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Jabuke su jedna od vrste vola kojnezaviimmodr i s ut
sezone zbog | ega postoji potreba za njihovom i
podrazumeva upotrebu hemijskih sredstava, dok je organska proizvodnja zastupljena

Od ukupne ©potr ogondjreg apassaigabakaj 76 &se bdmdsionanprimenu

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

pepelnice, crne | bele trulegi, zelene pl esi
i sta i krastavost.i pl oda | abukengja nalbijcg ekt i c |
uzrokovani h insekti ma I grinjama, kao gto s
izazivale bolesti, kar aktmrmo @eoiplnosteliminsatida s e
jersepr al enjem tj. sakutpeltjcaleijnreamsi i gni gadoaal p av
U intenzivnoj proizvodnji jabukaipotreba pesticida i drugih hemijskih preparatavij®

i zr alkremz kmd §tliitnrui dplsirlealsamivia po jedinici p o
pri menu zagti tWprhagtnj avaan & ovakve Immakse,
nestrulnoglu uzgajivala ili nepogtovanjem pi
ostataka pesticida ne supmaeruwlfeivi alamam p rzomiaz\
vrednosti propisaniz a k onom i tako negat i vnabogtiogaaliat i na

zbogpovel anih zahteva potrogala po pitanju kv
povrla su u danagnje vreme znalajno poogtren

Predmebvogi s t r a j§ obuhaatigkoaercijalne sorte jabukaZlatniDe |l i ges, Gr eni

i Ajdared i pesticide koji seu 0 b i | primenjujo utretmanimazasada jabukaa to su

fungicidi iz grupe anilinopirimidingpirimetanil i ciprodini), fungicid iz grupe strobilurina
(trifloksistrobin), insekticid iz grupe piretroidnih estaffaifentrin) i fungicid iz grupe anilida

(boskalig. Navedenifungicidipr ema mehani z mu del ovanja pri|
fungicida, prodiru u biljku, deluju kativno i protektivno. Strobilurini su efikasni u malim

kolilinama u suzbijanju poletne faze u razv
fungicidi. Pored trifloksistrobina, u Srbiji primenu imaju i piraklostrobin i krezoksim metil.
Anilinopirimidi n i SuU namenjeni suzbijanju gireg spek
kroz Dbiljku, a takolLe pokazuju efikasnost [
samom poletku vegetacij e. | z oV eza gpotrefmwe f un
pirimetanil i ciprodinil. Boskaliggo mehanizmu delovanja je inhibitor sukcinat dehidrogenaze
i koristi se u suzbijanjMonilias p. i t r ul e.Poredmjega,d Brhijige regiattovark e
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i fluopiram.Bifentins pada u tr el u g troidipikoristirss z lsuzhijanjed a ( p
gt et ol ij maagtwetpjedt moljcai smotave.

Cljovog i st r argziopadjnij ae k§ eijiliometodbm adovol javaj ul e o:
i reproduktivnosti,pogodnih za brzi skrinindargetiranihpesticida u jabukamaali i uz

odr elena psaipbtengjaribre pymanom za druge kombinacije pesticida i
volal/povri a

Standardne metode za odrelivanje pesticida
SRPS CEN/ TR 17063:2017, SRPS CEN/ TR 15641: 2
pandani (CEN/ TR 17063: 2017, CEN/ TS 17061: 2
materijala. OSm toga, zakonska procedura zahtevanalizu uzorakau akreditovanim
laboratorijamauz toiov | agl eni m z aTalviosertifikowahi pregledi azoraka
poskupljuju i usl ognjavaju zdr aviszastaelane kont r
prehrambenih proizvoda promet.T a k pdficalne metodenogu bi t i kritil]ne
sprovolLenje usled uslova da se koncentracije
celokupne mase r epr ezen tlauinativnangstanunpo. kdwaa , Koj i
pulpazajedng . Ovo i mplicira da instrumentalna teh
Uu susret zahtevima za odrelLivanje vrlo nislk
higijenskezdravstvenoj ispravnosti koolisane namirnice.

Razvijene metode treba gar ukgoempr omi s i zmelu wutrogka vr eme
jedne strane i gto bol j i hodpoanodhmdualtarmaaidaal i d ac
prethodepost oj el im standar destm cmedtao dmmaoianakofpe
razli|itim pu acviitbpupnjearntad i ze veleg broja uzor
pr oi zv o kdaalstvenaispravnost jabuka.

S obzirom na sve striktniju regulativu pogledu zdravstvene kontrole nanta) ovo

i stragivanje trleatkajoda iprbudio | dadmpoaslitinugisn oksi thi ppoaodt
pogledu sadrgaja ksenobiotika, pogotovu mal.i
pol joprivr ednidomagnuimdrne kootilol@refinaimdn setifikovanih analiza

i plasmana proizvoda na trgigte.

Osim navedenih p razvijeriei nietode hsw paglpde furadaneentalogr
i st r agrimerj@nai jiapitivanjumigracionih osobina pesticida kroz plod jabub@nosno
u proceniretencionog kapacitetare Time je ispitanaopravdanoss v o L @&nalizeaa samu
koruu cilju proceret ok si koref kpmigmieodnosu na anal i zu
koja seu 0 b i | @imenjoj® Razvijene metode sdodatnoimplementirand potwrlLlLene
skriningu targetiranih pesticida u jabukama

24



2 TEORIJSKE OSNOVE






2.1 Malusxdomestica Bokh.

Jabuka Malus<domestica Borkhjejedrmod naj st ar i j ivistawjo [Vestkse uz g a |
karakterige izuzet nwman rs@alsiptdiaketgrhnoliaikeaestaa ci j e
poput Sibira, pa danatno toplijih krajeva poput Kolumbije ili Indonezijgpada u listopadna

dr vemthamgei porasti Procesarenpbdova vavirauszavisresti odore i
vremenskiuslovaa o btiajead 60 do 80 dan®lodovip o s tzrelogtu kasno leto ili ranu
jesenanjihovav e | iséuizavisnostiod sorte r eoide 7 do 8, 5 Karauarelih pr el r
plodova je crveq &) zelere ili roze boje a mo g u i dvebojner toohoiné sorte.
Jabuka pripada kI i makt e rkonstanthim porastbnuproizdodnjee s e
etilena u toku zrenjayde etileru ulozi biljnog hormona, ubrzava proces zrenja.

Jabuke | ine znalajan deo | judske i sdnataane, |
hranljivih vlakana I girokog spektra bioakt
jedinjenja, koja imaju ulogu antioksidanas.a | i n i koowxemivrrasntjea Vv ol
mnogobrojni, od svegeg ploda sa deviragopat, pr el
soka, kaga, soseva. Sok se konzumira sveg il
vina ili sirla.

2.1.1 Poreklo

Jabuka pripadeoduMalusiz porodiceRosaeadoji obuhvateoko 70 vrstaP o | et ak wuz gaj
jabukadatira4000 godinaunazadu Aziju, a u dansaeg nujzeg avjrae nvei ge od
svim kontinentimaRegion Vavilovu centralnom Kazakstane prepoznat kao region porekla
jabuke(Malug) i sl i kabhgt od®Ppreakajsija @riunag (Espley& Martens,

2013).U ovom regionu jeopr ona Ll e na WMalus sieversiza koju podtaje genetski
dokazidajeptee | a d o maPoiedMaljisaibvarsipar. e t esli s® miaijalno smatrale

I Malus sylvestris (L.) Milliz Evropei Malus dasyphyll@orkh, poznate i kao divlje jabuke,
Malusbaccataiz Sibira iMalus prunifoliaiz Kine (Fraernaleet al, 2011).
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Nakred ni m sekvencionisanj enageeropma &plusbiavergia b u k e |
iz Centralne Azijea ne izKazakstangWanget al, 2018).Malus Sieversiiz Sinkjanga, Kie

ima visok stepen homologije, dok )Malus sieversiiiz Kazakstangp ok azuj e sl i | n
genomonmMalus Sylvestris Malus orientalis Malussieversii z Ki ne je u proces
Malus baccataz Sibira rezultova u vidu Kineske jabukéSlika2.1-1 A).

Opsegne genetske s ' pnmmmirmmmsoaommg da je
populacija savremene jabuke hibri B
nekoliko vrsta §lika 2.1-1 B); posebno se
nal gagava genet ski
u k r g Madus giesersii Malus orientalis |
ali je nepobitan i genetski doprino
evropske divlje jabukeMalus Sylvestris A
koja se je uzgajalamnogo pre pojave

hibrida M.sieversitM.orientalis u Evropi B e

(Spengler, 2019Mo0 ge se zak ‘ pateagy
osnova odomal i vanij \

pol etak nastajanj a ' \
Evroazijska razmena useva, odnos w“?ai’q

Kavkaz

prenogenje biljaka %o
jabuka nosi naziMalus< domestica Borkh g" gk
(Spengler, 2019).

Slika2.1-1 Poreklo savremene jabuke (interpretirano i
Wanget al, 2018 B Spengler, 2019

2.1.2 Proizvodnja

Jabukese nalaze na 17 mestu od 20 najpopularnijin -agrairnica. Globalno gledano,

uzi maj uli i U obzir samo volie, jabuke se nal a:
Proizvode se na svim kontinentima. Svmitska p
| emu 12 % proizvodnje |ine jabuke. Kina je
SAD sa 7,5 %; na severnoj hemisferi vodele =z
ltalija i Iran, dok su na ifZelagdn oy u § e @spleyf er k at
& Martens, 2013)

Zbog i zuzetno velikog opsega proizvodnje i g
zahteva potrogal a, kriterij umi proizvodnje |
smi sl u pbohhgttewinjmotrogala se kreiu u pogl edu
i spravnosti. Probl em koji se javlja u ova dv
| i njenica da se rod jabuka tretira nioboagobr o]
organoleptilka svojstva plodova, suzbijajuli
svakako ne doprinosi zdravstvenoj i spravnost
Uzimajuli u obzir gajene kohtiopntakbea kebt
jedinici povrgine, sa na(jOberladmalylR008)jOeakva za gt i
praksa, ako se uzme u obzir [ eventual na ne
sredstava il nepogtovanje propisane karenc
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iznad maksimalno dozvoljenih koncentracija (MDK) i time direktnd, ugem per i odu U (
zdravlje ljudi.

Kao alternativa il u krajnjem slulaju pobo
i ntegralna proizvodnj a. Zvani| na definicija
proizvodnjafe k ono mi | na vporicai zwiosdonkoag kvalitet a, k o]
bezbednijim metodama i dovodi na -memijgkihmum n e
sredstava da bi se poboljgala fizauipgtangi vate
proizvodnjejesuzi j anj e pri mene agrohemijskih mera i
u komercijalnoj proizvodnji vola. Umesto spr
u cilju suzbijanja bolesti treba prdi e it toil i N
poput fizilkih, biolodgkih ili mehanil| ki h dej
redovno pratit:i stanje stabal a, vremenski h

pragai u skladu sa time doneti odluku da li i ark trenutku primeniti pesticide.

213 Naj znal ajnije komercijalne sorte

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

komercijalne svrheSlika2.1-:2) , gt o uglavnom zavi si od skl on
sortama. Pored teksture, ukusa, mirisa i nut
regiona u kome ¢give kao i od kul telirewope z ko]
prednost daju prokiselim, a stanovnici Azi]je
sorta u Evropi, pralena GalJomagoldoi dblasuedA®m, Cr
naj popul arnije Crveni DeleéniiSmigTsao@al6la, Fudgi ,
Komercijalna proizvodnja je iz tog razl oga
Del i ges, Mekintog i Jonagold (poreklom iz S
(poreklom iz Australije) i Rojal Gal&r ebur n i Dgez (poreklom sa N

, ! o

Ajdared Zlatni Delises  Greni Smit Gala

(Idared) (Golden Deliciuos) (Granny Smith) (Gala)

- ‘ e
' - YT o
Breburn  Crveni Dzonaprinc

Crveni DeliSes
(Red Delicious) (Braeburn) (Red Jonaprince)

Slika 2.1-2 Izgled plodova komercijalno najpoznatijih sorti jabukavér:J u § n i - FHBudsh a t

Ajdared (englldared)j e st ara ameril|l ka sorta, jednostavn
pitanju redovnosti [ obil nosti ralanja. S ob
bi ti Ssmanjen pojavom mrazova Uu tom peariodu.
primenom hemijskih sredstava. Plod je krupan, sakisdloat ki m ukusom mes a,
[ ogranilavajuli faktor u popul arnost. ove
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| uvat. u dugem periodu | ak i u jeppopolarnaikgdi m u's

uzgajival a. S obzirom da za uzgo] ne predst s
ni ska. Posebno | e oset | j i vRodosphmerauleucomidhan i k a |
(Ob r a debal, 2013.

ZlatniDe | i (engl.&Solden Deliciouyj e st ara ameril ka sorta, kval
Nepotpuno zreli plodovi imaju zelenkastu boju, a plodovi u punoj fazi zrenja su-glainoi , p o
| emu je ova sorta i dobila ime. U poplodevi enj u
ove sorte sadrge manje vode, tj manje su sol

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

Zlatni Rejnders) koji su otporniji na pojavu previak@bfadw i dt al, 2013. Ukoliko se

pl odovi ubiru na vreme i skl adi gte u adekvat
sezone branja. Zbog negto veleg broja ,faktor
sorta je zahtevnutjiamzia ¢aloji g vioad nn alj, z anetlupl j e

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

koja je popularisala uzgoj ove sorte u £8ku. Greni Smit cveta srednje pozno i ima dugu
vegetaciiju. Pl od je obilno krupan i zelen wu
ovesorteL el i ndger Daliver, ima jog izrageniije | ¢
jog pr iObl aldeval,ji2d13 ( Meso je kiselo I hr skavo,
tile proizvodnje ove sorte, najvela mana je
pl odovi ma. Podl ognost poj avi-famésenhkbj@vasogta v e z uj
poseduje i njegovu naknadnu oksidaciju do konjugovanih trienola koji se smatraju inicijatorima
oboljenja(Whitakeret al,, 1997).

2.1.4 Morfolo gija, sastav i uloga kore

Pored razlikeu hemijskom profilur a z | soiti,i to lhi gl e dn eemgsbomprofiua z | i k e
kore i pulpeu okviru jednesorte(Kalinowskaet al, 2014) U vel ini sl ul aj eva

polifenolnim jedinjenjima u odnosu na pulpu, ali izuzeci postogavisnostod sorte jabuke.

Neke studije pokazuju da sorte poput Zlatnod Deg e s a | Greni Smita i

hlorogenske kiseline u pulpi, a manje u kori (Esc&paonzalez1 998) , dok je sl u
sa sortama poput Fudgi , Khilieowskaetab 8019 EIl SgdrgapCr
kumaroilkininske kiseline ipr oci j ani dina Bl u sort.i Gal a |
(Khanizadehet al,2 0 0 8 ) , dok je kod sorti Zl at i Del i

(Kalinowskaet al, 2019. Korasorti Greni Smif Ajdared,Jonamak, GlostarSt ar ki ng Del i
z n anlo aqgprinosiu Kk u pnom fermldu ¢emjjjabud dok j e wuPiag,l ul aj u
Me k i nRrimagaj doprinos mal{Lataet al, 2009).

Sadr gaj kvercetina, k at iephrioncai,j aenp idki antae hBi2n ai iC:.
nego u pulpi, nezavisno od sorte jabukepa s e mo gaen tzi aokklsjiudlaittiiv ndaa m
opadau nizu kora> sr ¢ ¥Kalipowdkgea al, 2014. Pored antioksidativih i
antihipertezivnih svojstva flavonoida (Balasuriya& Rupasinghe, 2012heka jedinjenja

izolovana iz kore jabuke, poputrsolne kiselinei 3-O-B-D-glukopiranozida pokazuju
antiproliferativnodejstvp r ot i v  (He& Liiuj 2808)Nakie studijéspituju i potencijale

kore jabuke u prahu kadodatka ishran{Wolfe & Liu, 2003) Generalniz a k Ikjkajilsa
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potvrdile i neke studij¢Vieira et al, 2011) je da odstranjivanje kore jabukediz na| aj nom
gubitkubioaktivnih jedinjenja i samim timjihovoj slabijoj eksploataciji z ove .wr ste Vv

Slika 2.1-3a prikazujemorfologiju ploda jabukeCentralni deo jabuke je tzv. perikarp, koji se
sastoji iz endokiarlpg ai Ikio jkiepkampd inijekaa rezavdjp a
mezokap i pulpu.Kora jabuka sesastojiiz nekoliko slojeva hipoderma, epiderméutikule

(Slika 2.1-3b). kutikula predstavljdipofilni polimerni sloj kore koji je u direkthom kontaktu

saspol jagnji m f akdkomprooeat odkutimegnedolabjlire lipidgne frakcije)

I voskova(solubilne lipidne frakcije]Khanal& Knoche, 2014)Voskovi su dispegovarkroz

| i t av u filakeija kolkasd nalg i bl i ge s p o bejnaziganepilatkdlarnimkaut i k u |
frakcijab | i g a u nintrekutikuamin voskbvima.

Epikutikularni voskovisu prisutniu viduamorfrei kristalne formeVoskovi u kristalnoj formi

se nalaze na samoj povrgini kutikule i sasto
|l anaca. U sastav ovih konstatno rigidnih str
koje na vigoj tempeftauufiormoaguaapwvelijujuli sl
fleksibilnijim delovima, sastavljenim od c
ugljovodonil nim l anci ma. Treli l i nil ac ep
di stribucijom i Zmheididaih dtrukiura $ugpdknetijiie amorfne ragije koje

se sastoje iz alifatilnih jedinjenja male m
ol akgava kretanje molekula kroz kutikul u; Vo

kroz koru stvaruje kretanjem kroz rigidne i pokretljive amorfne regije, jer kroz regije voskova
u kristal nojpr fouslednmale nastvorljivostj iesterngmetnji Giacirti et al,

2020.1 dul i od povr gi ne ,udedngakupkulamnmhavoskonau anodng nj o st

pokretljive frakcije rastea ukupan udeo voskova se smanjuje usled zamene kufinom

polisaharidima, tako da se povelava polarnos
L/\ OSTATAK PRASNIKA

y \ OSTATAK CASICE } OKO

\ EPIKARP

\ ENDOKARP (SRZ) ], PERIKARP BP9

N\ \ T
N ‘

SEME

LOZA SEMENA

PULPA

35 e f < g - o
-~ o =
| ad & A o= o
A R I SIS S S B SRS SR
PETELJKA A

' (@) (b)

Slika2.1-3Del ovi ppeegekgaoddanjabgkda) i struktura korgposmatrana pod mikroskopom (b)
adaptirano i{Giacintiet al, 2020

Osnovne komponente kutikularnih voskova su masne kiseline vrlo dugogmigavéry-long-
chain fatty acidy i nj eni de g-Cayvadkoholi, esti, &etoni,@ldedidLs et al,C
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2017) Ursolna kiselina iz gr%peuktupniehr pregloji adwac
jedinjenja voskova, alkarni Cpo nonakozan do 4%b6, primarni alkoholi do 140 %, a

sekundarni zavisni od sorté 2040% u Vv 0os k o v i m80%hedskogmaLlatnog j . 1
Del i gesa; al dehi d,00% us&@awaskova(Beldinget al,m298)lakod o 6
su pentaci kl il ni triterpenoi di poput ursol ne
sl oju, oni nNi su u pozitivnoj korel acij i s a
odgovorne alifati]ne f (Ladeetal.j2818)voskova vrl o d
Sastav kore, u domenu strukture i sastava kutikagleisi odb i ot i | ki hgemetskht or a t
(vrste sortgi stepena zrelosti ploda, | i i od abdnat| ialjbkniiotbktdiiddit or a .
ut inhosobinekoresu kIl i mat ski usl ovi proi koji ma su |

nakon b r(gongrsia, 2012)Sarte koje kasnijeazrevaju uglavnom imajiebljukoru

od onih koje sazrevaju ranijelomutova& B| a,p@0B)Gt o j e kora debl ja i
kolilinu voskova, to je gubitak vode iz ploc
Prema rezultatima jednog ispitivarijao | i epikutik@arnihvoskovame L' u s or tod ma v ar
366 do 1038 pgcr(Beldinget al, 1999. U sortiFlorinakojaspada u sorte koje dobro podnose

skl ad, gaeme lee noskova ods18 d+482aupgcm? dok sorta Primakojaje | o g a

za skl &adiag s eskpvgodi7,1 + 257 ugem? (Beldinget al, 1999.

Kutikulaivoskovik 0 j i j e prekwuil wajuuui majuw avnagriitkbrmt egr i t
transport a Grotteetkal, 2001; Wangen gl., 2016). Poznata je zagt
voskova ne samo od transporta patogkapaau pl o
na povrginu jabuke tj. izlul evina, koje u

mikroorganizamgBeldinget al, 2000)

Z a h v a Isyojojjmerfologiji korapredstavljaprirodnu barijeru i protiv prodora pesticida i
drugih ksenobiotikalako je evidentno daa gt i t nkare t Voskgwiz njenog sastava
postgi, mera u kojoj seajt i t a i s pallv | av ausleva i1 kofinia se pesticidi
nanosekao iod hemijskestrukture pesticiddD o b r a z ajgbukeit ag riseogokaala
na primerthlorpirifos-metila, gdeje veliki deo aplikovanog pesticida ostasatbovan na koru

al i nij e pr og dRicciketab, 2006) pvajendeol umlaond as no oW Vv r st e
kora jabuke i grogla | e mago#laangedspitvanja kogatsu t n i €
obuhvatiao sam pesticida iz razlilitih klasa su pc¢
gt o z suaoktaci nanatih pesticisiaa L eimpulpi, u al i j e ndetpktoeahaa kol i

kor i (hagungshilaéetal,2015)Ist o i st r ag i daprodorgesiicidlazpvsik a z al
od toga ddi je pesticidsistemik ili nesistemik, kao i daesticidi prodiruu manjoj meri kada se
nanos e, tuispsljavasgkompetitivni efekat

Prodor pesticidaip | od | a b upkdeliti s osnovmé)faz&iacinti et al, 2020:

1. Prodor mol ekul a pest i cipepgaratpesiicidendosgud slajgo g t r e
epikutikularnih voskova.

2. Rastvaranje i difuzija pesticida se odvija kroz amorfne regije kutiluleasnijei kroz
intrakutikularne voskove i kutin.

3. Krajnja faza prodora je desorpci|j asorpeigal ek ul a
u lelije epider ma.

Prodork r oz kuti kulu se moge objasniti kroz pr
u

i n
granice dve faze. U ovom slulaju faze s f o
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pokretalka sila koja odreluje fI ulgmdijente gr act
koncentracije izmebBmataaai Ketekobgensen ms g ee
pri | emu asimetrilnosti na&Baurgl®@94)doprinosi sl

Gto se tile inicijm@mdmapestipidinga@korsprv kontakta gesticidak ut i k
sa plodomepikutikularnivoskovin e ut i | u n akutigufe,csgminstin Inijna niifoms t

prodor Uloga epikutikularnihvoskova t al ni j e k reidsaat aslmaen j fer akkvcaigjl
povr gi nadimepe foidkaa s n o s ti vrema kbmntakta prepargtagpesticsdaplodom.
Uovojfazina propustl jivost mogu dod agnhniobti abiaaead
spol j agnj ealiitaditvipzdomartijalmhegreparata

U fazi kada jeevidentnorastvaanje pesticida u amorfnim frakcijama epikutikularnih voskova
propustljivost kutikulepostajeo d r e L e njantoik cagpbdele iikoeficijentom difuzije kroz

kutikulu. Koeficijent raspodele zavisi ddi z “hdmijskihosobinaaktivne materije pesticida

ali i samogkomercijalnogpreparataOd f i-lzenhikjos ki h osobiablki naj z n;
v e | a rholekulg kaoi hemi j s ki s a s tlipofinost/hidrgfilocstl Hiodovahan a
aromaittal infaati | na | e duilipofilma,pg jekoeficilegt vagpodeleaznph

v @ bd koeficijenta raspodelea jedinjenja sa polarnih grupama u sastavu pamito, nitro

ili alkoholnih grupaN a d u § njedifuzigpesticida na koeficijent difuzijjut i | e st r ukt
kutikule u pogleduwdnosa amorfne i kristalne frakcije voskava p oiwnjih@yeé prostorne
struktureVe | i  udeo k ruivset dalvigpputarie maldkuai kjozkutkulya time i

vreme kontakta gt o us | o ¢ n| dNusaprofkaefipmisrasphdesf koeficijgnte .

di fuzije hidrofilnih | ed ilipofinghfedirdgenjg jer higrefiha od k
jedinjenja nemaju vdli afinitet prema lipofilnoj kutikulii ne zadr gavaju se u
lipofilnim jedinjenjima kojao st aj u duge u matri ksu kutikul e,
(Giacintiet al, 2020.

Zahvd | u jbarijernim osobinama kore posl edi | noj aku,npuel aci j i
konzumiranja se pr i mejabuka Jretiranjegalauka ulsmislu pramaa | i ni
ljugténjaermipke wovopotwdebe mo ¢ eaostalim pastjcidat i k o

(Rasmussseat al, 2003 Kong et al, 2013. Pranjejabukavodom, ali irastvorom natrijum

hlorida ili nekog komercijalnog sredstva n@ s milamljiiltiinu ostataka pe
(Yanget al, 2017) me L u éfikasmossep o s t i gesticidaniso velikim delonn gu koru

ili dublje. Ukoliko postoji prodor pesticida u plodi u ¢ tkera jelolji n a | i mihowa
uklanjanje Ov a j nal i n 0jb pokarao kao cefikasan @ uklanjamjstataka
hlorpirifos-metila i fenitrotiona iz bresaka,malationa, lindane, hloprofama iz krompira
hlorpirifosa i njegovih proizvodarazlaganjaiz krompira i plavog paradajzadimetoata,
profenofosa pirimifos-metilakaoi piridabera, pirifenoksa tralometrinaiz paradajzaali i

diazinona karbarila izkrastavcgDjordjevic & Djurovic-Pejcev, 2016)

2.2 Pesticidi
Pr ema definiciiji u d rhnanmy eéngl. &he F@od andAgrzltwrd t ur u
Organization- FAO) pesticidi predstavljajlb i | o koj u supst arkgause i | i S

koristisacilempr evenci j e, uni gaebhijhoi koj aegeéepebiend
il gi vokdahjogilee ut i $ te evodaje,ophrroaccees, pdtikohinapdriag t e nj e
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biljnih ihamimga v68t obhgskdm da su nesel ekti yni ,
organizmima van ciljanih grupZ b o g g i r o #ewpnjapredst&vifajunaa j k or i gl enii
hemikalije na planetia samim tinrsu ing g t igd zdravjje ljudi.

Pesticidisma useve nanose wmaodnoshdkomerdijadap prepardikoine g a v i
s a daktiyriu materiju jedinjenjekoje jeglavninosilacosobingkomercijahogpreparatdnpr.

ciprodinil, endosulfanimidakloprid itd.) r a s t vnasilagz &kwvne materijgnpr.s me ga | ak i h
ugljovodonika voda biljna ulja gline u prahutd.), surfaktantd p o s pe g u jiuz nkeolnu a k t
preparata i i adiévie i stadihzatorepmahezive) admosnsupstance Ke se

dodajuradp o s pe gi v anij al aakachibepkime raakerije
Osobine pesticidazbog kojih preti opasnost od njihove upotrebe meselektivnost,
bioakumulacija i perzistenost.

2.2.1 Kilasifikacija pesticida

Klasifi k aci j a p epema rmekolika kritergumdSiikay2i2-1). U zavisnosti od grupe
organizama na koje delujpesticidi se mogu podeliti na fungicide, insekticide, herbjcide

avicide, baktericideakaricide,nematicide, rodenticidealgicide itd.u zavsnosti od hemijske
prirodemogu se podelitinaneorganske k ao gt o su pesticidi na baz
i na organskeesticide Organski pesticidimogu bip r i r o d n i Piirodsi pesticicdi iti i | K i
biopesticidipot i | u ,i zgibvidtjiankjaa i.IPrednasti gkinodmib pegtiaidaiuz a ma
odnosu naj esispeeddefljikham o s £ L ene k| alsien joerng acnai zdaan
sastavni deo prirode proizilazi da sulako razgradivii mal a jiezagarnvsad isabol
razviju otpornost na njifishwar& Ningombam, 2017)Os novne Kkl ase sinteti
pesticida su organofosati, organohloat, karbamat i piretroid; ostale klase su
anilinopirimidini, strobilurin, triazini, neonikotinoidiitd. prema sposobnosti kretanja kroz

biljke pesticidi se mogu podeliti naesi st emi | ne (neprodirule) [
pesticide

Prema grupi Prema hemijskom Prs:a ti P toksiznosti Per:.I tiram.nku
ciljanih organizama sastavy | strukturi sposobnosti rema toksicnosti apliciranja -
kretanja kroz biljku (fazama infekcije)
o E::,ei:i:;?idi © Neorganski © sistemicni © Kategorijal ° Protektivni
(>] Organski © nNesistemicni - © Kategorijall (preventivni)
- neprodiruci -
© insekticidi @ Prirodni T © Kategorija il © Kurativni
Fungicidi &) sintentieki Nesistemiéni —
Herbicidi (organofosfati, PEDCI L © Kategorija IV © Eradiktivni
© Akaricidi organohlorati, {TTLEZIOS'.E"]IC"I,
S piretroidi, okalno Kategorija V
Baktericidi karbamat itd.} sistemiéni itd.) © L]

Slika2.2-1 Shematski prikaz pele pestia

Jo g |vegaele pesticidajpr ema nal i nu na koji i spol javaj
t.nakojiint erferiraju sa medrganbfosfoinili karbamatni pesticide | a ma
inaktiviraju enzim acetilholinesterazkoja je neophodna za pravilno funkcionisanje nerava;
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organohlorngedinjenjaremeteN a / K r aremnihtviakgnadok triazini ometaju proces
fotosintezg Mohammed, 2012)

Pesticidi rsezlmekwjswbinopbupnaguokseltnost | .pri

i z | o gjavlmjo sdmah nakokontakta, pokazuju izuzetpt et na Pestitidiizpve nj a .
grupe imaju niskd.Dsg ili LC 50 vrednosti(letalna doza ili letlna koncentracijd k ol i | i na
materije dovolinaz a u ni g% tesirgneg ubotka Manj e t oksi | ni pest.i
subletalne efekt@ efekte nedovoljneza smrtni ishod ali dovoljne zat e gpkomene na
organizmu.Hronl na toksi | nost prestavlja gtdetgrg ef

izlaganja pesticidima

U zavisnosti od Lk ili LCsO vrednostipesticidi se mogu klasifikovati u jednu od pet
kategorija: kategorija | e ma akut ne JX0.9)klatedonjao I$(slaba aktia
toksilndd)t, k@t dgdrija |11 XI0p kategonja!lVii pkagéma s
akutna t okXx1i00,rkategdria Ve Okad i zragena, TEO,tpma t ok :
| emdprTedstavl ja | edi(Mohamenedga20l2t ne t oksi | nosti

2.2.2 Fungicidi i insekticidi

Fungicidisu najzastupljenija klasa pesticidemaju sposobnost inhibicijastaplesni i gljivica
Mogu se mel us o b pnavisndsti cal sogaia kdfi deo hilfkeili u kom perialu
razvoja infekcijese nanosey zavisnosti odstepena mobilnostiroz biljku i u zavisnosti od
mehanizma delovanja.

Nesi stemil| ni n esenanase naaddeinne tlelovegiljaésitdviar aj ul i der
na nj i ho v@yjfungicdvnengaju sposobnost prodoeasamim tim ni kretanja kroz
bilinisistemPogt o se nal azie Ihianes apnoy uipZoawdrilguwanlka nd kIt
sa biljkomnazivajusei kontaktnimfungicidima U ovu klasu fungicida spadajsoli bakra,
kaptanditianon, mankozethlorotalonil, folpet i mnogi drugiReis & Carmona, 2013)

Nesistemil ni pr aokdd mr urd d n o quenrgjalieseizudlidar zgea vua j bui | jokkua
mestu aplikacije, samanj i m i | i v el i mStepen &rptenja qpodrazkmegat a nj a
vertikalno ili translaminarno kretanje okviru istog organa, na primer listBodin nakon

aplikacije na listove jabuke e k r e | e u okéru jedndg @pidermisalok setriazoli u

| i stovima soje kKrred uvitgyea nsll aptaneade isuaglikosanie v aj u
na nei z| oligtefeis & €armoaan20)3

Fungicidi koji nakorseprodorapremestss a mest a apl i kovanj,aiuna mal
okviru istog organa se nazivajakalnim sistemicimaKr et anj e ovi h fungi ci
vertikalno i translaminarno. Primer sutriaaob i | | k a ma dReig&Chroana, R0dF t a (

Mezostemi| siu fvehgikeimdidel om kontaktni Udungic

biljku. Imaju tendenciju jakogv e z i v anj a bijle, jgv suvlipodlni m astvaruju
interakciju sakutikularnim voskovima s amim tim se t eigostvarujs pi r a |
rezidualni efekat Glavni mezostemici sypojedini fungicidi iz grupe strobiluringpoput
trifloksistrobira i piraklostrobira (Reis & Carmona, 2033

S stemi| nmalk amgn ausvaj@apra naazemneali i podzemne delove, bivaju
premegteni p rsistén@a biljakagsiema idloemdna mesta udaljena od mesta
n a n o g abziramna usvojenost od strane sistema biljaka, ovi fungicidi ostvatujug i
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efekatod kontaktnih fungicideaso b zi r om da ni s u mogn dasé@cinagju Suncu
r e L@voj grupi pripadaju fungicidii z razl i | it i hpopit eimokgasilk, i h k|
ciprokonazola, dimetomorfanetalaksila, miklobutanilggropamokarbatiofanatmetila Reis

& Carmona, 2018

U zavisnosti od togda li se nanose na samu biljkunlke, kao i na koji deo biljke, fungicidi )
mogu da se razvrstaju u, oma skeomailjaks. Svigualnioglee

sugtini k o n,tk@i bet nanose Sauchjeptvacanja depozitk o0 | | bi gtitili
listove, a fungicidik o j i s e nanose na zemljigte I maj u
Dezinfektanti su na primer kontaktni biocidi poput mbtibmida i formaldehidkaoz a gt i t ni c i
semenae koristekaptan,jprodion,triadimeno] a lista Bordogka | odrulgipreparti na bazi

bakra(Reis & Carmona, 2013

Premaperiodu razvoja infekcij&od biljaka, fungicidi mogu da se razvrstaju u preventiiine

z a ¢ t kurtitimne i eraditivne. Preventivnifungicidi su kontaktnifungicidi koji treba da se
nanesu na povr gi spora dlivikaj ke | mee spaelej amji hov
d o ma IKuratiani fungicidiprodiru u tkio  d o miapfekidaja dalji razvojnfekcije koju

s u z a padkad se prante u tkivéKurativni efekat postoji pre pojave vidljivih simptoma

bolesti. Fungicidi se nazivajeradiktivnim kadainhibiraju dalji razvoj bolesti nakon pojave

vidljivih simptoma.Kurativni i eradikativni efekatjepe nst veno kar akteri st
fungicide, mada postojed br nut i Uszlruoll anji ekv s@anakore blaska aw akiva

d omafazvijaa pol j a, ,mak @poda §s & i nkonfakninkfungididima,ldaks a t i
seuzr ol mile gcitrudadjabekesau zbi j a zahvaljuj ufbsetl er adi
aluminijuma koj prodire u tkiva(Reis & Carmona, 2033

Insekticidimogu biti sintet.i lexkgimjeioslndvnam.mkbija istrétbljemjg p o r ¢
i nsekata, ovael wjdu nij emy eak ig$teidapoadédmtoksinnada
mogu intail i @t et u i dr u®@bmhwsatsd jeuni kpsarhemijkih pakt a

jedinjenja a naj znal aj niaj karbamat, Bl@ovaiwgljovodgnaguiredrinio s f
I piretroidi, kao i neonikotinoidi.

2.2.3 Pirimetanil

Pirimetanil (Slika 2.2-2) je s i s t efungididniz

hemijske klase anilinpirimidina.  Fungicidno N
dejstvo ostvaruje terferencijom sa sintezom X
aminokiselina i proteia, konkretnijesa biosintezom

metionina- FRAC kod9; poznata je ezistencijana P N

pirimetanil kod rodovaBotrytis i Venturig i negto
r e koel rodaOculimacula(FRAC Code List ©*,
2019.S obzirom da je pod ogan
de] S..t V om Sun | tee/_g)l_gprmmcﬂd_raj I Sﬁkngz-ZnStrukturna formula pirimetanil

komercijalnin preparata sa nosiocima aktivne

materije koj p 0 s p egsiapilmost.Ngkieod kandidata sici k|1 odekst ri ni, t
hidroksipropilyf -ciklodekstrin (HPY -CD), linklpzioni kompleks sa pirimetanilom je

otporniji na fotodegradaciju rastvorljivi u vodiu odnosu na pirimetaniFFernandest al,

2014)

fotodegradacij i
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Tabela2.2-1 prikazauje osnovne hemijske karakteristike pirimetanila.

Tabela2.2-1 Hemijske karakteristike pirimetanilaMDK u jabukama

IUPAC naziv CASno. MfO'ek“'Ska Mol masa, | ko pka  MPK™
ormula g/mol mgkg

4,6-dimetil-N-fenilpirimidin-2-amin 53112280  CyHiaN3 199,3 2,84 352 1500
*Pravilnik o maksimalno dozvoljenim kolilinam:
(broj 110-00-114/202609)
2.2.4 Ciprodinil
Ciprodinil (Slika 2.23) je kao i pirimetanil,
sisitemil ni fungicid- iz hemi j s ke ase an
pirimidina. Fungicidno dejstvo ostvaruje isti N N\
mehanizmom kao i pirimetanii FRAC kod 9 Y
(FRAC Code List ©* 2019). Nakon folijae N _~A
aplikacije efikasno prodire u listove i prenosi se kroz
biljku putem ksilema. Rane studije su pokazale da je
podjednako efi kasan i na povrgini l i stova, a
njih tj. da efikasno snralawva i nrodnyr ras

. . . .. Slika 2.2-3 Strukturna formula ciprodinila
i zazival a o P.oherptechgidas, Bp v p ut P

graminis i B. cinerea(Mdller 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,agei st ent nost u negativno

utvrlena zavisnost od vrste biljke, pri | emu
razlaganje ciprodinil a, nego npr. kod | istov
in vitro isptivanju identifikovan kao potencijalni endokrini disruptor (Medjakovic et al., 2013).

|l spitivanje uticaja ciprodinila i pirimetani

izazivaju oksidativni stres i da remete energetski metabolizam, jer da@@mdmanjenja nivoa
[ el i j s-a€CglemarTePal., 2012).

Tabela2.2-2 prikazuje osnovne hemijske karakteristikgrodinila

Tabela2.22He mi j ske karakteristike ciprodinila i maksi mal n

Molekulska Mol. masa,

IUPAC naziv CAS no formula g/mol log Kow pKa  MDK*, mgkg!
4-ciklopropil-6-metil-N- 121552
fenilpirimidin-2-amin 61-2 CadHasNs 225,29 3,59 4.44 2,00
*Pravilnik o maksimalno dozvoljenim kolilinam

(broj 110-00-114/202609)
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2.2.5 Boskalid

Boskalid (Slika 2.2-4) je fungicid iz hemijske klasepiridin-
karboksamidaEfikasan je u inhibiciji klijanja sporaali i u
fazamarazvoja zametaka i rastaicelija (Stammleret al,, 2008)
Nakon folijarne aplikacije boskalid se brzo usvaja i prenog
translaminarno kroz tkivo lista dsuprotne strane listali je

mogul e i akropet al fStamrkleret ala n oz ksil em
2008. Fungicidno dgstvo ostvarujei nhi bici jom | ellijskog
disanja t aihibicijgmedelovanja suknatdehidrogenaze N
FRAC kod 7(FRAC Code List ©*, 2011 o

7

Cl N
Slika 2.2-4 Strukturna formule
boskalida

Tabela2.2-3 prikazauje osnovne hemijske karakteristike boskalida.
Tabela2.2-3 Hemijske karakteristike boskalida i maksimalno dozvoljera | i |jabukamna u

Molekulska  Mol. masa,
formula g/mol
2-hlor-N-(4*-hlor-[1,1*- 188425 Ne

bifenil]-2-l)nikotinamid 856  CwhiClN0 3432 2,96 200

disosuje
*Pravilnik o maksimalno dozvoljenim kolilinam
(broj 110-00-114/202609)

IUPAC naziv CAS no. log Kow pKa MDK, mgkg?

