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ʅʀʐ 

ʂɲʋʏʅɸ ɼʆʂʋʄɽʅʊɸʎʀɱʉʂɸ ʀʅʌʆʈʄɸʎʀɱɸ 

 

   

ʈʝʜʥʠ ʙʨʦʿ, ʈɹʈ:  

ʀʜʝʥʪʠʬʠʢʘʮʠʦʥʠ ʙʨʦʿ, ʀɹʈ:  

ʊʠʧ ʜʦʢʫʤʝʥʪʘʮʠʿʝ, ʊɼ: ʤʦʥʦʛʨʘʬʩʢʘ 

ʊʠʧ ʟʘʧʠʩʘ, ʊɿ: ʪʝʢʩʪʫʘʣʥʠ  /  ʛʨʘʬʠʯʢʠ 

ɺʨʩʪʘ ʨʘʜʘ, ɺʈ: ʜʦʢʪʦʨʩʢʘ  ʜʠʩʝʨʪʘʮʠʿʘ 

ɸʫʪʦʨ, ɸʋ: ʄʠʣʠʮʘ ɼ. ɹʨʘʥʢʦʚʠ˂ 

ʄʝʥʪʦʨ, ʄʅ: ɼʘʨʢʦ ʍ. ɸʥʹʝʣʢʦʚʠ˂ 

ʅʘʩʣʦʚ ʨʘʜʘ, ʅʈ: ʈʘʟʚʦʿ ʠ ʧʨʠʤʝʥʘ ʧʨʝʣʠʤʠʥʘʨʥʠʭ ʩʢʨʠʥʠʥʛ 

ʤʝʪʦʜʘ ʟʘ ʧʨʦʮʝʥʫ ʩʘʜʨʞʘʿʘ ʨʝʟʠʜʫʘʣʥʠʭ 

ʧʝʩʪʠʮʠʜʘ ʫ ʿʘʙʫʢʘʤʘ ʪʝʭʥʠʢʘʤʘ ʤʘʩʝʥʝ 

ʩʧʝʢʪʨʦʤʝʪʨʠʿʝ 

ɱʝʟʠʢ ʧʫʙʣʠʢʘʮʠʿʝ, ɱʇ: ʩʨʧʩʢʠ 

ɱʝʟʠʢ ʠʟʚʦʜʘ, ɱʀ: ʝʥʛʣʝʩʢʠ 

ɿʝʤˀʘ ʧʫʙʣʠʢʦʚʘʘˁ, ɿʇ: ʉʨʙʠʿʘ 

ʋʞʝ ʛʝʦʛʨʘʬʩʢʦ ʧʦʜʨʫʯʿʝ, ʋɻʇ: ʉʨʙʠʿʘ 

ɻʦʜʠʥʘ, ɻʆ: 2022. 

ʀʟʜʘʚʘʯ, ʀɿ: ʘʫʪʦʨʩʢʠ ʨʝʧʨʠʥʪ 

ʄʝʩʪʦ ʠ ʘʜʨʝʩʘ, ʄɸ: ʅʠʰ, ɺʠʰʝʛʨʘʜʩʢʘ 33. 

ʌʠʟʠʯʢʠ ʦʧʠʩ ʨʘʜʘ, ʌʆ: 

(ʧʦʛʣʘʚʘˀ/ʩʪʨʘʥʘ/ 

ʮʠʪʘʪʘ/ʪʘʙʝʣʘ/ʩʣʠʢʘ/ʛʨʘʬʠʢʘ/ʧʨʠʣʦ

ʛʘ) 

8 ʧʦʛʣʘʚˀʘ, 365 ʩʪʨʘʥʘ, 127 ʮʠʪʘʪʘ, 103 ʪʘʙʝʣʝ, 

186 ʩʣʠʢʘ, 52 ʧʨʠʣʦʛʘ (7 ʪʘʙʝʣʘ ʠ 45 ʩʣʠʢʘ) 

ʅʘʫʯʥʘ ʦʙʣʘʩʪ, ʅʆ: ʭʝʤʠʿʘ 

ʅʘʫʯʥʘ ʜʠʩʮʠʧʣʠʥʘ, ʅɼ: ʭʝʤʠʿʘ ʞʠʚʦʪʥʝ ʩʨʝʜʠʥʝ 

ʇʨʝʜʤʝʪʥʘ ʦʜʨʝʜʥʠʮʘ/ʂʫˀʯʥʝ 

ʨʝʯʠ, ʇʆ: 

ʧʝʩʪʠʮʠʜʠ, ʬʫʥʛʠʮʠʜʠ, ʠʥʩʝʢʪʠʮʠʜʠ, ʿʘʙʫʢʝ, 

ʩʢʨʠʥʠʥʛ, QuEChERS, ʤʘʩʝʥʘ ʩʧʝʢʪʨʦʤʝʪʨʠʿʘ, 

ʛʘʩʥʘ ʭʨʦʤʘʪʦʛʨʘʬʠʿʘ, ʪʝʯʥʘ ʭʨʦʤʘʪʦʛʨʘʬʠʿʘ, 

ʤʠʛʨʘʮʠʿʘ ʧʝʩʪʠʮʠʜʘ 

ʋɼʂ 543.51 : ( 632.95 + 634.11 ) 

ʏʫʚʘ ʩʝ, ʏʋ: ʙʠʙʣʠʦʪʝʢʘ 

ɺʘʞʥʘ ʥʘʧʦʤʝʥʘ, ɺʅ: ɼʠʩʝʨʪʘʮʠʿʘ ʿʝ ʜʝʦ ʠʩʪʨʘʞʠʚʘˁʘ ʫ ʦʢʚʠʨʫ ʧʨʦʿʝʢʪʘ 

ʄʠʥʠʩʪʘʨʩʪʚʘ ʧʨʦʩʚʝʪʝ, ʥʘʫʢʝ ʠ ʪʝʭʥʦʣʦʰʢʦʛ 

ʨʘʟʚʦʿʘ ʈʝʧʫʙʣʠʢʝ ʉʨʙʠʿʝ ʊʈ 31060 ñʇʨʦʠʟʚʦʜˁʘ 

ʥʦʚʠʭ ʜʠʿʝʪʝʪʩʢʠʭ ʤʣʝʯʥʠʭ ʧʨʦʠʟʚʦʜʘ ʟʘ ʨʠʟʠʯʥʝ 

ʧʦʧʫʣʘʮʠʿʝ ʟʘʩʥʦʚʘʥʘ ʥʘ ʢʚʘʣʠʪʘʪʠʚʥʦʿ ʠ 

ʢʚʘʥʪʠʪʘʪʠʚʥʦʿ ʘʥʘʣʠʟʠ ʤʘʨʢʝʨʘ ʟʜʨʘʚʩʪʚʝʥʦʛ 

ʨʠʟʠʢʘ ʢʦʥʟʫʤʠʨʘˁʘ ʤʣʝʢʘñ. ʈʝʘʣʠʟʘʮʠʿʘ ʠ 

ʬʠʥʘʥʩʠʨʘˁʝ ʥʘʫʯʥʦ-ʠʩʪʨʘʞʠʚʘʯʢʦʛ ʨʘʜʘ ʅʀʆ ʿʝ 

ʠʟʚʨʰʝʥʦ ʧʨʝʤʘ ʫʛʦʚʦʨʠʤʘ ʙʨʦʿ 451-03-68/2020-

14/200124, 451-03-9/2021-14/200124 ʠ 451-03-
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68/2022-14/200124. ɽʢʩʧʝʨʠʤʝʥʪʘʣʥʠ ʨʘʜ ʿʝ 

ʩʧʨʦʚʝʜʝʥ ʫ ʃʘʙʦʨʘʪʦʨʠʿʠ ʟʘ ʤʘʩʝʥʫ 

ʩʧʝʢʪʨʦʤʝʪʨʠʿʫ ɼʝʧʘʨʪʤʘʥʘ ʟʘ ʍʝʤʠʿʫ ʇʨʠʨʦʜʥʦ-

ʤʘʪʝʤʘʪʠʯʢʦʛ ʬʘʢʫʣʪʝʪʘ ʫ ʅʠʰʫ. 

ʀʟʚʦʜ, ʀɿ: ɱʘʙʫʢʝ ʩʫ ʚʦ˂ʝ ʢʦʿʝ ʿʝ ʧʨʠʩʫʪʥʦ ʥʘ ʪʨʞʠʰʪʫ ʠ 

ʜʦʩʪʫʧʥʦ ʧʦʪʨʦʰʘʯʠʤʘ ʪʦʢʦʤ ʮʝʣʝ ʛʦʜʠʥʝ, ʟʙʦʛ 

ʯʝʛʘ ʧʦʩʪʦʿʠ ʧʦʪʨʝʙʘ ʟʘ ˁʠʭʦʚʦʤ ʠʥʪʝʥʟʠʚʥʦʤ 

ʧʨʦʠʟʚʦʜˁʦʤ, ʢʦʿʘ ʫ ʚʝʣʠʢʦʿ ʤʝʨʠ ʧʦʜʨʘʟʫʤʝʚʘ 

ʫʧʦʪʨʝʙʫ ʭʝʤʠʿʩʢʠʭ ʩʨʝʜʩʪʘʚʘ. ɿʙʦʛ ʦʚʘʢʚʝ ʧʨʘʢʩʝ, 

ʘʣʠ ʠ ʟʙʦʛ ʧʦʚʝ˂ʘʥʠʭ ʟʘʭʪʝʚʘ ʧʦʪʨʦʰʘʯʘ ʧʦ 

ʧʠʪʘˁʫ ʢʚʘʣʠʪʝʪʘ ʧʣʦʜʦʚʘ, ʢʨʠʪʝʨʠʿʫʤʠ ʥʘ 

ʪʨʞʠʰʪʫ ʩʫ ʟʥʘʯʘʿʥʦ ʧʦʦʰʪʨʝʥʠ, ʘ ʙʨʦʿ ʘʥʘʣʠʟʘ 

ʢʦʿʠʤ ʩʝ ʧʨʦʚʝʨʘʚʘ ʟʜʨʘʚʩʪʚʝʥʘ ʠʩʧʨʘʚʥʦʩʪ ʚʦ˂ʘ ʿʝ 

ʫ ʩʪʘʣʥʦʤ ʧʦʨʘʩʪʫ. ʉ ʦʙʟʠʨʦʤ ʜʘ ʩʪʘʥʜʘʨʜʥʝ 

ʤʝʪʦʜʝ ʟʘ ʦʜʨʝʹʠʚʘˁʝ ʧʝʩʪʠʮʠʜʘ ʫ ʧʨʝʭʨʘʤʙʝʥʠʤ 

ʧʨʦʠʟʚʦʜʠʤʘ, ʧʦʧʫʪ (ʉʈʇʉ) ʎɽʅ/ʊʈ 17063:2017,  

(ʉʈʇʉ) ʎɽʅ/ʊʈ 15641:2009 ʠʪʜ., ʤʦʛʫ ʟʘʭʪʝʚʘʪʠ 

ʚʠʰʝ ʚʨʝʤʝʥʘ, ʤʘʪʝʨʠʿʘʣʘ ʠ ʬʠʥʘʥʩʠʿʩʢʠʭ 

ʩʨʝʜʩʪʘʚʘ, ʮʠˀ ʠʩʪʨʘʞʠʚʘˁʘ ʿʝ ʙʠʦ ʨʘʟʚʦʿ ʙʨʟʠʭ ʠ 

ʝʢʦʥʦʤʠʯʥʠʭ ʤʝʪʦʜʘ, ʟʘʜʦʚʦˀʘʚʘʿʫ˂ʝ 

ʦʩʝʪˀʠʚʦʩʪʠ ʠ ʨʝʧʨʦʜʫʢʪʠʚʥʦʩʪʠ, ʧʦʛʦʜʥʠʭ ʟʘ 

ʙʨʟʠ ʪʘʨʛʝʪʠʨʘʥʠ ʩʢʨʠʥʠʥʛ ʧʝʩʪʠʮʠʜʘ ʫ ʿʘʙʫʢʘʤʘ, 

ʢʦʿʝ ʤʦʛʫ ʧʨʝʜʩʪʘʚˀʘʪʠ ʘʣʪʝʨʥʘʪʠʚʫ ʩʪʘʥʜʘʨʜʥʠʤ 

ʤʝʪʦʜʘʤʘ. ʅʘ ʧʨʠʤʝʨʠʤʘ ʧʠʨʠʤʝʪʘʥʠʣʘ, 

ʮʠʧʨʦʜʠʥʠʣʘ, ʙʦʩʢʘʣʠʜʘ, ʪʨʠʬʣʦʢʩʠʩʪʨʦʙʠʥʘ ʠ 

ʙʠʬʝʥʪʨʠʥʘ, ʠʟʚʨʰʝʥʠ ʩʫ ʨʘʟʚʦʿ ʠ ʚʘʣʠʜʘʮʠʿʘ 7 

ʤʝʪʦʜʘ ʢʦʿʝ ʩʝ ʟʘʩʥʠʚʘʿʫ ʥʘ ʪʝʭʥʠʮʠ ʤʘʩʝʥʝ 

ʩʧʝʢʪʨʦʤʝʪʨʠʿʝ ʫʟ ʦʧʮʠʦʥʦ ʜʦʜʘʪʥʦ 

ʠʤʧʣʝʤʝʥʪʠʨʘˁʝ ʪʝʭʥʠʢʝ ʛʘʩʥʝ ʠʣʠ ʪʝʯʥʝ 

ʭʨʦʤʘʪʦʛʨʘʬʠʿʝ. ʋ ʨʘʟʚʦʿ ʤʝʪʦʜʘ ʫʢˀʫʯʝʥʠ ʩʫ 

ʤʘʩʝʥʠ ʩʧʝʢʪʨʦʤʝʪʨʠ ʨʘʟʣʠʯʠʪʝ ʛʝʥʝʨʘʮʠʿʝ ʠ 

ʧʝʨʬʦʨʤʘʥʩʠ, ʢʘʦ ʠ ʨʘʟʣʠʯʠʪʝ ʫʧʨʦʰ˂ʝʥʝ ʠ 

ʝʢʦʥʦʤʠʯʥʠʿʝ ʧʨʦʮʝʜʫʨʝ ʧʨʠʧʨʝʤʝ ʫʟʦʨʘʢʘ. 

ʀʟʚʨʰʝʥʘ ʿʝ ʢʦʤʧʘʨʘʪʠʚʥʘ ʘʥʘʣʠʟʘ ʭʝʤʠʿʩʢʦ-

ʪʝʭʥʠʯʢʠʭ, ʭʝʤʠʿʩʢʦ-ʘʥʘʣʠʪʠʯʢʠʭ ʠ ʝʢʦʥʦʤʩʢʠʭ 

ʢʘʨʘʢʪʝʨʠʩʪʠʢʘ ʨʘʟʚʠʿʝʥʠʭ ʤʝʪʦʜʘ. ʋʧʦʨʝʹʝʥʝ ʩʫ 

ʝʢʦʥʦʤʠʯʥʦʩʪʠ ʩʪʘʥʜʘʨʜʥʠʭ ʤʝʪʦʜʘ ʠ ʤʝʪʦʜʘ ʩʘ 

ʨʘʟʚʠʿʝʥʦʤ ʧʨʠʧʨʝʤʦʤ ʫʟʦʨʢʘ. ʄʝʪʦʜʝ ʩʘ 

ʨʘʟʚʠʿʝʥʦʤ ʧʨʠʧʨʝʤʦʤ ʫʟʦʨʢʘ ʧʨʠʤʝˁʝʥʝ ʩʫ ʫ 

ʠʩʧʠʪʠʚʘˁʫ ʤʠʛʨʘʮʠʿʝ ʧʝʩʪʠʮʠʜʘ ʢʨʦʟ ʧʣʦʜ ʿʘʙʫʢʝ 



ʇʨʠʣʦʛ 4/1 

 

ʇʈʀʈʆɼʅʆ - ʄɸʊɽʄɸʊʀʏʂʀ ʌɸʂʋʃʊɽʊ 

ʅʀʐ 

ʂɲʋʏʅɸ ɼʆʂʋʄɽʅʊɸʎʀɱʉʂɸ ʀʅʌʆʈʄɸʎʀɱɸ 

 

   

ʠ ʫ ʘʥʘʣʠʪʠʯʢʦʤ ʦʜʨʝʹʠʚʘˁʫ ʠʩʧʠʪʠʚʘʥʠʭ 

ʧʝʩʪʠʮʠʜʘ ʫ ʫʟʦʨʮʠʤʘ ʿʘʙʫʢʘ ʩʘ ʪʨʞʠʰʪʘ. 

ɼʘʪʫʤ ʧʨʠʭʚʘʪʘʘˁ ʪʝʤʝ, ɼʇ: 04. 11. 2019. ʛʦʜʠʥʝ 

ɼʘʪʫʤ ʦʜʙʨʘʥʝ, ɼʆ: ü  

ʏʣʘʥʦʚʠ ʢʦʤʠʩʠʿʝ, 

ʂʆ: 

ʇʨʝʜʩʝʜʥʠʢ:  

 ʏʣʘʥ:  

 ʏʣʘʥ, 

ʤʝʥʪʦʨ: 
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Note, N: The dissertation is a part of the research performed within the 

Grant of the Ministry of Education, Science and 

Technological Development of the Republic of Serbia TR 

31060 ñProduction of new dietary dairy products for high-

risk population based on qualitative and quantitative analysis 

of health risk markers for milk consumptionò and within the 

research program ï Contract Nos. 451-03-68/2020-

14/200124, 451-03-9/2021-14/200124 and 451-03-68/2022-

14/200124. The experimental part of this thesis was done in 

the Laboratory for Mass Spectrometry of the Department of 

Chemistry of the Faculty of Science in Nis. 

Abstract, AB: High consumption rate of apples demands their intensive 

production. To ensure satisfactory and healthy yields, such 

production mainly involves largescale usage of pesticides, 

which consequently rises the need for the continuous 

monitoring of pesticides residues, in order to deliver safe 

fruit. Main methods of pesticides analysis in food are well 

elaborated official methods such as (SRPS) CEN/TR 

17063:2017 or (SRPS) CEN/TR 15641:2009 etc. These 

methods have satisfactory level of trueness and reliability in 

pesticides analysis, but are often expensive and time-

consuming due to the strict demands regarding the analytical 

instruments preparation, qualification and quantification 

procedures etc. The objective of this research was to provide 

more economic and faster alternatives to the official methods. 

As a result, 7 methods were developed and validated with 

cyprodinil, pyrimethanil, boscalid, trifloxystrobin and 

bifenthrin as model compounds. The main instrumental 

technique was mass spectrometry; optionally methods 

involved gas or liquid chromatography separation of 

analytes. Methods development included several mass 

spectrometers of different generation and performances and 

several simplified sample preparation methods. Main features 

of the developed methods were compared. The reduced 

sample preparation methods were compared with the official 

methods regarding the cost-effectivenes. The developed 

methods were applied to the pesticides migration study and 

to the analytical determination of the target pesticides in 

apple samples from local market.  
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Jabuke su jedna od vrste voĺa koje je prisutno na trģiġtu i dostupno potroġaļima nezavisno od 

sezone, zbog ļega postoji potreba za njihovom intenzivnom proizvodnjom, koja u velikoj meri 

podrazumeva upotrebu hemijskih sredstava, dok je organska proizvodnja manje zastupljena. 

Od ukupne potroġnje pesticida tokom odrģavanja zasada jabuka, 75 % se odnosi na primenu 

fungicida. Fungicidi se u zasadima koriste za suzbijanje mikoza i pseudomikoza, poput 

pepelnice, crne i bele truleģi, zelene plesni, kao i ekonomski najznaļajnije ļaĽave pegavosti 

lista i krastavosti ploda jabuke. Insekticidi se koriste za suzbijanje oġteĺenja na biljci, 

uzrokovanih insektima i grinjama, kao ġto su jabuļni cvetojed, moljac ili smotavac. Za ove 

izazivaļe bolesti, karakteristiļno je da se upotreba insekticida ne moģe u potpunosti eliminisati, 

jer se praĺenjem tj. sakupljanjem i uniġtavanjem ġtetoļina ne postiģu zadovoljavajuĺi rezultati. 

U intenzivnoj proizvodnji jabuka upotreba pesticida i drugih hemijskih preparata je vrlo 

izraģena kroz koliļinu zaġtitnih sredstava aplikovanih po jedinici povrġine i kroz uļestaliju 

primenu zaġtitnih tretmana. Upraģnjavanje ovakve prakse, zajedno sa potencijalnom 

nestruļnoġĺu uzgajivaļa ili nepoġtovanjem propisanih doza i karence, moģe usloviti pojavu 

ostataka pesticida ne samo u finalnom proizvodu, veĺ i u preraĽevinama, iznad maksimalnih 

vrednosti propisanih zakonom i tako negativno uticati na zdravlje potroġaļa. Zbog toga, ali i 

zbog poveĺanih zahteva potroġaļa po pitanju kvaliteta plodova, kriterijumi na trģiġtu voĺa i 

povrĺa su u danaġnje vreme znaļajno pooġtreni. 

Predmet ovog istraģivanja je obuhvatio komercijalne sorte jabuka ï Zlatni Deliġes, Greni Smit 

i Ajdared i pesticide koji se uobiļajeno primenjuju u tretmanima zasada jabuka, a to su 

fungicidi iz grupe anilinopirimidina (pirimetanil i ciprodinil), fungicid iz grupe strobilurina 

(trifloksistrobin), insekticid iz grupe piretroidnih estara (bifentrin) i fungicid iz grupe anilida 

(boskalid). Navedeni fungicidi prema mehanizmu delovanja pripadaju klasi sistemiļnih 

fungicida, prodiru u biljku, deluju kurativno i protektivno. Strobilurini su efikasni u malim 

koliļinama u suzbijanju poļetne faze u razvoju ļaĽave pegavosti, te su odliļni preventivni 

fungicidi. Pored trifloksistrobina, u Srbiji primenu imaju i piraklostrobin i krezoksim metil. 

Anilinopirimidini su namenjeni suzbijanju ġireg spektra patogena, lako se usvajaju i brzo ġire 

kroz biljku, a takoĽe pokazuju efikasnost i na niskim temperaturama, pa se primenjuju na 

samom poļetku vegetacije. Iz ove grupe fungicida u Srbiji su registrovani za upotrebu 

pirimetanil i ciprodinil. Boskalid po mehanizmu delovanja je inhibitor sukcinat dehidrogenaze 

i koristi se u suzbijanju Monillia sp. i truleģi plodova jabuke. Pored njega, u Srbiji je registrovan 
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i fluopiram. Bifentrin spada u treĺu grupu insekticida (piretroidi) i koristi se za suzbijanje 

ġtetoļina poput jabuļnog cvetojeda, moljca i smotavca. 

Cilj ovog istraģivanja je bio razvoj brģih i ekonomiļnijih metoda, zadovoljavajuĺe osetljivosti 

i reproduktivnosti, pogodnih za brzi skrining targetiranih pesticida u jabukama, ali i uz 

odreĽena prilagoĽenja, sa potencijalnom primenom i za druge kombinacije pesticida i 

voĺa/povrĺa. 

Standardne metode za odreĽivanje pesticida u prehrambenim proizvodima u Srbiji, poput 

SRPS CEN/TR 17063:2017, SRPS CEN/TR 15641:2009 itd., kao i njihovi meĽunarodni 

pandani (CEN/TR 17063:2017, CEN/TS 17061:2017) mogu zahtevati viġe vremena i 

materijala. Osim toga, zakonska procedura zahteva analizu uzoraka u akreditovanim 

laboratorijama, uz to i ovlaġĺenim za kontrolu hrane. Takvi sertifikovani pregledi uzoraka 

poskupljuju i usloģnjavaju zdravstvenu kontrolu namirnica, mada su neophodni za stavljanje 

prehrambenih proizvoda u promet. TakoĽe, oficijalne metode mogu biti kritiļne ili teģe za 

sprovoĽenje usled uslova da se koncentracije ksenobiotika odreĽuju iskljuļivo na bazi analize 

celokupne mase reprezentativnog uzorka, koji ukljuļuje plod u nativnom stanju (npr. kora i 

pulpa zajedno). Ovo implicira da instrumentalna tehnika i proces pripreme uzorka mora izaĺi 

u susret zahtevima za odreĽivanje vrlo niskih koncentracija kako bi se dalo miġljenje o 

higijensko-zdravstvenoj ispravnosti kontrolisane namirnice. 

Razvijene metode treba da pruģe kompromis izmeĽu utroġka vremena i resursa za analizu sa 

jedne strane i ġto boljih parametara validacije sa druge strane, odnosno da budu alternativa i da 

prethode postojeĺim standardnim metodama analize pesticida u voĺu koje su propisane 

razliļitim pravilnicima, a u cilju brģe i dostupnije analize veĺeg broja uzoraka i pruģanja uvida  

proizvoĽaļima u zdravstvenu ispravnost jabuka. 

S obzirom na sve striktniju regulativu u pogledu zdravstvene kontrole namirnica, ovo 

istraģivanje treba da pruģi doprinos lakġoj i brģoj dostupnosti potrebnih analitiļkih podataka u 

pogledu sadrģaja ksenobiotika, pogotovu malim i srednjim preduzeĺima, kao i individualnim 

poljoprivrednim proizvoĽaļima u domenu interne kontrole, pre finalnih sertifikovanih analiza 

i plasmana proizvoda na trģiġte. 

Osim navedenih praktiļnih aspekata, razvijene metode su u pogledu fundamentalnog 

istraģivanja primenjene i u ispitivanju migracionih osobina pesticida kroz plod jabuke, odnosno 

u proceni retencionog kapaciteta kore. Time je ispitana opravdanost svoĽenja analize na samu 

koru u cilju procene toksikoloġke optereĺenosti jabuka, a u odnosu na analizu ļitavog ploda 

koja se uobiļajeno primenjuje. Razvijene metode su dodatno implementirane i potvrĽene u 

skriningu targetiranih pesticida u jabukama sa trģiġta.
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2.1 Malus×domestica Borkh. 

 

Jabuka (Malus×domestica Borkh.) je jedna od najstarijih ġiroko uzgajanih vrsta voĺa. Vrsta se 

karakteriġe izuzetnom sposobnoġĺu adaptacije na razliļite uslove, od ekstremno hladnih mesta 

poput Sibira, pa do znatno toplijih krajeva poput Kolumbije ili Indonezije. Spada u listopadna 

drveĺa i moģe porasti i do 15 m visine. Proces zrenja plodova varira u zavisnosti od sorte i 

vremenskih uslova, a obiļno traje od 50 do 80 dana. Plodovi postiģu zrelost u kasno leto ili ranu 

jesen, a njihova veliļina se u zavisnosti od sorte kreĺe od 7 do 8,5 cm u preļniku. Kora zrelih 

plodova je crvene, ģute, zelene ili roze boje, a mogu se pronaĺi i dvobojne i trobojne sorte. 

Jabuka pripada klimakteriļnom voĺu, koje se karakteriġe konstantnim porastom proizvodnje 

etilena u toku zrenja, gde etilen u ulozi biljnog hormona, ubrzava proces zrenja.  

Jabuke ļine znaļajan deo ljudske ishrane, jer predstavljaju izvor monosaharida, minerala, 

hranljivih vlakana i ġirokog spektra bioaktivnih jedinjenja poput vitamina C i fenolnih 

jedinjenja, koja imaju ulogu antioksidanasa. Naļini konzumiranja ove vrste voĺa su 

mnogobrojni, od sveģeg ploda sa drveta, preko skladiġtenog ploda, pa do preraĽevina poput 

soka, kaġa, soseva. Sok se konzumira sveģ ili u fermentisanoj formi (cider), ili u vidu jabukovog 

vina ili sirĺa.  

2.1.1 Poreklo 

Jabuka pripada rodu Malus iz porodice Rosaeae koji obuhvata oko 70 vrsta. Poļetak uzgajanja 

jabuka datira 4000 godina unazad u Aziju, a u danaġnje vreme se uzgaja viġe od 7500 sorti na 

svim kontinentima. Region Vavilov u centralnom Kazakstanu je prepoznat kao region porekla 

jabuke (Malus) i sliļnih rodova kao ġto je kruġka (Pyrus) i kajsija (Prunus) (Espley & Martens, 

2013). U ovom regionu je pronaĽena vrsta iz roda Malus sieversii za koju postoje genetski 

dokazi da je preteļa domaĺih jabuka. Pored Malus sieversii preteļama su se inicijalno smatrale 

i Malus sylvestris (L.) Mill. iz Evrope i Malus dasyphylla Borkh, poznate i kao divlje jabuke, 

Malus baccata iz Sibira i Malus prunifolia iz Kine (Fraternale et al., 2011). 
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Naknadnim sekvencionisanjem genoma jabuke utvrĽeno je da je preteļa jabuke Malus Sieversii 

iz Centralne Azije, a ne iz Kazakstana (Wang et al., 2018). Malus Sieversii iz Sinkjanga, Kine 

ima visok stepen homologije, dok je Malus sieversii iz Kazakstana pokazuje sliļnost sa 

genomom Malus Sylvestris i Malus orientalis.  Malus sieversii iz Kine je u procesu ukrġanja sa 

Malus baccata iz Sibira rezultovala u vidu Kineske jabuke (Slika 2.1-1 A). 

Opseģne genetske studije su pokazale da je 

populacija savremene jabuke hibrid 

nekoliko vrsta (Slika 2.1-1 B); posebno se 

nalgaġava genetski doprinos koji potiļe iz 

ukrġtanja Malus sieversii i Malus orientalis, 

ali je nepobitan i genetski doprinos 

evropske divlje jabuke (Malus Sylvestris), 

koja se je uzgajala mnogo pre pojave 

hibrida M.sieversii-M.orientalis u Evropi 

(Spengler, 2019). Moģe se zakljuļiti da je 

osnova odomaĺivanja jabuke odnosno 

poļetak nastajanja savremene jabuke bila 

Evroazijska razmena useva, odnosno 

prenoġenje biljaka putem Svile. Savremena 

jabuka nosi naziv Malus×domestica Borkh 

(Spengler, 2019). 

 

2.1.2 Proizvodnja 

Jabuke se nalaze na 17 mestu od 20 najpopularnijih agro-namirnica. Globalno gledano, 

uzimajuĺi u obzir samo voĺe, jabuke se nalaze na drugom mestu popularnosti, posle groģĽa. 

Proizvode se na svim kontinentima. Svetska proizvodnja voĺa doseģe oko 500 miliona tona, pri 

ļemu 12 % proizvodnje ļine jabuke. Kina je lider u svetskoj proizvodnji sa 36 %, a prati je 

SAD sa 7,5 %; na severnoj hemisferi vodeĺe zemlje u proizvodnji jabuka su Turska, Francuska, 

Italija i Iran, dok su na juģnoj hemisferi to Ļile, Argentina, Novi Zeland i Juģna Afrika (Espley 

& Martens, 2013). 

Zbog izuzetno velikog opsega proizvodnje i ġirokom konkurencijom koja vlada na trģiġtu, ali i 

zahteva potroġaļa, kriterijumi proizvodnje jabuke, ali i drugog voĺa su znaļajno izmenjeni u 

smislu pooġtrenja. Zahtevi potroġaļa se kreĺu u pogledu kvaliteta plodova, ali i zdravstvene 

ispravnosti. Problem koji se javlja u ova dva uslova, koji naizgled proistiļu jedan iz drugog, je 

ļinjenica da se rod jabuka tretira mnogobrojnim hemijskim sredstvima koja obezbeĽuju dobra 

organoleptiļka svojstva plodova, suzbijajuĺi ġtetoļine i bolesti. S druge strane, ova praksa 

svakako ne doprinosi zdravstvenoj ispravnosti voĺa, kao fundamentalnom parametru kvaliteta. 

Uzimajuĺi u obzir gajene kontinentalne kulture, jabuka ima najveĺu upotrebu pesticida po 

jedinici povrġine, sa najveĺim brojem zaġtitinih tretmana (Obradoviĺ et al., 2013). Ovakva 

praksa, ako se uzme u obzir i eventualna nestruļnost uzgajivaļa pri koriġĺenju hemijskih 

sredstava ili nepoġtovanje propisane karence, moģe usloviti prisustvo rezidualnih sredstava 

Slika 2.1-1 Poreklo savremene jabuke (interpretirano iz: A 

Wang et al., 2018, B Spengler, 2019 
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iznad maksimalno dozvoljenih koncentracija (MDK) i time direktno, u duģem periodu ugroziti 

zdravlje ljudi. 

Kao alternativa ili u krajnjem sluļaju poboljġan vid intenzivne proizvodnje voĺa, javlja se 

integralna proizvodnja. Zvaniļna definicija integralne proizvodnje kaģe da je integralna 

proizvodnja Ăekonomiļna proizvodnja voĺa visokog kvaliteta, koja daje prioritet ekoloġki 

bezbednijim metodama i dovodi na minimum neģeljene efekte i upotrebu agro-hemijskih 

sredstava da bi se poboljġala zaġtita ģivotne sredine i zaġtita zdravlja ljudiñ. Suġtina integralne 

proizvodnje je suzbijanje primene agrohemijskih mera i promovisanje primene bioloġkih mera 

u komercijalnoj proizvodnji voĺa. Umesto sprejanja ili soljenja biljaka hemijskim preparatima, 

u cilju suzbijanja bolesti treba primeniti suptilnije i viġe indirektne postupke zaġtite od ġtetoļina 

poput fiziļkih, bioloġkih ili mehaniļkih dejstava. Da bi se donela odluka o izboru tretmana treba 

redovno pratiti stanje stabala, vremenskih uslova, brojnosti ġtetoļina i njihovog infektivnog 

praga i u skladu sa time doneti odluku da li i u kom trenutku primeniti pesticide. 

2.1.3 Najznaļajnije komercijalne sorte 

Razvijen je veliki broj komercijalnih sorti jabuka, ali se svega desetina njih i uzgaja u 

komercijalne svrhe (Slika 2.1-2), ġto uglavnom zavisi od sklonosti potroġaļa prema pojedinim 

sortama. Pored teksture, ukusa, mirisa i nutritivnog profila, naklonjenost potroġaļa zavisi i od 

regiona u kome ģive kao i od kulture iz koje potiļu. Stanovnici Severne Amerike i Evrope 

prednost daju prokiselim, a stanovnici Azije slatkim jabukama. Zlatni Deliġes je najpopularnija 

sorta u Evropi, praĺena Galom, Ajdaredom, Crvenim Deliġesom i Jonagoldom, dok su u SAD 

najpopularnije Crveni Deliġes, Gala, Fudģi, Zlatni Deliġes, Greni Smit (Tsao, 2016).  

Komercijalna proizvodnja je iz tog razloga svedena na sledeĺe sorte: Zlatni Deliġes, Crveni 

Deliġes, Mekintoġ i Jonagold (poreklom iz SAD), Fudģi (poreklom iz Japana) , Greni Smit 

(poreklom iz Australije) i Rojal Gala, Breburn i Dģez (poreklom sa Novog Zelanda). 

 

Slika 2.1-2 Izgled plodova komercijalno najpoznatijih sorti jabuka (izvor: Juģni Banat - Fruits) 

Ajdared (engl. Idared) je stara ameriļka sorta, jednostavna za gajenje, ujedno i sigurna sorta po 

pitanju redovnosti i obilnosti raĽanja. S obzirom da cveta u rano proleĺe, prinos ove vrste moģe 

biti smanjen pojavom mrazova u tom periodu. Preobilnost u rodu se opet, moģe smanjiti 

primenom hemijskih sredstava. Plod je krupan, sa kiselo-slatkim ukusom mesa, ġto je donekle 

i ograniļavajuĺi faktor u popularnosti ove sorte kod potroġaļa. MeĽutim, plodovi se mogu 
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ļuvati u duģem periodu ļak i u prostijim uslovima skladiġtenja, zbog ļega je popularna kod 

uzgajivaļa. S obzirom da za uzgoj ne predstavlja zahtevnu sortu, cena na trģiġtu joj je obiļno 

niska. Posebno je osetljiva na uzroļnika pepelnice jabuke (Podosphaera leucotricha) 

(Obradoviĺ et al., 2013). 

Zlatni Deliġes (engl. Golden Delicious) je stara ameriļka sorta, kvalitetnog ploda slatkog ukusa. 

Nepotpuno zreli plodovi imaju zelenkastu boju, a plodovi u punoj fazi zrenja su zlatno-ģuti, po 

ļemu je ova sorta i dobila ime. U poreĽenju sa drugim jabukama, npr sa Greni Smitom, plodovi 

ove sorte sadrģe manje vode, tj manje su soļni. Poznato je da su plodovi podloģni pojavi rĽastih 

prevlaka u nepovoljnijim vremenskim uslovima. Postoje klonovi ove sorte (klon B ili klon 

Zlatni Rejnders) koji su otporniji na pojavu prevlaka (Obradoviĺ et al., 2013). Ukoliko se 

plodovi ubiru na vreme i skladiġte u adekvatnim uslovima, moguĺe ih je saļuvati do naredne 

sezone branja. Zbog neġto veĺeg broja faktora na koji treba obratiti paģnju prilikom uzgajanja, 

sorta je zahtevnija za proizvodnju, meĽutim i dalje je najzastupljenija na trģiġtu. 

Greni Smit (engl. Granny Smith) je stara australijska sorta. Dobila je naziv po Mariji En Smit, 

koja je popularisala uzgoj ove sorte u 19. veku. Greni Smit cveta srednje pozno i ima dugu 

vegetaciju. Plod je obiļno krupan i zelen u svim fazama zrenja sa beliļastim lenticelama. Klon 

ove sorte, Ļelindģer Daliver, ima joġ izraģenije lenticele na zelenoj podlozi, ļime je vizuelno 

joġ privlaļniji (Obradoviĺ et al., 2013). Meso je kiselo i hrskavo, osveģavajuĺeg ukusa. Ġto se 

tiļe proizvodnje ove sorte, najveĺa mana je podloģnost pojavi skalda i dopunskog crvenila na 

plodovima. Podloģnost pojavi skalda se vezuje za velike koliļine alfa-farnesena koju ova sorta 

poseduje i njegovu naknadnu oksidaciju do konjugovanih trienola koji se smatraju inicijatorima 

oboljenja (Whitaker et al., 1997). 

2.1.4 Morfolo gija, sastav i uloga kore 

Pored razlike u hemijskom profilu razliļitih sorti, oļigledne su i razlike u hemijskom profilu 

kore i pulpe u okviru jedne sorte (Kalinowska et al., 2014). U veĺini sluļajeva kora je bogatija 

polifenolnim jedinjenjima u odnosu na pulpu, ali izuzeci postoje u zavisnosti od sorte jabuke. 

Neke studije pokazuju da sorte poput Zlatnog Deliġesa i Greni Smita imaju veĺi sadrģaj 

hlorogenske kiseline u pulpi, a manje u kori (Escarpa &  González, 1998), dok je sluļaj obrnut 

sa sortama poput Fudģi, Mekintoġ, Elstar, Crveni Deliġes (Kalinowska et al., 2014). Sadrģaj p-

kumaroilkininske kiseline i procijanidina B1 u sorti Gala je veĺi u pulpi nego u kori 

(Khanizadeh et al., 2008), dok je kod sorti Zlatni Deliġes, Mekintoġ i Greni Smit obrnuto 

(Kalinowska et al., 2014). Kora sorti Greni Smit, Ajdared, Jonamak, Gloster i Starking Deliġes 

znaļajno doprinosi ukupnom sadrģaju fenola u celoj jabuci, dok je u sluļaju sorti Pilot, 

Mekintoġ i Prima taj doprinos mali (Lata et al., 2009). 

Sadrģaj kvercetina, katehina, epikatehina i florizina, kao i procijanidina B2 i C1 je veĺi u kori 

nego u pulpi, nezavisno od sorte jabuke, pa se moģe zakljuļiti da antioksidativna moĺ jabuke 

opada u nizu kora > srģ > pulpa (Kalinowska et al., 2014). Pored antioksidativnih i 

antihipertenzivnih svojstava flavonoida (Balasuriya & Rupasinghe, 2012) neka jedinjenja 

izolovana iz kore jabuke, poput ursolne kiseline i 3-O-B-D-glukopiranozida pokazuju i 

antiproliferativno dejstvo protiv ĺelija raka (He & Liu, 2008). Neke studije ispituju i potencijale 

kore jabuke u prahu kao dodatka ishrani (Wolfe & Liu, 2003). Generalni zakljuļak, koji su 
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potvrdile i neke studije (Vieira et al., 2011) je da odstranjivanje kore jabuke vodi znaļajnom 

gubitku bioaktivnih jedinjenja i samim tim njihovoj slabijoj eksploataciji iz ove vrste voĺa. 

Slika 2.1-3a prikazuje morfologiju ploda jabuke. Centralni deo jabuke je tzv. perikarp, koji se 

sastoji iz endokarpa ili srģi, mezokarpa ï sloja koji obavija srģ ï i epikarpa ï linije koja razdvaja 

mezokarp i pulpu. Kora jabuka se sastoji iz nekoliko slojeva hipoderma, epiderma i kutikule 

(Slika 2.1-3b). kutikula predstavlja lipofilni polimerni sloj kore, koji je u direktnom kontaktu 

sa spoljaġnjim faktorima i sastoji se u velikom procentu od kutina (nesolubilne lipidne frakcije) 

i voskova (solubilne lipidne frakcije) (Khanal & Knoche, 2014). Voskovi su dispegovani kroz 

ļitavu kutikulu; frakcija koja se nalazi bliģe spoljaġnjosti kutikule se naziva epikutikularnim, a 

frakcija bliģa unutraġnjosti intrakutikularnim voskovima.  

Epikutikularni voskovi su prisutni u vidu amorfne i kristalne forme. Voskovi u kristalnoj formi 

se nalaze na samoj povrġini kutikule i sastoje se uglavnom od jedinjenja dugih ugljovodoniļnih 

lanaca. U sastav ovih konstatno rigidnih struktura mestimiļno ulaze i amorfne rigidne strukture 

koje na viġoj temperaturi mogu preĺi u teļnu formu zahvaljujuĺi slobodnim meĽuprostorima i 

fleksibilnijim delovima, sastavljenim od cikliļnih jedinjenja i jedinjenja sa kraĺim 

ugljovodoniļnim lancima. Treĺi ļinilac epikutikularnih voskova, sa ravnomernom 

distribucijom izmeĽu kristalnih i amorfnih rigidnih struktura su pokretljive amorfne regije koje 

se sastoje iz alifatiļnih jedinjenja male molekulske mase. Veĺa zastupljenost ovakvih regija 

olakġava kretanje molekula kroz kutikulu; veĺina bioloġki aktivnih jedinjenja svoj transport 

kroz koru ostvaruje kretanjem kroz rigidne i pokretljive amorfne regije, jer kroz regije voskova 

u kristalnoj formi ne moģe proĺi usled male rastvorljivosti i sternih smetnji (Giacinti et al., 

2020). Iduĺi od povrġine kore prema unutraġnjosti, udeo intrakutikularnih voskova i amorfne 

pokretljive frakcije raste, a ukupan udeo voskova se smanjuje usled zamene kutinom i 

polisaharidima, tako da se poveĺava polarnost. 

 

Slika 2.1-3 Delovi popreļnog preseka ploda jabuke (a) i struktura kore posmatrana pod mikroskopom (b), 

adaptirano iz (Giacinti et al., 2020) 

Osnovne komponente kutikularnih voskova su masne kiseline vrlo dugog niza (engl. very-long-

chain fatty acids) i njeni derivati, kao ġto su C20-C40 alkoholi, estri, ketoni, aldehidi (Li et al., 
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2017). Ursolna kiselina iz grupe triterpenoida ļini od 32 do 70 %  ukupnih ugljovodoniļnih 

jedinjenja voskova, alkani ï C29 nonakozan do 49 %, primarni alkoholi do 14,60 %, a 

sekundarni ï zavisni od sorte ï 20,40 % u voskovima Deliġesa tj. 1,90 % u voskovima Zlatnog 

Deliġesa; aldehidi i ketoni zauzimaju do 6,00 % u sastavu voskova (Belding et al., 1998). Iako 

su pentacikliļni triterpenoidi poput ursolne i oleanolne kiseline najzastupljeniji u voskastom 

sloju, oni nisu u pozitivnoj korelaciji sa smanjenjem gubitka vode iz plodova, veĺ su za to 

odgovorne alifatiļne frakcije voskova vrlo dugog niza (Leide et al., 2018). 

Sastav kore, u domenu strukture i sastava kutikule, zavisi od biotiļkih faktora tipa genetskih 

(vrste sorte) i stepena zrelosti ploda, ali i od abiotiļkih faktora. Znaļajni abiotiļki faktori koji 

utiļu na osobine kore su klimatski uslovi pri kojima su jabuke uzgajane i uslovi skladiġtenja 

nakon branja voĺa (Konarska, 2012). Sorte koje kasnije sazrevaju uglavnom imaju deblju koru 

od onih koje sazrevaju ranije (Homutová & Blaģek, 2006). Ġto je kora deblja i poseduje veĺu 

koliļinu voskova, to je gubitak vode iz ploda manji i sorta je pogodnija za duģe skladiġtenje. 

Prema rezultatima jednog ispitivanja koliļina epikutikularnih voskova meĽu sortama varira od 

366 do 1038 µgcm-2 (Belding et al., 1998). U sorti Florina koja spada u sorte koje dobro podnose 

skladiġtenje, odreĽen je sadrģaj voskova od 113,1 ± 42,2 µgcm-2 dok sorta Prima, koja je loġa 

za skladiġtenje ima sadrģaj voskova od 77,1 ± 25,7 µgcm-2 (Belding et al., 1998). 

Kutikula i voskovi koji je prekrivaju imaju vaģnu ulogu u oļuvanju integriteta plodova prilikom 

transporta i skladiġtenja (Grotte et al., 2001; Wang et al., 2016). Poznata je zaġtitna uloga 

voskova ne samo od transporta patogena u plod, veĺ i od transporta unutraġnjih sastojaka ploda 

na povrġinu jabuke tj. izluļevina, koje u tom sluļaju predstavljaju nutrijente za razvoj 

mikroorganizama (Belding et al., 2000). 

Zahvaljujuĺi svojoj morfologiji kora predstavlja prirodnu barijeru i protiv prodora pesticida i 

drugih ksenobiotika. Iako je evidentno da zaġtitna uloga kore tj. voskova iz njenog sastava 

postoji, mera u kojoj se zaġtita ispoljava zavisi od vrste voĺa, uslova u kojima se pesticidi 

nanose, kao i od hemijske strukture pesticida. Dobra zaġtita kore jabuke i groģĽa se pokazala 

na primeru hlorpirifos-metila, gde je veliki deo aplikovanog pesticida ostao absorbovan na koru, 

ali nije proġao kroz nju do ploda (Riccio et al., 2006); ovo je meĽutim zavisno od vrste voĺa ï 

kora jabuke i groģĽa je pokazala zaġtitni efekat, dok kora jagoda nije. Ispitivanja koja su 

obuhvatila osam pesticida iz razliļitih klasa su pokazala delimiļnu zaġtitnu ulogu kore groģĽa, 

ġto znaļi da su ostaci nanetih pesticida naĽeni u i pulpi, ali je najveĺa koliļina detektovana u 

kori groģĽa (Lagunas-Allué et al., 2015). Isto istraģivanje je pokazalo da prodor pesticida zavisi 

od toga da li je pesticid sistemik ili nesistemik, kao i da pesticidi prodiru u manjoj meri kada se 

nanose u smeġi, tj. ispoljava se kompetitivni efekat. 

Prodor pesticida u plod jabuke se moģe podeliti u 3 osnovne faze (Giacinti et al., 2020): 

1. Prodor molekula pesticida poļinje onog trenutka kad preparat pesticida dospe do sloja 

epikutikularnih voskova.  

2. Rastvaranje i difuzija pesticida se odvija kroz amorfne regije kutikule, a kasnije i kroz 

intrakutikularne voskove i kutin. 

3. Krajnja faza prodora je desorpcija molekula pesticida sa unutraġnje strane kutikule i sorpcija 

u ĺelije epiderma. 

Prodor kroz kutikulu se moģe objasniti kroz principe koji vaģe pri svakom prenosu masa preko 

granice dve faze. U ovom sluļaju faze su formulacija na povrġini ploda i ĺelije epiderma, a 
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pokretaļka sila koja odreĽuje fluks je gradijent hemijskog potencijala odnosno gradijent 

koncentracije izmeĽu faza. Kutikula se moģe smatrati heterogenom asimetriļnom membranom, 

pri ļemu asimetriļnosti najviġe doprinosi sloj voska (Schonherr & Baur, 1994). 

