunava 2150
Novi Sad S2 1254 km toka Dunava 2150
Stari Banovci S3 1192 km toka Dunava 2150
Smederevo S4 1112 km toka Dunava 5989
Kovin S5 1098 km toka Dunava 5750
Ram S6 1072 km toka Dunava 6217
Veliko Gradiste S7 1059 km toka Dunava 6432
Donji Milanovac S8 991 km toka Dunava 6456
Tekija S9 956 km toka Dunava 6561
Kladovo S10 934 km toka Dunava 6523
Kusjak S11 864 km toka Dunava 6506
Radujevac S12 851 km toka Dunava 6499
Tisa S13 1 km pre usca 630
Sava S14 5 km pre usca 2110
Morava S15 1 km pre usca 126
Pek S16 8 km pre usca 30

Uzorci vode su uzimani na dubini od 50 cm ispod povrsine, u sredisnjem toku reke. Uzorci su
prikupljani u boce od 1dm?® i ¢uvani u frizideru na 4 °C bez konzervansa, sve dok nisu
pripremljeni za analizu, obi¢no 1-2 dana nakon uzorkovanja. Pre pripreme svi uzorci vode su

filtrirani kroz filtere od staklenih vlakana poroznosti < 1 pum.
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Slika 8. Profil na Dunavu na kojima su vr§ena uzorkovanja

S obzirom na to da se danas u Republici Srbiji za vodosnabdevanje koristi uglavnom voda iz
podzemnih izvora, i to nesto ispod 75%, pretezno iz aluvijalnih sredina, bilo je neophodno
analizirati i uzorke podzemnih voda na prisustvo tragova pesticida. Mesta uzorkovanja
podzemnih voda moZemo podeliti na pet lokaliteta, i to: Kni¢anin — Centa, Kovin — Dubovac,
izvoriste ,,Trnovée”, izvoriste ,,Mediana” i izvoriste ,,Klju¢” (tabela 7). Odabir lokaliteta
izvrSen je na osnovu sada$njeg i buduceg znacaja u vodoprivredi Srbije. Ovi lokaliteti imaju
veliki regionalni znacaj kako zbog povrsine koju obuhvataju, tako i zbog broja stanovnika
kojima obezbeduju vodosnabdevanje. Lokalitet Kni¢anin — Centa predstavlja podrudje sa
vestacki uredenim reZimom podzemnih voda. To je oblast us¢a Tise u Dunav, povrSine
92 km?, sa razvijenom intenzivnom poljoprivredom. Na ovom lokalitetu analizirana je voda
iz tri bunara i 2 pijezometra. Kovin — Dubovac takode predstavlja podrucje sa vestacki
uredenim rezimom podzemnih voda, koje se nalazi se na Dunavu i obuhvata naselja
Dubovac, Gaj, Malo Bavaniste i Kovin, sa povrsinom od oko 177 km?. Na ovom lokalitetu

analizirana je voda iz 2 bunara i 4 pijezometra. Lokalitet Kovin — Dubovac ima poseban
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znacaj zato S§to se razmatra kao potencijalno regionalno izvoriste, a odlikuje ga razvijena
intenzivna poljoprivreda. Izvoriste ,,Trnov¢e” nalazi se na levoj obali Morave u blizini sela
Trnovce. Planirano je kao deo veéeg regionalnog izvorista Trnovée — MiloSevac — Lozovik za
vodosnabdevanje Velike Plane i Smederevske Palanke, a analizirana je voda iz jednog
bunara. Izvoriste ,,Mediana” je znacajno zbog toga $to se koristi za vodosnabdevanje Nisa i
okolnih prigradskih naselja (sa 15%), a nalazi se na reci NiSavi. Na ovom lokalitetu

analizirana je voda iz dva bunara. Izvoriste ,,Klju¢” nalazi se pored reke Morave, blizu

Pozarevca, a istrazivanjem su obuhvacéena tri bunara i jedan pijezometar na ovom lokalitetu

[142].

Tabela 7. Opis mesta uzorkovanja podzemne vode

Lokalitet Mesto uzorkovanja Opis mesta Oznaka mesta
uzorkovanja uzorkovanja
BunarB -5 GW 11
Bunar B -9 GW 12
Kniéanin — Centa Bunar B - 9/P2 Usce Tise u Dunav =~ GW 12/2
BunarB - 14 GW 13
Bunar B - 14/P2 GW 13/2
Bp-12 GW 21
Bp - 12/P1 GW 21/1
. Bp - 12/P2 GW 21/2
Kovin — Dubovac Duna
vin = Dubov Bp - 19 unav GW 22
Bp - 19/P1 GW 22/1
Bp - 19/P2 GW 22/2
Izvoriste ,,Trnovce” Trnovce BNZ 1 Morava GW 31
. . Nova natega oy GW 41
2
Izvoriste ,,Mediana Natega EI Nisava GW 42
Vb -2 GW 51
Vb - 2/P1 GW 51/1
£ F X9
Izvoriste ,,Kljuc Vb -6 Morava GW 52
Bunar 7 GW 53
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3.8. Uzorkovanje otpadnih voda

Analiti¢ka metoda razvijena za odredivanje tragova pesticida u povrsinskoj i podzemnoj vodi,

nakon validacije, primenjena je i na uzorke otpadne vode.

3.8.1. Uzorci komunalne otpadne vode Beograda

U cilju dobijanja realne ocene kvaliteta otpadnih voda beogradske kanalizacije uzorkovanje
se vr$i kontinualno tokom 24 h, automatskim uzorkivacem (sa po 24 boce), a zatim se
pripremaju kompozitni ili zbirni uzorci meSanjem odredenih zapremina uzetih u odredenom
vremenskom intervalu. Na taj nacin dobijaju se SestoCasovni zbirni uzorci, tako da po 4
ovakva kompozitna uzorka pokrivaju pracenje kvaliteta otpadne vode ispitivanog mernog
mesta tokom 24 h. Uzorci vode su prikupljani u boce od 1 dm?® i ¢uvani u frizideru na 4 °C
bez konzervansa, sve dok nisu analizirani, obi¢no 1-2 dana nakon uzorkovanja. Pre pripreme

svi uzorci vode su filtrirani dva puta kroz filtere od staklenih vlakana poroznosti < 1 um.

Beogradski kanalizacioni sistem je slozeni tehni¢ko-tehnoloski sistem koji se prostire na oko
180 km? povrsine grada. Osnovna delatnost beogradskog kanalizacionog sistema je
prihvatanje, prepumpavanje i odvodenje atmosferskih i upotrebljenih voda, kao i ekoloski
monitoring zastite kanalizacionog sistema i recipijenta. Kanalizacionu mrezu Beograda ¢ini
22 km Kolektora, 1463 km cevne mreze, 32820 slivnika i 53694 kanalizacionih prikljucaka.
Mesta uzorkovanja obuhvataju 80% svih ispusta komunalne otpadne vode u Beogradu
(slika 9). Uzorkovanje je izvrSeno na slede¢im tackama: Sajam (1), Us¢e (2), Lasta (3),
Istovar (4), Ada Huja 1 (5), Ada Huja 2 (6) i Visnjica (7). U junu 2011. godine izvrSena je
analiza uzoraka vode uzetih sa svih 7 mernih lokacija, a u julu iste godine sa 4 merne lokacije
(Sajam, Usé¢e, Ada Huja 1, Ada Huja 2).
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Slika 9. Mesta uzorkovanja komunalnih otpadnih voda Beograda

3.8.2. Uzorci iz postrojenja za preci§¢avanje otpadnih voda

U ovoj studiji ispitivan je i sadrzaj pesticida u komunalnoj otpadnoj vodi pre i posle tretmana
u dva postrojenja za prec¢iscavanje otpadnih voda (PPOV), u Somboru i Velikoj Plani. PPOV
u Somboru ima primarni i sekundarni tretman otpadnih voda sa bioloski aktivnim muljem.
Projektovani kapacitet ovog postrojenja je 180000 ES (ekvivalentnih stanovnika — ES) ili
tretman koli¢ine otpadne vode od 14800 m3/dan, dok je realni kapacitet postrojenja 50000 ES
ili tretman koli¢ine otpadne vode od 9300 m®dan. Ekvivalentni stanovnik ozna¢ava jedinicu
opterecenja koja se primenjuje u izrazavanju kapaciteta postrojenja za preci§¢avanje otpadnih
voda i predstavlja organsko biorazgradivo optereéenje koje ima petodnevnu biohemijsku
potros$nju kiseonika (BPKS5) od 60 g Oz/dan. Postrojenje za preciS¢avanje otpadne vode u
Velikoj Plani takode ima primarni i sekundarni vid precis¢avanja sa bioloski aktivnim
muljem i kapacitet od 35000 ES. Otpadna voda na ulazu i izlazu PPOV, uzorkovana je u

februaru i martu 2011. godine.
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4. REZULTATI 1 DISKUSIJA