2.2.6 Trifloksistrobin

Trifloksistrobin (Slika 2.2-5) je

me z 0 s t e riundicial i iz\/N s

hemijske klase strobiluring O

oksiminocacetata. Ot krile N\(O\KF

sinteti|l kih jestro I Mo”7 XX

nastupi | oprzodnmv al |j ' F
F

derivatima  b-metoksiakrilne
kiseling koji poseduju
fungicidna  svojstva, poput
strobilurina A,oudemansina A i mksotiazola A Bartlettet al, 20®).

Postojiuipno | et i ri geometri j-sEkka, iEzZomedBER itrZZ )] o
fungicidno svojstvo ima samo EE izomer (Banerjee et al., 2005). lzomer sa fungicidnim
svojstvom je u prirodnim uslovima podkapogan i
koj i takolLe nema fungicidne osobine gto

Slika 2.2-5 Strukturna formuldrifloksistrobina (EE izomer)
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trifloksistrobina (Banerjee et al., 2005; Banerjee et al., 2007). EE izomer trifloksistrobina
fungicidno dejstvo ostvaruje inhdlbenca jmerstial
citohromu b, sastavnom delu citohrom bcl komplekBRAC 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 strobikirimpravo zbog njihovog
mehani zma dejstva, tj. ometanja procesa proi
pre svega preventivni fungicidi (Bartlett et al., 2002).

Tabela2.2-4 prikaauje osnovne hemijske karakteristik#loksistrobina.

Tabela2.24He mi j ske karakteristike trifloksistrobina i ma k ¢
IUPAC naziv* CAS no. Molekulska Mol. masa, l0g Kow oKa MDK**l,
formula g/mol mgkg
(E)-metil 2-(metoksimino)
(triﬂugrfrfe(t(if)(f?ni%e(t?nden)a 14211?717 CaoH16FaN204 408.4 45 dis?)esuje
mino)oks)metil)fenil)acetat
*EEizomer
**Pravilnik o maksimalno dozvoljenim kolilina
(broj 110-00-114/202609)
2.2.7 Bifentrin
Bifentrin (Slika 2.2-6) je insekticid iz
|l etvrte g pireteoda c i f €
Piretroidi su neurotoksini tj. remetd™
normalnu funkciju nerava insekatg z
ti me gt o interferidaju
kanalima natrijuma i dovode do
pardize. Predstavljaju  sintetske Slika 2.2-6 Strukturna formula bifentrina
analoge piretrina, prirodnih

insekticida koji se mogu izolovati iz vrs@hrysanthemums cinerariaefolium

Struktura piretrina, koji predstavljaju estre ciklopropankarboksilne kiseline i alkohola
ciklopentenolona, sintetski jme nj an a, jer su nestabilni na s
vremenskim uslovima pa im je primeaavojstvui ns ekt i ci da ograni| ena.
otkrivena sekvencijalnom zamenom ili kiselinskog ili alkoholnog dela novom grupom,
odabranomtakodaadr gi mol ekul ski oblik i fizilke os
podel it u dve klials®j, a n@mr wisxntoiviue taloiRimptanamiojsd k e
trovanja koje izazivaju kod sisara ili insekata

Piretroidi iz klase | su jedjenja koja u svojoj strukturi nemagucijano-3-fenoksibenzil grupu
poput rezmetrina i permetrina, dok piretroidiz k|l ase | I sadr ge pomen
strukturi, poput deltametrina i fenvalerago@erlund201Q. Piretroidiiz klase lizazivaju tzv.
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sindrom tremora (6 i ndr om) , dok piretroidi iz kl ase
sindrom (CSsindrom) Gupta & Milatovic, 2014)

Promene u strukturi piretroida su izuzetno z
aiinespeci filnost odrelenog i n #-eijanidhecgiupeau. Pri
al koholnom delu mol ekul a, koja znal ajno pove
cihalotrin, deltametrin, ci per mmettng rermetrinai f en
Pl tetrametrina (Gajendiran & Abr aham, 20

gtetnosti PeStiEPAas (©®hfhice ,ofk ofeas tsiec ikde | Rr a
I (najgtetniji) d o k aitergrip gersvrstae prdm¥ ak(tmojporamg n j e

toksilnosti u kategoriju 11, a prema akutnoj
(Dur ki n, 2015) . Bifentrin ne iritira nitd. n
sistem i na razvoj plad. S obzirom da je neurotoksin, |

bifentrinom je tremor.

Tabela2.2-5 prikaauje osnovne hemijske karakteristike bifentrina.

Tabela2.2-5 Hemijske karakteristike bifentrina ma k si mal no dozvoljena kolilina
IUPAC naziv CAS no. Molekulska  Mol. masa, log oKa MDK ;
formula g/mol Kow mgkg
(2-metil-3-fenilfenil)metil 3-
[(2)-2-hlor-3,3,3trifluorprop-1- 82657
enil]-2,2-dimetilciklopropani- 043  CotaCIRO: 422,87 6.00 7 0,01
karboksilat
*Pravilnik o maksimalno dozvoljenim kolilinam

(broj 110-00-114/202009)

2.2.8 Ciprodinil, pirimetanil, trifloksistrobin, boskalid i bifentrin u komercijalnim
sredstvi ma zegistowmgmuSbyi bi | j a

Tabela2.2-6 daje pregledsredstivaz a zagt i tu bilja koja kao akt

ili smegu boskal i da rie ddsrtuagvea aska ilvinset ema tzear izjaeg
[ trul egi pl odova se posebno koristi Bel l i s
trajanju od 7 dana3rahovacet al, 2011;0 b r a debat, 2013.
Tabela2.26Sr edstva za zagtitu bilja registrovaPa&Vy Srbiiji
2018)
Akt|vn:a Naziv sredsttva Sadr galj Proi zvol a Zastupnik uSrbiji
materija za zagt materije
. . Agromarket,
Bosco 500 g kgt Ningbo Synagrochem, Kina Kragujevac
boskalid Cantus 500 g kat BASF SE, Ne BASF Srbiija,
Corvet WG 500 g kgt CNCCJC, Kina Agroarm, Beograd
Dekada 500 g L* Chemical Agrosava, Beogra /
boskalid + . 1 BASF Srbija,
dimoksistrobin Pictor 200+200gtL BASF SE, Ne Beograd
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boskalid + Collis 200 + 100 g I BASF SE, Ne DASFSrbia,
kresoksimmetil Beograd
boskalid + . BASF Srbija,
piraklostrobin Bellis 252 + 128 g kg BASF SE, Ne Beograd
.boskahd +. Bosco Gold 267 + 67 g kg Shangai Mio, Kina Agromgrket,
piraklostrobin Kragujevac
boskalid + - Galenika Fitofarmacija,
piraklostrobin Luminis 267 +67 g kg Zemun /
boskalid + . .
piraklostrobin Markiz WG 267 + 67 g kg CNCCJC, Kina Agroarm, Beograd
boskalid + . BASF Srbija,
piraklostrobin Signum 267 + 67 g kg BASF SE. Ne Beograd
Tabela2.2-7 daje pregledredsavaz a zagti tu bilja koja kao akt
I'li smegu ciprodinila i druge aktivne mater.i
krastavostplodova koristese Ciprodex i Chorus 50 WG sa karencom u trajanju od 28 dana
(Obr adebal,POl3 , a za zagtitu jabuke od | alLave kr
WG sa karencom u trajanju od 3 dd@aahovact al, 2011;,0 b r a debaV, P013). Ciprodex
[ Chorus 50 WG se u svojstvu sistemika mogu
pl oda, posebno u najranijim fenofazama sreb
naredna B danaQ b r a debal, 2013.
Tabela2.27Sr edstva za zagtitu bilja registrovaMRGW, Srbiji
2018
Akt|vn_g Naziv Sfeds_tva 2z Sadr g al Proi zvole Zastupnik uSrbiji
materija zagtitu materije
Ciprodex 300¢g Lt Adama Makhteshim, Izrae Adama SRB, Beograd
Neon 300 g L' Galenika Fitofarmacija, /
Zemun
. - Syngenta Crop Protection Syngenta Agro,
ciprodinil Chorus 50 WG 500 g kgt Gvajcarsk Beograd
Calcio 750 g kgt CNCCJC, Kina BV Komerc, Novi Sad
Cormax 750 g kgt Shanghai Mio, Kina Agrom_arket,
Kragujevac
ciorodinil + Galenika Fitofarmacija,
pr . Atlas 375+250gt* Zemun u saradnji sa /
fludioksonil . .
Psyche Ccemicals, Kina
C|prpd|n|l + Sven 375+250gt* Shanghai Mio, Kina Agromfirket,
fludioksonil Kragujevac
ciprodinil + . . .
fludioksonil Enygma 375 + 250 g kg Jiangsu Flag, Kina BV Komerc, Novi Sad
ciprodinil + . Syngenta Crop Protection Syngenta Agro,
fludioksonil Switch 62,5 WG 375 + 250 g kg Gvajcar sk Beograd
ciprodinil + Linus 187 +125g 2 Adama Makhteshim, Izrae Adama SRB, Beograd
tebukonazol
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Tabela2.2-8 daje pregledredstvaz a zagt i tu bilja koja kao akt:

ili smedgu pirimetanila i druge aktivne mater
krastavosti plodova i pepelnice korisgClarinet sa karencom u trajanju od 28 dana, koji se
svojstvu sistemika aplicira na jabuku u fazi srebrniivphu c anj e pupol j ka 1 mi g

je naredna -3 dana, kao i preparati ciprodinil@ p r a debal, 2013.

Tabela2.28Sr edst via uzaizZgdt regi strovana u SrbijMP&WYWja sadg
2018

Akt|vn__a Naziv sreds_tva za Sadr gal Proi zvoli Zastupniku Srbiji
materija zagtitu materije
Stockton CropProtection
-1 i
Botrystock 300gL AG, Gvajc Stockton, Beograd
. Bayer CropSciences,
1
Mythos 300gL Nemal k a Bayer, Beograd
pirimetanil Botus SC 400 400 g L't Jiangsu Flag, Kina BV Korg;rjc, Novi
Pehar 400 g L Galenika Fitofarmacija, /
Zemun
Pyrus 400 SC 400 g L Arysta L|fe__SC|ence, Agrom_arket,
Belgija Kragujevac
ditianon + Faban 250 +250gk BASF Agr o, BASF Srbija,
pirimetanil Beograd
hIqrptanm! + Pehar plus 375 + 150 g It Galenika Fitofarmacija, /
pirimetanil Zemun
pirimetanil + Bayer CropSciences,

Clarinet 150 +50¢g L Bayer, Beograd

flukvinkonazol Nemal k a

Tabela 2.29 daje pregledsredsavaz a za gt i t u bilja koja kao
trifloksistrobin il:@ smegu trifloksistrobin:
sredstava koristi Zato 50 WG u (Gahpractal, | abuk
2011;Obradovi etal, 2013 sa karencom u trajanju od 14 d
krastavosti i pepelnice koristi se i sredstvgg&oema na listi registrovanih preparatglint

Plus (smega trifloksistrobina i Obkshpuetedha) s a
2013. Ovaj preparat se u svojstvu kontaktnog fungicida (kaptan) i lokalnog sistemika
(trifloksistrobin) aplicira na jabuku u fenofazi srebrnivripucanj e pupol j ka i
efektivan je naredna-@ dana, dok je Zato 50 WG aplicirangigj fenofazi efekivan naredna
3-4danaQb r a debat, 2013.
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Tabela2.29Sr edstva za zagtitu bilja registrovana u Srbiiji
(MPGV, Y2018

Naziv sredstvaze Sadr gaj

Aktivna materija Proi zvol Zastupnik u Srbiji

zagtitu materije
trifloksistrobin Zato 50 WG 500 g kgt Bayer AG, Bayer, Beograd
tr|f|pk5|strob|n * Cerox 375+160g 1t Shangai Mio, Kina Agromgrket,
ciprokonazol Kragujevac
trifloksistrobin + 1
ciprokonazol Sphere 375+160gt Bayer AG, Bayer, Beograd
trifloksistrobin + Venere 375+ 160 g t* Jiangsu Flag, Kina BV Komerc, Novi

ciprokonazol Sad

Ispitivanje efekta ciprodinila, pirimetanila i trifloksistrobina na krastavost ploda jabuke sorte
Gala pokazuje da efikasnost kontrole obol jen
efi kasnost kontrole oboljenjna jrea nliins toav ipmea td
je taj procenat maksimui0 Bertonet al, 2007)

Tabela 2.210daje pregledredstvaz a zagt i tu bilja koja kao akt
il smegu bifentrina i druge aktivne materi |
zasada jabuke koriste Fobos EC, Pinto, Pinotrin 10 EC i Talstar 10 EC, svi sa karencom u
trajanju od28 dana Qb r a dei ali 2013. Preparati na bazi piretroida se koriste za

el iminisanje pepljaste vagi j abuke i smot av
pupol jak, u prvom tretmanu posl e cvetanja wu
u drugom tretmanu posle precvetavanja za suzbijanje staklokiloar( a debat, 2013.

Upotreba preparata Bellis, Switch 62,5 WG i
skladignih oboljenja jabuke poptwi hcwvmnet anr k|
( Obr aetal\201B).

Tabela2.210Sr edstva za zagtitu bilja registrovaiPa&Vy Srbiji
2018
. . Sadr ¢
Aktlvnfa Naziv sreds:tva aktivne Proizvola Zastupnik u Srbiji
materija z a z alfat ;
materije
Bifenicus 100 g L Chemical AgrosavaBeograd /
Byfin 100 EC 100 g L* Shangai MioKina AgromarketKragujevac
Fobos EC 100 g L* Galenika FitofarmacijaZzemun /
Fobos EW 100gL? Galenika Fitofarmacijazemun /
bifentrin Futocid EC 100 g L CNCCJCKina BV Komerc,Novi Sad
Pinto 100 gLt Wi | | o Wioats d Agrimatco,Novi Sad
Pinotrin 10 EC 100 g L! Pinus, Slovenija Pinus PlusNovi Sad
Talstar 10 EC 100 g L* FMC, USA Galenika Fitofarmacija,
Zemun
Tors 100 g L* BiesterfeldN e ma | k ¢ Delta Agrar,Beograd
blfentn_n " Nokaut 16 +30g ! Galenika FitofarmacijaZemun /
acetamiprid
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23 Anal iti| ke metode

Poglavljes a d @sygtinateorijsku osnoviaktuelnih metodgripreme uzoraka za analizu i
I nstrumentalnih analitil]l kih tehnika.

2.3.1 Metode pripreme uzoraka za analizu

Primarniciljevi pripreme uzoraka za analizu izolovanje analitaz istovremenauklanjanje
mogulih inteokesekahdakomentrovanjé analita dbgtektabiiniht |
koncentracijaOvaj korak hemijske analize vremenski najzahtevnijpredstavljaglavni izvor
anal idrnéd &kl Hog razlogapriprema uzorakd ma  z n w@wi¢ajanp perfomanse
ukupnog procesa analizte p o g @a se sastoji jz enalog broja koraka.

Trajanje i broj koraka @stugka pripreme uzorakaa analizuzavise odf i z ii hdmijskih

osobina analita, alisamog matriksdPorednavedenitdirektnih faktorau faktorekojid e f i ni g u
ovaj postupak mogu se ubrojaindirektni faktori, poputcilja analize na primer da li je cilj
analize odredit.i t al| n uili ddeditide Inj¢ anaitcprisutan iaBn al i t &
neke dozvoljene granic&ratko trajaje, mali broj korakamal a potrognjia reag
pogodnostprimene na veliki broj analithile bi glavne osobine idealnog postupg@apreme

uzoraka.

Izolovanje analita iz matriksa uzorkae post i e zrn d XloilpestmpcimaZzkog m

sl ogenostal i mdovotine lsedektivnosti ekstrakcionog sredstsa analitomse

zajedno izoluje i niz drugih jedinjenja koja praktilno predstavl
interferente Zbog toga | e kor ak ekstrakcije skoro
ekdrakata.

U klasilne tehnike etksltmakek$tek latbaiag aag kus tsrea k
ekstrakci j a Ovwveaehnlikesrus t| cejs tfoa zi .d al jmeuzopakavako k or a k
imaju nedostataka poputemenske zahtevnospp ot r o ghj ke kol i | i na. or gan:
Tehnikepoputu br zane ek st r adngliagceteratechsslvent axtractioclA8Ey  (
mikroekstrakcign a | v r nglosplid phase micrgextractionSPMB ili k v e |tedrmike

(engl. QUEChERYpimaju osnovni cilj da nadomestevedene nedostatke

l zol ovanje anal it a sezagnwanataspodeliaraiga meall @ | r anat v a |
[ matri ksa uzorka, a u skl ad@snosmosohifeikajeis¢é et o m
imaju u vidu pri izboru ekstrakcionog sredss@polarnet ekstrakcionog sredstva odnosno

hidrofilni ili lipofilni karakter analita Oktanolvoda podeoni koeficijent (i) se smatra
fenomenol ogkom def ijadinjenja ko@nse zZasnigdar rafoktamainomns t i
referentnom sistemiRaspodela ast vorene supstance i zmelu vod
nije identiul 3d ul a§ moolabsisteneaali e bnalogna gt aa kamiall i

sl ul aj u-vadk giseemav i g a vHKoepdondorsaz ume v a vrastvarenet e nd e r
supstance khaidrofobnojfazi, odnosnov i g a Vv rowgedlinjenjaA u onosu ngedinjenje
Bukazujena e i u hi diedinjénja A(Wells 2003) Or gans ki rastvaral.
koristeu izolovanju analitau acetonitril, aceton, etilacetat, heksdihrometan drugi.
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Ekstrakci ja nemngls$ohdrplsasecektractioa 8RF je primarno razvijena kao
alternattieanot ee|lkesbtorga k mapj e pot,rod@lnij ei r andtgwa
automatizacije.Vi gef unkci onal nost ove tehnike s e 0
izolovanpi koncentrovarganalitai z v e | i kurorekaklakd e | usilaed razl i | 1t
sorpcije i desorpcijgaojedan od glavnih nedostatakas tprinbseanalitanakonovog koraka.

PrincipSPEt ehni ke j e raspodel dsorbentiil ittel (eleentdedzue | v
Najrasprostranjeniji tip sorbenta mlika ili modifikovana silika, kod koje spovr gi ns ke
silanolne grupe supstituisamea z | ifuhkicionalmim grupamgTabela2.3-1). Sorbentina

bazi silike modifikovane nepolarnim funkcionalnim grupamktddecil (Gs), oktil (Cg), fenil

grupom i sl.)spadaju u tzvReversed Phassorbente.U Normal Phasesorbengé spadaju

sorbenti na bazi silikesilike modifikovane polarnim funkcionalnim grupama (aminopgru

nitrilna grupa), kao i FlorisH. U upotrebi su i sorbenti koji nisu na bazi silike, pamimnarnog
sekundarnog amina (PSA), ugljenika u formi GGQBaphitized carbon bladk Florisild®

(MgSiQOs) i aluminijum oksida (AlOs). GCB je pogodan za uklanjanje pigmenata i sterola, pa

sekoristitppr e|] i gl avanju ekstrakata biljaka, a PSA
i masnih kiselinafur o&mdr Levi.i , 2011)

Sorbent obilno ima f or munak okloolnoen.u,Prver gaplsiecik
sorbenta pogodnom telnom fazom u cilju obez
sorbent . Zatim se vrgi nanlogmwunj @o luazzoir k@do us if
vezivanjaanalita iprimesaza sorbentPoslednjim koracima se u zavisnosti od odabira elyenta
moguselektivnospratipr i mese uz zadr gavanje analita il:i

melusobnog razdvajanj a.

Tabela2.31Ko mp at i b i | wiste srtalitai, tiparserbienta i eluent&PE tehnici

Odgovar Tip Log el 1 Dobareluent/

Tip analita sorbent . . Mehanizam Pogodan Nepogodam o s ¢
interakcija analita za SPE analita za SPE
preteg —
alifati ShkaCs Van der Reversed heksan, metanol,
. silika-Cs, Waalsove voda "
aromat.i . . Phase acetonitril
iedinjenja silika-CsHs sile
jedinjenja sa .
o vodoni
hete:)olztairrr:ma ! silika, silika- veza i dipol Normal heksan voda, dihlormetan,
funpkcionalnim NH_, Florisil® dipol Phase metiltercbutil etar
grupama interakcije
jedinjenja sa . .
silika-SOy, . .
grupama RNH, silika-NRs* puferski rastvori oraganski
RCOO el ekt r  Jonska na bazivode sa s a 9 oddov:
jedinjenja sa . e interakcije izmena odgovar 9 )
silika-COQO, pH vrednr
grupama NR', . pH vred
RSOy silika-NRs*
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QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged andSafe) je postupak koji efikasno
kombinuje  ekstrakcijs analita i =

prel i gékstrakmjejseod p ol 01 Odmeriti 10 g usitnjenog uzorka u
uzorka do finalnog ekstrakta dolazi u dva ( = konusnu vialu od 50 mL.

tri koraka,sa malo izmena laboratorijsko =

posulsamali m utr ogkom Dodati 10 mL acetonitrila. & 02
Izvorni postupak (Slika 2.31) Muckati intenzivno 1 min. -&9
podrazumeva séksrdkeijh

acetonitrilom, i <1 03 g‘ Dodati 4g MgSO4 i 1g NaCl

magnezijuresulfata i  natrijurahlorida, Samay  Muckati intenzivno 1 min.

pr el i ¢ékstraksasajP8Asorbentom

tehnikom disperzivnekstrakcijen a | v D0d|3|ti rastvor internog standarda. - gy 04
uckati 30s. Centrifugirati.

fazi (engl. dispersive SPB i simultano
uklanjanje rezidualne vode drugim
dodatkommagnezijumsulfata.

QUEChERS metoda je razvijena 20(
godine od strane Anastassiades i saradr

05 ' U alikvot ekstrakta dodati MgSO4
i PSA. Muckati 30s. Centrifugirati.

(20M), a danas je izuzetmasprostranjena, GC/MS i LC/MS analiza. '55'“- 06

| esto u i1 zmenjenom e
postupka_ su usledile od S,amlh autora nak~"  ou 521 1voma QUEChERS metoda _
gto je utvrlLeno da pH vrednost matri1 ksa i ma

uti caj na prinos analita, a podrazumeval e s
danas poznate kao zvah ne met ode za odrelivanje ksenobi
ukl juluje upotrebu citratnog pufera je evro
ukl juluje upotrebu acetatnog pQueahersscolp e of i ci

Prednosti QUEGBERS met ode u odnosu na ostale su dob

smislu male potrognje reagenasa | zauzimanj a
potreba za koncentrovanjem finalnog ekstrakt
niskih granica kvantifikacijep{u r o& inlor Levy.i I, 2011

Postupci pripreme uzoraka karakteristike instrumentalne tehnike kojom bi uzorci bili
analiziranil i n e d vpeuzdarne hemijske analizdpotrebasavremerh instrumentalnih

tehnika koji sek ar akt emimguoswitd gk vogl, o moguselveak tu pvaotor
pojednostavljenih postupaka pripremeuzordka i nstrumente sa& wvinadékom
da se korackoncentrovanjauzorka mogw r e s kaada seprablemi poput matriks efekta

moguz aobi | i r aumedtoa §icv amiji enm pr el i §.lInstwumenti s|am e k s
vi sokom s eol meokguajinupotoefjul manje selektivnimetodaekstrakcije  ima o

v e | i k iusimuitandj anglizi velikog broja analita.

2.3.2 Instrumentalne anal i t teHnikee

Analiza pesticida u volu je dosta kompeksna,
u kome se pesticidi obilno nalaze wu tragov
zadovoljavajuhaj val vesebvaknbvmost i maj u tehi

osetljivost se postige tehni kama masene spek
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2321 Gasna i telna hromatografija

Tehnika gasne hromatografije (engl. Gas Chromatography se primenjuje za razdvajanje
jedinjenja koja se mogu @vesti u gasovitu fazu bez degradadielarnija, slabo isparljiva ili
termo nestabilna jedinjenjpod !l e gu de grvom kentakty sadelovima gasnog
hromatografapdnosnau samom injektoru ili na koloni.

Sastavne komponente gasnog hromatografasis e | sii sgtaessm za uvolenje an
I kolona Princip razdvajanja komponenti se zasnivanjilaovojr az | i | i t ogmelas pod
koloneit el ne st adi mrmareriengdilgZaepadnosnoa z | i | i tom af i |
prema koloniPr i preml j eni uzor ak, najlegie u telno
i njektor aparata, koji je zagrejan na vVvisoku
odnosno analita i rastvamnasled. e gPgras aud hrekajua
kol one, koja je takolLe zagrejana, gde se vrg
kol onu zavi si od vige faktor a, a karakterig
vrieme koj e perjtaekamraloidt aanroay kol onu, do njego
su sledel]

1) Tal ka kl jul anja analita (isparljivost) j e
analita. Gto je talka kljulanja nigieanp napor
vreme, jer je vela verovatnola da se anal it

2) Afinitet analita prema stacionarnojfama k o j e pol arnost kol one i
vieme je duge, jer analit ostvaruje snagni
polarna jedinjenja imaju duga retenciona
nepolarnim, na istoj radnoj temperaturi.

3)y Temperatura kolone treba biti opti mal na, o]
visoke ili niske temperature ne doprinose dobromz dvaj anj u anal ita. P
predstavlja smegu jedinjenja koja se po pr
temperaturnim gradijentom odnosno postepenom promenom temperature.

4 Brzina protoka nosel e git gptinsamn. Previsok protak gesa ar  k

skraliuje retenciono vreme, ali vodi |l ogem r
za interakciju sa kolonom

Kolone za gasnu

hromatografijuSlika 2.3-2a)

nose naziv kapilarne kolone Agilent JsW GC Columns =~

jer su u osnovicevi malog < -

prel uinlua ragnj<# == Y \ SN
025 mm) Karakte [ = (T\\ "\,.;\’
du@iim je 30 metara % S \
Kolone su punjend v ons \\f?,
fazomna |iju p '
nanegdgmrak s| 0] a) b)

isparljivog polimeradebljine Slika2.321 zgl ed kol ona z aatagefiuh) (

0,25 um. lako su navedeni
parametri kolond du gi na, unut rdagmljjii npar etl patamebrigoji guo |l i mer
podl ogni wzavismostiodbraja prifodeanalita,oni su uglavnom standardizovani.
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Tako, rajzastupljenije kolone za gasnu hromatografijunepolarne kolone, kogea diIr Yyres t u
fazuna bazsilike impregniram 5% difenil i 95% polidimetilsiloksaom - takozvanés ili 5MS
koloned u gsuB® m, wunut r ag minedgbljimepdinhenaiodk0e?5 DRoZh&ta

je primena ipolarnijih kolona(50% diphenyl 50%dimethylpolysiloxang (Hrouzkova &
Palenikova, 2016

Tehni ka tmatbgrafge visakib perfomansi (engl. High Performance Liquid
Chromatography, HPLEje alternativa tehnici gasne hromatografie j er omogiul av a
tege i spar llgka razgradivilo @dinergaiNaziv je dobilapo t ome gt o s
razdvajanjk or i st e |malsitne |femsabgim cabdtham.

Kol one za dgrafijurBlika2Bbpsna t z n a t tnoninodu makolene za gasnu
hromatografijui v e | i sumarbazsilike modifikovaneoktadecilgrupamaC18). Ova vrsta
stacionarne faze je osnova takozvane | ne hr omat ogr afi j emoga r ev e
razdvajati manje polarna jedinjenjp u ¢ iHRLC koloras e kade&0 @o 250 mma

unutragnj.i prel Vvielki loidn & |deos t4ije6alo ingan pgrametagra k o |
koj i oe reflLaumaense tel ne shkobmaa obesfli-tbguma Ledt e
Karakteristilno je da ,saprsimaipsjaeknjledrjiprlomiearaz

znatnoraste  @zultra boljom rezolucijompr uga mogul nost z Stogar al e t
se glavnim napretkom poslednjih godina smatra z v 0 | kol ona sa,d estic
HPLC tehnika koja koristi ovakve kolonenosi nazivt el na hr o olsatvisaklh af i j a
perfomansiengl.Ultra-High Performance.iquid ChromatographyUHPLC) (Wiest& Olivé,

2012) UHPLCo b ez bl ¢¢ er a zndavng jua npjoet rio @ odnasu ndBRLCt v ar al
aiako se koriste vélobg mani ndavijd ez tod baaye s e
temperaturnog g, adgt g elndajgneoshnitte{Ftkrestédetanle 2015)

Mobilna faza odnosno e hareverzoj fari j tee lorba jl nlor comagte
rastwmagaj i v mputacetoditolan metanglazopropanolaili voda ili njihova
smefRazl og za t o tehmkalmaseneaspekirpnetrije ldagm vidovima

jonizacije poputelektrosprej jonizacg i ESIu karakterizaciji analitalzbor mobilne fazge

bitan faktoj e r  udfikagn@sproces jonizacijeanalitai na eventualno formiranje adukata

sa nastalim jonimaP o gESbpodrazumeva as pr gi v an | @ jakanoeb ielkntrer i fl anzoe

polju, pil emu nastaju fine | estice taerzonsaollia dkao | €
jonizaciju anrmdbiing faze lojm@g U ia&w adgdnesaogkojajimajuumalu
viskoznostatosu ast var al i p o p Ui cetandrita Paven sodekam mabind o | a
faze se | &iselivoderk rastvorikdoe rastvorio d r e L e m svbjstva aditiva.

Aditivi se koriste da bi se kontrolisala pH vrednimgiom analize da bi seobezbedib efikasno
razdvajanjeZao b ez b e L i vkainsjeel ibhl augsol ova rada koriste s
u koncentracijama od Mo 1,00%, aza blago bazne usloye pogodan amonijurhidroksid

u istom rasponu koncentracijd. s | wabtwora soli, potrebno je dme budu lako isparljive

pri datim uslovima jonizacijeZatos e naj | eglode kior ir &t &iselne i siri
amonijum acetatdi mravlje kiselinei amonijum formijata

Preporuka je da prvi izbalvokomponentenobilne faze bud®,10 % rastvor mravlje kiseline

i acetonitril (Shimadzu.com01), jer se smatrada mravlja kiselinaunosi manje primesa u
maseni spektr omet anamanjd maekutskueasm aeje panjsnmbsenn e |
fragmenti ne predstavljajinterferente dok acetoni tril pruga vel
ostalih, jer ima manju viskoznost.
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Mobilne fazé aditivin e | i st ol e pkadisammpop ke uhij i maarogt a mel
formirati adukte L e s t i ekosalentnin kompleksipoput praonovanih dimernih jona
([2M+H™]), pseudomol ekul ski j @WNHsE gM+Nag gM+K™),i t i m k
adukti samol ekul i ma ((M+taO+H/]a [MaCHaOH+H"], [M+CHsCN+H],
[M+CH3COQ])), kao i polimerni jonj npr. dimeri i trimer{[2M+Na'], [3M+H"]) (Chenet al,

2007) Formiranje adukatajpo gel j sbu| aj evi ma nedovoljne | o
slabe zastuplijenogtM+H*Jjona pa se | ak madodajukeldent.] i ne kat |

2.3.2.2 Masena spektrometrija

Masena spektrometripe 1 nstr ument al na bizieahwvisokik aesetlivosi u k ar
Joni nastali jonizacijom ili fragmentacijomolekula analital e g e u s @rmoppradas no v i
ove tehnike, a razdvajaju sa osnovu odnosavoje dve osobinemase inaelektrisanjdm/2.

Ukoliko su joni nastalijonizacijom molekulaanalita mo gu p maciuionjegovojnf or
molekulskoj masia ukoliko su nastali fragmentacijomolekulaanalita onda se mogu dobiti
informacije onjegovojstrukturi

Faze u nastajanju masenog speltogi, predstavlja rezultat rada masenog spektrometrél¥u:
uvolLenje analita ,y2 jomzaci@mmolekuta papaktadroo nteg zaul t uj u
jonizovanih molekula iljonskih fragmenata jonskom izvory (3) razdvajanje nastalih jona

prema odnosu njihove mase i naelektrisanfjpasenom analizatory4) detekcija razvojenih

jona.

2.3.2.2.1 Tehnike jonizacijenolekula analita

Postoji velli br o] r Oz ei teminh ktee ki) lea sjuo rsiez ane
jonizacija visokeenergetskim elektronim@ngl. electron ionization, Bli hemijska jonizacija
(engl.chemical ionization,JIOv e t eh ni k e enantatne, jeneriijska jonizacipal

p r uinjoamacije o molekulskojmasi,dgkoni zaci ja el ektroni ma pr ug
molekula.

Molekuli analita sudaraju sa
SNOP L ]

elekt.ronlma vellke. energijel VISOKOENERGETSKIH
obi | no T eritovenvh od FRAGMENTACIONI

\/
strane usijanog filamenigpritom ; + _
cepaju na jonizovane fragment .I {8?-2@} +@ +
(Slika 2.33). Od dva mo g u i e
ishoda jonizacije prikazanih ni —/%/

slici 2.3-3, usled fiagresivnog %ﬁ

JONIZACIONI

nali na Jopmalk t{i IC ormur sacima- $ L o
mo g u I sfragmen_ta_cpnl . 426 %
ishod, jer se molekulski jon, \

[ ]

\

- . . JONIZOVANI MOLEKUL ANALITA
nastai ot pugtanj el

elektrona, ne vide u masenom

spektry zbog slabe zastupljenost Slika2.3-3 QOniz_acija bombardpvqnjeyﬁ;pko_eherg_etskim
elektronima(izvor: Electron ionizationn Wikipedia)

Hemi j ska jonizacij a j e Abl ago

nal i n j(engl.soft mruzatiopne Kk o i rezul t uj pseudaadekuslihanj e m

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

od mehanizma pri elektronskoj jonizaciji, a podrazumeva reakcije prenosa protona sa molekula
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gasovitog reagensa na mol ekul e anal iimap. Ul og
met an, i zobutan i amonij ak. Efi kasnost joniz
analita prema protonima u odnosu na molekule reagensa.

U naknadnorazvijene tehnike jonizacije ubrajaju se matriksom potpomognuta laserska
desorpcija/joniacija (englmatrix-assisted laser desorption/ionizatieMALDI), desorpciona
elektrospre] jonizacija (engl.desorption electrospray ionization DES)). Najlegle
primenjivanje tehnike jonizacije podrazumevaju jonizaciju na atmosferskom prigsigh. (
atmospheric pressure ionization API); to su elektrosprej jonizacija(engl. electrospray

ionization - ES) i

hemijska jonizacija na

atmosferskom pritisku GAS ZA ESTIGLA REGIJA NA ATMOSFERSKOM

(engl. atmospheric RASPRSIVANIE (t4kv)  PRITERC DSMERAVANIA NA
pressure chemical \ ARATATOR
ionization- APCI). . =Y

4
Osnovna konstrukCijESI [ oRZoAvANTE I‘ T

jonskog i zv
|qu m_a I o 9 P kOja I DESOLVATACIONI
prolazi kroz probu,kroz GAS
koju se uvoc \
I koja se nalazi neisokom

RASPRSIVAC

DESOLVATACIA  IZBITANIE

el ektrilnom e
(3-8 kV), komore za {
ispravanje t e| ne, TAYLOR-OVA KUPA

H 1 1 REZIM RADA PRI NASTAJANJU
o bl ! nna p”nCIpu POZITIVNIH JONA

zagrevanjai interfejsasa
analizatorom koji se nalazi
pod vakuumom(Slika 2.3-4). ESI jonizacija jefi b | an@d jonizacije, a nastajanje
protonovanih molekulskih jona se odvija mehanizmom u dve Rz faza formiranja jona
podrazumevanastanaknaelektrisanih kapljicézv. Tejlorovihkonusa usled postojanjgkog

el ekt r i | Druga fazpfarrhijarga jona podrazumevisparaan j e t el ne f aze,
potpomognut@aralelnimprotokomgasa a z ot a, gpstina istbineerog naelektrisanja
kapljiciraster e z u | tepanjanj kadljica na sitnil@pliiceu s | ed preovl ali van,j
sila u odnosu n@ o v r g i n s Ikti progesa gowouljen kaskadno, dovodi do formiranja
protonovanih molekulskih jona ditab ez pr i s u s tkejiae kroa lenusn deoia | a ,
skimer usmeravaju u analizator

Slika2.3-4 ESI jonizacija positive ion mode(Chenet al, 2007

ESI ima nekolikabitnih karakteristikaprvajemogul nost nastaj anja vige
jong, ptmo gul ava gedirgehja zelikih anolgkw@dskin masa poput proteina,
standardnimkvadrupolimakao analizatorimad r uga kar akteri stika | e
jonizacije a trela kedabséeanveabskaujdizajnu i mo g u
pritisku, gt o o mtinska gowezivanje sa sistemirnae | hrdmhtografgChenet al,

2007. Zbog t 0 g a gt o jelektroniroan visoke cemejgige posebno pogodna za
lakoisparljive analitee molekule mée masea ESIi za lako izat e g k ojivei asgtitair |

molekule velike mase najzastupljenije kombinacijedhiromatografskin sistema i maskni
spektrometaradnosnaanalizatorasu GC-EI-MS i LC-ESIMS.
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Osnovna konstrukcija APCI
jonskog izvora u k| j
probu kroz ko
uzoraki korona iglu na koju|
se primenjuj.e
Zarazliku od ESl igle, koja s¢
nalazi u sklopu ESI probe
korona igla se nalaz/-
odvojeno od APCI probe
(Slika 2.35). U APCI |
mehanizmuy s e

raspr gi v a rigaee
telne faze za
rasprgi manij eig
zagrevanja  Desolvatisani |
molekuli analita sepotom

jonizuju  prevashodno U  gjika2.3-5 Konfiguracija ESI probe (1,2) i APCI probe sa korona ig

reakcijama sa molekulime (3,4) u okviru jonskog izvora

mobil ne f aze, ukastalomhaerosaohakojits uv ipg keu h o dukarong o b u Ll e
pragngedcdjdej stvom vi s ok eOva oneharazgneodi astajdnjor o n a
razlilitih klastera mol e kkgjilbimajumaabgenkolizipm §aa z e i
pobulenim mo, ekmil i mamw asea u pratgnevani nojekulske r i f C
joni analita. Tokom APCl jonizacijgno gul a j e t e rtenadlabilaih mokekulg,ma dnj a
time i veli izvbel,megb kod ESh@nizamije. PGl jonizagganajefikasnija

u analizi termostabilnihisparljivin i nepolarnih jedinjenja.

Idealne osobine bilo kog jekogizvorapodrazumevaju visoku efikasnost jonizagipsoku
stabilnostnastalih jona, radefikasneanalize unaednom delu spektrometra masenom
analizatoru.

2.3.2.2.2 Maseni analizatori

Osnovnafunkcija masenog analizatorajedae Lus obno razdvojiskogone k¢

izvora Razdvaj anj e | o nodnosnghowhogpbina unase enaeleldrisamjat i 0 d
(m/z). Analiza odnosa mase aalektrisanja e razl i | i ta u zavisnost. (
se zasniva namnerenju moment&retanjakod magnetnih sektor&k i net i | ke energ

el ektr ost at stabikasthkretang kkbdotransmisionog kvadrupola frekvence

orbitalnog kretanja ko@D jonskog trapdrekvencea k si j al nog kretanja dug
kod Orbitrapakao ibrzinekretanja jona kod analizatora na principu vremena preletgmgl.