Ġto se tiļe inicijalne propustljivosti kutikule prema pesticidima, nakon prvog kontakta pesticida 

sa plodom, epikutikularni voskovi ne utiļu na propustljivost kutikule, samim tim ni na njihov 

prodor. Uloga epikutikularnih voskova, taļnije kristalne frakcije, je da smanje kvaġljivost 

povrġine ploda, a time i efikasnost zadrģavanja i vreme kontakta preparata pesticida sa plodom. 

U ovoj fazi na propustljivost mogu da utiļu abiotiļki faktori poput vlaģnosti vazduha i 

spoljaġnje temperature, ali i aditivi iz komercijalnih preparata. 

U fazi kada je evidentno rastvaranje pesticida u amorfnim frakcijama epikutikularnih voskova, 

propustljivost kutikule postaje odreĽena koeficijentom raspodele i koeficijentom difuzije kroz 

kutikulu. Koeficijent raspodele zavisi od fiziļko-hemijskih osobina aktivne materije pesticida, 

ali i samog komercijalnog preparata. Od fiziļko-hemijskih osobina najznaļajnije su oblik i 

veliļina molekula, kao i hemijski sastav i poslediļna lipofilnost/hidrofilnost. Hlorovana, 

aromatiļna ili  alifatiļna jedinjenja dugog niza su lipofilna, pa je koeficijent raspodele za njih 

veĺi od koeficijenta raspodele za jedinjenja sa polarnih grupama u sastavu poput amino, nitro 

ili alkoholnih grupa. Na duģinu putanje difuzije pesticida i na koeficijent difuzije utiļe struktura 

kutikule u pogledu odnosa amorfne i kristalne frakcije voskova na povrġini i njihove prostorne 

strukture. Veĺi udeo kristalne frakcije uveĺava duģinu putanje molekula kroz kutkulu, a time i 

vreme kontakta, ġto usloģnjava proces difuzije. Nasuprot koeficijentu raspodele, koeficijent 

difuzije hidrofilnih jedinjenja je veĺi od koeficijenta difuzije lipofilnih jedinjenja, jer hidrofilna 

jedinjenja nemaju veliki afinitet prema lipofilnoj kutikuli i ne zadrģavaju se u njoj, nasuprot 

lipofilnim jedinjenjima koja ostaju duģe u matriksu kutikule, ġto usporava njihovu difuziju 

(Giacinti et al., 2020). 

Zahvaljujuĺi barijernim osobinama kore i poslediļnoj akumulaciji kontaminanata, pre 

konzumiranja se primenjuju razliļiti naļini obrade jabuka. Tretiranje jabuka u smislu pranja, 

ljuġtenja ili termiļke obrade, pre upotrebe moģe smanjiti koliļinu zaostalih pesticida 

(Rasmusssen et al., 2003; Kong et al., 2012). Pranje jabuka vodom, ali i rastvorom natrijum-

hlorida ili nekog komercijalnog sredstva moģe smanjiti koliļinu ostataka pesticida u voĺu 

(Yang et al., 2017), meĽutim efikasnost se postiģe ako pesticidi nisu velikim delom uġli u koru 

ili dublje. Ukoliko postoji prodor pesticida u plod, ljuġtenje kore je bolji naļin za njihovo 

uklanjanje. Ovaj naļin obrade voĺa se je pokazao kao efikasan za uklanjanje ostataka 

hlorpirifos-metila i fenitrotiona iz bresaka, malationa, lindane, hlorprofama iz krompira, 

hlorpirifosa i njegovih proizvoda razlaganja iz krompira i plavog paradajza, dimetoata, 

profenofosa i pirimifos-metila kao i piridabena, pirifenoksa i tralometrina iz paradajza, ali i 

diazinona i karbarila iz krastavca (Djordjevic & Djurovic-Pejcev, 2016). 

2.2 Pesticidi 

 

Prema definiciji udruģenja za agrokulturu i hranu (engl. The Food and Agriculture 

Organization - FAO) pesticidi predstavljaju bilo koju supstancu ili smeġu supstanci koja se 

koristi sa ciljem prevencije, uniġtenja ili kontrole razvoja bilo koje ġtetoļine, neģeljene biljne 

ili ģivotinjske vrste koja loġe utiļe na proces proizvodnje, obrade, skladiġtenja ili transporta 
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biljnih ili ģivotinjskih namirnica. S obzirom da su neselektivni, pesticidi mogu izazvati ġtetu i 

organizmima van ciljanih grupa. Zbog ġirokog spektra delovanja predstavljaju najkoriġĺenije 

hemikalije na planeti, a samim tim su i najġtetniji po zdravlje ljudi. 

Pesticidi se na useve nanose u vidu sloģenih meġavina odnosno komercijalnog preparata koji 

sadrģi aktivnu materiju ï jedinjenje koje je glavni nosilac osobina komercijalnog preparata (npr. 

ciprodinil, endosulfan, imidakloprid itd.), rastvaraļ ï nosilac aktivne materije (npr. smeġa lakih 

ugljovodonika, voda, biljna ulja, gline u prahu itd.), surfaktante ï pospeġuju kontakt izmeĽu 

preparata i tretirane povrġine i aditive ï stabilizatore, adhezive odnosno supstance koje se 

dodaju radi pospeġivanja aktivnosti i lakoĺe nanoġenja aktivne materije. 

Osobine pesticida zbog kojih preti opasnost od njihove upotrebe su neselektivnost, 

bioakumulacija i perzistentnost. 

2.2.1 Klasifikacija pesticida 

Klasifikacija pesticida se vrġi prema nekoliko kriterijuma (Slika 2.2-1). U zavisnosti od grupe 

organizama na koje deluju pesticidi se mogu podeliti na fungicide, insekticide, herbicide, 

avicide, baktericide, akaricide, nematicide, rodenticide, algicide itd. u zavisnosti od hemijske 

prirode mogu se podeliti na neorganske, kao ġto su pesticidi na bazi jedinjenja bakra ili sumpora 

i na organske pesticide. Organski pesticidi mogu biti prirodni i sintetiļki. Prirodni pesticidi ili 

biopesticidi potiļu iz biljaka, ģivotinja ili mikroorganizama. Prednosti prirodnih pesticida u 

odnosu na sintetiļke je specifiļnost ï deluju na odreĽene klase organizama, ļinjenica da su 

sastavni deo prirode ï proizilazi da su lako razgradivi i mala je ġansa sa izazivaļi oboljenja 

razviju otpornost na njih (Ishwar & Ningombam, 2017). Osnovne klase sintetiļkih organskih 

pesticida su organofosfati, organohlorat, karbamati i  piretroidi; ostale klase su 

anilinopirimidini, strobilurini, triazini, neonikotinoidi itd. prema sposobnosti kretanja kroz 

biljke pesticidi se mogu podeliti na nesistemiļne (neprodiruĺe) i na sistemiļne (prodiruĺe) 

pesticide. 

 

Slika 2.2-1 Shematski prikaz podele pesticida 

Joġ jedan vid podele pesticida je prema naļinu na koji ispoljavaju ġtetno dejstvo na organizme 

tj. na koji interferiraju sa metaboliļnim reakcijama. Organofosforni i karbamatni pesticide 

inaktiviraju enzim acetilholinesterazu, koja je neophodna za pravilno funkcionisanje nerava; 
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organohlorna jedinjenja remete Na/K raznoteģu nervnih vlakana, dok triazini ometaju proces 

fotosinteze (Mohammed, 2012). 

Pesticidi se meĽusobno razlikuju i po pragu ġtetnosti. Akutnu toksiļnost, pri kojoj se simptomi 

izloģenosti javljaju odmah nakon kontakta, pokazuju izuzetno ġtetna jedinjenja. Pesticidi iz ove 

grupe imaju niske LD50 ili LC 50 vrednosti (letalna doza ili letalna koncentracija ï koliļina 

materije dovoljna za uniġtenje 50 % testiranog uzorka). Manje toksiļni pesticidi izazivaju 

subletalne efekte ï efekte nedovoljne za smrtni ishod, ali dovoljne za teġke promene na 

organizmu. Hroniļna toksiļnost prestavlja ġtetne efekte koji se ispoljavaju nakon duģeg 

izlaganja pesticidima.  

U zavisnosti od LD50 ili LC 50 vrednosti pesticidi se mogu klasifikovati u jednu od pet 

kategorija: kategorija I (nema akutne toksiļnosti, TJ<0.4), kategorija II (slaba akutna 

toksiļnost, 0.4<TJ<1), kategorija III (akutna toksiļnost, 1<TJ<10), kategorija IV (izraģena 

akutna toksiļnost, 10<TJ<100), kategorija V (vrlo izraģena akutna toksiļnost, TJ=100), pri 

ļemu TJ predstavlja jedinice akutne toksiļnosti (Mohammed, 2012). 

2.2.2 Fungicidi i insekticidi  

Fungicidi su najzastupljenija klasa pesticida. Imaju sposobnost inhibicije rasta plesni i gljivica. 

Mogu se meĽusobno klasifikovati u zavisnosti od toga na koji deo biljke ili  u kom periodu 

razvoja infekcije se nanose, u zavisnosti od stepena mobilnosti kroz biljku i u zavisnosti od 

mehanizma delovanja.  

Nesistemiļni neprodiruĺi fungicidi se nanose na nadzemne delove biljaka stvarajuĺi depozite 

na njihovoj povrġini. Ovi fungicidi nemaju sposobnost prodora, a samim tim ni kretanja kroz 

biljni sistem. Poġto se nalaze na samoj povrġini i ļine prvu taļku kontakta izazivaļa oboljenja 

sa biljkom nazivaju se i kontaktnim fungicidima. U ovu klasu fungicida spadaju soli bakra, 

kaptan, ditianon, mankozeb, hlorotalonil, folpet i mnogi drugi (Reis & Carmona, 2013). 

Nesistemiļni prodiruĺi fungicidi nakon nanoġenja ulaze u biljku, ali se zadrģavaju lokalno na 

mestu aplikacije, sa manjim ili veĺim stepenom kretanja. Stepen kretanja podrazumeva 

vertikalno ili translaminarno kretanje u okviru istog organa, na primer lista. Dodin nakon 

aplikacije na listove jabuke se kreĺe vertikalno u okviru jednog epidermisa, dok se triazoli u 

listovima soje kreĺu translaminarno kroz viġe slojeva i dospevaju sa strane gde su aplikovani 

na neizloģenu stranu lista (Reis & Carmona, 2013). 

Fungicidi koji nakon se prodora premeste sa mesta aplikovanja na malo veĺu udaljenost, ali u 

okviru istog organa se nazivaju lokalnim sistemicima. Kretanje ovih fungicida moģe biti i 

vertikalno i translaminarno. Primer su triazoli u biljkama ġirokog lista (Reis & Carmona, 2013). 

Mezostemiļni fungicidi su velikim delom kontaktni fungicidi iako male koliļine prodiru u 

biljku. Imaju tendenciju jakog vezivanja za povrġinu biljke, jer su lipofilni i ostvaruju 

interakciju sa kutikularnim voskovima, samim tim se teģe ispiraju padavinama i ostvaruju 

rezidualni efekat. Glavni mezostemici su pojedini fungicidi iz grupe strobilurina poput 

trifloksistrobina i piraklostrobina (Reis & Carmona, 2013). 

Sistemiļni fungicidi nakon nanoġenja i usvajanja na nadzemne, ali i podzemne delove, bivaju 

premeġteni preko transportnih sistema biljaka (ksilema i floema) na mesta udaljena od mesta 

nanoġenja. S obzirom na usvojenost od strane sistema biljaka, ovi fungicidi ostvaruju duģi 
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efekat od kontaktnih fungicida, a s obzirom da nisu izloģeni Suncu i kiġi mogu da se apliciraju 

reĽe. Ovoj grupi pripadaju fungicidi iz razliļitih hemijskih klasa poput cimoksanila, 

ciprokonazola, dimetomorfa, metalaksila, miklobutanila, propamokarba, tiofanat-metila (Reis 

& Carmona, 2013). 

U zavisnosti od toga da li se nanose na samu biljku ili ne, kao i na koji deo biljke, fungicidi 

mogu da se razvrstaju u one koji se nanose na zemljiġte, na seme i na liġĺe biljaka. Svi su u 

suġtini kontaktni fungicidi, koji se nanose sa ciljem stvaranja depozita koji bi ġtitili seme ili 

listove, a fungicidi koji se nanose na zemljiġte imaju ulogu dezinfekcionog sredstva. 

Dezinfektanti su na primer kontaktni biocidi poput metil-bromida i formaldehida, kao zaġtitnici 

semena se koriste kaptan, iprodion, triadimenol, a lista Bordovska ļorba i drugi preparti na bazi 

bakra (Reis & Carmona, 2013). 

Prema periodu razvoja infekcije kod biljaka, fungicidi mogu da se razvrstaju u preventivne ili 

zaġtitne, kurativne i eradiktivne. Preventivni fungicidi su kontaktni fungicidi koji treba da se 

nanesu na povrġinu biljke pre razvoja spora gljivica i time spreļe njihov ulazak u tkivo 

domaĺina. Kurativni fungicidi prodiru u tkivo domaĺina i prekidaju dalji razvoj infekcije koju 

su zapoļele spore koje su prodrle u tkivo. Kurativni efekat postoji pre pojave vidljivih simptoma 

bolesti. Fungicidi se nazivaju eradiktivnim kada inhibiraju dalji razvoj bolesti nakon pojave 

vidljivih simptoma. Kurativni i eradikativni efekat je prvenstveno karakteristiļan za prodiruĺe 

fungicide, mada postoje i obrnuti sluļajevi. Uzroļnik pepelnice se nakon ulaska u tkiva 

domaĺina razvija spolja, na povrġini, tako da se moģe kontrolisati kontaktnim fungicidima, dok 

se uzroļnik truleģi korena citrusa i jabuke suzbija zahvaljujuĺi eradikativnom dejstvu fosetil 

aluminijuma koji prodire u tkiva (Reis & Carmona, 2013). 

Insekticidi mogu biti sintetiļkog ili prirodnog porekla. Iako im je osnovna funkcija istrebljenje 

insekata, ova jedinjenja ġtetno deluju i na kiļmenjake. Veĺina insekticida su neurotoksini, mada 

mogu naļiniti ġtetu i drugim sistemima organa. Obuhvataju ġirok spektar klasa hemijskih 

jedinjenja, a najznaļajnije klase su organofosfati, karbamati, hlorovani ugljovodonici, piretrini 

i piretroidi, kao i neonikotinoidi. 

2.2.3 Pirimetanil  

Pirimetanil (Slika 2.2-2) je sistemiļni fungicid iz 

hemijske klase anilino-pirimidina. Fungicidno 

dejstvo ostvaruje interferencijom sa sintezom 

aminokiselina i proteina, konkretnije sa biosintezom 

metionina - FRAC kod 9; poznata je rezistencija na 

pirimetanil kod rodova Botrytis i Venturia, i neġto 

reĽe kod roda Oculimacula (FRAC Code List ©*, 

2019). S obzirom da je poloģan fotodegradaciji pod 

dejstvom Sunļevog zraļenja, teģi se proizvodnji 

komercijalnih preparata sa nosiocima aktivne 

materije koji pospeġuju njenu stabilnost. Neki od kandidata su ciklodekstrini, taļnije (2-

hidroksipropil)-‍-ciklodekstrin (HP-‍-CD), ļiji inkluzioni kompleks sa pirimetanilom je 

otporniji na fotodegradaciju i rastvorljivi u vodi u odnosu na pirimetanil (Fernandes et al., 

2014).  

Slika 2.2-2 Strukturna formula pirimetanila 
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Tabela 2.2-1 prikazuje osnovne hemijske karakteristike pirimetanila. 

 

Tabela 2.2-1 Hemijske karakteristike pirimetanila i MDK u jabukama 

IUPAC naziv CAS no. 
Molekulska 

formula 

Mol. masa, 

g/mol 
log Kow pKa 

MDK*, 

 mgkg-1 

4,6-dimetil-N-fenilpirimidin-2-amin 53112-28-0 C12H13N3 199,3 2,84 3,52 15,00 

*Pravilnik o maksimalno dozvoljenim koliļinama ostataka sredstava za zaġtitu bilja u hrani i hrani za ģivotinje 

(broj 110-00-114/2020-09) 

2.2.4 Ciprodinil  

Ciprodinil (Slika 2.2-3) je kao i pirimetanil, 

sisitemiļni fungicid iz hemijske klase anilino-

pirimidina. Fungicidno dejstvo ostvaruje istim 

mehanizmom kao i pirimetanil ï FRAC kod 9 

(FRAC Code List ©*, 2019). Nakon folijarne 

aplikacije efikasno prodire u listove i prenosi se kroz 

biljku putem ksilema. Rane studije su pokazale da je 

podjednako efikasan i na povrġini listova, ali i unutar 

njih tj. da efikasno spreļava i prodor i rast micelija 

izazivaļa oboljenja poput P. herpotrichoides, E. 

graminis i B. cinereal (Müller et al., 1998). Ispitivanje usvajanja ciprodinila preko listova i 

ispitivanje perzistentnosti u kontrolisanim uslovima su pokazali da su oba parametra zavisna 

od temperature i to usvajanje je u pozitivnoj, a perzistentnost u negativnoj korelaciji; takoĽe je 

utvrĽena zavisnost od vrste biljke, pri ļemu kod listova groģĽa postoji bolje usvajanje i sporije 

razlaganje ciprodinila, nego npr. kod listova pġenice (Heye et al., 1994). Ciprodinil je u jednom 

in vitro ispitivanju identifikovan kao potencijalni endokrini disruptor (Medjakovic et al., 2013). 

Ispitivanje uticaja ciprodinila i pirimetanila na funkcionisanje moģdanih ĺelija je pokazalo da 

izazivaju oksidativni stres i da remete energetski metabolizam, jer dovode do smanjenja nivoa 

ĺelijskog ATP-a (Coleman et al., 2012). 

Tabela 2.2-2 prikazuje osnovne hemijske karakteristike ciprodinila. 

 

Tabela 2.2-2 Hemijske karakteristike ciprodinila i maksimalno dozvoljena koliļina u jabukama 

IUPAC naziv CAS no. 
Molekulska 

formula 

Mol. masa, 

g/mol 
log Kow pKa MDK*, mgkg-1 

4-ciklopropil-6-metil-N-

fenilpirimidin-2-amin 

121552-

61-2 
C14H15N3 225,29 3,59 4,44 2,00 

*Pravilnik o maksimalno dozvoljenim koliļinama ostataka sredstava za zaġtitu bilja u hrani i hrani za ģivotinje 

(broj 110-00-114/2020-09) 

Slika 2.2-3 Strukturna formula ciprodinila 
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2.2.5 Boskalid 

Boskalid (Slika 2.2-4) je fungicid iz hemijske klase piridin-

karboksamida. Efikasan je u inhibiciji klijanja spora, ali i u 

fazama razvoja zametaka i rasta micelija (Stammler et al., 2008). 

Nakon folijarne aplikacije boskalid se brzo usvaja i prenosi 

translaminarno kroz tkivo lista do suprotne strane lista, ali je 

moguĺe i akropetalno kretanje kroz ksilem (Stammler et al., 

2008). Fungicidno dejstvo ostvaruje inhibicijom ĺelijskog 

disanja, taļnije inhibicijom delovanja sukcinat-dehidrogenaze - 

FRAC kod 7 (FRAC Code List ©*, 2019).  

 

 

 

Tabela 2.2-3 prikazuje osnovne hemijske karakteristike boskalida. 

 

 

 

Tabela 2.2-3 Hemijske karakteristike boskalida i maksimalno dozvoljena koliļina u jabukama 

IUPAC naziv CAS no. 
Molekulska 

formula 

Mol. masa, 

g/mol 
log Kow pKa MDK, mgkg-1 

2-hlor-N-(4'-hlor-[1,1'-

bifenil]-2-il )nikotinamid 

188425-

85-6 
C18H12Cl2N2O 343,2 2,96 

Ne 

disosuje 
2,00 

*Pravilnik o maksimalno dozvoljenim koliļinama ostataka sredstava za zaġtitu bilja u hrani i hrani za ģivotinje 

(broj 110-00-114/2020-09) 

2.2.6 Trifloksistrobin  

Trifloksistrobin (Slika 2.2-5) je 

mezostemiļni fungicid iz 

hemijske klase strobilurina ï 

oksimino-acetata. Otkriĺe 

sintetiļkih strobilurina je 

nastupilo zahvaljujuĺi prirodnim 

derivatima ɓ-metoksiakrilne 

kiseline, koji poseduju 

fungicidna svojstva, poput 

strobilurina A, oudemansina A i miksotiazola A (Bartlett et al., 2002).  

Postoji ukupno ļetiri geometrijska izomera trifloksistrobina - EE, EZ, ZE i ZZ, pri ļemu 

fungicidno svojstvo ima samo EE izomer (Banerjee et al., 2005). Izomer sa fungicidnim 

svojstvom je u prirodnim uslovima podloģan izomerizaciji, kao i hidrolizi do kiselinskog oblika, 

koji takoĽe nema fungicidne osobine ġto vodi smanjenju fungicidnog potencijala 

Slika 2.2-4 Strukturna formula 

boskalida 

Slika 2.2-5 Strukturna formula trifloksistrobina (EE izomer) 
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trifloksistrobina (Banerjee et al., 2005; Banerjee et al., 2007). EE izomer trifloksistrobina 

fungicidno dejstvo ostvaruje inhibicijom ĺelijskog disanja, vezivanjem za odreĽena mesta u 

citohromu b, sastavnom delu citohrom bc1 kompleksa - FRAC kod 11 (FRAC Code List ©*, 

2019). Ispitivanja su pokazala da su energetski zahtevne faze razvoja gljivica poput klijanja 

spora i njihove pokretljivosti posebno osetljive na strobilurine, upravo zbog njihovog 

mehanizma dejstva, tj. ometanja procesa proizvodnje energije, zahvaljujuĺi ļemu su strobilurini 

pre svega preventivni fungicidi (Bartlett et al., 2002). 

 

Tabela 2.2-4 prikazuje osnovne hemijske karakteristike trifloksistrobina. 

 

Tabela 2.2-4 Hemijske karakteristike trifloksistrobina i maksimalno dozvoljena koliļina u jabukama 

IUPAC naziv* CAS no. 
Molekulska 

formula 

Mol. masa, 

g/mol 
log Kow pKa 

MDK** , 

mgkg-1 

(E)-metil 2-(metoksimino)-

2-(2-((((E)-(1-(3-

(trifluormetil)fenil)etiliden)a

mino)oksi)metil)fenil)acetat 

141517-

21-7 
C20H19F3N2O4 408.4 4,5 

ne 

disosuje 
0,70 

*EE izomer 

**Pravilnik o maksimalno dozvoljenim koliļinama ostataka sredstava za zaġtitu bilja u hrani i hrani za ģivotinje 

(broj 110-00-114/2020-09) 

2.2.7 Bifentrin  

Bifentrin (Slika 2.2-6) je insekticid iz 

ļetvrte generacije piretroida. 

Piretroidi su neurotoksini tj. remete 

normalnu funkciju nerava insekata 

time ġto interferiraju sa ĺelijskim 

kanalima natrijuma i dovode do 

paralize. Predstavljaju sintetske 

analoge piretrina, prirodnih 

insekticida koji se mogu izolovati iz vrste Chrysanthemums cinerariaefolium.  

Struktura piretrina, koji predstavljaju estre ciklopropankarboksilne kiseline i alkohola 

ciklopentenolona, sintetski je menjana, jer su nestabilni na sunļevoj svetlosti i pri drugim 

vremenskim uslovima pa im je primena u svojstvu insekticida ograniļena. Veĺina piretroida je 

otkrivena sekvencijalnom zamenom ili kiselinskog ili alkoholnog dela novom grupom, 

odabranom tako da zadrģi molekulski oblik i fiziļke osobine izvorne strukture. Svi oni se mogu 

podeliti u dve klase, na osnovu toksiļnosti - koja proistiļe iz hemijske strukture, ali i simptoma 

trovanja koje izazivaju kod sisara ili insekata.  

Piretroidi iz klase I su jedinjenja koja u svojoj strukturi nemaju ὄ-cijano-3-fenoksibenzil grupu 

poput rezmetrina i permetrina, dok piretroidi iz klase II sadrģe pomenutu grupu u svojoj 

strukturi, poput deltametrina i fenvalerata (Soderlund, 2010). Piretroidi iz klase I izazivaju tzv. 

Slika 2.2-6 Strukturna formula bifentrina 
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sindrom tremora (T-sindrom), dok piretroidi iz klase II izazivaju koreoatetoza/pljuvaļka 

sindrom (CS-sindrom) (Gupta & Milatovic, 2014).  

Promene u strukturi piretroida su izuzetno znaļajne, jer mogu pospeġiti insekticidalno svojstvo, 

ali i nespecifiļnost odreĽenog insekticida. Primer je prisustvo upravo Ä-cijanidne grupe u 

alkoholnom delu molekula, koja znaļajno poveĺava insekticidno svojstvo jedinjenja; tako je 

cihalotrin, deltametrin, cipermetrin ili fenvalerat toksiļniji od bifentrina, permetrina, rezmetrina 

ili tetrametrina (Gajendiran & Abraham, 2018). Prema ameriļkoj EPA/OPP klasifikaciji 

ġtetnosti pesticida (engl. U.S. EPAôs Office of Pesticide Programs), koja se kreĺe od kategorije 

I (najġtetniji) do kategorije IV (najmanje ġtetan), bifentrin je svrstan prema akutnoj oralnoj 

toksiļnosti u kategoriju II, a prema akutnoj dermalnoj i inhacionoj toksiļnosti u kategoriju III 

(Durkin, 2015). Bifentrin ne iritira niti nadraģuje koģu i oļi, nema uticaja na reproduktivni 

sistem i na razvoj ploda. S obzirom da je neurotoksin, karakteristiļni simptom trovanja 

bifentrinom je tremor. 

Tabela 2.2-5 prikazuje osnovne hemijske karakteristike bifentrina. 

 

Tabela 2.2-5 Hemijske karakteristike bifentrina i maksimalno dozvoljena koliļina u jabukama 

IUPAC naziv CAS no. 
Molekulska 

formula 

Mol. masa, 

g/mol 

log 

Kow 
pKa 

MDK*, 

mgkg-1 

(2-metil-3-fenilfenil)metil 3-

[(Z)-2-hlor-3,3,3-trifluorprop-1-

enil]-2,2-dimetilciklopropan-1-

karboksilat 

82657-

04-3 
C23H22ClF3O2 422,87 6.00 / 0,01 

*Pravilnik o maksimalno dozvoljenim koliļinama ostataka sredstava za zaġtitu bilja u hrani i hrani za ģivotinje 

(broj 110-00-114/2020-09) 

2.2.8 Ciprodinil, pirimetanil, trifloksistrobin, boskalid i bifentrin u komercijalnim 

sredstvima za zaġtitu bilja registrovanim u Srbiji  

Tabela 2.2-6 daje pregled sredstava za zaġtitu bilja koja kao aktivnu materiju sadrģe boskalid 

ili smeġu boskalida i druge aktivne materije. Od sredstava sa liste, za zaġtitu jabuke od pepelnice 

i truleģi plodova se posebno koristi Bellis, smeġa boskalida i piraklostrobina sa karencom u 

trajanju od 7 dana (Grahovac et al., 2011; Obradoviĺ et al., 2013). 

Tabela 2.2-6 Sredstva za zaġtitu bilja registrovana u Srbiji koja sadģe boskalid kao aktivnu materiju (MPĠV, 

2018) 

Aktivna 

materija 

Naziv sredstva 

za zaġtitu bilja 

Sadrģaj aktivne 

materije 
ProizvoĽaļ Zastupnik u Srbiji  

boskalid 

Bosco 500 g kg-1 Ningbo Synagrochem, Kina 
Agromarket, 

Kragujevac 

Cantus 500 g kg-1 BASF SE, Nemaļka BASF Srbija, 

Beograd Corvet WG 500 g kg-1 CNCCJC, Kina Agroarm, Beograd 

Dekada 500 g L-1 Chemical Agrosava, Beograd / 

boskalid + 

dimoksistrobin 
Pictor 200 + 200 g L-1 BASF SE, Nemaļka 

BASF Srbija, 

Beograd 
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boskalid + 

kresoksim-metil 
Collis 200 + 100 g L-1 BASF SE, Nemaļka 

BASF Srbija, 

Beograd 

boskalid + 

piraklostrobin 
Bellis 252 + 128 g kg-1 BASF SE, Nemaļka 

BASF Srbija, 

Beograd 

boskalid + 

piraklostrobin 
Bosco Gold 267 + 67 g kg-1 Shangai Mio, Kina 

Agromarket, 

Kragujevac 

boskalid + 

piraklostrobin 
Luminis 267 + 67 g kg-1 

Galenika Fitofarmacija, 

Zemun 
/ 

boskalid + 

piraklostrobin 
Markiz WG 267 + 67 g kg-1 CNCCJC, Kina Agroarm, Beograd 

boskalid + 

piraklostrobin 
Signum 267 + 67 g kg-1 BASF SE, Nemaļka 

BASF Srbija, 

Beograd 

 

Tabela 2.2-7 daje pregled sredstava za zaġtitu bilja koja kao aktivnu materiju sadrģe ciprodinil 

ili smeġu ciprodinila i druge aktivne materije. Od sredstava sa liste za zaġtitu jabuke od ļaĽave 

krastavosti plodova koriste se Ciprodex i Chorus 50 WG sa karencom u trajanju od 28 dana 

(Obradoviĺ et al., 2013), a za zaġtitu jabuke od ļaĽave krastavosti i truleģi plodova Switch 62,5 

WG sa karencom u trajanju od 3 dana (Grahovac et al., 2011; Obradoviĺ et al., 2013). Ciprodex 

i Chorus 50 WG se u svojstvu sistemika mogu aplicirati na jabuku u veĺini fenofaza razvoja 

ploda, posebno u najranijim fenofazama srebrni vrh i miġje uġi, pri ļemu efikasno deluju 

naredna 2-3 dana (Obradoviĺ et al., 2013). 

 

Tabela 2.2-7 Sredstva za zaġtitu bilja registrovana u Srbiji koja sadģe ciprodinil kao aktivnu materiju (MPĠV, 

2018) 

Aktivna 

materija 

Naziv sredstva za 

zaġtitu bilja 

Sadrģaj aktivne 

materije 
ProizvoĽaļ Zastupnik u Srbiji 

ciprodinil 

Ciprodex 300 g L-1 Adama Makhteshim, Izrael Adama SRB, Beograd 

Neon 300 g L-1 
Galenika Fitofarmacija, 

Zemun 
/ 

Chorus 50 WG 500 g kg-1 
Syngenta Crop Protection, 

Ġvajcarska 

Syngenta Agro, 

Beograd 

Calcio 750 g kg-1 CNCCJC, Kina BV Komerc, Novi Sad 

Cormax 750 g kg-1 Shanghai Mio, Kina 
Agromarket, 

Kragujevac 

ciprodinil + 

fludioksonil 
Atlas 375 + 250 g L-1 

Galenika Fitofarmacija, 

Zemun u saradnji sa 

Psyche Ccemicals, Kina 

/ 

ciprodinil + 

fludioksonil 
Sven 375 + 250 g L-1 Shanghai Mio, Kina 

Agromarket, 

Kragujevac 

ciprodinil + 

fludioksonil 
Enygma 375 + 250 g kg-1 Jiangsu Flag, Kina BV Komerc, Novi Sad 

ciprodinil + 

fludioksonil 
Switch 62,5 WG 375 + 250 g kg-1 

Syngenta Crop Protection, 

Ġvajcarska 

Syngenta Agro, 

Beograd 

ciprodinil + 

tebukonazol 
Linus 187 + 125 g L-1 Adama Makhteshim, Izrael Adama SRB, Beograd 
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Tabela 2.2-8 daje pregled sredstava za zaġtitu bilja koja kao aktivnu materiju sadrģe pirimetanil 

ili smeġu pirimetanila i druge aktivne materije. Od sredstava sa liste za zaġtitu jabuke od ļaĽave 

krastavosti plodova i pepelnice koristi se Clarinet sa karencom u trajanju od 28 dana, koji se u 

svojstvu sistemika aplicira na jabuku u fazi srebrni vrh ï pucanje pupoljka i miġje uġi i efektivan 

je naredna 2-3 dana, kao i preparati ciprodinila (Obradoviĺ et al., 2013). 

 

Tabela 2.2-8 Sredstva za zaġtitu bilja registrovana u Srbiji koja sadģe pirimetanil kao aktivnu materiju (MPĠV, 

2018) 

Aktivna 

materija 

Naziv sredstva za 

zaġtitu bilja 

Sadrģaj aktivne 

materije 
ProizvoĽaļ Zastupnik u Srbiji 

pirimetanil 

Botrystock 300 g L-1 
Stockton Crop Protection 

AG, Ġvajcarska 
Stockton, Beograd 

Mythos 300 g L-1 
Bayer CropSciences, 

Nemaļka 
Bayer, Beograd 

Botus SC 400 400 g L-1 Jiangsu Flag, Kina 
BV Komerc, Novi 

Sad 

Pehar 400 g L-1 
Galenika Fitofarmacija, 

Zemun 
/ 

Pyrus 400 SC 400 g L-1 
Arysta LifeScience, 

Belgija 

Agromarket, 

Kragujevac 

ditianon + 

pirimetanil 
Faban 250 + 250 g L-1 BASF Agro, Ġvajcarska 

BASF Srbija, 

Beograd 

hlorotalonil + 

pirimetanil 
Pehar plus 375 + 150 g L-1 

Galenika Fitofarmacija, 

Zemun 
/ 

pirimetanil + 

flukvinkonazol 
Clarinet 150 + 50 g L-1 

Bayer CropSciences, 

Nemaļka 
Bayer, Beograd 

 

Tabela 2.2.-9 daje pregled sredstava za zaġtitu bilja koja kao aktivnu materiju sadrģe 

trifloksistrobin ili smeġu trifloksistrobina i druge aktivne materije. U Srbiji se sa ove liste 

sredstava koristi Zato 50 WG u zaġtiti jabuke od pepelnice i truleģi plodova (Grahovac et al., 

2011; Obradoviĺ et al., 2013) sa karencom u trajanju od 14 dana. Za zaġtitu jabuke od ļaĽave 

krastavosti i pepelnice koristi se i sredstvo koga nema na listi registrovanih preparata - Flint 

Plus (smeġa trifloksistrobina i kaptana) sa karencom u trajanju od 14 dana (Obradoviĺ et al., 

2013). Ovaj preparat se u svojstvu kontaktnog fungicida (kaptan) i lokalnog sistemika 

(trifloksistrobin) aplicira na jabuku u fenofazi srebrni vrh ï pucanje pupoljka i miġje uġi i 

efektivan je naredna 4-6 dana, dok je Zato 50 WG apliciran u istoj fenofazi efekivan naredna 

3-4 dana (Obradoviĺ et al., 2013). 
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Tabela 2.2-9 Sredstva za zaġtitu bilja registrovana u Srbiji koja sadģe trifloksistrobin kao aktivnu materiju 

(MPĠV, 2018) 

Aktivna materija 
Naziv sredstva za 

zaġtitu bilja 

Sadrģaj aktivne 

materije 
ProizvoĽaļ Zastupnik u Srbiji 

trifloksistrobin Zato 50 WG 500 g kg-1 Bayer AG, Nemaļka Bayer, Beograd 

trifloksistrobin + 

ciprokonazol 
Cerox 375 + 160 g L-1 Shangai Mio, Kina 

Agromarket, 

Kragujevac 

trifloksistrobin + 

ciprokonazol 
Sphere 375 + 160 g L-1 Bayer AG, Nemaļka Bayer, Beograd 

trifloksistrobin + 

ciprokonazol 
Venere 375 + 160 g L-1 Jiangsu Flag, Kina 

BV Komerc, Novi 

Sad 

 

Ispitivanje efekta ciprodinila, pirimetanila i trifloksistrobina na krastavost ploda jabuke sorte 

Gala pokazuje da efikasnost kontrole oboljenja na plodovima dostiģe od 78% do 100%, dok se 

efikasnost kontrole oboljenja na listovima od 100% ne moģe postiĺi nijednim od pesticida, veĺ 

je taj procenat maksimum 70 (Berton et al., 2007).  

Tabela 2.2-10 daje pregled sredstava za zaġtitu bilja koja kao aktivnu materiju sadrģe bifentrin 

ili smeġu bifentrina i druge aktivne materije. U Srbiji se sa ove liste sredstava u tretmanima 

zasada jabuke koriste Fobos EC, Pinto, Pinotrin 10 EC i Talstar 10 EC, svi sa karencom u 

trajanju od 28 dana (Obradoviĺ et al., 2013). Preparati na bazi piretroida se koriste za 

eliminisanje pepljaste vaġi jabuke i smotavaca pupoljaka u fenofazama miġje uġi i roze 

pupoljak, u prvom tretmanu posle cvetanja u sluļaju masovnog piljenja jabukovog smotavca i 

u drugom tretmanu posle precvetavanja za suzbijanje staklokrilca (Obradoviĺ et al., 2013). 

Upotreba preparata Bellis, Switch 62,5 WG i Zato 50 WG se preporuļuje za zaġtitu plodova od 

skladiġnih oboljenja jabuke poput crne mrljavosti, zelene plesni i razliļitih vrsta truleģi 

(Obradoviĺ et al., 2013). 

 

Tabela 2.2-10 Sredstva za zaġtitu bilja registrovana u Srbiji koja sadģe bifentrin kao aktivnu materiju (MPĠV, 

2018) 

Aktivna 

materija 

Naziv sredstva 

za zaġtitu bilja 

Sadrģaj 

aktivne 

materije 

ProizvoĽaļ Zastupnik u Srbiji 

bifentrin 

Bifenicus 100 g L-1 Chemical Agrosava, Beograd / 

Byfin 100 EC 100 g L-1 Shangai Mio, Kina Agromarket, Kragujevac 

Fobos EC 100 g L-1 Galenika Fitofarmacija, Zemun / 

Fobos EW 100 g L-1 Galenika Fitofarmacija, Zemun / 

Futocid EC 100 g L-1 CNCCJC, Kina BV Komerc, Novi Sad 

Pinto 100 g L-1 Willowoʦd, Kina Agrimatco, Novi Sad 

Pinotrin 10 EC 100 g L-1 Pinus, Slovenija Pinus Plus, Novi Sad 

Talstar 10 EC 100 g L-1 FMC, USA 
Galenika Fitofarmacija, 

Zemun 

Tors 100 g L-1 Biesterfeld, Nemaļka Delta Agrar, Beograd 

bifentrin + 

acetamiprid 
Nokaut 16 + 30 g L-1 Galenika Fitofarmacija, Zemun / 
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2.3 Analitiļke metode 

 

Poglavlje sadrģi osvrt na teorijsku osnovu aktuelnih metoda pripreme uzoraka za analizu i 

instrumentalnih analitiļkih tehnika. 

2.3.1 Metode pripreme uzoraka za analizu 

Primarni ciljevi pripreme uzoraka za analizu su izolovanje analita uz istovremeno uklanjanje 

moguĺih interferenata, dok sekundarni cilj moģe biti koncentrovanje analita do detektabilnih 

koncentracija. Ovaj korak hemijske analize je vremenski najzahtevniji i predstavlja glavni izvor 

analitiļkih greġaka. Iz tog razloga priprema uzoraka ima znaļajan uticaj na perfomanse 

ukupnog procesa analize i poģeljno je da se sastoji iz malog broja koraka.  

Trajanje i broj koraka postupka pripreme uzoraka za analizu zavise od fiziļkih i hemijskih 

osobina analita, ali i samog matriksa. Pored navedenih direktnih faktora, u faktore koji definiġu 

ovaj postupak mogu se ubrojati i indirektni faktori, poput cilja analize; na primer da li je cilj 

analize odrediti taļnu koncentraciju analita u uzorku ili odrediti da li je analit prisutan iznad 

neke dozvoljene granice. Kratko trajanje, mali broj koraka, mala potroġnja reagenasa, kao i 

pogodnost primene na veliki broj analita bile bi glavne osobine idealnog postupka pripreme 

uzoraka. 

Izolovanje analita iz matriksa uzorka se postiģe razliļitim fiziļkohemijskim postupcima. Zbog 

sloģenosti matriksa, ali i nedovoljne selektivnosti ekstrakcionog sredstva, sa analitom se 

zajedno izoluje i niz drugih jedinjenja, koja praktiļno predstavljaju balast tj. moguĺe 

interferente. Zbog toga je korak ekstrakcije skoro uvek praĺen korakom preļiġĺavanja 

ekstrakata. 

U klasiļne tehnike ekstrakcije ubrajaju se teļno-teļno ekstrakcija, teļno-ļvrsto ekstrakcija i 

ekstrakcija na ļvrstoj fazi. Ove tehnike su ļesto i dalje prvi korak u pripremi uzoraka, iako 

imaju nedostataka poput vremenske zahtevnosti i potroġnje veĺih koliļina organskih rastvaraļa. 

Tehnike poput ubrzane ekstrakcije rastvaraļima (engl. accelerated solvent extraction - ASE), 

mikroekstrakcije na ļvrstoj fazi (engl. solid phase microextraction - SPME) ili kveļers tehnike 

(engl. QuEChERS) imaju osnovni cilj da nadomeste navedene nedostatke. 

Izolovanje analita organskim rastvaraļima se zasniva na raspodeli analita izmeĽu rastvaraļa 

i matriksa uzorka, a u skladu sa afinitetom analita prema rastvaraļu. Osnovne osobine koje se 

imaju u vidu pri izboru ekstrakcionog sredstva su polarnost ekstrakcionog sredstva odnosno 

hidrofilni ili lipofilni karakter analita. Oktanol/voda podeoni koeficijent (Kow) se smatra 

fenomenoloġkom definicijom hidrofobnosti jedinjenja koja se zasniva na n-oktanolnom 

referentnom sistemu. Raspodela rastvorene supstance izmeĽu vodene faze i neke organske faze 

nije identiļna raspodeli u sluļaju oktanol ï voda sistema, ali je analogna, ġto znaļi da kao i u 

sluļaju oktanol - voda sistema, viġa vrednost Kow podrazumeva veĺu tendenciju rastvorene 

supstance ka hidrofobnoj fazi, odnosno viġa vrednost Kow jedinjenja A u odnosu na jedinjenje 

B ukazuje na veĺu hidrofobnost jedinjenja A (Wells, 2003). Organski rastvaraļi koji se najļeġĺe 

koriste u izolovanju analita su acetonitril, aceton, etilacetat, heksan, dihrometan i drugi. 



 

45 

 

Ekstrakcija na ļvrstoj fazi (engl. solid phase extraction - SPE) je primarno razvijena kao 

alternativa teļno-teļno ekstrakciji, zbog manje potroġnje rastvaraļa, ali i moguĺnosti 

automatizacije. Viġefunkcionalnost ove tehnike se ogleda u moguĺnosti istovremenog 

izolovanja i koncentrovanja analita iz velikih koliļina uzoraka, dok se usled razliļite efikasnosti 

sorpcije i desorpcije kao jedan od glavnih nedostataka istiļe prinos analita nakon ovog koraka. 

Princip SPE tehnike je raspodela analita izmeĽu ļvrste faze (sorbenta) i teļne faze (eluenta). 

Najrasprostranjeniji tip sorbenta je silika ili modifikovana silika, kod koje su povrġinske 

silanolne grupe supstituisane razliļitim funkcionalnim grupama (Tabela 2.3-1). Sorbenti na 

bazi silike modifikovane nepolarnim funkcionalnim grupama (oktadecil (C18), oktil (C8), fenil 

grupom i sl.) spadaju u tzv. Reversed Phase sorbente. U Normal Phase sorbente spadaju 

sorbenti na bazi silike i silike modifikovane polarnim funkcionalnim grupama (amino grupe, 

nitrilna grupa), kao i Florisil®. U upotrebi su i sorbenti koji nisu na bazi silike, poput primarnog-

sekundarnog amina (PSA), ugljenika u formi GCB (graphitized carbon black), Florisila® 

(MgSiO3) i aluminijum oksida (Al2O3). GCB je pogodan za uklanjanje pigmenata i sterola, pa 

se koristi u preļiġĺavanju ekstrakata biljaka, a PSA je pogodan za uklanjanje polarnih jedinjenja 

i masnih kiselina (ņuroviĺ & ņorĽeviĺ, 2011). 

Sorbent obiļno ima formu kolone. Pre apliciranja uzorka na kolonu, vrġi se kondicioniranje 

sorbenta pogodnom teļnom fazom u cilju obezbeĽivanja ravnomernog vezivanja analita za 

sorbent. Zatim se vrġi nanoġenje uzorka u formi rastvora, pri ļemu dolazi do simultanog 

vezivanja analita i primesa za sorbent. Poslednjim koracima se u zavisnosti od odabira eluenta, 

mogu selektivno isprati primese uz zadrģavanje analita ili obrnuto, pri ļemu dolazi do njihovog 

meĽusobnog razdvajanja. 

 

Tabela 2.3-1 Kompatibilnost izmeĽu vrste analita, tipa sorbenta i eluenta u SPE tehnici 

Tip analita 
Odgovarajuĺi 

sorbent 

Tip  

interakcija 
Mehanizam 

Loġ eluent/ 

Pogodan nosaļ 

analita za SPE 

Dobar eluent/ 

Nepogodan nosaļ 

analita za SPE 

preteģno 

alifatiļna i 

aromatiļna 

jedinjenja 

silika-C18, 

silika-C8, 

silika-C6H5 

Van der 

Waals-ove 

sile 

Reversed 

Phase 
voda 

heksan, metanol, 

acetonitril 

jedinjenja sa 

heteroatomima i 

polarnim 

funkcionalnim 

grupama 

silika, silika-

NH2, Florisil® 

vodoniļna 

veza i dipol-

dipol 

interakcije 

Normal 

Phase 
heksan 

voda, dihlormetan, 

metiltercbutil etar 

jedinjenja sa 

grupama RNH3+, 

RCOO- 

silika-SO3
-, 

silika-NR3
+ 

elektrostatiļk

e interakcije 

Jonska 

izmena 

puferski rastvori 

na bazi vode sa 

odgovarajuĺom 

pH vrednoġĺu 

organski rastvaraļ 

sa odgovarajuĺom 

pH vrednoġĺu 
jedinjenja sa 

grupama NR4+, 

RSO3
- 

silika-COO-, 

silika-NR3
+ 
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QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) je postupak koji efikasno 

kombinuje ekstrakciju analita i 

preļiġĺavanje ekstrakta, jer se od poļetnog 

uzorka do finalnog ekstrakta dolazi u dva do 

tri koraka, sa malo izmena laboratorijskog 

posuĽa i sa malim utroġkom rastvaraļa. 

Izvorni postupak (Slika 2.3-1) 

podrazumeva sledeĺe korake: ekstrakcija 

acetonitrilom, isoljavanje smeġom 

magnezijum-sulfata i natrijum-hlorida, 

preļiġĺavanje ekstrakta sa PSA sorbentom 

tehnikom disperzivne ekstrakcije na ļvrstoj 

fazi (engl. dispersive SPE) i simultano 

uklanjanje rezidualne vode drugim 

dodatkom magnezijum-sulfata. 

QuEChERS metoda je razvijena 2002 

godine od strane Anastassiades i saradnika 

(2003), a danas je izuzetno rasprostranjena, 

ļesto u izmenjenom obliku. Prve izmene 

postupka su usledile od samih autora nakon 

ġto je utvrĽeno da pH vrednost matriksa ima 

uticaj na prinos analita, a podrazumevale su uvoĽenje pufera. Obe modifikacije kveļersa su 

danas poznate kao zvaniļne metode za odreĽivanje ksenobiotika u hrani. Modifikacija koja 

ukljuļuje upotrebu citratnog pufera je evropska standardna metoda EN 15662, a ona koja 

ukljuļuje upotrebu acetatnog pufera je oficijelna metoda AOAC 2007.01 (Quechers.com).  

