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Covekov kontakt sa otrovima vremenom je postajao sve veéi i blizi, dobivsi, u
naSe vreme razmere koje nisu mogle ni da se zamisle. Nekada su otrovi izazivali strah
kod ljudi, a danas kao da ¢ovek od njih manje zazire, iako za to nema realnih osnova, jer
otrov je bio i ostao stalna potencijalna opasnost.

Covek se postepeno privikava na otrove, ne bioloski, jer takva adaptacija nije
moguca, ve¢ mentalno, na stanje u kojem Zivi kao na normalne uslove. Ukoliko se
prisustvo otrova u zivotu savremenog coveka prihvati kao neminovnost, onda je dobro
poznavanje otrova od najveCeg znacaja, radi koriS¢enja njihovog delovanja, uz Sto
manje Stetnih posledica.

Danas u zivotnu sredinu dospevaju ogromne koli¢ine razliCitih hemijskih
jedinjenja. Mnoga od njih se ne razlazu na prostije neSkodljive proizvode, veé se
nagomilavaju u atmosferi, vodi ili zemljiStu i transformiSu se u jo§ Skodljivije
proizvode. Zbog veoma raSirene upotrebe brojnih hemikalija u procesima proizvodnje i
prerade namirnica, kao i sve vece zagadenosti Zivotne sredine, dolazi do ulaska velikog
broja nenutritivnih komponenata u lanac ishrane coveka. lako se ove supstance u
namirnicama najc¢es¢e nalaze u malim tzv. rezidualnim koli¢inama, posledice njihovog
delovanja nisu zanemarljive.

Mnogi sastojci namirnica su hemijski stabilna jedinjenja, dok su druga veoma
nestabilna. U postupcima proizvodnje namirnica, njihove prerade, prometa i ¢uvanja
prehrambeni proizvodi mogu se neZeljeno ,,obogatiti* stranim supstancama kao $to su
toksi¢ni elementi, hormoni, rezidue pesticida.

Za razliku od vecine zagadujucih supstanci koje se u Zivotnu sredinu unose bez
odredenog cilja, pesticidi se unose sa namerom da pomognu ¢oveku - povecanjem
prinosa u poljoprivredi i suzbijanjem Stetnih organizama.

AnalitiCaru su u analizi rezidua pesticida u hrani i vodi neophodne osnovne
informacije o njihovim osobinama, o opasnostima koju predstavljaju po zdravlje ljudi i
putevima njihovog ulaska u lanac ishrane.

Nekontrolisana primena pesticida u pogledu vrste i koli¢ine datog jedinjenja,
kao i u pogledu pogresno izabranog perioda vremena koje je potrebno da protekne od
tretiranja biljke do njihovog ubiranja (karenca) dovodi do neZeljenih posledica na
zdravlje ljudi, korisnih insekata i Zivotinja. Iz tog razloga neophodna je kontrola
prisutnih pesticida u hrani, vodi i zemljiStu.

Odredivanje pesticida i njihova stalna kontrola je veoma vazna jer se pesticidi
razlikuju po hemijskoj strukturi, nacinu delovanja, biotransformaciji, nacinu eliminacije
iz organizma kao i po razli¢itom stepenu toksic¢nosti. Prema podacima koje su
objavljene od strane epidemioloskih studija, uticaj dugotrajne izloZenosti reziduama
pesticida dovodi do pojave malignih oboljenja, alergija i oSteenja brojnih vitalnih
organa. Iz navedenih razloga postoji stalna potreba za razvojem novih, osetljivih
analitickih metoda za kvantitativno pracenje i odredivanje pesticida u bioloSkom
materijalu i hrani.



Ova doktorska disertacija je doprinos razvoju novih kinetickih metoda u cilju
kvantitativnog odredivanja mikrogramskih koli¢ina pesticida: diflubenzurona,
bromacila, dimetoata, bromfenoksima, difenzokvat-metilsulfata i ancimidola, kao 1
primena datih metoda za njihovo odredivanje u uzorcima hrane, vode i zemljista.

Kineticke metode hemijske analize pruZaju moguénost za brzo i1 veoma
selektivno odredivanje niskih koncentracija raznih supstanci u rastvoru. Isto tako,
kineticke metode analize ne zahtevaju skupu opremu i koriste lako dostupne reagense,
te ih to ¢ini pristupacnim za analizu u laboratorijskim uslovima.