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

Mogu nost i nstr ument a d a joma iptoganienziteta dlsKihimkzu 1 z me
vrednostid e,f i ni geols er &Altesolyirgnppveer (Macherone, 2013)IUPAC
definicijamo | i r a z h @ gpeedstpvii izmammlml-m2u sl ul aj u dkmada i z

pika istih visina sa masamali m2postoji preklapanjeao d r e L e n o nvisiperbim&og n t u

pi ka (obi |l no [URACHUdfinicjabezotcijowmasai en emoge predst avi:
m/ a&m, proi |l emu m p pikads tmawslejnad MMMaPEe kjt @adind@g sep
obilno na.TH0 zWmwiis idmeod 1409 8 6 ] a mopgtpuhceazdaajanje
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jonamyz 10000d jonamyz 1000.01pri 10% visine pikovgean = 0.01)Mo | r a zulogsega n | a

od 100 do 500 se smatneskom u opsegu od 1000 do 5000 srednjora,apsegu preko 10000

visokom (Downard, 2004). Maseni analizatori poput magnetnog sektora i dvostruko
fokusirajuleg iankdngtaamtr mojr amel ip se razplicgag anj a,
smanjuje sa porastomvz, dok kvadrupol radi pri konstantoj rezoluciji u okviru datody

opsega.

Transmisioni kvadrupol sesastojioddva para melLusobno p,gprnal el ni
| mup ar gliipsk@g znaka potencijakoje £ nalazenasuprot jedna drugoplika 2.3-6).
Na jedan par gipki je primenjen rdiofrekvantaint an r
napon Joni se usmeravaju iz jonskog izvora u prawose kvadrupolaSuperpozicija

oscilirajul eg napoomoag wndacilaki jons b pranciiy-ose Wkaligoo n

je amplituda oscilacija prevelikgon udarauj e d nu iodi gtiipnke izpwanje kai mi ni ¢
detektoruJedino joni koji ostvare optimalne osmije zadate usloy§.odr ge st abi | nu
kroz kvadrupol, mogu dospeti do detektdR&zolucija kockvadrupolajeo bi | no dovol j n

razdvajanje jona iznosunvz ~ 0,3.

Transmisioni kvadrupol omoguliava dva regi ma
rada Gcan mode podrazumeva sekvencijalnu primenu
omogul ava ut knekroanmda reemaul i zat ora stvaranje st

iz jonskog izvora, odnosno dweehtimgu iéawa gseen jverde m
svakoj vrednostin/z u zadatorm/zo p s e g u . U toku regi maelegedal enj
lon Monitoring modg , u kvadrupolu postoje uslovi koj
i skl julivo jona sa predefinisanim odnosom ma

Jonski izvor Kvadrupol Detektor
Jon sa stabilnom _______ Jon sa nestabilnom
putanjom putanjom

Slika2.3-6 llustracija lonstrukcigi principarada transmisionog kvadrupdiavor: Shimadzu.com_0Q2
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Jonski trap ili jonska zamkaf unk ci oni ge

Joni sa stabilnim oscilacijama

o slilno kao kvadrupol, al
,@ B razlikuj e, gdok |l athogtukaj
T dospelihjonmo bi haovr eme reda v
A 7 / Detektor . . . .
— 7 E] mikrosekumli. Postoje dve vrste jonskog
Jonski izvor {/« (e trapai linearni i trodimenzionalnirap.

r ‘"1\“ alama clekirods  Trodimenzionalnignski trapse sastoji odri
Ulazna elektroda "*«-.A.u__“_ L,_) . . . .
~ elektrodei jedne ulazne, jedne izlazne i
centralne prstenaste elektroff®lika 2.3-7).
T L Promenom naponalazne i izlazne elektrode
oscilacjama gl @ vrgi s etragaiRadjofeekvenani(RF)
AN = napon primenjen na centralnu elektrodu
\\L / 0 mo g u primijeaim jonima da obrazuju
/. A ’\‘_ﬁ] stabilru 3D orbitalnu putanju  pr i | emu
radi jus putanje mzeli za
B o\ odnosno 0 nizlazngj welekthodli.i ¢§ i
S Promena napona na centralnoj elektrodi
Slika 2.3-7 llustracija konstrukcije i principa rada 3l deStgblhque putanjg Jjona u zamol,tc_) .
jonskog trapai¢vor: Shimadzu.com_02 najpre onih sa najvelim
pri prvepmoul i nj u da.Moapugt aj
razlaganjarodimenzionalnogonskog trapa e  k r E00alo 40GD.

Linearni jonski trap konstrukcijski
predstavlja tansmisioni kvadrupol ng
| i je krajeve su d
el ektroda koje om
j ona. Sastoji s e
gi pke usmerena | e
obrazuju kvadar§lika2.38) . Zbo

zapremine | inearny

vige jona od trot

gto rezultuje zna /

Maksi mal ni kapaci a
je procenjen na 7x%£0 dok je broj X

usklad i gt eni h j ona Anvaol i an 7 A

dukcii Kt . Slika 2.3-8 Primer konstrukcije linearnog trapa
produkciju masenog spexira procenj<( karakteristil na =z aulazna &kck

na oko2x10'gt oprjeek o 10 S2icentral na, skiiaarnagekaja ¢
nego kod 3D trapaDpuglas et al,
2005)

Orbitrap E , izvorno konstruisan od stramdeksandraMakarova,k or i st i elzaktri |
hvatanjeis k | adi g .tSasojjsei zj odvae spol jagnj e ,kogmadne ce€
omogul av a janalizétaran ati cdet¢kio@lika 2.3-9). Stabilno kretanjgonau okviru
Orbitrapapodrazumevarbitalno kretanje oko centraledektrode(Slika2.3-9b) i istovremeno

oscilovanje u pravcu-ose OrbitrapaJ al anj e el ektrilnog polja wu
centralnoj elekmdi s a gi ma putanju |Jjona i dr gi(tzv.j e u
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el ektrhkodi nasnadi manj €
electrodynamic squeezip@lika2.3-9a), tako
da je gubitak jona usledudara sa spoljnim
elektrodama minimalan. Ka d a s e
punjenjegjonima, napon naentralnoj elektrodi

o S o s a0 0
Joni razli|litog odn —trisanj

imajurazli!itefreb ] a, gt
osnova nhjihove detekcije. Detekcija jona :
vr gi mer enj em prom
nael ektrisanju spolj
do!l azi usl ed pernfa D
udaljavanja jona od elektroda odnosi
oscilovanja. Gto je
oni bligi spoljnim e
promena u nhaelektrisanju. Ove prome
stvaraju signale kKoj. ¢ Ccoe.ilvucu;, «w owv..pjuters
primenom Fourier-ove transformafe | Slika 2.3-9 llustracija konstrukcije Orbitrapa:

rezultiraju masenim spektrom. sagimanje kretanja jol

oscilovanje jona oko centralne elektrode (b)

do Kkoj

o gt
zivnij a

Prednosti Orbitrapa u odnosu na druyc

analizatore su Vilokh5modO r akdjaag ajné arezul t at
moge definisati sa visokom preciznogblad i vel
nepostojanja zavisnost i snaeleldridganjgfuetgl,200pona od
Problem koji se javlja kod trapa bilo koje konstrukcije geace chargeefekat. Efekat

podrazumeva interakcije i zmeltorujadmkajihdolazi i s e
kada br o] jona prele odreleni i mi t . Il nter al
krajnji ishod ima pogorgavanje perfomansi po

razlaganja. Space chargeefekat se kod Oibt r apa | avl j a gystinama znat n
nael ekt r i s an RRtrapovinpeamimoent efakgt ja znatreo smanpaog postojanja

centralne elektrode kojgaklanja jone sa jedrstrane elektrode od dejstava jona sa suprotne

strane Hechtet al, 2019) Ov a | problem se moge prevazil.i 0 |
jona u trapu, gt o se p otmdaili gaacijénT jenb. iSanrendenie me n o
instrumenti implementiraju AGC procedurdutomatic Gain Contrgl koja podrazumeva
kratakprescmak oj i m se odreluje kwitagdseq@u jiontaa kuo odadma
skl adi gtenje opti mal nAGE talget wajuea)MaKarovet al12008)o m a n a

Hibridni spektrometri predstavljajls poj Vvi ge anali zatorsciljem okvir
kombinovanjan j i h o v i rperforaanspdputmd ii ih r ailzbrzmeyanatize.a

Trostruki kvadrupol (triple quad, Q@8 prvi hibrid konstruisan za potrebe tandemske masene

spektrometrije, u kasnim 197Qodinama u Australiji ownard, 2004) a danas i n e
hibrid u upotrebi $lika 2.3-10). Prvi [ posl ednj i kvadrupol u
kvadrupoli kojir ade na RF i DC naponima, dok sredignj
i radi iskljulivo pod RF naponom, omogul ujul

U njemu se nalaze helijum ili argon pod niskim pritiskom.
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Kombinacija kadripola i analizatoa na bazi vremena preletanj®d-TOF) prvi put je

razvijena u ranim 198Q godinama a prvi komercijalni instrument je nastab996.
Konstrukcijski gledano instrument se sastoji od trostrukog kvadrupola kod kojeg je posledniji
kvadrupolzamenjenT OF analizatorom; kod prve verzije instrumef@F je bio spojen sq

linearno, au p o b o ¢j pvegz@l koja se i danas korisiOF je povezan ortogonaln(Slika

2.3-10). PrednostQqTOFinstrumenta wdnosu na@QqQjev el i ka moil razl aganj
>10000,dok jenedostataknanja osetljivostir e g i mu  aplelaursargChemjsheviclet

al., 2001)

Transmisioni Koliziona celii Transmisioni
l kvadrupol 1 (Q) ERIERIE kvadrupol 2 (Q)
———— —_—
1) —
O C-trap
2 T 1 |
) I = Linearni trap @
a ol E| E 1 |
A 0
TOF — B —
] L

|
Orbitrapg

P

3) \/[

Slika2.3-10 llustracija konstrukcijg@gQ (1), QqTOF(2) i LT-Orbitraphibrida

Linearn trap (LT) i Orbitrap su prvi put spojeni u vidhibrida pod nazivonL TQ Orbitrap

XLE pr oi z WietmaHRisher Scentific. Ovo je prvi komercijalni hibridiz serije hibrida

koji implementirajuOrbitrap Predstavljaspojlinearnog trapa i Orbitrapgrekozakrivljenog
kvadrupolnog trap&C-trap) (Slika2.3-10),| i j a | e o dapreugnmes jone Iz prgog
analizatora u Orbitrap widu paketa U okviru hibrida linearni trap(TQ XLE ) moge da
funkcioni geiposzayiismoggi nesjta detukdiloijg e na
potrebna vela preciznost u merenju masa.

Razvijero je mnogo drugih hibrida na bazi Orbitrapa poptiQ VeloE (pobol j gana vert
kombinacije linearnog trapa Orbitrapd, Q Exactiv& (kombinacija sa kvadrupolom)i

najnovijih tribridaOr bi t r a pi GrubsiitornaBp F u gkombinacija sa finearniim

trapom i kvadrupolom)

2.3.2.2.3 Tandemska masena spektrometrija

Tandemska masena spektrometrija jJje vid mase
strukture neppnatog jedinjenjakroz sukcesivno fragmentisanje molekula. Ovaj vid

eksperimenata je mogul kod maseni h spektr ome
masenih analizatoyaa ekskluzivno i kod 3D jonskog trapBksperimenti podrazumevaju
aktivaciju i di soci j aci j u.preureona@ngllpar¢gneions e st r t
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analizu njegovih fragmenatéengl. daughter ions). Kod hibridnih instrumenata aseni
analizator koji sl edi | ons kidrugihgonaida ga usmeriu | o g u
u kolizionu i{eliju u kojoj dolazi do fragme
kolizionu | e u irma ulogu u analizi svih ili odabranog jona iz grupe fragmerigiazavisi od

vrste sprovedergpeksperimenta.

Postojinekoliko mehanizama fragmentacipgekursoraan a j | efigdmientagija kolizijom
U toku ovog procesa prekursori se sudaraju sa molekulima kolizionog gasa, koji je pod

odrelenim gtanut kekomi pnbpj feliji. Kada se jon
neel astil|lno sudar.i sa neutralnom vrstom, de
energiju, |ije poveljana(Bleno&\boimerd2004)d & rforceegsmesret ar
podelti u dve faze. Prva faza procesa se naziva koliziona aktivacijks(on activation, CA

gde nakon sudara dol azi do pobulivanja pretk
odnosno disosuju, a @gt o s ecolisozxinducaddissodation,i j aci
CID).

Gas koji se koristi u koliziji treba da bude nereaktivaa visokim jonizacionim potencijalom.
Velilina molekula gasa utile na nalin raseja
efikasnosti detekcije jonadarasgiae b ude mal o. l z ovih razl oga
argon. Bitan parametar kolizije je i pritisa
raste i br o] jona podlogan sudari ma, al i i
Takole povelava se verovatnoia da se i dobi
fragmente.

Kolizione energije pri koji ma se -ld0eeyaivaj u

kvadrupolima i jonskim zamkama (niske kolizione energije) do nekoliada eV u
sektorskim i TOF/TOF spektrometrima (visoke kolizione energije), dok se energije iz srednjeg
domena (10000 eV)k o r i s (Skeno & ¥dineer, 2004

Postoji nekoliko vrsta eksperimenata u tandemskoj masenoj spektrometidjprostiji

ekspeimentp odr azumeva da se odabrani prekursor fr
procesu dva puta primenjuje analiza magarilikom odabira prekursora i prilikom analize
njegovi h fragmenat a, ovakav tip 2ekspsriment.i ment

Varijacije MS eksperiment@rikazujeSlika2.3-11.

Skeniranje prekursora (precursor ion scay(Slika2.3-11) podrazumeva eksperiment u kome

se odabranom fragmentu odgova j unize ga g i  podneskawrezsltat eksperimenta je
detekcija svih prekursora koji fragmentacijom daju fragment predefinisanog odnosa mase i
naelektrisanjaP r v i maseni analizator radi u skeniraj

Skeniranje fragmenata(product ion scan(Slika2.311) j e praktil no kvalit
fragmentacije ¢geljenog prekursora. Prvi anal

U eksperimentpp r a | e nj aneuwrairog ftadgmenta (Slika 2.3-11) prvi analizatot r a ¢ i
prekursor zadatogyz, proi | emu drugi a n a Wz kojigetumanjerzar a ¢ i f
predefinisani iznos u odnosu méz prekursora.

Poslednja varijacija eksgerenta je tzv.monitornig odabrane fragmentacijei | i 6reakci

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

prekursora bira geljeni prekursor koj i s e

cel okupni i shod fragmeéegeéehicepet. Dibilsg wmawrsta odr
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eksperimenta izvela potrebno je poznavati mehanizam fragmentacije datog prekursora,
odnosno najpre izvesti eksperiment skeniranja fragmenata, kako bi se upshpdo

fragmentacije prekursora i kdajeinthifi kbvapr &he
eksperimentu.

Postojeivi gestrukii mdatekkmpme i s 'ei predbtavljajengoniterlmg u s a
uzastopnih fragmentacija(consecutive reaction monitoring, CRM ko j i u prakt i |

predstavlijgu pr ogi r enj e mé&mRitMa epbgegap kogaki proizvod prethodne
fragmentacije je prekursor za narednu fragmenta§lika 2.3-11). Za izvolenje

eksperimenta potrebno je ispuniti iste preduslove kaoiza8RMoj ni voa

fragment

i 0 do 10, mada many emij aksiasmpanijoig, volgodroj a

TardemMS eksperimentse ma@u sprovoditi nahibridima i ekskluzivno na trapovimdonski
trapomogul ava primenu tandemske masene spektr
anali zator . Ov aj anali zator | e spe-codabii | an p
prekursora, ekscitacijaifragmentacide g avaj u u i st onmQqii Q®For u. D
faze tandemske MS sukcesivne u prostoru, kod jonskog trapa su sukcesivne u vremenu.

R?g' m Kol i ziona R?g' m Tip MS" eksperimenta
analizatora analizatora
Faza 1 Faza 2 Faza 3 MS?

Energ{f ° /‘VO

Scan SIM Skeniranje prekursora
/4 ™9

Energi{a /10

SIM O <L Scan Skeniranje fragmenata
°0 4 ™0
6]

0

Energija Y
Scan ‘{‘ </ Scan Pralenje
(m/z =X) © /‘ ~a 0 (m/z = xi n) neutralnog fragmenta
0
Energija O
{ Monitoring odabrane
SIM SIM f iie (S
‘ ~a O ragmentacije (SRM)

Faza3 (6,9..) _ MS" (n>=3)
Energ{

SIM SIM ;\/Ionltorlng Hzast(;pnlh
‘ \‘\O ragmentacija (CRM)

Slika2.3-11 Varijacije MS' eksperlmema * tip eks panokothjenskihaamkio g u
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233 Validacija analitil kih metoda

Izraz validacijgdp ot | | @t 0 d svddidus| ri g liukvglaa prevodjakod a figurativan
prevodukazuje dg e ndekgzarm kao istinitokorisno i kao takvgp r i h v @idawgon o
2009.Val i daci j a aprads$tavija procéseal tokemld se idpeéujunjeneosobine

ogr anjalitftaktor i k oj imetodkiinjhayvopeeg detwnjdsalidacgas | u g i

d a p ad&eamptedas skladu sa svrhoikoja joj jenamenjena, arkjniji cilj svakevalidacije

je dap o k pogzslanost i preciznostetodeu analizi realnih uzoraka, odnosd@ se na osnovu

rezul tata validaci | eda @ avakydzujtat nutmskify nalizama lgan t v r
odnosndblizak nepoznatgpravoj vrednostparametr&oja se ispituje.

Postoji nekolikos i t uaci ja kada se analValdacijaluek preéit od a
razvoj novih metodaPored toggrimenjujesei kada se osobine novor a
uporeditisast andar dnom i | i nekom dr Pgnoviu alidadiju post o
odnosno revalidacijtreba sprovesti ako se utvrdidao s obi ne met ode podl og
u toku vremena, kadse u metodu uwae novi koracikao i kada selanira primena razvijene
metode u drugoj |l aboratoriji 111 na drugali]j

Parametri metod& o | i se obil no icsipjiee ugw el dktkiown ovsatl
t al nost istudgerka&iloracie flimearmostialibracioniopseqg matriks efekat granice

detekcije i kvatifikacije. Mnoge internacionalno priznate organizacigoputUdr ugenj a
analiti] kenglAsesmicliata of of Ofy AOAC), Evlpskoy yt i c a
komiteta za normalizacijiefgl. European Committee for NormalizaticdEN), Organizacije

za hranu i agrokulturuefgl. Food and Agricultural OrganizationFAO), Amer i | ke
administracije za hranu i lekover(gl.United States Food and Drug Administrati&iA) itd.

daju smernice zaalidacijuu okviru svojih normativakoji sistematizuju parametre validacije,

njihove definicije i postupke ispitivanja.

Krajnji odabirp ar amet ara met ode k oj iikriferdumitpiihvatljivostk | j u| e
za njihzavieodbudul e nam&apimendatiimeeoda szagut smlnov an
prisustva analita u uzorku (kvalitativne metode) ilozk vi r no o dr érdciearalitaj e Kk o n
(semi kvantitativne nmebprecdred dri é Ll i vsd rujge andittean cpeontt pr
(kvantitativne metode Jasno je daa validacijukvalitativnih metodanisu relevantni parametri

koji se vezuju za koncentraciju analgeputstudija kalibracije t al no st igranicepr eci z
kvantifikacije, aliselektivnosts p e ¢ i fgrahioa desekcijeadi pouzdane identifikacije jesu

relevanni paramet.

2331 Sel ektivnost I specifilnost

Selekivnosts e mo g e d enfid gnu | smetosieda baauiznianoidentifikuje analit u

sl ogenofg 8smg@gii Bbeog ut i c ajidentifikacijue r meerazitiat a i z
kao dobr a, | oUgadiko je detektivnospoltpunaondatsedgovoris peci f i | nos
odnosna 100% odsustwu efekata interferenata

U s | brbmafografskintehnika s el ekti vhaet megubdebshi met ode
izoluje analit z realnog uzorkag t omasifestujeu vidul i sgika gravilnog oblika i dobre
rezolucije(Gustavo Gonzalez & Angeles Herrador, 2007 skladus a t i me j edan oc
procene selektivnosti me t dldn& uzpraks (bez prsustvee L e n |
analita) sa hromatograminth ank wuzor aka u kPogmatra sjeadaluseeagyen a
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retencionom vremenu analita u blankotku bez analita javlja pjkkoji bi mogao doprineti

l agno pozitivnoj ladli eanatita. Maipikuaamalitp iz blank wuzorke $aa nt i f
unegeni m antést omi sapdnierelinikana anasene spektrometriieji

treba ddapiplbkpgetil e samo od jednog Jedijneaan s
nalpirnocene sel ekt i v hronsatografshkog odivaa datonpretanaohann j e
viemenuwu r ast v or uirdstvosataoatita sa primésaniala koji doprinosmatriksa

odzivu analitarezultujeu vidu proporcionalneila di t i vne ugrteogkes!| ul aj u
smatra nespecifil| nom.

2332 Tal nost i preciznost

Procenjivanje korektnosti metodengl.accuracjo mogul ava procenjivanj e
analize odnosno procenjujiicaj i sistemskes$ | u | garj engek e nkaorekimestmetdde .

samim tim obuhvata procerdva parametrd t a | n(engl.trienesyi si st ems ke gr e
preciznostiengl.precisioi s | u | aj nlépogupke gakdacije hromatografskih metoda

pri hval e rkorekthostmedode pmeenjuje nbazi minimum 9 merenjaodnosnotri

oblasti koncentracije (niskarednja i visokal tri replikata,odabranih tako da pokrivappseg
kocentracijakoji obuhvata sama metodaraujo, 2009.

Talnost sememode definisati kao stepen pokl ap
dobijene kao rezultat analizeednje vrednostieplikata uzoraka i vrednosti koja je usvojena
kaoistintaPr ocena ovog parmoned I emejeeemredoogtespitanog) i t i
parametra sav r edno gl u tog p ar a me genifkovadog befefestmogp m an
materijalaili por e L e nj e mspitwanegdparansetrainaliziranog metodom koja se

validuje sav r e d nistag Iparametra analiziranoge f er ent nom tmadtnooddam jle
poznata i Meploutvismekh@dnevni m | aboratorijskim e
pristupi Koj i ne ukl j ul u,jQvi pasppoitpodeabumevajue f er e
unogenj e poznat wordk(sphkovanje engffertification) u aajranijoj fazi

analize kompletan tretman uzorkpo metodi koja se razvija kvantifikaciju analita u
spajkovanonuzorku,u z i ma j u lefekatumatokbaZ a F nost met grhesons e | zr
analita odnosnprocentomanalitaizolovanog iz matriksa.

Preciznost metodes e mo g e kdosstegem poldapanja vrednospitivanog parametra
dobijeneanalizomnekoliko replikatalspitivanje ovog parametra ukazuje stapen rasipanja

il n e uj eizhimdivideaimio mdrenja a i z r a gtandadnusdevijakijdito z
merenjayvarijancuili koeficijentvarijacije (relativna standardm devijacijp) kojis e i zr agav ¢
procentualno Postoje tri osnovne vrste preciznogionovljivost repraduktivnost i srednja

preciznost.

Ponovljivost (engl. repeatability se procenjuje u okviru jedne iste laboratqrieoz kratko

vremel u toku istogdana t al ni j e s ukcesi nempagisno mipraanljeniz o m n €
replikata uzorak@ d st rane i, stueg paomlii tiisltarha reagenasa
Ponovljivosts e s manj uj e sa por ast analizira(Chargram&Singhi matr
2007). Reproduktivnosse procenjuj@nalz om r epl i kata i stog wzor ka
okvirur a z | ladoratorip. lOva vrsta preciznosdie uk !l jul uj e u validaci
laboratorija planira implementaciju iste metode.
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2.3.3.3 Linearnost

Da bikvantifikacija analita bila pouzdama t Botrebre je ispitatrirodu odnosa koji postoji
I zme LlLu k oncen tignalz koji analitproiavddi naainstrumentuPovezanost
koncentracije analita iodziva instrumenta daje kalibracion&riva, koja se dobija

instrumentalnom analizokalibracionih standarda

Kalibracioni standardi stastvorianalitam e k ol i ko r a z | ikdjijutzavitnhosk @n c e nt |
potrebek 0j u nameli e priroda analiziranog matri k:
rastvaral i ma i | Broj kalibmaonitostandardati opsdg kancentracija koji
pokrivaju(a n al bppsdglnkge da varira u zavisnost.i od n
koncentracije analitakbodul|lrawano ke keoa dat a 88 g0 0 ©
opseg pokriva 0d0 % do200 % ciljane koncentracije analita, odnosno koncentracije koja se

ol ekuj e.Ve | unemmeativeaa validacijius ugeri ge pet do osam kal
analiziranih umi ni mum d vraplikatgoali j§ @ sptincipumo gu il e kanjei st i t i
kali bracioni h st andar(Petersatal,2009) Kada se ptyrdmkdelt a 1 | |
kalibracije, kalibracione krivee mogu konstruisati saanjim brojem replikata ili bez njih.

Prema definiciji kalibracioni opseg metodep r edst avl j a obdrasni | inz2me
koncentracije analita u wuzorku, u okviru Kka
l' i nearnosti, tG&a20GRTIo bi prealzhostdia @nal iti]
nisu jedno te isto, ali mogu bitkoliko svi prvobitno odabrani nivoi koncentracija ispunjavaju

navedene kriterjume i near nosti, tal nost.i [ preciznost.

Li nearnost a pradstavijainjenki spoboosttdap d a1 § i kog guudirektraot e

ili indirekthnoT put em mat emat i | ikgroporciomna koscéntracijmenaliteuj a

uzorkuk r oz | i tav koncent r ac(Chamran &Smghe2§07rumimi |j e o0
rel i ma, dugeeraiprgmeers kbacentracije analita u uzorkeodi ekvivalentnoj

promeni u odzivu instrumentaProcena linearnosti metode e mio Z) e rviguelhom
procenom grafil ke zav iodinaonsttument@gpooocenoemezidualac i j e a
faktora odzivaili pr ocent a r elpatvirvanemogrieglkd upai i h e ko nc
navedenip ar amet r i ne i skljuluju jedni druge, vV e
njihovim paralelnim sagledavanjem.

Vizuelna procenadibracione krivese sastojimmt vr Li vanj u evdnmt aklan k@ | (&
mogu uticatinaparametre kalibracione krivgpostojanjanelinearnog trendd a | dd aticaja

mogu bitikalibracioni standardi skoncentracijama znatnoe | i m o dtandasia, kab i h
udd j eneittadlkkee u okviru kal i broaciosn e |IDafiiset ea | kadkja
i zbegl i oviakpogtsdjud asevpravil o konstruisanj e

rasporelenim nivoi malimkisanew®wdnijf emiclh | ¢ alaaldi i a
Ukoliko se Wld | e na t anaksedininkalibracionog opsegmaut inhke ods el ak
kalibracione krive, ali ako se naigri visokim koncentracijamadtie i na odsel| ak i
krive. Nelinearni trendu promeniodziva sa koncentracijom analsae na pr vi pogl e
utvrditi prekovrednosti koeficijenta korelacy®vaj koeficijenu s | u| aj evi ma dobr
iznosi preko 0,9.
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Karakteristika linearngtij e post oj anj e ,ddoosno aknenteadsstributign o s t i
rezidualak r o z kélibraciantopsegRe z i du al s er adzd fi ikmai giez mkedau i
vrednosti i srednje vrednostidziva koja jep r e d a kalilbeacionim modelom Ukoliko

postoj i ol i gl e d aziuala, ndnosdo njih@ pr@nergjivodt ed pmenone
koncentrac j e anal i ta, onda s eiodpustvwlinearnosti. het er os k e c

Faktori odzivapredstavljaju odno®dziva instrumenta p r i p a #cmgentrbcée analita

Gr af i | ka fakt@av odsivia a kancentracije kalibracionih standarda se sastoji u
prikazivanju mediana z r a | u n a todziha (Rf) &alo temtralme linijena grafiku idva
petoprocentna intervala poveren@nosno linijgpostavljenihna 0,98:11,05Rck ao gr ani | ni
linija (Juradoet al, 2017. Ukoliko vrednostif akt ora odziva | eg,e i zme
Smatrasedajei taa\a | opseg linkaran.

Kada seutvrdi kalibracioni model, postaje mo g u pree a | u koacenitraciju svakog
kalibracionog standardavrstavanjenp r i padaj ul i h si gn@dnasazike odabr ¢
i zmelLu ovi h pwe red|npovsadnd ie z r(ad komeertracg i nominalre
koncentracigi p o mn o ¢ e fopredstavija@lativiug r & gprocenkoncentracija analita

odabramm modelom kalibracijeDa bi seprihvatila linearnosb d r e Lenog opsega p
dareat i vne gr e gk e +bdddnosna: 29 % kada su @ pitanju koncentracije

blizu granice kvantifikacij¢Juradcet al, 2017%.

2.3.3.4 Matriks efekat

Ret ki su sjlal @i elvizdgdkaedoaling selektivno dapotpunosti ukloni
interferenteMatriks efekatpredstavljssvakiuticajkoekstrakatana e | e e ni shilognal a
da se r adi (popitivap matrik$ efeidt) dli snmgenju signala (negativan matriks

efekat) Ov aj fenomen j e karakterpoputriazan |lza idana

namirnica, VvRidutanijdiluga proohd @amat oghromatagdafskim it e
metodama analize, a njegovarpda i mehanizam manifestaciieod ovi h met oda s
Osnovni problem koji p r onemuzdados kvarditatipnojjalaiv e mat
kvalitativnoj analizi, ukoliko se pouzdano ne utvrditda | e geni si gnal poti |l e

Mehanizammanifestacije matriks efekta @C/MS tehnikamd e ¢konkurencijimolekula

analitai molekula koekstrakata za vezivanjeakdivna mesta u hromatografskom sistekag

[ z a g t imolekalgkoekstrakiarprema molekulima analif&ako je prvobitn@ bj agnj eno
od straneErney i saadnika (Erney et al, 1993. Kada se ubrizga ekstraka analitomu
hromatografski sistemgeglinjenja iz matriksa uzorkblokiraju aktivna mesta, pre svega u

injektoru gasnghromatografa r ez ul t i raj ul i U manjem procent
i  poslueail lermo p motekul analita dospelog na kolon@v o znali da |
zabelegiti veli s | gkadal se wrmzgal rastvanalita bez gnatriksa s | u |

odnosno javlja se pozitivan matriks efeRéegativan matriks efekaste o b j rastpm bragav a
aktivnih mestau hromatografskom sistemea koje se vezuju molekuli analita, asled
postepene akumulacigtaboisparljivih jedinjenja iz uzork@&ilvestroet al.,, 2013.

Matriks efekaje relativan parametar P o r e dzavisiod)\aste gnatriksa koji se analizira i
od same pripreme uzoratde SDuseaet al, 2013) zavisi i od parametarastrumentalne analize
Promena temperature u injektogasnog hromatografat i | e na ntaakra kgt oe fwik
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temperatures manj uj u mogul nost a d s oubrpavajuj desorpeip v i h |
adsorbovanihmolekula analita sa jedne strane, a sa druge stramezavaju razlaganje
termolabilnih jedinjenjaPoole, 2007)Ta k o L e, mamog&ksdafebantra i

uzorakaanaliziranna istominstrument, ukolikopr oLe odr el eno vr ¢gme i zm
steperl i setnjektora odnosno inserta time i broj dostupnih aktivnih mestaa z | zavisii t
od broja izvedenih analiza nagomi | avanja molekula matri ksa

Mehanizammanifestacije matriks efekta u LC/MS tehnikajpavezan zgonizaciju analita u
masenom spektrometrsmatra se danatriks efekat nastajasled istovremenog eluiranja
koekstrakataianalita p o s | e d ikbekstrakataunt efikasnpséjonizacije amahbttime

I na osetljivost analiz&Kruve & Leito, 2013. Efikasnost pnizacig molekula analita je maaj
usledn j i hovog manj e gkaphica@EShizvarau ppsoswu matriksegt o s e
odragava kao negawvd preblem mja prisuiark 8C/MSfaeakzazbag

dr ugal i j e goninaejénelekulaanadta

Procena matriks efekta e morgdeirtoiz | i t av k a lza dvaki&kalibraziani opse
standardS obzirom da ma tsignalkasalitetfodzik iastrumantainjpgea n a
procena kroz kalibracioni opsegse zasniva na pal enj u wdnesnd pagibao st i
kalibracionih krivikonstruisanih sa kalibracionim standardima pripremljenim bez mairiksa

or ganski m rpapsmleram sa matriksomizraz[1]:

Matri ks efekat, ME (%) = Nagib matri kgl kr
Procenaz a svaki kali braci oni signala ardldgar ud stasdardu v r g i
pripremljenom sa matriksom sai gnal om analita u standiardu p
izraz[2]:

Matri ks efekat, ME (%) = Signal matri ks [J
Prema izralunatim vrednost i maslab-m@a20%,isrkdsji e f e k a
- od 20 do 50 i jak matriks efekat preko 50% (Madejet al, 2018) S obzirom damatriks
efekat nije mogulie uvek eliminisati r.azvijen
Prevazil agenj elLCis tehnikdas eef 2&a$ @i wa na r,azbl ag
smanjivanjem brzine protokmo bi | ne f aze i | | ak (Emuweealnom j o
2009) . R a z b lili abtizgavang manje aaprerine uzorkaanjuje broj molekula
koekstrakata po jedinici povrgunetnmel plhivreil
efikasnost jonizacije ianulira matriks efekatUk ol i ko razbl agenje nij
intenzivnije preligl a@Bestergtal,200).or ka moge biti
Prevazil agenj @CMBachnicisles mofjek tva dpiotektanata@malita e b o m
To su jedinjenjakojaseadmei u sa mol ekul ima analita za a
sistemui t i meod adsorpgije i teérneorazgradnge po strukturi s@ b i Mmaolekuli koji
imajuvisoku sposobnost a gr ademi lenivio veza i i sparl jivost

sa alkoholnim funkcionalnim grupama.
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Modifikacije u pristupu kalibraciji podrazumevaju dase gpstie i dent i | nost i zm

kalibracionog standarda po pitanjanh r i ksa ko j i v wrgtemolekulamakoji i | i

se vrgi Uusktadu sa time postoje tri nalina m

matriks efekta

1) Metodainternog standardas punj av a u svistenvo |iedkeunltai |nnao sktoij i s
pa | e stoga mo g da i naj efi kasni.jMetodaenal i n

podrazumevai n 0 g e nj e p oiaterrdd standirdalizotdps knie o b ehaaj e n o g
u uzorak i u kalibreioni standarda pretpostavka je da je matriks efekat koji deluje rea ob

vrste molekuld analitiizotopsko o b eédnelife Mien§t baproi zi |l azi Iz

strukturt Ova metoda se ne korigli svim laboratorijama, jer su izotska jedinjenja

uglavhomskupa,aak olLe i tegko dostupna za pojedine
2) Metoda standardnog dodatkaetoda kalibracij@r matriksu ispunjavajuuslavd e nt i | no st

matriksaodnosno kod ovih metoda se kalibracioni standarigremaju u matrikskoji se

analiziraili u reprezentativnommatriksu t ako da se ol ekuje ekvi v
analit u uzorku i u standardMetoda standardnog dodatkee pr i menj uj e kada
obezbediti blank matrikednosno ekstrakinatriksa bezrisustva analitd gt o j e o0sno:
metode kalibracije u matriksui pretpostavlja da matriks efeka¢ zavisi od koncentracije

analitaU pr aksi j eslleedsntjoi duas |soev pnoe movekkimi spuni
ut r ogk o mpripriprermstan@arda i ni osnovne nedostatke o0\
3)y Kal i bracija wu matri ksu je najgire r.aspros
Nat al ni j i r e zdobijajuaukoliko sustaamdardizo@premljeni matriksu vete

uzorka kojise analizirape Lut i m u sl ul ajevima kada se ana
uzoraka mogul e je st andam aarikspodiognomatrikaut i u r
kojij e slilan sa matri ksomswadakiseigaal i pgell @ed & . s

Alternativuint enzi vnom pr el b dllerm elimingcije matriksoefektfkrau g a j u
masenispektrometrikoji 0 mo quajuv e irazoluciju kao is p e c itdhiike raedemske

masene spektrometrij@roblemi loge jonizacijeanalita u izvoru ilil o §eg razdvaj ar
hromatografskoj kolonostajuk o d s | abi j e p e leibd kemmngtijiowihz or a k a
n a | ,is abairom da za sad@dani drugii maj u odr.elLene | i mite

Poredt oga gt o di sekelditnosposetljivosti e t anaatodesntatriks efekat
neposredno ima uticaj na jioganicd detgekcipe agramioue t r a
kvantifikacije, zato g t pmstoje metode procen®va dva parametr&oje u k | j wégipj u
kalibracione krive u oblasti niskih koncerttija.

2.3.3.5 Granica detekcije i granica kvantifikacije

Granica detekcijs e mo g e d enfaij nkongpamitacija akdém a uzorkuk 0j a s e mo g
detektovati, aline i pouzdano imeriti; pri toj koncentracijimo gsei zvr gi t i I dent |
analita Granica kvantifikacijge po definicijin a j kandgrtracija analitakojaseo ge mer i t i
sa prihvatljiim odstupanjeni prihvatlivomp r e ¢ i ZPeterget al, 2007) Da bi neka
koncentracija bila usvojena kao granica kvantifikagmrebno je daodstupanjei z me L u
izmerene koncentracijepostavljeneeferentne vrednosje bude u granicam#20 %, dok je

prihvatljiva preciznostakvih merenj&0 % (Peterset al, 2007)
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Uliteraturi se srelu tri nalina za procenjiyv

1) Vizuelno procenjivanjej e karakteri sti | n.olnsturaentafposa ni c u
analizirajuu z or c i koj i sadr ge ni skeipiati se paakdj@ j ul e

koncentraciji s grisystvaanaléail n tehnikapa hromatagiafgevje

prisustvo pika koji potile od analita.
2) Za instrumentalne tehnike #dojih se javlja pozadinski signélehnike hromatografije)

| est pposeéelenje signala koji proizvodi

signala koji proizvodi blank uzorak. Ovo jev. metoda procene granica detekcije i

uzaol

kvantifikacije pr gdgnatemised/dlaGraicaglaetekdij@prema g u ma

ovoj metodi je ona koncentracija analita u uzorku koja proizeggieal jednak trostrukoj

vriednost.i g uma 0 d n o s,ndok jeo granicav kvantiikbcgendna u z o r
koncentracijaanalita koja proizvede signal jednak desetosfrukov r e d no st i g uma

odziva blank uzorka.
3) Procena ovi h par ame mekblibracisre kriveokgnstruisame bhazi i

standarda niskih koncentracifd. ovom s | ul aj u(kvantifikanije)je dnaka t e k c i

trostrukom (desetrukom) odnosu standardne devijaci@ank uzorakaili standardne
devijacieo d s e | ka k al inagiba kalibacione kkveSiolzieomdanagib koji

k al

d i

figuroivjagek vi m i zrazi ma moge ppigremteaena baz d
r a s t ailisod @éna baziproceduralnih standardgranice detekcije i kvaritikacije se
mogu Klasifikovati ugranice instrumentalne detekcije i instrumentalne kvantifikacije i
granice detekcije i kvantifikacije same metode.
2.3.4 Literaturnipregled anal i me d &kd & 2z a spitivaailt pestieida j e
Standardne metode Evropskog komiteta za standardiz@&eigl. European Committee for
Normalization,CEN) koje se primenjuju u analizi pesticida u hrani biljnog pordKiabela
2.32) su metodd&N 12393 njeni delovi koji obuhvataju
- metodu ekstrakcije acetonoms u k c e si vtneul ntoe | enkdilormetakami ij u
preli gl &lorigin® e na
- metodu ekstrakcije acetomp tekhoo ekstr aknetanom li s a
cikloheksanom/etilacetatom ipr e | i g | a-prepuosjliieom hyenhatografijom ili
hromatografijom na silika gelu
- i metodu ekstrakcije etilacetatom ukol i ko | e p aelprapbsticompr e i |

hromatografijom

Metoda pod oznakorBN 15662 jeverziiaQUEChERSnetock sa citratnim solima.
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Tabela2.3-2 Pregledstandarda

OznakaEU standard Srpskaoznaka standarda

t e hinziv| elgitdaskog komiteta za standardizadipji se odnose na
analizu pesticida biranii analognihsrpskihoznakastandarddizvor: Institut za standardizaciju Srhjj2020

Naziv

EN 123931:2013

EN 123932:2013

EN 123933:2013

EN 15662:2018

Metode

SRPS EN 12393:2014

SRPS EN 12392:2014

SRPS EN 12393:2014

Tehni | ki

SRPS EN 15662:2018

Hrana biljnog poreklad Multirezidualne metode ze
odrelivanje ostataka-
MS/MS-Deo 1: Opgta r.