Prednosti QuEChERS metode u odnosu na ostale su dobar prinos analita i ekonomiļnost u 

smislu male potroġnje reagenasa i zauzimanja posuĽa i radnog prostora, a glavni nedostatak je 

potreba za koncentrovanjem finalnog ekstrakta ukoliko se ģeli postavljanje zadovoljavajuĺe 

niskih granica kvantifikacije (ņuroviĺ & ņorĽeviĺ, 2011). 

Postupci pripreme uzoraka i karakteristike instrumentalne tehnike kojom bi uzorci bili 

analizirani ļine dve strane pouzdane hemijske analize. Upotreba savremenih instrumentalnih 

tehnika, koji se karakteriġu visokom osetljivoġĺu i selektivnoġĺu, omoguĺava upotrebu 

pojednostavljenih postupaka pripreme uzoraka. Za instrumente sa visokom osetljivoġĺu to znaļi 

da se koraci koncentrovanja uzorka mogu preskoļiti, a da se problemi poput matriks efekta 

mogu zaobiĺi razblaģivanjem umesto iscrpnim preļiġĺavanjem ekstrakata. Instrumenti sa 

visokom selektivnoġĺu omoguĺavaju upotrebu manje selektivnih metoda ekstrakcije, ġto ima 

veliki znaļaj u simultanoj analizi velikog broja analita. 

2.3.2 Instrumentalne analitiļke tehnike 

Analiza pesticida u voĺu je dosta kompeksna, s obzirom na to da je voĺe hemijski sloģen matriks 

u kome se pesticidi obiļno nalaze u tragovima. U ovakvoj kombinaciji analita i uzorka 

zadovoljavajuĺu, a verovatno i najveĺu selektivnost imaju tehnike hromatografije. Najbolja 

osetljivost se postiģe tehnikama masene spektrometrije. 

Slika 2.3-1 Izvorna QuEChERS metoda 
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2.3.2.1 Gasna i teļna hromatografija 

Tehnika gasne hromatografije (engl. Gas Chromatography) se primenjuje za razdvajanje 

jedinjenja koja se mogu prevesti u gasovitu fazu bez degradacije. Polarnija, slabo isparljiva ili 

termo nestabilna jedinjenja podleģu degradaciji pri prvom kontaktu sa delovima gasnog 

hromatografa, odnosno u samom injektoru ili na koloni. 

Sastavne komponente gasnog hromatografa su noseĺi gas, sistem za uvoĽenje analita na kolonu 

i kolona. Princip razdvajanja komponenti se zasniva na njihovoj razliļitoj raspodeli izmeĽu 

kolone ï teļne stacionarne faze i noseĺeg gasa ï mobilne faze, odnosno razliļitom afinitetu 

prema koloni. Pripremljeni uzorak, najļeġĺe u teļnom stanju, se uz pomoĺ ġprica unosi u 

injektor aparata, koji je zagrejan na visoku temperaturu, pri ļemu dolazi do isparavanja uzorka 

odnosno analita i rastvaraļa. Pare uzorka se uz pomoĺ noseĺeg gasa (helijum, azot) odvode do 

kolone, koja je takoĽe zagrejana, gde se vrġi razdvajanje. Brzina kojom jedinjenje prolazi kroz 

kolonu zavisi od viġe faktora, a karakteriġe se veliļinom koja se naziva retenciono vreme - 

vreme koje protekne od unoġenja analita na kolonu, do njegovog izlaģenja sa kolone. Faktori 

su sledeĺi: 

1) Taļka kljuļanja analita (isparljivost) je direktno proporcionalna retencionom vremenu 

analita. Ġto je taļka kljuļanja niģa, napon pare jedinjenja je viġi, a time je i kraĺe retenciono 

vreme, jer je veĺa verovatnoĺa da se analit nalazi u parnoj fazi. 

2) Afinitet analita prema stacionarnoj fazi - ako je polarnost kolone i analita sliļna, retenciono 

vreme je duģe, jer analit ostvaruje snaģnije interakcije sa kolonom. Rezultat toga je da 

polarna jedinjenja imaju duģa retenciona vremena na polarnim kolonama, nego na 

nepolarnim, na istoj radnoj temperaturi. 

3) Temperatura kolone treba biti optimalna, odnosno usklaĽena sa prirodom analita. Suviġe 

visoke ili niske temperature ne doprinose dobrom razdvajanju analita. Poġto realan uzorak 

predstavlja smeġu jedinjenja koja se po prirodi razlikuju, najbolje razdvajanje se postiģe 

temperaturnim gradijentom odnosno postepenom promenom temperature. 

4) Brzina protoka noseĺeg gasa je parametar koji treba biti optimalan. Previsok protok gasa 

skraĺuje retenciono vreme, ali vodi loġem razdvajanju, jer analiti nemaju dovoljno vremena 

za interakciju sa kolonom. 

Kolone za gasnu 

hromatografiju (Slika 2.3-2a) 

nose naziv kapilarne kolone, 

jer su u osnovi cevi malog 

preļnika (unutraġnji preļnik 

0,25 mm). Karakteristiļna 

duģina im je 30 metara. 

Kolone su punjene ļvrstom 

fazom na ļiju povrġinu je 

naneġen tanak sloj teġko 

isparljivog polimera, debljine 

0,25 µm. Iako su navedeni 

parametri kolone ï duģina, unutraġnji preļnik, debljina teļnog polimera ï parametri koji su 

podloģni optimizaciji u zavisnosti od broja i prirode analita, oni su uglavnom standardizovani. 

Slika 2.3-2 Izgled kolona za gasnu (a) i teļnu hromatografiju (b) 
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Tako, najzastupljenije kolone za gasnu hromatografiju su nepolarne kolone, koje sadrģe ļvrstu 

fazu na bazi silike impregniranu 5% difenil ï 95% polidimetilsiloksanom - takozvane 5 ili 5MS 

kolone, duģine su 30 m, unutraġnjeg preļnika 0,25 mm i debljine polimera od 0,25 µm. Poznata 

je primena i polarnijih kolona (50% diphenyl 50% dimethylpolysiloxane) (Hrouzková & 

Páleníková, 2016). 

Tehnika teļne hromatografije visokih perfomansi (engl. High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) je alternativa tehnici gasne hromatografije, jer omoguĺava analizu i 

teģe isparljivih odnosno lako razgradivih jedinjenja. Naziv je dobila po tome ġto se za 

razdvajanje koriste ļvrste faze sa malim ļesticama - manjim od 10 µm. 

Kolone za teļnu hromatografiju Slika 2.3-2b) su znatno kraĺe u odnosu na kolone za gasnu 

hromatografiju i veĺinom su na bazi silike modifikovane oktadecil grupama (C18). Ova vrsta 

stacionarne faze je osnova takozvane teļne hromatografije na reverznoj fazi, kojom se mogu 

razdvajati manje polarna jedinjenja. Duģina HPLC kolona se kreĺe od 50 do 250 mm, a 

unutraġnji preļnik od 2 do 4,6 mm. Veliļina ļestica punjenja kolone je vrlo bitan parametar 

koji odreĽuje perfomanse teļne hromatografije. Ļeste su kolone sa ļesticama od 1 - 5 µm. 

Karakteristiļno je da sa smanjenjem promera ļestica, pritisak koji kolona moģe da razvije 

znatno raste, ġto rezultira boljom rezolucijom i pruģa moguĺnost za kraĺe trajanje analize. Stoga 

se glavnim napretkom poslednjih godina smatra razvoj kolona sa ļesticama ispod 2 Õm, a 

HPLC tehnika koja koristi ovakve kolone nosi naziv teļna hromatografija ultra visokih 

perfomansi (engl. Ultra-High Performance Liquid Chromatography, UHPLC) (Wiest & Olivé, 

2012). UHPLC obezbeĽuje brģe razdvajanje i manju potroġnju rastvaraļa u odnosu na HPLC, 

ali ako se koriste veĺe brzine protoka, zbog manjih ļestica se javlja rizik od pojave 

temperaturnog gradijenta duģ kolone, ġto loġe utiļe na njene osobine (Fornstedt et al., 2015). 

Mobilna faza odnosno eluent u teļnoj hromatografiji na reverznoj fazi je obiļno organski 

rastvaraļ meġljiv sa vodom poput acetonitrila, metanola, izopropanola ili voda ili njihova 

smeġa. Razlog za to je ļesta upotreba tehnika masene spektrometrije sa blagim vidovima 

jonizacije, poput elektrosprej jonizacije ï ESI u karakterizaciji analita. Izbor mobilne faze je 

bitan faktor jer utiļe na efikasnost procesa jonizacije analita i na eventualno formiranje adukata 

sa nastalim jonima. Poġto ESI podrazumeva rasprġivanje mobilne faze u jakom elektriļnom 

polju, pri ļemu nastaju fine ļestice aerosola koje su naelektrisane, to znaļi da efikasnu 

jonizaciju analita omoguĺavaju mobilne faze koje se lako rasprġuju, odnosno koje imaju malu 

viskoznost, a to su rastvaraļi poput acetona, alkohola ili acetonitrila. Pored vode, kao mobilne 

faze se ļesto koriste i kiseli vodeni rastvori, kao i rastvori odreĽenih soli u svojstvu aditiva. 

Aditivi se koriste da bi se kontrolisala pH vrednost tokom analize i da bi se obezbedilo efikasno 

razdvajanje. Za obezbeĽivanje blago kiselih uslova rada koriste se sirĺetna ili mravlja kiselina 

u koncentracijama od 0,10 do 1,00 %, a za blago bazne uslove je pogodan amonijum-hidroksid 

u istom rasponu koncentracija. U sluļaju rastvora soli, potrebno je da one budu lako isparljive 

pri datim uslovima jonizacije. Zato se najļeġĺe koriste vodeni rastvori sirĺetne kiseline i 

amonijum acetata ili mravlje kiseline i amonijum formijata.   

Preporuka je da prvi izbor dvokomponente mobilne faze bude 0,10 % rastvor mravlje kiseline 

i acetonitril (Shimadzu.com_01), jer se smatra da mravlja kiselina unosi manje primesa u 

maseni spektrometar od sirĺetne kiseline i ima manju molekulsku masu od nje, pa njeni maseni 

fragmenti ne predstavljaju interferente, dok acetonitril pruģa veĺu efikasnost jonizacije od 

ostalih, jer ima manju viskoznost. 
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Mobilne faze i aditivi, neļistoĺe prisutne u njima, kao i sami molekuli analita meĽusobno, mogu 

formirati adukte. Ļesti su nekovalentni kompleksi poput protonovanih dimernih jona 

([2M+H+]), pseudomolekulski joni sa razliļitim katjonima ([M+NH4
+], [M+Na+], [M+K+]), 

adukti sa molekulima rastvaraļa ([M+H2O+H+], [M+CH3OH+H+], [M+CH3CN+H+], 

[M+CH3COO-]), kao i polimerni joni, npr. dimeri i trimeri ([2M+Na+], [3M+H+]) (Chen et al., 

2007). Formiranje adukata je poģeljno u sluļajevima nedovoljne jonizacije analita odnosno 

slabe zastupljenosti [M+H+] jona, pa se ļak male koliļine katjona i dodaju u eluent. 

2.3.2.2 Masena spektrometrija 

Masena spektrometrija je instrumentalna tehnika koju karakteriġe brzina i visoka osetljivost. 

Joni, nastali jonizacijom ili fragmentacijom molekula analita, leģe u samoj osnovi principa rada 

ove tehnike, a razdvajaju se na osnovu odnosa svoje dve osobine - mase i naelektrisanja (m/z). 

Ukoliko su joni nastali jonizacijom molekula analita, mogu pruģiti informaciju o njegovoj 

molekulskoj masi, a ukoliko su nastali fragmentacijom molekula analita, onda se mogu dobiti 

informacije o njegovoj strukturi. 

Faze u nastajanju masenog spektra, koji predstavlja rezultat rada masenog spektrometra su: (1) 

uvoĽenje analita u maseni spektrometar, (2) jonizacija molekula analita do rezultujuĺih 

jonizovanih molekula ili jonskih fragmenata u jonskom izvoru, (3) razdvajanje nastalih jona 

prema odnosu njihove mase i naelektrisanja u masenom analizatoru i (4) detekcija razvojenih 

jona. 

2.3.2.2.1 Tehnike jonizacije molekula analita 

Postoji veĺi broj razvijenih tehnika jonizacije. Dve tehnike koje su se meĽu prvima razvile su 

jonizacija visoko-energetskim elektronima (engl. electron ionization, EI) i hemijska jonizacija 

(engl. chemical ionization, CI). Ove tehnike su takoĽe komplementarne, jer hemijska jonizacija 

pruģa informacije o molekulskoj masi, dok jonizacija elektronima pruģa informacije o strukturi 

molekula. 

Molekuli analita sudaraju sa 

elektronima velike energije ï 

obiļno 70 eV ï emitovanim od 

strane usijanog filamenta i pritom 

cepaju na jonizovane fragmente 

(Slika 2.3-3). Od dva moguĺa 

ishoda jonizacije prikazanih na 

slici 2.3-3, usled ñagresivnogò 

naļina jonizacije, praktiļno je 

moguĺ samo fragmentacioni 

ishod, jer se molekulski joni, 

nastali otpuġtanjem jednog 

elektrona, ne vide u masenom 

spektru, zbog slabe zastupljenosti. 

Hemijska jonizacija je ñblagò 

naļin jonizacije (engl. soft ionization), koji rezultuje nastajanjem preteģno pseudo molekulskih 

jona, pa su oni najzastupljeniji u masenom spektru. Mehanizam nastajanja ovih jona se razlikuje 

od mehanizma pri elektronskoj jonizaciji, a podrazumeva reakcije prenosa protona sa molekula 

Slika 2.3-3 Jonizacija bombardovanjem visokoenergetskim 

elektronima (izvor: Electron ionization ï Wikipedia) 
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gasovitog reagensa na molekule analita. Ulogu reagensa u hemijskoj jonizaciji najļeġĺe imaju 

metan, izobutan i amonijak. Efikasnost jonizacije u ovom sluļaju zavisi od afiniteta molekula 

analita prema protonima u odnosu na molekule reagensa. 

U naknadno razvijene tehnike jonizacije ubrajaju se matriksom potpomognuta laserska 

desorpcija/jonizacija (engl. matrix-assisted laser desorption/ionization - MALDI), desorpciona 

elektrosprej jonizacija (engl. desorption electrospray ionization - DESI). Najļeġĺe 

primenjivanje tehnike jonizacije podrazumevaju jonizaciju na atmosferskom pritisku (engl. 

atmospheric pressure ionization - API); to su elektrosprej jonizacija (engl. electrospray 

ionization - ESI) i 

hemijska jonizacija na 

atmosferskom pritisku 

(engl. atmospheric 

pressure chemical 

ionization - APCI). 

Osnovna konstrukcija ESI 

jonskog izvora ukljuļuje 

iglu malog preļnika, koja 

prolazi kroz probu, kroz 

koju se uvodi teļni uzorak 

i koja se nalazi na visokom 

elektriļnom potencijalu 

(3-8 kV), komore za 

ispravanje teļne faze, 

obiļno na principu 

zagrevanja i interfejsa sa 

analizatorom koji se nalazi 

pod vakuumom (Slika 2.3-4). ESI jonizacija je ñblagò naļin jonizacije, a nastajanje 

protonovanih molekulskih jona se odvija mehanizmom u dve faze. Prva faza formiranja jona 

podrazumeva nastanak naelektrisanih kapljica tzv. Tejlorovih konusa, usled postojanja jakog 

elektriļnog polja. Druga faza formiranja jona podrazumeva isparavanje teļne faze, ġto je 

potpomognuto paralelnim protokom gasa ï azota, pri ļemu gustina istoimenog naelektrisanja u 

kapljici raste, rezultirajuĺi cepanjem kapljica na sitnije kapljice usled preovlaĽivanja Kulonovih 

sila u odnosu na povrġinski napon. Isti proces ponovljen kaskadno, dovodi do formiranja 

protonovanih molekulskih jona analita bez prisustva rastvaraļa, koji se kroz konusni deo ï 

skimer usmeravaju u analizator. 

ESI ima nekoliko bitnih karakteristika: prva je moguĺnost nastajanja viġestruko naelektrisanih 

jona, ġto omoguĺava analiziranje jedinjenja velikih molekulskih masa, poput proteina, 

standardnim kvadrupolima kao analizatorima; druga karakteristika je izuzetno blagi naļin 

jonizacije, a treĺa karakteristika je jednostavnost u dizajnu i moguĺnost rada na atmosferskom 

pritisku, ġto omoguĺava rutinsko povezivanje sa sistemima teļnih hromatografa (Chen et al., 

2007). Zbog toga ġto je jonizacija elektronima visoke energije posebno pogodna za 

lakoisparljive analite - molekule male mase, a ESI i za lako i za teġko isparljive analite ï 

molekule velike mase, najzastupljenije kombinacije hromatografskih sistema i masenih 

spektrometara odnosno analizatora su GC-EI-MS i LC-ESI-MS. 

Slika 2.3-4 ESI jonizacija (positive ion mode) (Chen et al., 2007) 
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Osnovna konstrukcija APCI 

jonskog izvora ukljuļuje 

probu kroz koju se uvodi teļni 

uzorak i korona iglu na koju 

se primenjuje visoka voltaģa. 

Za razliku od ESI igle, koja se 

nalazi u sklopu ESI probe, 

korona igla se nalazi 

odvojeno od APCI probe 

(Slika 2.3-5). U APCI 

mehanizmu, se vrġi 

rasprġivanje i desolvatisanje 

teļne faze pomoĺu gasa za 

rasprġivanje, najļeġĺe azota i 

zagrevanja. Desolvatisani 

molekuli analita se potom 

jonizuju prevashodno u 

reakcijama sa molekulima 

mobilne faze, kojih ima u viġku u nastalom aerosolu, a koji su prethodno pobuĽeni u korona 

praģnjenju pod dejstvom visoke voltaģe sa korona igle. Ovaj mehanizam vodi nastajanju 

razliļitih klastera molekula mobilne faze i molekula analita, koji bivaju razbijeni kolizijom sa 

pobuĽenim molekulima gasa, pri ļemu se u najveĺoj meri formiraju protonovani molekulski 

joni analita. Tokom APCI jonizacije, moguĺa je termalna razgradnja termolabilnih molekula, a 

time i veĺi udeo fragmenata u izvoru, nego kod ESI jonizacije. APCI jonizacija je najefikasnija 

u analizi termostabilnih, isparljivih i nepolarnih jedinjenja. 

Idealne osobine bilo kog jonskog izvora podrazumevaju visoku efikasnost jonizacije i visoku 

stabilnost nastalih jona, radi efikasne analize u narednom delu spektrometra - masenom 

analizatoru. 

2.3.2.2.2 Maseni analizatori 

Osnovna funkcija masenog analizatora je da meĽusobno razdvoji jone koji dolaze iz jonskog 

izvora. Razdvajanje jona se vrġi u zavisnosti od odnosa njihovih osobina ï mase i naelektrisanja 

(m/z). Analiza odnosa mase i naelektrisanja je razliļita u zavisnosti od analizatora. Ova analiza 

se zasniva na merenju momenta kretanja kod magnetnih sektora, kinetiļke energije kod 

elektrostatiļkih sektora, stabilnosti kretanja kod transmisionog kvadrupola, frekvence 

orbitalnog kretanja kod 3D jonskog trapa, frekvence aksijalnog kretanja duģ centralne elektrode 

kod Orbitrapa, kao i brzine kretanja jona kod analizatora na principu vremena preletanja, (engl. 

Time of Flight, TOF) (Hu et al., 2005). 

Moguĺnost instrumenta da napravi razliku izmeĽu dva jona istog intenziteta i bliskih m/z 

vrednosti definiġe se kao moĺ razlaganja (resolving power) (Macherone, 2013). IUPAC 

definicija moĺi razlaganja se moģe predstaviti izrazom m1/m1-m2 u sluļaju kada izmeĽu dva 

pika istih visina sa masama m1 i m2 postoji preklapanje na odreĽenom procentu visine bilo kog 

pika (obiļno je to 10 % visine). IUPAC definicija rezolucije masa se moģe predstaviti izrazom 

m/æm, pri ļemu m predstavlja masu jednog pika u masenom spektru, a æm ġirinu tog pika 

obiļno na 50 % visine. To znaļi da moĺ razlaganja od 100000 omoguĺava potpuno razdvajanje 

Slika 2.3-5 Konfiguracija ESI probe (1,2) i APCI probe sa korona iglom 

(3,4) u okviru jonskog izvora 
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jona m/z 1000 od jona m/z 1000.01 pri 10% visine pikova (æM = 0.01). Moĺ razlaganja u opsegu 

od 100 do 500 se smatra niskom, u opsegu od 1000 do 5000 srednjom, a u opsegu preko 10000 

visokom (Downard, 2004a). Maseni analizatori poput magnetnog sektora i dvostruko 

fokusirajuĺeg analizatora rade pri konstantnoj moĺi razlaganja, ġto znaļi da se rezolucija 

smanjuje sa porastom m/z, dok kvadrupol radi pri konstantoj rezoluciji u okviru datog m/z 

opsega. 

Transmisioni kvadrupol se sastoji od dva para meĽusobno paralelnih cilindriļnih ġipki, pri 

ļemu par ļine ġipke istog znaka potencijala koje se nalaze nasuprot jedna drugoj (Slika 2.3-6). 

Na jedan par ġipki je primenjen konstantan napon, a na drugi par oscilirajuĺi radiofrekventni 

napon. Joni se usmeravaju iz jonskog izvora u pravcu z-ose kvadrupola. Superpozicija 

oscilirajuĺeg napona na konstantni napon omoguĺava oscilaciju jona u pravcu x i y-ose. Ukoliko 

je amplituda oscilacija prevelika, jon udara u jednu od ġipki i time se eliminiġe iz putanje ka 

detektoru. Jedino joni koji ostvare optimalne oscilacije za date uslove, tj. odrģe stabilnu putanju 

kroz kvadrupol, mogu dospeti do detektora. Rezolucija kod kvadrupola je obiļno dovoljna za 

razdvajanje jona u iznosu m/z ~ 0,3. 

Transmisioni kvadrupol omoguĺava dva reģima rada masenog spektrometra. Skenirajuĺi reģim 

rada (Scan mode) podrazumeva sekvencijalnu primenu razliļitih potencijala na ġipke, ġto 

omoguĺava u nekom trenutku rada analizatora stvaranje stabilne putanje za svaki jon koji doĽe 

iz jonskog izvora, odnosno omoguĺava se vremenski ograniļeno (dwell time) ótraģenjeô jona na 

svakoj vrednosti m/z u zadatom m/z opsegu. U toku reģima praĺenja odabranog jona (Selected 

Ion Monitoring mode), u kvadrupolu postoje uslovi koji omoguĺavaju prolaz i detekciju 

iskljuļivo jona sa predefinisanim odnosom mase i naelektrisanja. 

 

Slika 2.3-6 Ilustracija konstrukcije i principa rada transmisionog kvadrupola (izvor: Shimadzu.com_02) 
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 Jonski trap  ili jonska zamka funkcioniġe 

sliļno kao kvadrupol, ali se konstrukcijski 

razlikuje, ġto omoguĺava óskladiġtenjeô 

dospelih jona obiļno na vreme reda veliļine 

mikrosekundi. Postoje dve vrste jonskog 

trapa ï linearni i trodimenzionalni trap.  

Trodimenzionalni jonski trap se sastoji od tri 

elektrode ï jedne ulazne, jedne izlazne i 

centralne prstenaste elektrode (Slika 2.3-7). 

Promenom napona ulazne i izlazne elektrode 

vrġi se punjenje trapa. Radiofrekventni (RF) 

napon primenjen na centralnu elektrodu 

omoguĺava primljenim jonima da obrazuju 

stabilnu 3D orbitalnu putanju, pri ļemu je 

radijus putanje veĺi za jone manjeg m/z, 

odnosno oni su bliģi izlaznoj elektrodi. 

Promena napona na centralnoj elektrodi 

destabilizuje putanju jona u zamci, i to 

najpre onih sa najveĺim radijusom putanje, 

pri ļemu prvi poļinju da napuġtaju trap. Moĺ 

razlaganja trodimenzionalnog jonskog trapa se kreĺe od 1000 do 4000. 

Linearni jonski trap konstrukcijski 

predstavlja transmisioni kvadrupol na 

ļije krajeve su dodate ulazna i izlazna 

elektroda koje omoguĺavaju zadrģavanje 

jona. Sastoji se iz ļetiri hiperboliļne 

ġipke usmerena jedna ka drugoj tako da 

obrazuju kvadar (Slika 2.3-8). Zbog veĺe 

zapremine linearni trap moģe da skladiġti 

viġe jona od trodimenzionalnog trapa, 

ġto rezultuje znatno veĺom osetljivoġĺu. 

Maksimalni kapacitet skladiġtenja jona 

je procenjen na 7×106, dok je broj 

uskladiġtenih jona dovoljan za 

produkciju masenog spektra procenjen 

na oko 2×104 ġto je preko 10 puta viġe 

nego kod 3D trapa (Douglas et al., 

2005). 

OrbitrapÊ, izvorno konstruisan od strane Aleksandra Makarova, koristi elektriļno polje za 

hvatanje i skladiġtenje jona. Sastoji se iz dve spoljaġnje i jedne centralne elektrode, koje mu 

omoguĺavaju funkciju analizatora, ali i detektora (Slika 2.3-9). Stabilno kretanje jona u okviru 

Orbitrapa podrazumeva orbitalno kretanje oko centralne elektrode (Slika 2.3-9b) i istovremeno 

oscilovanje u pravcu z-ose Orbitrapa. Jaļanje elektriļnog polja usled promene napona na 

centralnoj elektrodi saģima putanju jona i drģi je u blizini centralne elektrode (tzv. 

Slika 2.3-8 Primer konstrukcije linearnog trapa 

(karakteristiļna za LTQ XL instrumente; S1 ï ulazna sekcija, 

S2 ï centralna, skladiġna sekcija i S3 ï izlazna sekcija 

Slika 2.3-7 Ilustracija konstrukcije i principa rada 3D 

jonskog trapa (izvor: Shimadzu.com_02) 
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elektrodinamiļko saģimanje, engl. 

electrodynamic squeezing) (Slika 2.3-9a), tako 

da je gubitak jona usled sudara sa spoljnim 

elektrodama minimalan. Kada se zavrġi 

punjenje jonima, napon na centralnoj elektrodi 

postaje statiļan. 

Joni razliļitog odnosa mase i naelektrisanja 

imaju razliļite frekvencije oscilovanja, ġto je 

osnova njihove detekcije. Detekcija jona se 

vrġi merenjem promena u povrġinskom 

naelektrisanju spoljaġnjih elektroda, do kojih 

dolazi usled periodiļnog pribliģavanja i 

udaljavanja jona od elektroda odnosno 

oscilovanja. Ġto je viġe jona prisutno i ġto su 

oni bliģi spoljnim elektrodama, intenzivnija je 

promena u naelektrisanju. Ove promene 

stvaraju signale koji se obraĽuju kompjuterski 

primenom Fourier-ove transformacije i 

rezultiraju masenim spektrom. 

Prednosti Orbitrapa u odnosu na druge 

analizatore su visoka moĺ razlaganja ï oko 150000, koja je rezultat toga da se elektriļno polje 

moģe definisati sa visokom preciznoġĺu i veĺi kapacitet punjenja prostora za teģe jone usled 

nepostojanja zavisnosti skladiġnog napona od odnosa mase i naelektrisanja (Hu et al., 2005). 

Problem koji se javlja kod trapa bilo koje konstrukcije je space charge efekat. Efekat 

podrazumeva interakcije izmeĽu jona koji se nalaze u ograniļenom prostoru, a do kojih dolazi 

kada broj jona preĽe odreĽeni limit. Interakcije utiļu na kretanja jona u samom trapu, ġto za 

krajnji ishod ima pogorġavanje perfomansi poput osetljivosti, preciznosti u merenju masa i moĺi 

razlaganja. Space charge efekat se kod Orbitrapa javlja pri znatno veĺim gustinama 

naelektrisanja u poreĽenju sa RF trapovima odnosno efekat je znatno smanjen zbog postojanja 

centralne elektrode koja zaklanja jone sa jedne strane elektrode od dejstava jona sa suprotne 

strane (Hecht et al., 2019). Ovaj problem se moģe prevaziĺi odrģavanjem optimalnih gustina 

jona u trapu, ġto se postiģe kraĺim vremenom punjenja trapa ili izolacijom jona. Savremeni 

instrumenti implementiraju AGC proceduru (Automatic Gain Control) koja podrazumeva 

kratak prescan kojim se odreĽuje koliļina jona u odabranom m/z opsegu i tako omoguĺuje 

skladiġtenje optimalnog broja jona tokom analize (ñAGC target valueò) (Makarov et al., 2006). 

Hibridni spektrometri  predstavljaju spoj viġe analizatora u okviru jednog instrumenta s ciljem 

kombinovanja njihovih razliļitih perfomansi poput moĺi razlaganja ili brzine analize. 

Trostruki kvadrupol (triple quad, QqQ)  je prvi hibrid konstruisan za potrebe tandemske masene 

spektrometrije, u kasnim 1970. godinama u Australiji (Downard, 2004b), a danas i najļeġĺi 

hibrid u upotrebi (Slika 2.3-10). Prvi i poslednji kvadrupol u nizu su klasiļni transmisioni 

kvadrupoli koji rade na RF i DC naponima, dok srediġnji kvadrupol ima ulogu kolizione ĺelije 

i radi iskljuļivo pod RF naponom, omoguĺujuĺi jonima da budu koncentrisani u tom prostoru. 

U njemu se nalaze helijum ili argon pod niskim pritiskom. 

Slika 2.3-9 Ilustracija konstrukcije Orbitrapa: 

saģimanje kretanja jona oko centralne elektrode (a) i 

oscilovanje jona oko centralne elektrode (b) 
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Kombinacija kvadrupola i analizatora na bazi vremena preletanja (Qq-TOF) prvi put je 

razvijena u ranim 1980. godinama, a prvi komercijalni instrument je nastao 1996. 

Konstrukcijski gledano instrument se sastoji od trostrukog kvadrupola kod kojeg je poslednji 

kvadrupol zamenjen TOF analizatorom; kod prve verzije instrumenta TOF je bio spojen sa Qq 

linearno, a u poboljġanoj verziji koja se i danas koristi TOF je povezan ortogonalno (Slika 

2.3-10). Prednost QqTOF instrumenta u odnosu na QqQ je velika moĺ razlaganja koja iznosi 

>10000, dok je nedostatak manja osetljivost u reģimu skeniranja prekursora (Chernushevich et 

al., 2001). 

  
Slika 2.3-10 Ilustracija konstrukcije QqQ (1),  QqTOF (2) i LT-Orbitrap hibrida 

Linearni trap (LT) i Orbitrap su prvi put spojeni u vidu hibrida pod nazivom LTQ Orbitrap 

XLÊ proizvoĽaļa Thermo Fisher Scientific. Ovo je prvi komercijalni hibrid iz serije hibrida 

koji implementiraju Orbitrap. Predstavlja spoj linearnog trapa i Orbitrapa preko zakrivljenog 

kvadrupolnog trapa (C-trap) (Slika 2.3-10), ļija je osnovna uloga da preusmeri jone iz prvog 

analizatora u Orbitrap u vidu paketa. U okviru hibrida linearni trap (LTQ XLÊ) moģe da 

funkcioniġe nezavisno, ali postoji moguĺnost proġirenja detekcije na Orbitrap ukoliko je 

potrebna veĺa preciznost u merenju masa. 

Razvijeno je mnogo drugih hibrida na bazi Orbitrapa poput LTQ VelosÊ (poboljġana verzija 

kombinacije linearnog trapa i Orbitrapa), Q ExactiveÊ (kombinacija sa kvadrupolom) i 

najnovijih tribrida Orbitrap FusionÊ i Orbitrap Fusion LumosÊ (kombinacija sa linearnim 

trapom i kvadrupolom). 

2.3.2.2.3 Tandemska masena spektrometrija 

Tandemska masena spektrometrija je vid masene spektrometrije koji omoguĺava analizu 

strukture nepoznatog jedinjenja kroz sukcesivno fragmentisanje molekula. Ovaj vid 

eksperimenata je moguĺ kod masenih spektrometara koji u svom sastavu imaju kombinaciju 

masenih analizatora, a ekskluzivno i kod 3D jonskog trapa. Eksperimenti podrazumevaju 

aktivaciju i disocijaciju  jona ļije se struktura ģeli ispitati tzv. prekursora (engl. parent ion) i 
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analizu njegovih fragmenata (engl. daughter ions). Kod hibridnih instrumenata maseni 

analizator koji sledi jonski izvor ima ulogu da izdvoji ģeljeni jon od drugih jona i da ga usmeri 

u kolizionu ĺeliju u kojoj dolazi do fragmentacije prekursora. Maseni analizator koji sledi 

kolizionu ĺeliju ima ulogu u analizi svih ili odabranog jona iz grupe fragmenata, ġto zavisi od 

vrste sprovedenog eksperimenta. 

Postoji nekoliko mehanizama fragmentacije prekursora, a najļeġĺi je fragmentacija kolizijom. 

U toku ovog procesa prekursori se sudaraju sa molekulima kolizionog gasa, koji je pod 

odreĽenim pritiskom prisutan u kolizionoj ĺeliji. Kada se jon sa odreĽenom energijom kretanja 

neelastiļno sudari sa neutralnom vrstom, deo njegove energije kretanja prelazi u unutraġnju 

energiju, ļije poveĺanje dovodi do fragmentacije jona (Sleno & Volmer, 2004). Proces se moģe 

podeliti u dve faze. Prva faza procesa se naziva koliziona aktivacija (collision activation, CA), 

gde nakon sudara dolazi do pobuĽivanja prekursora, koji se u narednoj fazi fragmentiġu 

odnosno disosuju, a ġto se naziva disocijacija izazvana sudarom (collision-induced dissociation, 

CID). 

Gas koji se koristi u koliziji treba da bude nereaktivan i sa visokim jonizacionim potencijalom. 

Veliļina molekula gasa utiļe na naļin rasejanja nastalih fragmenata, pri ļemu je poģeljno zbog 

efikasnosti detekcije jona da rasejanje bude malo. Iz ovih razloga najviġe se koriste helijum ili 

argon. Bitan parametar kolizije je i pritisak gasa unutar ĺelije. Ġto je veĺi pritisak gasa u ĺeliji 

raste i broj jona podloģan sudarima, ali i verovatnoĺa da se jedan isti jon sudari viġe puta. 

TakoĽe poveĺava se verovatnoĺa da se i dobijeni fragmenti ekscituju i disosuju na nove 

fragmente. 

Kolizione energije pri kojima se deġavaju sudari i disocijacije se kreĺu od 1-100 eV u 

kvadrupolima i jonskim zamkama (niske kolizione energije) do nekoliko hiljada eV u 

sektorskim i TOF/TOF spektrometrima (visoke kolizione energije), dok se energije iz srednjeg 

domena (100-1000 eV) koriste reĽe (Sleno & Volmer, 2004). 

Postoji nekoliko vrsta eksperimenata u tandemskoj masenoj spektrometriji. Najprostiji 

eksperiment podrazumeva da se odabrani prekursor fragmentiġe samo jednom. Poġto se u celom 

procesu dva puta primenjuje analiza masa ï prilikom odabira prekursora i prilikom analize 

njegovih fragmenata, ovakav tip eksperimenta se obeleģava MS/MS ili MS2 eksperiment. 

Varijacije MS2 eksperimenta prikazuje Slika 2.3-11. 

Skeniranje prekursora (precursor ion scan) (Slika 2.3-11) podrazumeva eksperiment u kome 

se odabranom fragmentu odgovarajuĺeg m/z traģi prekursor, odnosno rezultat eksperimenta je 

detekcija svih prekursora koji fragmentacijom daju fragment predefinisanog odnosa mase i 

naelektrisanja. Prvi maseni analizator radi u skenirajuĺem, a drugi u SIM reģimu. 

Skeniranje fragmenata (product ion scan) (Slika 2.3-11) je praktiļno kvalitativno ispitivanje 

fragmentacije ģeljenog prekursora. Prvi analizator radi u SIM, a drugi u skenirajuĺem reģimu. 

U eksperimentu praĺenja gubitka neutralnog fragmenta (Slika 2.3-11) prvi analizator traģi 

prekursor zadatog m/z, pri ļemu drugi analizator traģi fragment odnosa m/z koji je umanjen za 

predefinisani iznos u odnosu na m/z prekursora. 

Poslednja varijacija eksperimenta je tzv. monitornig odabrane fragmentacije ili ôreakcijeô 

(selected reaction monitoring, SRM) (Slika 2.3-11) u toku kojeg prvi analizator iz mase 

prekursora bira ģeljeni prekursor koji se dalje fragmentiġe, pri ļemu se ne beleģi njegov 

celokupni ishod fragmentacije veĺ samo odreĽeni ï ģeljeni fragment. Da bi se ova vrsta 
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eksperimenta izvela potrebno je poznavati mehanizam fragmentacije datog prekursora, 

odnosno najpre izvesti eksperiment skeniranja fragmenata, kako bi se upoznao ishod 

fragmentacije prekursora i identifikovao karakteristiļan fragment koji bi bio praĺen u SRM 

eksperimentu. 

Postoje i viġestruki MS eksperimenti koji se obeleģavaju sa MSn i predstavljaju monitoring 

uzastopnih fragmentacija (consecutive reaction monitoring, CRM), koji u praktiļnom smislu 

predstavljaju proġirenje SRM eksperimenta za joġ po jedan korak ï proizvod prethodne 

fragmentacije je prekursor za narednu fragmentaciju (Slika 2.3-11). Za izvoĽenje ovog 

eksperimenta potrebno je ispuniti iste preduslove kao i za SRM. Broj nivoa fragmentacije moģe 

iĺi do 10, mada je u praksi manji, zbog smanjenja raspoloģivog broja jona. 

Tandem-MS eksperimenti se mogu sprovoditi na hibridima i ekskluzivno na trapovima. Jonski 

trap omoguĺava primenu tandemske masene spektrometrije, iako je sam po sebi jedan 

analizator. Ovaj analizator je specifiļan po tome ġto se sve faze tandemske MS - odabir 

prekursora, ekscitacija i fragmentacija - deġavaju u istom prostoru. Dok su kod QqQ ili QqTOF 

faze tandemske MS sukcesivne u prostoru, kod jonskog trapa su sukcesivne u vremenu. 

Reģim 

analizatora 
Koliziona ĺelija 

Reģim 

analizatora 
Tip MSn eksperimenta 

Faza 1 Faza 2 Faza 3 MS2 

Scan 

 

SIM Skeniranje prekursora 

SIM 

 

Scan Skeniranje fragmenata 

Scan 

(m/z = x) 

 

Scan 

(m/z = x ï n) 

Praĺenje gubitka 

neutralnog fragmenta 

SIM 

 

SIM 
Monitoring odabrane 

fragmentacije (SRM) 

Faza 3 (6,9...) Faza 4 (7,10...) Faza 5 (8,11...) MSn (n>=3) 

SIM 

 

SIM 
Monitoring uzastopnih 

fragmentacija (CRM)* 

Slika 2.3-11 Varijacije MSn eksperimenta; * tip eksperimenta moguĺ samo kod jonskih zamki 
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2.3.3 Validacija analitiļkih metoda 

Izraz óvalidacijaô potiļe od latinske reļi validus ļiji je bukvalan prevod ójakoô, a figurativan 

prevod ukazuje da je neġto dokazano kao istinito, korisno i kao takvo prihvaĺeno (Araujo, 

2009). Validacija analitiļke metode predstavlja proces u toku koga se ispituju njene osobine i 

ograniļenja, ali i faktori koji utiļu na osobine metode i njihov opseg delovanja. Validacija sluģi 

da pokaģe da je metoda u skladu sa svrhom koja joj je namenjena, a krajnji cilj svake validacije 

je da pokaģe pouzdanost i preciznost metode u analizi realnih uzoraka, odnosno da se na osnovu 

rezultata validacije sa sigurnoġĺu moģe tvrditi da je svaki rezultat rutinskih analiza taļan 

odnosno blizak nepoznatoj pravoj vrednosti parametra koja se ispituje. 

Postoji nekoliko situacija kada se analitiļka metoda mora validovati. Validacija uvek prati 

razvoj novih metoda. Pored toga primenjuje se i kada se osobine novorazvijene metode ģele 

uporediti sa standardnom ili nekom drugom veĺ postojeĺom metodom. Ponovnu validaciju 

odnosno revalidaciju treba sprovesti ako se utvrdi da su osobine metode podloģne promenama 

u toku vremena, kada se u metodu uvode novi koraci, kao i kada se planira primena razvijene 

metode u drugoj laboratoriji ili na drugaļijem instrumentu. 

Parametri metode koji se obiļno ispituju prilikom validacije su selektivnost i specifiļnost, 

taļnost i preciznost, studije kalibracije (linearnost i kalibracioni opseg, matriks efekat), granice 

detekcije i kvantifikacije. Mnoge internacionalno priznate organizacije, poput Udruģenja 

analitiļkih hemiļara (engl. Association of Ofýcial Analytical Chemists, AOAC), Evropskog 

komiteta za normalizaciju (engl. European Committee for Normalization, CEN), Organizacije 

za hranu i agrokulturu (engl. Food and Agricultural Organization, FAO), Ameriļke 

administracije za hranu i lekove (engl. United States Food and Drug Administration, FDA) itd. 

daju smernice za validaciju u okviru svojih normativa, koji sistematizuju parametre validacije, 

njihove definicije i postupke ispitivanja. 

Krajnji odabir parametara metode koji ĺe biti ukljuļeni u validaciju i kriterijumi prihvatljivosti 

za njih zavise od buduĺe namene metode. Na primer, da li metoda sluģi samo za utvrĽivanje 

prisustva analita u uzorku (kvalitativne metode) ili za okvirno odreĽivanje koncentracije analita 

(semikvantitativne metode) ili sluģi za potpuno i precizno odreĽivanje koncentracije analita 

(kvantitativne metode). Jasno je da za validaciju kvalitativnih metoda nisu relevantni parametri 

koji se vezuju za koncentraciju analita poput studija kalibracije, taļnosti i preciznosti i granice 

kvantifikacije, ali selektivnost, specifiļnost i granica detekcije radi pouzdane identifikacije jesu 

relevantni parametri. 

2.3.3.1 Selektivnost i specifiļnost 

Selektivnost se moģe definisati kao moguĺnost metode da pouzdano identifikuje analit u 

sloģenoj smeġi bez negativnog uticaja interferenata iz smeġe na identifikaciju i moģe se izraziti 

kao dobra, loġa, delimiļna itd. Ukoliko je selektivnost potpuna, onda se govori o specifiļnosti 

odnosno o 100 % odsustvu efekata interferenata. 

U sluļaju hromatografskih tehnika, selektivnost se definiġe kao moguĺnost metode da precizno 

izoluje analit iz realnog uzorka, ġto se manifestuje u vidu ļistog pika pravilnog oblika i dobre 

rezolucije (Gustavo González & Ángeles Herrador, 2007). U skladu sa time jedan od naļina 

procene selektivnosti metode jeste poreĽenje hromatograma blank uzoraka (bez prisustva 

analita) sa hromatogramima blank uzoraka u koje je uneġen analit. Posmatra se da li se na 
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retencionom vremenu analita u blank uzorku bez analita javlja pik, koji bi mogao doprineti 

laģno pozitivnoj identifikaciji ili kvantifikaciji analita. Na piku analita iz blank uzorka sa 

uneġenim analitom se vrġi test ļistoĺe pika, na primer tehnikama masene spektrometrije, koji 

treba da pokaģe da pik potiļe samo od jednog jedinjenja odnosno samo od analita. Joġ jedan 

naļin procene selektivnosti bi bilo poreĽenje hromatografskog odziva na datom retencionom 

vremenu u rastvoru ļistog analita i rastvora analita sa primesama. Bilo koji doprinos matriksa 

odzivu analita rezultuje u vidu proporcionalne ili aditivne greġke; u tom sluļaju se metoda 

smatra nespecifiļnom. 

2.3.3.2 Taļnost i preciznost 

Procenjivanje korektnosti metode (engl. accuracy) omoguĺava procenjivanje ukupne greġke 

analize odnosno procenjuje uticaj i sistemske i sluļajne greġke na metodu. Korektnost metode 

samim tim obuhvata procenu dva parametra ï taļnosti (engl. trueness) ï sistemske greġke i 

preciznosti (engl. precision) ï sluļajne greġke. U postupku validacije hromatografskih metoda 

prihvaĺeno je da se korektnost metode procenjuje na bazi minimum 9 merenja, odnosno tri 

oblasti koncentracije (niska, srednja i visoka) u tri replikata, odabranih tako da pokrivaju opseg 

kocentracija koji obuhvata sama metoda (Araujo, 2009). 

Taļnost metode se moģe definisati kao stepen poklapanja vrednosti ispitivanog parametra 
dobijene kao rezultat analize srednje vrednosti replikata uzoraka i vrednosti koja je usvojena 

kao istinita. Procena ovog parametra se moģe vrġiti poreĽenjem izmerene vrednosti ispitivanog 

parametra sa vrednoġĺu tog parametra dobijenom analizom sertifikovanog referentnog 

materijala ili poreĽenjem vrednosti ispitivanog parametra analiziranog metodom koja se 

validuje sa vrednoġĺu istog parametra analiziranog referentnom metodom ļija taļnost je 

poznata i potvrĽena. MeĽutim, u svakodnevnim laboratorijskim analizama mnogo su ļeġĺi 

pristupi koji ne ukljuļuju upotrebu referentnih materijala. Ovi postupci podrazumevaju 

unoġenje poznate koliļine analita u uzorak (spajkovanje, engl. fortification) u najranijoj fazi 

analize, kompletan tretman uzorka po metodi koja se razvija i kvantifikaciju analita u 

spajkovanom uzorku, uzimajuĺi u obzir efekat matriksa. Taļnost metode se izraģava prinosom 

analita odnosno procentom analita izolovanog iz matriksa. 

Preciznost metode se moģe definisati kao stepen poklapanja vrednosti ispitivanog parametra 

dobijene analizom nekoliko replikata. Ispitivanje ovog parametra ukazuje na stepen rasipanja 

ili neujednaļenosti niza individualnih merenja, a izraģava se kroz standardnu devijaciju tih 

merenja, varijancu ili koeficijent varijacije (relativna standardna devijacija) koji se izraģava 

procentualno. Postoje tri osnovne vrste preciznosti: ponovljivost, reproduktivnost i srednja 

preciznost. 

Ponovljivost (engl. repeatability) se procenjuje u okviru jedne iste laboratorije, kroz kratko 

vreme ï u toku istog dana, taļnije sukcesivnom analizom nekoliko nezavisno pripremljenih 

replikata uzoraka od strane istog analitiļara, uz pomoĺ istih reagenasa i na istom instrumentu. 

Ponovljivost se smanjuje sa porastom sloģenosti matriksa koji se analizira (Chandran & Singh, 

2007). Reproduktivnost se procenjuje analizom replikata istog uzorka zajedniļkom metodom u 

okviru razliļitih laboratorija. Ova vrsta preciznosti se ukljuļuje u validaciju ukoliko nekoliko 

laboratorija planira implementaciju iste metode. 
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2.3.3.3 Linearnost 

Da bi kvantifikacija analita bila pouzdana i taļna potrebno je ispitati prirodu odnosa koji postoji 

izmeĽu koncentracije analita i signala koji analit proizvodi na instrumentu. Povezanost 

koncentracije analita i odziva instrumenta daje kalibraciona kriva, koja se dobija 

instrumentalnom analizom kalibracionih standarda.  

Kalibracioni standardi su rastvori analita nekoliko razliļitih koncentracija koji, u zavisnosti od 

potrebe koju nameĺe priroda analiziranog matriksa, mogu biti pripremljeni u organskim 

rastvaraļima ili u samom matriksu. Broj kalibracionih standarda i opseg koncentracija koji 

pokrivaju (analitiļki opseg) moģe da varira u zavisnosti od namene metode, ali je pravilo da 

koncentracije analita budu ravnomerno rasporeĽene kroz ļitav koncentracioni opseg, kao i da 

opseg pokriva od 10 % do 200 % ciljane koncentracije analita, odnosno koncentracije koja se 

oļekuje u uzorku. Veĺina normativa za validaciju sugeriġe pet do osam kalibracionih standarda 

analiziranih u minimum dva do ġest replikata, ali je u principu moguĺe koristiti manje 

kalibracionih standarda u viġe replikata ili obrnuto (Peters et al., 2007). Kada se utvrdi model 

kalibracije, kalibracione krive se mogu konstruisati sa manjim brojem replikata ili bez njih. 