4.1. Analiza pesticida u uzorcima povrsinskih i podzemnih voda

4.1.1. Maseni spektri pesticida

Maseni spektri svakog ispitivanog pesticida dobijeni su direktnim unoSenjem standardnog
rastvora pesticida koncentracije 10 pugcm™ u maseni spektrometar. Svi rastvori su
ubrizgavani pomoéu $pric pumpe protokom 5 uL min u mobilnu fazu koja se sastojala od
dejonizovane vode (66%), metanola (33%) i 10% sircetne Kiseline (1%), pri brzini protoka od
0,5 cm®mint. Identifikacija prekursor jona za svaki analit vriena je u punom rezimu
skeniranja, snimanjem masenih spektara u opsegu m/z 50-500 u pozitivnom (ESI+) rezimu
rada elektrosprej jonskog izvora, a u slu¢aju tebufenozida i u negativnom (ESI-) rezimu rada
jonskog izvora. Kao prekursor joni za sve pesticide odabrani su protonovani molekuli
[M+H]*, osim u slucaju tebufenozida. Kod tebufenozida fragmentacijom protonovanog
molekula nije bilo moguce dobiti stabilan fragmentni jon, ali je fragmentacijom adukta sa
natrijumom ([M+Na]* dobijen veoma stabilan fragment koji je dalje koriS¢en za
kvantifikaciju ovog analita. Takode, za tebufenozid je dobijen i stabilan deprotonovani
molekul, [M—H] . Najzastupljeniji joni u MS spektru podvrgnuti su daljoj MS" analizi. Za
svaki analit, vrseni su optimizacija Sirine opsega izolacije prekursor jona, izbor optimalne
kolizione energije (energije sudara) i identifikacija najzastupljenijeg produkt jona.
Najosetljivija reakcija u rezimu pracenju odabrane reakcije fragmentacije izabrana je za
kvantifikaciju. Kod polovine ispitivanih pesticida MS? fragmentacijom nastaje vise od jednog
fragmentnog jona. Vecinu ovako dobijenih fragmenata bilo je moguce dalje fragmentisati
(MS?®), dok $est pesticida daje i MS* spektre. Na osnovu dobijenih rezultata, za svaki analit je
odabrana karakteristi¢na reakcija fragmentacije prekursor jona u najintenzivniji i najstabilniji
fragmentni jon na osnovu koje je vrSena kvantifikacija. Maseni spektri za karbendazim,
imidakloprid i tebufenozid prikazani su na slikama 10-12, a za ostale ispitivane pesticide
nalaze se u Prilogu. Rezultati MS" analize dati su u tabeli 8, u kojoj su obelezeni i joni

koriSc¢eni za potvrdu prisustva analita u uzorcima voda.
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Slika 10. Maseni spektri karbendazima: a) ESI(+)MS; b) ESI(+)MS? [M+H]";
¢) ESI(+)MS3 [M+H]*
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Slika 11. Maseni spektri imidakloprida: a) ESI(+)MS; b) ESI(+)MS? [M+H]";
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Slika 12. (nastavak): e) ESI(+)MS? [M+H]*; f) ESI(-)MS? [M—H]"; g) ESI(-)MS® [M—-H]
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Tabela 8. Rezultati MS" analize ispitivanih pesticida pomoc¢u ESI-IT-MS/MS (obelezeni joni

su koris¢eni za potvrdu)

Koliziona Koliziona Koliziona
Pesticid MS energija MS? energija MS3 energija MSs*
(%) (%) (%)

Monokrotofos 224 [M+H]* 22 193 25 127 - -

167 24 127 - -

Karbendazim 192 [M+H]* 30 160 30 132 - -
Imidakloprid 256 [M+H]* 25 210 25 175 35 147

175 - - - -

Acetamiprid 223 [M+H]* 32 126 - - - -

187 33 146 - -

181 - - - -

206 34 171 - -

196 - - - -

Dimetoat 230 [M+H]* 26 199 22 171 28 143
157

Monuron 199 [M+H]* 30 72 - - - -
Simazin 202 [M+H]* 36 124 30 96 26 68

132 29 104 - -

174 32 146 - _

132 - -

Karbofuran 222 [M+H]* 24 165 27 123 30 95

Karbaril 202 [M+H]* 20 145 31 117 - -

Atrazin 216 [M+H]* 36 174 35 146 - -
132 27 104

138 - -

Propazin 230 [M+H]* 33 188 33 146 - -

146 - - - -

Linuron 249 [M+H]* 27 160 30 133 - -

182 32 153 - -

Malation 331 [M+H]* 22 285 20 127 22 99
113

Tebufenozid 375 [M+Na]* 30 225 25 171 - -

319 - - - -

242 - - - -

203 24 72 - -

353 [M+H]* 23 297 24 133 - -

351 [M—H]~ 32 149 35 105 — —
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4.1.2. Optimizacija hromatografskog razdvajanja

Optimizacija hromatografskog razdvajanja vrSena je u cilju pronalazenja najboljih
instrumentalnih uslova koji bi omoguc¢ili jasnu identifikaciju analita u realnim uzorcima na
nivou tragova. Snimanjem odabranih fragmentnih jona tokom HPLC-MS? analize dobijeni su
hromatogrami odabrane reakcije fragmentacije. Tipi¢ni maseni hromatogrami dobijeni za
standard smese pesticida u ekstraktu podzemne vode, koncentracije 100 ngcm, tj. za
standard koji odgovara matrici uzorka, prikazani su na slici 13. SRM detekcija podeljena je u
pet vremenskih segmenata pri cemu se u svakom segmentu posmatra 3—4 analita, kao $to je
prikazano u tabeli 9. Pri kori$¢enju analizatora kao $to je maseni detektor nije neophodno
potpuno hromatografsko razdvajanja analita, ali da bi se obezbedila zadovoljavajuca
osetljivost metode neophodno je podeliti snimanje analita, tokom hromatografskog
razdvajanja, u vremenske segmente. Osetljivost MS detektora opada sa porastom broja

analita koji se istovremeno posmatraju.

4.1.3. Potvrda prisustva analita

| pored velike selektivnosti tandem masene analize, moguci su lazno pozitivni rezultati. Zato
je u cilju nedvosmislene identifikacije potrebno razviti metodu potvrde prisustva analita u
uzorku. Za svaki pesticid optimizovani su koliziona energija i opsezi za izolovanje jona u
MS, MS?, MS? i/ili MS* analizi da bi se dobila metoda potvrde prisustva analita, kao $to je
prikazano u tabelama 8 i 9. Fragmentni joni su navedeni prema njihovom intenzitetu, a oni
koji su koriS¢eni za potvrdu su jasno obelezeni pravougaonikom. Polovina odabranih
pesticida proizvela je vise od jednog fragmentnog jona pri MS? fragmentaciji. Pored jona koji
je koris¢en za kvantifikaciju, dodatni fragmenti joni su kori$¢eni u cilju potvrde prisustva
analita. Druga polovina odabranih pesticida proizvela je fragmentne jone pri MS? analizi koji
su koris¢eni za potvrdu. Metodu potvrde nije bilo moguce razviti samo u slu¢aju monurona

jer se dodatni stabilni fragmenti nisu mogli dobiti iz njegovog protonovanog molekula.
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MONOKROTOFOS

NL: 1.32E5
TICF: + ¢ ESI SRM ms2
224.00@22.00 [192.50-193.50]

KARBENDAZIM

NL: 6.20E4
TICF: + ¢ ESI SRM ms2
192.00@30.00 [159.50-160.50]

IMIDAKLOPRID

NL: 7.68E4
TICF: + ¢ ESI SRM ms2
256.00@25.00 [209.50-210.50]

6.82
ACETAMIPRID

NL: 2.93E4
TICF: + ¢ ESI SRM ms2
223.00@32.00 [125.50-126.50]

DIMETOAT

NL: 6.69E5
TIC F: + ¢ ESI SRM ms2
230.00@26.00 [198.50-199.50]

1141 MONURON

NL: 1.02E5
TIC F: + ¢ ESI SRM ms2
199.00@30.00 [71.50-72.50]

SIMAZIN

NL: 1.24E5
TIC F: + ¢ ESI SRM ms2
202.00@36.00 [123.50-124.50]

11.92 KARBOFURAN

NL: 9.43E5
TICF: + ¢ ESI SRM ms2
222.00@24.00 [164.50-165.50]

12.84 KARBARIL

NL: 1.90E5
TICF: + ¢ ESI SRM ms2
202.00@20.00 [144.50-145.50]

ATRAZIN 1437

NL: 1.87ES
TIC F: + ¢ ESI SRM ms2
216.00@36.00 [173.50-174.50]

15.20
PROPAZIN

NL: 2.06E4
TICF: + ¢ ESI SRM ms2
230.00@33.00 [187.50-188.50]

100
50

16.95
LINURON

NL: 1.96E4
TICF: + ¢ ESI SRM ms2
249.00@27.00[159.50-160.50]

100
50

o

18.05
MALATION

NL: 9.01E5
TIC F: + ¢ ESI SRM ms2
331.00@22.00[284.50-285.50]

100
50

TEBUFENOZID /\

NL: 4.12E4
TIC F: + ¢ ESI SRM ms2
375.00@30.00[224.50-225.50]

o

Slika 13. SRM maseni hromatogrami smeSe pesticida u ekstraktu podzemne vode

Time (min)

koncentracije 100 ng cm
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Tabela 9. Optimizovani HPLC-MS i MS? parametri za analizu ispitivanih pesticida

Prekursor |zolacioni Koliziona Produkt |zolacioni

Pestici Vreme . opseg za . : opseg za

esticid (min) jon rekursor oo 9ld jon rodukt

(miz) P& (%) (miz)  Pre
Jjon jon
Monokrotofos 224 2 22 193 1
Karbendazim 0,0-5,0 192 1 30 160 1
Imidakloprid 256 1 25 210 1
Acetamiprid 223 1 32 126 1
Dimetoat 5,0-9,0 230 2 26 199 1
Imidakloprid 256 1 25 210 1
Monuron 199 1 30 72 1
Simazin 202 1 36 124 1
9,0-13,5

Karbofuran 222 2 24 165 1
Karbaril 202 15 20 145 1
Atrazin 216 1 36 174 1
Propazin 13,5-17,0 230 1 33 188 1
Linuron 249 1 27 160 1
Malation 331 2 22 285 1
Tebufenozid 17,0-25,0 375 2 30 225 1
Linuron 249 1 27 160 1

4.1.4. Optimizacija metode pripreme uzoraka

Optimizacija metode pripreme uzorka je vazan proces za postizanje Visokog prinosa metode,
kao i visokog faktora koncentrovanja analita. Optimizovani su slede¢i parametri koji mogu
uticati na efikasnost postupka ekstrakcije na ¢vrstoj fazi: tip sorbenta u kombinaciji sa
razli¢itim rastvaratima za eluiranje, podeSavanje pH-vrednosti uzorka pre ekstrakcije i

zapremina uzorka.