Hrana biljnog porekla Multirezidualne metode ze
odrelivanje ostataka-
MS/MS - Deo 2: Metode za ekstrakciju i
preligliavanje
Hrana biljnog porekld Multirezidualne metode ze
odrelivanje ostat alke-
MS/MS-Deo 3: Odrelivanj

Hrana biljnog porekla Vi gestr uka
odrelivanje ostataka
zasnovanih na analizi ekstrakcije/raspodele
acetonitril ompearzivnppm BREI
Modularna QUEChERS metoda

AnalizahraneOdr eli vanj e o0s+

CEN/TR 15641:2007 SRPS CEN/TR 15641:200¢ MS/MS metodom Parametri tandermasene

CEN/TR 16468:2013 SRPS CEN/TRL.6468:2013

spektrometrije

Analizahrand Odr elli vanj e o0st
MS metodoni Retenciona vremena, parametri
masene spektrometrije i informacije o odzivu
detektora

Hrana biljnog poreklaVi gest r uka
odr elei wasnjat aka pestic

CEN/TR 17063:2017 SRPS CEN/TR 17063:2017 analize nakon'ekstrakcije/raspodele acetonitrilol

preligiavanja po rRodado
validaciji modularne QUEChERS metode

Tabela2.33pr uga

uvi

d

u

pirimetanila, ciprodinila, trifloksistrobina, bifentrina i boskalidg@bukamaVeliki deo metoa

zastupljenih u leeraturisu standardne metodd.konsultovae 22 publikacije najzastupljenije
metodepripreme jabuka za analiauQUEChERSnetoda njene modifikacije §/20) i metode
ekstrakci | e 520)aSldde &kanbinaoiae k(str akci j e
pr el i g(b/20ynetvjaanalize koja ne podrazumeva posebnu pripremu jabuka za analizu
(3/20), tehnike mikroekstrakcijapr. SPME(2/20)idi s per zn a

QUEChERSMetod je aktuelna uvekje sledehromatografske tehnik@ovezanesa tehnikama
masene spektrometrij®d 6 primenjenihQUEChERSmetoda3 spadaju u standardne metode

(citratna i acetatna verzija)

Met ode ekstr akseir jed er &puldifaaijanaml nbvijeg datumasem pri
upotrebivoltametrip kao detekcionetehnike; potiskujuse thnikamamikroekstrakcijezbog
njihovee k o n oostiu| Po gl edu kualreolgiknh v ma b é a
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Kombinacijae k st r akci j € S®&t pa m&lisighcgnaceofom pa-t el no
telno ekstrakcija dihl or met &lorisin® jesstandadnat el i n
metoda EN12393 u pregledanimpublikacijamaje imala namenu uspitivanju trenda

radaganja pesticida nakaplikacije u realnim uslovimaPfechowiczet al., 2016;Podbielska

et al,2017,2018)ilitokoms k | adi ¢t &Sadjoa al,j2@163uli ku gspit{vanjukorelacije

i zmelLu nanegene daxne ipeddti ek tdajalauke@adleat dl,im pl od
2016h.

Od svih sagledanih metodqaipreme jabuka za analizmetode Kk oj e n @osabrkul j ul uj
pripremusuidealreza skriningnetodgengl.screening (Edisonet al, 2011 Farreet al, 2013,

Kern et al, 2014) Mogui nost el i mi ni skadnoframetoch p pt &me u z ©
superiornost.i k or i ¢ liekonebinacije ®DART jonmizeciieti embsenéh t e h n
analizatoravisokp r eci znost i .i mo | i razl aganj a

U pregledanim publikacijama hromatografske tehnike kao sastavni deo primenjenih
instrumentalnih tehnikasur e o v | @%320)j gashaehromatografijd(/20) se srel e |
odt e |hromatografije(4/20), p r i  jedmarpublikacijgpr e z e nt uj ebe tetmikei gi enj
(Kim et al, 2016)

Me Ltehnikama detekciipr eov |l alLuj e maq@/20pSesipk bkt r JADA | 1 | a
| LECD detektora4/20),nez avi sno i | i u rka LDAB debkekiara1/20xk o mb i n &
i paralelraupotrel@a DAD detektora i masene spektrometrije2@/ Voltametrija (220)j e na gl a
primenu u analizi pesticida iz grupe anilinopirimidina.

Matriks efekat s&ao parametar validacije metode procenjuje u dve publikacije €L,

2010; Lianget al, 2013). lakge procenjeno da je zanemarljivantifikacijajev r gena put er
kalibracijeumatriksy kao i u Vv e [(Lacassietals 1998 Huskovaehal ,2@08 a

Zhouet al, 2012 Sadloet al, 2016h Podbielskaet al,, 201§.

Kriterijumi neke skrining metode bi bil i gt
ekonomi |l nih reagenasa i kr at kwt vvrrleenneol9ajnea | d &
metodarazvijero sa ciljem monitoringa pesticida odnos analize pesticidaadi procene
kontaminacijejabuka Me L u t i m knterijumelpeaveakrining metode ispunjaya 3
metokk oj e ukl jul uju upatrebu DART/ MS anali ze
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Tabela2.3-3 Literaturni pegledme t oda z a

odrelivanje

predmetnih pesticida jabukama i nj
Analiti Priprema uzorka Instrumentaina Tranzicije/joni m/z Talnos Opseg LOD LO Ref
P tehnika Jeront (preciznost), % linearnosti Q Fizizle:
- Pirimetanil:198, 199,
SlkpfS.UCLdI ~ Modifikovana 200 1-500 0.80 namL 2,66 ngml?!
U QUEChERS Ciprodinil . b 00 NIME - rifioksistrob
pirimetanil, metoda n a | i GCI/MS, SIM iprodinil: 224,225 nj j e na ngmL (trifloksistrobin) in) - 11.99 Huskovaet
ciprodinil, usitnjavanja’ regi m Trifloksistrobin: 116, (10-20) (1-500 - 3,6 ngmL! ngmL',l al., 2008
ifloksi . " . .
tri (t))ifsﬁrri(;bm, uzorka 186, 377 pgkg?) (pirimetanil) (pirimetanil)
e Bifentrin: 181, 165, 166
Kombinacija K di
boskali dvostruke 0d70do120  0,01-1 majni ¢ Podbielsk
. . ekstrakcije GC/NPD / ' 1 nije na naj ni ¢ rodbieiska
piraklostrobin rastvar a (<20) mgkg nivou et al, 2018
preligl spajkovanja
Od 79 do 81
(38-115)
- Brisanj e
140 pesticida iabuka
ukl jul u olilJJretanskom DART/HRMS  Protonovani molekulski nije niie na nije Edisonet
5 predmetnih ppenom i njena (Orbitrap) joni [M+H*]* naznal ] naznal al,2011

pesticida

analiza




. . Instrumentalna
Analiti Priprema uzorka

e Tal nos Opseg
tehnika Tranzicije/joni m/z (preciznost), % lineamosti LOD LOQ Referenca
Boskal i d307,1:
i 343,1YVY1
cems/Ms Ciprodi nv7ll:
(bifentrin) i i 226, 2Y¢ 0d93,5(1,0) 0d 0.1
320 pesticida, . LC-MS/MS Pirimetanil: trifloksistrobin od 0,05 . y
. Citratna . - ] . . . (trifloksistrob .
ukl jul u (ciprodinil, 200,721 (200 pgkg) do  0,005100  (trifloksistrobin) ) Kim et al,
T QUEChERS . . i A 1 in) do 7
5 ispitivanih metoda pirimetanil, 200, 1Y18: 106,1(6,0) pHgL do 5 pgkgt ugkg? 2016
, boskalid), 409 1964 ugkg?)
MRM 1 e 409,2Y20¢

Bi f ent rl66:
181Y167
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Tabela 2.33. Nastavak

Analiti Priprema uzorka Instrumgntalna TN ERET; Tal nost (p . Opseg : LOD LOQ Referenca
tehnika m/z linearnosti
Kombinacija Od 106,2 (4,5)
_ boskalid, dvostruke GC-MS/MS, . (boskalid,0,01 mgkg) 4 e 5 . 0,01 mgkg" o yioet al,
trifloksistrobin i ekstrakcije MRM r e nije na do 112,8 (2,2) maka’ nije na (boskalidi 2016a
jog 2 prastvar a ' (trifloksistrobin, gkg trifloksistrobin)
preligl 0,5mgkg")
-t e Hnvor s
krezoksi ‘ﬁ{?ﬁﬁ'ﬂﬁ GCIMS, SIM 91,1 (11,9 (0.1 mgkg 0,05i 5 Liu et al
rezoksIm 9! 140 342 D DR 0,015mgkg® 0,05 mgkg- u eta,
metil i boskalid -t e tneol n regim 105.1 (6.4) (0.5mgkd) mgL 2010
ekstrakcija 1(6:4) (0.5mg
dihlormetanom
Boskalid:
342 3@V
17 pesticida 342, 9Y1 0d65,2 (0,02 mgky
ukl j ul 1 Acetatnai citratna i Ciprodinil: pirimetanil, citratna . .
ciprodinil, QUECHERS kACRMMS/MrS’e 2269807 metoda) do 1368 (02 _ aNgen _ Nije naNije na C;T“Szt(')al%t
pirimetanil, metoda 226, 0Y1 mgkg?l ciprodinil, ’ v
boskalid Pirimetanil: citratna metoda)
2 00 ,1070i
200, 0Yc¢
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Tabela 2.33. Nastavak

Instrumentalna Tranzicije/joni,

Tal nost

Analiti Priprema uzorka tehnika m/z (preciznost), % Opseq linearnost LOD LOQ Referenca
0,0080,211
GCINPD mgkg:
L : L (boskalid)
boskalid, Kombinacija (ciprodinil) 0d 86,5 (2,3) 0,01 mgkg-
ciprodinil dvostruke (0,011 mgkg 0,01%0,269 (boskalid,  Sadloet al
CIPrC Lo ekstrakcije GC/“E_CD_ / boskalid) do 98,1 mgkg? Nijenazna . L ?
trifloksistrobin i (boskalid i . - ciprodinil, 2016b
Co0d 3 rastvara . _ _ (2,8) (0,009 mgkd (ciprodinil) trifloksistrobin)
1og P opreligi ”'f'OKS)'S”Ob'” trifloksistrobin) 00070171
mgkg*
(trifloksistrobin)
61,74 (19,2) (0,1
. Ekstrakcija i
bifentr ) GC/MS, SIM 82,49 (11,0) (0,5 i | Lacassieet
pesticida smegom regim 181, 165, 166 0,05- 5,0 mgkg 0,01 mgkgt 0,02 mgkgt al.. 1998
rastvar
60,86 (6,7) (2
Celeni S
pomegan 101,0 (3,56) (1,0 Avhan&
ciprodinil mL s me ¢ Voltametrija / ugmL?) 100,8 0,25- 4,0 mgL* 0,076 mgl?! 0,25 mgl? Inz;/m 2020
aceton:voda (1,42) (2,5 pugmt) '

(50:50)

. . 90,0 (7,86) (0,02 .
azoksistrobin i Disperzija Giza &
trifloksistrobin matri ksa GC/UECD / 0,02-1,0 ng 0,01 mgkgt nij e na Sztwiertnia,

fazi (MSPD) 106,1 (2,87) (0.2 2003




Tabela 2.33. Nastavak

Instrumentalna Tranzicije/joni,

" . Opseg
Analiti Priprema uzorka tehnika m/z Tal nost (plI linearnosti LOD LOQ Referenca
Ekstrakcija 96.0 (4.2) (0.2 mak Navickiene
0 1 1 1 m - . .
pirimetanil S me. 90M " ceiNePD / 4.2) ( 9k9 0,05 210 mgkg 0,1 mgkg? 0,1 mgkgt & Ribeiro,
etilacetat:heksan 95,0 (2,4) (1 mgkd) 2001
1:1
Ekstrakcija
smegom
iy . etilacetat:heksan y 104,0 (3,2) (2 mgkg) 1,04 uM o Garridoet
pirimetanil ) . Voltametrija / 10- 80 uM 021mgkg ni j e na
50:50, uparavanje 97,1 (1,8) (8 mgkd) 1) al., 2016
pa rastvaranje u
etanolu
Mikroektrakcija
. . pospege LC-DAD/ESI- 86.0 (5.8) (0.1 ugL: i
d'ﬁi?r;e(;';i:f" ultrazvukom i MS, SIM 199,9107,7 08 O ”gl) 0,05 LZ_POO 00lugt! nije na Cheznc?ﬂal'
P surfaktantom regim 94,0 (5,1) (1 pot) H9
(UASEME)
. Pirimetanil: Pirimetanil: 99,2 (6,9)
piimetani,  OOEEVRS Lo 200Y10° (0002mgkd) 89,1 01ugkg' 0,35 ugkg!
ciprodinil i metoda(1% MSIMS 200Y82 (7.8) (2mgkg") 0,002-2 mgkg (pirimetanil)  (pirimetanil)  Lianget al,
mepanipirim i sirieti MRM r e Ciprodini Ciprodinil: 93,6 (12,5) ' 0,18 pgkg* 0,58 ugkg 2013
metabolit - © 226Yi93 (0,002 mgkd) 88,3 (ciprodinil) (ciprodinil)
acetonitrilu) .
226Y10 (9,8) (2 mgkd)
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Tabela 23.3. Nastavak

Opseg

Analiti Priprema uzorka Instrumgntalna Tranzicije/joni, Talnost (pr . LOD LOQ Referenca
tehnika m/z linearnosti
Ekstrakcija
pospege
mikrotalasima
di (ZM;E; . 1,4 ugkg*
i i 101,3 (pulpa ulpa . i
d'ﬁfﬁ;’;ﬁ:f" tel no HPLC/DAD / (pulpa) 8-400 ugkgt _ PUP )1 nije na Zh%itla"
P mikroektrakcija 83,8 (kora) 1.5 pgkg
sasolidifikacijom (kora)
na niskoj
temperaturi
(DLLME-SFO)
ciprodi Acetatna GC/APCI- 2261344  1110(8,0) (0,01 mgkd) 107 250 pgL: nije Cerveraet
icid QUEChERS TOF 93,0578 1 | 0.01mgkg 1, 2014
15 pesticida metoda s 90,0 (3,0) (0,1 mgkd) naznall al.,
Pirimetanil:
Modifikovana 0,07 (ostale
Sdchenckova metode) 0,15
pirimetanil, metodaMSPD/ 198199 ) y ngkg*
ciprodi QUEChERS GCIMS 8 701 110% €20%) nje nije Kveler Hercegova
L " 224,225 naznal naznal ) o et al, 2006
18 pesticida  /Modifikovana Ciprodinil:
QUEChERS 0,11(Scherk)
metoda i 0,65 ugkg?
(MSPD)
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Tabela 23.3. Nastavak

Analiti Priprema uzorka Instrumgntalna ISR, Tal nost (plI . Opseg . LOD LOQ Referenca
tehnika m/z linearnosti
piri met Bez pripremd nije Farreet al
12 ksenobiotika d|rektn_0 |;Iaganje DART/MS 200,117 nije nazrnije na aznal nije 2013
kore jonizatoru
. . . Brisanje
mﬂiorikniStt;?]ﬁlm jabuka 409,137, nije Kernet al
P ' . poliuretanskom DART/MS 200,118; nije nazr nije na ) njenazna "
ciprodi S naznal 2014
. penom i njena 226,133 ’
159 pesticida .
analiza
. - L GC/NPD
_C|pr<_)d|n|I,_ Kombinacija (ciprodinil)
trifloksistrobin, dvostruke niie Piechowicz
boskalid ekstrakcije GC/”EC_:D_ / nije nazr njenaznall na i nal nije ctal 2016
piraklostrobini r ast var a .(bosl.<al|d ! ’ N
kaptan preligl tr|floks)|strob|n
Kombinacija
; dvostruke . - :
Boskaldi - GC/INPD i 0,017 1,0 nije Podbielska
0 1 1
pesticida ekstrakcije GC/uUECD / 70-120 % mgkg? naznal 0,01 mgkg' et al, 2017
rastvar a
preligl
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3 EKSPERIMENTALNI RAD






3.1 Plan i program eksperimentalnog rada

Osnovni c i |jg bioirazvojrskainjng metala za analizwdabranihpesticidau
jabukamakoje bi predstavljale alternativatandardizovanirmetodama analizélodifikacija
u odnosu natandardizovanenetodase ogledapre svegau segmentyploda jabukekoji je
predmet analize

S obzirom da kora jabukena retenciondli akumulacionesposobnosti uz pretpostavkaa

poseduje retencioni kapacitet i prema predmetnim pesticidima g e s e indikat@omr at i
kontamhacije pesticidimalz tog razlogaskriningmetod surazvijanenabazi kore jabuke kao

matriksa Parametri validacije su procenjivania k or u r a z | i bbzitormnh theses or t i
njen sastavazlikujeu zavisnostiodsorfe pa se donekl e mogu smatr a
Odabir sortijei zvr gen u sklzaadsu upd jdgmdagbegingt u odno:
komercij al rkiom izgdjabuleepoettj:adar ed, ZI| at ni Del i ge:

Implementian su instrumentir a z | kdraktéristika iperfomansiu cilju sagledavanja
efikasnosti njihove primene u domenu skrininBazvijeni su postupci pripreme uzorkaji

su kompatibilnisk or i gl enom i nst r umeanted |ekooommi tleehtorsit k o m «
pitanju vremena amsa i ze i korigienih reagen

l zvrgena je uporedna anali za mandamedidacia v al i
razl i | aQUEQERS enetadegjandardizovane metode

Razvienaan al i t i | ka met oidsaumdntaljuatehniklk basne |hnopagografije
primenjena je uspitivanju prodora predmetnih pesticida kroz koru ploda jabodaosno
retencionog kapaciteta kore

Razvienaanal i ti | ka met oda koj a uklgasnel iutjed né nst
hromatografije primenjemsuus kr i ni ngu uzoraka sa trgigta

1



3.2 Instrumenti

Urazvoumetodék or i gl eni s u isariabiredelovi instusénatéblikee32-1 i
- Slika 3.2-3):
Instrumenti
1 AutosempleHP 7683(HewlettPackard, USA)

saG2612AALSI nt e r f e, G3613Aihjektbrom(S/NUS02315013) G2614Ad r g al e m
viala (S/N CN40627846kapaciteta 100 viala.

2 AutosempleiSurveyor(ThermoFinnigan USA)
SIN55956 sa5d r g a| a -Eykapaditetesvékdg 40vialagr ej al em(BAAC)k ol onu
kontrolomtemperatureriala (0-60 C).
3 AutosemplerAccela(Thermo Scientific, USA)
SIN80812s a 5 dr ¢ &)kapacietaa ak ¢ A 40 vi al a,-959gQ@)ej al em
kontrolom temperature viala&0 C).
4 Gasni hromatografiP 6890(HewlettPackard, USA)

S/N DE00021653 sasplit/splitlessinletom splitlesslajnerom P/N 51905112, kapilarnim
tipomkoloneipel ni com sa opsego®&M0Cadne temperature

5 MS pumpaSurveyor(Thermo Scientific, USA)

S/N6167Q kvaternaralow-pressurgoumpa(radni opseg0-400bar) sa wugr aleni m s
zadegasiranjeeluenata i dampiranje pulsacijasaopsegom brzine protoka eluerdd 0,20
puLmint (izokratno)25 pLmin? (gradijentno) do 2000 pLmih

6 MS pumpe Accelal250(Thermo Scientific, USA)

S/N700285 81834 kvaternare low-pressurgpumyge (radni opsed0-1000b ar ) , sa wugr al
sistemom za degasiranje eluenata i dampiranje pulsacija i sa opsegom brzine protoka eluenta
0d 1,00uLmint (izokratno)b60 uLmint (gradijentno) dd000 pLmirt.

7 Maseni spektrometafP 5973(HewlettPackard, USA)

S/N DE80310294 ,sa jonskim izvorom sa elektronskom jonizacijom (emfgctron impact
ionization, E) i sa transmisionim kvadrupolorsifigle quadrupole

8 Masenm spektrometat. CQ Advantag€Thermo Finnigan, USA

S/N LADOO113,sa pumpom za uputenigemrj ikelgagnskonr ikvarom
(elektrosprejli APCI) i sa3D jonskim trapom

9 Maseni spektromat LTQ XLLTQ Orbitrap(Thermo Electron Corporation, USA)

S/INO1281Bs a pumpom za puteroglpernhPdganskicn @vorkna (elektrosprej
ili APCI) i sakomhinacijomlinearnog jonskog trapa i Orbitrapa

10 Maseni spektrometarSQ Quantum UltréThermo Electron Corporation, USA
S/N TQUOl1l1l62,sa pumpom za wuvolLenj &Pl jorskiln edoram put em
(elektrosprej ili APCI) satrostiukim kvadrupolom
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Varijabilni delovi jonskih izvora
1 ESI proba

P/N9714460060,sa26-gaugeiglom (P/N009560090) i fusedsilica tubingom0,10 mm ID
x 0,19 mm OD

2 (Heated ESI prota (HESI)

P/N 9705560140sa metalnon26-gaugeiglom (P/N 9705520273)i fusedsilica tubingom
0,10 mm ID x Q19 mm OD P/N 0010610499).

3 Heated ESI proba Il (HESI II)

P/NOPTON20037 sa32-gaugeneedlensertom(OPTON53010)koji s a dESHiglu iunutar
nje metalnu iglu

4 APCI proba

P/NOPTON20012samlaznicom P/N9705560000) koja s dudeddgilicatubing0,15 mm
ID x 0,39 mm OD (00106.0498)i sacoronaiglom (P/N 7000598033.

Autosempler Surveyor Autosempler Accela

ACCELA
- -~ -

Slika3.21Ti povi autosempl era i MS pumpi koriglienih
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Konfig j;iéija 1

LCQ Advantage =

TSQ Quantum Ultra

- 750 QoawTUM Ue

Slika3.22Ti povi maseni h spektrometara koriglenih

80



3 HESIII

Slika 3.2-3 Tipovi varijabilnih delovaAPI jonskih izvora yarijante ESI prob(1-3) i APCI proba(4))
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Finalne konfiguracije instrumenata
CONF1

Konf i gur ac iAptegsempleHPj 7688 (HgwkettPackard, USA)Gasni hromatograf
HP 6890(HewlettPackard, USA) Maseni spektrometaP 5973(HewlettPackard, USA)

CONF2

Konf i gur ac iAjptaemplé&Suivaydr(TheremoFinnigan USA), MS pump Accela
1250 (Thermo Scientific, USA)i Maseni spektromat LTQ XLULTQ Orbitrap (Thermo
Electron Corporation, USA9a(Heated ESI prota (HESI)i APCI proba

CONF-3

Konf i gur ac My mumpsSutvgya(TharinaScientific, USA) Masemspektrometar
LCQ Advantag€Thermo Finnigan, USAsaESI proba

CONF4

Konf i gur ac iAutasemplérAcgela(Thejme Scientific, USA)MS pumpe Accela
1250(Thermo Scientific, USA) Maseni spektrometdrSQ Quantum UltrdThermo Electron
Corporation, USAsaHeatedESI proba Il (HESI I1)

33 Potrogni iproamoeirnij ailnstrument i

Pesticidi. Primarni rastvori svakog aal n a |ih standardgesticida(singlepesticide solution,
SPB napravljenisw d mer avanj em potr ebnnghowmarastwarahjenu st i h
etanolu; koncentracija rastvoralji#a 1000 ugmlL.

Primarnrastvors mepget@a nal 1 t i | kpestcidgnuli pedti@idesblation, MPB, koji

su korigieni u svim f az aodaeravanjenvaikvaaavakog odo d e, n
SPP rastvoran j i h ovi m uratanpla kofcentracija rastvorg bila 100pugmL?t. U

zavisnosti od potreh@VPP rastvor je dalje a z b | dodastvoaarpotrebnih koncentracija.

Sve varijante primarnih rastvora sokom razvoja metodé u v ana €5 °C u dobro

zatvorenim staklenim vialama.

Primarni vodeni rastvor komercijalnitpreparatapesticida koj i je koriglen
prodaa pesticida kroz koru napravljen je rastvaranjem potrebne mase/zapremine
komercijalnih preparata 500 mL vodep r e p o | e t kloncensapija svakakivmg a
materijeu rastvoruye bila1000mgL™.

Tabela 3.3 1 predstavlja spisakpesticidak or i gl eni h u 0 k milhoveu I str
karakteristike.

U sastav koriglienih komercijalnih preparata,
Cormax® - natrijum-polinaftalenformaldehid sulfonat (10%), natrijestodecilbenzen sulfonat

(2%); BotrystocR - lignin, reakcioni proizvodi sa natrijuisulfitom i formaldehidom (4

20%); Zato 50 W@ - natrijumdibutil naftalen sulfonska kiselina @5%), dijatomejska

zemlja (>1%); Talstar 10 EC- petroelum (79,8%); Bos€o- amonijumsulfat (<15%),
natrijum-sulfat (<5%).
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Sorbenti.
Tabela3.32s adr i ogobentra kleor i gl eni m u

Soli i kiseline

okviru istrag

Tabela3.33s adr gi opsadat ka i ki selinama koriglenim
Rastvaral. [
Tabela3.34 sadr ¢i
i stragivanj a.

potr Dajeltaa35e pdema. podat ke o
i stragivanj a.

reagensi

opordaag tkvear al i ma i ostalim reage

Ost al a
okviru

ostal oj pot

Tabela3.31.K o r i @dsteidii

Pesticidi Proizvolal Aktivna materi|j
Standardl
Pirimetanil AccuStandar8, SAD /
Ciprodinil AccuStandar8, SAD /
Trifloksistrobin SigmaAldrich®, Nemal k a /
Bifentrin SigmaAldrich®, Nemal k a /
Boskalid SigmaAldrich®, Nemal k a /
Komercijalni preparati
Botrystock® Stockton, Beograd pirimetanil (300 gt?)
Corma® Agromarket, Kragujevac ciprodinil (750 gkg')
Zato 50 W@ Bayer, Beograd trifloksistrobin (500 gkd)
Talstar 10 E€ Galenika FitofarmacijaZzemun bifentrin (100 gL
Bosc® Agromarket, Kragujevac boskalid (500 gkg)

Tabela3.32K o r i @drbenti i

Karakteristike
M Florisil®, 6001 0 0 n
SELECTRASORB
SELECTRASORB

Sorbenti Proizvolal
LGC Promochem,
UCT, SAD

UCT, SAD

Sorbent na bazi magnezijusilikata
Sorbent na bazi C18
Primarni i sekundarni amin (PSA)

Tabela3.33K o r i ¢pdli ekisaine

Soli i kiseline Proizvolal Karakteristike
Amonijum-formijat (AMF) Carlo Erba, Italija >=98%
Magnezijumsulfat, anh. Zdravlje Leskovac, Srbija 99%
Mravlja kiselina SigmaAldrich®, Nemal k a 98-100%
Sirietna ki : SigmaAldrich®, Nemal| k a 99,8%
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Tabela3.34K o r i gakternai |ostalireagensi

Reagensi Proizvola Karakteristike
Heksan Carlo Erba, Italija HPLC | i st
Metanol J.T. Baker SAD HPLC |/Elsentdi
Etanol Carlo Erba, Italija HPLC | i st
Acetonitril J.T. Baker, SAD HPLC |/Elsent8 I
Dejonizovana voda CarloErba, Italija HPLC | i st
0,30 % vodepi rastvor mrqylje kisel'i.ne + 0,010 / /
vodeni rastvoamonijumformijata
0,30 % vodeni rastvor mravlje kiseline + 0,050 / /

vodeni rastvor amonijuAformijata
SigmaAldrich Chemié,

i il- i 0
Dibutil-adipat, DBA Nemal k a 96%
Helijum Messer, Tehnogas 5.0
Argon Messer, Tehnogas 5.0
Azot Generator azota analyticalgrade
Tabela3.350st al a opremar o gn a
Sitna oprema Proizvolal Karakteristike
GC kolona SGE Australija SGE 25QC2/BPX5 0.25, nepolarrgh mx0.22
mmx0.25 pm
HPLC kolona 1 PhenomenexSAD Pr odiOp$F/,5um,100 A, 150mm>d,6mm

HPLC kolona 2 ThermoFisherScientific SAD Hypersil GOLLE , 3 um,175A, 150mm>2,1mm
HPLC kolona3  Agilent Technologies, SAD ZorbaxRRHD SB-18, 1,8 pm, 80 A100mmx2,1mm

HPLC kolona 4 Waters, SAD SunFirE C18, ,B0A415Gmm2,1 mm
Gpric Unimetrics SAD Zapremine500 pL
Gpric Unimetrics SAD Zapremine250 pL
Mikrofilter Membrane solutions, SAD Vel il iW2umor a

QUEChERS paketi

Paket 1: paket za ekstrakcijud(50 g anhidrovanog natrijuacetata i 2,00 g anhidrovanog
magnezijurrsulfata)

Paket 2:paket zal-SPE (50 mg PSA, 50 mg C18i 150 mg anhidrovanagnezijumsulfata).

Paket 3:paket za ekstrakcijul(g anhidrovanog magnezijusulfata, 1 g natrijusilorida, 1 g
trinatrijum-citrata dihidrata i 0,5 g dinatrijwhidrogencitrata seskvihidrata)

Paket 4: paket zad-SPE (25 mg PSA/mL ekstrakta, i 150 raghidrovanog magnezijum
sulfata/mL ekstrakta).

Paket 5: paket zad-SPE (150 mg PSA, 150 mg C18 i 900 mg anhidrovanog magnezijum
sulfata).

Paket 6: paket zad-SPE (400 mg PSA, 400 mg C18, 45 mg GCB i 1200 mg anhidrovanog
magnezijurssulfata).

Pomol ni entints torkuvm r u k esrtiraige viangw sl edel i pomol
- Anal i t irlSarariusBRIJ@S Ne mal k a;
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- Vaga(acc. £ 0.01 g) KB 20002N, KERN N e ma; k a

- Kuhinjski blendeit TEFAL 0.9L BL142AFrancuska,;

- LjugtilicKama;za jabuke

- SistemzaSPE pr e]iiWple®\8aD | e

- Centrifugai Jouan C4j Thermo Scientific SAD;

- Up ar i TwddVa¥ LV, Zymark SAD;

- Homogenizatoi VorteksGeni€®2, Scientific Indrustries, SAD

- Multimetar- senslON MM374, ShamHai Shilulnstruments, Kina.
- Generator azota Genius SQ 24PEAK ScientificInstrumentsUK.

3.4 Instrumentalna ispitivanja

Pogl avlje sadr ¢gi ispipvarga pgaformang primengnihunstmrkentalmihu

konfiguracija u odnosu na tagretiraauaalite.
3.4.1 Ispitivanja na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-1

Tabele 3.41 i 3.43 objedinjuju konstantne i promenljive parametstrumentalne analize,

kao i parametr& okviru primenjivanih instrumentalnih metodde | e enj e
su vr gene aoft@tiu®.0200.275HewlettPackard, SAD).

Tabela3.4-1 Konstantni parametri instrumentalne analize

Parametri injektora
Zapremina injektovanog uzorkd pL
Temperaturd 250 °C

Linerij ednokonusni sa staklenom vunom, di
Re g i mi splidedsa
Purge timg 1 min
Noseli gas

Helijum
Brzina protoka 1.0 mLmin'?
Parametri kolone

Kapilarna kolona
Tip - SGE 25QC2/BPX5 0.25, nepolarna
Dimenzije- 25 mx0.22 mmx0.25 pym
Parametri masenog spektrometra

Temp. interfejsa 280°C
Temp. jonskog izvora230°C
Energija jonizacijg 70 eV
Temp. kvadrupola 150°C

Tabela3.4-2 Promenljivi parametri instrumentalne analize
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Temperaturni regi
overRGM-1 90 °C (1 min)- 220 °C (1 min), 20 °C mify
220 °Ci 280 °C(4 min), 5 °C min¥;
post run280 °C- 300°C (2 min)*
overRGM-2 90 °C (0 min)- 280 °C (4 min), 20 °C mifk
post run280 °C- 300°C (2 min)**
Regimi rada anc
quadRGM-1 Selected lon Monitoring (SIM)

quadRGM-2 Scan
*trajanje analizé 26,50min
** trajanje analize 15,50min

Tabela3.4-3 Parametri razvijenih instrumentalnih metoda

Instrumentalna metod. Konstantni parametr  Promenljivi parametri

MET-GC-IN-1 overRGM-1, quadRGM-2
MET-GC-IN-2 overRGM-2, quadRGM-2
MET-GC-IN-3 Tabela3.4-1 overRGM-1, quadRGM-1
MET GC-IN-4 overRGM-2, quacRGM-1
Parametri hromatografskog razdvajanja. Par amet r i razdvajanja ane
kl asi|l an temp®red trsd dvestemperaujne rampedrRIGM-1, Tabela 3.4
2) i i zmenj @ei rsajediomiempesatianom rampoavgrRGM-2, Tabela
342) . Temperawdanpefaipmman s ciljem skralivar

Uticaj promene t ermpprd mataevaamegnalitajgispitamuporesmba
analizom standarda smege p msumentalird metokhman cent r
MET-GC-IN-3i MET GC-IN-4.

Karakterizacija analita. Za postupke karakterizacije analita pripremljsuairastvori svakog

od standarda pesticida visoke |istole, kao i
ugmL? koji su analizirani instrumentalnom metod®mET-GC-IN-1.

Osetljivost. Ispitivanje osetljivosti e v r guadR@M-1u quadRGM-2r e g i madana
analizatora(Tabela 3.42) uporednom analizom serigt andar da smege pest.

koncentracija 0,50; 2,50; 5,00; 7,50 i 10,00 pghnstrumentalim metocamaMET-GC-IN-
2i MET GCIN-4.

3.4.2 lIspitivanja na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-2

Karakterizacija analita. Za postupke karakterizacije analita pripremljeni su rastvori svakog

od standarda pesticida visoke | istollae, kao
metanolu ili 0,050% metanolnom rastvoru AMFRastvori su analizirani ubrizgavanjem
ESlizvorput e m @ p spektompta.mp e

Parametri hromatografskog razdvajanja. Por el ene su perf omanse t
razl il itih karakteristika. Kol one su s e ra
dimenzijamaTabela3.35,str.84) . Porelene su per f{Tabula®B4,e neko
str.84) odnosno perfomanse njihovih kombinacga. postupke ispitivanja perfomansi kolona
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u pogledu razdvajanja analita, razvijenog pritiska i ukupnog trajanja analize, pripremljen je
rastvors me ge pestici da k o'm 6,050 % raatwiujMa bnietadld, Og mL
koji je analiziran metodama prikazanim u tal3ed-5.

Nakon odabira radne kol one, vrgena je optim
eluenta, gradijenta brzinept ok a el uent a i procenta AMFa u m
pesticida koncentracije 50,00 ugmlu 0,050 % rastvoru AMFa u metanolu u okviru
optimizacije rada na odabranoj koloni (parametar optimizaciggadijent sastava eluenta)

analiziran je metodaaMET-LTQ-23i MET-LTQ-27(Tabela3.46).Rast vor smege pe
koncentracije 15,00 pgmtu 0,050 % rastvoru AMFa u metanolu u okviru optimizacije rada

na odabranoj koloni (parametar optimizagijgradijent brzinegprotoka eluenta) analiziran je
metodamaET-LTQ-27, MET-LTQ-34, MET-LTQ-35i MET-LTQ-37 (Tabela3.4-6).

Za postupak ispitivanja uticaja koncentracije AMFa u mobilnim fazama na zastupljenost
amonjumadukta bifentrina pripremljena je seri]j e
1,00 10,00 pgmtt u 0,050 % rastvoru AMFa u metanolu, koji je analiziran metoddi&a-

LTQ-27, MET-LTQ-38, MET-LTQ-39i MET-LTQ-40 (Tabela3.4-6).

Svi rastvori su analiziranifull scanr e i mu r ad avVzl®Gianlz6 @@} opad (op gt
tuneom (bez optimizacije).

Tabela3.44pr i kazuj e parametre autosemplera koji
Tabele3.45 i 346pri kazuju wukupan br o] hkomatogrgféke ni h n
parametre.

Tabela3.4-4. Parametri atosemplera

S Injection  Flush Wash Flush . Syringe  Postinjection
Injection Needle height from .
volume, volume, volume, speed, uLs speed, valve switch
mode 1 bottom, mm B . .
uL puL puL pLs time, min
Partial
loop 10,00 400,00 0,00 100,00 2,00 8,00 0,00
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Tabela3.4-5. Hromatografski parametme t oda kori gl eni h u okviru postupka «

Oznaka Oznaka Eluenti Brzina prc_)ltoka, Radnipritisak, bar
metode kolone puLmin
MET-LTQ-01 1 AiB 500 65+0,5 (A:D=50:50)29+0,5 (D, 100%)
MET-LTQ-02 2 AiB 300 9810,5 (A:B=50:50) 458,5(B, 100%)
MET-LTQ-03 1 AiD 500 35+0,5(A:B=50:50)17+0,5 (B, 100%)
MET-LTQ-04 2 AiD 300 23040,5 (A:D=50:50) 754,5 (D, 100%)
MET-LTQ-19 3 AiB 100 79+0,5 (A:B=50:50)50£0,5 (B, 100%)
. 260405 (A:D=50:50) 1304,5 (D,
MET-LTQ-22 3 AiD 100 100%)
Napomena: Trajanrjneinanahze, Prikaz gradijenta
Trajanje analize i gradijent sastava eluet ., mEluent Dili Eluent B m Eluent A
su isti za sve metode 100%
Eluent A: 0,30 %vodeni rastvor mravlje 75%
kiseline + 0,010 % vodeni rastvor 60 50%
amonijumformijata 25%
Eluent B: Acetonitril 0%

Eluent D: Metanol
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Tabela3.4-6. Hromatografski parametme t oda kori gl eni h u okviru optimizaci
koloni

Brzina

Oznaka Eluenti* protoka, Trgjanje' Prikaz gradijenta**
metode . analize, min
HLmMin
® EluentD m Eluent A
100% e
75% .
MET-LTQ-23 AiD 300 30 50% )
25%
0%
0 12 25 28 130
100% m Eluent D EIuetA
75% '
MET-LTQ-27 AiD 300 25 50%
25%
0%
0 12131516 19 20 25
MET-LTQ-34 AiD 400 o5 Gradijent sastava eluenta je isti ki
za metod27
MET-LTQ-35 AiD 500 o5 Gradijent sastava eluenta je isti ki
za metodu 27
o £
S £
§3
|= BN
MET-LTQ-37 AiD 300500 25 o 8
N~ @
53
0 12131516192025
100% = Eluent D m Eluent C
C (0,30 % vodeni rastvo 75%
mravlje kiseline + 50%
MET-LTQ-38 0,050 % vodeni rastvor 300 25 259%
amonijumformijata) i D 0%
0 12 13 1516 19 20 25
100% = ElueﬁEluent A
75% -
MET-LTQ-39 AiB 300 25 50%
251% I
0%
0 12 13 15 16 19 20 25
100% ™ Eluent C lEIuet A
A C (0,050 % 75%
MET-LTQ-40 metanolni rastvor 300 25 50%
amonijumformijata) 25%

0%
0 12 13 15 16 19 20 25
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*Eluent A 0,30 % vodeni rastvor mravlje kiseline + 0,010 % vodeni rastvor amorigumijata; Eluent B
0,010 % metanolni rastvor amonijuiormijata; Eluent C 0,30 % vodeni rastvor mravlje kiseline + 0,050
vodeni rastvor amonijuAformijata ili 0,050 % metanolniastvor amonijurformijata; Eluent D metanol

**Za metodu 37 prikazan je gradijent brzine protoka eluenta (gradijent sastava eluenta je isti kao za
27); za ostale metode prikazan je gradijent sastava eluenta

Optimizacija parametara rada masenog spektrometra Optimizacija parametara se je
sastojala iz optimizacije protolsheath auxiiarygasa, voltage spreja i i
optike masenog spektrometaa potr ebe optimizacije priprem
koncentracijel0,00 pgml! u 0,050 % rastvoru amonijuformijata u metanolu. Rastvor je u

ESI izvor wubrizgavan pr & Badlensmuladeusldvakadpniom o d
HPLC analizi, simult ano /D=%50s8US pumgeabvzemomeod s me g a
300 pLmirtt, pr i MSpumpaisnaseni spektrometar povezani preko T spoja. Pre

pol etka analize sistem kapiRhstor @ analeiran tallpunj en

scanr e i mu r adan/a1p@Ei knize0®)nPertariae n(a j e fosetivogina od z
pseudomolekulskih jona pesticida sa promenom instrumentalnih parant@pairaizovani
parametri koji rezultujuoptimalnomo s e t | paiswe@mglitau usvojeni za dalji rad.