Prema definiciji kalibracioni opseg metode predstavlja oblast izmeĽu dve graniļne 

koncentracije analita u uzorku, u okviru koje analitiļka metoda poseduje prihvatljiv nivo 

linearnosti, taļnosti i preciznosti (Chan, 2008). To bi znaļilo da analitiļki i kalibracioni opseg 

nisu jedno te isto, ali mogu biti ukoliko svi prvobitno odabrani nivoi koncentracija ispunjavaju 

navedene kriterijume linearnosti, taļnosti i preciznosti. 

Linearnost analitiļke metode predstavlja njenu sposobnost da pruģi rezultate koji su direktno 

ili indirektno ï putem matematiļkih transformacija ï proporcionalni koncentraciji analita u 

uzorku kroz ļitav koncentracioni opseg koji je od interesa (Chandran & Singh, 2007). Drugim 

reļima, linearnost sugeriġe da promena koncentracije analita u uzorku vodi ekvivalentnoj 

promeni u odzivu instrumenta. Procena linearnosti metode se moģe izvrġiti vizuelnom 

procenom grafiļke zavisnosti koncentracije analita i odziva instrumenta, procenom reziduala, 

faktora odziva ili procenta relativne greġke povratno izraļunatih koncentracija, pri ļemu 

navedeni parametri ne iskljuļuju jedni druge, veĺ je najbolje da se procena linearnosti vrġi 

njihovim paralelnim sagledavanjem. 

Vizuelna procena kalibracione krive se sastoji u utvrĽivanju eventualnog postojanja taļaka koje 

mogu uticati na parametre kalibracione krive i postojanja nelinearnog trenda. Taļke od uticaja 

mogu biti kalibracioni standardi sa koncentracijama znatno veĺim od ostalih standarda, kao i 

udaljene taļke ï taļke u okviru kalibracione krive koje leģe daleko od ostalih taļaka. Da bi se 

izbegli ovakvi sluļajevi, poġtuje se pravilo konstruisanja kalibracione krive sa ravnomerno 

rasporeĽenim nivoima koncentracije analita i eliminisanje udaljenih taļaka iz kalibracije. 

Ukoliko se udaljena taļka nalazi na sredini kalibracionog opsega ona utiļe na odseļak 

kalibracione krive, ali ako se nalazi pri visokim koncentracijama utiļe i na odseļak i na nagib 

krive. Nelinearni trend u promeni odziva sa koncentracijom analita se na prvi pogled moģe 

utvrditi preko vrednosti koeficijenta korelacije. Ovaj koeficijent u sluļajevima dobre korelacije 

iznosi preko 0,9. 
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Karakteristika linearnosti je postojanje homoskedastiļnosti, odnosno ravnomerne distribucije 

reziduala kroz ļitav kalibracioni opseg. Rezidual se definiġe kao razlika izmeĽu izmerene 

vrednosti i srednje vrednosti odziva koja je predviĽena kalibracionim modelom. Ukoliko 

postoji oļigledan trend u raspodeli reziduala, odnosno njihova promenljivost sa promenom 

koncentracije analita, onda se govori o heteroskedastiļnosti i odsustvu linearnosti. 

Faktori odziva predstavljaju odnos odziva instrumenta i pripadajuĺe koncentracije analita. 

Grafiļka zavisnost faktora odziva i koncentracije kalibracionih standarda se sastoji u 

prikazivanju mediana izraļunatih faktora odziva (Rc) kao centralne linije na grafiku i dva 

petoprocentna intervala poverenja odnosno linija postavljenih na 0,95 Rc i 1,05 Rc kao graniļnih 

linija (Jurado et al., 2017). Ukoliko vrednosti faktora odziva leģe izmeĽu graniļnih linija, 

smatra se da je ļitav analitiļki opseg linearan. 

Kada se utvrdi kalibracioni model, postaje moguĺe preraļunati koncentraciju svakog 

kalibracionog standarda svrstavanjem pripadajuĺih signala u odabranu funkciju. Odnos razlike 

izmeĽu ovih vrednosti ï preraļunate (povratno izraļunate) koncentracije i nominalne 

koncentracije ï pomnoģen sa 100 % predstavlja relativnu greġku u proceni koncentracija analita 

odabranim modelom kalibracije. Da bi se prihvatila linearnost odreĽenog opsega potrebno je 

da relativne greġke budu u granicama ± 15 % odnosno ± 20 % kada su u pitanju koncentracije 

blizu granice kvantifikacije (Jurado et al., 2017). 

2.3.3.4 Matriks efekat  

Retki su sluļajevi kada je preļiġĺavanje uzoraka dovoljno selektivno da u potpunosti ukloni 

interferente. Matriks efekat predstavlja svaki uticaj koekstrakata na beleģeni signal analita, bilo 

da se radi o poveĺanju (pozitivan matriks efekat) ili smanjenju signala (negativan matriks 

efekat). Ovaj fenomen je karakteristiļan za analizu sloģenih uzoraka, poput razliļitih vrsta 

namirnica, voĺa ili povrĺa. Prisutan je i u gasnohromatografskim i teļnohromatografskim 

metodama analize, a njegova priroda i mehanizam manifestacije kod ovih metoda su razliļiti. 

Osnovni problem koji proistiļe iz pojave matriks efekta je nepouzdanost u kvantitativnoj, ali i 

kvalitativnoj analizi, ukoliko se pouzdano ne utvrdi da beleģeni signal potiļe samo od analita. 

Mehanizam manifestacije matriks efekta u GC/MS tehnikama leģi u konkurenciji molekula 

analita i molekula koekstrakata za vezivanje za aktivna mesta u hromatografskom sistemu, kao 

i zaġtitnoj ulozi molekula koekstrakata prema molekulima analita, kako je prvobitno objaġnjeno 

od strane Erney i saradnika (Erney et al., 1993). Kada se ubrizga ekstrakt sa analitom u 

hromatografski sistem, jedinjenja iz matriksa uzorka blokiraju aktivna mesta, pre svega u 

injektoru gasnog hromatografa, rezultirajuĺi u manjem procentu adsorbovanih molekula analita 

i poslediļno u veĺem procentu molekula analita dospelog na kolonu. Ovo znaļi da ĺe se 

zabeleģiti veĺi signal analita, nego u sluļaju kada se ubrizga rastvor analita bez matriksa 

odnosno javlja se pozitivan matriks efekat. Negativan matriks efekat se objaġnjava rastom broja 

aktivnih mesta u hromatografskom sistemu za koje se vezuju molekuli analita, a usled 

postepene akumulacije slaboisparljivih jedinjenja iz uzorka (Silvestro et al., 2013). 

Matriks efekat je relativan parametar. Pored toga ġto zavisi od vrste matriksa koji se analizira i 

od same pripreme uzoraka (de Sousa et al., 2013), zavisi i od parametara instrumentalne analize. 

Promena temperature u injektoru gasnog hromatografa utiļe na matriks efekat tako ġto viġe 
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temperature smanjuju moguĺnost adsorpcije novih molekula, a ubrzavaju desorpciju 

adsorbovanih molekula analita sa jedne strane, a sa druge strane ubrzavaju razlaganje 

termolabilnih jedinjenja (Poole, 2007). TakoĽe, matriks efekat moģe da varira i za isti tip 

uzoraka analiziran na istom instrumentu, ukoliko proĽe odreĽeno vreme izmeĽu analiza, jer je 

stepen ļistoĺe injektora odnosno inserta, a time i broj dostupnih aktivnih mesta razliļit i zavisi 

od broja izvedenih analiza i nagomilavanja molekula matriksa u insertu i na poļetku kolone. 

Mehanizam manifestacije matriks efekta u LC/MS tehnikama je vezan za jonizaciju analita u 

masenom spektrometru. Smatra se da matriks efekat nastaje usled istovremenog eluiranja 

koekstrakata i analita i poslediļnog uticaja koekstrakata na efikasnost jonizacije analita, a time 

i na osetljivost analize (Kruve & Leito, 2013). Efikasnost jonizacije molekula analita je manja 

usled njihovog manjeg broja na povrġini kapljica u ESI izvoru u prisustvu matriksa, ġto se 

odraģava kao negativan matriks efekat. Ovaj problem nije prisutan u GC/MS analizi zbog 

drugaļijeg mehanizma jonizacije molekula analita.  

Procena matriks efekta se moģe vrġiti kroz ļitav kalibracioni opseg ili za svaki kalibracioni 

standard. S obzirom da matriks efekat utiļe na signal analita tj. odziv instrumenta, njegova 

procena kroz kalibracioni opseg se zasniva na praĺenju osetljivosti odnosno nagiba 

kalibracionih krivi konstruisanih sa kalibracionim standardima pripremljenim bez matriksa ï u 

organskim rastvaraļima i pripremljenim sa matriksom - izraz [1]: 

 

Procena za svaki kalibracioni standard se vrġi poreĽenjem signala analita u standardu 

pripremljenom sa matriksom sa signalom analita u standardu pripremljenom u rastvaraļu ï 

izraz [2]: 

 

Prema izraļunatim vrednostima, matriks efekat se moģe klasifikovati u slab - do 20 %, srednji 

- od 20 do 50 % i jak matriks efekat - preko 50 % (Madej et al., 2018). S obzirom da matriks 

efekat nije moguĺe uvek eliminisati razvijene su razliļite tehnike sa njegovo prevazilaģenje.  

Prevazilaģenje matriks efekta u LC/MS tehnikama se zasniva na razblaģivanju uzoraka, 

smanjivanjem brzine protoka mobilne faze ili ļak promenom jonizacionog izvora (Kruve et al., 

2009). Razblaģenje uzorka ili ubrizgavanje manje zapremine uzorka smanjuje broj molekula 

koekstrakata po jedinici povrġine naelektrisane kapljice u jonskom izvoru, time poveĺava 

efikasnost jonizacije i anulira matriks efekat. Ukoliko razblaģenje nije efikasan naļin, 

intenzivnije preļiġĺavanje uzorka moģe biti reġenje (Bester et al., 2001). 

Prevazilaģenje matriks efekta u GC/MS tehnici se moģe vrġiti upotrebom protektanata analita. 

To su jedinjenja koja se nadmeĺu sa molekulima analita za aktivna mesta u hromatografskom 

sistemu i time ih ġtite od adsorpcije i termorazgradnje, a po strukturi su obiļno molekuli koji 

imaju visoku sposobnost za graĽenje vodoniļnih veza i isparljivost sliļnu analitima, uglavnom 

sa alkoholnim funkcionalnim grupama. 

         Matriks efekat, ME (%) = Nagib matriks krive/Nagib krive u rastvaraļuĬ100%                     [1] 

Matriks efekat, ME (%) = Signal matriks standarda/Signal standarda u rastvaraļuĬ100%            [2] 
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Modifikacije u pristupu kalibraciji podrazumevaju da se postigne identiļnost izmeĽu uzorka i 

kalibracionog standarda po pitanju matriksa koji vrġi uticaj ili po pitanju vrste molekula na koji 

se vrġi uticaj. U skladu sa time postoje tri naļina modifikacije kalibracije u cilju prevazilaģenja 

matriks efekta: 

1) Metoda internog standarda ispunjava uslov identiļnosti vrste molekula na koji se vrġi uticaj, 

pa je stoga moģda i najefikasniji naļin za kompenzaciju matriks efekta. Metoda 

podrazumeva unoġenje poznate koliļine internog standarda ï izotopski obeleģenog analita 

u uzorak i u kalibracioni standard, a pretpostavka je da je matriks efekat koji deluje na obe 

vrste molekula ï analit i izotopsko obeleģeni analit ï identiļan ġto proizilazi iz sliļnosti u 

strukturi. Ova metoda se ne koristi u svim laboratorijama, jer su izotopska jedinjenja 

uglavnom skupa, a takoĽe i teġko dostupna za pojedine vrste analita.  

2) Metoda standardnog dodatka i metoda kalibracije u matriksu ispunjavaju uslov identiļnosti 

matriksa odnosno kod ovih metoda se kalibracioni standardi pripremaju u matriksu koji se 

analizira ili u reprezentativnom matriksu, tako da se oļekuje ekvivalentan matriks efekat na 

analit u uzorku i u standardu. Metoda standardnog dodatka se primenjuje kada nije moguĺe 

obezbediti blank matriks odnosno ekstrakt matriksa bez prisustva analita ï ġto je osnova 

metode kalibracije u matriksu ï i pretpostavlja da matriks efekat ne zavisi od koncentracije 

analita. U praksi je ļesto da se poslednji uslov ne moģe ispuniti, ġto zajedno sa velikim 

utroġkom vremena pri pripremi standarda ļini osnovne nedostatke ove metode. 

3) Kalibracija u matriksu je najġire rasprostranjen naļin prevazilaģenja matriks efekta. 

Najtaļniji rezultati analize se dobijaju ukoliko su standardi pripremljeni u matriksu vrste 

uzorka koji se analizira, meĽutim u sluļajevima kada se analizira veliki broj razliļitih tipova 

uzoraka moguĺe je standarde pripremati u reprezentativnom matriksu odnosno matriksu 

koji je sliļan sa matriksom uzorka u pogledu sadrģaja vode, sadrģaja kiselina ili ġeĺera. 

Alternativu intenzivnom preļiġĺavanju uzoraka s ciljem eliminacije matriks efekta pruģaju 

maseni spektrometri koji omoguĺavaju veĺu rezoluciju, kao i specifiļne tehnike tandemske 

masene spektrometrije. Problemi loġe jonizacije analita u izvoru ili loġeg razdvajanja na 

hromatografskoj koloni ostaju kod slabije preļiġĺenih uzoraka. Treba teģiti kombinaciji ovih 

naļina, s obzirom da za sada i jedan i drugi imaju odreĽene limite. 

Pored toga ġto direktno utiļe na selektivnost, osetljivost i taļnost metode, matriks efekat 

neposredno ima uticaj na joġ dva parametra validacije metode ï granicu detekcije i granicu 

kvantifikacije, zato ġto postoje metode procene ova dva parametra koje ukljuļuju nagib 

kalibracione krive u oblasti niskih koncentracija. 

2.3.3.5 Granica detekcije i granica kvantifikacije 

Granica detekcije se moģe definisati kao najniģa koncentracija analita u uzorku koja se moģe 

detektovati, ali ne i pouzdano izmeriti; pri toj koncentraciji moģe se izvrġiti identifikacija 

analita. Granica kvantifikacije je po definiciji najniģa koncentracija analita koja se moģe meriti 

sa prihvatljivim odstupanjem i prihvatljivom preciznoġĺu (Peters et al., 2007). Da bi neka 

koncentracija bila usvojena kao granica kvantifikacije potrebno je da odstupanje izmeĽu 

izmerene koncentracije i postavljene referentne vrednosti je bude u granicama ±20 %, dok je 

prihvatljiva preciznost takvih merenja 20 % (Peters et al., 2007). 
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U literaturi se sreĺu tri naļina za procenjivanje granice detekcije i granice kvantifikacije: 

1) Vizuelno procenjivanje je karakteristiļno za granicu detekcije. Instrumentalno se 

analiziraju uzorci koji sadrģe niske i opadajuĺe koncentracije analita i prati se na kojoj 

koncentraciji se poslednji put uoļava prisustvo analita ï u tehnikama hromatografije to je 

prisustvo pika koji potiļe od analita. 

2) Za instrumentalne tehnike kod kojih se javlja pozadinski signal (tehnike hromatografije) 

ļest pristup je poreĽenje signala koji proizvodi uzorak sa niskom koncentracijom analita i 

signala koji proizvodi blank uzorak. Ovo je tzv. metoda procene granica detekcije i 

kvantifikacije preko odnosa signala i ġuma (signal-to-noise, S/N). Granica detekcije prema 

ovoj metodi je ona koncentracija analita u uzorku koja proizvede signal jednak trostrukoj 

vrednosti ġuma odnosno odziva blank uzorka, dok je granica kvantifikacije ona 

koncentracija analita koja proizvede signal jednak desetostrukoj vrednosti ġuma odnosno 

odziva blank uzorka. 

3) Procena ovih parametara se moģe vrġiti i  pomoĺu kalibracione krive konstruisane na bazi 

standarda niskih koncentracija. U ovom sluļaju granica detekcije (kvantifikacije) je jednaka 

trostrukom (desetostrukom) odnosu standardne devijacije blank uzoraka ili standardne 

devijacije odseļka kalibracione krive i nagiba kalibracione krive. S obzirom da nagib koji 

figuriġe u ovakvim izrazima moģe poticati od kalibracione krive pripremljene na bazi 

rastvaraļa ili od one na bazi proceduralnih standarda, granice detekcije i kvantifikacije se 

mogu klasifikovati u granice instrumentalne detekcije i instrumentalne kvantifikacije i 

granice detekcije i kvantifikacije same metode. 

2.3.4 Literaturni pregled  analitiļkih metoda za odreĽivanje ispitivanih  pesticida 

Standardne metode Evropskog komiteta za standardizaciju (engl. European Committee for 

Normalization, CEN) koje se primenjuju u analizi pesticida u hrani biljnog porekla (Tabela 

2.3-2) su metoda EN 12393 i njeni delovi, koji obuhvataju:  

- metodu ekstrakcije acetonom i sukcesivnu teļno-teļno ekstrakciju dihlormetanom i 

preļiġĺavanje na  Florisilu®  

- metodu ekstrakcije acetonom, teļno-teļno ekstrakciju sa dihlormetanom ili 

cikloheksanom/etilacetatom i preļiġĺavanje gel-propustljivom hromatografijom ili 

hromatografijom na silika gelu  

- i metodu ekstrakcije etilacetatom i ukoliko je potrebno preļiĺavanje gel-propustljivom 

hromatografijom.  

Metoda pod oznakom EN 15662 je verzija QuEChERS metode sa citratnim solima. 
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Tabela 2.3-2 Pregled standarda i tehniļkih izveġtaja Evropskog komiteta za standardizaciju koji se odnose na 

analizu pesticida u hrani i analognih srpskih oznaka standarda (izvor: Institut za standardizaciju Srbije, 2020) 

Oznaka EU standarda Srpska oznaka standarda Naziv 

 Metode  

EN 12393-1:2013 SRPS EN 12393-1:2014 

Hrana biljnog porekla ï Multirezidualne metode za 

odreĽivanje ostataka pesticida pomoĺu GC ili LC-

MS/MS - Deo 1: Opġta razmatranja 

EN 12393-2:2013 SRPS EN 12393-2:2014 

Hrana biljnog porekla - Multirezidualne metode za 

odreĽivanje ostataka pesticida pomoĺu GC ili LC-

MS/MS - Deo 2: Metode za ekstrakciju i 

preļiġĺavanje 

EN 12393-3:2013 SRPS EN 12393-3:2014 

Hrana biljnog porekla ï Multirezidualne metode za 

odreĽivanje ostataka pesticida pomoĺu GC ili LC-

MS/MS - Deo 3: OdreĽivanje i testovi potvrde 

EN 15662:2018 SRPS EN 15662:2018 

Hrana biljnog porekla ï Viġestruka metoda za 

odreĽivanje ostataka pesticida primenom GC i LC 

zasnovanih na analizi ekstrakcije/raspodele 

acetonitrilom i preļiġĺavanju disperzivnom SPE ï 

Modularna QuEChERS metoda 

 Tehniļki izveġtaji  

CEN/TR 15641:2007 SRPS CEN/TR 15641:2009 

Analiza hrane - OdreĽivanje ostataka pesticida LC-

MS/MS metodom - Parametri tandem-masene 

spektrometrije 

CEN/TR 16468:2013 SRPS CEN/TR 16468:2013 

Analiza hrane ï OdreĽivanje ostataka pesticida GC-

MS metodom ï Retenciona vremena, parametri 

masene spektrometrije i informacije o odzivu 

detektora 

CEN/TR 17063:2017 SRPS CEN/TR 17063:2017 

Hrana biljnog porekla - Viġestruka metoda za 

odreĽivanje ostataka pesticida pomoĺu GC ili LC 

analize nakon ekstrakcije/raspodele acetonitrilom i 

preļiġĺavanja pomoĺu disperzivne SPE - Podaci o 

validaciji modularne QuEChERS metode 

  

Tabela 2.3-3 pruģa uvid u literaturni pregled osnovnih parametara metoda za odreĽivanje 

pirimetanila, ciprodinila, trifloksistrobina, bifentrina i boskalida u jabukama. Veliki deo metoda 

zastupljenih u literaturi su standardne metode. U konsultovane 22 publikacije najzastupljenije 

metode pripreme jabuka za analizu su QuEChERS metoda i njene modifikacije (6/20) i metode 

ekstrakcije rastvaraļima (5/20). Slede ih kombinacija ekstrakcije rastvaraļima i SPE 

preļiġĺavanje (5/20), metoda analize koja ne podrazumeva posebnu pripremu jabuka za analizu 

(3/20), tehnike mikroekstrakcije npr. SPME (2/20) i disperzna ekstrakcija u ļvrstoj fazi (1/20). 

QuEChERS metoda je aktuelna i uvek je slede hromatografske tehnike povezane sa tehnikama 

masene spektrometrije. Od 6 primenjenih QuEChERS metoda 3 spadaju u standardne metode 

(citratna i acetatna verzija). 

Metode ekstrakcije rastvaraļima se reĽe sreĺu u publikacijama novijeg datuma, sem pri 

upotrebi voltametrije kao detekcione tehnike; potiskuju se tehnikama mikroekstrakcije zbog 

njihove ekonomiļnosti u pogledu utroġka male koliļine rastvaraļa. 
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Kombinacija ekstrakcije rastvaraļima i SPE preļiġĺavanje ï ekstrakcija acetonom, pa teļno-

teļno ekstrakcija dihlormetanom sa prateĺim preļiġĺavanjem na Florisilu® je standardna 

metoda EN 12393; u pregledanim publikacijama je imala namenu u ispitivanju trenda 

razlaganja pesticida nakon aplikacije u realnim uslovima (Piechowicz et al., 2016; Podbielska 

et al., 2017, 2018) ili tokom skladiġtenja jabuka (Sadlo et al., 2016a) ili u ispitivanju korelacije 

izmeĽu naneġene doze i detektovane koliļine pesticida u zrelim plodovima jabuke (Sadlo et al., 

2016b). 

Od svih sagledanih metoda pripreme jabuka za analizu metode koje ne ukljuļuju posebnu 

pripremu su idealne za skrining metode (engl. screening) (Edison et al., 2011; Farre et al., 2013; 

Kern et al., 2014). Moguĺnost eliminisanja pripreme uzorka kod ovih metoda potiļe od 

superiornosti koriġĺene instrumentalne tehnike ï kombinacije DART jonizacije i masenih 

analizatora visoke preciznosti i moĺi razlaganja. 

U pregledanim publikacijama hromatografske tehnike kao sastavni deo primenjenih 

instrumentalnih tehnika su preovlaĽujuĺe (15/20); gasna hromatografija (10/20) se sreĺe ļeġĺe 

od teļne hromatografije (4/20), pri ļemu jedna publikacija prezentuje koriġĺenje obe tehnike 

(Kim et al., 2016). 

MeĽu tehnikama detekcije preovlaĽuje masena spektrometrija (12/20). Sledi je koriġenje NPD 

i µECD detektora (4/20), nezavisno ili u meĽusobnoj kombinaciji kao i DAD detektora (1/20) 

i paralelna upotreba DAD detektora i masene spektrometrije (1/20). Voltametrija (2/20) je naġla 

primenu u analizi pesticida iz grupe anilinopirimidina. 

Matriks efekat se kao parametar validacije metode procenjuje u dve publikacije (Liu et al., 

2010; Liang et al., 2013). Iako je procenjeno da je zanemarljiv, kvantifikacija je vrġena putem 

kalibracije u matriksu, kao i u veĺini ostalih metoda (Lacassie et al., 1998; Huskova et al., 2008; 

Zhou et al., 2011; Sadlo et al., 2016b; Podbielska et al., 2018). 

Kriterijumi neke skrining metode bi bili ġto manji broj koraka u pripremi uzorka, upotreba 

ekonomiļnih reagenasa i kratko vreme analize. U pregledu literature utvrĽeno je da je 19 

metoda razvijeno sa ciljem monitoringa pesticida odnosno analize pesticida radi procene 

kontaminacije jabuka. MeĽu tim metodama kriterijume prave skrining metode ispunjavaju 3 

metode koje ukljuļuju upotrebu DART/MS analize.



 

 

 

Tabela 2.3-3 Literaturni pregled metoda za odreĽivanje predmetnih pesticida u jabukama i njihovih osnovnih parametara 

Analiti Priprema uzorka 
Instrumentalna 

tehnika 
Tranzicije/joni, m/z 

Taļnost 

(preciznost), % 

Opseg 

linearnosti 
LOD LOQ Referenca 

61 pesticid 

ukljuļujuĺi 

pirimetanil, 

ciprodinil, 

trifloksistrobin, 

bifentrin 

Modifikovana 

QuEChERS 

metoda ï naļin 

usitnjavanja 

uzorka 

GC/MS, SIM 

reģim 

Pirimetanil: 198, 199, 

200 

Ciprodinil: 224, 225 

Trifloksistrobin: 116, 

186, 377 

Bifentrin: 181, 165, 166 

nije naznaļeno 

(10-20) 

1 - 500 

ngmL-1 

(1 - 500 

µgkg-1) 

0,80 ngmL-1 

(trifloksistrobin) 

- 3,6 ngmL-1 

(pirimetanil)  

2,66 ngmL-1 

(trifloksistrob

in) - 11,99 

ngmL-1 

(pirimetanil)  

Huskova et 

al., 2008 

boskalid i 

piraklostrobin 

Kombinacija 

dvostruke 

ekstrakcije 

rastvaraļem i SPE 

preļiġĺavanja 

GC/NPD / 
Od 70 do 120 

(<20) 

0,01 - 1 

mgkg-1 
nije naznaļeno 

korespondira 

najniģem 

nivou 

spajkovanja 

Podbielska 

et al., 2018 

140 pesticida 

ukljuļujuĺi svih 

5 predmetnih 

pesticida 

Brisanje povrġine 

jabuka 

poliuretanskom 

penom i njena 

analiza 

DART/HRMS 

(Orbitrap) 

Protonovani molekulski 

joni [M+H+]+ 

Od 79 do 81 

(38-115) 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

nije 

naznaļeno 
nije naznaļeno 

nije 

naznaļeno 

Edison et 

al., 2011  
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Analiti Priprema uzorka 
Instrumentalna 

tehnika 
Tranzicije/joni, m/z 

Taļnost 

(preciznost), % 

Opseg 

linearnosti 
LOD LOQ Referenca 

320 pesticida, 

ukljuļujuĺi svih 

5 ispitivanih 

pesticida 

Citratna 

QuEChERS 

metoda 

GC-MS/MS 

(bifentrin) i 

LC-MS/MS 

(ciprodinil, 

pirimetanil, 

trifloksistrobin

, boskalid), 

MRM reģim 

Boskalid: 343,1Ÿ307,1 

i 343,1Ÿ140,0 

Ciprodinil: 226,2Ÿ77,1 

i 226,2Ÿ93,1 

Pirimetanil: 

200,1Ÿ77,1 i 

200,1Ÿ181,1 

Trifloksistrobin: 

409,2Ÿ186,1 i 

409,2Ÿ206,1 

Bifentrin: 181Ÿ166 i 

181Ÿ167 

Od 93,5 (1,0) 

trifloksistrobin 

(200 µgkg-1) do 

106,1 (6,0) 

boskalid (50 

µgkg-1) 

0,005-100 

µgL-1 

od 0,05 

(trifloksistrobin) 

do 5 µgkg-1 

(ciprodinil) 

od 0,1 

(trifloksistrob

in) do 7 

µgkg-1 

(ciprodinil) 

Kim et al., 

2016 
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Tabela 2.3-3. Nastavak 

Analiti Priprema uzorka 
Instrumentalna 

tehnika 

Tranzicije/joni, 

m/z 
Taļnost (preciznost), % 

Opseg 

linearnosti 
LOD LOQ Referenca 

boskalid, 

trifloksistrobin i 

joġ 2 pesticida 

Kombinacija 

dvostruke 

ekstrakcije 

rastvaraļem i SPE 

preļiġĺavanja 

GC-MS/MS, 

MRM reģim 
nije naznaļeno 

Od 106,2 (4,5) 

(boskalid, 0,01 mgkg-1) 

do 112,8 (2,2) 

(trifloksistrobin, 

0,5mgkg-1) 

0,005 ï 0,5 

mgkg-1 
nije naznaļeno 

0,01 mgkg-1 

(boskalid i 

trifloksistrobin) 

Sadlo et al., 

2016a 

krezoksim-

metil i boskalid 

- teļno-ļvrsto 

ekstrakcija 

acetonom 

- teļno-teļno 

ekstrakcija 

dihlormetanom 

GC/MS, SIM 

reģim 
140 i 342 

91,1 (11,5) (0,1 mgkg-

1) 

105,1 (6,4) (0,5mgkg-1) 

0,05 ï 5 

mgL-1 
0,015 mgkg-1 0,05 mgkg-1 

Liu et al., 

2010 

17 pesticida 

ukljuļujuĺi 

ciprodinil, 

pirimetanil,  

boskalid 

Acetatna i citratna 

QuEChERS 

metoda 

LC-MS/MS, 

MRM reģim 

Boskalid: 

342,9Ÿ307 i 

342,9Ÿ139,9 

Ciprodinil: 

226,0Ÿ93,0 i 

226,0Ÿ108,0 

Pirimetanil: 

200,0Ÿ107,0 i 

200,0Ÿ82,0 

Od 65,2 (0,02 mgkg-1, 

pirimetanil, citratna 

metoda) do 136,8 (0,2 

mgkg-1, ciprodinil, 

citratna metoda) 

Nije 

naznaļeno 
Nije naznaļeno Nije naznaļeno 

Christia et 

al., 2015 
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Tabela 2.3-3. Nastavak 

Analiti Priprema uzorka 
Instrumentalna 

tehnika 

Tranzicije/joni, 

m/z 

Taļnost 

(preciznost), % 
Opseg linearnosti LOD LOQ Referenca 

boskalid, 

ciprodinil, 

trifloksistrobin i 

joġ 3 pesticida 

Kombinacija 

dvostruke 

ekstrakcije 

rastvaraļem i SPE 

preļiġĺavanja 

GC/NPD 

(ciprodinil) 

GC/µECD 

(boskalid i 

trifloksistrobin

) 

/ 

Od 86,5 (2,3) 

(0,011 mgkg-1 

boskalid) do 98,1 

(2,8) (0,009 mgkg-1 

trifloksistrobin) 

0,008-0,211 

mgkg-1 

(boskalid) 

0,011-0,269 

mgkg-1 

(ciprodinil) 

0,007-0,171 

mgkg-1 

(trifloksistrobin) 

Nije naznaļeno 

0,01 mgkg-1 

(boskalid, 

ciprodinil, 

trifloksistrobin) 

Sadlo et al., 

2016b 

bifentrin i joġ 8 

pesticida 

Ekstrakcija 

smeġom 

rastvaraļa 

GC/MS, SIM 

reģim 
181, 165, 166 

61,74 (19,2) (0,1 

mgkg-1) 

82,49 (11,0) (0,5 

mgkg-1) 

60,86 (6,7) (2 

mgkg-1) 

0,05 - 5,0 mgkg-1 0,01 mgkg-1 0,02 mgkg-1 
Lacassie et 

al., 1998 

ciprodinil 

CeĽeni sok jabuke 

pomeġan sa 10 

mL smeġe 

aceton:voda 

(50:50) 

Voltametrija / 

101,0 (3,56) (1,0 

µgmL-1) 100,8 

(1,42) (2,5 µgmL-1) 

0,25 - 4,0 mgL-1 0,076 mgL-1 0,25 mgL-1 
Ayhan & 

Inam, 2020 

azoksistrobin i 

trifloksistrobin 

Disperzija 

matriksa u ļvrstoj 

fazi (MSPD) 

GC/µECD / 

90,0 (7,86) (0,02 

µgg-1) 

106,1 (2,87) (0,2 

µgg-1) 

0,02 - 1,0 ng 0,01 mgkg-1 nije naznaļeno 

Giza & 

Sztwiertnia, 

2003 
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Tabela 2.3-3. Nastavak 

Analiti Priprema uzorka 
Instrumentalna 

tehnika 

Tranzicije/joni, 

m/z 
Taļnost (preciznost), % 

Opseg 

linearnosti 
LOD LOQ Referenca 

pirimetanil 

Ekstrakcija 

smeġom 

etilacetat:heksan 

1:1 

GC/NPD / 
96,0 (4,2) (0,2 mgkg-1) 

95,0 (2,4) (1 mgkg-1) 

0,05 - 2,0 mgkg-

1 
0,1 mgkg-1 0,1 mgkg-1 

Navickiene 

& Ribeiro, 

2001 

pirimetanil 

Ekstrakcija 

smeġom 

etilacetat:heksan 

50:50, uparavanje 

pa rastvaranje u 

etanolu 

Voltametrija / 
104,0 (3,2) (2 mgkg-1) 

97,1 (1,8) (8 mgkg-1) 
10 - 80 µM 

1,04 µM 

(0,21 mgkg-

1) 

nije naznaļeno 
Garrido et 

al., 2016 

dietofenkarb i 

pirimetanil 

Mikroektrakcija 

pospeġena 

ultrazvukom i 

surfaktantom 

(UASEME) 

LC-DAD/ESI-

MS, SIM 

reģim 

199,9 107,7 
86,0 (5,8) (0,1 µgL-1) 

94,0 (5,1) (1 µgL-1) 

0,05 - 2000 

µgL-1 
0,01 µgL-1 nije naznaļeno 

Cheng et al., 

2011 

pirimetanil, 

ciprodinil i 

mepanipirim i 

metabolit 

Modifikovana 

QuEChERS 

metoda (1% 

sirĺetne u 

acetonitrilu) 

UHPLC-

MS/MS, 

MRM reģim 

Pirimetanil: 

200Ÿ107 i 

200Ÿ82 

Ciprodinil: 

226Ÿ93 i 

226Ÿ108 

Pirimetanil: 99,2 (6,9) 

(0,002 mgkg-1) 89,1 

(7,8) (2 mgkg-1) 

Ciprodinil: 93,6 (12,5) 

(0,002 mgkg-1) 88,3 

(9,8) (2 mgkg-1) 

0,002 - 2 mgkg-

1 

0,1 µgkg-1 

(pirimetanil) 

0,18 µgkg-1 

(ciprodinil) 

0,35 µgkg-1 

(pirimetanil) 

0,58 µgkg-1 

(ciprodinil) 

Liang et al., 

2013 
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Tabela 2-3.3. Nastavak 

Analiti Priprema uzorka 
Instrumentalna 

tehnika 

Tranzicije/joni, 

m/z 
Taļnost (preciznost), % 

Opseg 

linearnosti 
LOD LOQ Referenca 

dietofenkarb i 

pirimetanil 

Ekstrakcija 

pospeġena 

mikrotalasima 

(MAE) pa 

disperzivna teļno-

teļno 

mikroektrakcija 

sa solidifikacijom 

na niskoj 

temperaturi 

(DLLME-SFO) 

HPLC/DAD / 
101,3 (pulpa) 

83,8 (kora) 
8 - 400 µgkg-1 

1,4 µgkg-1 

(pulpa) 

1,5 µgkg-1 

(kora) 

nije naznaļeno 
Zhou et al., 

2011 

ciprodinil i joġ 

15 pesticida 

Acetatna 

QuEChERS 

metoda 

GC/APCI-

TOF 

226,1344; 

93,0578 

111,0 (8,0) (0,01 mgkg-1) 

90,0 (3,0) (0,1 mgkg-1) 

10 ï 250 µgL-

1 

nije 

naznaļeno 
0,01 mgkg-1 

Cervera et 

al., 2014 

pirimetanil, 

ciprodinil i joġ 

18 pesticida 

Modifikovana 

Schenck-ova 

metoda/MSPD/ 

QuEChERS 

/Modifikovana 

QuEChERS 

metoda 

GC/MS 
198,199 

224, 225 
70 ï 110% (<20%) 

nije 

naznaļeno 

nije 

naznaļeno 

Pirimetanil: 

0,07 (ostale 

metode) i 0,15 

µgkg-1 

(Kveļers) 

Ciprodinil: 

0,11 (Schenck) 

ï 0,65  µgkg-1 

(MSPD) 

Hercegova 

et al., 2006 
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Tabela 2-3.3. Nastavak 

Analiti Priprema uzorka 
Instrumentalna 

tehnika 

Tranzicije/joni, 

m/z 
Taļnost (preciznost), % 

Opseg 

linearnosti 
LOD LOQ Referenca 

pirimetanil i joġ 

12 ksenobiotika 

Bez pripreme ï 

direktno izlaganje 

kore jonizatoru 

DART/MS 200, 117 nije naznaļeno nije naznaļeno 
nije 

naznaļeno 
nije naznaļeno 

Farre et al., 

2013 

trifloksistrobin, 

pirimetanil, 

ciprodinil i joġ 

159 pesticida 

Brisanje povrġine 

jabuka 

poliuretanskom 

penom i njena 

analiza 

DART/MS 

409,137; 

200,118; 

226,133 

nije naznaļeno nije naznaļeno 
nije 

naznaļeno 
nije naznaļeno 

Kern et al., 

2014 

Ciprodinil, 

trifloksistrobin, 

boskalid, 

piraklostrobin i 

kaptan 

Kombinacija 

dvostruke 

ekstrakcije 

rastvaraļem i SPE 

preļiġĺavanja 

GC/NPD 

(ciprodinil) 

GC/µECD 

(boskalid i 

trifloksistrobin

) 

/ nije naznaļeno nije naznaļeno 
nije 

naznaļeno 
nije naznaļeno 

Piechowicz 

et al., 2016 

Boskalid i joġ 6 

pesticida 

Kombinacija 

dvostruke 

ekstrakcije 

rastvaraļem i SPE 

preļiġĺavanja 

GC/NPD i 

GC/µECD 
/ 70-120 % 

0,01 ï 1,0 

mgkg-1 

nije 

naznaļeno 
0,01 mgkg-1 

Podbielska 

et al., 2017 
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3.1 Plan i program eksperimentalnog rada 

 

Osnovni cilj istraģivanja je bio razvoj skrining metoda za analizu odabranih pesticida u 

jabukama, koje bi predstavljale alternativu standardizovanim metodama analize. Modifikacija 

u odnosu na standardizovane metoda se ogleda pre svega u segmentu ploda jabuke koji je 

predmet analize. 

S obzirom da kora jabuke ima retencione ili akumulacione sposobnosti ï uz pretpostavku da 

poseduje retencioni kapacitet i prema predmetnim pesticidima ï moģe se smatrati indikatorom 

kontaminacije pesticidima. Iz tog razloga skrining metode su razvijane na bazi kore jabuke kao 

matriksa. Parametri validacije su procenjivani za koru razliļitih sorti jabuka, s obzirom da se 

njen sastav razlikuje u zavisnosti od sorte, pa se donekle mogu smatrati razliļitim matriksima. 

Odabir sorti je izvrġen u skladu sa njihovom zastupljenoġĺu na domaĺem trģiġtu odnosno 

komercijalnim znaļajem: koriġĺene su jabuke sorti Ajadared, Zlatni Deliġeġ i Greni Smit. 

Implementirani su instrumenti razliļitih karakteristika i perfomansi u cilju sagledavanja 

efikasnosti njihove primene u domenu skrininga. Razvijeni su postupci pripreme uzorka koji 

su kompatibilni sa koriġĺenom instrumentalnom tehnikom, prateĺi naļelo ekonomiļnosti po 

pitanju vremena analize i koriġĺenih reagenasa. 

Izvrġena je uporedna analiza parametara validacije razvijenih metoda i parametara validacije 

razliļitih verzija QuEChERS metode (standardizovane metode). 

Razvijena analitiļka metoda koja ukljuļuje instrumentalnu tehniku gasne hromatografije 

primenjena je u ispitivanju prodora predmetnih pesticida kroz koru ploda jabuke odnosno 

retencionog kapaciteta kore. 

Razvijena analitiļka metoda koja ukljuļuje instrumentalnu tehniku gasne i teļne 

hromatografije primenjene su u skriningu uzoraka sa trģiġta.  
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3.2 Instrumenti  

 

U razvoju metoda koriġĺeni su sledeĺi instrumenti i varijabilni delovi instrumenata (Slika 3.2-1 

- Slika 3.2-3): 

Instrumenti  

1 Autosempler HP 7683 (Hewlett-Packard, USA) 

sa G2612A ALS interfejs ploļom, G2613A injektorom (S/N US02315013) i G2614A drģaļem 

viala (S/N CN40627846) kapaciteta 100 viala. 

2 Autosempler Surveyor (Thermo Finnigan, USA) 

S/N 55956, sa 5 drģaļa viala (A-E) kapaciteta svakog 40 viala, grejaļem za kolonu (5-95 ̄ C) i 

kontrolom temperature viala (0-60 ̄ C). 

3 Autosempler Accela (Thermo Scientific, USA) 

S/N 80812, sa 5 drģaļa viala (A-E) kapaciteta svakog 40 viala, grejaļem za kolonu (5-95 ̄ C) i 

kontrolom temperature viala (0-60 ̄ C). 

4 Gasni hromatograf HP 6890 (Hewlett-Packard, USA) 

S/N DE00021653, sa split/splitless inletom, splitless lajnerom (P/N 5190-5112), kapilarnim 

tipom kolone i peĺnicom sa opsegom radne temperature 60-350 °C. 

5 MS pumpa Surveyor (Thermo Scientific, USA) 

S/N 61670, kvaternarna low-pressure pumpa (radni opseg 40-400 bar), sa ugraĽenim sistemom 

za degasiranje eluenata i dampiranje pulsacija i  sa opsegom brzine protoka eluenta od 0,20 

µLmin-1 (izokratno)/25 µLmin-1 (gradijentno) do 2000 µLmin-1. 

6 MS pumpe Accela 1250 (Thermo Scientific, USA) 

S/N 700285 i 81834, kvaternarne low-pressure pumpe (radni opseg 10-1000 bar), sa ugraĽenim 

sistemom za degasiranje eluenata i dampiranje pulsacija i  sa opsegom brzine protoka eluenta 

od 1,00 µLmin-1 (izokratno)/50 µLmin-1 (gradijentno) do 1000 µLmin-1. 

7 Maseni spektrometar HP 5973 (Hewlett-Packard, USA) 

S/N DE80310294, sa jonskim izvorom sa elektronskom jonizacijom (engl. electron impact 

ionization, EI) i sa transmisionim kvadrupolom (single quadrupole). 

8 Maseni spektrometar LCQ Advantage (Thermo Finnigan, USA) 

S/N LAD00113, sa pumpom za uvoĽenje uzorka putem ġprica, API jonskim izvorom 

(elektrosprej ili APCI) i sa 3D jonskim trapom. 

9 Maseni spektrometar LTQ XL/LTQ Orbitrap (Thermo Electron Corporation, USA) 

S/N 01281B, sa pumpom za uvoĽenje uzorka putem ġprica, API jonskim izvorom (elektrosprej 

ili APCI) i sa kombinacijom linearnog jonskog trapa i Orbitrapa. 

10 Maseni spektrometar TSQ Quantum Ultra (Thermo Electron Corporation, USA) 

S/N TQU01162, sa pumpom za uvoĽenje uzoraka putem ġprica, API jonskim izvorom 

(elektrosprej ili APCI) i sa trostrukim kvadrupolom. 
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Varijabilni delovi jonskih izvora 

1 ESI proba 

P/N 97144-60060, sa 26-gauge iglom (P/N 00950-00990) i fused-silica tubing-om 0,10 mm ID 

× 0,19 mm OD 

2 (Heated) ESI proba (HESI) 

P/N 97055-60140 sa metalnom 26-gauge iglom (P/N 97055-20273) i fused-silica tubing-om 

0,10 mm ID × 0,19 mm OD (P/N 00106-10499). 

3 Heated ESI proba II (HESI II) 

P/N OPTON-20037 sa 32-gauge needle insertom (OPTON-53010) koji sadrģi ESI iglu i unutar 

nje metalnu iglu. 

4 APCI proba 

P/N OPTON-20012 sa mlaznicom (P/N 97055-60090) koja sadrģi fused-silica tubing 0,15 mm 

ID × 0,39 mm OD (00106-10498) i sa corona iglom (P/N 70005-98033). 

 

 
Slika 3.2-1 Tipovi autosemplera i MS pumpi koriġĺenih u okviru istraģivanja 
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Slika 3.2-2 Tipovi masenih spektrometara koriġĺenih u okviru istraģivanja 
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Slika 3.2-3 Tipovi varijabilnih delova API jonskih izvora (varijante ESI probe (1-3) i APCI proba (4)) 
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Finalne konfiguracije instrumenata 

CONF-1 

Konfiguracija ukljuļuje Autosempler HP 7683 (Hewlett-Packard, USA), Gasni hromatograf 

HP 6890 (Hewlett-Packard, USA) i Maseni spektrometar HP 5973 (Hewlett-Packard, USA). 

CONF-2 

Konfiguracija ukljuļuje Autosempler Surveyor (Thermo Finnigan, USA), MS pumpe Accela 

1250 (Thermo Scientific, USA) i Maseni spektrometar LTQ XL/LTQ Orbitrap (Thermo 

Electron Corporation, USA) sa (Heated) ESI proba (HESI) i APCI proba. 

CONF-3 

Konfiguracija ukljuļuje MS pumpa Surveyor (Thermo Scientific, USA) i Maseni spektrometar 

LCQ Advantage (Thermo Finnigan, USA) sa ESI proba. 

CONF-4 

Konfiguracija ukljuļuje Autosempler Accela (Thermo Scientific, USA), MS pumpe Accela 

1250 (Thermo Scientific, USA) i Maseni spektrometar TSQ Quantum Ultra (Thermo Electron 

Corporation, USA) sa Heated ESI proba II (HESI II). 

3.3 Potroġni materijal i pomoĺni instrumenti 

 

Pesticidi. Primarni rastvori svakog od analitiļkih standarda pesticida (single pesticide solution, 

SPP) napravljeni su odmeravanjem potrebne mase ļvrstih pesticida i njihovim rastvaranjem u 

etanolu; koncentracija rastvora je bila 1000 µgmL-1. 

Primarni rastvor smeġe pet analitiļkih standarda pesticida (multi pesticide solution, MPP), koji 

su koriġĺeni u svim fazama razvoja metode, napravljeni su odmeravanjem alikvota svakog od 

SPP rastvora i njihovim meġanjem u etanolu; koncentracija rastvora je bila 100 µgmL-1. U 

zavisnosti od potrebe, MPP rastvor je dalje razblaģivan do rastvora potrebnih koncentracija. 

Sve varijante primarnih rastvora su tokom razvoja metode ļuvane na -15 °C u dobro 

zatvorenim staklenim vialama. 

Primarni vodeni rastvor komercijalnih preparata pesticida, koji je koriġĺen u ispitivanju 

prodora pesticida kroz koru, napravljen je rastvaranjem potrebne mase/zapremine 

komercijalnih preparata u 500 mL vode pre poļetka ispitivanja; koncentracija svake aktivne 

materije u rastvoru je bila 1000 mgL-1.  

Tabela 3.3-1 predstavlja spisak pesticida koriġĺenih u okviru istraģivanja i njihove 

karakteristike. 

U sastav koriġĺenih komercijalnih preparata, pored aktivnih materija ulaze i sledeĺi aditivi: 

Cormax® - natrijum-polinaftalenformaldehid sulfonat (10%), natrijum-dodecilbenzen sulfonat 

(2%); Botrystock® - lignin, reakcioni proizvodi sa natrijum-bisulfitom i formaldehidom (1-

20%); Zato 50 WG® - natrijum-dibutil naftalen sulfonska kiselina (1-25%), dijatomejska 

zemlja (>1%); Talstar 10 EC® - petroelum (79,8%); Bosco® - amonijum-sulfat (<15%), 

natrijum-sulfat (<5%). 
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Sorbenti.  

Tabela 3.3-2 sadrģi podatke o sorbentima koriġĺenim u okviru istraģivanja. 

Soli i kiseline.  

Tabela 3.3-3 sadrģi podatke o solima i kiselinama koriġĺenim u okviru istraģivanja. 