Za ekstrakciju izabranih pesticida izvrSeno je poredenje dva razliCita komercijalna kertridza
za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi: Oasis HLB i Supelclean ENVI-18, koris¢enjem cetiri razlicita
rastvaraca za eluiranje: metanola, metanol-dihlormetana (1:1), metanol-acetonitrila (1:1) i

metanol-etilacetata (1:1). Kao sorbent testirana je i dijatomejska zemlja.
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Nakon izbora sorbenta za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi i rastvaraca za eluiranje, podesena je pH-
vrednosti uzorka pre ekstrakcije. Ispitivane pH-vrednosti bile su sledece: 2,0, 4,5 i 6,0.
Vrednosti pH iznad 6,0 nisu ispitivane jer je prethodno pokazano [141] da vrednosti iznad 6,0
(ukljucujuéi 7,5 kao prose¢nu pH-vrednosti prirodnih voda) nisu povoljne za ekstrakciju

nekoliko pesticida izabranih u ovoj studiji.

Kada su izabrani tip sorbenta i pH-vrednost uzorka, vrsena je optimizacija zapremine uzorka.

Ispitane su sledeée zapremine: 100 cm?, 250 cm?3, 500 cm?® i 1000 cm?.

4.1.4.1. 1zbor odgovarajuéeg sorbenta i rastvaraéa za eluiranje

Odabir sorbenata za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi i rastvaraca za eluiranje vrSen je polazeci od
literaturnin podataka [4, 42, 43, 86, 91, 139, 140]. Za ovaj eksperiment, u 100 cm?
dejonizovane vode (bez podesavanja pH-vrednosti; pH ~ 4,5) dodat je standardni rastvor
smese pesticida kako bi se dobila krajnja koncentracija od 100 ng cm™ za svaki analit u
finalnom ekstraktu. Ispitana su dva komercijalna SPE kertridza u kombinaciji sa Cetiri
razliCita rastvaraca za eluiranje, kao i kertridzi pravljeni sa dijatomejskom zemljom. Rezultati

su prikazani u tabeli 10.

Za vecinu izabranih pesticida prinosi su bili prihvatljivi za sve ispitane kombinacije
komercijalnih kertridza/rastvara¢a. Pri upotrebi HLB sorbenta, eluiranje sa smeSom
CH3OH/CH3CN uglavnom je davalo nize, ali ipak prihvatljive prinose, osim u slucaju
karbendazima (39%). Ocigledno je da se ova smeSa ne bi trebala Koristiti za eluiranje
karbendazima, ako se u obzir uzme ¢injenica da je i prinos pri koris¢enju ENVI-18 kertridza
bio izrazito nizak (29%). Takode je primeceno da smesu Sa etilacetatom ne bi trebalo koristiti
za eluiranje malationa, jer su prinosi bili niski pri upotrebi oba ispitivana kertridza (58% sa
HLB kertridzom i 54% sa ENVI-18 kertridzom). Uopsteno govoreci, kada je koris¢en ENVI-
18 sorbent dobijeni su nizi prinosi za manje polarne pesticide. Za linuron i karbofuran prinosi
su bili znatno nizi kada je koris¢en ENVI-18 kertridz (41%—75% i1 50%—87%), nego kada je
koris¢en HLB kertridz (72%-108% i 83%—95%, respektivno). Pored toga, visoke vrednosti
relativne standardne devijacije (RSD > 25%) utvrdene su za samo dva pesticida pri upotrebi
HLB kertridza, u odnosu na petnaest pesticida pri upotrebi ENVI-18 kertridza, Sto ukazuje na

znatno bolju ponovljivost ekstrakcije pesticida na HLB sorbentu. Sto se tice kertridza
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pravljenih sa dijatomejskom zemljom, dobijeni rezultati nisu prikazani jer se posmatrani

pesticidi nisu zadrzali na dijatomitu.

Tabela 10. Prinosi i ponovljivost (RSD) metode za analizu odabranih pesticida koris¢enjem

dva SPE kertridza (HLB, ENVI-18) u kombinaciji sa Cetiri razli¢ita rastvaraca za eluiranje

Prinosi,% (RSD,%b)

Pesticid

HLB HLB HLB HLB ENVI-18 ENVI-18 ENVI-18 ENVI-18
CH;OH  CH;OH/ CHsOH/ CHOH/ CH3OH  CH;OH/ CH;OH/  CHsOH/
CH,Cl, CH,CN  CH,COOC,Hs CH,Cl,  CH.CN CH3COOC,Hs

Monokrotofos 82 (7) 97(20) 60(21) 101(2) 100 (25) 77 (21) 99 (29) 103 (26)
Karbendazim 74 (18) 117 (18) 39(15) 70 (18) 75(22) 94(23) 29(21) 49(24)
Imidakloprid 92(6) 76(7) 74(9) 97(2) 106 (27) 89 (26) 120 (25) 108 (28)
Acetamiprid 101(8) 98(22) 114(18) 128(22) 103 (6) 180 (4) 136 (8) 165 (9)
Dimetoat 98(8) 91(11) 74(11) 98(22) 88(21) 73(29) 92(24) 80(28)
Monuron 72(21) 101 (23) 71(19) 99 (25) 144 (14) 108 (24) 108 (20) 118 (16)
Simazin 104 (11) 118 (20) 94 (22) 96 (13) 120 (10) 101 (10) 111(18) 101 (19)
Karbofuran 92(7) 95(3) 83(22) 94(14) 87(20) 50(26) 80(4) 75(9)
Karbaril 83(5) 103(28) 82(14) 93(10) 95(21) 66(19) 100(19) 74(18)
Atrazin 74(14) 88(0) 98(15) 79(7) 104 (13) 98(22) 103 (27) 115 (16)
Propazin 67(4) 85(3) 77(24) 60(11) 74 (6) 74(9) 72(15)  78(10)
Linuron 82(3) 108(4) 94(19) 7T2(7) 56 (27) 75(13) 73(3) 41 (14)
Malation 74 (17) 79(16) 76(7) 58(2) 68 (25) 53(18) 57(27) 54(28)
Tebufenozid 73(1) 93(8) 68(5) 71(6) 76 (11) 75(12) 95(8) 72 (10)

Konac¢no je utvrdeno da su najbolji rezultati za sve ispitivane pesticide (prinosi u opsegu
76%-118% i ponovljivost u opsegu 3%—-28%) postignuti upotrebom HLB Kertridza i smese
metanol-dihlormetan (1:1) kao rastvaraca za eluiranje. Ovi rezultati su verovatno dobijeni
zbog karakteristi¢ne, hidrofilne i lipofilne polimerne strukture sorbenta Oasis HLB, koji je
pogodan za ekstrakciju analita razli¢itih polarnosti, kao i zbog izabranog rastvaraca, smese

metanol/dihlormetan, koja predstavlja kombinaciju nepolarnog i polarnog rastvaraca.
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4.1.4.2. 1zbor optimalne pH-vrednosti uzorka

Ispitan je i efekat tri razlic¢ite pH-vrednosti uzoraka. U cilju ovog eksperimenta, pH-vrednost
dejonizovane vode (100 cm®), kojoj je dodat standardni rastvor smese pesticida da bi se
dobila koncentracija od 100 ng cm™ za svaki analit u finalnom ekstraktu, podesavana je na
vrednosti 2,0, 4,5 i 6,0. Ekstrakti su dobijeni na isti na¢in kao i u prethodnom eksperimentu.

Rezultati su prikazani u tabeli 11.

Tabela 11. Prinosi i ponovljivost (RSD) metode za analizu odabranih pesticida na razli¢itim

pH-vrednostima uzorka vode

Prinosi,% (RSD,%)

Pesticid

pH=2,0 pH =45 pH=6,0
Monokrotofos 113 (17) 89 (9) 90 (6)
Karbendazim 90 (22) 115 (4) 99 (6)
Imidakloprid 108 (13) 88 (13) 89 (5)
Acetamiprid 113 (21) 134 (18) 102 (12)
Dimetoat 109 (15) 90 (10) 95 (6)
Monuron 102 (16) 92 (16) 96 (13)
Simazin 89 (22) 85 (17) 93 (12)
Karbofuran 88 (19) 78 (11) 90 (9)
Karbaril 111 (11) 93 (3) 85 (13)
Atrazin 118 (17) 77 (4) 89 (12)
Propazin 101 (18) 72 (6) 89 (7)
Linuron 77 (27) 76 (19) 85 (19)
Malation 83 (22) 69 (11) 84 (4)
Tebufenozid 105 (16) 79 (15) 96 (13)

Za veéinu odabranih pesticida prinosi su bili prihvatljivi za sve ispitivane pH-vrednosti. Pri
pH = 2 postignuti su najveci prinosi (77%-118%), ali najmanja ponovljivost (RSD do 27%),
dok su na pH = 4,5 postignuti najlosiji prinosi (69%-134%). Za pH-vrednost 6,0 dobijeni su
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veoma dobri prinosi (84%-102%), kao i ponovljivost (4%-19%, RSD). Stoga je vrednost pH

od 6,0 izabrana kao optimalna vrednost za ekstrakciju odabranih pesticida iz uzoraka vode.

4.1.4.3. 1zbor optimalne zapremine uzorka

Slede¢i korak u optimizaciji postupka ekstrakcije na ¢vrstoj fazi bila je optimizacija
zapremine uzorka. Odabrana zapremina uzorka trebalo bi da obezbedi visok faktor
koncentrovanja koji je neophodan za pracenje tragova pesticida. Medutim, ako je zapremina
uzorka prevelika moze do¢i do gubitka analita spiranjem sa kolone pre samog eluiranja.
Ispitane su slede¢e zapremine uzorka vode: 100 cm?, 250 cm?, 500 cm?® i 1000 cm?®. Uzorci su
pripremljeni tako $to je dejonizovanoj vodi dodat standardni rastvor smese pesticida kako bi
se dobila koncentracija od 100 ng cm~ za svaki pesticid u finalnom ekstraktu, a pH-vrednost
je podesena na 6,0. Ekstrakti su pripremljeni na isti na¢in kao u prethodnom eksperimentu.

Rezultati su prikazani u tabeli 12.