Optimizacija parametara u o0 kasenoguspesiarivetrai CRM
Parametri koji fi gur i "gkspenumerteksu tipaktivagparehtprgaa v anj a
(engl.activationtypg¢ , ¢i r i n a isolatiod wadthj I\, eredhcstrkalizione energije
(engl.collision energy CE), ActivationQ' i period aktivacijé (engl.activation tim¢. Default
vrednost.i g m/2), ivredaostii kelisidna energije (Yofct. Q (nema jedinicu) i

perioda aktivacije (ms) su 1; 35; 0,250 i 30, respektiva®.potrebe optimizacije ovih
parametara u okru MS? i MS® eksperimenatgpr i preml jen je rastvor
koncentracije 10,00 pgmtu 0,050 % rastvoru amonijuformijata u metanolu. Rastvor je u

ESI izvor wubrizgavan pr éBadlengmuladeusidvakadpniom o d
HPLC analizi, simul t ano /[D=%50s8US pumgeabvzemomeod s me g a
300 pLmint, pr i | e mu s umabéBi spekiromgtar povezani preko T sp&jee

pol etka analize sistem kap Rdstaorje angligrani6®Rdunj en

odnosnoCRMr egi mu radaPspke&bhaoimet rppa.omena odzival
fragmenata pesticida sa promenom instrumentalnih parametara. Optimizovani parametri, koji
rezultuju optimalnom osetljivoglu za sve ana

Slike 3.4-1 i 3.42 ilustruju na primeru boskalida definisanjestrumentalnih parametara

okviru postupkaoptimizacije kolizione energijelabela3.4-7 prikazujetargetirane tranzicije
pesticida i vrednostAct. Qpar ametra koje su uvrgOmsege u p:
testiranihvrednostiAct. Q parametrge odabran u skladu sa formulom koja pokazuje

vrednost poslednjeg stabilnog fragmenta:

Lowest stablen/z = (Parent mass Act. /0,908

10dnosi se na RF frekvencu koja se koristi za fragmen:
rezultuje izragenijom fragmentacijom.
2Trajanje apliciranja RF frekvence u milisekuwmdama,; k

fragmentacijom.
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Tabela3.48s adr gi opt i mi

zovane instrumental ne

Define Scan El H Tune @‘
Scan Histary: [ITMS + o SRM ms2 343.00@cid40.0,1.0,0.250,30.000 [306.00-308 00 =l i) dutomstc | Semi-Automaiic | Manusl Collsion Eneray |
Scan Desciption MSn Seltings Scan Ranges what to Opiize What to Dptimize On
Analyzer |lonTrap ¥ parent Act (%) Nnrm.a\.\zad act Act — icth =
n Width | Callision Time # Analyzer CID Ic
Mass Range: |Maomal - Mazs (miz)| Type (miz) Energy fms) Mazs (miz)| (miz)
@ Product lon Mass (m/z) [0z, 10 =
ScanRate: [Nomasl ~| || _2| @am0] cb | 1D 400 0250 300000 :1‘ 307.00 200
3 o 10 00 0250 30000 2
Scan Type: |SRM hd — Results
s s Initial Collision Energy: 40,00 %
Migiosoans |3 = Best Colision Energy: ~~ NA& %
Mag. Inject Time (ms): [100.000
=l Statugs
AlL..
Source Fragmentation
[ on j
Lacking [ wideband Activation Input: | Center/nidth +
r U
fpply | oK Cancel ‘ Help | | fotivation | go | coea | | e |
Slika 3.4-1 Definisani parametrza SRMtranzicijuboskalida ¢lika levo) i zaautc-optimizaciu kolizione
energije élikadesno)
Define Scan E‘ H Tune E\
Sean Histons: [ITMS + ¢ CAM me3 343.00@cidg4,0.1.0,0.250,30.000 307.00@cid?7. 0.1.0.0.250,30.000 [270.00-272.00] = Q Automatic | SemiAutematic | Manual Colision Energy |
Scan Description MSn Setings Scan Ranges what to Olptimize what to Olptimize On
Analyzer: |lonTiap  ~ Parent At Iso. | Marmalized ” Act. @ o
I Wietth | Colision Time o Analyzer CID s
Mass Range: | Momal - Mass (miz)| Type (miz) | Energy {ms) Mass (miz)|  (miz)
& Product lon Mase (/2] [z77 10 -
Scan Rate: [Nomal =) 2] mason oD | 14 540 [0.250 30000 :1‘ 271.00 200
3| w700 b | 10 770 |0250 (30000 2
Scan Type: [CAM -] ) o 10 00 0250 30000 Results
- Iritial Colision Eneray: 77.00 %
Micioscans: |3 é Best Collsion Energy: /A %
Mag. Inject Time (ms): [100.000 =
= Status
Al

Source Fragmentation

™ an =

Locking [~ wideband Activation

Input: | Centervidth
r S
[ oK. | Cancel ‘ Help |

| Lotivation |

Stat | Camcdl | | bk |

Slika 3.4-2 Definisani parametrza CRMtranzicijuboskalida §lika levo) i zaauto-optimizacij kolizione
energije élikadesno)

Tabela3.4-7. SRM i CRM tranzicijepesticidal testirane vrednosfct. Qparametra

Analit Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin

SRM prelaz* 200Y1C 226VY1¢ 343Y14

4097186 440VY1t¢
Act. Q vrednost

: 0,485 0,743 0,370 0,413 0,342
prema formuli
Testirane Act. Q 0,250; 0,350; 0,250; 0,450; 0,250; 0,350; _ _ 0,250: 0,300:
vrednosti 0,450 0,700 0.370 0,250; 0,350; 0,41C

0,340

CRM prelaz** 183Y14 210Y1c¢ 307Y27 186Y145 181VY1t¢

Act. Q vrednost

. 0,709 0,730 0,801 0,707 0,832
prema formuli
Testirane Act. Q  0,250; 0,450; 0,250; 0,450;  0,250; 0,450; . _ 0,250; 0,450;
vrednosti 0,650 0,650 0,650; 0,750 0,250; 0,450; 0,65C 0,650; 0,750

*ukl juluje kvalifikacioni jon, koji i ma nigu
a

**ukljuluje kvalifikacioni jon pirimetani/l
kvantifikacioni jon; CRM prelaz boskalidh,i f ent r i na
ujedno kvalifikacioni i kvantifikacioni

i
i trifloksistrob
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Tabela3.4-8 Optimizovani parametiinasenog spektrometra

ESlIzvor
|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 GatelLens (V): -48
Sistem detekcije jona Multipole 1 Offset (V -15
Conversion Dynode On Multipole RF (Vpp): 400
Dynode (kV): -15 Front Lens (V): -5.5
Multiplier 1 (V): -1000
Multiplier 2 (V): -960
Ispitivanje granice detekcijeigranicek vant i fi kaci je instrument a
rada masenog analizatoraPripremljen jereagent blankodnosno 0,050 % rastvor AMF u
metanolu i serija standarda smege pesticida

0,075; 0,100 pgmt. Snimjeni su hromatogrami svih rastvora metoda®Ta 43, 44 i 45
(Tabela3.49) odnosno u | etiri r afalllsdanh SIM, SRMi ERM. ma r a (
Na bazi parametara konstuisanih kalibracioni
kvantifikacije instrumenta.

Tabela3.4-9 Parametriinstrumentalnimetoda

Oznaka Parametri . .
Hromatografski parametr Parametri masenog spektrometra
metode autosemplera
MET-LTQ-27 Tabela 3.44 Tabela3.4-6 Tabela3.4-8, full scanr e ¢ mM/x2i5¢600)

Tabela3.4-8, SIMr e § iVnl9%201; Mz
MET-LTQ-43 Tabela3.44  Tabela3.46, metoda 27  225227;mz 342-344;m/z 408-410; m/z
439-441)

MET-LTQ-44 Tabela 3.4 Tabela3.4-6, metoda 27 Tabela3.4-8, SRMr e ¢Tiabmla4.2-1

MET-LTQ-45 Tabela 3.4 Tabela3.4-6, metoda 27 Tabela3.48, CRMr egi m T2be

Tabela3.48,SRMr e gi m (pi r
MET-LTQ-46 Tabela 3.4 Tabela3.4-6, metoda 27 ciprodinil, trifloksistrobin);CRMr e ¢ i
(boskalid, bifentrin)
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3.4.3 Ispitivanja na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-3

Pr ocedur episur&dh gauekt injeationi LOOP injectonmet odom unogenj a
u maseni spektrometar.

3.4.3.1 Ispitivanja sadirect injecionmet odom unogenja uzor aka

Parametri instrumentalne analize Jonska optika instrumenta je optimizovana u odnosu na
pseudomol ekul ski j on svakog o dunegaepsrametimad a ; u
koj i rezul tuju zadovol javaj ul 2410 sl @ikazénei j om
vrednosti parametareazvijeneinstrumentalne metod®MET-LCQ-IN-1 (sa optimizovanm

tuneom)i parametara u okviru ESI izvora, jonske optike i sisteandetekciju jona.

Tabela3.4-10 Optimizovaniparametri 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 VoltagdkV): -15
Aux/Sweep Gas Flow Rate: 0 Multipole 2 Offset (V):-8 Multiplier Voltage (V):-1250

Capillary Voltage (V): 17 Multipole RF Amp (Vpp, sp): 400
Capillary Temp (°C): 200 Coarse Trap DC Offset (V)10
Tube Lens (V, sp): 15 Fine Trap DQOffset (V):-10

Nal i n i nj ekt oRrdiminama ispisvanjaanstaumentalne osetljivosti i granica

detekcije su vrgena sa wbtemgzpgpunmpebez mmelret anda
infuzije mobilne faze. Sukcesivna ispitivanja uzorakaekors u vir geoar @emeno uvo
uzorkaputemg p mpumpe(purger e i m r ada) i MBeumpd (BO0quLnfifyz e pr e
putem sistema kapilara prikazanimnasigt3. Za gpri c zapr epmgene 500
regimu rada je 5 % zapr &Raralena igiywijaimobdne tazen o s n o
omogulava odr gavanje konstantnih uslova u jo
pruga mogulnost za podegavanje parametara po

Karakterizacija analita. Za postupke karakterizacije analita pripremljeni su rastvori svakog
od standarda pesticida visoke |istolla, kao
metanolu ili 0,050% metanolnom rastvoru AMF
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Slika3.43Si stem za uvolenj e u zdoectkjectian mewcaee n i spektrom

Ispitivanje instrumentalne osetljivosti i granica detekcije Pripremljena je serija od 12

standarda pesticida u 0,050 % AMFMnetanolu u opsegu koncentracija 0j08,00 pgmL?.

Svaki od standarda je wubri gavanfullls€anrnei gniuniua ; [
(MSYH ; svaka naredna 2 fuhiscanrena lmuz an ajkeo nv rf § earga
pseudomolekulskog jona svakod pesticida (M3.

Ispitivanje uticaja vrste mobilne faze na osetljivost analizePr i pr eml j en j e r as
pesticida koncentracije 5,00 pgmiu 0,050 % rastvoru AM@& u metanolu. Snimljeni su
hronogrami rastvora pesticidafull scanr e g i mu alizatothal traganju od 19 minuta.
Tokom 15 minuta kontinuirane injekcije rast
mobilne faze B (100 % metanol) i mobilne faze A (vodeni rastvor 0,30% mravlje kiseline i
0,010% amonijurformijata) svaka u trajanjod 2 minuta.

Ispitivanje prenosa uzorka iz jedne injekcije u drugu €arryovel). Pripremljen je rastvor
smege pesticida k dum00BOL rastvari AME u rhedanol0Snidignm L

su hronogrami rastvora pesticiddull scanr e g i mu izatomh a trajmjuaod 30 minuta.

Tokom perioda snimanja rastvori su injektovani 3 puta u trajanju od 3 minuta, sa pauzama

i zmelu uzastopnih injekcija u trajanju od 5

3.4.3.2 Ispitivanja sa LOOP injectionmet odom wrmkay enj a

Parametri instrumentalne analize Analizauzorakg e v pognetaddMET-LCQ-IN-1u

full scanr e i mu mfiz 297 & ®0Q). Uzorak je ubrizgavan u ESI izvor prek@ddOP

injektora Glika 3.4-4). Zapremina petlje je 5 pL. Protok mobilne faze (formijatni pufer) je

iznosio 5, 25150 pLmin. D u § iSyrimgei LOOPk api | are j e i znOBP | a 58
T Sourcekapilare 20 cm.

Anal i za anal i ti | k.iPfprem|t eamal ajreal as ereisjta criadsat vor a
opsegu koncentracija 0,105,00 pgmL?* u 0,050 % rastvoru AMf& u metanolu. Analizom
standarda sa tri navedene brzine prddb@ka mob

injectionanalize pesticida, kao i integritet hronogramskih pikova.
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faze sa LC
ili Sprica

Slika 3.4-4 Konfiguracijasistema kapilara nlaOOP injektou tokom LOOP injectionanalize

3.4.4 |Ispitivanja na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-4

Karakterizacija analita. Za postupke karakterizacije analita pripremljeni su rastvori svakog

od standarda pesticida visoke | i st olle, kao
metanolu ili 0,050% metanolnom rastvoru AMFRastvori su analizirani ubrizgavanjem u
ESIiAPCIi zvor put e rmspelgrpmeirac pumpe

Parametri hromatografskog razdvajanja. Analiti su razdvojeni naHPLC koloni 4 uz
primenueluenata gradijenta kojisui d e m gaeldentima igradijentommetode 27 Tabela
3.4-6) i brzineprotoka mobilnih faza od 200 uLmi.

Optimizacija parametara masenog spektroretra. Optimizacija parametara se je sastojala iz
optimizacije protokasheathi auxiliary gasai iz optimizacije jonske optike masenog
spektrometraZa potrebe optimizacije pripremljen ju
5,00 ugmL! u 0,050 % rastvoru amonijuformijata u metanolu. Rastvor je u ESI izvor
ubrizgavan pr ek dopgnprtiSccijemsimaacije astova kab pri HPLC

analizi, si mul tano | e ub pufegnptancthbdsa sadSpeangpa, breiiome nat a
od 200 pLmin?, pri | e mu imaseniM@Ektrpnetamppavezani preko T spoja. Pre
poletka analize sistem kapiRbhstwor@ analegiramfsllpunj en
scanr e i mu r ada n/a1Bp&Ei knize0®)nPertariaen(a je promena odz
pseudomolekulskih jona pesticida sa promenom instrumentalnih parametara. Optimizovani
parametri, koji rezultuju optjanimadaljnradiabea et | | i
3.411).
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Tabela3.4-11 ParametriTSQ Quantunitra masenog spektrometra

Jonski izvor Jonska optika
Vol taga s 4000 Q0 Q00 RF amplituda 260
Pritisak sheath gasa, a 30 Offset skimera 0
Pritisak aux gasa, arb 10 Offset Q00 -3
Temperatura kapilaréC 270 Lens 0 offset -1,2
Offset kapilare, V 35 QO offset -2
Tube lens offset, V 140
Prvi kvadrupol (Q1) Drugi kvadrupol (Q2) Treli kvadrti
Lens 11 Offset -2,2 Lens 21 Offset -514 Lens 31 Offset -15
Lens 12 Offset -56,4 Lens 22 Offset -225 Lens 32 Offset  -225
Q1 DC Offset -2,7 Lens 23 Offset -15 Lens 33 Offset -15
Q1 Resolution -12 Q2 RF amplituda 447 Q3 DC bias -8
Q1 Calibration -1,9 Q2 offset -10 Q3 RF amplituda 105

Optimizacijaparametar a u S RM r .4 ¢ i ® apimizadjakolizione energije, uz

prethodno zadatu vrednost pritiska kolizionog gasa,bd tamTor.Za potrebe optimizacije

MS? eksperiment@ r i preml jen j e rast vor500sugne§we00plest i ci
% rastvoru amonijurformijata u metanolu Rast vor j e u ESI izvor L
brzinom od10 pLmin?. S ciliem simulacije uslova kao pri HPLC analizi, simultano je

ubri zgavana pefeimejaact>®/50saVs pumpe, brzinom o800 pLmin?, pri

|l emu su MSmasmma spektrometar povezani prekoa
kapilara je ispunjen rastvorom pesticidRastvor je analiziran SRMr e g i mu rada
spektrometra.Pr al ena | e promena odzival/losetl jivost
promenom instmnentalnih parametara. Optimizovani parametri, koji rezultuju optimalnom

osetljivogiu za sve analite su usvojeni za d
Ispitivanje osetljivosti saprimenom E S 1 | H EafohizacieP o melL ena j e o0se;
prema pesticidima u opsegu koncent@6ijl0i 5,00 ugml!, anal i zom serije st

pesticida koja je pripremljenametanoly instrumentalnim metodanMET-TSQ-01, MET-
TSQO02i MET-TSQ03 (Tabela3.4-12).

Ispitivanje osetljivosti sa primenomESIi  APCI nal| i.Rarebenaaste) ese
prema pesticidima u opsegu koncentracija 0,30 ugml?, anal i zom serije st
pesticida koja je pripremljena u metanolastrumentalnom metodorMET-TSQ-01, uz
promenutipa jonskog izvora.

|l spitivanje instrumental nih grani ca det ekci
regi mi ma r ad aPriprendjéntercagenebtamlainosno 0,050 % rastvor AMF
u metanolu i serija standarda s m6Q®0;poeOst i ci d
0,080; 0,100 pgmL:. Snimljeni su hromatogrami svih rastvora metodav@&T-TSQ-01,
MET-TSQ09i MET-TSQ-10 (Tabela3.4-12) odnosno Br az | i | ita regi ma r ai
fullscan SIMISRM. Na bazi parametara konstuisani h Kk

detekcije i granica kvantifikacije instrumenta.
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Tabela3.4-12 Parametri instrumentalnih metoflastrumentalna konfiguracij@ONF-4)

Oznaka Parametri  Hromatografski

. Parametri masenog spektrometra
metode autosemplere  parametri

MET-01 ESI (0°C)ili APCI, Tabela3.4-11, full scanr e g m/ni5¢

_ Tabela3.4-6, 600)
MET-02 metoda 27, HESI (200°C), Tabela3.4-11, full scanr e g(in/zi50-600)
MET-03 protok 200 HESI (350°C), Tabela3.4-11, full scanr e ¢(in/ni50-600)
Tabela3.4-4 Lmin- -
MET-09 HLmin Tabela3.411,SIMr e gi m
MET-10 Tabela3.4-11, SRMr e g i m

3.5 Procedure u okviru razvijenih metoda

Pogl avl j e s adudgkviru @gvajasnetpda ongheve primeane. Prilikom razvoja

metoda na instrumentalnim konfiguracijan@ONF2, CONF3 i CONF4 ni j e Vvr genc
normiranje odziva analita u odnosu na interni stand@rethodnom analizom serija standarda

analita sainterninst andar dom i bez njega, utvrlLeno da
analitakoje bi mogle poticati od samog instrumerttzkom radabilo koje od navedene tri
instrumentine konfiguracije S obzirom da nema n a| aj n a paraadarima knearne

regresie dobijenim na bazi normalizovanih i nenormalizovanih odziva analita, upotreba
internog standardae | skl kabepag jresdsan vid ugtede

3.5.1 Procedure u okvirua n a | intetodeMET -GC-R

Parametri instrumentalne analize Za razvoj metode implementirana je instrumentalna
konfiguracijaCONF-1. Uzorci su analizirani instrumentalnom metodbt&T GC-IN-4.

Pripremauzoraka.Pr i prema uzoraka zal|l a@mna&liiofupjrecedger

Kilogram jabuka sorti Ajdared, ZI| at korejeDel i ge
homogeni zovan seckanjem u kuhinjskom bl ender
grama poduzor ka. U poduzorak je dodato 20 mL
u bl ender u; dobijena smega je sanauwsudaa ni h
ekstrakciju. Ekstrakcija je vrgena sa 20 mL
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 metanakan 10 min stajanja i
meganja na vorteksu wu trajanju od 1 min, e
temperaturu od-15 A C . Nakon toga ekstrakt j e procele
instrumentalno analiziran.

Validacija metode. U okviru validage metode ispitani su svi parametri navedeni u poglavlju
36Kal i bracione krilObD/ie OQadobdreéneaspue anali zom
pestici da centtagjal €,005;H0,010;00(015; 0,020; 0,025; 0,035; 0,045 i 0,055
pugmL?t pripremljenihu heksaniK a | i br aci one Kk xLON@2OQdmbijenelsue i v a
analizom proceduralnih standarda smege pest.i
0,025;0,030; 0,035; 0,040 i 0,050 mgkgMatriks efekat je ispitan nakon prvog koraka
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pripreme uzorkd u neprel i gl enom hieiksmakdo mpiedalsi gla&y
ekstraktu u metanolu.

3.5.1.1 Primenaanal i ti | MET-GGd&t ode

Pogl avl j e preceddra @ okvirw ippitiganja migracionih karakteristika pesticida u
odnosu na fazkora/pulpa i opis procedura u okviru skrininga targetiranih pesticida u jabukama
s a t megodagna razvijenim na instrumentalnoj konfigura@{INF1.

1. Migracija pesticida kroz koru jabuke

| spitivanje prodora pesticida kroz koru jab
simultane aplikacije svih pesticida na plod jaboketodom potapanja jabuke u vodeni rastvor
smege pesticida.

Za pripremu rastvora pesticida korigieni su
u hemi jskom sastavu rastvora za potapanje s
zasadajabke.]| spitivanja su vrgena sa sortom Greni

Ispitivanje usvajanja pesticida metodom potapanja Pr e pol etka ispitiuv
pesticida kroz koru vrgeno je ispitivanje st
Preliminarno ispitivanje e r geno da bi se odredild@ par ame
usvajanja adekvatne koliline pesticida odnos

i kvantifikacije, a sve to kako bi se radilo u domenu merljivih koncentracija.

Ispitani parametri potapanja sueme potapanjd konc ent r aci ja vodenog r
pesticida Sva i spitivanja su vrgena na bazi tori
su i blank uzorci.

Vreme potapanjaPlodovi jabuke su potapaniu300mlo denog rastvora smeg
ciprodinila, trifloksistrobina, bifentrina i boskalida (koncentracija svakog od pesticida je 1,00

mgL) , dobijenog razblagivanjem primarnog r as!H
zdr avi i uj eud nial ea@li i Ipioniobil i xkre potapanja su
nelistola. Proselna masa 15 plodova jabuke Kk

+ 8,89 g. Plodovi su potapani u trajanju od 0,30, 1,30, 4,00, 5,30 i 7,30 minuta. Uklanjanje
eventa | nog vigka rastvora sa povrgine ploda | e

plodova u trajanju odi8d sekunéu | i st u vodu i brisanjem, nak
U cilju provere eventualne migracije pesticida u pulpu tokom perioda potapanjslpj pulpe

debl jine 1 mm je oljugten i analiziran.

Koncentracija vodenogPasatsa wkoa ae kssmpegjrei npeensttai cj
postavka opisana u prethodnom paragrafu, sa
u trgjanju od1,50 mina a u 300 mL vodenog rastvora s me
trifloksistrobina, bifentrina i boskali da s

mgLl. Proselna masa 15 plodova jabuke korigle
9,20 g.

Ispitivanje migracije pesticida kroz koru. Postavka eksperimentdligracija pesticida je

i spitivana nakon njihove aplikacije na plod
koncentracije koja | e reda seaplicirhju meuseeo nc e n°
Apl i kacija pesticida Jje vrgena potapanjem pl
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1.u rastvor koncentraciie 15mgll anal i t i | ka koncentracija) i
2. u rastvor koncentracije 150 mgL

Koncentracija drugog rastvora je odabrarskladu sa preporukama za aplikaciju koje se mogu
nal i na komercijalnim preparatima pesticida.

Poletna kolilina pesticida u kori (100 %) j o
Pl odovi Su ispranimodowvapg&maj emstuvbrat kradbhu
nakon | egaPsaddrjujgeé enakon potapanja u rast.\
analizom kore i pul pe plodova kojinasshmoj!| jugt
temperaturiu slobodnom prdseru. Prodor je nakon potapanja u
ispitivan u dugim intervali ma odnossmjanjapl odov
na sobnoj temperaturi u slobodnom prostoru

Priprema uzoaka. Priprema kore i pulpe za analizu jopgi r ena za jedan Kkor
pripremu uzorkadMET-GC-R metode (poglavlje.5). Za plodove koji su potapani u rastvor
koncentracije 150 mgtdo suva je upareno 4 umesto 10 mL heksanskog ekstrakta. Dobijeni
ekstrakt u metanolu je dodatlnor PFRe ikKgehratinr. itdegh
punjen sledeilim redosl edom® 13.. MO my «CuU8B, I
troslojnu for mu. Pre nanogenja ekstrakta, S
Nakon nanogenja 1 nelLl ueikrsatnrjaek tpae sut incei tdaan ojleu ,v r
Objedinjene frakcije uzorka nakon nanogenj a
ostatak je rastvoren u 0,50 mL heksanskog rastvora DBA (1 pprnlinstrumentalno

analiziran Slika3.5-1 ilustruje korake u okviru ispitivanja prodora pesticida i pripreme uzoraka

za analizu.

Postupak kvantifikacije uzorakdlz or c i kore su kvantifikovani
opsegu 0,000 0,700 mgkd, na bazi proceduralnih standa
koncentracija0.000i 0.050i 0.100i 0.200i 0.300i 0.350i 0.400i 0.5001 0.600i 0.700
mgkgl.Uzorcipule su kvantifikovani kal i bho©2@mgkgom u a
Y na bazi proceduralnih standa0doai 00Dh0eé ge pes
0.030i 0.0507 0.075i 0.100i 0.200mgkg™.

Granica detekcije i granica kvantifikacijiermet € su odr elLene metodom oF¢f
3.3.1, za uzorke kore sa proceduralnim standardima koncen®@a@g@i 0.0157 0.0357

0.05571 0.0757 0.100 mgkg?!, a za uzorke pulpe sa proceduralnim standardima kao i za
kvantifikaciju. Uzorci kore plodova ot apani h u rastvor vele konc
kali bracijom na bazi procedur alindd mgk.tandar d
Il nstrument al naetedandMET GCdN-4. e vr gena
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10 g poduzorka + 20 mL H (¢]
T *’

usitnj avanje

‘/plcnos u sud za ekstrakcqu

6. LLE sa dve porcije heksana od 10 mL

1. Potapanje plodova u vodeni rastvor
komercijalnih preparata pesticida.

7. izmmena rastvaraca uparavanjem

uklanjanje voskova

=
—tll S
T =

& i B

8. SPE - uklanjanje pigmentacije

9. GC/MS analiza

Slika3.510pgta shema pripreme uzoraka za analizu u eksrg

2.Skrining trgigta

Priprema wuzor aka z aproeedugirhetodeMET{GE-R. Unst@yiraemtalnap r € ma
analiza je WEQG&EANa4 po met odi

Radi p o predikkeregnalizirang pulpa i plod jabuke. Ispitivanje je obuhvatilo uzorke
sorteAj dar ed, Greni & nednbg super@drkatésmtii pijaddesna tegtaijs

gr ad a Uobkvirg pdne pijace, svaka sorta je pribavljena sa posebnog prodajnog mesta
tako da uzorkovanje sa pijaca pokriva ukupno 9 prodajnih mesta, odnosno 9
proi zvol al.aspitdvanje g \obuhvatiloaizorke iz zasada za komercijalni uzgoj

jabuka koji se nal azi u oblasti Jabl anical/ Vu
Zasadi jabuke u obl asti Jabl anice tretirani
pesticida prema unapred odrelenom planu i pr

u periodu od mast 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 aktidvnu ma
Tabela351 sadr ¢gi redukovani pl an tretiranja sa
komercijalnih formulacija koje sadrge ispiti
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Tabela3.5-1 Plan tretiranja zasada jabuka

Naziv primenjenog

Fenol ogk Datum Problem koji se . Doza Karenca,
. - . preparata/aktivha ;
gajene kulture tretiranja regava t N preparata dani
materija
zelenib uk e i 43 45019 Venturia Pehar®/ pirimetanil 1,00 Lha! 28
pupoljak inaequalis
cvetanje 12.4.2019 .Ventung Neon® / ciprodinil 1,00 Lhat
inaequalis
1. tretiranj | Venturi 28
- [retiranje posie 19 4 2019 _veniuna Neon® / ciprodinil 1,00 Lha
cvetanja inaequalis
Sighum®; Bosco® /
iranj Boskalid
11. tretiranje posle 1, 5 5919 Monilinia sp. o 100kghd 28
precvetavanja Atlas® / ciprodinil +
fludioksonil

352 Procedure u okvi rMET-&6@@ Il i ti | ke met ode

Parametri instrumentalne analize Prilikom razvoja metode implementirana je
instrumentaln&onfiguracijaCONF1. Uzorci su analizirani instrumentalnom metodbf&aT
GC-IN-4.

Pripremauzoraka.Pr i prema uzoraka zal|l @mna&liiofjuprogeda r |

Kilogram plodova jabuke sorte Greni Smit je iseckan na sitnije komade i dodatno
homogenizovan blendiranjem. U reprezentativnhu porciju uzorka mase 5 g dodato je 5 mL
acetonitrila koji s AQUECHERSPaket % sniarkioent nlee glai sj eel
ekstrakcija mulikanjem u trajanju od 1 minut e
(obrtaja u minuti). U supernatant zapremine 1 mL dod@UEChER3aket2 nakon | ega
vrgena ekstrakcija mulkanjem u trajanju od 1
rpm. Alikvot supernatanta je konceowan 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 poglaviju
36Kal i bracione kgpLOD/EL OQa kmdrsd lriuM ssrajnee  su U 0P ¢
za svaki pesticid sa proceduralnim standardimiae d e [ i h  k0g0BA5¢c BOBQ; 0,6¢S; i | a
0,100 i 0,250 mgkd (bifentrin), 0,025; 0,050; 0,075 i 0,100 mgkdtrifloksistrobin,

pirimetanil i ciprodinil) i 0,1000,250; 0,350; 0,450 i 0,550 mgkgboskalid).

Uticaj koraka uparavanja na granicu detekcije i granicu kvantifikacije metode proveren je

odr eli woODkgedQ za met odu bez uparavanj a [ [
mLOD/mLOQ za metodu sa uparavan} Kalibraci one Kkri vemnl@DdlO®Rdr el i v
met ode bez uparavanj a konstrui sane s u u 0 |
proceduralnim standardingal e d e | i h kO@126; 8,026; 0,850;i0,p748 i 0,100 mgkg

(bifentrin), 0,075; 0,100; 0,250; 0,350; BA4i 0,550 mgkd (trifloksistrobin) 0,025; 0,050;

0,075; 0,100 i 0,250 mgKg(pirimetanil), 0,100; 0,250; 0,350; 0,450; 0,550 i 0,750 migkg
(ciprodinil) i 0,500; 0,550; 0,750; 1,000; 1,250 i 1,500 myKgpskalid).
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353 Procedure u okvi rMET-BtRll i ti | ke met ode

Parametri instrumentalne analize Prilikom razvoja metode implementirana je
instrumentaln&onfiguracijaCONF-2. Uzorci su analizirani instruemtalnom metodovET-
LTQ-46.

Priprema uzorka za analizu Uzorci su pripremljeni premst| ed e | o j procedur.i

Kilogram jabuka sorti Ajdared Z | at ni Deljieg eosl jiugQlreenn,i dSonbiitj e n
homogeni zovan seckanjem u kuhinjskom bl ender
grama poduzorka. U poduzorak je dodato ekstrakciono sredsinb (b 1g uzorka)i voda,

acetonitril Pl mejanomul] kdng ema (1l em@3A0t i ak en
rpm). Supernatant | bBylop@22pneilaralizirak.r oz mi kr of i |t

Validacija metode. Osnovni parametri validacijgoglavlje 3.6) ispitani su za metanolni i
acetonitrilni ekstrakt koreUzorci su analiziraninstrumentalim metodamaMET-LTQ-04,
MET-LTQ-27, MET-LTQ-44 i MET-LTQ-45 (Tabela3.4-6, str.89). Kalibracione krive za
odr e L ihOB/ELPE®@ konstruisane su u opse@D0i 0,100 mgkd sa 7proceduralnih
standarda.

UV/VIS analiza ekstrakata. Spektrofotometrijskanalizau UV/ VI S podr ul j u j
instrumentulSHIMADZU UV-1650PC sa dvostrukim zrakomsingle mode e ¢ u opsegu

150 7 1100 nm, uz promenu izvora svetlosti na 341 nm (UV deuterijumska lampa / VIS
halogenalampa) Za snimanje @matzQ®ai glgineoki optiel kog
cm.

3.5.3.1 Primenaanal i ti | MET-L&®LI ode

Poglavlje sadrgi opis procedura u abkstomru Kkor
tipu uzoraka opis procedura u okviru skrininga targetiranih pesticidaab uk ama sa tr
metodama razvijenim na instrumentalnoj konfiguraC{pNF2.

1. Komparativha analiza uzoraka metodama MET-LC-R1i MET-LC-0O

T a |l n mzvilene metode(MET-LC-R1) je proverenap o r e L erezjltatan analize
spajkovanih uzotk@auporednaanalizirmi h r azvi jenom i MEVWLA).l nom mi

PripremaspajkovaniluzorakaKi | ogr am j abuka s orkoraip@pasun i S mi
odvojeno homgenizovang pa potom pomegane u(l:XMdrgdovar aj |
formiranja uzorka plodaPorcije od 10 g svakog matriksa (kora, pulpa, plod) su odmerene u
konusne vialgu 10 replikata Porcije su spajkovan®0 mgkgh). Po 5 replikata kore, pulpe i

plodaj e obr aleno parpepra@u ugorakacokviluMET-LC-R17 ekstrakcija
acetonitrilom a preostalih 5 replikata prema prouoddza pripremu uzoraka okviru MET-

LC-Q1i Varijanta 1

Analiza spajkovanih uzorakaUzorci su analizirani na instrumentu saCONF2
instrumentalnom metodoMET-LTQ-27.

2. Skrining trgigta

Priprema uzoraka za anal i zMET{ L@Rlvinstgumentinap r e ma
analiza | e WETGLIQ-46. Apaliziranajé¢ kord, ipulpa i plod jabuke. Ispitivanje
j e obuhvatil o uzorke sorte Aj dmnarkethitripgaces n i Snm
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na t er i t o rUokvirujegne pijdca, svidka goda je pribavljena sa posebnog prodajnog
mesta, tako da uzorkovanje sa pijaca pokriva ukupno 9 prodajnih mesta, odnosno 9
proizvolLala/dobavl jal a.

354 Procedure u oketadeMET-BGr@ | i t i | ke m

Parametri instrumentalne analize U razvoj metode implementirana je instrumentalna
CONF-2. Uzorci su analizirani instrumentalnom metodM&T-LTQ-46 (Tabela 3.49, str.
92).

Priprema uzoraka.Pr i prema wuzoraka za analizu vrgena |

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
l ega je vrgena ekstrakci jPotormedbdatQuECheR®Paket t r aj a
3. Odmah nakomogav r gk pat ko mui kanje da se ne bi stv
ekstrakcija muikanjem (1 min) i centrifugira

Varijanta 1.U supernatantzapremineldeoda@jaEChER?aketé,l nakon | ega | e
ekstrakcija mulkanjem u trajanju od 1 minut s
Supernatant | e pr Nyoe@22um).kr oz mi krofilter (

Varijanta 2.U supernatant gapremine 6 mL dodaQeEChER®aket6 nakon | ega | e

ekst akcija mul kanjem u trajanju od 1 minuta.
Supernatant j e prNyoe@28um).kr oz mi krofilter (

Validacija metode. U okviru validacije metode ispitani su svi parametri navedeni u poglaviju
36Kalibraci one k plLOD/EOQ konstousane dii U upaegy 06308,075
mgkg.

355 Procedure u okvi rMET-BIRRal i ti | ke met ode

Parametri instrumentalne analize U razvoj metode implementirana je instrumentalna
konfiguracijaCONF3. Uzorci su analizirani instrumentalnom metodb&T-LCQ-IN-1 sa
directinjecionmet odom unogenja uzor ka.

Priprema uzoraka. Pripremauzaak a za anal i zseledgéop peopedma

Deset grama kore je zajedno wadom Q0 mL) usitnjeno u blenderu. Vodeni ekstrakt je
centrifugiran {0 minB500 rpm).Supernatantl® mL) je ekstraktovarheksanom 10 mL).
Heksanskekstrakt(6 mL) je uparen do suva na sobnoj temperaturi; suv ostatak je rastvoren u

1,5 mL 0,050 % rastvora amonijuformijata u metanolu pr ocel en KkNylonz mi kr
0,22pm) i analiziran.

Odrelivanje koliline suvogOdrselaikvaaan jlua nfei'nsau\n
ostatka u finalnom ekstraktu kore jabuker geno j e na poemas | etdreil off er
procedlri:

U 50 g kore sorti Greni Smit, ZIl atni Del i ges
smega usitnjena u kuhinjskom blenderu do ka
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procelena pod vakuumom kFHilteatz(75fmL)lje ekstraktpvanp i r (c
heksanom (50 mL}eksanski ekstrakt (30 mlj¢ uparen do suva na sobnoj temperaturi (25

°C) i izmerena je masa suvog ostatka. Nakon toga je suv ostatak zaB@ewamahot plate
urelaju na 50 AC. Nakon hdnaj¢nmasajswogodsiatRetonb ne t e
je suv ostatak zagA@vanalkomg I3&ganijne nmo ndwo
ostatka.

Validacija metode. U okviru validacije metode procenjena gelektivnost,matriks efekat,
granica detekcije metoderinos ekstikcije na dva koncentraciona nivedinearnost u
koncentracionom opsegu 0,0@,75 mgkd'.

356 Procedure u okvi rMET-BIlFRal i ti | ke met ode

Parametri instrumentalne analize U razvoj metode implementirana je instrumentalna
konfiguracijaCONF3. Uzorci su analizirani instrumentalnom metodbt&T-LCQ-IN-1 sa
LOOPinjectionmet odom unogenja uzor ka.

Anal i za analitil kih st andaQuE@GERS®m.Pripemljdna t r et
jerasttors mege pesticida konc elnuacaooitrilj.Rastvbri 0 i 1
pripremljeni u 10 replikataanalizirani:

1) Pre tretiranjdQUECHERSOmM

2) Nakon prvog korakQUECHRSa (sacitratnim solima)

3) NakoncelokupnogQUECHERSa sakorakom dSPEsa PSA

4) NakoncelokupnogQUECHRSasakorakomdSPEsa PSA + C18

5) NakoncelokupnogQUECHERSa sakorakom dSPEsa PSA + C18 + GCB

Standardi su analiziransa brzimm protoka mobilne faze od 25 pLminSt at i st i | ki
porelenjem srednjih vr edpmeopdsle tretmaneEBEChERS od z i v
proceduom ispitano je da li procedurat i | e n&opb|l ehondpestaci dai |

por el enj epakedtrestgdparove jodatakaatestiraom hipoteom SV1i SV <
> 0, pr i istednmurednosherg it odziva netretiranih standarda (n=10), a &V
srednja vrednost merenih odziva tretiranih stand@rd&0) nakon svakog korakKaWEChERS
procedure.