Rastvaraļi i reagensi.  

Tabela 3.3-4 sadrģi podatke o rastvaraļima i ostalim reagensima koriġĺenim u okviru 

istraģivanja. 

Ostala potroġna oprema. Tabela 3.3-5 sadrģi podatke o ostaloj potroġnoj opremi koriġĺenoj u 

okviru istraģivanja. 

 

Tabela 3.3-1. Koriġĺeni pesticidi 

Pesticidi ProizvoĽaļ Aktivna materija (koliļina) 

Standardi 

Pirimetanil AccuStandard®, SAD / 

Ciprodinil AccuStandard®, SAD / 

Trifloksistrobin Sigma-Aldrich®, Nemaļka / 

Bifentrin Sigma-Aldrich®, Nemaļka / 

Boskalid Sigma-Aldrich®, Nemaļka / 

Komercijalni preparati 

Botrystock® Stockton, Beograd  pirimetanil (300 gL-1) 

Cormax® Agromarket, Kragujevac ciprodinil (750 gkg-1) 

Zato 50 WG® Bayer, Beograd trifloksistrobin (500 gkg-1) 

Talstar 10 EC® Galenika Fitofarmacija, Zemun  bifentrin (100 gL-1) 

Bosco® Agromarket, Kragujevac boskalid (500 gkg-1) 

 

Tabela 3.3-2 Koriġĺeni sorbenti 

Sorbenti ProizvoĽaļ Karakteristike 

Sorbent na bazi magnezijum-silikata LGC Promochem, Nemaļka Florisil®, 60-100 meġa 

Sorbent na bazi C18 UCT, SAD SELECTRASORBÊ 

Primarni i sekundarni amin (PSA) UCT, SAD SELECTRASORBÊ 

 

Tabela 3.3-3 Koriġĺene soli i kiseline 

Soli i kiseline ProizvoĽaļ Karakteristike 

Amonijum-formijat (AMF) Carlo Erba, Italija >= 98% 

Magnezijum-sulfat, anh. Zdravlje Leskovac, Srbija 99% 

Mravlja kiselina Sigma-Aldrich®, Nemaļka 98-100% 

Sirĺetna kiselina Sigma-Aldrich®, Nemaļka 99,8% 
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Tabela 3.3-4 Koriġĺeni rastvaraļi i ostali reagensi 

Reagensi ProizvoĽaļ Karakteristike 

Heksan Carlo Erba, Italija HPLC ļistoĺa 

Metanol J.T. Baker, SAD HPLC ļistoĺa/Eluent D 

Etanol Carlo Erba, Italija HPLC ļistoĺa 

Acetonitril J.T. Baker, SAD HPLC ļistoĺa/Eluent B 

Dejonizovana voda Carlo Erba, Italija HPLC ļistoĺa 

0,30 % vodeni rastvor mravlje kiseline + 0,010 % 

vodeni rastvor amonijum-formijata 
/ / 

0,30 % vodeni rastvor mravlje kiseline + 0,050 % 

vodeni rastvor amonijum-formijata 
/ / 

Dibutil-adipat, DBA 
Sigma-Aldrich Chemie®, 

Nemaļka 
96% 

Helijum Messer, Tehnogas 5.0 

Argon Messer, Tehnogas 5.0 

Azot Generator azota analytical grade 

Tabela 3.3-5 Ostala potroġna oprema 

Sitna oprema ProizvoĽaļ Karakteristike 

GC kolona SGE, Australija SGE 25QC2/BPX5 0.25, nepolarna, 25 m×0.22 

mm×0.25 µm 

HPLC kolona 1 Phenomenex, SAD ProdigyÊ ODS-3V, 5 µm, 100 Å, 150mm×4,6mm 

HPLC kolona 2 Thermo Fisher Scientific, SAD Hypersil GOLDÊ, 3 µm, 175 Å, 150mm×2,1mm 

HPLC kolona 3 Agilent Technologies, SAD Zorbax RRHD SB-18, 1,8 µm, 80 Å, 100mm×2,1mm 

HPLC kolona 4 Waters, SAD SunFireÊ C18, 3,5 Õm, 100 Å, 150mm×2,1 mm 

Ġpric Unimetrics, SAD Zapremine 500 µL 

Ġpric Unimetrics, SAD Zapremine 250 µL 

Mikrofilter  Membrane solutions, SAD Veliļine pora 0,22 µm 

QuEChERS paketi 

Paket 1: paket za ekstrakciju (0,50 g anhidrovanog natrijum-acetata i 2,00 g anhidrovanog 

magnezijum-sulfata) 

Paket 2: paket za d-SPE (50 mg PSA, 50 mg C18 i 150 mg anhidrovanog magnezijum-sulfata). 

Paket 3: paket za ekstrakciju (4 g anhidrovanog magnezijum-sulfata, 1 g natrijum-hlorida, 1 g 

trinatrijum-citrata dihidrata i 0,5 g dinatrijum-hidrogencitrata seskvihidrata) 

Paket 4: paket za d-SPE (25 mg PSA/mL ekstrakta, i 150 mg anhidrovanog magnezijum-

sulfata/mL ekstrakta). 

Paket 5: paket za d-SPE (150 mg PSA, 150 mg C18 i 900 mg anhidrovanog magnezijum-

sulfata). 

Paket 6: paket za d-SPE (400 mg PSA, 400 mg C18, 45 mg GCB i 1200 mg anhidrovanog 

magnezijum-sulfata). 

Pomoĺni instrumenti. U okviru istraģivanja koriġĺeni su sledeĺi pomoĺni instrumenti: 

- Analitiļka vaga ï Sartorius BP110S, Nemaļka; 
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- Vaga (acc. ± 0.01 g) ï KB 2000-2N, KERN, Nemaļka; 

- Kuhinjski blender ï TEFAL 0.9L BL142A; Francuska; 

- Ljuġtilica za jabuke, Kina;  

- Sistem za SPE preļiġĺavanje ï Waters®, SAD;  

- Centrifuga ï Jouan C4i, Thermo Scientific, SAD; 

- Uparivaļ ï TurboVap® LV, Zymark, SAD; 

- Homogenizator ï Vorteks-Genie®2, Scientific Indrustries, SAD; 

- Multimetar - sensIONÊ MM374, ShangHai Shilu Instruments, Kina. 

- Generator azota ï Genius SQ 24, PEAK Scientific Instruments, UK. 

3.4 Instrumentalna ispitivanja  

 

Poglavlje sadrģi opis procedura u okviru ispitivanja performansi primenjenih instrumentalnih 

konfiguracija u odnosu na tagretirane analite. 

3.4.1 Ispitivanja na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-1 

Tabele 3.4-1 i 3.4-3 objedinjuju konstantne i promenljive parametre instrumentalne analize, 

kao i parametre u okviru primenjivanih instrumentalnih metoda. Beleģenje i obrada podataka 

su vrġene na ChemStation® softveru (D.02.00.275, Hewlett-Packard, SAD). 

 

Tabela 3.4-1 Konstantni parametri instrumentalne analize 

Parametri injektora 

Zapremina injektovanog uzorka - 1 µL 

Temperatura ï 250 °C 

Liner ï jednokonusni sa staklenom vunom, dim. 78,5 mm (duģina); 4 mm (unutraġnji preļnik) 

Reģim rada ï splitless 

Purge time ï 1 min 

Noseĺi gas 

Helijum 

Brzina protoka - 1.0 mLmin-1 

Parametri kolone 

Kapilarna kolona 

Tip - SGE 25QC2/BPX5 0.25, nepolarna 

Dimenzije - 25 m×0.22 mm×0.25 µm 

Parametri masenog spektrometra 

Temp. interfejsa - 280°C 

Temp. jonskog izvora - 230°C 

Energija jonizacije ï 70 eV 

Temp. kvadrupola - 150°C 

 

Tabela 3.4-2 Promenljivi parametri instrumentalne analize 
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 Temperaturni reģimi rada peĺnice 

ovenRGM-1 

 

90 °C (1 min) - 220 °C (1 min), 20 °C min-1;  

220 °C ï 280 °C (4 min), 5 °C min-1;  

post run 280 °C - 300°C (2 min) *  

ovenRGM-2 90 °C (0 min) - 280 °C (4 min), 20 °C min-1;  

post run 280 °C - 300°C (2 min) **  

 Reģimi rada analizatora 

quadRGM-1 Selected Ion Monitoring (SIM) 

quadRGM-2 Scan 

*trajanje analize ï 26,50 min 

** trajanje analize ï 15,50 min 

 

Tabela 3.4-3 Parametri razvijenih instrumentalnih metoda 

Instrumentalna metoda Konstantni parametri Promenljivi parametri 

MET-GC-IN-1 

 

Tabela 3.4-1 

ovenRGM-1, quadRGM-2 

MET-GC-IN-2 ovenRGM-2, quadRGM-2 

MET-GC-IN-3 ovenRGM-1, quadRGM-1 

MET GC-IN-4 ovenRGM-2, quadRGM-1 

Parametri hromatografskog razdvajanja. Parametri razdvajanja analita su utvrĽeni za 

klasiļan temperaturni reģim rada peĺnice sa dve temperaturne rampe (ovenRGM-1, Tabela 3.4-

2) i izmenjeni reģim rada peĺnice sa jednom temperaturnom rampom (ovenRGM-2, Tabela 

3.4-2). Temperaturni reģim rada peĺnice je menjan s ciljem skraĺivanja trajanja analize. 

Uticaj promene temperaturnog reģima rada peĺnice na razdvajanje analita je ispitan uporednom 

analizom standarda smeġe pesticida koncentracije 5,00 ÕgmL-1 instrumentalnim metodama 

MET-GC-IN-3 i MET GC-IN-4. 

Karakterizacija analita . Za postupke karakterizacije analita pripremljeni su rastvori svakog 

od standarda pesticida visoke ļistoĺe, kao i njihove smeġe u heksanu u koncentraciji od 5,00 

µgmL-1 koji su analizirani instrumentalnom metodom MET-GC-IN-1. 

Osetljivost. Ispitivanje osetljivosti je vrġeno u quadRGM-1 i quadRGM-2 reģimima rada 

analizatora (Tabela 3.4-2) uporednom analizom serije standarda smeġe pesticida u heksanu, 

koncentracija 0,50; 2,50; 5,00; 7,50 i 10,00 µgmL-1 instrumentalnim metodama MET-GC-IN-

2 i MET GC-IN-4. 

3.4.2 Ispitivanja na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-2 

Karakterizacija analita. Za postupke karakterizacije analita pripremljeni su rastvori svakog 

od standarda pesticida visoke ļistoĺe, kao i njihove smeġe koncentracije 5,00 ÕgmL-1 u 

metanolu ili 0,050% metanolnom rastvoru AMF-a. Rastvori su analizirani ubrizgavanjem u 

ESI izvor putem ġpric pumpe spektrometra. 

Parametri hromatografskog razdvajanja. PoreĽene su perfomanse tri HPLC kolone 

razliļitih karakteristika. Kolone su se razlikovale u vrsti punjenja, promeru ļestica i 

dimenzijama (Tabela 3.3-5, str. 84). PoreĽene su perfomanse nekoliko eluenata (Tabela 3.3-4, 

str. 84) odnosno perfomanse njihovih kombinacija. Za postupke ispitivanja perfomansi kolona 
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u pogledu razdvajanja analita, razvijenog pritiska i ukupnog trajanja analize, pripremljen je 

rastvor smeġe pesticida koncentracije 50,00 ÕgmL-1 u 0,050 % rastvoru AMF-a u metanolu, 

koji je analiziran metodama prikazanim u tabeli 3.4-5.  

Nakon odabira radne kolone, vrġena je optimizacija parametara rada i to gradijenta sastava 

eluenta, gradijenta brzine protoka eluenta i procenta AMFa u mobilnim fazama. Rastvor smeġe 

pesticida koncentracije 50,00 µgmL-1 u 0,050 % rastvoru AMFa u metanolu u okviru 

optimizacije rada na odabranoj koloni (parametar optimizacije ï gradijent sastava eluenta) 

analiziran je metodama MET-LTQ-23 i MET-LTQ-27 (Tabela 3.4-6). Rastvor smeġe pesticida 

koncentracije 15,00 µgmL-1 u 0,050 % rastvoru AMFa u metanolu u okviru optimizacije rada 

na odabranoj koloni (parametar optimizacije ï gradijent brzine protoka eluenta) analiziran je 

metodama MET-LTQ-27, MET-LTQ-34, MET-LTQ-35 i MET-LTQ-37 (Tabela 3.4-6). 

Za postupak ispitivanja uticaja koncentracije AMFa u mobilnim fazama na zastupljenost 

amonijum-adukta bifentrina pripremljena je serija rastvora smeġe pesticida koncentracije 0,10; 

1,00 i 10,00 µgmL-1 u 0,050 % rastvoru AMFa u metanolu, koji je analiziran metodama MET-

LTQ-27, MET-LTQ-38, MET-LTQ-39 i MET-LTQ-40 (Tabela 3.4-6). 

Svi rastvori su analizirani u full scan reģimu rada analizatora (m/z 150 ï m/z 600) pod opġtim 

tune-om (bez optimizacije). 

Tabela 3.4-4 prikazuje parametre autosemplera koji su zajedniļki za sve primenjene metode. 

Tabele 3.4-5 i 3.4-6 prikazuju ukupan broj koriġĺenih metoda i njihove hromatografske 

parametre. 

 

Tabela 3.4-4. Parametri autosemplera 

Injection 

mode 

Injection 

volume, 

µL 

Flush 

volume, 

µL 

Wash 

volume, 

µL 

Flush 

speed, µLs-

1 

Needle height from 

bottom, mm 

Syringe 

speed, 

µLs-1 

Post-injection 

valve switch 

time, min 

Partial 

loop 
10,00 400,00 0,00 100,00 2,00 8,00 0,00 
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Tabela 3.4-5. Hromatografski parametri metoda koriġĺenih u okviru postupka odabira radne kolone 

Oznaka 

metode 

Oznaka 

kolone 
Eluenti 

Brzina protoka, 

µLmin-1 Radni pritisak, bar 

MET-LTQ-01 1 A i B 500 65±0,5 (A:D=50:50) 29±0,5 (D, 100%) 

MET-LTQ-02 2 A i B 300 98±0,5 (A:B=50:50) 45±0,5 (B, 100%) 

MET-LTQ-03 1 A i D 500 35±0,5 (A:B=50:50) 17±0,5 (B, 100%) 

MET-LTQ-04 2 A i D 300 230±0,5 (A:D=50:50) 75±0,5 (D, 100%) 

MET-LTQ-19 3 A i B 100 79±0,5 (A:B=50:50) 50±0,5 (B, 100%) 

MET-LTQ-22 3 A i D 100 
260±0,5 (A:D=50:50) 130±0,5 (D, 

100%) 

Napomena: 
Trajanje analize, 

min 
Prikaz gradijenta 

Trajanje analize i gradijent sastava eluenta 

su isti za sve metode 

Eluent A: 0,30 % vodeni rastvor mravlje 

kiseline + 0,010 % vodeni rastvor 

amonijum-formijata 

Eluent B: Acetonitril 

Eluent D: Metanol 

60 
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Tabela 3.4-6. Hromatografski parametri metoda koriġĺenih u okviru optimizacije parametara rada na radnoj 

koloni 

Oznaka 

metode 
Eluenti* 

Brzina 

protoka, 

µLmin-1 

Trajanje 

analize, min 
Prikaz gradijenta** 

MET-LTQ-23 A i D 300 30 

 

MET-LTQ-27 A i D 300 25 

 

MET-LTQ-34 A i D 400 25 
Gradijent sastava eluenta je isti kao 

za metodu 27 

MET-LTQ-35 A i D 500 25 
Gradijent sastava eluenta je isti kao 

za metodu 27 

MET-LTQ-37 A i D 300 i 500 25 

 

MET-LTQ-38 

C (0,30 % vodeni rastvor 

mravlje kiseline + 

0,050 % vodeni rastvor 

amonijum-formijata) i D 

300 25 

 

MET-LTQ-39 A i B 300 25 

 

MET-LTQ-40 

A i C (0,050 % 

metanolni rastvor 

amonijum-formijata) 

300 25 
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*Eluent A: 0,30 % vodeni rastvor mravlje kiseline + 0,010 % vodeni rastvor amonijum-formijata; Eluent B: 

0,010 % metanolni rastvor amonijum-formijata; Eluent C: 0,30 % vodeni rastvor mravlje kiseline + 0,050 % 

vodeni rastvor amonijum-formijata ili 0,050 % metanolni rastvor amonijum-formijata; Eluent D: metanol 

**Za metodu 37 prikazan je gradijent brzine protoka eluenta (gradijent sastava eluenta je isti kao za metodu 

27); za ostale metode prikazan je gradijent sastava eluenta 

Optimizacija parametara rada masenog spektrometra. Optimizacija parametara se je 

sastojala iz optimizacije protoka sheath i auxiliary gasa, voltaģe spreja i iz optimizacije jonske 

optike masenog spektrometra. Za potrebe optimizacije pripremljen je rastvor smeġe pesticida 

koncentracije 10,00 µgmL-1 u 0,050 % rastvoru amonijum-formijata u metanolu. Rastvor je u 

ESI izvor ubrizgavan preko ġprica brzinom od 25 ÕLmin-1. S ciljem simulacije uslova kao pri 

HPLC analizi, simultano je ubrizgavana smeġa eluenata A/D=50/50 sa MS pumpe, brzinom od 

300 µLmin-1, pri ļemu su MS pumpa i maseni spektrometar povezani preko T spoja. Pre 

poļetka analize sistem kapilara je ispunjen rastvorom pesticida. Rastvor je analiziran u full 

scan reģimu rada spektrometra (m/z 150 ï m/z 600). Praĺena je promena odziva/osetljivosti 

pseudomolekulskih jona pesticida sa promenom instrumentalnih parametara. Optimizovani 

parametri, koji rezultuju optimalnom osetljivoġĺu za sve analite su usvojeni za dalji rad. 

Optimizacija parametara u okviru SRM i CRM reģima rada masenog spektrometra. 

Parametri koji figuriġu u okviru podeġavanja za MSn eksperimente su tip aktivacije parent jona 

(engl. activation type), ġirina izolacije (engl. isolation width, IW), vrednost kolizione energije 

(engl. collision energy, CE), Activation Q1 i period aktivacije2 (engl. activation time). Default 

vrednosti ġirine izolacije (m/z), vrednosti kolizione energije (%), Act. Q (nema jedinicu) i 

perioda aktivacije (ms) su 1; 35; 0,250 i 30, respektivno. Za potrebe optimizacije ovih 

parametara u okviru MS2 i MS3 eksperimenata pripremljen je rastvor smeġe pesticida 

koncentracije 10,00 µgmL-1 u 0,050 % rastvoru amonijum-formijata u metanolu. Rastvor je u 

ESI izvor ubrizgavan preko ġprica brzinom od 25 ÕLmin-1. S ciljem simulacije uslova kao pri 

HPLC analizi, simultano je ubrizgavana smeġa eluenata A/D=50/50 sa MS pumpe, brzinom od 

300 µLmin-1, pri ļemu su MS pumpa i maseni spektrometar povezani preko T spoja. Pre 

poļetka analize sistem kapilara je ispunjen rastvorom pesticida. Rastvor je analiziran u SRM 

odnosno CRM reģimu rada spektrometra. Praĺena je promena odziva/osetljivosti masenih 

fragmenata pesticida sa promenom instrumentalnih parametara. Optimizovani parametri, koji 

rezultuju optimalnom osetljivoġĺu za sve analite su usvojeni za dalji rad. 

Slike 3.4-1 i 3.4-2 ilustruju na primeru boskalida definisanje instrumentalnih parametara u 

okviru postupka optimizacije kolizione energije. Tabela 3.4-7 prikazuje targetirane tranzicije 

pesticida i vrednosti Act. Q parametra koje su uvrġtene u postupak optimizacije. Opseg 

testiranih vrednosti Act. Q parametra je odabran u skladu sa formulom koja pokazuje m/z 

vrednost poslednjeg stabilnog fragmenta: 

Lowest stable m/z = (Parent mass × Act. Q)/0,908 

 

1 Odnosi se na RF frekvencu koja se koristi za fragmentaciju jona u jonskom trapu; veĺa vrednost ovog parametra 

rezultuje izraģenijom fragmentacijom. 

2 Trajanje apliciranja RF frekvence u milisekundama; kraĺe vreme rezultuje slabijom, a duģe vreme izraģenijom 

fragmentacijom. 
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Tabela 3.4-8 sadrģi optimizovane instrumentalne parametre koji su usvojeni za dalji rad. 

  
Slika 3.4-1 Definisani parametri za SRM tranziciju boskalida (slika levo) i za auto-optimizaciju kolizione 

energije (slika desno) 

  
Slika 3.4-2 Definisani parametri za CRM tranziciju boskalida (slika levo) i za auto-optimizaciju kolizione 

energije (slika desno) 

Tabela 3.4-7. SRM i CRM tranzicije pesticida i testirane vrednosti Act. Q parametra 

Analit Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin 

SRM prelaz* 200Ÿ107 226Ÿ185 343Ÿ140 409Ÿ186 440Ÿ166 

Act. Q vrednost 

prema formuli 
0,485 0,743 0,370 0,413 0,342 

Testirane Act. Q 

vrednosti 

0,250; 0,350; 

0,450 

0,250; 0,450; 

0,700 

0,250; 0,350; 

0,370 
0,250; 0,350; 0,410 

0,250; 0,300; 

0,340 

CRM prelaz** 183Ÿ143 210Ÿ169 307Ÿ271 186Ÿ145 181Ÿ166 

Act. Q vrednost 

prema formuli 
0,709 0,730 0,801 0,707 0,832 

Testirane Act. Q 

vrednosti 

0,250; 0,450;  

0,650 

0,250; 0,450;  

0,650 

0,250; 0,450; 

0,650; 0,750 
0,250; 0,450; 0,650 

0,250; 0,450; 

0,650; 0,750 

*ukljuļuje kvalifikacioni jon, koji ima niģu m/z vrednost u odnosu na kvantifikacioni jon 

**ukljuļuje kvalifikacioni jon pirimetanila i ciprodinila, koji ima niģu m/z vrednost u odnosu na 

kvantifikacioni jon; CRM prelaz boskalida, bifentrina i trifloksistrobina ukljuļuje samo jedan fragment koji je 

ujedno kvalifikacioni i kvantifikacioni 
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Tabela 3.4-8 Optimizovani parametri masenog spektrometra 

ESI Izvor   

|Spray Voltage (kV)|: 5   

Sheath Gas Flow Rate: 21 Jonska optika 

Aux Gas Flow Rate: 18 Multipole 00 Offset (V): -2 

Sweep Gas Flow Rate: 0 Lens 0 (V): -2.5 

Capillary Voltage (V): 29 Multipole 0 Offset (V): -4.5 

Capillary Temp (°C): 275 Lens 1 (V -12 

Tube Lens (V): 65 Gate Lens (V): -48 

Sistem detekcije jona Multipole 1 Offset (V -15 

Conversion Dynode On Multipole RF (Vp-p): 400 

Dynode (kV): -15 Front Lens (V): -5.5 

Multiplier 1 (V): -1000   

Multiplier 2 (V): -960   

 

Ispitivanje granice detekcije i granice kvantifikacije instrumenta u razliļitim reģimima 

rada masenog analizatora. Pripremljen je reagent blank odnosno 0,050 % rastvor AMF u 

metanolu i serija standarda smeġe pesticida sledeĺih koncentracija: 0,005; 0,010; 0,025; 0,050; 

0,075; 0,100 µgmL-1. Snimljeni su hromatogrami svih rastvora metodama 27, 43, 44 i 45 

(Tabela 3.4-9) odnosno u ļetiri razliļita reģima rada analizatora: full scan, SIM, SRM i CRM. 

Na bazi parametara konstuisanih kalibracionih krivi odreĽene su granica detekcije i granica 

kvantifikacije instrumenta. 

 

Tabela 3.4-9 Parametri instrumentalnih metoda 

Oznaka 

metode 

Parametri 

autosemplera 
Hromatografski parametri Parametri masenog spektrometra 

MET-LTQ-27 Tabela 3.4-4 Tabela 3.4-6 Tabela 3.4-8, full scan reģim (m/z 150-600) 

MET-LTQ-43 Tabela 3.4-4 Tabela 3.4-6, metoda 27 

Tabela 3.4-8, SIM reģim (m/z 199-201; m/z 

225-227; m/z 342-344; m/z 408-410; m/z 

439-441) 

MET-LTQ-44 Tabela 3.4-4 Tabela 3.4-6, metoda 27 Tabela 3.4-8,  SRM reģim Tabela 4.2-1 

MET-LTQ-45 Tabela 3.4-4 Tabela 3.4-6, metoda 27 Tabela 3.4-8, CRM reģim Tabela 4.2-2 

MET-LTQ-46 Tabela 3.4-4 Tabela 3.4-6, metoda 27 

Tabela 3.4-8, SRM reģim (pirimetanil, 

ciprodinil, trifloksistrobin); CRM reģim 

(boskalid, bifentrin) 
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3.4.3 Ispitivanja  na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-3 

Procedure ukljuļuju opis rada sa direct injection i LOOP injection metodom unoġenja uzorka 

u maseni spektrometar. 

3.4.3.1 Ispitivanja sa direct injection metodom unoġenja uzoraka 

Parametri instrumentalne analize. Jonska optika instrumenta je optimizovana u odnosu na 

pseudomolekulski jon svakog od pesticida; u krajnju analizu uvrġten je tune sa parametrima 

koji rezultuju zadovoljavajuĺom detekcijom za sve analite. U tabeli 3.4-10 su prikazane 

vrednosti parametara razvijene instrumentalne metode MET-LCQ-IN-1 (sa optimizovanim 

tune-om) ï parametara u okviru ESI izvora, jonske optike i sistema za detekciju jona. 

 

Tabela 3.4-10 Optimizovani parametri masenog spektrometra 

Naziv metode MET -LCQ-IN-1  

ESI Izvor Jonska optika Sistem detekcije jona 

Spray Voltage (kV): 4.5 Multipole 1 Offset (V): -8 Conversion Dynode: On 

Sheath Gas Flow Rate: 20 Lens Voltage (V): -22 Dynode Voltage (kV): -15 

Aux/Sweep Gas Flow Rate: 0 Multipole 2 Offset (V): -8 Multiplier Voltage (V): -1250 

Capillary Voltage (V): 17 Multipole RF Amp (Vp-p, sp): 400  

Capillary Temp (°C): 200 Coarse Trap DC Offset (V): -10  

Tube Lens (V, sp): 15 Fine Trap DC Offset (V): -10  

 

Naļin injektovanja uzoraka. Preliminarna ispitivanja instrumentalne osetljivosti i granica 

detekcije su vrġena sa ubrizgavanjem standarda pesticida putem ġpric pumpe bez paralelne 

infuzije mobilne faze. Sukcesivna ispitivanja uzoraka kore su vrġena uz istovremeno uvoĽenje 

uzorka putem ġpric pumpe (purge reģim rada) i mobilne faze preko MS pumpe (50 µLmin-1) 

putem sistema kapilara prikazanim na slici 3.4-3. Za ġpric zapremine 500 ÕL, brzina u purge 

reģimu rada je 5 % zapremine ġprica odnosno 25 ÕLmin-1. Paralelna infuzija mobilne faze 

omoguĺava odrģavanje konstantnih uslova u jonskom izvoru tokom uzastopnih analiza; takoĽe 

pruģa moguĺnost za podeġavanje parametara poput pH ili prisustva soli itd. 

Karakterizacija analita . Za postupke karakterizacije analita pripremljeni su rastvori svakog 

od standarda pesticida visoke ļistoĺe, kao i njihove smeġe koncentracije 5,00 ÕgmL-1 u 

metanolu ili 0,050% metanolnom rastvoru AMF-a. 
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Slika 3.4-3 Sistem za uvoĽenje uzorka u maseni spektrometar direct injection metodom 

Ispitivanje instrumentalne osetljivosti i granica detekcije. Pripremljena je serija od 12 

standarda pesticida u 0,050 % AMF u metanolu u opsegu koncentracija 0,00 ï 5,00 µgmL-1. 

Svaki od standarda je ubrigavan 12 minuta; prvih 2 min analiza je vrġena u full scan reģimu 

(MS1); svaka naredna 2 min analiza je vrġena u full scan reģimu nakon fragmentacije 

pseudomolekulskog jona svakog od pesticida (MS2). 

Ispitivanje uticaja vrste mobilne faze na osetljivost analize. Pripremljen je rastvor smeġe 

pesticida koncentracije 5,00 µgmL-1 u 0,050 % rastvoru AMF-a u metanolu. Snimljeni su 

hronogrami rastvora pesticida u full scan reģimu rada analizatora u trajanju od 19 minuta. 

Tokom 15 minuta kontinuirane injekcije rastvora pesticida, vrġene su sukcesivne injekcije 

mobilne faze B (100 % metanol) i mobilne faze A (vodeni rastvor 0,30% mravlje kiseline i 

0,010% amonijum-formijata) svaka u trajanju od 2 minuta. 

Ispitivanje prenosa uzorka iz jedne injekcije u drugu (carryover). Pripremljen je rastvor 

smeġe pesticida koncentracije 10,00 ÕgmL-1 u 0,050 % rastvoru AMF-a u metanolu. Snimljeni 

su hronogrami rastvora pesticida u full scan reģimu rada analizatora u trajanju od 30 minuta. 

Tokom perioda snimanja rastvori su injektovani 3 puta u trajanju od 3 minuta, sa pauzama 

izmeĽu uzastopnih injekcija u trajanju od 5 minuta, pri kontinuiranom radu HPLC pumpe. 

3.4.3.2 Ispitivanja sa LOOP injection metodom unoġenja uzorka 

Parametri instrumentalne analize. Analiza uzoraka je vrġena po metodi MET-LCQ-IN-1 u 

full scan reģimu (opseg m/z 197 ï 500). Uzorak je ubrizgavan u ESI izvor preko LOOP 

injektora (Slika 3.4-4). Zapremina petlje je 5 µL. Protok mobilne faze (formijatni pufer) je 

iznosio 5, 25 i 50 µLmin-1. Duģina Syringe ï LOOP kapilare je iznosila 58 cm, a duģina LOOP 

ï Source kapilare 20 cm. 

Analiza analitiļkih standarda pesticida. Pripremljena je serija rastvora smeġe pesticida (6) u 

opsegu koncentracija 0,10 ï 5,00 µgmL-1 u 0,050 % rastvoru AMF-a u metanolu. Analizom 

standarda sa tri navedene brzine protoka mobilne faze, utvrĽena je dinamika i osetljivost LOOP 

injection analize pesticida, kao i integritet hronogramskih pikova. 
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Slika 3.4-4 Konfiguracija sistema kapilara na LOOP injektoru tokom LOOP injection analize 

3.4.4 Ispitivanja na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-4 

Karakterizacija analita . Za postupke karakterizacije analita pripremljeni su rastvori svakog 

od standarda pesticida visoke ļistoĺe, kao i njihove smeġe koncentracije 5,00 ÕgmL-1 u 

metanolu ili 0,050% metanolnom rastvoru AMF-a. Rastvori su analizirani ubrizgavanjem u 

ESI i APCI izvor putem ġpric pumpe spektrometra. 

Parametri hromatografskog razdvajanja. Analiti su razdvojeni na HPLC koloni 4, uz 

primenu eluenata i gradijenta koji su identiļni sa eluentima i gradijentom metode 27 (Tabela 

3.4-6) i brzine protoka mobilnih faza od 200 µLmin-1. 

Optimizacija parametara masenog spektrometra. Optimizacija parametara se je sastojala iz 

optimizacije protoka sheath i auxiliary gasa i iz optimizacije jonske optike masenog 

spektrometra. Za potrebe optimizacije pripremljen je rastvor smeġe pesticida koncentracije 

5,00 µgmL-1 u 0,050 % rastvoru amonijum-formijata u metanolu. Rastvor je u ESI izvor 

ubrizgavan preko ġprica brzinom od 10 µLmin-1. S ciljem simulacije uslova kao pri HPLC 

analizi, simultano je ubrizgavana smeġa eluenata pufer/metanol=50/50 sa MS pumpe, brzinom 

od 200 µLmin-1, pri ļemu su MS pumpa i maseni spektrometar povezani preko T spoja. Pre 

poļetka analize sistem kapilara je ispunjen rastvorom pesticida. Rastvor je analiziran u full 

scan reģimu rada spektrometra (m/z 150 ï m/z 600). Praĺena je promena odziva/osetljivosti 

pseudomolekulskih jona pesticida sa promenom instrumentalnih parametara. Optimizovani 

parametri, koji rezultuju optimalnom osetljivoġĺu za sve analite su usvojeni za dalji rad (Tabela 

3.4-11). 
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Tabela 3.4-11 Parametri TSQ Quantum Ultra masenog spektrometra 

Jonski izvor Jonska optika   

Voltaģa spreja, V 4000 Q0 Q00 RF amplituda 260   

Pritisak sheath gasa, arb 30 Offset skimera 0   

Pritisak aux gasa, arb 10 Offset Q00 -3   

Temperatura kapilare, °C 270 Lens 0 offset -1,2   

Offset kapilare, V 35 Q0 offset -2   

Tube lens offset, V 140     

Prvi kvadrupol (Q1) Drugi kvadrupol (Q2) Treĺi kvadrupol (Q3) 

Lens 1-1 Offset -2,2 Lens 2-1 Offset -51,4 Lens 3-1 Offset -15 

Lens 1-2 Offset -56,4 Lens 2-2 Offset -225 Lens 3-2 Offset -225 

Q1 DC Offset -2,7 Lens 2-3 Offset -15 Lens 3-3 Offset -15 

Q1 Resolution -12 Q2 RF amplituda 447 Q3 DC bias -8 

Q1 Calibration -1,9 Q2 offset -10 Q3 RF amplituda 105 

Optimizacija parametara u SRM reģimu rada. Vrġena je optimizacija kolizione energije, uz 

prethodno zadatu vrednost pritiska kolizionog gasa od 1,50 mmTor. Za potrebe optimizacije 

MS2 eksperimenta pripremljen je rastvor smeġe pesticida koncentracije 5,00 µgmL-1 u 0,050 

% rastvoru amonijum-formijata u metanolu. Rastvor je u ESI izvor ubrizgavan preko ġprica 

brzinom od 10 µLmin-1. S ciljem simulacije uslova kao pri HPLC analizi, simultano je 

ubrizgavana smeġa eluenata pufer/metanol=50/50 sa MS pumpe, brzinom od 200 µLmin-1, pri 

ļemu su MS pumpa i maseni spektrometar povezani preko T spoja. Pre poļetka analize sistem 

kapilara je ispunjen rastvorom pesticida. Rastvor je analiziran u SRM reģimu rada 

spektrometra. Praĺena je promena odziva/osetljivosti masenih fragmenata pesticida sa 

promenom instrumentalnih parametara. Optimizovani parametri, koji rezultuju optimalnom 

osetljivoġĺu za sve analite su usvojeni za dalji rad. 

Ispitivanje osetljivosti sa primenom ESI i HESI naļina jonizacije. PoreĽena je osetljivost 

prema pesticidima u opsegu koncentracija 0,10 ï 5,00 µgmL-1, analizom serije standarda smeġe 

pesticida koja je pripremljena u metanolu, instrumentalnim metodama MET-TSQ-01, MET-

TSQ-02 i MET-TSQ-03 (Tabela 3.4-12). 

Ispitivanje osetljivosti sa primenom ESI i APCI naļina jonizacije. PoreĽena je osetljivost 

prema pesticidima u opsegu koncentracija 0,10 ï 5,00 µgmL-1, analizom serije standarda smeġe 

pesticida koja je pripremljena u metanolu, instrumentalnom metodom MET-TSQ-01, uz 

promenu tipa jonskog izvora. 

Ispitivanje instrumentalnih granica detekcije i granica kvantifikacije u razliļitim 

reģimima rada spektrometra. Pripremljen je reagent blank odnosno 0,050 % rastvor AMFa 

u metanolu i serija standarda smeġe pesticida sledeĺih koncentracija: 0,010; 0,020; 0,040; 0,060; 

0,080; 0,100 µgmL-1. Snimljeni su hromatogrami svih rastvora metodama MET-TSQ-01, 

MET-TSQ-09 i MET-TSQ-10 (Tabela 3.4-12) odnosno u 3 razliļita reģima rada analizatora: 

full scan, SIM i SRM. Na bazi parametara konstuisanih kalibracionih krivi odreĽene su granica 

detekcije i granica kvantifikacije instrumenta. 
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Tabela 3.4-12 Parametri instrumentalnih metoda (instrumentalna konfiguracija CONF-4) 

Oznaka 

metode 

Parametri 

autosemplera 

Hromatografski 

parametri 
Parametri masenog spektrometra 

MET-01 

 

 

Tabela 3.4-4 

Tabela 3.4-6, 

metoda 27, 

protok 200 

µLmin-1 

ESI (0 °C) ili APCI, Tabela 3.4-11, full scan reģim (m/z 150-

600) 

MET-02 HESI (200 °C), Tabela 3.4-11, full scan reģim (m/z 150-600) 

MET-03 HESI (350 °C), Tabela 3.4-11, full scan reģim (m/z 150-600) 

MET-09 Tabela 3.4-11, SIM reģim 

MET-10 Tabela 3.4-11, SRM reģim 

3.5 Procedure u okviru razvijenih metoda 

 

Poglavlje sadrģi opis procedura u okviru razvoja metoda i njihove primene. Prilikom razvoja 

metoda na instrumentalnim konfiguracijama CONF-2, CONF-3 i CONF-4 nije vrġeno 

normiranje odziva analita u odnosu na interni standard. Prethodnom analizom serija standarda 

analita sa internim standardom i bez njega, utvrĽeno da nema varijacija u merenom signalu 

analita koje bi mogle poticati od samog instrumenta, tokom rada bilo koje od navedene tri 

instrumentalne konfiguracije. S obzirom da nema znaļajne razlike u parametrima linearne 

regresije dobijenim na bazi normalizovanih i nenormalizovanih odziva analita, upotreba 

internog standarda je iskljuļena, kao joġ jedan vid uġtede resursa. 

3.5.1 Procedure u okviru analitiļke metode MET -GC-R 

Parametri instrumentalne analize. Za razvoj metode implementirana je instrumentalna 

konfiguracija CONF-1. Uzorci su analizirani instrumentalnom metodom MET GC-IN-4. 

Priprema uzoraka. Priprema uzoraka za analizu je vrġena prema sledeĺoj proceduri: 

Kilogram jabuka sorti Ajdared, Zlatni Deliġes i Greni Smit je oljuġten, dobijeni uzorak kore je 

homogenizovan seckanjem u kuhinjskom blenderu, od ļega je za dalju analizu uzeto po 10 

grama poduzorka. U poduzorak je dodato 20 mL vode nakon ļega je uzorak dodatno usitnjen 

u blenderu; dobijena smeġa je sa dodatnih 5 mL vode kvantitativno preneġena u sud za 

ekstrakciju. Ekstrakcija je vrġena sa 20 mL heksana, sukcesivno sa dve porcije rastvaraļa od 

10 mL. Nakon objedinjavanja heksanskog ekstrakta, 10 mL ekstrakta je odvojeno u vialu od 

40 mL i upareno do suva. U suv ostatak je dodat 1 mL metanola; nakon 10 min stajanja i 

meġanja na vorteksu u trajanju od 1 min, ekstrakt u metanolu je odloģen na 30 min na 

temperaturu od -15 ÁC. Nakon toga ekstrakt je proceĽen kroz mikrofilter (0,45 Õm) i 

instrumentalno analiziran. 

Validacija metode. U okviru validacije metode ispitani su svi parametri navedeni u poglavlju 

3.6. Kalibracione krive za odreĽivanje iLOD/iLOQ dobijene su analizom standarda smeġe 

pesticida sledeĺih koncentracija: 0,005; 0,010; 0,015; 0,020; 0,025; 0,035; 0,045 i 0,055 

µgmL-1 pripremljenih u heksanu. Kalibracione krive za odreĽivanje mLOD/mLOQ dobijene su 

analizom proceduralnih standarda smeġe pesticida sledeĺih koncentracija: 0,010; 0,015; 0,020; 

0,025; 0,030; 0,035; 0,040 i 0,050 mgkg-1. Matriks efekat je ispitan nakon prvog koraka 
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pripreme uzorka ï u nepreļiġĺenom heksanskom ekstraktu ï i nakon preļiġĺavanja ï u 

ekstraktu u metanolu. 

3.5.1.1 Primena analitiļke metode MET -GC-R 

Poglavlje sadrģi opis procedura u okviru ispitivanja migracionih karakteristika pesticida u 

odnosu na faze kora/pulpa i opis procedura u okviru skrininga targetiranih pesticida u jabukama 

sa trģiġta metodama razvijenim na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-1. 

1. Migracija pesticida kroz koru jabuke 

Ispitivanje prodora pesticida kroz koru jabuke vrġeno je u laboratorijskim uslovima, nakon 

simultane aplikacije svih pesticida na plod jabuke metodom potapanja jabuke u vodeni rastvor 

smeġe pesticida. 

Za pripremu rastvora pesticida koriġĺeni su komercijalni preparati radi postizanja identiļnosti 

u hemijskom sastavu rastvora za potapanje sa rastvorima koji se inaļe koriste u tretiranju 

zasada jabuke. Ispitivanja su vrġena sa sortom Greni Smit. 

Ispitivanje usvajanja pesticida metodom potapanja. Pre poļetka ispitivanja prodora 

pesticida kroz koru vrġeno je ispitivanje stepena sorpcije pesticida na plod metodom potapanja. 

Preliminarno ispitivanje je vrġeno da bi se odredili parametri potapanja koji dovode do 

usvajanja adekvatne koliļine pesticida odnosno koliļine koja je daleko iznad granice detekcije 

i kvantifikacije, a sve to kako bi se radilo u domenu merljivih koncentracija. 

Ispitani parametri potapanja su vreme potapanja i koncentracija vodenog rastvora smeġe 

pesticida. Sva ispitivanja su vrġena na bazi tri ploda jabuke odnosno tri replikata; analizirani 

su i blank uzorci. 

Vreme potapanja. Plodovi jabuke su potapani u 300 mL vodenog rastvora smeġe pirimetanila, 

ciprodinila, trifloksistrobina, bifentrina i boskalida (koncentracija svakog od pesticida je 1,00 

mgL-1), dobijenog razblaģivanjem primarnog rastvora komercijalnih preparata. Plodovi su bili 

zdravi i ujednaļeni po obliku i veliļini i pre potapanja su oprani od eventualno prisutnih 

neļistoĺa. Proseļna masa 15 plodova jabuke koriġĺenih u okviru ispitivanja je iznosila 153,64 

± 8,89 g. Plodovi su potapani u trajanju od 0,30, 1,30, 4,00, 5,30 i 7,30 minuta. Uklanjanje 

eventualnog viġka rastvora sa povrġine ploda je sprovedeno po vaĽenju plodova potapanjem 

plodova u trajanju od 2ï3 sekunde u ļistu vodu i brisanjem, nakon ļega su plodovi oljuġteni. 

U cilju provere eventualne migracije pesticida u pulpu tokom perioda potapanja, prvi sloj pulpe 

debljine 1 mm je oljuġten i analiziran. 

Koncentracija vodenog rastvora smeġe pesticida. Postavka eksperimenta je identiļna kao 

postavka opisana u prethodnom paragrafu, sa sledeĺom razlikom: plodovi jabuke su potapani 

u trajanju od 1,50 minuta u 300 mL vodenog rastvora smeġe pirimetanila, ciprodinila, 

trifloksistrobina, bifentrina i boskalida sledeĺih koncentracija: 1,00; 5,00; 10,00; 15,00 i 20,00 

mgL-1. Proseļna masa 15 plodova jabuke koriġĺenih u okviru ispitivanja je iznosila 183,02 Ñ 

9,20 g. 

Ispitivanje migracije pesticida kroz koru. Postavka eksperimenta. Migracija pesticida je 

ispitivana nakon njihove aplikacije na plod iz rastvora niske (analitiļke) koncentracije i visoke 

koncentracije koja je reda veliļine koncentracija pesticida koje se apliciraju na useve. 

Aplikacija pesticida je vrġena potapanjem plodova u trajanju od 2 minuta 
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1. u rastvor koncentracije 15 mgL-1 (analitiļka koncentracija) i 

2. u rastvor koncentracije 150 mgL-1. 

Koncentracija drugog rastvora je odabrana u skladu sa preporukama za aplikaciju koje se mogu 

naĺi na komercijalnim preparatima pesticida. Probe su raĽene u tri replikata. 

Poļetna koliļina pesticida u kori (100%) je odreĽena odmah nakon aplikacije pesticida. 

Plodovi su isprani od viġka rastvora kratkim potapanjem u ļistu vodu i brisanjem ubrusom, 

nakon ļega su ljuġteni. Prodor je nakon potapanja u rastvor niģe koncentracije ispitivan 

analizom kore i pulpe plodova koji su ljuġteni nakon 20, 40 i 60 minuta stajanja na sobnoj 

temperaturi u slobodnom prostoru. Prodor je nakon potapanja u rastvor viġe koncentracije 

ispitivan u duģim intervalima odnosno plodovi su ljuġteni nakon 1 h, 3 h, 24 h i 72 h stajanja 

na sobnoj temperaturi u slobodnom prostoru. 

Priprema uzoraka. Priprema kore i pulpe za analizu je proġirena za jedan korak u odnosu na 

pripremu uzorka MET-GC-R metode (poglavlje 3.5). Za plodove koji su potapani u rastvor 

koncentracije 150 mgL-1 do suva je upareno 4 umesto 10 mL heksanskog ekstrakta. Dobijeni 

ekstrakt u metanolu je dodatno preļiġĺen tehnikom ekstrakcije na ļvrstoj fazi. SPE kertridģ je 

punjen sledeĺim redosledom: 1. 500 mg C18, 2. 500 mg Florisila®, 3. 500 mg C18, formirajuĺi 

troslojnu formu. Pre nanoġenja ekstrakta, SPE kolona je kondicionirana sa 3 mL metanola. 

Nakon nanoġenja 1 mL ekstrakta u metanolu, eluiranje pesticida je vrġeno sa 2 mL metanola. 

Objedinjene frakcije uzorka nakon nanoġenja (1 mL) i eluata (2 mL) su uparene do suva; suv 

ostatak je rastvoren u 0,50 mL heksanskog rastvora DBA (1 µgmL-1) i instrumentalno 

analiziran. Slika 3.5-1 ilustruje korake u okviru ispitivanja prodora pesticida i pripreme uzoraka 

za analizu. 

Postupak kvantifikacije uzoraka. Uzorci kore su kvantifikovani kalibracijom u analitiļkom 

opsegu 0,000 ï 0,700 mgkg-1, na bazi proceduralnih standarda smeġe pesticida sledeĺih 

koncentracija: 0.000 ï 0.050 ï 0.100 ï 0.200 ï 0.300 ï 0.350 ï 0.400 ï 0.500 ï 0.600 ï 0.700 

mgkg-1. Uzorci pulpe su kvantifikovani kalibracijom u analitiļkom opsegu 0,000 ï 0,200 mgkg-

1, na bazi proceduralnih standarda smeġe pesticida sledeĺih koncentracija: 0.000 ï 0.010 ï 

0.030 ï 0.050 ï 0.075 ï 0.100 ï 0.200 mgkg-1. 

Granica detekcije i granica kvantifikacije metode su odreĽene metodom opisanom u poglavlju 

3.3.1, za uzorke kore sa proceduralnim standardima koncentracija 0.000 ï 0.015 ï 0.035 ï 

0.055 ï 0.075 ï 0.100 mgkg-1, a za uzorke pulpe sa proceduralnim standardima kao i za 

kvantifikaciju. Uzorci kore plodova potapanih u rastvor veĺe koncentracije su kvantifikovani 

kalibracijom na bazi proceduralnih standarda u analitiļkom opsegu 2,00 ï 10,00 mgkg-1. 

Instrumentalna analiza je vrġena metodom MET GC-IN-4. 
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Slika 3.5-1 Opġta shema pripreme uzoraka za analizu u eksperimentima ispitivanja prodora pesticida 

2. Skrining trģiġta 

Priprema uzoraka za analizu je vrġena prema proceduri metode MET-GC-R. Instrumentalna 

analiza je vrġena po metodi MET GC-IN-4. 