Za vecinu odabranih pesticida najvisi prinosi (90%—130%) dobijeni su sa zapreminom uzorka
od 250 cm®. Nizi, ali ipak prihvatljivi prinosi (> 70%), dobijeni su i za veéinu pesticida pri
ispitivanim zapreminama od 500 c¢cm® i 1000 cm®. U slu¢aju tebufenozida primeéeno je
znadajno smanjenje prinosa za 50% kada se ekstrahuje 500 cm® uzorka vode u odnosu na
zapreminu od 100 cm?®, §to je ukazalo na to da je doslo do spiranja analita sa pakovanja
kertridza. Pokazano je i da je zapremina uzorka od 1000 cm® prevelika, u pogledu trajanja
analize. Sto se ti¢e analita koji su pokazali najvise prinose pri ekstraciji 100 cm® uzorka vode,
njihovi prinosi pri analizi zapremine od 250 cm® nisu bili mnogo nizi i jo§ uvek su bili
prihvatljivi. Da bi se postigao veci faktor predkoncentrisanja, kao 1 dobri prinosi uz krace
vreme analize, odluceno je da se za ekstrakciju koristi zapremina od 250 cm® uzorka vode. S
obzirom na to da su dobijeni prinosi prilikom nanosenja 250 cm® uzorka vode bili veoma
visoki (> 90%), zaklju¢eno je da je zapremina od 10 cm?® rastvaraca za eluiranje odgovarajuca

za uspesno eluiranje analita sa kolone.
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Tabela 12. Prinosi i ponovljivost (RSD) metode za analizu odabranih pesticida koris¢enjem

razli¢itih zapremina uzorka vode

Prinosi, % (RSD, %)

Pesticid
100 cm® 250 cm?® 500 cm?3 1000 cm?®

Monokrotofos 110 (1) 118 (2) 94 (12) 86 (11)
Karbendazim 115 (12) 110 (23) 84 (10) 81 (13)
Imidakloprid 96 (4) 145 (14) 86 (9) 85 (8)
Acetamiprid 100 (7) 90 (10) 79 (3) 61 (9)
Dimetoat 105 (6) 112 (15) 89 (7) 88 (14)
Monuron 102 (1) 96 (3) 80 (8) 79 (5)
Simazin 104 (1) 130 (4) 89 (3) 99 (7)
Karbofuran 95 (1) 103 (1) 87 (4) 78 (9)
Karbaril 102 (8) 105 (12) 88 (5) 94 (4)
Atrazin 98 (0) 110 (10) 109 (7) 104 (6)
Propazin 102 (4) 100 (4) 73 (15) 89 (10)
Linuron 89 (23) 79 (9) 69 (11) 79 (12)
Malation 97 (11) 92 (18) 84 (21) 93 (19)
Tebufenozid 93 (4) 61 (15) 48 (23) 46 (21)

Optimizovani SPE postupak (slika 14) je slede¢i: HLB kertridz (200 mg/6 cmq) je prethodno
kondicioniran sa 5cm?® smese metanol-dihlormetan (1:1), a zatim sa 10 cm® dejonizovane
vode. Zapremina od 250 cm?® uzorka vode, ¢ija je pH-vrednost podesena na 6,0, naneta je na
kondicionirani HLB kertridz, koji je zatim susen 10 min na vakuumu. Kertridz je eluiran sa
10 cm® smese metanol-dihlormetan (1:1); dobijeni ekstrakt je uparen do suva, a nakon toga
rekonstitusan sa 1 cm® metanola. Finalni ekstrakt je filtriran kroz PVDF filter, veli¢ine pora

0,45 um, u bocicu za autosempler, a zatim analiziran.
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SPE kolona
OASIS HLB (200 mg/6 cm?d)

4

Kondicioniranje kolone:
5 cm?® smese metanol/dihlormetan (1:1),
10 cm?3 dejonizovane vode

|

Nanosenje 250 cm?®
uzorka (pH = 6)

4

Susenje kertridza:
5-10 min na vakuumu

|

Eluiranje:
10 cm? smese metanol/dihlormetan
(1:1)

il

Uparavanje do suva

|}

Rekonstituisanje sa 1 cm?
metanola, filtriranje

Slika 14. Optimizovani SPE postupak za analizu ispitivanih pesticida u uzorcima vode
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4.1.5. Validacija metode

Razvijena i optimizovana metoda je validirana tj. potvrdena u analizi uzoraka podzemnih i
povrsinskih voda kojima je dodat standardni rastvor smese pesticida pri koncentracijama od
40 ng dm~3i 200 ng dm~3, da bi se dobile koncentracije od 10 ng cm~ i 50 ng cm~ u finalnim
ekstraktima. Prinosi metode i ponovljivost, izrazena kao relativna standardna devijacija,
utvrdeni su ponovljenom intra-dnevnom i inter-dnevnom analizom (analiza tri probe istog
uzorka u jednom danu, i po tri probe istog uzorka u tri dana u nizu), a rezultati su prikazani u
tabeli 13.

Tabela 13. Prinosi i ponovljivost (RSD), granica detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ)
optimizovane metode za analizu odabranih pesticida u podzemnoj (GW) 1 povrSinskoj vodi

(SW)

Prinosi, % (RSD, %)*

Koncentracija (ng dm=) (nlg_ gr?*) (nlg_ (3273)

40 200
Pesticid GW  SwW GW Sw GW SW GW  SwW
Monokrotofos 99 (1) 103(4) 95(2) 89 (15) 3,3 3,5 110 117
Karbendazim 119(12) 93(9)  99(23) 88 (16) 11 18 3,8 6,1
Imidakloprid 105(4) 91(16) 87(14) 76 (7) 4,1 5,0 135 16,5
Acetamiprid 91(7) 88(15) 94(23) 121(22) 3,5 3,2 116 10,7
Dimetoat 109 (6) 104 (11) 94 (15) 90 (17) 0,4 05 1,1 13
Monuron 101 (1) 81(5) 106(3)  76(1) 35 3,2 11,8 107
Simazin 98 (1) 86(3)  91(4) 87 (11) 4,0 4,0 12,0 131
Karbofuran 102(1) 99(5)  88(1) 84 (9) 0,5 1,1 1,6 3,6
Karbaril 89(8) 84(4) 102(12) 92(3) 3,4 43 115 144
Atrazin 100 (1) 82(14) 118(10) 97(5) 15 3,0 51 10,3
Propazin 95(4) 97(22) 129(4) 105 (10) 0,6 0,7 1,9 2,2
Linuron 72(23) 73(17) 90 (9) 95 (13) 5,5 4,3 182 14,2
Malation 86(11) 75(9)  100(18) 83(12) 1,0 1,0 2,9 3,1
Tebufenozid 94(4) 86(7)  129(15) 106 (9) 45 4,9 149 163

*intra-dnevnom i inter-dnevnom analizom (analiza tri probe istog uzorka u jednom danu, i po
tri probe istog uzorka u tri dana u nizu, n =9).
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Prinosi dobijeni za odabrana jedinjenja, kako u uzorcima podzemnih, tako i u uzorcima
povrSinskih voda, kretali su se u opsegu od 72% do 121%, uz izuzetak propazina i
tebufenozida (po 129%, za uzorak podzemne vode), dok je ponovljivost metode bila u opsegu
1%-23%. Granice detekcije i kvantifikacije odredene su kao najmanja koncentracija analita
koju je moguce detektovati sa odnosom signala i Suma od 3 i 10, respektivno, za uzorke
podzemne i povrSinske vode koji su pripremljeni tako da sadrze odabrane pesticide u
koncentraciji 40 ng dm. Niske LOD (0,4-5,5 ng dm) i LOQ (1,1-18,2 ng dm™) postignute
Su za sve ispitivane pesticide (tabela 13).

Prethodno je objasnjeno da je kvantifikacija analita u uzorcima vode izvrSena pomocu
standarda koji odgovaraju matrici uzorka, koncentracija 10, 25, 50, 100 i 250 ng cm™3. Ovi
standardi su pripremljeni za svaki tip vode, tj. za svaku grupu uzoraka istog izvora (npr. iste
reke). Pre pripreme kalibracionih rastvora, utvrdeno je da slepe probe svih tipova vode ne
sadrze tragove odabranih pesticida. Linearnost kalibracionih krivih je ispitana za sve
pesticide, a kalibracione krive su generisane primenom linearne regresione analize. Unutar
utvrdenog raspona koncentracija (10-250 ng cm™) dobijeni su dobri koeficijenti korelacije
(R? u opsegu od 0,9836 za acetamiprid do 0,99906 za dimetoat). Kalibracione krive za
ispitivane pesticide u povrsinskoj vodi su prikazane na slici 15, dok su kalibracione krive za

analite u podzemnoj vodi date u Prilogu.
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4.1.6. Procena uticaja matrice uzorka

Standardi koji odgovaraju matrici uzorka koriS¢eni su u cilju eliminisanja uticaja matrice, tj.
suzbijanja ili poboljsanja intenziteta signala analita u prisustvu matrice. Da bi se ispitao uticaj
matrice pripremljeni su standardi koji odgovaraju matrici uzoraka povrsinske i podzemne

vode (prethodno je utvrdeno da ovi uzorci ne sadrze pesticide), sa podesenom vrednoséu pH
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na 6,0, kojima je dodata smeSa pesticida nakon SPE procedure u koncentraciji od
100 ng cm™. Uticaj matrice izra¢unat je na slede¢i nadin:
Uticaj matrice = A 100

rastvara¢

—-100

gde je Amms — povrSina pika analita u standardu koji odgovara matrici uzorka, a Arastvarac —
povrSina pika analita u cistom rastvaracu. Pozitivne vrednosti ukazuju na povecanje, a

negativne na suzbijanje signala analita u prisustvu komponenata matrice.