Analiza standarda pesticida na bazi citratnogQUEChERS ekstrakta kore jabuke. Post
extraction fortification standardi (s paj kovanj e a n andkont pripneme i z v r @ ¢

uzorka). Blank ekstrakt kore je pripremlien u dM@UEChERSvarijante premas | ed el i m
procedurama:

1) Varjantal.Veli a masa smrznute kore Ajdareda, Del
Porcija usitnjene kore (10 g) prebalena | e
acetonitril (10 mL), nakon | ega je vrgena ¢

dodatQUECheR%aket3 Odmah nakon j e vr genformkareat ko n
grudve, potom je vrgena ekstr a&akmnBgoGpmpul k anj
Supernatant | e prNyloned22Zumiakalizoan. mi kr of i | t er

2) Varijanta2. U odr el enu zapremi nu spqruedurizavargantt a do b
1 je nakon centrifugiranja dodIUECheR%aket4 Vr gena j e ekstrakci
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mi n) i centrifugiranje (5 min/ 300ylonp m) . S
0,22um i analiziran

Pripremljena je sga postextraction fortificationstandarda pesticidaopsegu koncentracija )
0,107 5,00 ygml( ge st srtaaznbdlaargdiavyanj em odgovarajule z
blank ekstraktu korpripremljenom po proceduri zaarijantu 1 i zavarijantu 2.

Pre-extraction fortification standardi ( s paj kovanj e analiti ma i zv
pripreme uzorka). Standardi su priprena@ni premas | ed el 0] procedur.i

Vel a masa smrznute kore Ajdareda, Del i gesa i
kore (10 g) prebalena je uwrgeabdbuj] saslipnmpnkseswnan
u sl edel i m kGoad GOAGD,L08;d,00; HOMmgKy Nakonstajanja (1hjlodat

je acetonitril (10 mL), nakon | ega je vrgena
dodatQuUECheR®aket3 Odmah nakon je vrgeno kratko mul
potom je vrgena ekstrakcija muilkanj emr @2 emiun
zapreminu supernatanta nakonnttgugiranja je dodatQuUECheRSPaket 4 Vrgena | ¢
ekstrakcija muikanjem (1 min) | centrifugir:
kroz mikroilter Nylon 0,22um i analiziran.

357 Procedure u okviru -a(hrR2l i ti | ke metode MET

Parametri instrumentalne analize U razvo] metode implementirana je instrumentalna
CONF4. Uzorci su analizirani instrumentalnom metodM&T-TSQ-10 (Tabela3.4-12, str.

97).

Priprema uzorkazaanalizuUz or ci su pripremljeni prema s/l
Kilogram jabukasot i Aj dared, ZIl atni Del i ges i Greni
homogeni zovan seckanjem u blender u, od | eg:z¢

poduzorka. U poduzorak je dodatetonitril (1 mL na 1g uz or k a) ekstrakcij@ ena |
mul kanjem (1 min) min/c3e0n0t0r ifpm)raBjuperBat anit
mikrofilter Nylon 0,22um i analiziran.

| spitivanje osetljivosti .ParEBena HESbsatal |
pesticidima u opsegu koncentijac0,107 5,00 pgml?, analizom serije st
pesticidana baziacetonitrilrog ekstr&ta kore sorte Greni Sminhstrumentalnim metodama
MET-TSQ-01, MET-TSQ02i MET-TSQ-03.

Validacija metode. Procenjeni susnovni parametri validacije (poglavige6).
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3.6 Validacija metoda

Procena selektivhosti metodePr ocena sel ekti vnosti met ode | €
hr omat ograma obralenog uzorka kore bez pesti
u blank ekstraktikore

Procena talnosti .Tapnestznoptiecmehodazatri met ode
koncentracije pesticida u wuzorikQa10;HK,00jiB00p ok r i \
mgkg!i u pet replikata.

Procena linearnosti metodeL i near nost metode | e tod®X5 r ana
odnosno 0,010 mgklgdo 5,00 mgkg' sa>10 kalibracionihstandarda

Procena matriks efekta Pr ocena |j e vr gena pr2384striéd)r azu b
Standardi su pripreml j®00ugmit. Peeprackne matrikskefekta o p s e
ispi tana je zavisnost matri ks efekta od konce
okviru kojegmatriks efekane zavisi od koncentracije analj@odabran za procenu matriks

efekta.

Procena granice detekcije i kvantifikacije Procenjivane su granice detekcije i granice
kvantifikacije instrumentalne tehniKg.OD; iLOQ) i granice detekcije i granice kvantifikacije

metode @LOD; mL O Q) nalinom Kkoji omogul ava njihov
koncentracije (poglavlj@.3.3.5 str.63).

3.7 Legislatvak or i gi ena u inter gieaagiji rezul t:

Validacioni parametrirazvijenih metodai s el ekt i vnost, tal nost i 0
matriks efekatprocenjivani su u odnosaiterijumedefinisaneu direktii SANTE/2019/12682

i up o r e dusavalidacionm parametimaz v a ni | n ikbje smte 4 lo rinenjene u

obradi uzorakaa to su metoda EN 15662:2018o&ka oznaka SRPS EN 15662:20ii®etoda

AOAC 2007.01Gr ani ce detekcije pri seMDKeednostimazat od a
ispitivane pesticide koje su defirsanePravilnikomo maksi mal no dozvoljen
ostataka sredstava za zagtit «£00114/20320@). u hr ani
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4 REZULTATI






4.1 Ispitivanja na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-1

Pogl avl je sadrgi rezul tate ispitiGOANRYJu perf
odnosu naispitivane pesticidei rezultate razvoja I pri mene
instrumentalnu konfiguraciju.

4.1.1 Performanse instrumenta u odnosu na ispitivane analite

Karakterizacija analita . Slike4.1-171 4.1-5 prikazujuhromatograrai masere spekterastvora

svakogogp est i ci da whéeksanunalizirhnimetodorfMET-GC-IN-1. U masenom

spektru pirimetanil§Slika4.1-1) najintenzivniji fragment jen/z 198 po zastupljenosti ga sledi
molekulskijon m/z 199i u vrlo malom procentuwz 77 (Tabela4.1-1). U masenom spektru
ciprodinila (Slika 4.1-2) najintenzivniji fragmentje m/z 224, po zastupljenosti ga prate
molekulskijon m/z 2251 fragment m/z 77 i m/z 210. Pirimetanil i ciprodinil, koji pripadaju

i st oj hemijskoj kl asi j e di npjibong faagmeneacijger a g me n
karakteristilna po int einfagmemta m f or miranju de

Maseni speldr trifloksistrobina(Slika 4.1-3) je bogatiji fragmentimanajinterzivniji fragment

jem/z116, a po zastupljenosti ga slede fragmevtil31n/z 591 nVz 145 molekulskijon m/z

408s e n e uuspeKtraBl janizacija bifentringSlika4.1-4) rezultirau fragment m/z 181,

koji je najintenzivniji i fragmentimanm/z 165i m/z 166, koji ga prate pantenzitety t ak ol e s «
uvriomal om pr ocent u z anelekulsgijonymizA22 Eltjonizacijadoskalida |
(Slika4.1-5) rezul tira u s lfraginentimamzd@mziRtingzB8429n i | ni m
| emu j e nai nt ea0.Roglavijed8.3(fPrrad mgptdlsage geée mehani
nastanka karakteristilnih fragmenata pestici

Slika 4.1-6 prikazuje hromatogrami maseni spektarrastvora 'dibutiladipada (DBA)
koncentracijie od 5 pgmtu heksank oj i j e kori gl en kao interni
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Slika4.1-1 Hromatogram i maseni spektar rastvora pirimetant@ksany(5,00pgmL?) uscanr e g i mu
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Slika4.1-2 Hromatograni maseni spektarastvora ciprodinila theksany5,00pgmL?) uscanr e g i mu
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Abundance [270]
100

-]
h
L

2]
=
L

-
h

[l T T T T T al T T T T T
Time: 485 6.45 8.06 9.66 11.71 13.77 1582 17.86 19.92 121.97 24.02

Abundance [59.1] | Scan 1807 (13.609 min) and Manually | Extracted spectrum
181

100 1

-]
h
L

165

2]
=
L

207
| 281

-
h

2

57 738201 115 1 ‘I U
ul

0 | bbb I T . i . "
m/z: 75 100 125 150 175 200

-

T T T
225 250 27

h

Slika4.1-4 Hromatogram i maseni spektar rastvora bifentriteksany(5,00ugmLY) uscanr e § i mu

111



Abundance [784]
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Tabela4.1-1 Pregled karakterizacije analita; kvantifikacioni joni su dati zadebljani i u kurzivu

Retenciono Fragment
Analit . Fragmenti, m/z (zastupljenost, %) odabrani za SIM
vreme, minuti .
regim
Pirimetanil 6,85 198 (100), 199 @5), 77 (7,3 198
Ciprodinil 8,02 224 (100), 225 61), 77 (17), 210 8,6 224
Trifloksistrobin 9,08 116 00, 131 68), 59 @2), 145 @9), 89 @3 116, 131, 145
Bifentrin 9,62 181 (100, 165 @6), 166 B3) 181, 165,166
Boskalid 12,15 140 (100, 112 @1), 342 @2), 142 @7), 207 Q0) 140, 112, 342

Tabela4.1-2 Odzivi analitau

Nagib krive uscanr e g i m

razl i | i tadamasenegdganaizatora

Analit Fragment, (ekstrakcija fragmenta iotal ion Nagib krlvg " SIM Odnos S_IM$can

m'z regi mu odziva
hromatograma)

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 kvantifikaciie.Naj vel a i nstrumental na
regi mu se uol ava za pkalidi(Tabeladalid)i Graniceadetaka@jg ima nj a
granice kvantifikacije instrume0008ugmLezamet od e
ciprodinil i boskalid do @1 pgmL? za trifloksistrobin i od @024 ugml! za ciprodinil do

0,0305 pugml! za trifloksistrobin, respektivno.

Tabelad.1-3 Osetljivost pri niskim koncentracijama analita i granice detekcifeunmsenta

Analit Pirimetanil  Ciprodinil  Trifloksistrobin  Bifentrin ~ Boskalid

SI'M regim
Nagib 1958442 1453744 626907 1941986 489270
Koeficijent korelacije, R 0,9991 0,9998 0,9745 0,9994 0,9998
LOD, ug mL? 0,0018 0,0008 0,0100 0,0015 0,0008
LOQ, pug mL? 0,0054 0,0024 0,0305 0,0045 0,0026

scanr e gi m

Nagib 1448346 1221425 470366 1382219 363725
Koeficijent korelacije, R 0,9992 0,9989 0,9889 0,9995 0,9997
LOD, ug mL? 0,0024 0,0011 0,0110 0,0020 0,0014
LOQ, pug mL? 0,0080 0,0036 0,0366 0,0066 0,0046
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4.1.2 Rezultati razvoja i primene metodeMET -GC-R

4.1.2.1 Analiza ekstrakatajabukeiopgt a zapaganj a

Neprel| i gl e Naslkanasli8t 41k 3prikazani su hromatograrblankheksankih
ekstralatakorai pulpa ispitivanih sorti jabukeProfil jedinjenjau ekstrakima bi mogao da se
podeliutridelana ni gi m r et e n,ciiomfed minutgunnd rmivimaakog pi k
je pretragom NI ST brpati Greckahdnlog, Slika 8w, ste no d a
309;uoblastiod 8 do 10 seinekalikopikovak b p v a p estaralmasnito d
kiselina, sobziromcd mas eni spektri ovih jedinjenja p:¢
jedinjenja na ®7 minuta (Prilog, Slika 8.4-2, str. 310, koje je pretragom baze spektara
identifikovaro kao metil-estar linoleinske kiselinaj oblastiod 10dd 3 mi nut a uol| a\
nekoli ko pikova sa velikom zastupljenogiu a
osnovu | ega se moge zianadnih kiselina voskostaéPrilqm,rSlikp a d aj u
8.4-41i Slika8.4-5, str.312).

Najzastupljenije jedinjenje u heksanskim ekstraktima kore i pulpe je iz frakcije voskova, sa
retencionim vremenom i zmelLu 12 i 13 minut a.
uol| ava jedmjenp gposgbmo zastupljeno u ekstraktu Greni Smit sStiea(4.1-10).
Aproksimativnapr ocena kol i ]l]ine voskova u heksanski
i zvrgena gr avi mil0rmL jekstkakiane uparéno doosuva, suv ostatak je
rastvoren u metanolu, nakon | ega je precipit
umai | e bilo05s3l egd e(iZil:atOn i De0T1YPYexrs ((zZledtogi pDeldi:
ploda), Q1133 g (GreniSmit) i@ 913 g (Ajdared) . UtvrlLeno | e
oko 5 % vige precipitata od Za&atAjdarega. Boeedl i g e s ¢
frakcije voskova, prof il ekstrakta Greni Sm
s a d r &fanesena.

Abundance [97906] ID HEX BLANK FULL.D
100

A I .i bl
[I 1 T 1 1 T T T T T 1 T -
Time: 398 478 559 6.40 7.20 8.01 8.82 9462 1066 11.69 12.72

Slika 4.1-8 Hromatogram blank heksanskog ekstrakta kore Ajdarestanr enf rada analizatora
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Slika4.1-10 Hromatogram blank heksanskog ekstrakta kore Greni Snsitanr e i mu r ada anal i ze

Prema ispitivanju Kleiret al. (2018 najzastupljenije komponente u voskovima kore Greni
Smita su jedinjenja poput pent akis@diragastava non a
C20:3n6, C18:2n6, C18:3n3, C22:2, C14:1, C18mjna jedinjenjaiz frakcije voskovasu
identifikovarau kori jabule, poputsterola, terpemi masnih kiselina\(u et al, 2007;Klein et

al., 2018).Ispitivanje triterpenskog sastakare jabuke a z | i | je tovelo des adkrivanja
prisustvadrugih jedinjenja i progirenja he mopytpokhidgksigvanihf i | a
derivate oleanolne i ursolne kiseline,k | j u Hihidroksi ursolnu kiselinu, korosolnui

anur k oi | ntrnhidreksilauersoinukigeliny, tormentinsku euskafinsku kiselinu, kao

dihidroksi oleanolnu maslininsku kiselinPoirieret al, 2018).

Ako se uporede hromatogrameksanskine k st r akat a kor e pulpapnal p e, L
znatno manj.i sadP@aij L &n padinjanjdloje segavlja oav 187

minutau ekstraktu kore i pulpe Greni Smit sgeg@okaalonjegovoido 42 putay e | e tyr i sus

u kori u odnosu na pulpu.

116



Abundance [2749] BLANK.D
100

=]
h
L

h
[—]
L

-
h

U‘WM%W |
Time: 391 465 540 6.14 6.89 7.63 8.33 9212 9.386 10.82 11.77 12.72

Slika4.1-11 Hromatogram blankeksanskog ekstrakta pulpe Ajdaredscanr e i mu r ada anal i za
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Slika4.1-13 Hromatogram blank heksanskog ekstrakta pulpe Greni Smsitanr e i mu rada anal i z

Preli gl enGlave kilgktorraakkta pr el i ¢je bilo akianjjanje vodkava r ak t a
Razlog za tge negaitvanuticajv o s k ova kao t e g k oaperfenpaase kolojev i h |
u smislu njenog zaprljanjdNarednirazlog koeluiranje sa boskalidonkoje izazivaproblem

|l oge selekegvmast bdguadgGMA.l i zat or a

Kor ak pr askzagnivana princjslabe rastvorljivosthepdarnih voskova u plamim

r ast v aOva korakhpadrazumevha se heksan kao rastvar al m
(i zmena r as tuwza rpddgmjsastheRa)na temperaturu et °C (precipitacija

na niskoj temperaturi, PNTPpuv ostatalsenakon uparavanja heksanskog ekstraktastrara
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u potpunosti u metanglu rastvoruse formirabeli precipitat Pr eci pi tat poti | e
gt a uddsugtuo jpikova lnromatogramma u regiji od 10 do 13 minutéSlika 4.1-14 -

Slika 4.1-16). Potpura precipitacija frakcije voskovg osigurangperiodom zamrzavanjdz

ekstrakta 8 uklonjeni voskovi, alje ostala pigmentacijéSlika 4.1-17). Procedura pripreme
uzorka je prvenstveno razvijena za koru jabu
U ekstraktima pulpe se nakon izmene rastvar a
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Slika4.1-17 llustracija IR/PNT koraka
AT nakon uparavanja
B i nakon dodavanja metanola
C1 uklonjeni precipitat
D1 finalni ekstrakt

4.1.2.2 Rezultati ispitivanja parametara validacije

Selektivnost Slika 4.1-18 prikazujehromatograra standarda pesticidaa st ul i h konc en
pripremljenih u blank ekstraktu kore Greni Smit spkao i samog blank ekstrakta nakon

pr el i g Matada je jsefektivnaa pirimetanil, ciprodinil, bifentrin i boskalid, jer se u

hr omat ogr amu bl ank p&davisna retankidnian vreneenimaah pesticidaa v a j u
(Slika4.1-18). Za trifloksistrobin, koji se eluira u reggistara(Slika4.1-10) , koj i h 1 ma u
vel oj koncentracijiunbhkona ker dkhi(JkaehlBg| avan

Interferiranje sa pikom trifloksistrobina | e
raste povrgina pika tr iterfdremde s mjogtika4old9 n a Gs gk jau

u kvalitativnom odrelivanju trifloksistrobi.
obzirom da se retenciona vremena pesticida
obrazac zastupljenosti | on atrifleksistrdbiva jonyz1Bl M r e g
uvek najzastupljeniji sa karakteristilnim o
najzastupljeniji jon uvekm/z 131 sa obrascem 131>145>116. Potencijalni problemi u
kvantifikaciji usled nepotpune selektivnosti se moguepv a z i | i n&dawa naél inr
prevazil agenj a bi bil a rul na i ntegracija P
retencionog vremena. S obzirom da je zastupljenost jedinjenja koje interferira sa pesticidom
konstantna kroz sve uzorkeg a i sttnii puodleeo kddeugiraatvarplava
bi podrazumevao ukljulivanje povrgine interf

pri obradi uzorka i pri obradi svih kalibracionih standarda.
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Slika4.1-19 Interferenca u blizini vremena eluiranja trifloksistrobivekon ekstrakcije jonaz 116i stepen
interferencijeu zavisnosti od koncentracipesticida standardi pesticida u blank ekstrakare Greni Smiai A
(0,25 pgmlY), B (0,50 pgmtY), C (1,00 pgml?h)
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Linearnost i opseg metodeTabela4.1-4 s a d sistgmatizovam poddke kalibracionih krivi

koje pokrivaju procenjeni linearni opsetetodeza sve tri spitivane sorteLinearnost metode

je ispitivana u & B@0Imgkyisdukupnml4 kopcerdracijaTebtiradi 1
analitilki opseg se za velinu,kejipektvajuoblass ast o]
relativno niskih i relativnovisokih koncentracijaRaz | og za to je razlil:@
analitimau ove dve oblasti koncentracija; osetljivost za olielsttivnoniskih koncentracijge

vel a od os et Irelativouisokih konzeatracjaikoeficient kordacije je uvek

iznad 0,9 za Ajdaredsek r e e od 0, 955 Hoblasaniskihrkontent@djalo st r o b
0,9979 za trifloksistrobin (oblast vsokih koncentracipz a Z1 at nod 0,.7&Ellza g e s
trifloksistrobin (oblast niskih koncentracijqa do 0,9996 za pirimetanil(oblast visokih
koncentracij® aza Greni Smibd 0,956 za pirimetanil (oblast niskih koncentracija) do01,0

za pirimetanil (oblast visokih koncentracija).

Talnost i.UpmetiizkegtZl|l atcdhadgvDedngetsia tialApdat.i
za odabrane nivoe koncentracija kao i vredn
analite su u granicama koje propisuje SANTHirektiva za validaciju (EC:
SANTE/12682/2019), izuzev za bifentrin u matrik8u at n o g TRkelh4.lpe Zaa (

bifentrin vrednost:i srednje talnost.i i sredn
koje propisuje SANTE, tj vr é120% suprihvatljhaakon o st i

su ujednakefew] RS®li srednja talnost treba d
MeLut i m, na srednjem ni vioal rkosntcejne raegfa 6L
negto viga u odnosu na propisani | i mit.

U matriksu Greni Smita, vredns t i srednje talnosti [ srednj e
okviru progi r edirekive g rsaanivcrae ddANTtE ma par amet ar
na druge dve sorte. U okviru pojedinalnih |

bifentrin ra 1 mgkd' i za boskalid na 5 mgkbje <30%.0p gt i trend ni ge tal n
se moge naljmasijiom pol ar nlogKbwiTabela?@-j Tapeta®.25), c i da (
a time i velim afinitetom prema precipitatu
uzorkai koraka izmene rastvaral aer®vagnmi aerama
bifentrina u precipitat.

Kada se uporede heksanski ekstrakt Greni Smit sorte sa heksanskim ekstraktima Zlatnog

Deligesa I Ajdareda, wuolava se oko 2,3 i 2,9
U skl adu slhnastmezai gaetanal ite u matri ksu G
znatno velom kolilinomikejdé njilkaiaj é znd ra&icu j
voskova koja ova sortaimau odnosunadrugédve j a vodi vel oj kol il ini
| R/ PNT koraka i podjednake verovatnoie okl uz
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Tabelad.1-4 Parametri kalibracionih krivkoje pokrivaju linearni opseg metode

Analit Opseg, mgky Brojstandarda  Nagib Od s e | i Koeficijent korelacije
Ajdared
Pirimetanil 0,017 0,05 8 13124284 81946 0,9889
Pirimetanil 0,057 1,00 5 2326827 566973 0,9894
Ciprodinil 0,017 0,05 8 7544066 51824 0,9708
Ciprodinil 0,057 1,00 4 1310346 383465 0,9923
Trifloksistrobin 0,017 0,05 8 4918559 91799 0,9555
Trifloksistrobin 0,107 5,00 5 650928 332625 0,9979
Bifentrin 0,017 0,05 8 5342572 138699 0,9717
Bifentrin 0,107 5,00 6 650450 150878 0,9568
Boskalid 0,017 0,25 7 4971179 64220 0,9960
Zl atni
Pirimetanil 0,017 0,05 8 5077921 51888 0,9879
Pirimetanil 0,057 1,00 4 1463356 240632 0,9996
Ciprodinil 0,017 0,05 8 4759459 32404 0,9770
Ciprodinil 0,507 5,00 4 1324201 -178211 0,9994
Trifloksistrobin 0,017 0,05 8 2679939 405257 0,9711
Trifloksistrobin 0,057 0,50 4 1081989 459025 0,9938
Trifloksistrobin 1,007 5,00 3 880706 2090378 0,9860
Bifentrin 0,017 0,05 8 3986514 41887 0,9932
Bifentrin 0,057 1,00 5 620630 212272 0,9957
Boskalid 0,017 0,05 8 4000961 261453 0,9932
Boskalid 0,107 5,00 6 295501 527555 0,9741
Greni Smit
Pirimetanil 0,017 0,03 5 5539567 35057 0,9756
Pirimetanil 0,031 0,05 4 1188327 -165554 0,9900
Pirimetanil 0,051 5,00 6 2783083 287337 1,0000
Ciprodinil 0,017 0,05 6 6123424 86055 0,9871
Ciprodinil 0,057 5,00 6 1867506 270286 1,0000
Trifloksistrobin 0,015i 0,05 5 3608163 208707 0,9826
Trifloksistrobin 0,107 5,00 6 772676 299341 0,9998
Bifentrin 0,027 1,00 9 2664867 383158 0,9939
Boskalid 0,025i 0,10 6 1934918 100589 0,9854
Boskalid 0,107 5,00 5 817096 215031 0,9993

Nc i broj kalibracionih standarda
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Tabelad.1-:5Tal nost i prMET-GER Oost met ode

Pirimetanil  Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin  Boskalid

Koncentraga, mg kg ZlatniDe | i ges
Tal nost 67,53 10447 94,90 41,23 76,39
0.10 Repetabilnost, % 1549 12,24 10,08 12,12 1533
1,00 Tal nost 88,32 101,17 90,06 28,32 91,67
Repetabilnost, % 20,07 22,30 27,15 23,77 1824
Tal nost 9325 92,15 94,88 40,27 97,29
>.00 Repetabilnost, % 7,71 7,75 9,11 6,73 6,52
Srednja "t al 83,03 99,26 93,28 36,60 88,45
Srednja preciznost, % 14,42 14,09 1545 14,20 13,36

Koncentraija, mg kg* Ajdared
0.10 Tal nost 7824 87,82 92,64 78,75 72,56
Repetabilnost, % 11,71 14,63 8,90 20,54 27,66
1,00 Tal nost 91,26 96,52 11947 71,65 80,79
Repetabilnost, % 9,37 10,42 10,93 11,40 11,06
5.00 Tal nost 98,00 10212 117,44 3313 96,69
Repetabilnost, % 12,31 12,27 10,31 16,52 12,13
Srednja tal 89,17 95,49 10985 61,18 83,35
Srednja preciznost, % 11,13 12,44 10,05 16,15 16,95
Koncentracioni nivomg kg* Greni Smit
0.10 Tal nost 56,00 57,10 82,72 45,52 63,56
Repetabilnost, % 18,89 21,34 19,71 12,02 17,99
1,00 Tal nost 24,90 30,46 36,73 24,25 32,04
Repetabilnost, % 20,00 12,98 1570 1377 17,56
5.00 Tal nost 39,97 35,10 4584 39,79 29,86
Repetabilnost, % 1,34 1,11 20,20 4,41 7,72
Srednja tal 40,29 40,89 55,10 36,52 41,82
Srednja preciznost, % 1341 11,81 18,53 10,06 14,42
*Su ma t zal3komcentracije podeljena sa brojéwncentracija
“Koeficijent vaBkonderdraciej e t al nost.i

Matriks efekat. Matriks efekatu nepr el i § | éerza piimetakilptocemjikan w

opsegu 0,07 2,50 pgmL™? u okviru sortiZz1 at ni Gdemil Smifjdols je u okviru sorte

Ajdared procenjivan u opse@L0i 5,00 ugmL™. Za ciprodinil, matriks efekat je procenjivan

u opsegu 0,10 2,50 pgmLl u okviru sorteGreni Smiti u opsegu 0,10 5,00 pgml:!za ostale

dve sorteMatriks efekat zarifloksistrobin je procenjivan u opsegul0;j 2,50ugmL? za sortu

Z| at niiuDpsdgu 0jle 500 ugmltu okviru sortiAjdared i Greni SmitMatriks efekat

za bifentrin je procenjivan u linearnom opsed@0i 5,00ugmLz a sorte ZIl at ni
Ajdared i u opseg,00i 5,00ugmL? za sortu Greni SmitJ okviru ovih opsege na osneu

grafil ke zavisnost.i matdardak sveft ekd poatdtokionezpa
promena matriks efekta sa koncentracignalita.

U okviru sorteolZdwa npo Dietl ii gaers maet rui ks efekat
granica umerenqg k r e 138,56% ea puirdetanil d&0,84% zabifentrin (Slika 4.1-20).
U okviru sorti Ajdared i Greni Smit se wuol a
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odnosuna Zlatni Del g e s ; k 6,89Pbeza cipeodind da20,19% za trifloksistrobinza
sortu Ajdared od 21,08% za pirimetanil d@3,71% zatrifloksistrobinza sortu Greni Smit.

O p s e gspitivgne matriks efekta heksanskn ekstrakima kore i pulpeZ | at nog Del i g«
Greni Smita koncentracije,00gmL* je pokazalo da se u ekstraktima pulpe javlja pozitivan, a

u ekstraktima kore negativan matriks efekda e mani f est aci ja naji zr ac¢
Smi t ( B etaln RO09Y.Raklikaupredaaku matri ks efaktaljeom
k o hom|voskova u ova dva matriksa; inverzija iz pozitivnog u negativan matriks efekat u kori

je verovatno posl edi ckendedzadijdspareriomdelg nias par a\ved n j
kol i | i isparljivihevaskowaprisutnih u korj koji fiksiraju analiteu okviru depozita/ili

blokiraju ulaz na kolonua timei nano g e stp ispitizanjeajé pokazalodaa z bl agenj e
ekstrakata kor&reni Smitavodi inverziji matriks efekta iz negativhnogoozitivni. Inverzija za
trifloksistrobins e k r -8,808 zeoelstrakkoncentracije,80 gmLtdo 19,20% za ekstrakt
koncentracije 0,1mL™. Inverzija za ciprodinis e  kod €256 do 5150 %, za pirimetanil

0d-33,00 to 10640 %, a zabifentrin od 0,98 do 39,2%. Pojava inverzije se
o b j a gsmangvangem koncentracije voskova u ekstraktui spod kri ti |l ne kon
vodi blokiranju ulaza koloneffiksaciji analitdRe z ul t at i prezentovani u
obuhvaaju procenu matriks efekta u heksanskom ekstraktu kore koncentracije 0,50 manL

je manifestacija pozitivnog matriks efektauskladusaz ul t at i ma opsegnij eg

Matri ks efekat u preligleni mranicknmt 6% Gdhosnma s e
moge se smatr @lika4.1-:20)1 i m$ nolsaini onm(da | e bdpl avni
ukl anjanje voskova, moep@gavisnatriksafeta r ati da oni
NEPRECISCENI EKSTRAKT PRECISCENI EKSTRAKT
o | BOSC
I
BIF
T . —
TFX
cIp I
] i Smi
Greni Smit cIP
Ajdared I
PIR e PIR
] M Zlatni Delises | —
0.00 1500  30.00 4500  60.00 5.00 0.00 5.00
Matriks efekat, % Matriks efekat, %
Slika4.1-20Mat ri ks efekat u nepreliglienom i pr da@Greng

Smita

Granica detekcije i granica kvantifikacije. Gr ani ce det ekci j e 0,@0D5 i met a
mgkg! u pulpi Ajdareda d@,0112 mgkd u kori Greni Smia(Tabelad.1-6). Granice detekcije

ci prodi ni 1083pgkg upulpigijdaredad® 0082 mgkd u kori Ajdareda. Granice
detekcije trifl ®KO3nsgkdrupupi Aidareda dd,0k0p rdkdiu korid

Ajdareda. Granice detekcifei f ent r i n 8,0086emgkfue pw | @pd ZIl at nog D
0,0105 mgkd u kori Greni SmitaGr ani ce detekcije boskad i da s
kori Ajdareda do 0,011gkg*u pl odu Zl atnog Deli gesa.

Vrednosti 0d0,03i 0,1 ugkg?! za ciprodinil u pulpi Ajdaredas u naj ni ge procenj
detekcije i granice kvantifil@je metode, respektivn@abela4.1-6).
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Tabelad.1-6 Granie Qetekcije i granice kvantifikacijastrumentalneicelk upne analsat i |
pripadajulim parametri ma
Analit: Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid
Matriks: GreniSmit
Nagib 8193173 6221740 4112370 4539999 3145579
Kora R? 0,9474 0,9861 0,9613 0,9528 0,9605
mLOD, mg kg! 0,0112 0,0056 0,0095 0,0105 0,0096
m LOQ, mg kg* 0,0339 0,0171 0,0289 0,0320 0,0292
Nagib 8969544 7569223 4815723 3914456 4101115
Plod R? 0,9781 0,9899 0,9439 0,9782 0,9985
mLOD, mg kg! 0,0103 0,0052 0,0084 0,0094 0,0082
m LOQ, mg kg* 0,0343 0,0173 0,0280 0,0313 0,0273
Nagib 12715256 11600234 5451398 5615554 7112396
Pulpa R? 0,9885 0,9981 0,9799 0,9953 0,9999
mLOD, mg kg! 0,0092 0,0038 0,0069 0,0078 0,0065
m LOQ, mg kg* 0,0306 0,0126 0,0230 0,0260 0,0216
Matriks: Ajdared
Nagib 13124284 7544066 4918559 5342572 3686890
Kora R? 0,9870 0,9659 0,9481 0,9670 0,9997
m LOD, mg kg* 0,0050 0,0082 0,0102 0,0081 0,0006
m LOQ, mg kg* 0,0152 0,0249 0,0310 0,0245 0,0020
Nagib 11032089 8877987 3524236 6254538 2347766
R? 0,9974 0,9883 0,9867 0,9970 0,9983
Plod m LOD, mg kg* 0,0024 0,0051 0,0055 0,0026 0,0019
m LOQ, mg kg* 0,0072 0,0156 0,0167 0,0078 0,0058
Nagib 11220945 8716154 3636193 7744281 2318595
R? 0,9998 0,9999 0,9999 0,9997 0,9987
Pulpa m LOD, mg kg* 0,0005 0,00003 0,0003 0,0007 0,0016
m LOQ, mg kg* 0,0016 0,0001 0,0009 0,0023 0,0050
Matriks: ZlatniDe | i g es
Nagib 5077921 4759459 2713856 3986514 4002465
R? 0,9879 0,9770 0,9998 0,9931 0,9937
Kora | oD, mg kgt 0,0052 0,0073 0,0004 00039 00037
m LOQ, mg kg* 0,0159 0,0221 0,0014 0,0119 0,0114
Nagib 12334123 7272817 3256412 4312043 2191259
R? 0,9992 0,9958 0,9611 0,9761 0,9481
Plod m LOD, mg kg* 0,0013 0,0030 0,0095 0,0074 0,0111
m LOQ, mg kg* 0,0039 0,0093 0,0289 0,0225 0,0337
Nagib 11949084 9176957 3123992 7383290 2803416
Pulpa R? 0,9989 0,9978 0,9864 0,9998 0,9994
m LOD, mg kg* 0,0015 0,0022 0,0055 0,0006 0,0010
m LOQ, mg kg* 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 wuol en problem selektivnosti z
koncentracije'ovog pesticida u okvingpitivanja migracije uveden je korak dodatnog
preliglavanja ekstr ak uadnoskna metodlKkMEGG-R GBlavmma | vr s

prednospr el i gl avanja sa datim kolilinama sorben
od farnesena i jedinjenja ktaseestara $lika4.1-21), kao i potmno uklanjanje ovih jedinjenja

iz ekstrakata pulpeSlika 4.1-22) . Preli gl avanj eklapjamjenpignkenatae r e z
koji su s egsorbedtn@lilkah.1-24dn.a Plosmatraj ulii hromatog
Zl atnog Deligesa nak®likadd-B3x kakbhkal|pjel sgil dua-
pi gmentaciije i rasterelenjem ekstrakta kore

Intenzitet, a.u. — Nakon SPE
| —— Pre SPE, nakon IR/PNT

\
450407
|

4e+07|
3.5e+07|
3e+07|
| |
2.5e+07 |
2e+07]

150407 ‘

1e+07 [ ‘
|

5000000,

|
et b LN

of e At - e S Al

3.50 4.00 450 5.00 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 10.50 11001150 1200 12.50 13.00
REIEI‘ICIOHDVTEITIE min-->

Slika4.1-21 Hromatogram blank k st r akat a kore Zl atnog Deligesa nako
prel i ¢lsaanraeng iamuu
Intenzitet, a.u. —Nakon SPE
1.7e+0 —Pre SPE, nakon IR/PNT

1.5e+0!

1.3e+0!

1.1e+0!

9e+05

7e+05 ‘

Se+05 ‘
3e+05

1e+05 J\

. J\ - . Y TR e e
. 350 400 450 500 550 600 650 7.00 7.50 800 850 9.00 9.50 10.00 10.50 11.00 11.50 12.00 12.50 13.00

Retenciono vreme, min-->

Slika4.1-22Hr omat ogram bl ank ekstrakata pul pe Zl atnog Del
prel i ¢lsaanraeng iamuu
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Intenzitet, a.u. 5

1.5e+04 —Ekstrakt kore bez dodatih pesticida

—Spajkovani ekstrakt kore

1-DBA

2 - Pirimetanil

3 - Ciprodinil

4 - Trifloksistrobin
1.1e+04 5 - Bifentrin

6 - Boskalid

1.3+e04

9e+03

Te+03

5e+03

3e+03

1e+03 \

N N AN Y i .

350 400 450 500 550 600 650 7.00 7.50 800 850 9.00 9.50 10.00 10.50 11.00 11.50 12.00 12.50 13.00
Retenciono vreme, min-->

| |
|| ‘ I\\ ‘,‘ |‘I‘
| I

Slika4.1-23 SIM hromatogrami ekstrakata kore Greni Smita nakon koraka SPE, sa intemitardtam (1
pugmL?), bez dodatih pesticida i sa dodatim pesticidima (0,45 pymL

Florisil® i sorbent nabazief aze su kombinovani zbog toga gt
mehanizmima vezivanja primesa, pa je pretpostavka da bi spektar vezaniteprinbes 0 v e | i
nego pri upotrebi samoi€sorbenta. Drugi sloj g sorbenta (koji sledi Florisi, na dnu
kertridga) je uveden jer su ekstrakti Zl at n«
pl oda, oignertimaph je kapacitet prvog slofaus probijen;sukcesivnom primenom
Cesfaze je ujedno obezbelena vigestepena ekst
t e tneol n o e k sSlikadalk4).iNpkanmpliciranja ekstrakta u metéunaleo pesticida

prol azi kol onu bez zadr gavanj a, a deo biva :
vrgeno met an ol ioestiraniGsacetoh,idihlnmetae atdnol, acetoiiitsii se

pokazali manje pogodnim, jefuiraju i obojengrimese sa G faze.

Slika4.1-:241 l ustracija SPE procedure i kertridg nak
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Ispitivanje stepenausvajanja pesticida metodom potapanja

Granice detekcijénLOD) i granice kvantifikacije metod@LOQ)z a kor u se krel u u
od 0,012 do 0,020 i od 0,037 do 0,061 mgkgespektivno. Granice detekcije i grqnice

kvantifikacije metode za pulpu se krelu u gi
mgkg?, repektivno [abela4.1-7).

Tabelad.1-7 nLOD i nLOQ vrednosti zMET-GC-Rmetodup r 0 ¢ i kerahSPErrae| i gl avanj a

Analit mLOD, mgkg? mLOQ, mgkg!
Pirimetanil 0,016 0,048
Ciprodinil 0,020 0,060
Matriks: Trifloksistrobin 0,020 0,061
Kora Bifentrin 0,012 0,037
Boskalid 0,016 0,050
Pirimetanil 0,010 0,032
. Ciprodinil 0,015 0,047
Matriks: . . :
Trifloksistrobin 0,009 0,028
Pulpa ) .
Bifentrin 0,026 0,079
Boskalid 0,011 0,035
Reziduali pesticidavs Vreme ekspozicije Kvantifikacija u uzorcima kore je za sve analite
vigena u | inear nomi @70 abkyg tLindarki®opsegaatsfiekgisirobid , 0 0
je obuhvatio svih 10 kalibracionih standarda, dok je taj broj manji za ostale amaliteld
4.1-8) . Kvantifikacija u uzorcima pul pe0,30e vrge

mgkg? za sve analite, izuzev boskalida za koiji je linearnost procenjena u opsegu0Qi@L
mgkg™.