Radi poreĽenja, pored kore analizirana je pulpa i plod jabuke. Ispitivanje je obuhvatilo uzorke 

sorte Ajdared, Greni Smit i Zlatni Deliġes iz jednog supermarketa i sa tri pijace na teritoriji 

grada Niġa. U okviru jedne pijace, svaka sorta je pribavljena sa posebnog prodajnog mesta, 

tako da uzorkovanje sa pijaca pokriva ukupno 9 prodajnih mesta, odnosno 9 

proizvoĽaļa/dobavljaļa. Ispitivanje je obuhvatilo i uzorke iz zasada za komercijalni uzgoj 

jabuka koji se nalazi u oblasti Jablanica/Vuļje. 

Zasadi jabuke u oblasti Jablanice tretirani su sa preko 20 razliļitih formulacija komercijalnih 

pesticida prema unapred odreĽenom planu i programu. Ukupan broj tretiranja zasada je bio 14, 

u periodu od marta 2019. (faza bubrenja pupoljaka) do sredine avgusta 2019. (faza posle 

precvetavanja); jabuke su brane sredinom septembra. Plan tretiranja je obuhvatio i formulacije 

komercijalnih pesticida koji kao aktivnu materiju sadrģe pirimetanil, ciprodinil i boskalid; 

Tabela 3.5-1 sadrģi redukovani plan tretiranja sa akcentom na podatke o apliciranju 

komercijalnih formulacija koje sadrģe ispitivane pesticide. 
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Tabela 3.5-1 Plan tretiranja zasada jabuka 

Fenoloġka faza 

gajene kulture 

Datum 

tretiranja 

Problem koji se 

reġava tretiranjem 

Naziv primenjenog 

preparata/aktivna 

materija 

Doza 

preparata 

Karenca, 

dani 

zeleni buketiĺi,roze 

pupoljak 
03.4.2019 

Venturia 

inaequalis 
Pehar® / pirimetanil 1,00 Lha-1 28 

cvetanje 12.4.2019 
Venturia 

inaequalis 
Neon® / ciprodinil 1,00 Lha-1 

28 
1. tretiranje posle 

cvetanja 
19.4.2019 

Venturia 

inaequalis 
Neon® / ciprodinil 1,00 Lha-1 

11. tretiranje posle 

precvetavanja 
10.8.2019 Monilinia sp. 

Signum®; Bosco® / 

Boskalid 

Atlas® / ciprodinil + 

fludioksonil 

1,00 kgha-1 28 

3.5.2 Procedure u okviru analitiļke metode MET -GC-Q 

Parametri instrumentalne analize. Prilikom razvoja metode implementirana je 

instrumentalna konfiguracija CONF-1. Uzorci su analizirani instrumentalnom metodom MET 

GC-IN-4. 

Priprema uzoraka. Priprema uzoraka za analizu vrġena je prema sledeĺoj proceduri: 

Kilogram plodova jabuke sorte Greni Smit je iseckan na sitnije komade i dodatno 

homogenizovan blendiranjem. U reprezentativnu porciju uzorka mase 5 g dodato je 5 mL 

acetonitrila koji sadrģi 1 % sirĺetne kiseline i QuEChERS Paket 1, nakon ļega je vrġena 

ekstrakcija muĺkanjem u trajanju od 1 minuta. Smeġa je centrifugirana 1 minut na 3500 rpm 

(obrtaja u minuti). U supernatant zapremine 1 mL dodat je QuEChERS Paket 2, nakon ļega je 

vrġena ekstrakcija muĺkanjem u trajanju od 1 minuta. Smeġa je centrifugirana 1 minut na 3500 

rpm. Alikvot supernatanta je koncentrovan 5 puta uparavanjem. Finalni ekstrakt (suv ostatak 

rastvoren u heksanu) je instrumentalno analiziran. 

Validacija metode. U okviru validacije metode ispitani su svi parametri navedeni u poglavlju 

3.6. Kalibracione krive za odreĽivanje mLOD/mLOQ konstruisane su u opsegu prilagoĽenom 

za svaki pesticid sa proceduralnim standardima sledeĺih koncentracija: 0,025; 0,050; 0,075; 

0,100 i 0,250 mgkg-1 (bifentrin), 0,025; 0,050; 0,075 i 0,100 mgkg-1 (trifloksistrobin, 

pirimetanil i ciprodinil) i 0,100; 0,250; 0,350; 0,450 i 0,550 mgkg-1 (boskalid). 

Uticaj koraka uparavanja na granicu detekcije i granicu kvantifikacije metode proveren je 

odreĽivanjem mLOD/mLOQ za metodu bez uparavanja i poreĽenjem sa vrednostima 

mLOD/mLOQ za metodu sa uparavanjem. Kalibracione krive za odreĽivanje mLOD/mLOQ 

metode bez uparavanja konstruisane su u opsegu prilagoĽenom za svaki pesticid sa 

proceduralnim standardima sledeĺih koncentracija: 0,0125; 0,025; 0,050; 0,075 i 0,100 mgkg-1 

(bifentrin), 0,075; 0,100; 0,250; 0,350; 0,450 i 0,550 mgkg-1 (trifloksistrobin) 0,025; 0,050; 

0,075; 0,100 i 0,250 mgkg-1 (pirimetanil), 0,100; 0,250; 0,350; 0,450; 0,550 i 0,750 mgkg-1 

(ciprodinil) i 0,500; 0,550; 0,750; 1,000; 1,250 i 1,500 mgkg-1 (boskalid). 
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3.5.3 Procedure u okviru analitiļke metode MET -LC-R1 

Parametri instrumentalne analize. Prilikom razvoja metode implementirana je 

instrumentalna konfiguracija CONF-2. Uzorci su analizirani instrumentalnom metodom MET-

LTQ-46. 

Priprema uzorka za analizu. Uzorci su pripremljeni prema sledeĺoj proceduri: 

Kilogram jabuka sorti Ajdared, Zlatni Deliġes i Greni Smit je oljuġten, dobijeni uzorak kore je 

homogenizovan seckanjem u kuhinjskom blenderu, od ļega je za dalju analizu uzeto po 10 

grama poduzorka. U poduzorak je dodato ekstrakciono sredstvo (1 mL na 1 g uzorka) ï voda, 

acetonitril ili metanol. Vrġena je ekstrakcija muĺkanjem (1 min) i centrifugiranje (5 min/3000 

rpm). Supernatant je proceĽen kroz mikrofilter Nylon 0,22 µm i analiziran. 

Validacija metode. Osnovni parametri validacije (poglavlje 3.6) ispitani su za metanolni i 

acetonitrilni ekstrakt kore. Uzorci su analizirani instrumentalnim metodama MET-LTQ-04, 

MET-LTQ-27, MET-LTQ-44 i MET-LTQ-45 (Tabela 3.4-6, str. 89). Kalibracione krive za 

odreĽivanje mLOD/mLOQ konstruisane su u opsegu 0,00 ï 0,100 mgkg-1 sa 7 proceduralnih 

standarda. 

UV/VIS analiza ekstrakata. Spektrofotometrijska analiza u UV/VIS podruļju je vrġena na 

instrumentu SHIMADZU UV-1650PC sa dvostrukim zrakom, u single mode reģimu u opsegu 

150 ï 1100 nm, uz promenu izvora svetlosti na 341 nm (UV deuterijumska lampa / VIS 

halogena lampa). Za snimanje su koriġĺene kivete quartz QS sa duģinom optiļkog puta l = 1,0 

cm. 

3.5.3.1 Primena analitiļke metode MET -LC-R1 

Poglavlje sadrģi opis procedura u okviru komparativne analize targetiranih pesticida u istom 

tipu uzoraka i opis procedura u okviru skrininga targetiranih pesticida u jabukama sa trģiġta 

metodama razvijenim na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-2. 

1. Komparativna analiza uzoraka metodama MET -LC-R1 i MET -LC-Q 

Taļnost razvijene metode (MET-LC-R1) je proverena poreĽenjem rezultata analize 

spajkovanih uzoraka uporedno analiziranih razvijenom i zvaniļnom metodom (MET-LC-Q). 

Priprema spajkovanih uzoraka. Kilogram jabuka sorte Greni Smit je oljuġten; kora i pulpa su 

odvojeno homogenizovane, pa potom pomeġane u odgovarajuĺoj proprorciji (1:10) radi 

formiranja uzorka ploda. Porcije od 10 g svakog matriksa (kora, pulpa, plod) su odmerene u 

konusne viale, u 10 replikata. Porcije su spajkovane (50 mgkg-1). Po 5 replikata kore, pulpe i 

ploda je obraĽeno prema proceduri za pripremu uzoraka u okviru MET-LC-R1 ï ekstrakcija 

acetonitrilom, a preostalih 5 replikata prema proceduri za pripremu uzoraka u okviru MET-

LC-Q ï Varijanta 1. 

Analiza spajkovanih uzoraka. Uzorci su analizirani na instrumentu sa CONF-2 

instrumentalnom metodom MET-LTQ-27. 

2. Skrining trģiġta 

Priprema uzoraka za analizu je vrġena prema proceduri metode MET-LC-R1. Instrumentalna 

analiza je vrġena po metodi MET-LTQ-46. Analizirana je kora, pulpa i plod jabuke. Ispitivanje 

je obuhvatilo uzorke sorte Ajdared, Greni Smit i Zlatni Deliġes iz dva supermarketa i tri pijace 
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na teritoriji grada Niġa. U okviru jedne pijace, svaka sorta je pribavljena sa posebnog prodajnog 

mesta, tako da uzorkovanje sa pijaca pokriva ukupno 9 prodajnih mesta, odnosno 9 

proizvoĽaļa/dobavljaļa. 

3.5.4 Procedure u okviru analitiļke metode MET -LC-Q 

Parametri instrumentalne analize. U razvoj metode implementirana je instrumentalna 

CONF-2. Uzorci su analizirani instrumentalnom metodom MET-LTQ-46 (Tabela 3.4-9, str. 

92). 

Priprema uzoraka. Priprema uzoraka za analizu vrġena je prema sledeĺoj proceduri: 

Kilogram plodova sorte Greni Smit je iseckan na sitnije komade i dodatno homogenizovan 

blendiranjem. U reprezentativnu porciju uzorka mase 10 g dodato je 10 mL acetonitrila, nakon 

ļega je vrġena ekstrakcija muĺkanjem u trajanju od 1 minuta. Potom je dodat QuECheRS Paket 

3. Odmah nakon toga vrġeno je kratko muĺkanje da se ne bi stvorile grudve, potom je vrġena 

ekstrakcija muĺkanjem (1 min) i centrifugiranje (5 min/3000 rpm). 

Varijanta 1. U supernatant zapremine 1 mL dodat je QuEChERS Paket 4, nakon ļega je vrġena 

ekstrakcija muĺkanjem u trajanju od 1 minuta. Smeġa je centrifugirana 1 minut na 3500 rpm. 

Supernatant je proceĽen kroz mikrofilter (Nylon 0,22 µm). 

Varijanta 2. U supernatant zapremine 6 mL dodat je QuEChERS Paket 6, nakon ļega je vrġena 

ekstrakcija muĺkanjem u trajanju od 1 minuta. Smeġa je centrifugirana 1 minut na 3500 rpm. 

Supernatant je proceĽen kroz mikrofilter (Nylon 0,22 µm). 

Validacija metode. U okviru validacije metode ispitani su svi parametri navedeni u poglavlju 

3.6. Kalibracione krive za odreĽivanje mLOD/mLOQ konstruisane su u opsegu 0,005 ï 0,075 

mgkg-1. 

3.5.5 Procedure u okviru analitiļke metode MET -DI-R 

Parametri instrumentalne analize. U razvoj metode implementirana je instrumentalna 

konfiguracija CONF-3. Uzorci su analizirani instrumentalnom metodom MET-LCQ-IN-1 sa 

direct injection metodom unoġenja uzorka. 

Priprema uzoraka. Priprema uzoraka za analizu vrġena je prema sledeĺoj proceduri: 

Deset grama kore je zajedno sa vodom (20 mL) usitnjeno u blenderu. Vodeni ekstrakt je 

centrifugiran (10 min/3500 rpm). Supernatant (15 mL) je ekstraktovan heksanom (10 mL). 

Heksanski ekstrakt (6 mL) je uparen do suva na sobnoj temperaturi; suv ostatak je rastvoren u 

1,5 mL 0,050 % rastvora amonijum-formijata u metanolu, proceĽen kroz mikrofilter (Nylon 

0,22 µm) i analiziran. 

OdreĽivanje koliļine suvog ostatka u finalnom ekstraktu. OdreĽivanje koliļine suvog 

ostatka u finalnom ekstraktu kore jabuke vrġeno je na bazi tri replikata prema sledeĺoj 

proceduri: 

U 50 g kore sorti Greni Smit, Zlatni Deliġes i Ajdared dodato je 100 mL vode, nakon ļega je 

smeġa usitnjena u kuhinjskom blenderu do kaġaste konzistencije. Celokupna masa kaġe je 
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proceĽena pod vakuumom kroz filter papir (crna traka). Filtrat (75 mL) je ekstraktovan 

heksanom (50 mL). Heksanski ekstrakt (30 mL) je uparen do suva na sobnoj temperaturi (25 

°C) i izmerena je masa suvog ostatka. Nakon toga je suv ostatak zagrevan 30 min na hot plate 

ureĽaju na 50 ÁC. Nakon hlaĽenja do sobne temperature izmerena je masa suvog ostatka. Potom 

je suv ostatak zagrevan joġ 30 min na 100 ÁC, nakon ļega je ponovo merena masa suvog 

ostatka. 

Validacija metode. U okviru validacije metode procenjena je selektivnost, matriks efekat, 

granica detekcije metode, prinos ekstrakcije na dva koncentraciona nivoa i linearnost u 

koncentracionom opsegu 0,00 ï 0,75 mgkg-1. 

3.5.6 Procedure u okviru analitiļke metode MET -LI -R 

Parametri instrumentalne analize. U razvoj metode implementirana je instrumentalna 

konfiguracija CONF-3. Uzorci su analizirani instrumentalnom metodom MET-LCQ-IN-1 sa 

LOOP injection metodom unoġenja uzorka. 

Analiza analitiļkih standarda pesticida tretiranih citratnim QuEChERS-om. Pripremljeni 

je rastvori smeġe pesticida koncentracije 1,00 i 10,00 ÕgmL-1 u acetonitrilu. Rastvori su 

pripremljeni u 10 replikata i analizirani: 

1) Pre tretiranja QuEChERS-om 

2) Nakon prvog koraka QuEChERS-a (sa citratnim solima) 

3) Nakon celokupnog QuEChERS-a sa korakom dSPE sa PSA 

4) Nakon celokupnog QuEChERS-a sa korakom dSPE sa PSA + C18 

5) Nakon celokupnog QuEChERS-a sa korakom dSPE sa PSA + C18 + GCB 

Standardi su analizirani sa brzinom protoka mobilne faze od 25 µLmin-1. Statistiļkim 

poreĽenjem srednjih vrednosti merenih odziva standarda pre i posle tretiranja QuEChERS  

procedurom ispitano je da li procedura utiļe na poļetnu koliļinu pesticida. Za statistiļko 

poreĽenje koriġĺen je paired t test, za parove podataka, sa testiranom hipotezom SV1 ï SV2 < 

> 0, pri ļemu je SV1 srednja vrednost merenih odziva netretiranih standarda (n=10), a SV2 je 

srednja vrednost merenih odziva tretiranih standarda (n=10) nakon svakog koraka QuEChERS   

procedure. 

Analiza standarda pesticida na bazi citratnog QuEChERS ekstrakta kore jabuke. Post-

extraction fortification standardi (spajkovanje analitima izvrġeno nakon pripreme 

uzorka). Blank ekstrakt kore je pripremljen u dve QuEChERS varijante prema sledeĺim 

procedurama: 

1) Varijanta 1.Veĺa masa smrznute kore Ajdareda, Deliġesa i Greni Smita je izblendirana. 

Porcija usitnjene kore (10 g) prebaļena je u vialu sa konusnim dnom (50 mL) i dodat je 

acetonitril (10 mL), nakon ļega je vrġena ekstrakcija muĺkanjem (1 min). U vialu je potom 

dodat QuECheRS Paket 3. Odmah nakon je vrġeno kratko muĺkanje da se ne bi formirale 

grudve, potom je vrġena ekstrakcija muĺkanjem (1 min) i centrifugiranje (5 min/3000 rpm). 

Supernatant je proceĽen kroz mikrofilter Nylon 0,22 µm i analiziran. 

2) Varijanta 2.  U odreĽenu zapreminu supernatanta dobijenog prema proceduri za varijantu 

1 je nakon centrifugiranja dodat QuECheRS Paket 4. Vrġena je ekstrakcija muĺkanjem (1 
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min) i centrifugiranje (5 min/3000 rpm). Supernatant je proceĽen kroz mikrofilter Nylon 

0,22 µm i analiziran. 

Pripremljena je serija post-extraction fortification standarda pesticida u opsegu koncentracija 

0,10 ï 5,00 µgmL-1 (ġest standarda) razblaģivanjem odgovarajuĺe zapremine MPP rastvora u 

blank ekstraktu kore pripremljenom po proceduri za varijantu 1 i za varijantu 2. 

Pre-extraction fortification standardi (spajkovanje analitima izvrġeno pre poļetka 

pripreme uzorka). Standardi su pripremljeni prema sledeĺoj proceduri: 

Veĺa masa smrznute kore Ajdareda, Deliġesa i Greni Smita je izblendirana. Porcija usitnjene 

kore (10 g) prebaļena je u vialu sa konusnim dnom (50 mL) i vrġeno je spajkovanje analitima 

u sledeĺim koncentracijama: 0,010; 0,040; 0,200; 1,00; 5,00 mgkg-1. Nakon stajanja (1h) dodat 

je acetonitril (10 mL), nakon ļega je vrġena ekstrakcija muĺkanjem (1 min). U vialu je potom 

dodat QuECheRS Paket 3. Odmah nakon je vrġeno kratko muĺkanje da se ne bi stvorile grudve, 

potom je vrġena ekstrakcija muĺkanjem (1 min) i centrifugiranje (5 min/3000 rpm). U odreĽenu 

zapreminu supernatanta nakon centrifugiranja je dodat QuECheRS Paket 4. Vrġena je 

ekstrakcija muĺkanjem (1 min) i centrifugiranje (5 min/3000 rpm). Supernatant je proceĽen 

kroz mikrofilter Nylon 0,22 µm i analiziran. 

3.5.7 Procedure u okviru analitiļke metode MET-LC-R2 

Parametri instrumentalne analize. U razvoj metode implementirana je instrumentalna 

CONF-4. Uzorci su analizirani instrumentalnom metodom MET-TSQ-10 (Tabela 3.4-12, str. 

97). 

Priprema uzorka za analizu. Uzorci su pripremljeni prema sledeĺoj proceduri: 

Kilogram jabuka sorti Ajdared, Zlatni Deliġes i Greni Smit je oljuġten, dobijeni uzorak kore je 

homogenizovan seckanjem u blenderu, od ļega je za dalju analizu uzeto po 10 grama 

poduzorka. U poduzorak je dodat acetonitril (1 mL na 1 g uzorka). Vrġena je ekstrakcija 

muĺkanjem (1 min) i centrifugiranje (5 min/3000 rpm). Supernatant je proceĽen kroz 

mikrofilter Nylon 0,22 µm i analiziran. 

Ispitivanje osetljivosti sa ESI i HESI naļinom jonizacije. PoreĽena je osetljivost prema 

pesticidima u opsegu koncentracija 0,10 ï 5,00 µgmL-1, analizom serije standarda smeġe 

pesticida na bazi acetonitrilnog ekstrakta kore sorte Greni Smit instrumentalnim metodama 

MET-TSQ-01, MET-TSQ-02 i MET-TSQ-03. 

Validacija metode. Procenjeni su osnovni parametri validacije (poglavlje 3.6).  
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3.6 Validacija  metoda 

 

Procena selektivnosti metode. Procena selektivnosti metode je vrġena uporednom analizom 

hromatograma obraĽenog uzorka kore bez pesticida (blank) i standarda pesticida pripremljenih 

u blank ekstraktu kore. 

Procena taļnosti i preciznosti metode. Taļnost i preciznost metode su procenjivane za tri 

koncentracije pesticida u uzorku koje pokrivaju testirani analitiļki opseg ï 0,10; 1,00 i 5,00 

mgkg-1 ï u pet replikata. 

Procena linearnosti metode. Linearnost metode je testirana u analitiļkom opsegu od 0,005 

odnosno 0,010 mgkg-1 do 5,00 mgkg-1 sa >10 kalibracionih standarda. 

Procena matriks efekta. Procena je vrġena prema izrazu br.1 (poglavlje 2.3.3.4, str. 61). 

Standardi su pripremljeni u analitiļkom opsegu 0,10 ï 5,00 µgmL-1. Pre procene matriks efekta 

ispitana je zavisnost matriks efekta od koncentracije analita. Najġiri koncentracioni opseg u 

okviru kojeg matriks efekat ne zavisi od koncentracije analita je odabran za procenu matriks 

efekta. 

Procena granice detekcije i kvantifikacije. Procenjivane su granice detekcije i granice 

kvantifikacije instrumentalne tehnike (iLOD; iLOQ) i granice detekcije i granice kvantifikacije 

metode (mLOD; mLOQ) naļinom koji omoguĺava njihovo izraģavanje u jedinicama 

koncentracije (poglavlje 2.3.3.5, str. 63). 

3.7 Legislativa koriġĺena u interpretaciji rezultata istraģivanja 

 

Validacioni parametri razvijenih metoda ï selektivnost, taļnost i preciznost, linearnost i 

matriks efekat, procenjivani su u odnosu kriterijume definisane u direktivi SANTE/2019/12682 

i uporeĽeni su sa validacionim parametrima zvaniļnih metoda koje su takoĽe primenjene u 

obradi uzoraka, a to su metoda EN 15662:2018 (srpska oznaka SRPS EN 15662:2018) i metoda 

AOAC 2007.01. Granice detekcije primenjenih metoda uporeĽene su sa MDK vrednostima za 

ispitivane pesticide, koje su definisane Pravilnikom o maksimalno dozvoljenim koliļinama 

ostataka sredstava za zaġtitu bilja u hrani i hrani za ģivotinje (broj 110-00-114/2020-09).



 

 

 

 

4 REZULTATI  
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4.1 Ispitivanja na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-1 

 

Poglavlje sadrģi rezultate ispitivanja performansi instrumentalne konfiguracije CONF-1 u 

odnosu na ispitivane pesticide i rezultate razvoja i primene metoda koje ukljuļuju ovu 

instrumentalnu konfiguraciju. 

4.1.1 Performanse instrumenta u odnosu na ispitivane analite 

Karakterizacija analita . Slike 4.1-1 ï 4.1-5 prikazuju hromatograme i masene spektre rastvora 

svakog od pesticida visoke ļistoĺe u heksanu analizirani metodom MET-GC-IN-1. U masenom 

spektru pirimetanila (Slika 4.1-1) najintenzivniji fragment je m/z 198; po zastupljenosti ga sledi 

molekulski jon m/z 199 i u vrlo malom procentu m/z 77 (Tabela 4.1-1). U masenom spektru 

ciprodinila (Slika 4.1-2) najintenzivniji fragment je m/z 224; po zastupljenosti ga prate 

molekulski jon m/z 225 i fragmenti m/z 77 i m/z 210. Pirimetanil i ciprodinil, koji pripadaju 

istoj hemijskoj klasi jedinjenja se fragmentiġu na sliļan naļin i njihova fragmentacija je 

karakteristiļna po intenzivnom formiranju deprotonovanih fragmenata. 

Maseni spektar trifloksistrobina (Slika 4.1-3) je bogatiji fragmentima; najintenzivniji fragment 

je m/z 116, a po zastupljenosti ga slede fragmenti m/z 131 m/z 59 i m/z 145; molekulski jon m/z 

408 se ne uoļava u spektru. EI jonizacija bifentrina (Slika 4.1-4) rezultira u fragmentu m/z 181, 

koji je najintenzivniji, i fragmentima m/z 165 i m/z 166, koji ga prate po intenzitetu; takoĽe se 

u vrlo malom procentu zastupljenosti uoļava i molekulski jon m/z 422. EI jonizacija boskalida 

(Slika 4.1-5) rezultira u sledeĺim karakteristiļnim fragmentima: m/z 140, m/z 112 i m/z 342, pri 

ļemu je naintenzivniji fragment m/z 140. Poglavlje 8.3 (Prilog) sadrģi predloģene mehanizme 

nastanka karakteristiļnih fragmenata pesticida. 

Slika 4.1-6 prikazuje hromatogram i maseni spektar rastvora dibutil-adipada (DBA) 

koncentracijie od 5 µgmL-1 u heksanu koji je koriġĺen kao interni standard. 
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Slika 4.1-1 Hromatogram i maseni spektar rastvora pirimetanila u heksanu (5,00 µgmL-1) u scan reģimu 

 

 

 

Slika 4.1-2 Hromatogram i maseni spektar rastvora ciprodinila u heksanu (5,00 µgmL-1) u scan reģimu 
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Slika 4.1-3 Hromatogram i maseni spektar rastvora trifloksistrobina u heksanu (5,00 µgmL-1) u scan reģimu 

 

 

 

Slika 4.1-4 Hromatogram i maseni spektar rastvora bifentrina u heksanu (5,00 µgmL-1) u scan reģimu 
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Slika 4.1-5 Hromatogram i maseni spektar rastvora boskalida u heksanu (5,00 µgmL-1) u scan reģimu 

 

 

Slika 4.1-6 Hromatogram i maseni spektar rastvora DBA u heksanu (5,00 µgmL-1) u scan reģimu 

 

Promena temperaturnog reģima rada peĺnice. Sa hromatografske kolone se prvi eluira 

pirimetanil, slede ga ciprodinil, trifloksistrobin, bifentrin i boskalid. Klasiļan temperaturni 

reģim kolone, koji podrazumeva postojanje minimum dve temperaturne rampe (ovenRGM-1, str. 

86) ovde je zamenjen reģimom koji ukljuļuje jednu temperaturnu rampu (ovenRGM-2, str. 86), 

da bi vreme instrumentalne analize bilo kraĺe. Ukupno trajanje instrumentalne analize sa 

reģimom ovenRGM-1 je 26,50 minuta, dok je ukupno trajanje instrumentalne analize sa reģimom 

ovenRGM-2 15,50 minuta, ġto rezultira uġtedom vremena od oko 40 %. Promena parametara rada 

peĺnice se nije odrazila na njene perfomanse u pogledu razdvajanja analita (Slika 4.1-7). 
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Slika 4.1-7 SIM hromatogrami smeġe DBA, pirimetanila, ciprodinila, trifloksistrobina, bifentrina i boskalida 

koncentracije 5 µgmL-1 u heksanu, po metodi sa ovenRGM-1 i ovenRGM-2 temperaturnim reģimom peĺnice 

Osetljivost u scan i SIM reģimu rada analizatora. Za instrumentalnu analizu pesticida kao 

krajnji reģim rada masenog spektrometra odabran je reģim praĺenja odabranih fragmenata 

(quadRGM-1) zbog veĺe osetljivosti. Najzastupljeniji fragmenti pesticida i fragmenti uvrġeni u 

metodu MET GC-IN-4 (Tabela 4.1-1). Svaki od fragmenata je praĺen 100 ms (dwell time). Za 

trifloksistrobin, bifentrin i boskalid su praĺena tri fragmenta ï jedan po kome je raĽena 

kvantifikacija ï i dva radi pouzdanije identifikacije (qualifier joni). Za pirimetanil i ciprodinil 

je praĺen jedan jon koji se je isticao po intenzitetu. Kao qualifier jon trifloksistrobina, umesto 

jona m/z 59 koji je treĺi po zastupljenosti, u MET GC-IN-4 metodu uvrġten je jon m/z 145, zbog 

veĺe strukturne specifiļnosti. 

Veĺa osetljivost u SIM u odnosu na scan reģim rada analizatora je potvrĽena analizom serije 

standarda pesticida (0,50 ï 10,00 µgmL-1) pripremljenim u heksanu, u oba reģima rada i 

poreĽenjem nagiba kalibracionih krivi (Tabela 4.1-2). Odnos SIM/scan nagiba je za svaki analit 

veĺa od jedinice, ġto ukazuje na veĺu osetljivost pri SIM reģimu rada analizatora. Procenat 

uveĺanja odziva pesticida u SIM u odnosu na odziv u scan reģimu rada (usvojen kao 100 %) se 

kreĺe od 83 % za standard ciprodinila i pirimetanila koncentracije 0,50 ÕgmL-1 do 31 % za 

standard ciprodinila koncentracije 10,00 µgmL-1; boskalid se u standardu koncentracije 0,50 

µgmL-1 u scan reģimu ne detektuje.  
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Tabela 4.1-1 Pregled karakterizacije analita; kvantifikacioni joni su dati zadebljani i u kurzivu 

Analit 
Retenciono 

vreme, minuti 
Fragmenti, m/z (zastupljenost, %) 

Fragmenti 

odabrani za SIM 

reģim 

Pirimetanil 6,85 198 (100), 199 (45), 77 (7,3) 198 

Ciprodinil 8,02 224 (100), 225 (61), 77 (17), 210 (9,6) 224 

Trifloksistrobin 9,08 116 (100), 131 (58), 59 (42), 145 (29), 89 (23) 116, 131, 145 

Bifentrin 9,62 181 (100), 165 (36), 166 (33) 181, 165, 166 

Boskalid 12,15 140 (100), 112 (41), 342 (32), 142 (27), 207 (20) 140, 112, 342 

 

Tabela 4.1-2 Odzivi analita u razliļitim reģimima rada masenog analizatora 

Analit 
Fragment, 

m/z 

Nagib krive u scan reģimu 

(ekstrakcija fragmenta iz total ion 

hromatograma) 

Nagib krive u SIM 

reģimu 

Odnos SIM/scan 

odziva 

Pirimetanil 198 498361 668995 1,342 

Ciprodinil 224 288577 377578 1,308 

Trifloksistrobin 116 83610 111418 1,333 

Bifentrin 181 268396 378424 1,410 

Boskalid 140 51044 69225 1,356 

 

Instrumentalna granica detekcije i kvantifikacije. Najveĺa instrumentalna osetljivost u SIM 

reģimu se uoļava za pirimetanil, a najmanja za boskalid (Tabela 4.1-3). Granice detekcije i 

granice kvantifikacije instrumentalne metode u SIM reģimu se kreĺu od 0,0008 µgmL-1 za 

ciprodinil i boskalid do 0,01 µgmL-1 za trifloksistrobin i od 0,0024 µgmL-1 za ciprodinil do 

0,0305 µgmL-1 za trifloksistrobin, respektivno. 

 

Tabela 4.1-3 Osetljivost pri niskim koncentracijama analita i granice detekcije instrumenta 

Analit Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid 

 SIM reģim 

Nagib 1958442 1453744 626907 1941986 489270 

Koeficijent korelacije, R2 0,9991 0,9998 0,9745 0,9994 0,9998 

LOD, µg mL-1 0,0018 0,0008 0,0100 0,0015 0,0008 

LOQ, µg mL-1 0,0054 0,0024 0,0305 0,0045 0,0026 

 scan reģim 

Nagib 1448346 1221425 470366 1382219 363725 

Koeficijent korelacije, R2 0,9992 0,9989 0,9889 0,9995 0,9997 

LOD, µg mL-1 0,0024 0,0011 0,0110 0,0020 0,0014 

LOQ, µg mL-1 0,0080 0,0036 0,0366 0,0066 0,0046 
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4.1.2 Rezultati razvoja i primene metode MET -GC-R 

 

4.1.2.1 Analiza ekstrakata jabuke ï opġta zapaģanja 

Nepreļiġĺeni ekstrakt. Na slikama 4.1-8 ï 4.1-13 prikazani su hromatogrami blank heksanskih 

ekstrakata kora i pulpa ispitivanih sorti jabuke. Profil jedinjenja u ekstraktima bi mogao da se 

podeli u tri dela: na niģim retencionim vremenima, izmeĽu 4,5 i 5 minuta, uoļava se pik za koji 

je pretragom NIST baze spektara utvrĽeno da potiļe od ὄ-farnesena (Prilog, Slika 8.4-1, str. 

309); u oblasti od 8 do 10 minuta uoļava se nekoliko pikova koji potiļu od estara masnih 

kiselina, s obzirom da maseni spektri ovih jedinjenja pokazuju veliku sliļnost sa spektrom 

jedinjenja na 8,07 minuta (Prilog, Slika 8.4-2, str. 310), koje je pretragom baze spektara 

identifikovano kao metil-estar linoleinske kiseline; u oblasti od 10 do 13 minuta uoļava se 

nekoliko pikova sa velikom zastupljenoġĺu alifatiļnih fragmenata u masenom spektru, na 

osnovu ļega se moģe zakljuļiti da pripadaju frakciji masnih kiselina i voskova (Prilog, Slika 

8.4-4 i Slika 8.4-5, str. 312). 

Najzastupljenije jedinjenje u heksanskim ekstraktima kore i pulpe je iz frakcije voskova, sa 

retencionim vremenom izmeĽu 12 i 13 minuta. Kada se uporede ekstrakti kore razliļitih sorti, 

uoļava se da je jedinjenje posebno zastupljeno u ekstraktu Greni Smit sorte (Slika 4.1-10). 

Aproksimativna procena koliļine voskova u heksanskim ekstraktima kore sve tri sorte je 

izvrġena gravimetrijskom metodom ï 10 mL ekstrakta je upareno do suva, suv ostatak je 

rastvoren u metanolu, nakon ļega je precipitat odvojen od metanola, osuġen i izmeren. Prinos 

u masi je bio sledeĺi: 0,1053 g (Zlatni Deliġes zrelog ploda), 0,1079 g (Zlatni Deliġes nezrelog 

ploda), 0,1133 g (Greni Smit) i 0,0913 g (Ajdared). UtvrĽeno je da ekstrakt Greni Smita ima 

oko 5 % viġe precipitata od Zlatnog Deliġesa i oko 25 % viġe precipitata od Ajdareda. Pored 

frakcije voskova, profil ekstrakta Greni Smit u odnosu na druge sorte se istiļe po veĺem 

sadrģaju ὄ-farnesena. 

 

Slika 4.1-8 Hromatogram blank heksanskog ekstrakta kore Ajdareda u scan reģimu rada analizatora 
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Slika 4.1-9 Hromatogram blank heksanskog ekstrakta kore Zlatnog Deliġesa u scan reģimu rada analizatora 

 

 
Slika 4.1-10 Hromatogram blank heksanskog ekstrakta kore Greni Smita u scan reģimu rada analizatora 

 

Prema ispitivanju Klein et al. (2018) najzastupljenije komponente u voskovima kore Greni 

Smita su jedinjenja poput pentakozana, nonakozana i nezasiĺenih masnih kiselina sastava 

C20:3n6, C18:2n6, C18:3n3, C22:2, C14:1, C16:1. Brojna jedinjenja iz frakcije voskova su 

identifikovana u kori jabuke, poput sterola, terpena i masnih kiselina (Wu et al., 2007; Klein et 

al., 2018). Ispitivanje triterpenskog sastava kore jabuke razliļitih sorti je dovelo do otkrivanja 

prisustva drugih jedinjenja i proġirenja hemijskog profila kore, poput polihidroksiovanih 

derivate oleanolne i ursolne kiseline, ukljuļujuĺi dihidroksi ursolnu kiselinu, korosolnu i 

anurkoiļnu kiselinu, trihidroksilnu ursolnu kiselinu, tormentinsku i euskafinsku kiselinu, kao i 

dihidroksi oleanolnu i maslininsku kiselinu (Poirier et al., 2018). 

Ako se uporede hromatogrami heksanskih ekstrakata kore i pulpe, uoļava se da pulpa ima 

znatno manji sadrģaj frakcije voskova. PoreĽenje odziva jedinjenja koje se javlja na 12,37 

minuta u ekstraktu kore i pulpe Greni Smit sorte je pokazalo njegovo i do 42 puta veĺe prisustvo 

u kori u odnosu na pulpu. 
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Slika 4.1-11 Hromatogram blank heksanskog ekstrakta pulpe Ajdareda u scan reģimu rada analizatora 

 

 

Slika 4.1-12 Hromatogram blank heksanskog ekstrakta pulpe Zlatnog Deliġesa u scan reģimu rada analizatora 

 

 

Slika 4.1-13 Hromatogram blank heksanskog ekstrakta pulpe Greni Smita u scan reģimu rada analizatora 

 

Preļiġĺeni ekstrakt. Glavni cilj koraka preļiġĺavanja ekstrakta je bilo uklanjanje voskova. 

Razlog za to je negativan uticaj voskova kao teġko isparljivih jedinjenja na perfomanse kolone, 

u smislu njenog zaprljanja. Naredni razlog koeluiranje sa boskalidom, koje izaziva problem 

loġe selektivnosti i pri reģimu rada analizatora quadRGM-1. 

Korak preļiġĺavanja se zasniva na principu slabe rastvorljivosti nepolarnih voskova u polarnim 

rastvaraļima. Ovaj korak podrazumeva da se heksan kao rastvaraļ matriksa zameni metanolom 

(izmena rastvaraļa, IR), uz prateĺe odlaganje rastvora na temperaturu od -15 °C (precipitacija 

na niskoj temperaturi, PNT). Suv ostatak se nakon uparavanja heksanskog ekstrakta ne rastvara 
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u potpunosti u metanolu; u rastvoru se formira beli precipitat. Precipitat potiļe od voskova, na 

ġta ukazuje odsustvo pikova u hromatogramima u regiji od 10 do 13 minuta (Slika 4.1-14 - 

Slika 4.1-16). Potpuna precipitacija frakcije voskova je osigurana periodom zamrzavanja. Iz 

ekstrakta su uklonjeni voskovi, ali je ostala pigmentacija (Slika 4.1-17). Procedura pripreme 

uzorka je prvenstveno razvijena za koru jabuke, ali se uspeġno moģe primeniti i na ļitav plod. 

U ekstraktima pulpe se nakon izmene rastvaraļa ne uoļava precipitat. 

 

Slika 4.1-14 Hromatogram preļiġĺenog (IR-PNT) blank ekstrakta kore Ajdareda, u scan reģimu rada analizatora 

 

 

Slika 4.1-15 Hromatogram preļiġĺenog (IR-PNT) blank ekstrakta kore Zlatnog Deliġesa, u scan reģimu rada 

analizatora 

 

Slika 4.1-16 Hromatogram preļiġĺenog (IR-PNT) blank ekstrakta kore Greni Smita, u scan reģimu rada 

analizatora 
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Slika 4.1-17 Ilustracija IR/PNT koraka: 

A ï nakon uparavanja 

B ï nakon dodavanja metanola 

C ï uklonjeni precipitat 

D ï finalni ekstrakt  

4.1.2.2 Rezultati ispitivanja parametara validacije 

 

Selektivnost. Slika 4.1-18 prikazuje hromatograme standarda pesticida rastuĺih koncentracija, 

pripremljenih u blank ekstraktu kore Greni Smit sorte, kao i samog blank ekstrakta nakon 

preļiġĺavanja. Metoda je selektivna za pirimetanil, ciprodinil, bifentrin i boskalid, jer se u 

hromatogramu blank ekstrakta se ne uoļavaju pikovi na retencionim vremenima ovih pesticida 

(Slika 4.1-18). Za trifloksistrobin, koji se eluira u regiji estara (Slika 4.1-10), kojih ima u neġto 

veĺoj koncentraciji nakon koraka preļiġĺavanja uoļava se delimiļna interferenca (Slika 4.1-18). 

Interferiranje sa pikom trifloksistrobina je najizraģenije za niģe koncentracije pesticida, kako 

raste povrġina pika trifloksistrobina smanjuje se udeo interference u njoj (Slika 4.1-19). Greġka 

u kvalitativnom odreĽivanju trifloksistrobina usled nepotpune selektivnosti je minimalna s 

obzirom da se retenciona vremena pesticida i interferenta razlikuju; takoĽe razlikuje se i 

obrazac zastupljenosti jona u okviru SIM reģima, pri ļemu je kod trifloksistrobina jon m/z 116 

uvek najzastupljeniji sa karakteristiļnim obrascem 116>131>145, dok je kod interference 

najzastupljeniji jon uvek m/z 131 sa obrascem 131>145>116. Potencijalni problemi u 

kvantifikaciji usled nepotpune selektivnosti se mogu prevaziĺi na dva naļina. Jedan naļin 

prevazilaģenja bi bila ruļna integracija pika trifloksistrobina u prilagoĽenom opsegu 

retencionog vremena. S obzirom da je zastupljenost jedinjenja koje interferira sa pesticidom 

konstantna kroz sve uzorke ï za isti poļetni udeo kore i rastvaraļa ï drugi naļin prevazivaģenja 

bi podrazumevao ukljuļivanje povrġine interferenta u ukupnu povrġinu pika trifloksistrobina i 

pri obradi uzorka i pri obradi svih kalibracionih standarda. 
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Slika 4.1-18 SIM hromatogrami preļiġĺenih ekstrakata kore Greni Smita: blank i standarda (DBA + pesticidi) u 

rasponu koncentracija od 0,10 do 5,00 µgmL-1 
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Slika 4.1-19 Interferenca u blizini vremena eluiranja trifloksistrobina nakon ekstrakcije jona m/z 116 i stepen 

interferencije u zavisnosti od koncentracije pesticida; standardi pesticida u blank ekstraktu kore Greni Smita ï A 

(0,25 µgmL-1), B (0,50 µgmL-1), C (1,00 µgmL-1) 
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Linearnost i opseg metode. Tabela 4.1-4 sadrģi sistematizovane podatke kalibracionih krivi 

koje pokrivaju procenjeni linearni opseg metode za sve tri ispitivane sorte. Linearnost metode 

je ispitivana u analitiļkom opsegu 0,01 ï 5,00 mgkg-1 sa ukupno 14 koncentracija. Testirani 

analitiļki opseg se za veĺinu analita sastoji iz nekoliko linearnih opsega, koji pokrivaju oblast 

relativno niskih i relativno visokih koncentracija. Razlog za to je razliļita osetljivost prema 

analitima u ove dve oblasti koncentracija; osetljivost za oblast relativno niskih koncentracija je 

veĺa od osetljivosti za oblast relativno visokih koncentracija. Koeficijent korelacije je uvek 

iznad 0,9; za Ajdared se kreĺe od 0,9555 za trifloksistrobin (oblast niskih koncentracija) do 

0,9979 za trifloksistrobin (oblast visokih koncentracija), za Zlatni Deliġes od 0,9711 za 

trifloksistrobin (oblast niskih koncentracija) do 0,9996 za pirimetanil (oblast visokih 

koncentracija), a za Greni Smit od 0,9756 za pirimetanil (oblast niskih koncentracija) do 1,00 

za pirimetanil (oblast visokih koncentracija). 

Taļnost i preciznost. U matriksu Zlatnog Deliġesa i Ajdareda vrednosti taļnosti i repetabilnosti 

za odabrane nivoe koncentracija kao i vrednosti srednje taļnosti i srednje preciznosti za sve 

analite su u granicama koje propisuje SANTE direktiva za validaciju (EC: 

SANTE/12682/2019), izuzev za bifentrin u matriksu Zlatnog Deliġesa (Tabela 4.1-5). Za 

bifentrin vrednosti srednje taļnosti i srednje preciznosti se nalaze u okviru proġirenih granica 

koje propisuje SANTE, tj vrednosti taļnosti koje su izvan opsega 70ï120 % su prihvatljive ako 

su ujednaļene (RSD =<20 %), ali srednja taļnost treba da leģi u granicama od 30 % do 140 %. 

MeĽutim, na srednjem nivou koncentracija (1 mgkg-1) taļnost je neġto niģa, a repetabilnost 

neġto viġa u odnosu na propisani limit. 

U matriksu Greni Smita, vrednosti srednje taļnosti i srednje preciznosti za sve analite leģe u 

okviru proġirenih granica SANTE direktive, sa vrednostima parametara neġto niģim u odnosu 

na druge dve sorte. U okviru pojedinaļnih koncentracionih nivoa taļnost za pirimetanil i 

bifentrin na 1 mgkg-1 i za boskalid na 5 mgkg-1 je <30%. Opġti trend niģe taļnosti za bifentrin 

se moģe objasniti najmanjom polarnoġĺu ovog pesticida (log Kow, Tabela 2.2-1ïTabela 2.2-5), 

a time i veĺim afinitetom prema precipitatu voska u odnosu na metanol, u okviru pripreme 

uzorka ï koraka izmene rastvaraļa. Drugim reļima postoji veĺa verovatnoĺa za okluziju 

bifentrina u precipitat. 

Kada se uporede heksanski ekstrakt Greni Smit sorte sa heksanskim ekstraktima Zlatnog 

Deliġesa i Ajdareda, uoļava se oko 2,3 i 2,9 puta veĺa zastupljenost jedinjenja na 12,35 minuta. 