Tabela 14. Uticaj matrice u povrsinskim (SW) i podzemnim (GW) vodama pri koncentraciji

pesticida od 100 ng cm™

Uticaj matrice (%)

Pesticid SW GW
Monokrotofos 15 17
Karbendazim 17 28
Imidakloprid 19 49
Acetamiprid -10 -18
Dimetoat 20 10
Monuron 24 | 36 |
Simazin 19 25
Karbofuran 8 9
Karbaril 4 8
Atrazin Y
Propazin 6 8
Linuron 14 26
Malation 8 10
Tebufenozid | -8 -14

Za vetinu pesticida, kako u uzorcima podzemnih, tako i u uzorcima povrSinskih voda,
suzbijanje ili povecanje signala analita bilo je manje od 20%. Imidakloprid i monuron su
pokazali najveée pobolj$anje signala, do 49% i 36%, pojedinac¢no, u podzemnim vodama.
Uticaj matrice, tj. povecanje signala za linuron, simazin i karbendazim bilo je oko 30%. Za
acetamiprid, tebufenozid i atrazin primeéeno je suzbijanje signala od oko 20%. Zbog
promenljivog uticaja matrice (tabela 14), za preciznu kvantifikaciju neophodno je koristiti

standarde koji odgovaraju matrici uzorka.
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4.1.7. Analiza realnih uzoraka povrsinske i podzemne vode

Razvijena i optimizovana metoda primenjena je u analizi uzoraka podzemnih i povrsinskih
voda. Uzorkovanje je vrSeno na Sesnaest mesta uzorkovanja (tabela6 i slika 8,
Eksperimentalni deo), dvanaest na reci Dunav i Cetiri u podru¢jima ulivanja pritoka u Dunav:
Tise, Save, Morave i manje pritoke - Peka. Uzorci vode prikupljani su u dvanaest kampanja
uzorkovanja, od 2009. do 2012. godine. U tabeli 15 prikazani su detektovani pesticidi u
uzorcima vode reke Dunav i njenih pritoka prilikom uzorkovanja sprovedenih 2009, 2010,
2011. 1 2012. godine.

Tabela 15. Pesticidi detektovani u uzorcima vode reke Dunav i njenih pritoka

Karbendazim Atrazin Propazin Karbofuran Dimetoat
09 <1,8" <3,0 <0,7 <1,1 <0,5
S3  °10 15+3 (sep) <3,0 <0,7 <1,1 <0,5
11 <1,8 <3,0 <0,7 <1,1 <0,5
09 14+2 (jun) <3,0 <0,7 <1,1 <0,5
sS4 °10 <1,8 <3,0 <0,7 <1,1 <0,5
11 234 (jun) <3,0 <0,7 <1,1 <0,5
= s 09 <1,8 <3,0 <0,7 <1,1 <0,5
5 ’10 <1,8 <3,0 <0,7 <1,1 <0,5
o O 11 10+2 (jun) <3,0 8+2 (jun) <1,1 <0,5
£ 09 922 (okt) <3,0 <0,7 <11 <0,5
=2 S6 10 <1,8 <3,0 <0,7 <1,1 <0,5
o 11 <1,8 <3,0 <0,7 <1,1 <0,5
a3 09 8=2 (okt) <3,0 <0,7 <11 <05
8 S7 10 <18 <3,0 <0,7 <11 <05
g 11 <1,8 <3,0 <0,7 <1,1 <0,5
.
3 09 22+5 (okt) <3,0 6+2 (jun) 25+4 (jun) 23+3 (jun)
5 S13  °10 <1,8 20+4 (maj) <0,7 <1,1 <0,5
X 11 21+4 (jun) <3,0 942 (jun) <1,1 102 (jun)
12 13+4 (apr) <3,0 <0,7 <1,1 <0,5
g 09 <1,8 <3,0 <0,7 <1,1 <05
2 gy 10 <18 <3,0 <0,7 <1,1 <05
a - 284 (jun) <3,0 <0,7 <1,1 <0,5
542 (sep)
09 15+3 (okt) <3,0 18+3 (okt) <1,1 <05
S15 10 <1,8 188+7 (maj) <0,7 <1,1 <0,5
11 269+10 (jun) <3,0 <0,7 <1,1 72 (jun)
’12 16+8 (apr) <3,0 <0,7 <1,1 3+2 (apr)

aSD - standardna devijacija
bkoncentracije ispod LOD (<LOD)

Pesticidi su detektovani na pet mesta uzorkovanja na reci Dunav (S3-S7) i na njenim

pritokama Tisi, Savi i Moravi (S13-S15). Pesticidi nisu detektovani u uzorcima uzetim na
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reci Pek (S16). Na slici 16 prikazane su ukupne koncentracije pesticida po godinama
uzorkovanja i ukupna koncentracija pesticida u rekama. Kao §to je i o¢ekivano, najvisi nivoi
pesticida pronadeni su u maju 2010. godine i junu 2011. godine, §to se podudara sa njihovom
primenom u poljoprivredi. Medutim, u junu 2009. godine, koncentracije pesticida nisu bile
toliko visoke. GodiSnja promena u ukupnim nivoima pesticida, za isti period uzorkovanja,
mogla bi se objasniti razli¢itim godi$njim trendom u koli¢ini padavina. Naime, u maju 2010.
godine koli¢ina padavina je okarakterisana kao izrazito iznad normale (za taj period godine),
a u junu 2011. opisana je kao iznad normale, $to je dovelo do vrlo izrazenog spiranja
poljoprivrednog zemljista i veoma visokih nivoa pesticida u rekama. U junu 2009. godine
koli¢ina padavina je okarakterisana kao normalna, sa spiranjem zemljista koje je rezultiralo
niskim nivoima pesticida, $to je bilo naroCito ocigledno za reku Dunav u Kkojoj je u tom

periodu detektovan jedan pesticid u niskoj koncentraciji (karbendazim, 14 ng dm).
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Slika 16. Ukupne koncentracije pesticida u povrsinskoj vodi
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Uopsteno govoreci, ucestalost pronadenih pesticida i njihove koncentracije bili su veci u
pritokama, nego u reci Dunav. Najvece ukupne koncentracije pesticida pronadene su u
Moravi, 1 to u maju 2010. i junu 2011. godine, a zatim u Tisi. Ovo se moze prvenstveno
objasniti upotrebom zemljista u blizini mesta uzorkovanja na pritokama Moravi i Tisi u
poljoprivredne svrhe, kao i niskim proseénim godiS$njim protokom ovih reka (npr. u 2011.
godini: 234 m® s za Moravu i 794 m® s za Tisu). Vrednost prose¢nog protoka reke Dunav
za maj 2010. godine (11670 m3s?) bila je znacajno veca u poredenju sa junom 2009
(4447 m®s™) i 2011. godine (5264 m3®s™), ¢ime je potvrdena prethodno pomenuta izrazito
visoka koli¢ina padavina u maju 2010. Kada je protok reke izuzetno visok, moze se pojaviti i

efekat razblazenja koji uti¢e na smanjenje nivoa pronadenih pesticida.

Dobijeni rezultati pokazuju da u pesticide koji su pronadeni u najve¢im koncentracijama u
slivu reke Dunav spadaju: karbendazim (269 ng dm=3) i atrazin (188 ng dm=). Najcescée
pronadeni pesticid bio je karbendazim. Karbendazim je fungicid iz grupe benzimidazola koji
ima Siroko rasprostranjenu upotrebu u poljoprivredi; narocito se koristi za voce, suncokret,
SeCernu repu i pSenicu [44, 143]. Zbog usporene razgradnje u Zzivotnoj sredini (tabela 2,
Teorijski deo), ovaj pesticid se smatra veoma postojanim i ¢esto se moze nac¢i u povrsinskim
vodama. Nivoi karbendazima pronadeni u slivu reke Dunav u Srbiji (8269 ng dm=) su
uglavnom nizi od nivoa zabeleZenih u povriinskim vodama u Spaniji (1502300 ng dm 2 i

370 ng dm3) [40, 43], Japanu (110-320 ng dm~3) [144] i Cileu (400-4500 ng dm~2) [145].

Atrazin pripada herbicidima iz grupe triazina ¢ija je upotreba bila Siroko rasprostranjena u
Evropi za kontrolu korova u proizvodnji Zitarica, a koristio se i u nepoljoprivredne svrhe
[146]. Ovaj pesticid se smatra zagaduju¢om supstancom zbog svoje postojanosti (tabela 2,
Teorijski deo) i pokretljivosti u zivotnoj sredini [147]. Rezultati ove studije se mogu uporediti
sa rezultatima dobijenim za reku Dunav i njene glavne pritoke u sklopu Drugog zajedni¢kog
istrazivanja Dunava (engl. Joint Danube Survey 2) u kome je ispitano 2600 km toka Dunava
[36]. U tom istrazivanju, atrazin je otkriven u nizim koncentracijama, do 2 ng dm= u reci
Dunav, i do 25 ng dm= u pritokama Dunava. lako je upotreba atrazina zabranjena u Srbiji
2008. godine, a u drugim evropskim zemljama jo$ ranije, atrazin je otkriven u nasem
istrazivanju (20 i 188 ng dm=), kao i u drugim povriinskim vodama Evrope: Spaniji (10—
630 ngdm=) [39, 41, 112], Francuskoj (30-40ngdm=) [148], Madarskoj (200
10000 ng dm~3) [29], Portugaliji (80—630 ng dm) [149] i Svajcarskoj (30 ng dm=3) [56].
Pronaden je samo u pritokama Dunava, za koje smo prethodno utvrdili da imaju nizak
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prosecan godisnji protok, u uzorcima uzetim u maju 2010. godine §to odgovara vremenskom
periodu nakon njegove primene na usevima [39, 112, 149]. Atrazin je ukljucen u listu 33
prioritetne supstance u oblasti politike voda definisane u Aneksu X Direktive 2008/105/EC
[49].

Pri prvom uzorkovanju sprovedenom 2009. godine (u junu), najve¢e koncentracije pesticida
bile su 25 ng dm= za karbofuran i 23 ngdm= za dimetoat, oba pronadena u reci Tisi.
StetoCina kod Secerne trske, SeCerne repe i kukuruza. Njegovo prisustvo u zivotnoj sredini
moglo bi se objasniti postojano$c¢u i visokom rastvorljivos§¢u u vodi (tabela 2, Teorijski deo).
Karbofuran je pronaden u povrsinskim vodama u koli¢ini od oko 1000 ng dm~ u SAD-u
[150] i Keniji [151], §to je mnogo vise od koncentracija pronadenih u Srbiji. Dimetoat,
insekticid iz grupe organofosfata, pronaden je samo u junu, $to je u skladu sa podacima
zabelezenim u SAD-u gde su organofosfati otkriveni tokom sezone navodnjavanja [152].
Ovaj pesticid se brzo razgraduje u Zivotnoj sredini. Medutim, pronadeni nivoi dimetoata se
mogu objasniti visokom rastvorljivos¢u u vodi. Pri drugom uzorkovanju sprovedenom u
oktobru 2009. godine, niski nivoi karbendazima pronadeni su u uzorcima iz reka Tise
(22 ng dm~3), Morave (15ngdm=3) i Dunava (8 i 9 ngdm=), a pronaden je i propazin
(18 ng dm~3) u reci Moravi.