Tabela4.1-8 Parametri kalibracionihkrak or i g1 eni h u kvantifikaciij.i uzor aka
pralenja usvajanja pesticida tokom vremena

Analit Linearni opseg, mgk§(Nc) Koeficijent korelacije Nagib Odsel a
Matriks: Kora
Pirimetanil 0,00i 0,70 (7) 0,9801 11,0879 -0,0571
Ciprodinil 0,00i 0,70 (7) 0,9725 6,3243 0,1843
Trifloksistrobin 0,007 0,70 (10) 0,9943 9,0365 -0,0701
Bifentrin 0,007 0,70 (8) 0,9756 6,3626 0,2656
Boskalid 0,007 0,70 (8) 0,9958 6,4708 -0,0039
Matriks: Pulpa
Pirimetanil 0,00i 0,20 (5) 0,9988 14,5238 0,2998
Ciprodinil 0,007 0,20 (5) 0,9981 7,2048 0,4253
Trifloksistrobin 0,007 0,20 (7) 0,9944 12,4337 -0,0165
Bifentrin 0,00i 0,20 (6) 0,9910 8,1717 0,1213
Boskalid 0,017 0,10 (5) 0,9896 7,4526 -0,0399
Nc 1 broj kalibracionih standarda
Kolilina svakog od pesticida u prvom sl oju p
granice kvantifikacije metode za ovaj mat r i
pesticida kroz koru u testir anlaimprodmtekowv al i ma
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se krele od 07%zaistdrvalipotapanja dd9,5 migutagio 0,393 i 0,378 mgkg

za interval potapanja od5minuta, respektivnoTiabela4.1-9) . Naj vel a tendenci
na plod jabuke je uolena za bithakantZ7,bminuta koj e
potapanj a, dok je najnigu tendenciju pokazac
mi nuta pot apkaonljial,i nau doolis 0k @0eQ 47 ,nby kgi nut a pot a
nakon 0,5 minuta potapanja kol il sOD,t rtiafllnal§s
negto je ni¢ga Yokbrelacjaen{ 6r 0aFamg&ygapanja ploda
korij e dvojaka. | zmelu ovih parametara uol| ena

i trifloksistrobin, a eksponencijalna za bifentriBlika 4.1-25 - Slika 4.1-27). Za boskalid nije

uo| aefinisanaz avi snost . Ukoli ko se brzina povel a
posmatra kroz nagib linearnih kvn. mo ¢ e raf éda s8 brarnesorpcieme Lus obno

uporedive za pirimetanil i sarpcijetrifiokditrobinal , i da

Ukoli ko se uzme u obzir prosel n(eplka@smasak or e d
svakog pesticida u 300 mL rasta za potapanje koncentracije 1 migL mo ge se i zr a
kolilina pestilciwahiup ktoatii |%knogn& gplcu lj &j. u ULl 0t0o m
teoretski maksimum za svaki pesticid bi bio: 19,75 migiag.,30 mgkd; 21,79 mgkd; 18,83

mgkg! i 19,00mgkg! u kori plodova potapanih u trajanju od 0355, 4,0, 5,5 i 7,5 minuta,
respektivno. U tom slulaju je moguie izralun
intervala potapanjar@belas.1-9).

045
Lo.40
on

£0.35
o y=0.0437x + 0.0708
5030 R2=009784

(&)
'*5 0.25 : Pirimetanil
20.20
S01s y = 0.0466x + 0.0569
g R2=0.9515
§ 0.10 : Ciprodinil
005 h
2 0.00

05 13 4 5.5

7.5
Trajanje potapanja, minuti

EPirimetanil B Ciprodinil

Slika4.1-250dnos i zmelu perioda potapanja plodova u rastvo
ciprodinila u kori

e
=

@ Trifloksistrobin @ Boskalid

; y=0.0133x +0.0167
R2=0.8813
Trifloksistrobin
1.5 4 55 7.5

Trajanje potapanja, minuti

e
—
%)

o
=
S)

2
(=}
o0

=
=)
E

o
<
=1

Koncentracija pesticida, mgkg-!
=
(=)}

=2
=)
S

Slika4.1-260dnos i zmelu perioda potapanja plodova u rastvor
i boskalida u kori
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5.00
y= 0.06630-5724x

o 4.50
= R2=0.961
2 4.00 [
< 3.50
=
S 3,00
g 250
.2, 2.00
Q
£ 150
5
g 1.00
=]
| | . ]
Slika4.1-:270d n o s i zadapdtapargaglodov ™ o9 | — T
u rastvor pesticida i 0.5 Ls 4 5.5 7.5
kori Trajanje potapanja, minuti

Iz rastvora se na plod nakon 7,5 minuta potapanja aplicirask®® 2p o| et ne mase bi
i oko 2% pirimetanila i ciprodinila, dok je procenapliciranog trifloksistrobina i boskalida
oko0,5%. Sa porastom dugine potapanja plodova p
i trifloksistrobina raste linearno ¢R= 0,9974, 0,9762 i 0,9589 respektivno), ali u vrlo malom

opsegu, g¢gthne uwkd zawjie didba znal ajne promene Kkonce
Procenat apliciranog bifentrina raste eksponencijalie=(R9709), dok procenat apliciranog
boskalida ostaje ujednal en.
Tabela4d.1:9Ko |l i | i na pesticida u kori i procenat usvajanja p
pesticida koncentraciie Amglu raz !l i |l itom trajanju
V:ﬁi”r:e' Kol i | i Pirimetanil  Ciprodinil  Trifloksistrobin  Bifentrin  Boskalid
mgkg? 0,087 0,045 <mLOD 0,058 nije
(RSD, %) (32,35) (24,80) (15,75)  detektovan
0,50 (<rLOQ)
% sorpcije 0,44 0,23 / 0,29 /
mgkg? 0,128 0,143 0,028 0,204 0,022
150 (RSD, %) (31,09) (18,76) (7,01) (15,25) (32,18)
(<mLOQ) (<mLOQ)
% sorpcije 0,60 0,67 0,13 0,96 0,10
mgkg? 0,278 0,278 0,088 0,903 0,076
4,00 (RSD, %) (35,68) (18,83) (29,64) (26,67) (17,49)
% sorpcije 1,28 1,28 0,41 4,15 0,35
mgkg?! 0,297 0,325 0,084 1,720 0,046
550 (RSD, %) (32,08) (26,69) (44,25) (23,72) (25,85)
(<mLOQ)
% sorpcije 1,58 1,73 0,45 9,13 0,25
mgkg?! 0,393 0,378 0,113 3,686 0,094
7,50 (RSD, %) (21,54) (13,13) (23,64) (8,69) (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 zsve

analite vrgena u | i neai M3mmgkyn bifearti bpsdgawan o p S «
trifloksistrobin je obuhvatio svih 10 kalibracionih standarda, dok je taj broj manji za ostale
analite Tabela4.1-10) . Kvantifikacija u wuzorcima pul pe

opsegu 0,00 0,20 mgkg' za trifloksistrobin i bifentrin, u linearnom opsegu 00,075
mgkg?! za pirimetanil i ciprodidii u linearnom opsegu 0,010,10 mgkg' za boskalid Tabela
4.1-10).

Tabelad.1-10Par amet ri kal i bemich omikyv &nmtiivlii kaciijgi uzoraka kol
pralenja usvajanja pesticida sa porastom koncentraci|j

Analit Linearni opseg, mgkg(Nc) Koeficijent korelacije Nagib Ods e
Matriks: Kora
Pirimetanil 0,007 0,70 (5) 0,9996 10,7749 0,2116
Ciprodinil 0,007 0,70 (5) 0,9983 6,8006 0,2753
Trifloksistrobin 0,007 0,70 (10) 0,9955 10,2371 -0,0141
Bifentrin 0,007 0,70 (7) 0,9894 7,2319 0,2570
Boskalid 0,007 0,70 (9) 0,9945 8,1220 -0,0418
Matriks: Pulpa
Pirimetanil 0,001 0,075 (4) 0,9924 15,5154 0,3557
Ciprodinil 0,007 0,075 (4) 0,9956 7,2913 0,5043
Trifloksistrobin 0,007 0,20 (7) 0,9880 15,1614 0,0366
Bifentrin 0,007 0,20 (5) 0,9978 9,9409 0,1960
Boskalid 0,017 0,20 (5) 0,9957 13,0055 -0,0669

Nc i broj kalibracionih standarda

Anali zom nasumilno odabrani h plodova iz skuj
utvrlLeno da nema pr i(Taheladtl 1y, s obeirent naodabiriplodovyae st i ¢
po principu ,slmd@g noweg wumaotrrkeat i da su odabran
Kolilina pirimetanila u kbzaplodgelpatapane arassra kr e |
koncentracije 1,00 mgt.do 4,051 mgkd za plodove potapane u rastvor koncentracije 20,00

mgLt. Raspon detektovanih kolilina ciprodinileée
do 6,135 mgkdg, trifloksistrobina od 0,176 do &3 mgkg' i bifentrina od 0,293 do 0,745

mgkg. Kol ilina boskalida u kori plodjeisppbt apan

procenjengLOD (0,010 mgkd), a u oblasti koncentracija rastvora 5ia80,00mglls e kr el e
od 0,070 do 0,354 mgKg

l zmelLu koliline pirimetanil a, ciprodinila, t
ovih pesticida u rastvor u Slika4.1e28 &likg4d-30g gas ponen
porastom koncentracije rastvora kojem se

Vi sokim stepenom korelacije. l zmelLu kol il
u rastvoru nije u®likednla9), popsrasbkorentzaaije iagdvora adt
500d01500mgtni j e doveo do znalajne promene u kol
se promena koliline ovog agerastvarac(li,00;d40,00 020,60at r a
mgL) uol ava se jak&=09991earna korelacija (R

p |
i ne
(
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Tabela4.1-11Ko |l i | ina pesticida u kori i procenat usvajanja

odl, 50 minuta u rastvore pesticida rastuiih koncentrac
Koncentraclia o | | pirimetanil  Ciprodinil  Trifloksistrobin  Bifentrin  Boskalid
rastvora, mgt
mgkg*
(RSD. % <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD
0,00 y
- / / / / /
sorpcije
mgkg? 0,092 0,542 0,176 0,293 < LoD
1,00 (RSD,% (33,59 (22,99 (22,15) (2,08 "
' %
y 0,53 3,12 1,01 1,69 /
sorpcije
mgkg? 0,152 0,966 0,253 0,500 0,070
5 00 (RSD, % (9,83 (2,97) (10,30) (19,89 (25,63)
' 0
o 0,18 1,17 0,31 0,61 0,09
sorpcije
mgkg? 0,803 1,210 0,329 0,496 0,124
10.00 (RSD, % (29,39 (22,10 (42,71) (26,28 (34,10)
' 0
o 0,46 0,70 0,19 0,29 0,07
sorpcije
mgkg? 1,551 3,077 0,404 0,405 0,190
15.00 (RSD, % (24,12 (26,29 (10,05) (26,70 (15,36)
' 0
o 0,58 1,16 0,15 0,15 0,07
sorpcije
mgkg? 4,051 6,135 0,643 0,745 0,354
20.00 (RSD, % (10,09 (24,39 (5,56) (17,99 (8,13)
' 0
o 1,07 1,62 0,17 0,20 0,09
sorpcije
7.00

EPirimetanil @ Ciprodinil

6.00 —

5.00 y=0.0719¢0.2062x
‘ R? = 0.9787

4.00 Pirimetanil

Koncentracija pesticida, mgkg!

3.00
y=0.4572e0.1254x%
2.00 R2=0.9721
100 Ciprodinil
Slika4.1-:280dnos i zmelu 0.00 1M ﬂ |
1 5 10 15

pirimetanila i ciprodinila uastvoru za 20
potapanje i koncen Koncentracija rastvora, mgL-!
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0.80

o E Bifentrin -
%, 070 | @Trifloksistrobin
& 0.60 B
<
=
'S 0.50 - —
2 y = 0.17170.0636x
12030 R2=0.9803
g n
£ 020
8
£ 0.10
Slika4.1-:290d nos i zmelu Kk ™ g
trifloksistrobina i bifentrina u rastvoru za potapa 1 5 10 15 20
i koncentraci J e 0 Koncentracija rastvora, mgL-!
Procenaa pl i ci ranja pesticida iz rastvora na pl o

% za boskalid u rastvorima koncentracije 10,00 i 15,00 hutyl.3,12 % za ciprodinil u rastvoru
koncentracije 1,00 mgL Interesantno je da se procenmseaplicirarog trifloksistrobina i

bifentrina sa porastom koncentracije rastvora smanjuje po logaritamskoj zavisrfosti (R
0,9108 i 0,9573 za trifloksistrobin i bifen
promene yprocentuaplicirare maseZa pirimetanili ciprodinil se javlja minimum u procentu

aplicirare maseu rastvoru koncentracije 5,00 i 10,00 miglcespektivno.

Posmatrajuli parispitantjai e oi

a) vreme kontakta plodova sa rastvoromb) Zoss ¥ 007 —
koncentracija rastvorauo| ava se d f 0.30
slulaju uvek najvige aZos 'ntrina,
pirimetanila i ciprodinilad o k  j e u dr ox
Situacija obrnut a, Vi GSols
ciprodinila polevgi odZoo B
mgLb. Vel a koncentraci]j egoos F—‘ ‘
na druge pesticide u p#o00 s o s 2
! I nJ _enl c glmkaqu_ﬁijnebala.fmﬁ Iﬂ)anS.W Koncentracija rastvora, mgL! .
najlipofilniije jedinjenj)e I ma naj vel i pod
koeficijent izmelLu vc Slka4l300dnos izmelu g povr
ploda i vodenog rastvora pesticida. S obzirom boskalida u rastvoru za potapanje i

koeficijent raspodele zavisi od hemijskog sastava koncentracije od

og piri
2ntraci |
ori u o
ge se o

on

jedinjenja i polarnosti grupa ukovi ru nj ega, produgenje kont a
pesticida melLusobno ne ujednal ava koliline p
pesticida stepen njihove polarnosti.

l ako se trifloksistr abpofipofin@asatkil jmalugail ii nme bs
ostalih pesticida, njegova kolilina wu kori
pribligna kolilini boskalida. Uzrok ovoga mo
smetnje koje moladprjoe streéme i kontoglata ograni
pesticida kojoj se plodovi izl agu, u kori zn
na druge pesticide. Ako se i zuzmmeajpolarsijkal i d,
posmatrj u | i strukturu i masu mol ekula najmanji,

objasniti velim koeficijent.dsledibgabuge j @i Lumodm
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kroz rastvor do povrgine ploda, a keislojgve br g e
voskova za ogranileno vreme kontaktlao| &aapor
se ujednalenje u kolilinama tr iefkbnoehtmdgst r obi

postay uporedive.
Za boskalid se mog dorkrezislojeve vioskal da pgsezligmaktepstike a nj u |

veliline I ¢a@a$taga Mmolnekunaaj e pr odo.iPoradm u 0 ¢
ovih sorpcionih karakteristtka i zvesno je da odreleni doprin
komercijalnih preparata. Koncentracija adit.

vremenakspozicije dok u drugom delu eksperimenta raste sa porastom koncentracije pesticida
u rastvorima.

Ispitivanje migracij e pesticidau odnosu ha strukturu ploda

Kolilina pesti)ckodaaujkoonidr emgh@ odmah po zav
njihovog stajanja, usvojena je kao kawlbd | i na
j abuke. Masa pesticida aplicirana ovim post.
(mgkgh) i mase kore (kg), usvojena je u postup

masa pesticida prisutna u plodovima (200

Rezultatiispitivanjaeks pozi ci j e pl odova Potapanje m trédfaojnadent r ac
mi nuta u rastvor pesticida nige koncentraci|j
kore za boskalid do 3,084 mgkdore za ciprodinil(Tabela 4.112); nijedan od ispitivanih

pegicida nije detektovan u pulpProtokom vremeng& ol i | i na pesticida u

manjim ili veli mhu nkoernizijteetiozome rNearkao npr i bl i gnc
pirimetanila, ciprodinila i itboskalidaispkdsgrasidker ob i n
detekcije metode.

|l ako se kolilina pesticida u kori smanjuje,

vel verovatno isparavanje pesticida sa povr g

k o | ipésticdaizmerena u pulpnakon 20 minuta stajanja, u prva tri sloja pulpe je izmereno

0,042 mgkd pirimetanila i 0,073 mgKg ciprodinila, dok preostala tri pesticida nisu
detektovana. Sa daljim porastom intledvalea
ciprodinila i pirimetanil a, d(@abdlarddlRuiztdga k a d a
razloga je pretpostavljeno da se znal ajan de
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Tabela4.1-12Ko |l i | ina pesticida u kori [ prva tri sloja pulp

mgL!, detektovana odmah po aplikaciji i nakon razlilit]
Interval
stajanja, Kol i | Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid
min
Kora
mgkg* 1,980 3,084 0,462 0,229 0,205
0 RSD, %
(RSD, %) (38,59) (21,41) (13,55) (28,75) (40,73)
0,024
20 mgkg?! 1,252 1,846 0,401 (7.78) 0,190
RSD, % 24,02 13,27 ' 29,35
( 0) ( ) ( ) (14,51) <,LOO ( )
mgkg? 1,279 2,224 0,499 0,080
9 RSD,w)  (1660)  (1590) (10,05) a3z~ <mOP
mgkg? 0,614 1,255 0,224
% (RsD,%w)  (2999)  (12.38) (20,56) koD koD
Pulpa
0 mgkg’ nd nd nd n.d n.d
(RSD. %) d. d. d. d. d.
mgkg? 0,042 0,073
20 (RSD, %) (28,33) (33.61) n.d. n.d. n.d.
mgkg* 0,023 0,052
40 (RSD, %) (29,01) (19.73) n.d. n.d. n.d.
mgkg*
60 (RSD, %) n.d. <mLOD n.d. n.d. n.d.

*n.d.-nije detektovan

Posle20 i 40 minuta, u kori se zadrgava oko 60
u pul pi krele izmelu 1 | 3 %. Pretpostavka |
35 % pesticida. Ovaj procenat (Sika4.183j.v eilii | mak
trend u raspodeld] mase je uolen I za ciprodi

Oko 86 % mase trifloksistrobina je detektovano u kori nakon 20 i 40 minuta; nakon 60 minuta
u kori je prisutno 46 % mase trifloksishina. U odnosu na ostale pesticide trifloksistrobin
podl ege najmanjem gubitku usled isparavanja.

Interesantno je da se nakon 20 minuta u kori nalazi oko 92 % apliciranog boskalida. Nakon 40

[ 60 minuta se moge rel. dpalpi, baneshoald je cdlokapng e pr
masa apliciranog boskalida ispaiiiecse degradiralgSlika4.1-31).

Nakon20i 40 minutau kori je prisutnd z me LiB0%lp®d | et ne ma armakob60f ent r i

minutabi f entrin se u Wopruil pvii ggea nnei jdee tneokgtuuljee .d et €
vremenskog intervala
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Procenat ukupne mase pirimetanila
Procenat ukupne mase ciprodinila

o
X

0%

100% 100%

80% : 80%

60% 9 60

40% 40%

20% 20%
0 20 40 60 0 20 40 60

Vreme, min Vreme, min
100% 100%
<
2 80% g 80%
g s <
2 2 p
e.g 0 % 60%
gz =
Q
gé 40% E.40%
D e
x E
& 20% S 20%
Q
[
2
0% LR
0 20 40 60 0 20 40 60
Vreme, min Vreme, min
8 100%
2 80%
e
V]
g 60%
=
=
gq 40%
*g 20%
0]
3
5: 0%
0 20 Vreme, min 40 60
B Kora ® Prva 3 sloja pulpe B Gubitak usled isparavanja
Slika 4.1-31 Procentualna raspodela ukupne mase pirimetanila, ciprodinila, trifloksistrbifeatrinai
boskalida z melu kore, slojeva pulpe i gubitka usl
potapanju (2 min/15 mgl) i nakon r astajanialnd sbhind) temperatweir v a |
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Rezultatiispitivanja ekspozicije plodova i gi m k o n c Rotapanjea c trajargunod 2
mi nuta u rastvor pesticida vige koncentraci|j
1 kore za trifloksistrobin do 118,628 mgkdkore za bifentrin; ni jedan od pesticida nije

detektovan u pulpjTabela4.1-13). Protokom vremena ma nj uj e s éidakudkorii | i n a )
Nakon 72 h kolilina pest ileapiliretanildk23,69% mglg kr el
za bifentrin.

Nakon stajanja plodova, pesticidi su detektovani u pupig tri sloja dubina 34 mm).
Protokomvremena o | ava s e piometasilasalk,42b mdgkgnaken sat vremena
stajanjana 1,847 mgkgppakon 72 h stajanj a. Za ostale pe:
promeni njihove koliline, ali s usskbndntratija ne me
nakon 72 tpribl i ggmawmia kvantifikacije.

S obzirom da je vrgeno potapanje plodova u |
oni budu detektovani idubljim slojevimgpul pe, pa je i zvrgena anal.
(4, 5, 6 sloj) koji sa prva tri slojd1, 2, i 3 sloj)l i wkepnudubinuzahvatanjad 7-8 mm. U

ovim slojevimapulpe(zbirno 4, 5, 6pesticidi postaju detektabilni nakon 24 h stajanja plodova.

Kol i line pirimetanilavil @i pziodkj,a22 e0104malgon 24
respektivno, dok su koliline ostalidranigpest i ci
kvantifikacije metode. Nakon iZndse 6,83&Kid0J129] i n e
mgkg?, respektivno. Trifloksistrobin nije dete
vriednost.i l zmelLu granica detekcije 1 granica

Tabelad4.1-13K o | i pestieida u kori i prva tri sloja pulpe plodova potapanih 2 min u rastvor koncentracije 150

mgL!, detektovana odmah po aplikaciji i nakon razlilit]:
Si;}g:]\j/;lh Kol i | Pirimetanil Ciprodinil  Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid
Kora
0 mgkg? 19,027 15,224 12,710 118,628 21,513
(RSD, %)  (29,68) (35,06) (29,35) (34,60) (40,11)
L mgkg? 16,306 11,234 9,907 29,154 17,781
(RSD, %)  (35,71) (32,32) (37,27) (40,85) (29,46)
3 mgkg? 16,339 12,302 10,700 25,397 21,637
(RSD, %)  (8,37) (25,24) (22,81) (36,56) (8,10)
” mgkg? 13,150 13,355 11,334 32,654 20,928
(RSD, %)  (38,92) (32,86) (24,43) (37,06) (39,12)
= mgkg? 5.891 8,903 9,247 23,594 19,094
(RSD, %)  (27.52) (27,96) (17,41) (21,30) (4,95)
Pulpa
0 mgkg? n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
(RSD, %)
. mgkg? 0,425 0,344 0,061 0,226 0,097
(RSD, %)  (22,66) (15,01) (17,57) (14,77) (2,16)
3 mgkg? 0,386 0,397 0,116 0,280 0,197
(RSD, %) (25,42 (15,63) (25,40) (46,48) (38,69)
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o4 mgkg?* 0,645 0,340 0,090 0,351 0,138

(RSD, %)  (30,60) (37,00) (17,12) (24,44) (29,70)
mgkg? 1,847 0,552 0,044 0,129 0,151
72
(RSD, %) (5,47) (20,56) (26,81) (13,81) (11,09)
Sa porastom intervala stajamgar ocenat aplicirane mase piri me:

smanjuje sa poletni h 78 S3tkag.23) Jedarlod hazlogaoje 28 %
migracija pirmetanila u prva tri, ali i naredna tri sloja pulpe. Nakon 72 h procenat mase u

povrginskom sl oju pulpe (prva 3 mm) je blize
pirimetanila za koji se pretpostavlja da | e

Raspodelanase 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 % %55

respektivno. Procenat mase u povrginskom sl o
se zakl!l juliti da je raspodela ciprodinila wu
odnosno da se pretegno vr g. izmelLu kore i gu
Za trifloksistrobin i boskalid je karakter.i
zadr gavanja je iznad 70 % za trifloksistrobi
sl ojeva pul pe detektovani uepnastaldeoidparidlikd i na ma
4.1-32).

Situacija za bifentrin se razlikuje u odnosu
Zatim,procenazt adr gavanja ovog pesticida u kori je
interval . Procenat bifentrina u povrginskon

da je pretegni dosma @wog g enset ipdioctikas.iBYkeorn apl i
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100%

a

80%

= =)
2 2
S S

Procenat ukupne mase pirimetanil
(%]
(=)
3

0%

100%

80%

(=)
S

40%

20%

Procenat ukupne mase
trifloksistrobina

0%

100%

a

80%

60%

40%

20%

Procenat ukupne mase bifentrin.

0%

100%
| i i i i -
0%
Oh 1h 3h 24h 72h

100%
80%
40%
20%

Oh 1h 3h 24h 72h

Oh 1h
O Kora @Prva 3 sloja pulpe

(=) =]
< <
N EN

Procenat ukupne mase ciprodinila
&
*

Procenat ukupne mase boskalida
E

0%

3h

Oh lh 3h 24h 72h
Oh 1h 3h 24h 72h

24h 72h

u Naredna 3 sloja pulpe O Gubitak usled isparavanja

Slika4.1-32 Procentualna raspodela ukupne mase pirimetanila, ciprodinila, trifloksistybloisiealidai
bifentrinai z meLu kor e,

potapanju (2 min/150 mgt)

sl ojeva

nakon
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4124 Rezul tati ispitivanja jabuka sa trgigta

Targetirani pesticidn i su det ekt ovani uodeaioismio ing pihtoivea ki
ispod granice deteke@jmetode(Tabela4.1-14). S obzirom dadoprinos kore ukupnoj masi

HET o
plodaiznosi~10% k ol i | i nahazipleddmgkg) ma e s e Hair aZ+1 kao
Pirimetanil je detektovadva putau uzorcimgplodaAjdareda ijednom u uzorku plodalatnog
De | i np@ sda4 mesta uzorkovanjaalisu nj egove Kkoliline ispod
meodeu 2 od 3 Uslulajavé&kada prelazi ,grkamliiclui nka
pirimetanilaiznosi 0,005 mgg*ploda Ni u jednom sl ul aj MDK z mer en

od 1500 mgkg? ploda

Ciprodinil jedetektovan ukupnoosampuep ut a u pl odovi ma Ajidar eda
4 puta u korsve tri sortena 3 od 4 mestauzorkovarjh. 3 od 8 detektovani h
ciprodinilaprelazigr ani cu kvant i fi ka 6014negkghsodarco GA6i krel
mgkgikore Ni u j eidnmenr s al la¢ IUMDK ioch2®0 myle* ppdae | a z i

Trifloksistrobin jedetektovan ukupno 6 pyta puta u pulpi Greni Smita i Ajdaredaputa u

plodu Ajdareda i 2 puta u ko@reni Smita i Ajdaredana 2 od 4 mesta uzorkovankgo | i | i n a
trifloksistrobina prelazi granice kvantifikacije metodétu s | ul aj a 0j02lkgke | e s e
plodado 0,100mgkg? pulpe N i u jednom sl ul aju MRkoebf®na kol
mgkg?! ploda.

Bifentrin je detektovan ukupno 13 py@mitomusvims e g ment i ma Zka3tothdog Del
mesta uzorkovanja) svim segmentima Ajdareda sa 1 od 4 mestakoxanja Kol il ina
bi fentrina prelazi granice k\wa0O004idd0,0Bgkgli j e me
pupeNi u jednom sl ul aju MDRKndO0Wmgkgpond. i | i na ne

Boskalid je detektovan ukupno 4 puta u uzorcima sa jednog mesta uzorkavkajaGreni

Smita i Ajdareda i u kbz merienpel okal i4li anten opyr
kvani f i kaci j e me tO0Odlengkiy® pladadoi0,a73 mgkd kord Ni u jednom

slul aju i zmer enMDKlodb2mgkdiploda. ne prel azi

Prema dobijenim rezultati za integralpipd, pesticidi su detektovani u AjdaredwZlatnom
Del i,g easlui j e u sv &bneentraciiaz o & b a y MK ind pradstavlja
zdravstveni rizikpo konzumente
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Tabela4.1-14Kol i | i na i spi t i viameiema upledktoirdi da pwlmdgkg abuka sa t

Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin  Boskalid
Plod <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD
_f; Greni Smit Kora <nLOD <mLOD <mLOD <nLOD <nLOD
= Pulpa  <nLOD <slOD  <,LOQ (0,049) ?&'ﬁ% <,LOD
L;j Plod <mLOD <mLOD <mLOD <nLOD  <,LOD
c : <nLO
§ Zl atni Kora <nLOD <nLOD <nLOD (6“,00‘?) <nLOD
(?) Pulpa <nLOD <nLOD <nLOD 0,012 <mLOD
Plod 0,005 <nLOD 0,021 0,012 <mLOD
Ajdared Kora <nLOD <nLOD 0,052 <mLOD <mLOD
Pulpa <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD
Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin ~ Boskalid
© Plod  <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD  <yLOD
;’ Greni Smit Kora <mLOD 0,040 0,033 <mLOD <mLOD
Pulpa <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD
© <mLO <mLO
- i Plod (0,00S) (0,004?) <mLOD <mLOD <mLOD
— Kora <nLOD <nLOD <nLOD 0,025 <nLOD
g Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD 0,004 <mLOD
;.: Plod 0,005 ?g,bgg) <xLOQ (0,022) ?8‘52(39) <,LOD
£ Adared s < LOD <nLOD <nLOD ?g‘k)%g <nLOD
Pulpa <mLOD <mLOD 0,100 0,030 <mLOD
Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin ~ Boskalid
> Plod  <nLOD <LOD <LOD <nLOD  <,LOD
= Greni Smit Kora <mLOD <nLOD <nLOD 0,040 <mLOD
@ Pulpa <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD
z Plod  <nLOD 0,014 <nLOD <(')“LO?§ <nLOD
¥ ZlamiDel 1 oa < LoD <nLOD <nLOD 0,029  <,LOD
_3 Pulpa <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD
= Plod  <s,LOD <nLOD <nLOD <lOD  <,LOD
5 . <mLOQ
< Ajdared Kora <nLOD <nLOD 0,026 <nLOD
T (0,012)
Pulpa <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD
Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin  Boskalid
< Plod <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD
'% _qi Greni Smit  Kora <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD 0,162
3 ’—; Pulpa  <nLOD <nLOD <nLOD <pLOD  <,LOD
o > Plod <nLOD <mLOD <mLOD <nLOD 0,041
@ Zlatni <nLOQ
N Kora <nLOD <nLOD <nLOD 0,141
(0,019)
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Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD

<mLOQ
Plod <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD
. (0,012)
Ajdared
Kora <mLOD 0,046 <mLOD <mLOD 0,173
Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD

4.1.3 Rezultati razvoja metodeMET -GC-Q

Odabranavarijanta QUEChERS metode (AOAC
2007.1metodasaut r ogkom 50 mg
mg MgSQ po 1 mL ekstrakipkomercijalnose
koristi zaanalizuv o i a i p e I udéian /
masti i voskova (nprkomercijalni setAgilentcat. | &
no. 59825122). Slika 4.1-33 ilustruje primenjenu "
metoduU o | a v aje imeetordtrdnom ekstraktu
prisutna vel ikorak 4kiako je b
koraku ekstr ak ca Primenjénb
sorbenti uklanjanjuo b oj enj e u o]
(korak 5).

Slika4.1-:331 l ustracija QUECHhERS
korake:

17 homogenizovani uzorak

21 uzorak nakon koraka ekstrakcije

37 uzorak nakon centrifugiranja ekstrakta

471 uzorak nakon zamrzavanja centrifugiranog ekstrakta
5fizgl ed smege somdBREnata n

4.1.3.1 Rezultati ispitivanja parametara validacije

Selektivnost.U finalnom ekstreituneu o | av aj u s pesticidimae rnioedree nscee z a k |
da jemetoda selektivnéSlika4.1-34).

9.E+03

—— Blank ekstrakt
8.E+03

Spajkovani ekstrakt

A
5 6 7 8 9 10 11 12 13
Retenciono vreme, min

Slika4.1-34 SIM hromatogranblanki spajkovanogekstrakta ploda jabuk@,50 pgml?)
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Odzivi pesticida ekstraktu i matriks efekat Pos mat r aj ul i odziv stan
rastvaralu kroz oip9tkugmltknoongcee nster azcaikjl g u@IMOtOi d a
regi mu r dacstakd< tdfloksistrabin < bifentrin < ciprodinil < pirimetanil (Tabela

4.1-15). Koeficijent k o5péedbaskalidjoe09893zabientinl e od 0, 9

U standardima pripremljenimQuECIERS ekstraktu kore @ni Smitau o | ava se sl il a
u promeniosetljivost (Tabela4.1-15). Osetljivostraste u nizuboscalid < trifloksistrobin <

bifentrin & ciprodinil < pirimetani] s tim da su setljivosti prema bifentrinu i ciprodinilu
praktilno izjednal ene. Koeficijent 9R8zael aci j
bifentrin.

Tabela4.1-15 Parametri kalibracionih kriva pesticig®,007 5,00 ygmLY) ul i st a sit v aQuaCHERS
ekstrakti kore Greni Smita

Parametri krive Pirimetanil Ciprodinil  Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid
Rastvar al
Nagib 345810 220210 48612 155964 31751
Odsel ak -99388 -68635 111218 27720 -9625
Klfgre;::éle]gt 0,9675 0,9638 0,9809 0,9893 0,9526
Greni Smit
Nagib 406373 260544 92852 281173 57042
Odsel ak -98578 54573 -16442 -36574 -14805
Kgg:;'(‘fjgt 0,9451 0,9202 0,9677 0,9723 0,9528

Matriks efekatza trifloksistrobin, bifentrin i Koncentracija pesticida, pg/mL
boskalidje i z r a pranmaazrazu broj 1na 0 1 5 3 4 5
osnovu nagiba kalibracionih  krivi  koje

pokrivaju opsegkoncentracija0,50 i 5,00 s **°

ugmL?t u okviru kojeg jena bazi
zavisnost. utvr zemd ¢
promena ME sa koncentracijom analifa sva
tri analita ME jepozitivan i iznosil50,0 %,
90,38% i 83,03 % za boskalidrifloksistrobini
bifentrin, respektivno Za ciprodinil i
piri met anidajejM& promemjiml
| itavom testiranopaso

w
(%]
o

=
(%]
o

Matriks efekat, %

-50
—O—Pirimetanil —3— Ciprodinil
Slika4.1-35 Promaa ME u QUEChERS ekstraktt a

njegove vre dnosti zavisnosti od koncentracije pirimetanila i ciprodii @ K U
koncentraciju poj edi nal no odnosno pr ema

izrazu broj 2 prikazane su na slidi.1-35. Zaove analitseu o | ava sl i |l an trend
sa koncentracijom odnosMdE je posebo i zr agemj all aarijdau si gnal a wu

koncentracija@,25i 1,00ugmL™), dok je za0,1Q 2,50i 5,00 ygmi*ts | abo i zragen.

Linearnost. Li near nost met ode pokriva nekoli ko rec
Metoda jelinearna u opsegu koncentracij@®Z5 i 5,00 mgkg za pirimetanil i ciprodinij u
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opsegu @507 1,50 mgkg' zabifentrini u opsegD,0751 5,00 mgkg' za boskalid Tabela
41-16).Testirani analitist&kisapsepgi todf heksi iskoot
u oblasti niskih (@250,1 mgkgh), srednjinh (0,25 0,75 mgkg') i visokih koncentracijal(,25

i 5,00 mgkg'). Odsustvo linearnosti u okviran al i t i | jepagledicgp se g ad i t ost
nagibimakrivi (osetljivosti) k oj i ujoldastisaednjhddnéentracif@abelas.1-16).

Tabelad.1-16 Parametri kalibracionih krivi koje pokrivaju linearni opseg metbter -GC-Q

Linearnost Opseg mgkg! Broj standarda Nagib Od s e | & Koeficijent korelacije
Pirimetanil 0,025 5,00 8 1724975 -17837 0,999
Ciprodinil 0,02571 5,00 11 992479 -3724 0,9865

Trifloksistrobin 0,0251 0,10 4 217440 19107 0,9896

Trifloksistrobin 0,251 0,75 4 645997 -100880 0,9969

Trifloksistrobin 1,257 5,00 4 363216 -51757 0,9985
Bifentrin 0,050i 1,50 9 1408472 -5631 0,9930
Boskalid 0,0751 5,00 9 249400 -2567 0,9965

Talnost i.Ppi@eoiszreastrakcije (spakblOoargkd)zani gi h

pirimetanil iznosioko 107 %, za bifentrinoko 38%, dok je za ostale analite izuzetno nizak

kr el e7,3ddo 12048% (Tabelad.1-17). Prinos ekstrakcije u oblasti srednjih koncentracija

(1,00 mgkg?) je iznad 50% za sve analitesim zatrifloksistrobin i boskalid.U oblastiv i ¢ i h
koncentracija (H0mgkg?) prinos je iznad 666 za sve analite izuzev boskalid@end niskog

prinosa ekstrakcije zaboskalid k 0j i se kr el &, umnd aekkanoo z1 2 idtoa vo koop
koncentracijaPonovljivoste dobraza 1,00 i 5,00 mgké§ an e detl @ dza rjiva 0,10ngkg?;

k r e lod3,62€0 829%.

Tabela4.1-17 Prinos ekstrakcij@esticida (%) ponovljivost (RSD, %)

Nivo spajkovanja,

mgkg? 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 5392 47,36 61,42 17,13
RSD, % 6,20 512 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 "t 87,31 43,71 41,09 60,86 18,12
Srednja preciznost, % 19,71 67,26 75,74 16,70 34,33
*Su ma t zal3komcentracije podeljena sa brojéencentracija
“"Koeficijent vaBkondgerdraciej e tal nosti

Granice detekcije i granice kvantifikacije. Granice su procenjene za metodu bez uparavanja

i sa uparavanjerkao krajnjim korakom analiz&/rednostiiz Tabela4.1-18s u g e r kogku d a
koncentrovanja uzorka wuparavanjem snigava ¢
trifloksistrobin ciprodinili pirimetanil, doksu granice za bifentrin uporedive.
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Za k | j izdedekna bazi samihhromatogram odgovar aj ul i h procedur
(vizuelizacija pikova,u s p eaytoirstegracg) ukazuje dado s n i ( agramicej detekcije
realno dolazi z#rifloksistrobin, ciprodinili boskalid

! Naj rkongeatracija proceduralnog standarda trifloksistrobinak o me jrgegoroo g u |l e
ol i t azametddebez uparavanja izn@975 mgkd, a sa uparavanjem 0,025 mgkg

f Najniga koncentracija proceduralnog standa
o0 ltavanje, za metodu bez uparavanja iznosi 0,10 mhgkga uparavanjem 0,025 mgkg

f Najniga koncentracija procedural noeovost and a

olitavanje, za metodu bieasaupaaganjanvlal@mgkg i zno s i
 Pirimetanili bifentrinj e moguli e ol i tati polev od?'lsmrocedu
obe metode.

Granicedetekcije metode sa koncentrovanjem uzddja suprocenjene nasnovu parametara
kali bracionih kriwvi u o buvriodliske grancc@gmad\vda red jewnli imh
vizuelnom procenom

Tabela4.1-18 Granice detekcije i granice kvantifikacije metode sa korakom i bez koraka koncentrovanja uzorka
i parametrip r i p a dalijracibnih krivi

Analit Ops?a,cr)ngktj IT(Z?ZE Jcﬁjr: Nagib Ods el Tn;(lz; r:ngg?l
Metoda bez koncentrovanja uzorka
Pirimetanil 0,025i1 0,250(5) 0,9842 283242 4898 0,031 0,093
Ciprodinil 0,100i1 0,750(6) 0,9876 182552 6862 0,085 0,257
Trifloksistrobin ~ 0,0757 0,550 (6) 0,9911 42317 2204 0,053 0,162
Bifentrin 0,0251 0,100 (5) 0,9336 284696 3324 0,031 0,095
Boskalid 0,500i1 1,500 6) 0,9805 19765 1832 0,231 0,700
Metoda sa koncentrovanjem uzorka
Pirimetanil 0,025i 0,100 (4) 0,9918 2189208  -35892 0,015 0,044
Ciprodinil 0,0251 0,100 (4) 0,9933 962816 5468 0,013 0,040
Trifloksistrobin  0,025i 0,075 (3) 0,9780 225320 18778 0,027 0,081
Bifentrin 0,0251 0,250 (5) 0,9847 787970 60209 0,030 0,092
Boskalid 0,100i 0,550 6) 0,9695 258629 -8813 0,126 0,383

4.2 I|spitivanja na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-2

Poglavl je sadrgi rezultate ispitiGOARFu perf
odnosu na taggt i r ane pesticide i rezultate razvoj e
instrumentalnu konfiguraciju.