U skladu sa time niģa taļnost za sve analite u matriksu Greni Smita bi mogla da se objasni 

znatno veĺom koliļinom jedinjenja iz frakcije voskova ï koje ukazuje na veĺu ukupnu koliļinu 

voskova koja ova sorta ima u odnosu na druge dve ï koja vodi veĺoj koliļini precipitata u okviru 

IR/PNT koraka i podjednake verovatnoĺe okluzije pesticida, nezavisno od njihove polarnosti. 
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Tabela 4.1-4 Parametri kalibracionih krivi koje pokrivaju linearni opseg metode 

Analit Opseg, mgkg-1 Broj standarda Nagib Odseļak Koeficijent korelacije 

  Ajdared    

Pirimetanil 0,01 ï 0,05 8 13124284 81946 0,9889 

Pirimetanil 0,05 ï 1,00 5 2326827 566973 0,9894 

Ciprodinil 0,01 ï 0,05 8 7544066 51824 0,9708 

Ciprodinil 0,05 ï 1,00 4 1310346 383465 0,9923 

Trifloksistrobin 0,01 ï 0,05 8 4918559 91799 0,9555 

Trifloksistrobin 0,10 ï 5,00 5 650928 332625 0,9979 

Bifentrin 0,01 ï 0,05 8 5342572 138699 0,9717 

Bifentrin 0,10 ï 5,00 6 650450 150878 0,9568 

Boskalid 0,01 ï 0,25 7 4971179 64220 0,9960 

  Zlatni Deliġes    

Pirimetanil 0,01 ï 0,05 8 5077921 51888 0,9879 

Pirimetanil 0,05 ï 1,00 4 1463356 240632 0,9996 

Ciprodinil 0,01 ï 0,05 8 4759459 32404 0,9770 

Ciprodinil 0,50 ï 5,00 4 1324201 -178211 0,9994 

Trifloksistrobin 0,01 ï 0,05 8 2679939 405257 0,9711 

Trifloksistrobin 0,05 ï 0,50 4 1081989 459025 0,9938 

Trifloksistrobin 1,00 ï 5,00 3 880706 2090378 0,9860 

Bifentrin 0,01 ï 0,05 8 3986514 41887 0,9932 

Bifentrin 0,05 ï 1,00 5 620630 212272 0,9957 

Boskalid 0,01 ï 0,05 8 4000961 261453 0,9932 

Boskalid 0,10 ï 5,00 6 295501 527555 0,9741 

  Greni Smit    

Pirimetanil 0,01 ï 0,03 5 5539567 35057 0,9756 

Pirimetanil 0,03 ï 0,05 4 11883627 -165554 0,9900 

Pirimetanil 0,05 ï 5,00 6 2783083 287337 1,0000 

Ciprodinil 0,01 ï 0,05 6 6123424 86055 0,9871 

Ciprodinil 0,05 ï 5,00 6 1867506 270286 1,0000 

Trifloksistrobin 0,015 ï 0,05 5 3608163 208707 0,9826 

Trifloksistrobin 0,10 ï 5,00 6 772676 299341 0,9998 

Bifentrin 0,02 ï 1,00 9 2664867 383158 0,9939 

Boskalid 0,025 ï 0,10 6 1934918 100589 0,9854 

Boskalid 0,10 ï 5,00 5 817096 215031 0,9993 

NC ï broj kalibracionih standarda   

  



 

124 

 

Tabela 4.1-5 Taļnost i preciznost metode MET-GC-R 

Koncentracija, mg kg-1 

Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid 

Zlatni Deliġes 

0,10 
Taļnost, % 67,53 104,47 94,90 41,23 76,39 

Repetabilnost, % 15,49 12,24 10,08 12,12 15,33 

1,00 
Taļnost, % 88,32 101,17 90,06 28,32 91,67 

Repetabilnost, % 20,07 22,30 27,15 23,77 18,24 

5,00 
Taļnost, % 93,25 92,15 94,88 40,27 97,29 

Repetabilnost, % 7,71 7,75 9,11 6,73 6,52 

Srednja taļnost, %* 83,03 99,26 93,28 36,60 88,45 

Srednja preciznost, %**  14,42 14,09 15,45 14,20 13,36 

Koncentracija, mg kg-1 Ajdared 

0,10 
Taļnost, % 78,24 87,82 92,64 78,75 72,56 

Repetabilnost, % 11,71 14,63 8,90 20,54 27,66 

1,00 
Taļnost, % 91,26 96,52 119,47 71,65 80,79 

Repetabilnost, % 9,37 10,42 10,93 11,40 11,06 

5,00 
Taļnost, % 98,00 102,12 117,44 33,13 96,69 

Repetabilnost, % 12,31 12,27 10,31 16,52 12,13 

Srednja taļnost, % 89,17 95,49 109,85 61,18 83,35 

Srednja preciznost, % 11,13 12,44 10,05 16,15 16,95 

Koncentracioni nivo, mg kg-1 Greni Smit 

0,10 
Taļnost, % 56,00 57,10 82,72 45,52 63,56 

Repetabilnost, % 18,89 21,34 19,71 12,02 17,99 

1,00 
Taļnost, % 24,90 30,46 36,73 24,25 32,04 

Repetabilnost, % 20,00 12,98 15,70 13,77 17,56 

5,00 
Taļnost, % 39,97 35,10 45,84 39,79 29,86 

Repetabilnost, % 1,34 1,11 20,20 4,41 7,72 

Srednja taļnost, % 40,29 40,89 55,10 36,52 41,82 

Srednja preciznost, % 13,41 11,81 18,53 10,06 14,42 
*Suma taļnosti za 3 koncentracije podeljena sa brojem koncentracija 
**  Koeficijent varijacije taļnosti za 3 koncentracije 

Matriks efekat. Matriks efekat u nepreļiġĺenom ekstraktu je za pirimetanil procenjivan u 

opsegu 0,10 ï 2,50 µgmL-1 u okviru sorti Zlatni Deliġes i Greni Smit, dok je u okviru sorte 

Ajdared procenjivan u opsegu 0,10 ï 5,00 µgmL-1. Za ciprodinil, matriks efekat je procenjivan 

u opsegu 0,10 ï 2,50 µgmL-1 u okviru sorte Greni Smit i u opsegu 0,10 ï 5,00 µgmL-1 za ostale 

dve sorte. Matriks efekat za trifloksistrobin je procenjivan u opsegu 0,10 ï 2,50 µgmL-1 za sortu 

Zlatni Deliġes i u opsegu 0,10 ï 5,00 µgmL-1 u okviru sorti Ajdared i Greni Smit. Matriks efekat 

za bifentrin je procenjivan u linearnom opsegu 0,10 ï 5,00 µgmL-1 za sorte Zlatni Deliġes i 

Ajdared i u opsegu 1,00 ï 5,00 µgmL-1 za sortu Greni Smit. U okviru ovih opsega je na osnovu 

grafiļke zavisnosti matriks efekta od koncentracije standarda utvrĽeno da ne postoji znaļajna 

promena matriks efekta sa koncentracijom analita.  

U okviru sorte Zlatni Deliġes se uoļava pozitivan matriks efekat za sve analite koji je izvan 

granica umerenog; kreĺe se od 30,56 % za pirimetanil do 60,84 % za bifentrin (Slika 4.1-20). 

U okviru sorti Ajdared i Greni Smit se uoļava pozitivan matriks efekat, ali manje izraģen u 
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odnosu na Zlatni Deliġes; kreĺe se od 6,69 % za ciprodinil do 20,19 % za trifloksistrobin za 

sortu Ajdared i od 21,08 % za pirimetanil do 23,71 % za trifloksistrobin za sortu Greni Smit. 

Opseģnije ispitivanje matriks efekta u heksanskim ekstraktima kore i pulpe Zlatnog Deliġesa i 

Greni Smita koncentracije 1,00 gmL-1 je pokazalo da se u ekstraktima pulpe javlja pozitivan, a 

u ekstraktima kore negativan matriks efekat i da je manifestacija najizraģenija za sortu Greni 

Smit (Brankoviĺ et al., 2019). Razlika u predznaku matriks efekta je objaġnjena razliļitom 

koliļnom voskova u ova dva matriksa; inverzija iz pozitivnog u negativan matriks efekat u kori 

je verovatno posledica delimiļnog isparavanja ili kondenzacije isparenog dela znatno veĺih 

koliļina teġko isparljivih voskova prisutnih u kori, koji fiksiraju analite u okviru depozita i/ili 

blokiraju ulaz na kolonu, a time i nanoġenje analita. Isto ispitivanje je pokazalo da razblaģenje 

ekstrakata kore Greni Smita vodi inverziji matriks efekta iz negativnog u pozitivni. Inverzija za 

trifloksistrobin se kreĺe od -2,80 % za ekstrakt koncentracije 0,80 gmL-1 do 19,20 % za ekstrakt 

koncentracije 0,10 gmL-1. Inverzija za ciprodinil se kreĺe od  -22,50 do 51,50 %, za pirimetanil 

od -33,00 to 106,40 %, a za bifentrin od 0,98 do 39,20 %. Pojava inverzije sa razblaģenjem je 

objaġnjena smanjivanjem koncentracije voskova u ekstraktu, ispod kritiļne koncentracije koja 

vodi blokiranju ulaza kolone/fiksaciji analita. Rezultati prezentovani u ovom istraģivanju 

obuhvataju procenu matriks efekta u heksanskom ekstraktu kore koncentracije 0,50 gmL-1, pa 

je manifestacija pozitivnog matriks efekta u skladu sa rezultatima opseģnijeg ispitivanja. 

Matriks efekat u preļiġĺenim ekstraktima se za sve analite kreĺe u granicama ± 5% odnosno 

moģe se smatrati eliminisanim (Slika 4.1-20). S obzirom da je glavni ishod preļiġĺavanja bilo 

uklanjanje voskova, moģe se smatrati da oni doprinose pojavi matriks efekta. 

 

  
Slika 4.1-20 Matriks efekat u nepreļiġĺenom i  preļiġĺenom ekstraktu kore Zlatnog Deliġesa, Ajdareda i Greni 

Smita 

Granica detekcije i granica kvantifikacije. Granice detekcije pirimetanila se kreĺu od 0,0005 

mgkg-1 u pulpi Ajdareda do 0,0112 mgkg-1 u kori Greni Smita (Tabela 4.1-6). Granice detekcije 

ciprodinila se kreĺu od 0,03 µgkg-1 u pulpi Ajdareda do 0,0082 mgkg-1 u kori Ajdareda. Granice 

detekcije trifloksistrobina se kreĺu od 0,0003 mgkg-1 u pulpi Ajdareda do 0,0102 mgkg-1 u kori 

Ajdareda. Granice detekcije bifentrina se kreĺu od 0,0006 mgkg-1 u pulpi Zlatnog Deliġesa do 

0,0105 mgkg-1 u kori Greni Smita. Granice detekcije boskalida se kreĺu od 0,0006 mgkg-1 u 

kori Ajdareda do 0,0111 mgkg-1 u plodu Zlatnog Deliġesa. 

Vrednosti od 0,03 i 0,1 µgkg-1 za ciprodinil u pulpi Ajdareda su najniģe procenjene granice 

detekcije i granice kvantifikacije metode, respektivno (Tabela 4.1-6). 
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Tabela 4.1-6 Granice detekcije i granice kvantifikacije instrumentalne i celokupne analitiļke metode sa 

pripadajuĺim parametrima 

Analit: Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid 

Matriks: Greni Smit 

Kora 

Nagib 8193173 6221740 4112370 4539999 3145579 

R2 0,9474 0,9861 0,9613 0,9528 0,9605 

m LOD, mg kg-1 0,0112 0,0056 0,0095 0,0105 0,0096 

m LOQ, mg kg-1 0,0339 0,0171 0,0289 0,0320 0,0292 

Plod 

Nagib 8969544 7569223 4815723 3914456 4101115 

R2
 0,9781 0,9899 0,9439 0,9782 0,9985 

m LOD, mg kg-1
 0,0103 0,0052 0,0084 0,0094 0,0082 

m LOQ, mg kg-1
 0,0343 0,0173 0,0280 0,0313 0,0273 

Pulpa 

Nagib 12715256 11600234 5451398 5615554 7112396 

R2
 0,9885 0,9981 0,9799 0,9953 0,9999 

m LOD, mg kg-1
 0,0092 0,0038 0,0069 0,0078 0,0065 

m LOQ, mg kg-1
 0,0306 0,0126 0,0230 0,0260 0,0216 

Matriks: Ajdared 

Kora 

Nagib 13124284 7544066 4918559 5342572 3686890 

R2 0,9870 0,9659 0,9481 0,9670 0,9997 

m LOD, mg kg-1 0,0050 0,0082 0,0102 0,0081 0,0006 

m LOQ, mg kg-1 0,0152 0,0249 0,0310 0,0245 0,0020 

Plod 

Nagib 11032089 8877987 3524236 6254538 2347766 

R2
 0,9974 0,9883 0,9867 0,9970 0,9983 

m LOD, mg kg-1
 0,0024 0,0051 0,0055 0,0026 0,0019 

m LOQ, mg kg-1
 0,0072 0,0156 0,0167 0,0078 0,0058 

Pulpa 

Nagib 11220945 8716154 3636193 7744281 2318595 

R2
 0,9998 0,9999 0,9999 0,9997 0,9987 

m LOD, mg kg-1
 0,0005 0,00003 0,0003 0,0007 0,0016 

m LOQ, mg kg-1
 0,0016 0,0001 0,0009 0,0023 0,0050 

Matriks: Zlatni Deliġes 

Kora 

Nagib 5077921 4759459 2713856 3986514 4002465 

R2 0,9879 0,9770 0,9998 0,9931 0,9937 

m LOD, mg kg-1 0,0052 0,0073 0,0004 0,0039 0,0037 

m LOQ, mg kg-1 0,0159 0,0221 0,0014 0,0119 0,0114 

Plod 

Nagib 12334123 7272817 3256412 4312043 2191259 

R2
 0,9992 0,9958 0,9611 0,9761 0,9481 

m LOD, mg kg-1
 0,0013 0,0030 0,0095 0,0074 0,0111 

m LOQ, mg kg-1
 0,0039 0,0093 0,0289 0,0225 0,0337 

Pulpa 

Nagib 11949084 9176957 3123992 7383290 2803416 

R2
 0,9989 0,9978 0,9864 0,9998 0,9994 

m LOD, mg kg-1
 0,0015 0,0022 0,0055 0,0006 0,0010 

m LOQ, mg kg-1
 0,0046 0,0067 0,0169 0,0020 0,0032 
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4.1.2.3 Migracija pesticida kroz koru jabuke 

S obzirom na uoļen problem selektivnosti za trifloksistrobin, radi taļnijeg odreĽivanja 

koncentracije ovog pesticida u okviru ispitivanja migracije uveden je korak dodatnog 

preļiġĺavanja ekstrakta ekstrakcijom na ļvrstoj fazi u odnosu na metodu MET-GC-R. Glavna 

prednost preļiġĺavanja sa datim koliļinama sorbenata je znaļajno rastereĺenje ekstrakata kore 

od farnesena i jedinjenja iz klase estara (Slika 4.1-21), kao i potpuno uklanjanje ovih jedinjenja 

iz ekstrakata pulpe (Slika 4.1-22). Preļiġĺavanje je takoĽe rezultiralo uklanjanjem pigmenata 

koji su se zadrģali na C18 sorbentu (Slika 4.1-24). Posmatrajuĺi hromatogram ekstrakta kore 

Zlatnog Deliġesa nakon oba koraka preļiġĺavanja (Slika 4.1-23) zakljuļuje se da se uklanjanjem 

pigmentacije i rastereĺenjem ekstrakta kore otklanja problem selektivnosti za trifloksistrobin. 

 

Slika 4.1-21 Hromatogram blank ekstrakata kore Zlatnog Deliġesa nakon prvog i nakon prvog i drugog 

preļiġĺavanja u scan reģimu 

 

Slika 4.1-22 Hromatogram blank ekstrakata pulpe Zlatnog Deliġesa nakon prvog i nakon prvog i drugog 

preļiġĺavanja u scan reģimu 
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Slika 4.1-23 SIM hromatogrami ekstrakata kore Greni Smita nakon koraka SPE, sa internim standardom (1 

µgmL-1), bez dodatih pesticida i sa dodatim pesticidima (0,45 µgmL-1) 

 

Florisil® i sorbent na bazi C18 faze su kombinovani zbog toga ġto se razlikuju u polarnosti i u 

mehanizmima vezivanja primesa, pa je pretpostavka da bi spektar vezanih primesa bio veĺi 

nego pri upotrebi samo C18 sorbenta. Drugi sloj C18 sorbenta (koji sledi Florisil®, na dnu 

kertridģa) je uveden jer su ekstrakti Zlatnog Deliġesa, ali i Ajdareda u zavisnosti od zrelosti 

ploda, optereĺeni pigmentima, pa je kapacitet prvog sloja C18 probijen; sukcesivnom primenom 

C18 faze je ujedno obezbeĽena viġestepena ekstrakcija neļistoĺa, po analogiji sa viġestepenim 

teļno-teļno ekstrakcijama (Slika 4.1-24). Nakon apliciranja ekstrakta u metanolu, deo pesticida 

prolazi kolonu bez zadrģavanja, a deo biva zadrģan. Selektivno eluiranje zadrģane frakcije je 

vrġeno metanolom. Ostali eluenti ï testirani su aceton, dihlormetan, etanol, acetonitril ï su se 

pokazali manje pogodnim, jer eluiraju i obojene primese sa C18 faze. 

 

Slika 4.1-24 Ilustracija SPE procedure i kertridģ nakon preļiġĺavanja uzorka 
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Ispitivanje stepena usvajanja pesticida metodom potapanja 

Granice detekcije (mLOD) i granice kvantifikacije metode (mLOQ) za koru se kreĺu u granicama 

od 0,012 do 0,020 i od 0,037 do 0,061 mgkg-1, respektivno. Granice detekcije i granice 

kvantifikacije metode za pulpu se kreĺu u granicama od 0,009 do 0,026 i od 0,028 do 0,079 

mgkg-1, respektivno (Tabela 4.1-7). 

Tabela 4.1-7 mLOD i mLOQ vrednosti za MET-GC-R metodu proġirenu za korak SPE preļiġĺavanja 

 Analit mLOD, mgkg-1 mLOQ, mgkg-1 

 

 

Matriks: 

Kora 

Pirimetanil 0,016 0,048 

Ciprodinil 0,020 0,060 

Trifloksistrobin 0,020 0,061 

Bifentrin 0,012 0,037 

Boskalid 0,016 0,050 

   

Matriks: 

Pulpa 

Pirimetanil 0,010 0,032 

Ciprodinil 0,015 0,047 

Trifloksistrobin 0,009 0,028 

Bifentrin 0,026 0,079 

Boskalid 0,011 0,035 

Reziduali pesticida vs. Vreme ekspozicije. Kvantifikacija u uzorcima kore je za sve analite 

vrġena u linearnom analitiļkom opsegu 0,00 ï 0,70 mgkg-1. Linearni opseg za trifloksistrobin 

je obuhvatio svih 10 kalibracionih standarda, dok je taj broj manji za ostale analite (Tabela 

4.1-8). Kvantifikacija u uzorcima pulpe je vrġena u linearnom analitiļkom opsegu 0,00 ï 0,20 

mgkg-1 za sve analite, izuzev boskalida za koji je linearnost procenjena u opsegu 0,01 ï 0,10 

mgkg-1. 

Tabela 4.1-8 Parametri kalibracionih kriva koriġĺenih u kvantifikaciji uzoraka kore i pulpe u okviru eksperimenta 

praĺenja usvajanja pesticida tokom vremena 

Analit Linearni opseg, mgkg-1 (Nc) Koeficijent korelacije Nagib Odseļak 

 Matriks: Kora 

Pirimetanil 0,00 ï 0,70 (7) 0,9801 11,0879 -0,0571 

Ciprodinil 0,00 ï 0,70 (7) 0,9725 6,3243 0,1843 

Trifloksistrobin 0,00 ï 0,70 (10) 0,9943 9,0365 -0,0701 

Bifentrin 0,00 ï 0,70 (8) 0,9756 6,3626 0,2656 

Boskalid 0,00 ï 0,70 (8) 0,9958 6,4708 -0,0039 

 Matriks: Pulpa 

Pirimetanil 0,00 ï 0,20 (5) 0,9988 14,5238 0,2998 

Ciprodinil 0,00 ï 0,20 (5) 0,9981 7,2048 0,4253 

Trifloksistrobin 0,00 ï 0,20 (7) 0,9944 12,4337 -0,0165 

Bifentrin 0,00 ï 0,20 (6) 0,9910 8,1717 0,1213 

Boskalid 0,01 ï 0,10 (5) 0,9896 7,4526 -0,0399 

NC ï broj kalibracionih standarda  

Koliļina svakog od pesticida u prvom sloju pulpe je za svaki od intervala potapanja bila ispod 

granice kvantifikacije metode za ovaj matriks; zakljuļeno je da nema znaļajnog prodora 

pesticida kroz koru u testiranim intervalima potapanja. Koliļina pirimetanila i ciprodinila u kori 
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se kreĺe od 0,087 i 0,045 mgkg-1 za interval potapanja od 0,5 minuta do 0,393 i 0,378 mgkg-1 

za interval potapanja od 7,5 minuta, respektivno (Tabela 4.1-9). Najveĺa tendencija ka sorpciji 

na plod jabuke je uoļena za bifentrin, kojeg je detektovano 3,686 mgkg-1 nakon 7,5 minuta 

potapanja, dok je najniģu tendenciju pokazao boskalid, koji nije detektovan u kori nakon 0,5 

minuta potapanja, a dostiģe koliļinu od 0,094 mgkg-1 nakon 7,5 minuta potapanja. TakoĽe, 

nakon 0,5 minuta potapanja koliļina trifloksistrobina u kori je oko procenjene mLOD, taļnije 

neġto je niģa od nje (0,017 mgkg-1). Korelacija intervala potapanja ploda i koliļine pesticida u 

kori je dvojaka. IzmeĽu ovih parametara uoļena je linearna zavisnost za pirimetanil, ciprodinil 

i trifloksistrobin, a eksponencijalna za bifentrin (Slika 4.1-25 - Slika 4.1-27). Za boskalid nije 

uoļena definisana zavisnost. Ukoliko se brzina poveĺanja koncentracije pesticida u kori 

posmatra kroz nagib linearnih kriva, moģe se smatrati da su brzine sorpcije meĽusobno 

uporedive za pirimetanil i ciprodinil, i da su neġto veĺe od brzine sorpcije trifloksitrobina. 

Ukoliko se uzme u obzir proseļna masa kore dobijena sa tri potapana ploda (replikata) i masa 

svakog pesticida u 300 mL rastvora za potapanje koncentracije 1 mgL-1, moģe se izraļunati 

koliļina pesticida u kori (mgkg-1) u hipotetiļkom sluļaju 100 % sorpcije. U tom sluļaju, 

teoretski maksimum za svaki pesticid bi bio: 19,75 mgkg-1; 21,30 mgkg-1; 21,79 mgkg-1; 18,83 

mgkg-1 i 19,00 mgkg-1 u kori plodova potapanih u trajanju od 0,5; 1,5; 4,0; 5,5 i 7,5 minuta, 

respektivno. U tom sluļaju je moguĺe izraļunati procenat usvajanja pesticida nakon svakog od 

intervala potapanja (Tabela 4.1-9). 

 

 

Slika 4.1-25 Odnos izmeĽu perioda potapanja plodova u rastvor pesticida i detektovane koliļine pirimetanila i 

ciprodinila u kori 

 

Slika 4.1-26 Odnos izmeĽu perioda potapanja plodova u rastvor pesticida i detektovane koliļine trifloksistrobina 

i boskalida u kori 
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Slika 4.1-27 Odnos izmeĽu perioda potapanja plodova 

u rastvor pesticida i detektovane koliļine bifentrina u 

kori  

 

Iz rastvora se na plod nakon 7,5 minuta potapanja aplicira skoro 20 % poļetne mase bifentrina 

i oko 2 % pirimetanila i ciprodinila, dok je procenat apliciranog trifloksistrobina i boskalida 

oko 0,5 %. Sa porastom duģine potapanja plodova procenat apliciranog pirimetanila, ciprodinila 

i trifloksistrobina raste linearno (R2 = 0,9974, 0,9762 i 0,9589 respektivno), ali u vrlo malom 

opsegu, ġto ukazuje da ne dolazi do znaļajne promene koncentracije ovih pesticida u rastvoru. 

Procenat apliciranog bifentrina raste eksponencijalno (R2 = 0,9709), dok procenat apliciranog 

boskalida ostaje ujednaļen. 

 

Tabela 4.1-9 Koliļina pesticida u kori i procenat usvajanja pesticida (n=3) nakon potapanja plodova u rastvor 

pesticida koncentracije 1 mgL-1 u razliļitom trajanju 

Vreme, 

min 
Koliļina Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid 

0,50 

mgkg-1 

(RSD, %) 

0,087 

(32,35) 

0,045 

(24,80) 

(<mLOQ) 

<mLOD 0,058 

(15,75) 

nije 

detektovan 

% sorpcije 0,44 0,23 / 0,29 / 

1,50 

mgkg-1 

(RSD, %) 

0,128 

(31,09) 

0,143 

(18,76) 

0,028 

(7,01) 

(<mLOQ) 

0,204 

(15,25) 

0,022 

(32,18) 

(<mLOQ) 

% sorpcije 0,60 0,67 0,13 0,96 0,10 

4,00 

mgkg-1 

(RSD, %) 

0,278 

(35,68) 

0,278 

(18,83) 

0,088 

(29,64) 

0,903 

(26,67) 

0,076 

(17,49) 

% sorpcije 1,28 1,28 0,41 4,15 0,35 

5,50 

mgkg-1 

(RSD, %) 

0,297 

(32,08) 

0,325 

(26,69) 

0,084 

(44,25) 

1,720 

(23,72) 

0,046 

(25,85) 

(<mLOQ) 

% sorpcije 1,58 1,73 0,45 9,13 0,25 

7,50 

mgkg-1 

(RSD, %) 

0,393  

(21,54) 

0,378  

(13,13) 

0,113  

(23,64) 

3,686  

(8,69) 

0,094  

(1,23) 

% sorpcije 2,07 1,99 0,59 19,39 0,49 
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Reziduali pesticida vs. Koncentracija rastvora. Kvantifikacija u uzorcima kore je za sve 

analite vrġena u linearnom analitiļkom opsegu 0,00 ï 0,70 mgkg-1. Linearni opseg za 

trifloksistrobin je obuhvatio svih 10 kalibracionih standarda, dok je taj broj manji za ostale 

analite (Tabela 4.1-10). Kvantifikacija u uzorcima pulpe je vrġena u linearnom analitiļkom 

opsegu 0,00 ï 0,20 mgkg-1 za trifloksistrobin i bifentrin, u linearnom opsegu 0,00 ï 0,075 

mgkg-1 za pirimetanil i ciprodinil i u linearnom opsegu 0,01 ï 0,10 mgkg-1 za boskalid (Tabela 

4.1-10). 

 

Tabela 4.1-10 Parametri kalibracionih krivi koriġĺenih u kvantifikaciji uzoraka kore i pulpe u okviru eksperimenta 

praĺenja usvajanja pesticida sa porastom koncentracije rastvora 

Analit Linearni opseg, mgkg-1 (Nc) Koeficijent korelacije Nagib Odseļak 

 Matriks: Kora 

Pirimetanil 0,00 ï 0,70 (5) 0,9996 10,7749 0,2116 

Ciprodinil 0,00 ï 0,70 (5) 0,9983 6,8006 0,2753 

Trifloksistrobin 0,00 ï 0,70 (10) 0,9955 10,2371 -0,0141 

Bifentrin 0,00 ï 0,70 (7) 0,9894 7,2319 0,2570 

Boskalid 0,00 ï 0,70 (9) 0,9945 8,1220 -0,0418 

 Matriks: Pulpa 

Pirimetanil 0,00 ï 0,075 (4) 0,9924 15,5154 0,3557 

Ciprodinil 0,00 ï 0,075 (4) 0,9956 7,2913 0,5043 

Trifloksistrobin 0,00 ï 0,20 (7) 0,9880 15,1614 0,0366 

Bifentrin 0,00 ï 0,20 (5) 0,9978 9,9409 0,1960 

Boskalid 0,01 ï 0,20 (5) 0,9957 13,0055 -0,0669 

NC ï broj kalibracionih standarda 

 

Analizom nasumiļno odabranih plodova iz skupa plodova odreĽenih za ovaj eksperiment je 

utvrĽeno da nema prisustva testiranih pesticida (Tabela 4.1-11); s obzirom na odabir plodova 

po principu sluļajnog uzorka, moģe se smatrati da su odabrani blank uzorci reprezentativi. 

Koliļina pirimetanila u kori plodova se kreĺe od 0,092 mgkg-1 za plodove potapane u rastvor 

koncentracije 1,00 mgL-1 do 4,051 mgkg-1 za plodove potapane u rastvor koncentracije 20,00 

mgL-1. Raspon detektovanih koliļina ciprodinila u testiranom opsegu koncentracija je od 0,542 

do 6,135 mgkg-1, trifloksistrobina od 0,176 do 0,643 mgkg-1 i bifentrina od 0,293 do 0,745 

mgkg-1. Koliļina boskalida u kori ploda potapanog u rastvor koncentracije 1,00 mgL-1 je ispod 

procenjene mLOD (0,010 mgkg-1), a u oblasti koncentracija rastvora 5,00 ï 20,00 mgL-1 se kreĺe 

od 0,070 do 0,354 mgkg-1. 

IzmeĽu koliļine pirimetanila, ciprodinila, trifloksistrobina i boskalida u kori i koncentracije 

ovih pesticida u rastvoru uoļena je eksponencijalna zavisnost (Slika 4.1-28 - Slika 4.1-30); sa 

porastom koncentracije rastvora kojem se plodovi izlaģu raste koliļina pesticida u kori, sa 

visokim stepenom korelacije. IzmeĽu koliļine bifentrina u kori i koncentracije ovog pesticida 

u rastvoru nije uoļena posebna zavisnost (Slika 4.1-29), jer porast koncentracije rastvora od 

5,00 do 15,00 mgL-1 nije doveo do znaļajne promene u koliļini bifentrina u kori. MeĽutim, ako 

se promena koliļine ovog pesticida posmatra za tri koncentracije rastvora (1,00; 10,00 i 20,00 

mgL-1) uoļava se jaka linearna korelacija (R2 = 0,9991). 
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Tabela 4.1-11 Koliļina pesticida u kori i procenat usvajanja pesticida (n=3) nakon potapanja plodova u trajanju 

od 1,50 minuta u rastvore pesticida rastuĺih koncentracija 

Koncentracija 

rastvora, mgL-1 
Koliļina Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid 

0,00 

mgkg-1 

(RSD, %) 
<mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD 

% 

sorpcije 
/ / / / / 

1,00 

mgkg-1 

(RSD, %) 

0,092 

(33,55) 

0,542 

(22,98) 

0,176  

(22,15) 

0,293 

(2,08) 
<mLOD 

% 

sorpcije 
0,53 3,12 1,01 1,69 / 

5,00 

mgkg-1 

(RSD, %) 

0,152 

(9,83) 

0,966  

(2,97) 

0,253  

(10,30) 

0,500 

(19,86) 

0,070  

(25,63) 

% 

sorpcije 
0,18 1,17 0,31 0,61 0,09 

10,00 

mgkg-1 

(RSD, %) 

0,803 

(29,37) 

1,210 

(22,10) 

0,329  

(42,71) 

0,496 

(26,28) 

0,124  

(34,10) 

% 

sorpcije 
0,46 0,70 0,19 0,29 0,07 

15,00 

mgkg-1 

(RSD, %) 

1,551 

(24,12) 

3,077 

(26,29) 

0,404  

(10,05) 

0,405 

(26,70) 

0,190  

(15,36) 

% 

sorpcije 
0,58 1,16 0,15 0,15 0,07 

20,00 

mgkg-1 

(RSD, %) 

4,051 

(10,05) 

6,135 

(24,39) 

0,643  

(5,56) 

0,745 

(17,91) 

0,354  

(8,13) 

% 

sorpcije 
1,07 1,62 0,17 0,20 0,09 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 4.1-28 Odnos izmeĽu koncentracije 

pirimetanila i ciprodinila u rastvoru za 

potapanje i koncentracije odreĽene u kori  
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Slika 4.1-29 Odnos izmeĽu koncentracije 

trifloksistrobina i bifentrina u rastvoru za potapanje 

i koncentracije odreĽene u kori  

 

Procenat apliciranja pesticida iz rastvora na plod je nizak i kreĺe se u uskim granicama, od 0,07 

% za boskalid u rastvorima koncentracije 10,00 i 15,00 mgL-1 do 3,12 % za ciprodinil u rastvoru 

koncentracije 1,00 mgL-1. Interesantno je da se procenat mase apliciranog trifloksistrobina i 

bifentrina sa porastom koncentracije rastvora smanjuje po logaritamskoj zavisnosti (R2 = 

0,9108 i 0,9573 za trifloksistrobin i bifentrin, respektivno), dok za boskalid nema znaļajne 

promene u procentu aplicirane mase. Za pirimetanil i ciprodinil se javlja minimum u procentu 

aplicirane mase u rastvoru koncentracije 5,00 i 10,00 mgL-1, respektivno. 

Posmatrajuĺi parametre u okviru ovih ispitivanja ï 

a) vreme kontakta plodova sa rastvorom i b) 

koncentracija rastvora ï uoļava se da je u prvom 

sluļaju uvek najviġe apliciranog bifentrina, a potom 

pirimetanila i ciprodinila, dok je u drugom sluļaju 

situacija obrnuta, viġe je apliciranog pirimetanila i 

ciprodinila poļevġi od rastvora koncentracije 10,00 

mgL-1. Veĺa koncentracija bifentrina u kori u odnosu 

na druge pesticide u prvom sluļaju moģe se objasniti 

ļinjenicom da bifentrin kao najnepolarnije odnosno 

najlipofilnije jedinjenje ima najveĺi podeoni 

koeficijent izmeĽu voskastog sloja sa povrġine 

ploda i vodenog rastvora pesticida. S obzirom da 

koeficijent raspodele zavisi od hemijskog sastava 

jedinjenja i polarnosti grupa u okviru njega, produģenje kontakta plodova sa rastvorom 

pesticida meĽusobno ne ujednaļava koliļine pesticida u kori, veĺ je limitirajuĺi faktor u sorpciji 

pesticida stepen njihove polarnosti. 

Iako se trifloksistrobin, zakljuļujuĺi na osnovu pKow, po lipofilnosti nalazi izmeĽu bifentrina i 

ostalih pesticida, njegova koliļina u kori je uvek manja od koliļine anilinopirimidina, a 

pribliģna koliļini boskalida. Uzrok ovoga moģe biti oblik i veliļina molekula i eventualne sterne 

smetnje koje mogu proisteĺi iz toga. Kada je vreme kontakta ograniļeno, a raste koncentracija 

pesticida kojoj se plodovi izlaģu, u kori znaļajno viġe ima ciprodinila i pirimetanila u odnosu 

na druge pesticide. Ako se izuzme boskalid, ovi pesticidi su posmatrajuĺi pKow najpolarniji i 

posmatrajuĺi strukturu i masu molekula najmanji, pa se njihova veĺa koliļina u kori moģe 

objasniti veĺim koeficijentom difuzije u odnosu na druge pesticide. Usled toga brģe difunduju 

Slika 4.1-30 Odnos izmeĽu koncentracije 

boskalida u rastvoru za potapanje i 

koncentracije odreĽene u kori 



 

135 

 

kroz rastvor do povrġine ploda, ali i brģe i lakġe ostvaruju prodor kroz povrġinske slojeve 

voskova za ograniļeno vreme kontakta. Sa porastom koncentracije preko 10,00 mgL-1 uoļava 

se ujednaļenje u koliļinama trifloksistrobina i bifentrina, odnosno njihove koncentracije 

postaju uporedive. 

Za boskalid se moģe reĺi, kada je u pitanju prodor kroz slojeve voska, da poseduje karakteristike 

veliļine i sastava molekula koji ga ļine manje prodornim u odnosu na ostale pesticide. Pored 

ovih sorpcionih karakteristika, izvesno je da odreĽeni doprinos imaju i aditivi koji potiļu iz 

komercijalnih preparata. Koncentracija aditiva je identiļna za sve rastvore u okviru ispitivanja 

vremena ekspozicije, dok u drugom delu eksperimenta raste sa porastom koncentracije pesticida 

u rastvorima. 

Ispitivanje migracij e pesticida u odnosu na strukturu ploda 

Koliļina pesticida u kori (mgkg-1) koja je odreĽena odmah po zavrġetku potapanja plodova, bez 

njihovog stajanja, usvojena je kao koliļina koja se datim postupkom potapanja aplicira na plod 

jabuke. Masa pesticida aplicirana ovim postupkom, izraļunata mnoģenjem izmerene koliļine 

(mgkg-1) i mase kore (kg), usvojena je u postupku praĺenja migracije pesticida kao poļetna 

masa pesticida prisutna u plodovima (100 %). 

Rezultati ispitivanja ekspozicije plodova niģim koncentracijama. Potapanje u trajanju od 2 

minuta u rastvor pesticida niģe koncentracije rezultuje apliciranom koliļinom od 0,205 mgkg-1 

kore za boskalid do 3,084 mgkg-1 kore za ciprodinil (Tabela 4.1-12); nijedan od ispitivanih 

pesticida nije detektovan u pulpi. Protokom vremena, koliļina pesticida u kori se smanjuje, 

manjim ili veĺim intenzitetom. Nakon 1h u kori je izmerena pribliģno dvostruko manja koliļina 

pirimetanila, ciprodinila i trifloksistrobina, dok je koliļina bifentrina i boskalida ispod granice 

detekcije metode. 

Iako se koliļina pesticida u kori smanjuje, preteģni razlog za to nije prodor pesticida u pulpu, 

veĺ verovatno isparavanje pesticida sa povrġine plodova tokom stajanja. U prilog tome govori 

koliļina pesticida izmerena u pulpi ï nakon 20 minuta stajanja, u prva tri sloja pulpe je izmereno 

0,042 mgkg-1 pirimetanila i 0,073 mgkg-1 ciprodinila, dok preostala tri pesticida nisu 

detektovana. Sa daljim porastom intervala stajanja uoļava se trend smanjenja koliļine 

ciprodinila i pirimetanila, do trenutka kada se viġe ne detektuju u pulpi (Tabela 4.1-12). Iz tog 

razloga je pretpostavljeno da se znaļajan deo aplicirane mase pesticida gubi usled isparavanja. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

136 

 

Tabela 4.1-12 Koliļina pesticida u kori i prva tri sloja pulpe plodova potapanih 2 min u rastvor koncentracije 15 

mgL-1, detektovana odmah po aplikaciji i nakon razliļitih intervala stajanja na sobnoj temperaturi 

Interval 

stajanja, 

min 

Koliļina Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid 

Kora 

0 
mgkg-1 

(RSD, %) 
1,980 

(38,59) 

3,084 

(21,41) 

0,462 

(13,55) 

0,229 

(28,75) 

0,205 

(40,73) 

20 
mgkg-1 

(RSD, %) 

1,252 

(24,02) 

1,846 

(13,27) 

0,401 

(14,51) 

0,024 

(7,78) 

<mLOQ 

0,190 

(29,35) 

40 
mgkg-1 

(RSD, %) 

1,279 

(16,60) 

2,224 

(15,90) 

0,499 

(10,05) 

0,080 

(13,76) 
<mLOD 

60 
mgkg-1 

(RSD, %) 

0,614 

(29,99) 

1,255 

(12,38) 

0,224 

(20,56) 
<mLOD <mLOD 

Pulpa 

0 
mgkg-1 

(RSD, %) 
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

20 
mgkg-1 

(RSD, %) 

0,042 

(28,33) 

0,073 

(33,61) 
n.d. n.d. n.d. 

40 
mgkg-1 

(RSD, %) 

0,023 

(29,01) 

0,052 

(19,73) 
n.d. n.d. n.d. 

60 
mgkg-1 

(RSD, %) 
n.d. <mLOD n.d. n.d. n.d. 

*n.d.-nije detektovan 

 

Posle 20 i 40 minuta, u kori se zadrģava oko 60 % ukupne mase pirimetanila, dok se taj procenat 

u pulpi kreĺe izmeĽu 1 i 3 %. Pretpostavka je da se pritom usled isparavanja gubi izmeĽu 30 i 

35 % pesticida. Ovaj procenat je najveĺi nakon 60 minuta i iznosi 70 % (Slika 4.1-31). Sliļan  

trend u raspodeli mase je uoļen i za ciprodinil. 

Oko 86 % mase trifloksistrobina je detektovano u kori nakon 20 i 40 minuta; nakon 60 minuta 

u kori je prisutno 46 % mase trifloksistrobina. U odnosu na ostale pesticide trifloksistrobin 

podleģe najmanjem gubitku usled isparavanja. 

Interesantno je da se nakon 20 minuta u kori nalazi oko 92 % apliciranog boskalida. Nakon 40 

i 60 minuta se moģe reĺi da boskalid nije prisutan ni u kori ni u pulpi, odnosno da je celokupna 

masa apliciranog boskalida isparila ili se degradirala (Slika 4.1-31). 

Nakon 20 i 40 minuta u kori je prisutno izmeĽu 10 i 30 % poļetne mase bifentrina, a nakon 60 

minuta bifentrin se u kori viġe ne detektuje. U pulpi ga nije moguĺe detektovati nakon nijednog 

vremenskog intervala.  
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Slika 4.1-31 Procentualna raspodela ukupne mase pirimetanila, ciprodinila, trifloksistrobina, bifentrina i 

boskalida izmeĽu kore, slojeva pulpe i gubitka usled pretpostavljenog isparavanja sa povrġine plodova po 

potapanju (2 min/15 mgL-1) i nakon razliļitih intervala stajanja na sobnoj temperaturi 
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Rezultati ispitivanja ekspozicije plodova viġim koncentracijama. Potapanje u trajanju od 2 

minuta u rastvor pesticida viġe koncentracije rezultuje apliciranom koliļinom od 12,710 mgkg-

1 kore za trifloksistrobin do 118,628 mgkg-1 kore za bifentrin; ni jedan od pesticida nije 

detektovan u pulpi (Tabela 4.1-13). Protokom vremena smanjuje se koliļina pesticida u kori. 

Nakon 72 h koliļina pesticida u kori se kreĺe od 5,891 mgkg-1 za pirimetanil do 23,594 mgkg-1 

za bifentrin. 

Nakon stajanja plodova, pesticidi su detektovani u pulpi (prva tri sloja, dubina 3-4 mm). 

Protokom vremena uoļava se porast koliļine pirimetanila sa 0,425 mgkg-1 nakon sat vremena 

stajanja na 1,847 mgkg-1 nakon 72 h stajanja. Za ostale pesticide ne postoji oļigledan trend u 

promeni njihove koliļine, ali su koliļine merljive, izuzev trifloksistrobina, ļija se koncentracija 

nakon 72 h pribliģava granici kvantifikacije. 

S obzirom da je vrġeno potapanje plodova u relativno koncentrovan rastvor, oļekivano je da 

oni budu detektovani i u dubljim slojevima pulpe, pa je izvrġena analiza i naredna tri sloja pulpe 

(4, 5, 6 sloj), koji sa prva tri sloja (1, 2, i 3 sloj) ļine ukupnu dubinu zahvatanja od 7-8 mm. U 

ovim slojevima pulpe (zbirno 4, 5, 6) pesticidi postaju detektabilni nakon 24 h stajanja plodova. 

Koliļine pirimetanila i ciprodinila nakon 24 h su vrlo uoļljive i iznose 0,222 i 0,104 mgkg-1 

respektivno, dok su koliļine ostalih pesticida po vrednosti izmeĽu granica detekcije i granica 

kvantifikacije metode. Nakon 72 h koliļine pirimetanila i ciprodinila iznose 0,834 i 0,129 

mgkg-1, respektivno. Trifloksistrobin nije detektovan, a koliļine bifentrina i boskalida su po 

vrednosti izmeĽu granica detekcije i granica kvantifikacije metode. 

 

Tabela 4.1-13 Koliļina pesticida u kori i prva tri sloja pulpe plodova potapanih 2 min u rastvor koncentracije 150 

mgL-1, detektovana odmah po aplikaciji i nakon razliļitih intervala stajanja na sobnoj temperaturi 

Interval 

stajanja, h 
Koliļina Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid 

Kora 

0 
mgkg-1 

(RSD, %) 

19,027 

(29,68) 

15,224  

(35,06) 

12,710  

(29,35) 

118,628 

(34,60) 

21,513  

(40,11) 

1 
mgkg-1 

(RSD, %) 

16,306 

(35,71) 

11,234  

(32,32) 

9,907  

(37,27) 

29,154  

(40,85) 

17,781  

(29,46) 

3 
mgkg-1 

(RSD, %) 

16,339 

(8,37) 

12,302  

(25,24) 

10,700  

(22,81) 

25,397  

(36,56) 

21,637  

(8,10) 

24 
mgkg-1 

(RSD, %) 

13,150 

(38,92) 

13,355  

(32,86) 

11,334  

(24,43) 

32,654  

(37,06) 

20,928  

(39,12) 

72 
mgkg-1 

(RSD, %) 

5,891 

(27,52) 

8,903  

(27,96) 

9,247  

(17,41) 

23,594  

(21,30) 

19,094  

(4,95) 

Pulpa 

0 
mgkg-1 

(RSD, %) 
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

1 
mgkg-1 

(RSD, %) 

0,425 

(22,66) 

0,344  

(15,01) 

0,061  

(17,57) 

0,226  

(14,77) 

0,097  

(2,16) 

3 
mgkg-1 

(RSD, %) 

0,386 

(25,42) 

0,397  

(15,63) 

0,116  

(25,40) 

0,280  

(46,48) 

0,197  

(38,69) 



 

139 

 

24 
mgkg-1 

(RSD, %) 

0,645 

(30,60) 

0,340  

(37,00) 

0,090  

(17,12) 

0,351  

(24,44) 

0,138  

(29,70) 

72 
mgkg-1 

(RSD, %) 

1,847 

(5,47) 

0,552  

(20,56) 

0,044  

(26,81) 

0,129  

(13,81) 

0,151  

(11,09) 

 

Sa porastom intervala stajanja procenat aplicirane mase pirimetanila koji je zadrģan u kori se 

smanjuje sa poļetnih 78 % posle 1 h do 28 % posle 72 h (Slika 4.1-32). Jedan od razloga je 

migracija pirimetanila u prva tri, ali i naredna tri sloja pulpe. Nakon 72 h procenat mase u 

povrġinskom sloju pulpe (prva 3 mm) je blizak procentu mase u kori i iznosi 26 %. Procenat 

pirimetanila za koji se pretpostavlja da je ispario se kreĺe od 20 do 30 %. 

Raspodela mase ciprodinila je bliska raspodeli za pirimetanil nakon 1 h i 3 h stajanja plodova 

(Slika 4.1-32). Nakon 24 h i 72 h procenat mase ciprodinila u kori iznosi 80 % i 55 %, 

respektivno. Procenat mase u povrġinskom sloju pulpe za iste intervale iznosi 6 % i 10 %. Moģe 

se zakljuļiti da je raspodela ciprodinila u intervalu od 1 h do 72 h manje ili viġe ujednaļena, 

odnosno da se preteģno vrġi izmeĽu kore i gubitka isparavanjem. 

Za trifloksistrobin i boskalid je karakteristiļno da se preteģno zadrģavaju u kori. Procenat 

zadrģavanja je iznad 70 % za trifloksistrobin i iznad 60 % za boskalid. S obzirom da su u oba 

slojeva pulpe detektovani u malim koliļinama, pretpostavlja se da je preostali deo ispario (Slika 

4.1-32). 

Situacija za bifentrin se razlikuje u odnosu na ostale pesticide, pre svega u apliciranoj koliļini. 

Zatim, procenat zadrģavanja ovog pesticida u kori je najmanji i iznosi oko 20 % kroz celokupan 

interval.  Procenat bifentrina u povrġinskom sloju pulpe se kreĺe od 0,5 do 0,8 %, ġto ukazuje 

da je preteģni deo ovog pesticida ispario sa povrġine ploda nakon aplikacije (Slika 4.1-32).  
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Slika 4.1-32 Procentualna raspodela ukupne mase pirimetanila, ciprodinila, trifloksistrobina, boskalida i 

bifentrina izmeĽu kore, slojeva pulpe i gubitka usled pretpostavljenog isparavanja sa povrġine plodova po 

potapanju (2 min/150 mgL-1) i nakon razliļitih intervala stajanja na sobnoj temperaturi 
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4.1.2.4 Rezultati ispitivanja jabuka sa trģiġta 

 

Targetirani pesticidi nisu detektovani u veĺini ispitivanih uzoraka odnosno njihove koliļine su 

ispod granice detekcije metode (Tabela 4.1-14). S obzirom da doprinos kore ukupnoj masi 

ploda iznosi ~10 %, koliļina pesticida na bazi ploda (mgkg-1) moģe se izraziti kao #ÐÌÏÄ
#ËÏÒÁ

 

Pirimetanil je detektovan dva puta u uzorcima ploda Ajdareda i jednom u uzorku ploda Zlatnog 

Deliġesa na 2 od 4 mesta uzorkovanja, ali su njegove koliļine ispod granice kvantifikacije 

metode u 2 od 3 sluļajeva. U sluļaju kada prelazi granicu kvantifikacije metode, koliļina 

pirimetanila iznosi 0,005 mgkg-1 ploda. Ni u jednom sluļaju izmerena koliļina ne prelazi MDK 

od 15,00 mgkg-1 ploda. 

Ciprodinil je detektovan ukupno osam puta, 4 puta u plodovima Ajdareda i Zlatnog Deliġesa i 

4 puta u kori sve tri sorte, na 3 od 4 mesta uzorkovanja. U 3 od 8 detektovanih sluļajeva koliļina 

ciprodinila prelazi granicu kvantifikacije metode i kreĺe se od 0,014 mgkg-1 ploda do 0,046 

mgkg-1 kore. Ni u jednom sluļaju izmerena koliļina ne prelazi MDK od 2,00 mgkg-1 ploda. 

Trifloksistrobin je detektovan ukupno 6 puta, 2 puta u pulpi Greni Smita i Ajdareda, 2 puta u 

plodu Ajdareda i 2 puta u kori Greni Smita i Ajdareda, na 2 od 4 mesta uzorkovanja. Koliļina 

trifloksistrobina prelazi granice kvantifikacije metode u 4 sluļaja i kreĺe se od 0,021 mgkg-1 

ploda do 0,100 mgkg-1 pulpe. Ni u jednom sluļaju izmerena koliļina ne prelazi MDK od 0,70 

mgkg-1 ploda. 

Bifentrin je detektovan ukupno 13 puta, pritom u svim segmentima Zlatnog Deliġesa sa 3 od 4 

mesta uzorkovanja, u svim segmentima Ajdareda sa 1 od 4 mesta uzorkovanja. Koliļina 

bifentrina prelazi granice kvantifikacije metode u 8 sluļajeva i kreĺe se od 0,004 do 0,03 mgkg-1 

pulpe. Ni u jednom sluļaju izmerena koliļina ne prelazi MDK od 0,10 mgkg-1 ploda. 

Boskalid je detektovan ukupno 4 puta u uzorcima sa jednog mesta uzorkovanja, u kori Greni 

Smita i Ajdareda i u kori i plodu Zlatnog Deliġesa. Izmerene koliļine prelaze granicu 

kvantifikacije metode i kreĺu se od 0,041 mgkg-1 ploda do 0,173 mgkg-1 kore. Ni u jednom 

sluļaju izmerena koliļina ne prelazi MDK od 2 mgkg-1 ploda. 