Prilikom uzorkovanja sprovedenih u maju i junu 2010. godine, zabelezena je visoka
koncentracije atrazina (188 ng dm-3) u reci Moravi. Ovaj period godine je prili¢no tipican za
primenu pesticida. U septembru 2010. godine pronaden je samo jedan pesticid (karbendazim,
15 ng dm~3) u reci Dunav.

U uzorcima iz juna 2011. godine, karbendazim je pronaden u Dunavu i u sve tri njegove
pritoke, u koncentracijama od 10 ng dm= (S5) do 269 ng dm= (S15, Morava). Bio je prisutan
i u septembru 2011. godine, otkriven u pritoci Savi u koncentraciji od 5 ng dm=. Propazin i
dimetoat su takode pronadeni u junu 2011. godine, u niskim koncentracijama. Pesticid
propazin, koji se smatra postojanim u zivotnoj sredini (tabela 2, Teorijski deo), pronaden je u
ovoj studiji u nivoima (6-18 ng dm=) koji su sli¢ni nivoima zabelezenim u povr§inskim
vodama u Nemackoj (1,1-3,7 ng dm=3) [153] i Kanadi (1-6 ng dm) [154]. Na slici 17
prikazani su maseni hromatogrami potvrde prisustva pesticida u uzorcima povrsinske vode
(S13) iz juna i oktobra 2009. godine.
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Slika 17. Maseni hromatogrami potvrde prisustva pesticida u uzorcima iz reke Tise

iz 2009. godine: a) karbendazima; b) dimetoata; c) karbofurana; d) propazina

Sto se ti¢e uzoraka podzemne vode, rezultati su prikazani u tabeli 16. Tragovi pesticida su
detektovani u tri od jedanaest analiziranih bunara i u tri pijezometra koji odgovaraju
bunarima. Pesticidi su pronadeni na lokalitetu Kni¢anin — Centa i to u jednom bunaru i njemu

odgovaraju¢em pijezometru, kao i na lokalitetu Kovin—Dubovac u dva bunara i njima
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odgovarajuc¢im pijezometrima. Na lokalitetima izvorista ,,Trnovce”, ,,Mediana” i ,,Klju¢” nije
detekovan nijedan analit. Oba lokaliteta na kojima su pronadeni pesticidi predstavljaju
podrucje sa razvijenom poljoprivredom. Bunar GW 13 se nalazi u samom naselju Kni¢anin, a
pijezometar koji odgovara ovom bunaru (GW 13/2) se nalazi na profilu izmedu bunara i reke
Tise i sluzi za analizu kvaliteta vode u bunaru. Moze se primetiti da su koncentracije
pronadenih pesticida nesto vece u pijezometru (karbendazim) ili iste (dimetoat), pa verovatno
dolazi do mesanja vode iz Tise sa bunarskom vodom. Vrlo sli¢na situacija je i kod bunara
GW 21 i GW 22 i njihovim pijezometrima koji se nalaze na profilu izmedu bunara i reke
Dunav. Ovde se isto mogu primetiti iste ili neSto vece koncentracije pesticida u
pijezometrima nego u bunarima, $to bi se ponovo moglo objasniti mesanjem sa dunavskom
vodom. Od ispitivanih ¢etrnaest pesticida pronadeno je ¢etiri. Detektovani su: karbendazim u
sedam uzoraka, atrazin i karbofuran u po jednom uzorku i dimetoat u dva uzorka. Ostali
pesticidi nisu detektovani. Najvise koncentracije pesticida pronadene su u junu 2011. godine,
Sto se moze objasniti njihovom najve¢om primenom u poljoprivredi u tom periodu. Medutim,
u 2009. godini u istom periodu nije detektovan nijedan pesticid. Kada se uporede
koncentracije detektovanih pesticida u povrsinskoj i podzemnoj vodi primecuje se da su

generalno detektovane znatno nize koncentracije u podzemnoj vodi.

Tabela 16. Pesticidi detektovani u uzorcima podzemnih voda

Karbendazim Atrazin Dimetoat Karbofuran

>09 <1,1° <15 <0,4 <0,5
GW 13 ’10 <1,1 <1,5 <0,4 <0,5
’11 1842 (jun) <15 1242 (jun) <0,5
’09 <11 <1,5 <0,4 <0,5
@ GW 13/2 ’10 <1,1 <1,5 <0,4 <0,5
£ 11 4745 (jun) <15 1142 (jun) <05
=2 ’09 <11 <1,5 <0,4 <0,5
s~ GW?21 ’10 <11 <1,5 <0,4 <0,5

9, ’11 8+2 (nov) <15 <0,4 6+2 (nov)
8 09 <1,1 <15 <0,4 <0,5
T GwW212 10 <11 <15 <0,4 <0,5
E 11 1145 (nov) <15 <0,4 <05
8 09 <1,1 <1,5 <0,4 <0,5
5 GwW22 ’10 8443 (jun) <15 <0,4 <0,5
X 11 <1,1 <15 <0,4 <0,5
’09 <11 <1,5 <0,4 <0,5
GW 2212 10 " :31,01un) <15 <0,4 <05
11 87+3 (nov) 5+2 (hov) <0,4 <0,5

aSD — standardna devijacija
bkoncentracije ispod LOD (<LOD)
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Kao i u povrsinskim vodama, naj¢esce pronaden pesticid u uzorcima podzemnih voda bio je
karbendazim, §to jo§ jednom potvrduje da se sporo razgraduje u zivotnoj sredini i da je
veoma postojan. Nivoi karbendazima pronadeni u uzorcima podzemne vode u ovom
istrazivanju znatno su niZi od onih zabeleZenih u podzemnim vodama u Spaniji (370 ng dm™3
i 2273 ng dm~) [40, 43], Italiji (~ 350 ng dm=) [155] i Kini (> 100 ng dm~) [156]. Atrazin i
karbofuran su detektovani u po jednom uzorku u veoma niskoj koncentraciji u novembru
2011. godine. Dimetoat je pronaden u dva uzorka, i to u junu 2011. godine, a koncentracije su

bile sli¢ne onim za povrsinsku vodu.

4.2. Analiza pesticida u uzorcima otpadnih voda

Metoda koja je razvijena, optimizovana i validirana za analizu pesticida u povrsinskim i
podzemnim vodama, nakon le, primenjena je za analizu pesticida u otpadnoj vodi. S obzirom
na to da su uzorci otpadnih voda optereceni fizickim necisto¢ama, pa je vreme filtriranja ovih
uzoraka, u postupku pripreme, suvise dugo, umesto nanosenja zapremine uzorka od 250 cm?,

nano$ena je zapremina od 100 cm?.

Postupak kojim su pripremani uzorci otpadne vode sastojao se u slede¢em: uzorci otpadne
vode su, pre nanosenja na SPE kertridz, filtrirani dva puta na filter papiru veli¢ine pora
0,47 mm (Whatman GmbH, Dassel, Nemacka), pomoc¢u vakuum pumpe, da bi se uklonile
fizicke necistoée koje bi mogle da ometaju proces. Priprema OASIS HLB kolone za
ekstrakciju vriena je laganim nanosenjem 5 cm® smese rastvaraéa metanol-dihlormetan (1:1)
i 10 cm® dejonizovane vode. Nakon pripreme kertridza, nanoseno je 100 cm?® uzorka otpadne
vode, sa pH-vrednos¢u podesenom na 6,0. Kolona je zatim suSena 10 min na vakuumu i
eluirana sa 10 cm® smese metanol-dihlormetan (1:1). Dobijeni ekstrakt je uparen do suva u
struji azota, u vodenom kupatilu na 30 °C, a zatim rekonstituisan u 1 cm® metanola. Ovako

dobijen ekstrakt filtriran je kroz filter veliine pora 0,45 pm i zatim analiziran.

4.2.1. Validacija metode

U cilju provere valjanosti analiticke metode, ispitivani su slede¢i parametri: prinos |i

ponovljivost metode, linearnost, granica detekcije i granica kvantifikacije (tabela 17). Za
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ispitivanje su kori$¢éeni uzorci otpadne vode zapremine od 100 cm?® u koje je dodata smesa
svih ispitivanih pesticida pri koncentracijama od 500 ng dm=3 i 1000 ng dm=3, da bi se dobile
koncentracije od 50 ng cm™ i 100 ng cm™ u finalnom ekstraktu. Prinosi metode i ponovljivost
(izrazena kao relativna standardna devijacija) utvrdeni su ponovljenom intra-dnevnom i inter-
dnevnom analizom (analiza tri probe istog uzorka u jednom danu, i po tri probe istog uzorka

u tri dana u nizu).