4.2.1 Performanse instrumenta u odnosu na ispitivane analite

Karakterizacija analita . Fragmentacij@rotonovanog molekulskog jona pirimetanila rezultuje
fragmentiman/z107i1 8 3 v el e z aekdlicinpnh fragnremat manje zastupljenosti
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(Slika 4.2-1a). Fragmetacija najzastupljenijeg MSfragmentam/z 107 rezultuje M$S
fragmentomm/z 80 (Slika 4.2-1b), a fragmentacija M5 fragmentanvz 183 rezultuje
nekolicinom MS fragmenata od kojih je najzastupljeniji fragmemiz 156 Slika 4.2-1c).

Fragmentacija protonovanog molekulskog jona ciprodiniez ul t uj e vel i m br oj
slilne zastupljenost i,k ?fragmentkyn310 &slefiganvn®p z ast u |
(Slika4.2-2a). Fragmentacija MSragmentawz 210rezultuje MS fragmentiman/z 193 i 169
(Slika4.2-2b), a MS fragmentan/z 185 MS fragmentommnvz 158 Slika 4.2-2c).

Fragmentacija protonovanog molekulskog jona boskal@ailtuje najzastupljenijim MS
fragmentomm/z 307 (Slika 4.2-3a). Sukcesivna fragmentacijavz 307 rezultuje M3
fragmentomm/z 271 Slika4.2-3b).

Fragmentacija protonovanog molekulskog jona trifloksistrobgmultuje MS fragmentima
m/z 186 i 206 uporedive zastupljenogBlika 4.2-4a). Sukcesivna fragmentacija/z 186
rezultuje MS fragmentormvz 145 Slika 4.2-4b).

Fragmentacija pseudomolekulskog jona bifentr{a@lukta molekulskog jona pesticida i
amonijum jona) rezultuje MSfragmernima m/z 181 i 422 (Slika 4.2-5a). Sukcesivna

fragmentacijar/z 181 rezultuje M3fragmentonmvz 166 Slika4.2-5b). Potencijalne strukture

nastalih fragmenata su prikazane u prilogu (pogld@/Bei komentarisane u poglavifgu3.

100-. 107.00 NL: 1.81E4
1 a 183.08 200 FULL MS2#119 RT: 0.39
1 20010 AV:1T:ITMS + c ESI Full ms2
] +% 200.10@cid45.00 [55.00-210.00]
50
] 82.00 143.12 159.06
] 79.98| 9407 | 14210 ‘ 17321
1 : T | el 1L
1087 156.08 NL: 3.09E2
1 200 FULL MS3_2#119 RT: 0.45
7 AV: 1 T:ITMS + ¢ ESI Full ms3
] 183.18 200.10@cid38.00
50-| 183.10@cid39.00 [50.00-400.00]
1 143.12 | 16810
1087 107.07 NL: 4.61E2
1 80.04 200 FULL MS3_1#119 RT: 0.45
4 ¢ AV: 1 T: ITMS + ¢ ESI Full ms3
] 200.10@cid34.00
50| 107.00@cid32.00 [50.00-400.00]
1 66.07
o ““\“!‘\““““\““\““\““““““\““\““\““““““\““\“
100 150 200
m/z

Slika4.2-1 Direct injectionHESI | MS? (a), HESII MS2 (b ¢) full scanspektri rastvora pirimetanila
(molekulska masa 199,26) koncentracije 5,00 ugmlu metanolu; pozitivan jonizacioniode
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100 210.09 NL: 6.74E4
] 185.00 a 226 FULL MS2#1 RT: 0.00
b 144.07 AV: 1 T:ITMS + c ESI Full ms2
: ' 211.10 226.10@cid47.00
50t 108.01 226.12 [60.00-300.00]
B 159.12
b 105.99 ‘ ‘
O i H‘ ‘ ‘ HH ‘ Il \H L L w‘\‘ M‘ m\”\ I
100 210.10 NL: 2.56E2
b 226 FULL MS3_1#1 RT: 0.00
. AV:1T:ITMS + ¢ ESI Full ms3
] 226.10@cid35.00
50 210.10@cid51.00
1 169.11 193:28 [55.00-300.00]
. | |
00— 185.08 NL: 6.41E3
226 FULL MS_2#1 RT: 0.00
b c AV: 1 T:ITMS + c ESI Full ms3
] 226.10@cid35.00
50 158.05 185.10@cid38.00
] [50.00-200.00]
] 819 157.13 ‘
o—+—r—r—r+r it
50 100 150 200 250 300

Slika 4.2-2 Direct injectionHESI | MS? (a), HESII MS? (bii ¢) full scanspektri rastvoraiprodinila(molekulska

m/z

masal 22516) koncentracije 5,00 pgmtu metanolu; pozitivan jonizacioniode

100— 307.10 NL: 4.72E5
1 343 FULL MS2#1 RT:
] 0.00 AV: 1 T: ITMS + ¢
807 a ESI Full ms2
. 343.10@cid17.00
60 [90.00-350.00]
1 343.06
40—
20
o 11202 1399 205.07 27219 |308.12
100 27111 NL: 7.52E4
] 343 FULL MS3#1 RT:
] 0.00 AV: 1 T: ITMS + ¢
807 b ESI Full ms3
] 307.08 343.10@cid77.00
60— 272.14 307.10@cid44.00
1 [80.00-307.60]
40
20|
1 289.08
o] 140.12 177.02 212.10  254.09 |
T T T T T [ T T T T [ T 1T 1 T [ T 0T 1T T [ T T T T
100 150 200 250 300 350
m/z

Slika4.2-3 Direct injectionHESI | MS? (a), HESI I MS2 (b) full scanspektri rastvordoskalida(molekulska
masal 343.10) koncentracije 5,00 ugmtu metanolu; pozitivan jonizacioniode
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100

186.03

116.01 14905
L Ih 1l

206.05

215.00 268.14 333.14

409.04
L

100

186.02

100.99 |

Slika 4.2-4 Direct injectionHESI | MS? (a), HESI I MS?® (b) full scanspektri rastvordrifloksistrobina

100

T
200

e
300
m/z

rrerprrerrrerT
400

NL: 3.00E5

409 FULL MS2#110 RT:
0.41 AV:1T:ITMS +c
ESI Full ms2
409.00@cid16.00
[110.00-450.00]

NL: 7.71E3

409 FULL MS3#1 RT:
0.00 AV:1T:ITMS + ¢
ESI Full ms3
409.00@cid19.00
186.00@cid41.00
[50.00-410.00]

(molekulska masa 408 38) koncentracije 5,00 ugmtu metanolu; pozitivan jonizacioniode

100

80
60
40

20—

181.06

166.14
147.07 | |

242.05

243.08 355.17
I

439.33 NL: 3.50E2

422.28

383.17
. Hmh l Mm\‘ L

0
100

181.09

Slika4.2-5 Direct injectionHESI | MS? (a), HESI I MS3 (b) full scanspektri rastvordifentrina(molekulska

m/z

T
400

440 FULL MS2#1 RT:
0.00 AV:1T:ITMS + ¢
ESI Full ms2
440.00@cid22.00
[120.00-450.00]

NL: 1.37E2

440 FULL MS3#1 RT:
0.00 AV:1T:ITMS + ¢
ESI Full ms3
440.00@cid43.00
181.10@cid21.00
[50.00-441.00]

masal 422,87) koncentracije 5,00 ugmtu metanolu; pozitivan jonizacioniode
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Parametri hromatografskog razdvajanja. Naj b ol j i Kkompromi s i zmelu
ukupnog vremena an akolord 2(Tabet3.3b,0s8.84) sg metandomHP L C
vodenim rastviom pufera kao kombinacijom eluena@lika 4.2-6, M04), gde se svi analiti

eluiraju sa kolone pre 35 minuta analize uz optimalno razdvajanje. Na HPLC kolcabdlg

3.35str.84) , koja ima punjenje veleg promera u od
500 uLmint, razdvajanje analita nije potpuno; tak
(Slika4.26, MO 1 i MO3). Slilan zakl jul &lka426 moge
M19i M22) Kkoja ima punjenje najmanjeg promer :

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 c¢il
skralenj a VIiemena anali ze. Prva modi fi kaci
podrazumevala znatno br gu promenu shasebmava gr
sastavu mobilnih faza@bela3.46, str . 82). Rezultat je 50 % Kk
svih analita u roku od 25 minut8lika 4.2-6, M23). Dalja modifikacija gradijenta u smislu
uvolLenj a Tdvraganjpdda mmaa na A:D =25 %:75 % i 3 minuta na 100 % D,
rezultuje negto brgem eluiranju trifloksi st
pesticidagvatdalojmogulr al e ®Bjk®4.28,Ma7).i ze za 5 mi

Povelibarniene protoka eluenta ne rezultuje zn

analita Glika4.26, M3 4 , M35 i M37) i ne vodi skralenj
brzine protoka uzrokuje pad signala anal§k@a 4.2-7), verovatno zbog nedovoljnog protoka
sheattauxgasa. S obzirom da i zmena brzine protokse

eluenta, kao metoda za dalji rad odabrana je metoda 27 sa brzinom protoka eluenta od 300
puLmini trajanjem od 25 min.

Pirimetanil
-V i 7or ) . [ Trajanje analize, min Pirimetanil
A 1-;8((1)68;;&533113:3% Ciprodinil Ljan)
- -~ 0.01% IR
HCOONH4 o Bo‘;i"a:-'d b Ciprodinil © Boskalid
Iy Trifloksistrobi
B - AcN, D - MeOH mcksstrobin
60 O Bifentrin Trifloksistrobin O Bifentrin
30
o o
z 50 ©
2 . 24 o
sl -}
g 40 °
-]
e 18 o -]
2
& 30 °
O -]
7
= [} 12
&ﬂ 20 ° o
- ]
o -]
8 °
6
10 o
@
0 0
MO1 MO02 MI19 MO3 MO4 M22 M23 M27 M34 M35 M37

Slika4.26Per f omanse kori gilenih metoda u pogledu razdvaj
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Metoda 27 kao mobilnu fazu A EM27 EM34 BEM35 EM37

sadr gi vodeni ’ -
udelom amonijurformijata od

0,010 %. S obzirom da bifentrir 08
kao pretegni <,

spektru daje adukt sa amonijuwg g
jonom, ispitana je zavisnos , '
zastupljenosti ovog adukta o

procenta amonijunformijata u o 0

Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Boskalid  Bifentrin
Slika4.2-7 Uticaj brzine protoka eluenta na odziv pesticida (rast
koncentracije 15 pgnitu 0,050 % AMF u metanolu)

mobilnoj fazi, kao i zavisnost
zastupljenosti adukta od vrst
mobilne faze u kojoj je
amonijumformijat rastvorenSlika 4.2-8 prikazujeuticaj navedenih vgacija na zastupljenost
adukta pri razlilitim koncentracijama bifent
ugmL?t porast koncentracije AMFa u vodi sa 0,010 na 0,050 % nema uticaj na zastupljenost
adukta Slika4.2-8, M27 i M38), kao ni isti porast koncentracije AMFa u metan8lika4.2-8,

M39 i M40), dok je pri koncendciji bifentrina od 10,00 ugnits i t uaci j a obrnut a.
vrstu mobilne faze u kojoj je AMF rastvoren
(Slika4.2-8, M27/M39 ili M38/M40).

ka

Final ni zakl jul ak ‘ :
EM27 OM38 @EM39 mBM40

fazu treb&oristiti vodeni rastvor pufera s: :
velim wudel om AMFa,

: : S LE+07
sagledaju retenciona vremena osta -4
pesticida, uol ava
u bilo kojoj od faza (M38 ili M40) pomere
retenciona vremena  pirimetanila
ciprodinila u smislu njihovog lsmijeg 4.E+06
eluiranja i yodi _p.rekllapanju rgtencioni\ 2 F406
vremena ciprodinila i boskalidaSiika IL

i 0.E+0Q | M=—mmm

4.2-9). 1z (?vog razloga je kao radna meto« 0.1 ) 10
zadrgana metoda 27
koja predstavlja vodeni rastvor pufera ...
udelom AMFa od 0,010 % i mobilnon Slika4.2-8 Zastupljenost adukta bifentrina sa amonijt

fazom D koja predstavlja 100 % metanol jonom u zavisnosti od procenta AMEU mobilnim
fazama

1.E+07

gp1

8.E+06 .MF a

6.E+06

hromatograf:

vrsina

Po

Koncentracija rastvora bifentrina, pgml.-!
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Em M27 OdzivEEmM38 Odziv EBBBM39 Qdziv EmmM40 Odziv
——M27 Rt ——M38 Rt e M39Rt —e— M40 Rt

20.00

16.00

Odziv x10°¢
5

o
=
[an]

Retenciono vreme, min

PIR CIP BOSK TFX BIF

Slika 4.2-9 Pregled odziva i retencionih vremena pesticida nakon analize rastvoradaelstictentracije 1,00
pugmL* metodama koje se razlikuju u procentu AN mobilnim fazama

Optimizacija parametara za MS' analize SRM analizaRez ul t at i opti mi za
izolacije, Act. Q vrednostii perioda aktivacijeparent jona prikazani su na primer&RM
tranzicijeboskalida nalikama4.2-107 4.2212. Pr o me n a (parentjonaeboskatida | a c i |

i ma znalajan uticaj na zastupl | ersbka4a21®.vant i f
Pri girimzzagbolbpmlcjigrodt fragmenta je zanemar
2nadmzrezul tuje oko 71 velom zastupljenoglu f
izolacije odabranp e gi rnizna od 4

Odabir final ne Act . Q vrednost. j e vrgen |
kvantifikacionog fragmenta boskalida. Porast vrednosti Act.Q parametra detllt

vrednosti od 0,250 ne vodi boljoj detekciji kvantifikacionog fragmenta, a istovremeno rezultuje
gubitkom detekcije kvalifikacionog fragment&lika 4.2-11); kao optim#na vrednost Act.Q

parametra odabrana je vrednost od 0,250.

Porast peri oda aktivacije parent j ona bos
kvantifikacionog fragmentaS{ika 4.2-12); koeficijent varijacije u odzivima fragmenta iznosi

oko 8 %. S obzirom da promena perioda aktivacije sa default vrednosti na 50 ms rezultuje
najvelem porastu =zastupljenosti fragmenta o
aktivacije alabrana je vrednost od 50 ms. Optimizovane vrednosti kolizione energije su
prikazane uabeli 4.21.
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RT: 0.00-8.00 SM: 158
100 MA: 65959322

MA: 78088563 NL:
9

80— MA: 10811337

] 1ISOWIDTH 2 m/z
20— ISOWIDTH 1 m/z

0__' T ] MA\75;1J|1

Relative Abundance
|

Time (min)

Slika4.2-10 Zastupljenost SRM kvantifikacionog fragmenta boskald&8 0 7) u zavi snaesti od ¢
parentt ona (rastvor smege pesticida u 0,050 % metanol no

pgmL™)
Rér: 0.00-6.00 SM: 15B
MA: 2849163 NL:

8 100 2.97E4

= ] miz=

2 59 ActQ = 0.350 ActQ = 0.370 139.50-

< 14150 MS
g ActQ_BOSC
] 0 MA: 91675 .

S . . NL:

@ 100 MA: 63922309 MA: 77873925 MA: 81303097 7.

0.0 05 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 35 4.0 45 50 55
Time (min)

Slika4.2-11 Zastupljenost SRM fragmenata boskalid#z307 in/z 140) u zavisnosti od vrednosti Act.Q
parametra (rastvor smege pesticida u 0,050 % metanol

ngmLt)

RT: 0.00 -8.00 SM: 15B

100 MA: 39477476 MA: 41286028

MA: 41832296 NL:
7.27E5

; MA: 34935714
3 80 .
G ] 307.50 MS
2 o2 ctTime_B
z
g 40—
© ]
o)
@ 20

0
0

Time (min)

Slika 4.2-12 Zastupljenost SRM kvantifikacionog fragmentaskalida vz 307) u zavisnosti od perioda
aktivacijeparentf ona (rastvor smege pesticida u 0,050 % met a
boskalida 10 pgmt)
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Tabelad.2-1 Optimizovani parametri SRMtanzicijapesticida

Parametri Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
Kvalifikacioniprelaz 200Y1 226VY18 343Y14 409Y20 440Y16
Kvantifikacioni

200VY1 226Y21 343Y30 409Y18 440VY18

prelaz
ef]‘;':g'i?;i " 57 60 84 94 40
W, 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
CRManalizaRezul t at i optimizacije @i r iparemtjomaza | aci j
su prikazanna primeruCRM tranzicijeboskalida nalikama4.2-1371 4.2-15. Promena gir
izolacijeparenf ona boskali da i ma znal aj aomogfuagmenta] na
ovogpesticida$|ika4.2—13),. Povelanje ¢gi mznezulkbljaei plkosal

zastupljenoglu fragment aol a@io] @ pdad anlmarhmmaa vjre d

Odabir finalne Act. Q vrednost Pfragmentabosigaida. pr at
Najveli porast zastupljenosti fragmenta u iz
parametra saefaultvrednosti na vrednost od 0,458lika 4.2-14); kao optimalna vrednost

Act.Q parametra odabrana je vrednost od 0,450.

Porast perioda aktivacijgparent jona boskalida neut i | e znal ajno na
kvantifikacionog fragmentaS{ika 4.2-15); koeficijent varijacije u odzivima fragmenta iznosi

oko 4,60 %. Kao optimalna vrednost peaaaktivacije odabrana je vrednost od 50 ms, koja
rezul tuje wuvelanjem zas Optimioyaeenwesrosti koliziomeg me n t
energije u okviru M3analize pesticida su prikazan¢abeli 4.22.

N1

RT: 0.00-8.00 SM: 15B
MA: 8466697 NL:

100
MA: 7825089 st prsuimy Mo A fi ot 1757 E4
MA: 1606276 vy W TIC MS
9 80 o e CRM_IW_B
g 0SC
€ 60
Kol
<
2 40
&
C MA: 1501592 , e =
200 e ) 150 Width = 3 m/z Iso Width = 4 m/z
Iso Width =1 m/z Iso Width =2 m/z
0 | T T T T T | 1 1 1 T T T U T | = 1 1 T =
0 1 2 3 4 5 6 7
Time (min)
Slika4.2-13 Zastupljenost CRM kvantifikacionog fragmenta boskalimi&Z@ 7 1) u zavi snosti od ¢
parentf ona (rastvor smedge pesticida u 0,050 % metanolno
HgmL™)
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RT: 0.00 -8.00 SM: 15B

MA: 44887224 NL:
100 o 4.10E5
] AT s ag703807 TIC MS
g 80 \ CRM_ActQ
g - i Aadt “BOSC
o
= —
é 60 1 MA: 11824224
2 40
£ 1
& 20 ) i oo,
] MA: 5590360 ActQ = 0.450 ActQ = 0.650 ActQ =0.750
G N T T T | T T T ‘ T T T T T T T o | T T T T ‘ 1 | T T
0 1 2 3 4 5 6 7
Time (min)

Slika4.2-14 Zastupljenost CRM kvantifikacionog fragmenta boskalitiéz 71) u zavisnosti od vrednosti Act.Q
parametra (rastvor smege pesticida u 0,050 % metanol

HgmL™)
RT: 0.00-8.00 SM: 15B
. MA: 39110904 MA: 39089725 NL:
100 MA: 38085633
1 MA: 35109248 , . . o g i pen e TN A o A 5TES
] l\ﬂ‘m.,, W/ WW“”’ .
g 807 CRM_ActTi
S 1/ me_BOSC
L. .
S 60/
0 11
< -/ — o
o 4071/  ActTime =30ms ActTime = 50 ms ActTime =70 ms ActTime =90 ms
® ]
Q |
@ 20
07 ‘r‘\‘ T T T T T am T r‘|[ T | T T T = T I"‘I ‘ T T ’7|—‘ T Iij T T T T I
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Time (min)

Slika4.2-15 Zastupljenost CRM kvantifikacionog fragmenta boskalitié 71) u zavisnosti od perioda
aktivacijeparentf ona (rastvor smege pesticida u 0,050 % met a
boskaida 10 pgmL?)

Sistematizovani pregled optimizovanih parametara” M8alize pesticida je prikazan u
tabelama4.2-1 i 4.22. U MRM MS?anal i zu p e edupodve tramzicie(Tabgla e n

4.2-1), jechakvantifikaciorakojau k | j u|l uj e naj z ast wnaklgjifikasiong i j on
kojau k I j ul uj eargdmpo zaktupljemostij e

MRM MS? analiza pirimetanila i ciprodinilaco g pri rode fragmentaciij e
ukl jul uje | edajednukvalifikadionuftrankiciucdoloMS analiza boskalida,
trifloksistrobina i nutranzigju(fabelad22), jerirdgimentaciig e s an
proizvoda prve fragmentacije daje iskljulivo
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Tabelad.2-2 Optimizovani parametri CRM prelaza pesticida

Parametri Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
Kvalifikacioniprelaz 183 Y1< 210Y16 / / /
Kvar;)t:fellrszcmnl 183Yy1f 210Y19 307V27 186V14 181Y16
Koliziona energija, % 52 52 77 47 53
W, 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

I nstrument al na osetljivost, grani ca det ekci

regi mi ma r a d a Sismatizbviare avwrednosdi granica detekcije i granica

kvantifikacije pesticida se nalazeTabela4.2-3. Granice detekcije piri
J

0,008 ugmL!za CRMdo 0,020 ugmitza SRM regim rada. Osetl jivec
naj v efdldcanr e gi mu ; sl edi j e osetljivost u SI M
osetljivost je najmanja u CRM r e @lika216.oko 12
Granice detekcije ciprodinila sc Full scan reos SIM
kr el u od o za@ul €5 2506 | y=2E407x+30911 -_g-l_ws y = 1E+07x + 52703 A
o Ly @ e R?=0.9837 e s R?=0.9783
scanr e gi m r ada o e 2 oo
- e .
'za SRM regim g £ sews .
. . .. = Sk = 6.E+05
detekcue C|prod|.n|Ia . .ugg::gg S acos
najselektivnijg» 8 26105
iznosi 0,009 Ug]L_l. Najb0|ja 0.000 0.025 0050 0075 0.100 O.Em?)_ooo 0025 0050 0075 0.100
d | S k r | m| nac | J a Koncentracija standarda, pgmL™ Koncentracija standarda, pgmL™
koncentracija pesticida (blank ... SRM CRM
H 1\ " 8.E+04 'S 6 y = 46863x + 1659.4
01005 | 01010 “gmL) Je UfU” g 7.E+04 ° b E z':;z R?=0.9917
scanr e gi mu, a s g
SI M pa S R MSlika § a&o 8 360
s 3.E+04 =1
4.2-17). S oem ¥® y = 558975x + 26488 e
o LE+04 R*=0.9339 @ 1E03

N

. - . N (k. "
Granice detekcije boskalida s *".n oos 000 oo om0 T

0.000 0.025 0.050 0.075 0.100

kr e i u od -bza [5134\%14 Koncentracija standarda, pgmlL™ Koncentracija standarda, pgmL™
do 0,013 pugmt! za full scan  Slika 4.2-16 Promena odzivairimetanilasa koncentracijom u MS
regim r ada. regimima razlilite se

di skriminacija najnigih koncentr geei jua SRevis tr ied
a slede gdull scan SI M, pa SikaM2-1B)e.giOms e(t | j i viulbdcanj e n aj
regi mu, dok je negto ni gaSlka4d®»l8akti |l no ista z
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Granice detekci
regim rada.
ugmL) j e u CRM

j e najulsednrae qui mu

Granice detekcije bifentrina v
fullscanod nosno

Naj bol j a

. 3.E+06
Sz

j e
di sk
a naj man|]

Full scan
y = 2E+07x + 88029

su istei iznose 0,25 pgmtt. 87 K09

Odziv  pseudomolekularnoc g i';ﬁ

jona bifentrina pri niskim g

koncentracijama (< 0,10 &

|ng|__1) ne pOkaZUje O'Em%.ooo 0025 0050 0075 0.100
korelaciju sa promenorr Koncentracija standarda, pgml™"
koncentracije ovog pesticidi ., SRM
(Slika ~ 4.220).  Granica 3 ueos v=iEH06+28293
detekcije bifentrina u SRM%:EE

regimu je pro §sem

ugmLl, a u CRM 5+~

0,021 pgmL™. Diskriminacija & ®es” °

niskih koncentracija bifentring
(blank; 0,005 i 0,010 pgmt)
je i zuzetna u
| emu j e osetl
vela od oset]
ugmL?) (Slika4.2-20) ;

Iz daljeg razvoja metode
i skl j ufulestdni M -
regi mi rada a
mal e sel ektiwv
SRM i CRM regi
pirimetanila i  ciprodinila
pogodan j e SRNM
procenjena granica detekcij

J

os e

-

Zastupljenost, arb

pesticida neg .
redgi mu, oset IS
pesticidima | 8§
SRM regimu. T2&
selektivnost 2
regi mu, smatr™
selektivnost

zadovol javajul =
fragmentacije pirimetanila i
ciprodinila takva da rezultuje
kvantifikacioni

identifikaciju.

j i

0.000 0.025 0.050 0.075 0.100

Koncentracija standarda, pgmL™'

regimima razlilite se
VvV UD L o uu <+ PUL a
vost. procenj ene
tljivost u SRM je oko 1,
Full scan
3.6405 36405 SIM
y = 3E+06x + 9627.7 = y = 2E+06x + 8915.3
3.E+05 =]
- R?=0.9702 S 2605 R? = 0.987 .
2.E+05 o
v 2 E+05
2.E+05 g
LE+05 Elm’s
=
5.E+04 “;" 5.E+04
N
0.E+00 0.E+00
0.000 0025 0050 0075  0.100 0.000 0025 0050 0075 0.100
Koncentracija standarda, pgmL™ Koncentracija standarda, pgmL™
3.E+05 SRM . 2.E+05 CRM
y = 2E+06x +9738.1 g 2E0° 1y = 2EH06x + 5607.4
2.E405 ) = 2.E+05 R? =0.983
R*=0.9911 % LEs05
2E+05 g 1E+05
< LE+05
LE+05 L 804
Q. 6.E+04
5.E+04 = 4.E+04
0 2.E+04
0.E+00 0.E+00
0.000 0.025 0.050 0.075 0.100 0.000 0.025 0.050 0.075 0.100
Koncentracija standarda, pgmL™ Koncentracija standarda, pgmL™
1 or 1 [a) Nnr 1 r n A A
Slika4.2-18 Promena odziva boskalida sa koncentracijom u M¢
regimima razlilite se
m i kvalifikacionim
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trifl okza$IM dor0,012 ugnmhiza SRM Kk r
r i mi(barke 0,005 0,018 n |
r déufj scanu , S laM,s | pead SlE&&YNA19). Ogptjivast (

a u CRIMa4r2a9% i mu
| 3.E406 SIM
8 y = 2E+07x + 2444.8
i R?=0.9916
E 2.E+06
c
2 1e06
[
>
£ SE05
]
N
0.E+00
0.000 0.025 0050 0.075 0.100
Koncentracija standarda, pgmL™
CRM
. LE+04
3903 |y =84422x + 791.45
5 8E03 R?=0.986
~ 7.E+03
B 6.F03
2 srs
L 4E+03
g- 3.E403
o 26403
m 1E+03
N 0Es00

0.000
Koncentracija standarda, ugmL™

0.025 0.050 0.075 0.100

Slika4.2-17 Promena odziva ciprodinila sa koncentracijom u M

nai 0,10 avom

fragment.
MRM analizu na M3nivou i pri niskim koncentracijama pesticida, a time i njihovu pouzdanu



|l zmelu SRM i CRM regima, za analizu boskalid
procenjena granica detegel ¢let inemaeot njigav el &S|
Vel a selektivnost u CRM regimu ima velu tegi
praktilno pr edst a¥vdivpuazasiipljdhosa fragmemtazkaiji jerodabram&ao
kvalifikacioni je izuzetno niskapor elLenj u sa kvantifikacionim
kvalifikacionog fragmenta boskalida je 4,50 % zastupljenosti kvantifikacionog fragmenta;
zastupljenost kvalifikacionog fragmenta bifentrina je 8,00 % zastupljenosti kvantifikacionog

fragment i analigt o b
Full scan SIM

niskih  koncentracija  ovih _ e , 9405
g y = 1E+07x + 125854 = g.+05 Y= 7E+06x + 104724

B 4EH05

Osetljivost prema boskalidu j¢ 2 ;¢
i L] ® 1.E+05
i sta u oba r ™ oesoo 0400

0.000 0.025 0.050 0.075 0.100

3.E+05
2.E+05

pesticida moglo da rezultuje§ == R? = 0.9842 £ e0s | R?=0.9966
gubitkom detekcije § g oo
. g . £ 6.E+05 -
kvalifikacionog fragmenta. £ 3 4505
El
7]
N

0.000 0.025 0.050 0.075 0.100

posledica prirode fragmentacij

. L . Koncentracija standarda, pgmL™ Koncentracija standarda, ugmL™
parentjona ovog pest|C|da, pri SRM CRM
. . . e 2.E+05
| e mu S e p praeje'dmjg:;;;gg v = 4E+06x + 67140 T ipos | v = 1E406x + 11305
fragment 1  kvantifikacioni &2 Re=09771 ® 1pos | R?=0.9862
fragmentmvz 307. Osetljivost § 2% . g
prema bifentrinu U opsegZ > 2 6604
koncentracija 0,000i 0,100 # =% 8 Seros
1 . N Ex N oeo00 @
“gmL Je nezr!atno manja l' - OOO.ODO 0.025 0.050 0.075 0.100 o DDO‘OOO 0.025 0.050 0.075 0.100
CRM r e g I mu, al Koncentracija standarda, pgmL™ Koncentracija standarda, pgmL™
H H H H LA A ) A rh A A = + v A A H A 1A A
] € P r | ) najni gl Slika4.2-19 Promena odziva trifloksistrobina sa koncentracijom u
pesticida znal regimima razlilite se
zbo rirode M$
g p ; ; T, 2E406 Full scan 2.E405 SIM
fragmentacije  bifentrina i< 2> .

. . g 26406 L] . g LE+0S
boskal i da ni '“_LH%/*/. '¢5‘1.E+05 3
implementirati MRM analizu na g = % ‘g;-jgj /
. . EH L] - L 3N ]
MS® nivou, to ne predstavijes . .. L sion
5 1.EH o

06

= 2 4E0a °
problem u pouzdanost B roos & 2eos ?
D - . '
|dent|f|kaC|Je peStICIda S 0.000 0.025 0.050 0.075 0.100 0F ODO_OOO 0.025 0.050 0.075 0.100
obzirom da S e Koncentracija standarda, pgmL™ Koncentracija standarda, pgmL™
selektivnoj MS analizi. - SRM - CRM
, . = y = 441490x + 7981.9 " ari04 ¥ = 320248x + 8564.5
l zmelLu SRM i CE£°% " R=og613 ¢ £ aon | Rd09320 ¢
analizu trifloksistrobina pogodar § ** . g oo
¥ O 3.E+04
j e SRM regi s . 8 2504
L . 2 igoeee 5 2608
fragmentacije trifloksistrobina je & vro: g 1e0s
. © m 5.E+03
takva da se kao njen rezulte™ oeo N ogon ¥
. 0000 0025 0050 0075 0100 0000 0025 0050 0075 0100
dd)”a]u samo dva fragmenti Koncentracija standarda, pgmL™ Koncentracija standarda, pgmL™
slilne zastupl Slika4.2-20 Promena odziva bifentrina sa koncentracijom u M:
Ov o omogul ava e W88l mima razliilite se

primenu MRM analize na M$iivou odnosno dobru selektivnost i pri niskim koncentracijama
pesticida, ali ne i preveliki gubitak osetljivosti u odnosu na* Malizu. Granice detekcije
tri floksistrobina u SRM i CRM regimu su upor e
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Tabela4.2-3 Instrumentalne granice detekcije i granice kvantifikacije pesticidaufigmLz avi snosti od r
rada analizatora

Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
Full scan regim
LOD 0,010 0,006 0,013 0,010 0,250
LOQ 0,030 0,018 0,041 0,029 0,756
SIM regim
LOD 0,011 0,007 0,009 0,004 0,250
LOQ 0,035 0,021 0,027 0,013 0,756
SRM regim
LOD 0,020 0,013 0,007 0,012 0,015
LOQ 0,038 0,038 0,022 0,036 0,047
CRM regim
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 razvojai primene metodeMET -LC-R1

4.2.2.1 Analiza ekstrakatajabukeiopgt a zapaganj a

Ekstrakcija kore vodom metodom simultan@ s
usitnjavanf u blenderu rezultuje ekstraktom koji-
i e 1z a mslikh £221). (Centrifugiranjeovog |
ekstrakta dovodi do

| vr st e f alzsee kora dsiaju umniodemo
fazi. CelLenje ovakvog ek
tegko i dovodi filtera(otdrilke
posl e procelLgnhogulkma
vel oj ¢njipfitara akoliko je potrebno
obezbediti welowetamog
Zbog tege pripr e mada Kaod
ekstrakciono sredstvo nije uzeta u da
razmatranje.Metanolni i acetonitrilni ekstrakt
koresurelativno bistri nakon centrifugiran{&lika
4.2-21). Mikrofiltracija ovih ekstrakata e | a

odnosu na vodeni ekstrakt kore.
] Slika 4.2-21 I1zgled centrifugiranih ekstrakata ko
UVIVIS spektri vodenog, metanolnog Z1 at n o g: 1Dogéni 2gnetanalni; 3

acetonitriinog ekstrakta kore Greni Smit acetonitrilni ekstrakt

Zl at nog Del ipgkaezsyao dir eAssides U\eatblastii gradi @ UV/VIS oblasti
spektra(Slika 8.10-1 - Slika 8.10-3, Prilog, str. 344-346). U odnosu navzodene spektre koji

pokazuju apsorpcioni maksimum n&200 nm, apsorpcionimaksimum metanolih i

acetonitrinh ekstralaet a s u pr o ¢ i~208 do+400mm Kadesk @osmatraa dkviru

istog tipa ekstraktea k r oz r awzoni dd+320enm doedrOt0e ,nm uvuo| ava se
intenzitetu apsorpciie e k st r a k bdaosuna GrengSeng iAjJdaretBa z | i ke su uo|
u metanol nom i acetonitrilnom ekstraktuu, dok
spektrima kod svetrisort8. obzirom na prirodu ekstrakcioni
sek od Deuloilgaevsaa vel a koncentracija |jakgupeapsor b
pigmenata

Slika4.2-22i Slika4.2-23 prikazuju hromatogrammetanolnog i acetonitrilnog ekstrakta kore
Zl atnog Del i ¢gdulisanr @ @ iathajarguiod 6D mio metaddET-LTQ-04)

i 25 min (metodaMET-LTQ-27). U odnosu nahromatogramacetonitiinog ekstraks, u
hromatogramumetanoliog ekstrakhs € mo g e i dremalkt d |f i iglineseekaje se
el uiraju na s amo m-3 mim) & rmakju broj primesana retentienim 2
vremenima preko 30 min.

Slika 8.91 - Slika 8.94 (Prilog, str. 340-343) prikazuju hromatogramenetanolnog i
acetonitrilnog ekstrakta kore Ajdareda i Greni Siml@tanolni hromatogranekstraktakore

razlsoftisa i vel.d kokomie',ri nalptnmesal koj e3 se el
min, procenjena preko NL vrednasti aj vjeel au ekstraktu ZIl atutnog Dce
ekstraktu Greni Smitacetonitrilni ekstraktikore a z | i | setam tk ug aur tyrimesga | i | i ni

na retencionim vremenima preko 30 min (metbtiaT-LTQ-04) odnosno u oblasti 223 min
(metodaMET-LTQ-27). P o r e Hle yradnostiili baznu liniju hromatograra ekstrakata
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analiziranih metodomMET-LTQ-27, uol ava se da pacetonigilan | ma
ekstraktu koré&reni Smita, a najmanje ekstraktu kore Ajdareda.
RT: 0.00 - 60.00 SM: 15B

2.21 NL:
100 1.82E6

. 2.35 1 TIC MS
80 RB_GD_M

i 2.61 EOH_FS60
60 2.96

] 3.43
40 3.90 43.70

14.62 1569 19.23

2316 2820 41.34 5757 59.93
% 32j.3 j\ .“\44.68 s MMW
O [T T T T [ T T T T [ T T T T[T T T T[T T T T [T T T T [T T T T [T T T T [T T T T[T T T T[T TT]1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Time (min)
RT: 0.00 - 25.00 SM: 15B
230 2.35 239 NL:
100 <Y
] 2.52 2 #i?f}s
80 2.71 RB_GD M
] \ EOH_FS25
. \ 3.17
607 N 371
] 183 "\, 4.20 17.00 17:25 1742
40 7% 642 758 933 1547 N 20.36
4 9 36 AN o e oo e g st P i “a //\/ ~20. 79 22 78
20~
07 r T T T T T [ T 1T T [ T T[T T T [T T T [ T T T [ T T T [ T T T [ T T T [ T T T [ T T T [T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Time (min)

Slika4.2-22 Hromatoga mi met anol nog ekstrakta kore Zl atnog Del

analiziranogu full scanr e § metadomMET-LTQ-04 (1) i metodomMET-LTQ-27 (2)
RT: 0.00-60.00 SM: 15B

253 NL:
1003 4 eg 1.29E6
] 3.08 1 TIC MS
80 3.32 RB_GD_AC
] N_FS60
sl 3.76
- 4.28 38.55
] 6.18
40° , 10.14 19.54 50,05 44.40
. 2441 7871 38.00 57.69 59-99
20 4493  54.64 W
7 a9 MW‘
O—7r1 [T T T T [ T T T T [ T T T T[T T T T[T T T T [T T T T [T T T T [T T T T [T T T T[T T T T[T TT]1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Time (min)
RT: 0.00 - 25.00 SM: 15B
21.66 NL:
1005 b5y 21.23 7.94E6
] 2.76 TIC MS
80— \3 01 21.85 RB_GD_AC
] 3.59 N_FS25
. ™ 3.92 1729 5012 22 54
60 1.79 e 81 629 883 069 1061 1279  17:08
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Slika4.2-23Hromatograni acet oni tril nog ekstrakta kore ZIlatnog

analiziranogu full scanr e ¢ menadomMET-LTQ-04 (1) i metodomMET-LTQ-27 (2)
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4.2.2.2 Rezultati ispitivanja parametara validacije

Osnovni parametri validacije su procenjendza ekstrakciona sredstiametanol i acetonitril;
na osnovu procenjenih parameteabrange pogodnijeekstrakciono sredstvo

Selektivnost U hromatogramimdlank metanoliog ekstrakta $lika 4.2-24 - Slika 4.2-29) i

blank acetonitriinogekstraktak or e Z1 at nog Del i ge Sika4d.230dar ed a
Slika4.235) , anal i zirani h iradaanazBidtay e u o EcRikbai paa g i mu
retencionim vr.emenima analita na osnovu | egajemaodaduiBlg €-RlzakI| j u
selektivna i u slulaju kadmesand&klaoi eussltaka
koristi acetonitril.
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Time (min)
Slika4.2-24Hr omat ogr a mi met anol nih ekstrakat aMEkTelf@44Z| at nog
bez dodatih pesticidablank (1) i standard matriksu - 1,00 pgmL-1 (2)
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RT: 0.00 - 25.00
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Slika4.2225Hr o mat ogr a mi met anolnih ekstrakat a METGLT@-
45): bez dodatih pesticidablank (1) i standard u matriksu1,00 ugmlL? (2)
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Slika4.2-26Hr omat ogr a mi met anol ni h ekstrakaMBT-LK@44ebetzr e ni

dodatih pesticida blank (1) i standard u matriksul1,00 pgmL? (2)
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Sika4.2227Hr omat ogr a mi met anol ni h ekstrakatMET-LIKWQ-45e betsr e n i Sr
dodatih pesticida blank (1) i standard u matriksu1,00 ugml?* (2)

Slika 4.2-28 Hromatogrami metanolnih ekstrakata kore AjdaredaS RM r e § i MET-LTQr44):tbezd a
dodatih pesticida blank (1) i standard u matriksul1,00 pgmL? (2)
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