Prema dobijenim rezultati za integralni plod, pesticidi su detektovani u Ajdaredu i Zlatnom 

Deliġesu, ali je u svakom sluļaju njihova koncentracija znaļajno ispod MDK i ne predstavlja 

zdravstveni rizik po konzumente. 
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Tabela 4.1-14 Koliļina ispitivanih pesticida u mgkg-1 izmerena u plodu, kori i pulpi jabuka sa trģiġta 

   
Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid 

S
u

p
e

rm
a

rk
e

t (
N
i
ġ
)

 

Greni Smit 

Plod <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD 

Kora <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD 

Pulpa <mLOD <mLOD <mLOQ (0,049) 
<mLOQ 

(0,018) 
<mLOD 

Zlatni Deliġes 

Plod <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD 

Kora <mLOD <mLOD <mLOD 
<mLOQ 

(0,004) 
<mLOD 

Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD 0,012 <mLOD 

Ajdared 

Plod 0,005 <mLOD 0,021 0,012 <mLOD 

Kora <mLOD <mLOD 0,052 <mLOD <mLOD 

Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD 
   

Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid 

P
ija

c
a

 1
 (
p

ija
c
a 

 Ĺ
e
l
e
 
K
u
l
a
,
 
N
i
ġ
)

 Greni Smit 

Plod <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD 

Kora <mLOD 0,040 0,033 <mLOD <mLOD 

Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD 

Zlatni Deliġes 

Plod 
<mLOQ 

(0,002) 

<mLOQ 

(0,004) 
<mLOD <mLOD <mLOD 

Kora <mLOD <mLOD <mLOD 0,025 <mLOD 

Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD 0,004 <mLOD 

Ajdared 

Plod 0,005 
<mLOQ 

(0,009) 
<mLOQ (0,022) 

<mLOQ 

(0,013) 
<mLOD 

Kora <mLOD <mLOD <mLOD 
<mLOQ 

(0,009) 
<mLOD 

Pulpa <mLOD <mLOD 0,100 0,030 <mLOD 
   

Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid 
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,
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Greni Smit 

Plod <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD 

Kora <mLOD <mLOD <mLOD 0,040 <mLOD 

Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD 

Zlatni Deliġes 

Plod <mLOD 0,014 <mLOD 
<mLOQ 

0,016 
<mLOD 

Kora <mLOD <mLOD <mLOD 0,029 <mLOD 

Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD 

Ajdared 

Plod <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD 

Kora <mLOD 
<mLOQ 

(0,012) 
<mLOD 0,026 <mLOD 

Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD 
   

Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid 

Z
a

s
a

d
 (J

a
b
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n

ic
a, 

V
u
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j
e

) 

Greni Smit 

Plod <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD 

Kora <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD 0,162 

Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD 

Zlatni Deliġes 

Plod <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD 0,041 

Kora <mLOD 
<mLOQ 

(0,019) 
<mLOD <mLOD 0,141 
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Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD 

Ajdared 

Plod <mLOD 
<mLOQ 

(0,012) 
<mLOD <mLOD <mLOD 

Kora <mLOD 0,046 <mLOD <mLOD 0,173 

Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD 

4.1.3 Rezultati razvoja metode MET -GC-Q 

Odabrana varijanta QuEChERS metode (AOAC 

2007.1 metoda sa utroġkom 50 mg sorbenata i 150 

mg MgSO4 po 1 mL ekstrakta) komercijalno se 

koristi za analizu voĺa i povrĺa sa veĺim udelom 

masti i voskova (npr. komercijalni set Agilent cat. 

no. 5982-5122). Slika 4.1-33 ilustruje primenjenu 

metodu. Uoļava se da je u acetonitrilnom ekstraktu 

prisutna velika koliļina vode (korak 4), iako je u 

koraku ekstrakcije koriġĺen MgSO4. Primenjeni 

sorbenti uklanjanju obojenje u odreĽenoj meri 

(korak 5). 

 

4.1.3.1 Rezultati ispitivanja parametara validacije 

Selektivnost. U finalnom ekstraktu ne uoļavaju se interference pesticidima; moģe se zakljuļiti 

da je metoda selektivna (Slika 4.1-34). 

 

Slika 4.1-34 SIM hromatogram blank i spajkovanog ekstrakta ploda jabuke (0,50 µgmL-1) 

Slika 4.1-33 Ilustracija QuEChERS procedure kroz razliļite 

korake: 

1 ï homogenizovani uzorak 

2 ï uzorak nakon koraka ekstrakcije 

3 ï uzorak nakon centrifugiranja ekstrakta 

4 ï uzorak nakon zamrzavanja centrifugiranog ekstrakta 

5 ï izgled smeġe sorbenata nakon koraka d-SPE 
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Odzivi pesticida ekstraktu i matriks efekat. Posmatrajuĺi odziv standarda pesticida u 

rastvaraļu kroz opseg koncentracija 0,00 ï 5,00 µgmL-1 moģe se zakljuļiti da osetljivost u SIM 

reģimu raste u nizu boscalid < trifloksistrobin < bifentrin < ciprodinil < pirimetanil (Tabela 

4.1-15). Koeficijent korelacije se kreĺe od 0,9526 za boskalid do 0,9893 za bifentrin. 

U standardima pripremljenim u QuEChERS ekstraktu kore Greni Smita uoļava se sliļan trend 

u promeni osetljivosti (Tabela 4.1-15). Osetljivost raste u nizu boscalid < trifloksistrobin < 

bifentrin å ciprodinil < pirimetanil, s tim da su osetljivosti prema bifentrinu i ciprodinilu 

praktiļno izjednaļene. Koeficijent korelacije se kreĺe od 0,9202 za ciprodinil do 0,9723 za 

bifentrin. 

 

Tabela 4.1-15 Parametri kalibracionih kriva pesticida (0,00 ï 5,00 µgmL-1) u ļistom rastvaraļu i u QuEChERS 

ekstraktu kore Greni Smita 

Parametri krive Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid 

 Rastvaraļ 

Nagib 345810 220210 48612 155964 31751 

Odseļak -99388 -68635 -11218 -27720 -9625 

Koreficijent 

korelacije 
0,9675 0,9638 0,9809 0,9893 0,9526 

 Greni Smit 

Nagib 406373 260544 92852 281173 57042 

Odseļak -98578 -54573 -16442 -36574 -14805 

Koreficijent 

korelacije 
0,9451 0,9202 0,9677 0,9723 0,9528 

 

Matriks efekat za trifloksistrobin, bifentrin i 

boskalid je izraļunat prema izrazu broj 1, na 

osnovu nagiba kalibracionih krivi koje 

pokrivaju opseg koncentracija 0,50 ï 5,00 

µgmL-1 u okviru kojeg je na bazi grafiļke 

zavisnosti utvrĽeno da ne postoji znaļajna 

promena ME sa koncentracijom analita. Za sva 

tri analita ME je pozitivan i iznosi 150,70 %, 

90,38 % i 83,03 % za boskalid, trifloksistrobin i 

bifentrin, respektivno. Za ciprodinil i 

pirimetanil je utvrĽeno da je ME promenljiv u 

ļitavom testiranom opsegu koncentracija, pa su 

njegove vrednosti izraļunate za svaku 

koncentraciju pojedinaļno odnosno prema 

izrazu broj 2 i prikazane su na slici 4.1-35. Za ove analite se uoļava sliļan trend u promeni ME 

sa koncentracijom odnosno ME je posebno izraģen u vidu pojaļanja signala u oblasti srednjih 

koncentracija (0,25 ï 1,00 µgmL-1), dok je za 0,10; 2,50 i 5,00 µgmL-1 slabo izraģen. 

Linearnost. Linearnost metode pokriva nekoliko redova veliļine koncentracije pesticida. 

Metoda je linearna u opsegu koncentracija 0,025 ï 5,00 mgkg-1 za pirimetanil i ciprodinil; u 

Slika 4.1-35 Promena ME u QuEChERS ekstraktu u 

zavisnosti od koncentracije pirimetanila i ciprodinila 
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opsegu 0,050 ï 1,50 mgkg-1 za bifentrin i u opsegu 0,075 ï 5,00 mgkg-1 za boskalid (Tabela 

4.1-16). Testirani analitiļki opseg trifloksistrobina se sastoji od nekoliko uģih linearnih opsega, 

u oblasti niskih (0,025-0,1 mgkg-1), srednjih (0,25 ï 0,75 mgkg-1) i visokih koncentracija (1,25 

ï 5,00 mgkg-1). Odsustvo linearnosti u okviru analitiļkog opsega je posledica razliļitosti u 

nagibima krivi  (osetljivosti), koji je najveĺi u oblasti srednjih koncentracija (Tabela 4.1-16). 

 

Tabela 4.1-16 Parametri kalibracionih krivi koje pokrivaju linearni opseg metode MET-GC-Q 

Linearnost Opseg, mgkg-1 Broj standarda Nagib Odseļak Koeficijent korelacije 

Pirimetanil 0,025 ï 5,00 8 1724975 -17837 0,9994 

Ciprodinil 0,025 ï 5,00 11 992479 -3724 0,9865 

Trifloksistrobin 0,025 ï 0,10 4 217440 19107 0,9896 

Trifloksistrobin 0,25 ï 0,75 4 645997 -100880 0,9969 

Trifloksistrobin 1,25 ï 5,00 4 363216 -51757 0,9985 

Bifentrin 0,050 ï 1,50 9 1408472 -5631 0,9930 

Boskalid 0,075 ï 5,00 9 249400 -2567 0,9965 

Taļnost i preciznost. Prinos ekstrakcije u oblasti niģih koncentracija (spajk 0,10 mgkg-1), za 

pirimetanil iznosi oko 107 %, za bifentrin oko 38 %, dok je za ostale analite izuzetno nizak i 

kreĺe se od 7,31 do 12,45 % (Tabela 4.1-17). Prinos ekstrakcije u oblasti srednjih koncentracija 

(1,00 mgkg-1) je iznad 50 % za sve analite osim za trifloksistrobin i boskalid. U oblasti viġih 

koncentracija (5,00 mgkg-1) prinos je iznad 66 % za sve analite izuzev boskalida. Trend niskog 

prinosa ekstrakcije za boskalid, koji se kreĺe od oko 12 do oko 25 %, uoļava se kroz ļitav opseg 

koncentracija. Ponovljivost je dobra za 1,00 i 5,00 mgkg-1, a neġto je loġija za nivo 0,10 mgkg-1; 

kreĺe se od 3,02 do 28,29 %. 

 

Tabela 4.1-17 Prinos ekstrakcije pesticida (%) i ponovljivost (RSD, %) 

Nivo spajkovanja, 

mgkg-1 
Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid 

0,10 107,18 10,57 7,31 50,43 12,45 

RSD, % 20,52 24,82 27,40 28,29 6,49 

1,00 77,05 53,92 47,36 61,42 17,13 

RSD, % 6,20 5,12 5,61 7,45 18,80 

5,00 77,70 66,65 68,60 70,73 24,77 

RSD, % 10,01 8,18 8,75 6,76 3,02 

Srednja taļnost, %* 87,31 43,71 41,09 60,86 18,12 

Srednja preciznost, %**  19,71 67,26 75,74 16,70 34,33 
*Suma taļnosti za 3 koncentracije podeljena sa brojem koncentracija 
**  Koeficijent varijacije taļnosti za 3 koncentracije 

 

Granice detekcije i granice kvantifikacije. Granice su procenjene za metodu bez uparavanja 

i sa uparavanjem kao krajnjim korakom analize. Vrednosti iz Tabela 4.1-18 sugeriġu da korak 

koncentrovanja uzorka uparavanjem sniģava granicu detekcije i kvantifikacije za boskalid, 

trifloksistrobin, ciprodinil i pirimetanil, dok su granice za bifentrin uporedive. 
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Zakljuļak izveden na bazi samih hromatograma odgovarajuĺih proceduralnih standarda 

(vizuelizacija pikova, uspeġna autointegracija) ukazuje da do sniģavanja granice detekcije 

realno dolazi za trifloksistrobin, ciprodinil i boskalid: 

¶ Najniģa koncentracija proceduralnog standarda trifloksistrobina u kome je moguĺe njegovo 

oļitavanje, za metodu bez uparavanja iznosi 0,075 mgkg-1, a sa uparavanjem 0,025 mgkg-1. 

¶ Najniģa koncentracija proceduralnog standarda ciprodinila u kome je moguĺe njegovo 

oļitavanje, za metodu bez uparavanja iznosi 0,10 mgkg-1, a sa uparavanjem 0,025 mgkg-1. 

¶ Najniģa koncentracija proceduralnog standarda boskalida u kome je moguĺe njegovo 

oļitavanje, za metodu bez uparavanja iznosi 0,50 mgkg-1, a sa uparavanjem 0,10 mgkg-1. 

¶ Pirimetanil i bifentrin je moguĺe oļitati poļev od proceduralnog standarda 0,025 mgkg-1 za 

obe metode. 

Granice detekcije metode sa koncentrovanjem uzorka koje su procenjene na osnovu parametara 

kalibracionih krivi u oblasti odgovarajuĺih koncentracija su vrlo bliske granicama odreĽenim 

vizuelnom procenom. 

 

Tabela 4.1-18 Granice detekcije i granice kvantifikacije metode sa korakom i bez koraka koncentrovanja uzorka 

i parametri pripadajuĺih kalibracionih krivi  

Analit 
Opseg, mgkg-1 

(Nc) 

Koeficijent 

korelacije 
Nagib Odseļak 

mLOD, 

mgkg-1 

mLOQ, 

mgkg-1 

 Metoda bez koncentrovanja uzorka 

Pirimetanil 0,025 ï 0,250 (5) 0,9842 283242 4898 0,031 0,093 

Ciprodinil 0,100 ï 0,750 (6) 0,9876 182552 6862 0,085 0,257 

Trifloksistrobin 0,075 ï 0,550 (6) 0,9911 42317 2204 0,053 0,162 

Bifentrin 0,025 ï 0,100 (5) 0,9336 284696 3324 0,031 0,095 

Boskalid 0,500 ï 1,500 (6) 0,9805 19765 1832 0,231 0,700 

 Metoda sa koncentrovanjem uzorka 

Pirimetanil 0,025 ï 0,100 (4) 0,9918 2189208 -35892 0,015 0,044 

Ciprodinil 0,025 ï 0,100 (4) 0,9933 962816 5468 0,013 0,040 

Trifloksistrobin 0,025 ï 0,075 (3) 0,9780 225320 18778 0,027 0,081 

Bifentrin 0,025 ï 0,250 (5) 0,9847 787970 60209 0,030 0,092 

Boskalid 0,100 ï 0,550 (5) 0,9695 258629 -8813 0,126 0,383 

4.2 Ispitivanja na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-2 

 

Poglavlje sadrģi rezultate ispitivanja performansi instrumentalne konfiguracije CONF-2 u 

odnosu na targetirane pesticide i rezultate razvoja i primene metoda koje ukljuļuju ovu 

instrumentalnu konfiguraciju. 

4.2.1 Performanse instrumenta u odnosu na ispitivane analite 

Karakterizacija analita . Fragmentacija protonovanog molekulskog jona pirimetanila rezultuje 

fragmentima m/z 107 i 183 veĺe zastupljenosti i nekolicinom fragmenata manje zastupljenosti 
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(Slika 4.2-1a). Fragmentacija najzastupljenijeg MS2 fragmenta m/z 107 rezultuje MS3 

fragmentom m/z 80 (Slika 4.2-1b), a fragmentacija MS2 fragmenta m/z 183 rezultuje 

nekolicinom MS3 fragmenata od kojih je najzastupljeniji fragment m/z 156 (Slika 4.2-1c). 

Fragmentacija protonovanog molekulskog jona ciprodinila rezultuje veĺim brojem fragmenata 

sliļne zastupljenosti, od kojih je najzastupljeniji MS2 fragment m/z 210, a sledi ga m/z 185 

(Slika 4.2-2a). Fragmentacija MS2 fragmenta m/z 210 rezultuje MS3 fragmentima m/z 193 i 169 

(Slika 4.2-2b), a MS2 fragmenta m/z 185 MS3 fragmentom m/z 158 (Slika 4.2-2c). 

Fragmentacija protonovanog molekulskog jona boskalida rezultuje najzastupljenijim MS2 

fragmentom m/z 307 (Slika 4.2-3a). Sukcesivna fragmentacija m/z 307 rezultuje MS3 

fragmentom m/z 271 (Slika 4.2-3b). 

Fragmentacija protonovanog molekulskog jona trifloksistrobina rezultuje MS2 fragmentima 

m/z 186 i 206 uporedive zastupljenosti (Slika 4.2-4a). Sukcesivna fragmentacija m/z 186 

rezultuje MS3 fragmentom m/z 145 (Slika 4.2-4b). 

Fragmentacija pseudomolekulskog jona bifentrina (adukta molekulskog jona pesticida i 

amonijum jona) rezultuje MS2 fragmentima m/z 181 i 422 (Slika 4.2-5a). Sukcesivna 

fragmentacija m/z 181 rezultuje MS3 fragmentom m/z 166 (Slika 4.2-5b). Potencijalne strukture 

nastalih fragmenata su prikazane u prilogu (poglavlje 8.5) i komentarisane u poglavlju 4.3. 

 

Slika 4.2-1 Direct injection HESI I MS2 (a), HESI I MS3 (b i c) full scan spektri rastvora pirimetanila 

(molekulska masa ï 199,26) koncentracije 5,00 µgmL-1 u metanolu; pozitivan jonizacioni mode 
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173.21142.1079.98 94.07
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66.07

NL: 1.81E4

200 FULL MS2#119  RT: 0.39  
AV: 1 T: ITMS + c ESI Full ms2 
200.10@cid45.00 [55.00-210.00] 

NL: 3.09E2

200 FULL MS3_2#119  RT: 0.45 
 AV: 1 T: ITMS + c ESI Full ms3 
200.10@cid38.00 
183.10@cid39.00 [50.00-400.00] 

NL: 4.61E2

200 FULL MS3_1#119  RT: 0.45 
 AV: 1 T: ITMS + c ESI Full ms3 
200.10@cid34.00 
107.00@cid32.00 [50.00-400.00] 
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Slika 4.2-2 Direct injection HESI I MS2 (a), HESI I MS3 (b i c) full scan spektri rastvora ciprodinila (molekulska 

masa ï 225,16) koncentracije 5,00 µgmL-1 u metanolu; pozitivan jonizacioni mode 

 

Slika 4.2-3 Direct injection HESI I MS2 (a), HESI I MS3 (b) full scan spektri rastvora boskalida (molekulska 

masa ï 343,10) koncentracije 5,00 µgmL-1 u metanolu; pozitivan jonizacioni mode 
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AV: 1 T: ITMS + c ESI Full ms2 
226.10@cid47.00 
[60.00-300.00] 

NL: 2.56E2

226 FULL MS3_1#1  RT: 0.00  
AV: 1 T: ITMS + c ESI Full ms3 
226.10@cid35.00 
210.10@cid51.00 
[55.00-300.00] 

NL: 6.41E3

226 FULL MS_2#1  RT: 0.00  
AV: 1 T: ITMS + c ESI Full ms3 
226.10@cid35.00 
185.10@cid38.00 
[50.00-200.00] 
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ESI Full ms2 
343.10@cid17.00 
[90.00-350.00] 

NL: 7.52E4

343 FULL MS3#1  RT: 
0.00  AV: 1 T: ITMS + c 
ESI Full ms3 
343.10@cid77.00 
307.10@cid44.00 
[80.00-307.60] 
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Slika 4.2-4 Direct injection HESI I MS2 (a), HESI I MS3 (b) full scan spektri rastvora trifloksistrobina 

(molekulska masa ï 408,38) koncentracije 5,00 µgmL-1 u metanolu; pozitivan jonizacioni mode 

 

Slika 4.2-5 Direct injection HESI I MS2 (a), HESI I MS3 (b) full scan spektri rastvora bifentrina (molekulska 

masa ï 422,87) koncentracije 5,00 µgmL-1 u metanolu; pozitivan jonizacioni mode 

  

100 200 300 400

m/z

0

20

40

60

80

100

0

20

40

60

80

100

R
e

la
ti
v
e

 A
b

u
n

d
a

n
c
e

a

186.03

206.05

409.04146.05116.01 333.14215.00 268.14

b

144.98

186.02

100.99

NL: 3.00E5

409 FULL MS2#110  RT: 
0.41  AV: 1 T: ITMS + c 
ESI Full ms2 
409.00@cid16.00 
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440.00@cid43.00 
181.10@cid21.00 
[50.00-441.00] 



 

150 

 

Parametri hromatografskog razdvajanja. Najbolji kompromis izmeĽu razdvajanja analita i 

ukupnog vremena analize se postiģe na HPLC koloni 2 (Tabela 3.3-5, str. 84) sa metanolom i 

vodenim rastvorom pufera kao kombinacijom eluenata (Slika 4.2-6, M04), gde se svi analiti 

eluiraju sa kolone pre 35 minuta analize uz optimalno razdvajanje. Na HPLC koloni 1 (Tabela 

3.3-5, str. 84), koja ima punjenje veĺeg promera u odnosu na HPLC kolonu 2, sa protokom od 

500 µLmin-1, razdvajanje analita nije potpuno; takoĽe bifentrin se dosta kasno eluira sa kolone 

(Slika 4.2-6, M01 i M03). Sliļan zakljuļak se moģe izvesti i za HPLC kolonu 3 (Slika 4.2-6, 

M19 i M22) koja ima punjenje najmanjeg promera. U dalje postupke optimizacije uvrġena je 

HPLC kolona 2 sa metanolom i vodenim rastvorom pufera kao kombinacijom eluenata. 

Dalja optimizacija je podrazumevala promenu gradijenta (metode 23 i 27) ili promenu brzine 

protoka eluenta (metode 34, 35 i 37) sa ciljem postizanja brģeg eluiranja pesticida u cilju 

skraĺenja vremena analize. Prva modifikacija gradijenta u odnosu na metodu 04 je 

podrazumevala znatno brģu promenu sastava gradijenta do 100 % D i odsustvo platoa na ovom 

sastavu mobilnih faza (Tabela 3.4-6, str. 82). Rezultat je 50 % kraĺa analiza (30 min) i eluiranje 

svih analita u roku od  25 minuta (Slika 4.2-6, M23). Dalja modifikacija gradijenta u smislu 

uvoĽenja dva platoa ï u trajanju od 2 minuta na A:D = 25 %:75 % i 3 minuta na 100 % D, 

rezultuje neġto brģem eluiranju trifloksistrobina i bifentrina uz oļuvanost rezolucije ostalih 

pesticida, ġto omoguĺava dalje skraĺenje analize za 5 minuta (Slika 4.2-6, M27). 

Poveĺanje brzine protoka eluenta ne rezultuje znaļajnom promenom retencionih vremena 

analita (Slika 4.2-6, M34, M35 i M37) i ne vodi skraĺenju vremena analize. Pored toga, porast 

brzine protoka uzrokuje pad signala analita (Slika 4.2-7), verovatno zbog nedovoljnog protoka 

sheath/aux gasa. S obzirom da izmena brzine protoka iziskuje veĺu potroġnju azota kao i samog 

eluenta, kao metoda za dalji rad odabrana je metoda 27 sa brzinom protoka eluenta od 300 

µLmin-1 i trajanjem od 25 min. 

 

Slika 4.2-6 Perfomanse koriġĺenih metoda u pogledu razdvajanja analita i ukupnog vremena analize 
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Metoda 27 kao mobilnu fazu A 

sadrģi vodeni rastvor pufera sa 

udelom amonijum-formijata od 

0,010 %. S obzirom da bifentrin 

kao preteģni jon u ESI/MS 

spektru daje adukt sa amonijum 

jonom, ispitana je zavisnost 

zastupljenosti ovog adukta od 

procenta amonijum formijata u 

mobilnoj fazi, kao i zavisnost 

zastupljenosti adukta od vrste 

mobilne faze u kojoj je 

amonijum-formijat rastvoren. Slika 4.2-8 prikazuje uticaj navedenih varijacija na zastupljenost 

adukta pri razliļitim koncentracijama bifentrina. Pri koncentracijama bifentrina od 0,10 i 1,00 

µgmL-1 porast koncentracije AMFa u vodi sa 0,010 na 0,050 % nema uticaj na zastupljenost 

adukta (Slika 4.2-8, M27 i M38), kao ni isti porast koncentracije AMFa u metanolu (Slika 4.2-8, 

M39 i M40), dok je pri koncentraciji bifentrina od 10,00 µgmL-1 situacija obrnuta. Posmatrajuĺi 

vrstu mobilne faze u kojoj je AMF rastvoren uoļava se da je povoljnija faza voda, a ne metanol 

(Slika 4.2-8, M27/M39 ili M38/M40). 

 

Finalni zakljuļak bi bio da kao mobilnu 

fazu treba koristiti vodeni rastvor pufera sa 

veĺim udelom AMFa, meĽutim ako se 

sagledaju retenciona vremena ostalih 

pesticida, uoļava se da porast udela AMFa 

u bilo kojoj od faza (M38 ili M40) pomera 

retenciona vremena pirimetanila i 

ciprodinila u smislu njihovog kasnijeg 

eluiranja i vodi preklapanju retencionih 

vremena ciprodinila i boskalida (Slika 

4.2-9). Iz ovog razloga je kao radna metoda 

zadrģana metoda 27 sa mobilnom fazom A 

koja predstavlja vodeni rastvor pufera sa 

udelom AMFa od 0,010 % i mobilnom 

fazom D koja predstavlja 100 % metanol.  

Slika 4.2-8 Zastupljenost adukta bifentrina sa amonijum 

jonom u zavisnosti od procenta AMF-a u mobilnim 

fazama 

Slika 4.2-7 Uticaj brzine protoka eluenta na odziv pesticida (rastvor 

koncentracije 15 µgmL-1 u 0,050 %  AMF u metanolu) 
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Slika 4.2-9 Pregled odziva i retencionih vremena pesticida nakon analize rastvora pesticida koncentracije 1,00 

µgmL-1 metodama koje se razlikuju u procentu AMF-a u mobilnim fazama 

 

Optimizacija parametara za MSn analize. SRM analiza. Rezultati optimizacije ġirine 

izolacije, Act. Q vrednosti i perioda aktivacije parent jona prikazani su na primeru SRM 

tranzicije boskalida na slikama 4.2-10 ï 4.2-12. Promena ġirine izolacije parent jona boskalida 

ima znaļajan uticaj na zastupljenost kvantifikacionog fragmenta ovog pesticida (Slika 4.2-10). 

Pri ġirini izolacije 1 m/z zastupljenost fragmenta je zanemarljiva; poveĺanje ġirine izolacije sa 

2 na 4 m/z rezultuje oko 7Ĭ veĺom zastupljenoġĺu fragmenta. Kao optimalna vrednost ġirine 

izolacije odabrana je ġirina od 4 m/z. 

Odabir finalne Act.Q vrednosti je vrġen prateĺi zastupljenost i kvalifikacionog i 

kvantifikacionog fragmenta boskalida. Porast vrednosti Act.Q parametra iznad default 

vrednosti od 0,250 ne vodi boljoj detekciji kvantifikacionog fragmenta, a istovremeno rezultuje 

gubitkom detekcije kvalifikacionog fragmenta (Slika 4.2-11); kao optimalna vrednost Act.Q 

parametra odabrana je vrednost od 0,250. 

Porast perioda aktivacije parent jona boskalida ne utiļe znaļajno na zastupljenost 

kvantifikacionog fragmenta (Slika 4.2-12); koeficijent varijacije u odzivima fragmenta iznosi 

oko 8 %. S obzirom da promena perioda aktivacije sa default vrednosti na 50 ms rezultuje 

najveĺem porastu zastupljenosti fragmenta od oko 11 %, kao optimalna vrednost perioda 

aktivacije odabrana je vrednost od 50 ms. Optimizovane vrednosti kolizione energije su 

prikazane u tabeli 4.2-1. 
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Slika 4.2-10 Zastupljenost SRM kvantifikacionog fragmenta boskalida (m/z 307) u zavisnosti od ġirine izolacije 

parent jona (rastvor smeġe pesticida u 0,050 % metanolnom rastvoru AMFa sa koncentracijom boskalida 10 

µgmL-1) 

 

 

Slika 4.2-11 Zastupljenost SRM fragmenata boskalida (m/z 307 i m/z 140) u zavisnosti od vrednosti Act.Q 

parametra (rastvor smeġe pesticida u 0,050 % metanolnom rastvoru AMFa sa koncentracijom boskalida 10 

µgmL-1) 

 

 

Slika 4.2-12 Zastupljenost SRM kvantifikacionog fragmenta boskalida (m/z 307) u zavisnosti od perioda 

aktivacije parent jona (rastvor smeġe pesticida u 0,050 % metanolnom rastvoru AMFa sa koncentracijom 

boskalida 10 µgmL-1) 
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Tabela 4.2-1 Optimizovani parametri SRM tranzicija pesticida 

Parametri Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin 

Kvalifikacioni prelaz 200Ÿ107 226Ÿ185 343Ÿ140 409Ÿ206 440Ÿ166 

Kvantifikacioni 

prelaz 
200Ÿ183 226Ÿ210 343Ÿ307 409Ÿ186 440Ÿ181 

Koliziona 

energija, % 
57 60 84 94 40 

IW, m/z 2 3 4 4 2 

ActQ 0,350 0,450 0,250 0,250 0,250 

Act.Time, ms 90 90 50 50 50 

CRM analiza. Rezultati optimizacije ġirine izolacije, Act.Q i perioda aktivacije parent jona za 

su prikazani na primeru CRM tranzicije boskalida na slikama 4.2-13 ï 4.2-15. Promena ġirine 

izolacije parent jona boskalida ima znaļajan uticaj na zastupljenost kvantifikacionog fragmenta 

ovog pesticida (Slika 4.2-13). Poveĺanje ġirine izolacije sa 1 na 4 m/z rezultuje oko 6Ĭ veĺom 

zastupljenoġĺu fragmenta. Kao optimalna vrednost ġirine izolacije odabrana je ġirina od 4 m/z. 

Odabir finalne Act.Q vrednosti je vrġen prateĺi zastupljenost jedinog MS3 fragmenta boskalida. 

Najveĺi porast zastupljenosti fragmenta u iznosu od 88 % je uoļen pri promeni vrednosti Act.Q 

parametra sa default vrednosti na vrednost od 0,450 (Slika 4.2-14); kao optimalna vrednost 

Act.Q parametra odabrana je vrednost od 0,450. 

Porast perioda aktivacije parent jona boskalida ne utiļe znaļajno na zastupljenost 

kvantifikacionog fragmenta (Slika 4.2-15); koeficijent varijacije u odzivima fragmenta iznosi 

oko 4,60 %. Kao optimalna vrednost perioda aktivacije odabrana je vrednost od 50 ms, koja 

rezultuje uveĺanjem zastupljenosti fragmenta za 8 %. Optimizovane vrednosti kolizione 

energije u okviru MS3 analize pesticida su prikazane u tabeli 4.2-2. 

 

 

Slika 4.2-13 Zastupljenost CRM kvantifikacionog fragmenta boskalida (m/z 271) u zavisnosti od ġirine izolacije 

parent jona (rastvor smeġe pesticida u 0,050 % metanolnom rastvoru AMFa sa koncentracijom boskalida 10 

µgmL-1) 
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Slika 4.2-14 Zastupljenost CRM kvantifikacionog fragmenta boskalida (m/z 271) u zavisnosti od vrednosti Act.Q 

parametra (rastvor smeġe pesticida u 0,050 % metanolnom rastvoru AMFa sa koncentracijom boskalida 10 

µgmL-1) 

 

 

Slika 4.2-15 Zastupljenost CRM kvantifikacionog fragmenta boskalida (m/z 271) u zavisnosti od perioda 

aktivacije parent jona (rastvor smeġe pesticida u 0,050 % metanolnom rastvoru AMFa sa koncentracijom 

boskalida 10 µgmL-1) 

 

Sistematizovani pregled optimizovanih parametara MSn analize pesticida je prikazan u 

tabelama 4.2-1 i 4.2-2. U MRM MS2 analizu pesticida uvrġtene su po dve tranzicije (Tabela 

4.2-1), jedna kvantifikaciona koja ukljuļuje najzastupljeniji jon u spektru i jedna kvalifikaciona 

koja ukljuļuje jon koji je naredni po zastupljenosti. 

MRM MS3 analiza pirimetanila i ciprodinila zbog prirode fragmentacije ovih pesticida takoĽe 

ukljuļuje jedan kvantifikacionu i jednu kvalifikacionu tranziciju, dok MS3 analiza boskalida, 

trifloksistrobina i bifentrina ukljuļuje samo jednu tranziciju (Tabela 4.2-2), jer fragmentacija 

proizvoda prve fragmentacije daje iskljuļivo jedan jon. 
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Tabela 4.2-2 Optimizovani parametri CRM prelaza pesticida 

Parametri Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin 

Kvalifikacioni prelaz 183Ÿ143 210Ÿ169 / / / 

Kvantifikacioni 

prelaz 

183Ÿ156 210Ÿ196 
307Ÿ271 186Ÿ145 181Ÿ166 

Koliziona energija, % 52 52 77 47 53 

IW, m/z 3 3 4 1 2 

ActQ 0,450 0,650 0,450 0,450 0,450 

Act.Time, ms 90 50 50 50 50 

 

Instrumentalna osetljivost, granica detekcije i granica kvantifikacije u razliļitim 

reģimima rada analizatora. Sistematizovane vrednosti granica detekcije i granica 

kvantifikacije pesticida se nalaze u Tabela 4.2-3. Granice detekcije pirimetanila se kreĺu od 

0,008 µgmL-1 za CRM do 0,020 µgmL-1 za SRM reģim rada. Osetljivost prema pirimetanilu je 

najveĺa u full scan reģimu; sledi je osetljivost u SIM reģimu koja je istog reda veliļine; 

osetljivost je najmanja u CRM reģimu, oko 12 puta je niģa nego u SRM reģimu (Slika 4.2-16). 

Granice detekcije ciprodinila se 

kreĺu od 0,006 ÕgmL-1 za full 

scan reģim rada do 0,013 ÕgmL-

1 za SRM reģim rada. Granica 

detekcije ciprodinila u 

najselektivnijem reģimu rada 

iznosi 0,009 µgmL-1. Najbolja 

diskriminacija najniģih 

koncentracija pesticida (blank; 

0,005 i 0,010 µgmL-1) je u full 

scan reģimu, a slede ga CRM, 

SIM pa SRM reģim (Slika 

4.2-17). 

Granice detekcije boskalida se 

kreĺu od 0,007 ÕgmL-1 za SRM 

do 0,013 µgmL-1 za full scan 

reģim rada. Najbolja 

diskriminacija najniģih koncentracija pesticida (blank; 0,005 i 0,010 ÕgmL-1) je u SRM reģimu, 

a slede ga full scan, SIM, pa CRM reģim (Slika 4.2-18). Osetljivost je najveĺa u full scan 

reģimu, dok je neġto niģa i praktiļno ista za ostala tri reģima (Slika 4.2-18). 

Slika 4.2-16 Promena odziva pirimetanila sa koncentracijom u MS 

reģimima razliļite selektivnosti 
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Granice detekcije trifloksistrobina se kreĺu od 0,004 ÕgmL-1 za SIM do 0,012 µgmL-1 za SRM 

reģim rada. Najbolja diskriminacija najniģih koncentracija pesticida (blank; 0,005 i 0,010 

µgmL-1) je u CRM reģimu, a slede ga full scan, SIM, pa SRM reģim (Slika 4.2-19). Osetljivost 

je najveĺa u full scan reģimu, a najmanja u CRM reģimu i to za red veliļine (Slika 4.2-19). 

Granice detekcije bifentrina u 

full scan odnosno SIM reģimu 

su iste i iznose 0,25 µgmL-1. 

Odziv pseudomolekularnog 

jona bifentrina pri niskim 

koncentracijama (< 0,10 

µgmL-1) ne pokazuje 

korelaciju sa promenom 

koncentracije ovog pesticida 

(Slika 4.2-20). Granica 

detekcije bifentrina u SRM 

reģimu je procenjena na 0,015 

µgmL-1, a u CRM reģimu na 

0,021 µgmL-1. Diskriminacija 

niskih koncentracija bifentrina 

(blank; 0,005 i 0,010 µgmL-1) 

je izuzetna u CRM reģimu, pri 

ļemu je osetljivost 3 do 4 puta 

veĺa od osetljivosti procenjene na ļitavom opsegu testiranih koncentracija (0,000 ï 0,100 

µgmL-1) (Slika 4.2-20); osetljivost u SRM je oko 1,30 puta veĺa od osetljivosti u CRM reģimu. 

Iz daljeg razvoja metode 

iskljuļeni su full scan i SIM 

reģimi rada analizatora, zbog 

male selektivnosti. IzmeĽu 

SRM i CRM reģima, za analizu 

pirimetanila i ciprodinila 

pogodan je SRM reģim. Iako je 

procenjena granica detekcije 

pesticida neġto niģa u CRM 

reģimu, osetljivost prema 

pesticidima je znatno veĺa u 

SRM reģimu. TakoĽe, iako je 

selektivnost veĺa u CRM 

reģimu, smatra se da je 

selektivnost u SRM reģimu 

zadovoljavajuĺa, jer je priroda 

fragmentacije pirimetanila i 

ciprodinila takva da rezultuje 

kvantifikacionim i kvalifikacionim fragmentima sliļne zastupljenosti ġto omoguĺava efikasnu 

MRM analizu na MS2 nivou i pri niskim koncentracijama pesticida, a time i njihovu pouzdanu 

identifikaciju. 

Slika 4.2-17 Promena odziva ciprodinila sa koncentracijom u MS 

reģimima razliļite selektivnosti 

Slika 4.2-18 Promena odziva boskalida sa koncentracijom u MS 

reģimima razliļite selektivnosti 
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IzmeĽu SRM i CRM reģima, za analizu boskalida i bifentrina pogodan je CRM reģim. Iako je 

procenjena granica detekcije neġto niģa u SRM reģimu, selektivnost je veĺa u CRM reģimu. 

Veĺa selektivnost u CRM reģimu ima veĺu teģinu u analizi ovih pesticida, jer iako SRM analiza 

praktiļno predstavlja MRM analizu na MS2 nivou, zastupljenost fragmenta koji je odabran kao 

kvalifikacioni je izuzetno niska u poreĽenju sa kvantifikacionim fragmentom (zastupljenost 

kvalifikacionog fragmenta boskalida je 4,50 % zastupljenosti kvantifikacionog fragmenta; 

zastupljenost kvalifikacionog fragmenta bifentrina je 8,00 % zastupljenosti kvantifikacionog 

fragmenta), ġto bi pri analizi 

niskih koncentracija ovih 

pesticida moglo da rezultuje 

gubitkom detekcije 

kvalifikacionog fragmenta. 

Osetljivost prema boskalidu je 

ista u oba reģima, ġto je 

posledica prirode fragmentacije 

parent jona ovog pesticida, pri 

ļemu se preteģno formira jedan 

fragment ï kvantifikacioni 

fragment m/z 307. Osetljivost 

prema bifentrinu u opsegu 

koncentracija 0,000 ï 0,100 

µgmL-1 je neznatno manja u 

CRM reģimu, ali se pokazalo da 

je pri najniģim koncentracijama 

pesticida znaļajno veĺa. Iako 

zbog prirode MS3 

fragmentacije bifentrina i 

boskalida nije moguĺe 

implementirati MRM analizu na 

MS3 nivou, to ne predstavlja 

problem u pouzdanosti 

identifikacije pesticida s 

obzirom da se veĺ radi o visoko 

selektivnoj MS3 analizi. 

IzmeĽu SRM i CRM reģima, za 

analizu trifloksistrobina pogodan 

je SRM reģim. Priroda 

fragmentacije trifloksistrobina je 

takva da se kao njen rezultat 

dobijaju samo dva fragmenta 

sliļne zastupljenosti. 

Ovo omoguĺava efikasnu 

primenu MRM analize na MS2 nivou odnosno dobru selektivnost i pri niskim koncentracijama 

pesticida, ali ne i preveliki gubitak osetljivosti u odnosu na MS1 analizu. Granice detekcije 

trifloksistrobina u SRM i CRM reģimu su uporedive. 

Slika 4.2-19 Promena odziva trifloksistrobina sa koncentracijom u MS 

reģimima razliļite selektivnosti 

Slika 4.2-20 Promena odziva bifentrina sa koncentracijom u MS 

reģimima razliļite selektivnosti 
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Tabela 4.2-3 Instrumentalne granice detekcije i granice kvantifikacije pesticida u µgmL-1 u zavisnosti od reģima 

rada analizatora 

 Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin 

Full scan reģim 

LOD 0,010 0,006 0,013 0,010 0,250 

LOQ 0,030 0,018 0,041 0,029 0,756 

SIM reģim 

LOD 0,011 0,007 0,009 0,004 0,250 

LOQ 0,035 0,021 0,027 0,013 0,756 

SRM reģim 

LOD 0,020 0,013 0,007 0,012 0,015 

LOQ 0,038 0,038 0,022 0,036 0,047 

CRM reģim 

LOD 0,008 0,009 0,010 0,009 0,021 

LOQ 0,026 0,028 0,031 0,027 0,062 
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4.2.2 Rezultati razvoja i primene metode MET -LC-R1 

4.2.2.1 Analiza ekstrakata jabuke ï opġta zapaģanja 

Ekstrakcija kore vodom metodom simultanog 

usitnjavanja u blenderu, rezultuje ekstraktom koji 

je zamuĺen (Slika 4.2-21). Centrifugiranje ovog 

ekstrakta dovodi do suspenzije odreĽenog udela 

ļvrste faze, ali mikroļestice kore ostaju u vodenoj 

fazi. CeĽenje ovakvog ekstrakta kroz mikrofilter je 

teġko i dovodi do brzog zapuġenja filtera (otprilike 

posle proceĽenog 1 mL), ġto u krajnjoj liniji vodi 

veĺoj potroġnji filt ara ukoliko je potrebno 

obezbediti veĺu zapreminu proceĽenog ekstrakta. 

Zbog teģe pripreme finalnog ekstrakta, voda kao 

ekstrakciono sredstvo nije uzeta u dalje 

razmatranje. Metanolni i acetonitrilni ekstrakti 

kore su relativno bistri nakon centrifugiranja (Slika 

4.2-21). Mikrofiltracija ovih ekstrakata je lakġa u 

odnosu na vodeni ekstrakt kore. 

UV/VIS spektri vodenog, metanolnog i 

acetonitrilnog ekstrakta kore Greni Smita, 

Zlatnog Deliġesa i Ajdareda pokazuju odreĽene razlike u UV oblasti i graniļne UV/VIS oblasti 

spektra (Slika 8.10-1 - Slika 8.10-3, Prilog, str. 344-346). U odnosu na vodene spektre koji 

pokazuju apsorpcioni maksimum na ~200 nm, apsorpcioni maksimumi metanolnih i 

acetonitrilnih ekstrakata su proġireni na oblast od ~200 do ~400 nm. Kada se posmatra u okviru 

istog tipa ekstrakta, a kroz razliļite sorte, u zoni od ~320 nm do ~400 nm uoļava se razlika u 

intenzitetu apsorpcije u ekstraktu Deliġesa u odnosu na Greni Smit i Ajdared. Razlike su uoļene 

u metanolnom i acetonitrilnom ekstraktu, dok vodeni ekstrakt nije pokazao znaļajne razlike u 

spektrima kod sve tri sorte. S obzirom na prirodu ekstrakcionih sredstava, moģe se zakljuļiti da 

se kod Deliġesa uoļava veĺa koncentracija jako apsorbujuĺih nepolarnih jedinjenja iz grupe 

pigmenata. 

Slika 4.2-22 i Slika 4.2-23 prikazuju hromatograme metanolnog i acetonitrilnog ekstrakta kore 

Zlatnog Deliġesa, analiziranog u full scan reģimu u trajanju od 60 min (metoda MET-LTQ-04) 

i 25 min (metoda MET-LTQ-27). U odnosu na hromatogram acetonitrilnog ekstrakta, u 

hromatogramu metanolnog ekstrakta se moģe identifikovati veĺa koliļina primesa koje se 

eluiraju na samom poļetku (ret.vreme 2-3 min), a manji broj primesa na retencionim 

vremenima preko 30 min. 

Slika 8.9-1 - Slika 8.9-4 (Prilog, str. 340-343) prikazuju hromatograme metanolnog i 

acetonitrilnog ekstrakta kore Ajdareda i Greni Smita. Metanolni hromatogrami ekstrakta kore 

razliļitih sorti su u velikoj meri sliļni, ali koliļina primesa koje se eluiraju na ret. vremenu 2-3 

min, procenjena preko NL vrednosti, najveĺa je u ekstraktu Zlatnog Deliġesa, a najmanja u 

ekstraktu Greni Smita. Acetonitrilni ekstrakti kore razliļitih sorti se razlikuju u koliļini primesa 

na retencionim vremenima preko 30 min (metoda MET-LTQ-04) odnosno u oblasti 20-23 min 

(metoda MET-LTQ-27). Poredeĺi NL vrednosti ili  baznu liniju hromatograma ekstrakata 

Slika 4.2-21 Izgled centrifugiranih ekstrakata kore 

Zlatnog Deliġesa: 1-vodeni; 2-metanolni; 3-

acetonitrilni ekstrakt 
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analiziranih metodom MET-LTQ-27, uoļava se da primesa ima najviġe u acetonitrilnom 

ekstraktu kore Greni Smita, a najmanje u ekstraktu kore Ajdareda. 

 

 
Slika 4.2-22 Hromatogrami metanolnog ekstrakta kore Zlatnog Deliġesa bez dodatih pesticida (blank) 

analiziranog u full scan reģimu metodom MET-LTQ-04 (1) i metodom MET-LTQ-27 (2) 

 

 
Slika 4.2-23 Hromatogrami acetonitrilnog ekstrakta kore Zlatnog Deliġesa bez dodatih pesticida (blank) 

analiziranog u full scan reģimu metodom MET-LTQ-04 (1) i metodom MET-LTQ-27 (2) 
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4.2.2.2 Rezultati ispitivanja parametara validacije 

Osnovni parametri validacije su procenjeni za dva ekstrakciona sredstva ï metanol i acetonitril; 

na osnovu procenjenih parametara izabrano je pogodnije ekstrakciono sredstvo. 

Selektivnost. U hromatogramima blank metanolnog ekstrakta (Slika 4.2-24 - Slika 4.2-29) i 

blank acetonitrilnog ekstrakta kore Zlatnog Deliġesa, Ajdareda i Greni Smita (Slika 4.2-30 - 

Slika 4.2-35), analiziranih i u SRM i u CRM reģimu rada analizatora, ne uoļavaju se pikovi na 

retencionim vremenima analita, na osnovu ļega se moģe zakljuļiti da je metoda MET-LC-R1 

selektivna i u sluļaju kada se kao ekstrakciono sredstvo koristi metanol i u sluļaju kada se 

koristi acetonitril. 

 

 

 
Slika 4.2-24 Hromatogrami metanolnih ekstrakata kore Zlatnog Deliġesa u SRM reģimu (metoda MET-LTQ-44): 

bez dodatih pesticida ï blank (1) i standard u matriksu  - 1,00 µgmL-1 (2) 
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Slika 4.2-25 Hromatogrami metanolnih ekstrakata kore Zlatnog Deliġesa u CRM reģimu (metoda MET-LTQ-

45): bez dodatih pesticida ï blank (1) i standard u matriksu  - 1,00 µgmL-1 (2) 

 

 
Slika 4.2-26 Hromatogrami metanolnih ekstrakata kore Greni Smita u SRM reģimu (metoda MET-LTQ-44): bez 

dodatih pesticida ï blank (1) i standard u matriksu  - 1,00 µgmL-1 (2) 
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Slika 4.2-27 Hromatogrami metanolnih ekstrakata kore Greni Smita u CRM reģimu (metoda MET-LTQ-45): bez 

dodatih pesticida ï blank (1) i standard u matriksu  - 1,00 µgmL-1 (2) 

 

 
Slika 4.2-28 Hromatogrami metanolnih ekstrakata kore Ajdareda u SRM reģimu (metoda MET-LTQ-44): bez 

dodatih pesticida ï blank (1) i standard u matriksu  - 1,00 µgmL-1 (2) 




















































































































































































































































































































































































