Tabela 17. Prinosi i ponovljivost (RSD), granica detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ)

metode za analizu odabranih pesticida u otpadnoj vodi

Prinosi, % (RSD, %)
Koncentracija (ng dm-)

LOD LOQ
(ng dm-3) (ng dm-3)

Pesticid 500 1000

Monokrotofos 80 (7) 88 (17) 1,0 3,3
Karbendazim 110 (7) 84 (22) 1,2 4,0
Imidakloprid 86 (20) 82 (13) 1,6 53
Acetamiprid 107 (19) 89 (21) 2,6 8,7
Dimetoat 89 (5) 84 (15) 0,4 1,3
Monuron 81 (9) 85 (16) 1,4 4,7
Simazin 85 (11) 88 (22) 1,2 4,0
Karbofuran 96 (23) 86 (19) 0,2 0,7
Karbaril 100 (18) 80 (11) 1,4 4,7
Atrazin 101 (2) 89 (17) 0,7 2,3
Propazin 104 (1) 88 (18) 0,5 1,7
Linuron 95 (5) 118 (27) 2,6 8,7
Malation 113 (20) 89 (22) 0,4 1,3
Tebufenozid 108 (3) 80 (16) 2,6 8,7

Dobijene vrednosti prinosa analiticke metode bile su u intervalu 80%-118% i moze se
zakljuciti da su u prihvatljivom opsegu, sa vrednostima relativne standardne devijacije
generalno manjim od 20%. Postignute su niske granice detekcije (0,2-2,6 ngdm=) i
kvantifikacije (0,7-8,7 ng dm=) za sve posmatrane analite. Kalibracija je izvrSena pomocu

standarda koji odgovaraju matrici u opsegu koncentracija od 10 do 250 ng cm3. Dobijena je
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dobra linearnost kalibracionih krivih sa koeficijentima korelacije od R?> = 0,98502 za
acetamiprid do R? = 0,99945 za dimetoat, §to ukazuje na to da je metoda linearna u
posmatranom opsegu koncentracija (slika 18). Na osnovu ovih parametara je utvrdeno da je

metoda odgovarajuc¢a, dovoljno osetljiva, da daje zadovoljavajuce prinose i da se uspesno

moze primeniti za odredivanje odabranih pesticida u otpadnoj vodi.
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Slika 18. Kalibracione krive za ispitivane pesticide u otpadnoj vodi
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4.2.2. Procena uticaja matrice uzorka

U cilju eliminisanja uticaja matrice pri analizi uzoraka otpadne vode koris¢eni su standardi

koji odgovaraju matrici uzorka. Uticaj matrice izracunat je na sledeci nacin:

Amnms:100
Uticaj matrice = —————

Arastvaraé

Da bi se ispitao uticaj matrice, uzorak otpadne vode (za koga je prethodno utvrdeno da ne
sadrzi pesticide) je pripremljen podesavanjem pH-vrednosti na 6,0 i dodavanjem smese
pesticida nakon SPE procedure u koncentraciji od 100 ng cm=. Na slici 19 prikazani su
dobijeni rezultati. Za vecinu pesticida, smanjenje ili povecanje signala analita bilo je manje
od 20%. Karbendazim je pokazao najveée poboljsanje signala od 38%, dok je za pesticide
imidakloprid i acetamiprid doslo do manje izrazenog povecanja signala od 7% i 11%,
pojedina¢no. Za razliku od povrsinskih i podzemnih voda gde je samo za acetamiprid, atrazin
I tebufenozid primeceno suzbijanje signala, kod otpadnih voda do smanjenje signala doslo je
za veéinu pesticida. Na osnovu rezultata ne moze se utvrditi na koji nacin se javlja uticaj
matrice, a s obzirom na promenljiv sastav otpadne vode neophodno je Kkoristiti standarde koji

odgovaraju matrici uzorka kako bi se obezbedila precizna kvantifikacija analita.

140
120 +----- o e e e S 8 R S 8 S e S e e e s s
~ 100 .o S —
X - I
~— ] —— ——
@ E—
2 80 —— -l
-
o
g
= 60
=
N
S
= 40 +
20 4
0 I T I T I T I T l T l T I T I T I T I T l T I T l T I 1
& TR SFSES S
S P T T TS
. A P . ) - q " 4
037 {0‘?} -\Sst. c_é@. Q\' ﬂ.\ =) ‘ ‘3{0 & Q‘\ Q‘\ &‘Q\"
WUV o N &

Slika 19. Uticaj matrice za uzorak otpadne vode pri koncentraciji pesticida od 100 ng cm™
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4.2.3. Analiza realnih uzoraka komunalne otpadne vode Beograda i otpadne vode iz

wew 7

postrojenja za precdiséavanje otpadnih voda

Validirana metoda je primenjena za analizu pesticida u komunalnim otpadnim vodama
Beograda i vodi iz dva postrojenja za prec¢is¢avanje otpadnih voda. Od Cetrnaest pesticida u
otpadnoj vodi iz postrojenja nije detektovan nijedan pesticid, ni pre ni posle postrojenja za
precis¢avanje otpadne vode, Sto se moze objasniti time da je u toku perioda uzorkovanja
(februar i mart 2011. godine) generalno manja upotreba pesticida.

Tabela 18. Pesticidi detektovani u uzorcima komunalnih otpadnih voda Beograda

Karbendazim Propazin Dimetoat Karbofuran Imidakloprid Malation

jun 9745 1243 <0,4 <0,2 7343 145+4
Sajam
jul 3245 <0,5 25+4 81+6 <16 <0,4
g Ada N 2242 <0,5 <0,4 <0,2 <16 <0,4
€ Hujal jul <1,2b <0,5 <0,4 <0,2 <1,6 <0,4
(?,I Ada N 24+3 <0,5 <0,4 <0,2 <16 <0,4
> Huja2 jul <1,2 <0,5 <0,4 <0,2 <1,6 <0,4
©
= jun <12 <05 <0,4 <0,2 <16 <0,4
g Istovar
S jul 52+3 <0,5 <0,4 <0,2 <1,6 <0,4
X jun 32+4 <0,5 127+5 <0,2 <1,6 <0,4
Visnjica
jul <172 <05 <0,4 <0,2 <16 <0,4

aSD - standardna devijacija
bkoncentracije ispod LOD (<LOD)

U tabeli 18 prikazane su koncentracije detektovanih pesticida u uzorcima otpadne vode iz
Beograda. Od 14 ispitivanih pesticida 6 je detektovano, a koncentracije detektovanih
pesticida kreéu se u opsegu od 12 ng dm= (propazin) do 145 ng dm= (malation). Pesticidi
nisu detektovani na mernim mestima Usc¢e i Lasta. Najvise analita detektovano je na mernom
mestu Sajam. Ovo se moZe objasniti ¢injenicom da se upravo ovde sakuplja najveca koli¢ina
otpadne vode Beograda. Kao i u uzorcima povrsinske i podzemne vode, naj¢es¢e detektovani
pesticid bio je karbendazim. Prisustvo karbendazima pronadeno je u vecini uzetih uzoraka,
izuzev u onim sa mernih mesta US¢e i Lasta. Nivoi karbendazima pronadeni u uzorcima u

ovoj studiji kretali su se od 22 ng dm na mernom mestu Ada Huja 1 u junu do 97 ng dm= na
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mernom mestu Sajam takode u junu. Sli¢no je utvrdeno u studiji u Svedskoj gde je
karbendazim pronaden u 100% uzoraka otpadne vode, u priblizno istim koncentracijama kao
u beogradskoj komunalnoj otpadnoj vodi [157]. U drugoj studiji, u otpadnim vodama Danske
i Svedske, karbendazim je detektovan u koncentracijama od 15 ng dm2 do 58 ng dm3 [158],
dok je u Svajcarskoj pronaden u koncentraciji oko 40 ng dm [56]. Kao objasnjenje za tako
¢estu pojavu karbendazima u otpadnim vodama autori navedenih studija navode cinjenicu da
se karbendazim koristi u fasadnim premazima, te je njegova pojava konstantna tokom cele

godine, kao i u domacinstvima.

U uzorcima beogradske komunalne otpadne vode detektovani su dimetoat (25 ng dm= i
127 ngdm=) u dva uzorka, kao i karbofuran (81 ngdm=), imidakloprid (73 ngdm),
malation (145 ng dm~3) i propazin (12 ng dm~3) u po jednom uzorku. U studiji koja je radena
u Spaniji detektovano je prisustvo imidakloprida u otpadnim vodama, ali sporadi¢no i u
veoma niskim koncentracijama [55]. Malation i dimetoat pronadeni su u otpadnim vodama u
studiji koja je radena u Kataloniji, ali u znatno nizim koncentracijama nego u ovom radu (do
0,1 ng dm3).
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5. ZAKLJUCAK

Cilj ovog rada je razvoj i primena nove, brze i osetljive multirezidualne analiticke metode za
odredivanje tragova odabranih pesticida u povrSinskim, podzemnim i otpadnim vodama
pomocu te¢ne hromatografije u sprezi sa tandem masenom spektrometrijom. Ispitivano je
osam insekticida, pet herbicida i jedan fungicid. Pri odabiru pesticida prvenstveno je uzeto u

obzir koji se najvise koriste u poljoprivrednoj praksi u Srbiji.

Prvo je razvijena i optimizovana osetljiva analiticka metoda za odredivanje odabranih
pesticida pomoc¢u teéne hromatografije u sprezi sa tandem masenom spektrometrijom. Ova
metoda ukljucuje pouzdanu maseno-spektrometrijsku detekciju tragova pesticida i potvrdu
prisustva analita. Nakon toga, razvijena je i optimizovana metoda ekstrakcije na ¢vrstoj fazi
za efikasnu pripremu uzoraka povrsinskih i podzemnih voda koja obuhvata istovremenu
ekstrakciju analita i precis¢avanje ekstrakta. Nakon razvoja metode za pripremu uzoraka i
analizu odabranih pesticida u povrSinskim i podzemnim vodama, ista je uspe$no prilagodena
i validirana i za uzorke komunalne otpadne vode. Potom je razvijena, optimizovana i

validirana metoda primenjena na realne uzorke povrsinskih, podzemnih i otpadnih voda.

Na osnovu rezultata ovoga rada mogu se izvesti sledeci zakljucci:

e Kao prekursor joni za sve pesticide odabrani su protonovani molekuli, [M+H]*, osim
u slucaju tebufenozida kod kojeg nije bilo moguce izvrsiti stabilnu fragmentaciju
protonovanog molekula, ve¢ adukta sa natrijumom, [M+Na]".

e Kaod polovine ispitivanih pesticida MS? fragmentacijom nastaje vise od jednog jona,
koje je uglavnom bilo moguée dalje fragmentisati (MS®), a Sest pesticida daje i MS*
spektre. Najosetljivija reakcija u rezimu pracenju odabrane reakcije, fragmentacija
prekursor jona u najintenzivniji i stabilniji fragmentni jon, izabrana je za
kvantifikaciju.

e Dodatne MS" reakcije se mogu Koristiti za potvrdu prisustva analita, tj. mogu se
koristiti za potvrdu pozitivnih rezultata u realnim uzorcima.

e Najbolji prinosi metode, za sve ispitivane pesticide, postignuti su primenom sorbenta
OASIS HLB i smese rastvara¢a metanol-dihlormetana (1:1) kao eluenta.

e Optimalna pH-vrednost uzorka, pri kojoj je prinos metode najveci, je 6,0.
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Rezultati pokazuju da u ovom radu nije postignut proboj kertridza, ali je odabrana
zapremina uzorka od 250 cm?® za povrsinske i podzemne vode i 100 cm® za otpadne
vode, zbog optimalne brzine rada.

Dobijeni prinosi metode za sve ispitivane matrice, za veéinu pesticida, bili su u
optimalnom opsegu od 70% do 120%, sa RSD vrednostima uglavnom manjim od
20%. Dobijena je dobra linearnost kalibracionih krivih.

Postignute su niske granice detekcije i kvantifikacije za sve odabrane pesticide u svim
ispitivanim matricama.

Za veéinu pesticida U uzorcima povrsinske, podzemne i otpadne vode, uticaj matrice
je bio prihvatljiv, do £ 20%, ali za neke od njih je bio znacajno ve¢i, zbog cega je za
preciznu kvantifikaciju neophodno koristiti standarde prilagodene matrici.

Razvijena metoda za pripremu, analizu i potvrdu prisustva odabranih pesticida u
povrSinskim i podzemnim vodama, uspesno je prilagodena i validirana za komunalnu
otpadnu vodu.

Razvijena, optimizovana i validirana metoda je primenjena na realne uzorke
povrsinskih 1 podzemnih voda u cilju dobijanja studije o stanju zagadenosti vode
najcesce koris¢enim pesticidima u nasoj zemlji.

Od cetrnaest ispitivanih pesticida u povrsinskim vodama je detektovano pet, i to:
karbendazim, atrazin, propazin, karbofuran i dimetoat. Generalno, ucestalost
pronadenih pesticida i njihove koncentracije bili su veé¢i u pritokama, nego u reci
Dunav. Najvece ukupne koncentracije pesticida pronadene su u Moravi, i t0 u maju
2010. i junu 2011. godine, a zatim u Tisi, §to se moze objasniti upotrebom zemljiSta u
blizini mesta uzorkovanja u poljoprivredne svrhe.

U podzemnim vodama pronadeni su isti pesticidi kao u povrsinskim (U znatno nizim
koncentracijama), sa izuzetkom propazina koji je detektovan samo u povrsinskoj vodi.
Koncentracije pronadenih pesticida su iste ili neSto ve¢e u pijezometrima nego u
bunarima, $to bi se moglo objasniti me$anjem sa reénom vodom. Sli¢no povrsinskim
vodama, najviSe koncentracije pesticida pronadene su u junu 2011. godine, Sto se
moze objasniti njihovom najve¢om primenom u poljoprivredi u tom periodu.

Nivoi detektovanih pesticida u prirodnim vodama ne prelaze maksimalno dozvoljene
koncentracije propisane regulativom Republike Srbije, kao i EU. U vreme

uzorkovanja, od pronadenih pesticida jedino je herbicid atrazin bio zabranjen u Srbiji.
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U meduvremenu je zabranjena upotreba propazina i karbofurana, po ugledu na
evropsku regulativu.

U komunalnoj otpadnoj vodi Beograda detektovano je Sest pesticida, i to:
karbendazim, propazin, karbofuran, dimetoat, imidakloprid i malation. Insekticid
imidakloprid je 2015. godine uklju¢en u prvu ,,watch listu”.

U uzorcima pre i posle postrojenja za preciS¢avanje otpadnih voda pesticidi nisu
detektovani, najverovatnije zbog perioda uzorkovanja kada je njihova upotreba
smanjena.

Utvrdeno je da se od ispitivanih pesticida u Srbiji naj¢es¢e koriste karbendazim i
dimetoat, s obzirom na njihovu pojavu kako u povrsinskoj i podzemnoj vodi, tako i u
komunalnoj otpadnoj vodi. Karbendazim je danas zabranjen za koris¢enje u EU, ali je
u Srbiji njegova upotreba jos uvek odobrena.

Konac¢no, na osnovu rezultata se moze zakljuciti da iako je poljoprivreda znacajan
izvor pesticida u povrsinskim i podzemnim vodama, ne mogu se zanemariti koli¢ine

pesticida koje dolaze iz urbane sredine.
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Slika 20. Maseni spektri monokrotofosa: a) ESI(+)MS; b) ESI(+)MS? [M+H]*; ¢) ESI(+)MS?®
[M+H]*; d) ESI(+)MS? [M+H]*

100



acetamiprid RT: 0.14 AV: 1 NL: 1.04E7

T: + ¢ ESLms [ 50.00-1000.00]
22 i
100 220 [M+H]

1 a)

Relative Abundance
1

T ..|.J Lt tl ||.Il Ihlll.lm Il R teethszhil s o oo Bt \ 4 Lt (A - AR .
A4 A LGS A4S LASY B RS MA2S R RN LA RAA MA RAAY LAAR MAAS f f

I
100 200 300 400 500

acetamiprid RT: 0.79 AV:1 NL: 2.14E6
F: + ¢ ESI Full ms2 222.90@32.00 [ 60.00-250.00]

100: b)

N 187.0

B 181.0
3 2059

196.0

Relative Abundance
1

m/z

acetamiprid RT: 2.56 AV:1 NL: 2.39E5
F: + ¢ ESI Full ms3 222.90@32.00 187.00@33.00 [ 50.00-200.00]

lOOj c)

145.9

80—

Relative Abundance
1

20 187.4

| |
LB N N O N S I O NN G I O I N B I R SN I O O N BN O AN S S A O N N O O O O R I ||||||I||1|A|1|||||1|||||vx|

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

m/z

acetamiprid RT: 420 AV:1 NL: 8.63E4
F: + ¢ ESI Full ms3 222.90@32.00 206.00@34.00 [ 55.00-220.00]

lOOt d)

171.0

80

60—

Relative Abundance

- 205.7
LILI LI L L I I L I O

1
60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

m/z

Slika 21. Maseni spektri acatamiprida: a) ESI(+)MS; b) ESI(+)MS? [M+H]*; ¢) ESI(+)MS®
[M+H]*; d) ESI(+)MS3 [M+H]*
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Slika 24. Maseni spektri simazina: a) ESI(+)MS; b) ESI(+)MS? [M+H]*
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Slika 24. (nastavak) Maseni spektri simazina: ¢) ESI(+)MS® [M+H]"; d) ESI(+)MS?® [M+H]";
e) ESI(+)MS3 [M+H]*; f) ESI(+)MS* [M+H]*
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Slika 25. Maseni spektri karbofurana: a) ESI(+)MS; b) ESI(+)MS? [M+H]*; ¢) ESI(+)MS?

[M+H]; d) ESI(+)MS* [M+H]*
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Slika 26. Maseni spektri karbarila: a) ESI(+)MS; b) ESI(+)MS? [M+H]*; ¢) ESI(+)MS®
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Slika 27. Maseni spektri dimetoata: a) ESI(+)MS; b) ESI(+)MS? [M+H]*; ¢) ESI(+)MS?
[M+H]*: d) ESI(+)MS* [M+H]*
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Slika 28. Maseni spektri propazina: a) ESI(+)MS; b) ESI(+)MS? [M+H]"; ¢) ESI(+)MS3

[M+H]*
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Slika 30. Maseni spektri linurona: a) ESI(+)MS; b) ESI(+)MS? [M+H]"; ¢) ESI(+)MS?

[M+H]*: d) ESI(+)MS* [M+H]*
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Izjava o autorstvu

Potpisani-a:  Nikolina Antié
Broj indeksa: 4019/2008

Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom

Razvoj i primena HPLC-MS/MS metode za odredivanje tragova pesticida u uzorcima

vode

» rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

» da predloZena disertacija u celini ni u delovima nije bila predlozena za dobijanje bilo koje
diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova,

* da su rezultati korektno navedeni

* da nisam kr$io/la autorska prava i koristio/la intelektualnu svojinu drugih lica.

U Beogradu Potpis doktoranda
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Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora: Nikolina Anti¢

Broj indeksa: 4019/2008

Studijski program: Inzenjerstvo zastite zivotne sredine

Naslov rada: Razvoj i primena HPLC-MS/MS metode za odredivanje tragova pesticida

u uzorcima vode
Mentor: Dr Tatjana Purkic¢, redovni profesor
Potpisani/a: Nikolina Anti¢
Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju
sam predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta u

Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja doktora

nauka, kao §to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi liéni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne bibloteke, u elektronskom
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Izjava o koriS¢enju

Ovlas¢éujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢ “ da u Digitalni repozitorijum

Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Razvoj i primena HPLC-MS/MS metode za odredivanje tragova pesticida u uzorcima
vode
koja je moje autorsko delo. Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom
formatu pogodnom za trajno arhiviranje.
Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji poStuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence

Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odluéio/la.

1. Autorstvo

2. Autorstvo — nekomercijalno

. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima

5. Autorsvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je na

poledini lista).

U Beogradu Potpis doktoranda
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1. Autorstvo — Dozvoljavate umnozavanje, distribucija i javno saopstavanje dela, i prerade,
ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence, ¢ak i1 u

komercijalne svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo — nekomercijalno. Dozvoljovate umnozanje, distribuciju i javno saopStavanja
dela, i prerade, ako se navede ime autora na nain odreden od strane autora ili davaoca

licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade. Dozvoljavate umnozavanje distribuciju i
javno saopstavanje dela, bez promena, preoblikovanje ili upotrebe dela u svom delu, ako se
navede ime autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se ograni¢ava najve¢i obim kori$¢enja dela.

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje,
distribuciju 1 javno saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden
od strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom

licencom. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5.Autorstvo — bez prerade. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopStavanje
dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora na
nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu

upotrebu dela.

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, 1 prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili
davaoca licence a ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada. Sli¢na je softverskim licencama, odnosno

licencama otvorenog koda.
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