Pregledom literature (Science Citation Index i Chemical Abstract) nisu
pronadeni podaci iz oblasti kinetickih metoda analize za odredivanje mikrogramskih
kolicina pesticida, tako da je zadatak ove doktorske disertacije sledeci:

- ispitati uticaj pomenutih pesticida na brzinu odabrane indikatorske reakcije;

- primeniti spektrofotometrijski postupak za pra¢enje brzine reakcije;

- za obradu kinetickih podataka primeniti tangensnu metodu zbog postojanja
linearne zavisnosti apsorbance rastvora tokom prvih 5-6 minuta od pocetka

odigravanja reakcije.

U cilju razrade Sto osetljivije metode za odredivanje mikrogramskih koli¢ina
pesticida bic¢e potrebno sledece:

- ispitati optimalne eksperimentalne uslove pri kojima ispitivani pesticid pokazuje
najjace delovanje na brzinu indikatorske reakcije;

- ispitati zavisnost brzine reakcije od koncentracije svakog pojedinacnog reaktanta
1 odrediti red reakcije u odnosu na svaki reaktant pojedinacno;

- postaviti kineticke jednacine za ispitivane procese;

- odrediti tacnost i reproduktivnost odredivanja pomenutih pesticida odabranom
kinetickom metodom;

- odrediti minimalnu koncentraciju pesticida koja se mozZe odrediti datom
reakcijom, izraCunati granicu odredivanja i granicu detekcije;

- ispitati uticaj stranih jona na tacnost i reproduktivnost odredivanja pesticida
kinetickom metodom;

- ispitati moguénost primene date kinetiCke metode za odredivanje pesticida u
realnim uzorcima.



2. TEORIJSKI DEO






2.1. Pesticidi - opSte osobine

Uloga hrane u Zivotu ¢oveka je viSestruka. Hranom se unose mikroelementi i
vitamini ¢ime hrana ostvaruje svoju zaStitnu funkciju. Pored toga u organizam se
zagadenom hranom i vodom mogu uneti mnoge strane supstance koje Stetno deluju.
Zbog veoma raSirene upotrebe brojnih hemikalija u procesima proizvodnje i prerade
namirnica, kao i sve vece zagadenosti Zivotne sredine, dolazi do ulaska velikog broja
nenutritivnih komponenata u lanac ishrane ¢oveka. Postoji viSe od 60000 kontaminanata
hrane i vode sa jo§S uvek malo poznatim posledicama na ljudsko zdravlje. Iako se ove
supstance u namirnicama nalaze u malim tzv. rezidualnim koli¢inama, posledice
njihovog delovanja nisu zanemarljive.

Mnogi sastojci namirnica su hemijski stabilna jedinjenja, dok su drugi veoma
nestabilna. U postupcima proizvodnje namirnica, njihove prerade, prometa, ¢uvanja,
prehrambeni proizvodi mogu da se neZeljeno ,,obogate* stranim supstancama kao $to su
toksi¢ni elementi, hormoni, lekovi, rezidui pesticida (Miri¢ i gobajié, 2002).

Pesticidi kao hemijska sredstva za suzbijanje Stetnih mikroorganizama, insekata,
glodara, korova, zauzimaju posebno mesto, jer su toksi¢ni za korisne organizme i
coveka. Potencijalna opasnost je izraZenija jer se pesticidi masovno primenjuju u
agronomiji, Sumarstvu, stoCarstvu u konstruktivne svrhe, a takode se mogu primeniti
kao hemijska oruzja i u destruktivne svrhe. Nestruéna i neracionalna primena hemijskih
jedinjenja, a posebno pesticida, moZe biti toksi¢na tokom proizvodnje, prometa,
primena, pa kasnije tokom razgradnje. Shvataju¢i ozbiljnost 1 sloZenost ove
problematike, danas se u razvijenim zemljama vrlo intenzivno i kompeksno proucavaju
mogucnosti njihove racionalne primene, s potencijalnim opasnostima toksi¢nog
delovanja na korisne organizme (Soldatovi¢ i sar., 1980).

Pod pesticidima se podrazumevaju hemijska jedinjenja organskog, neorganskog
1 prirodnog porekla, koja se primenjuju u poljoprivredi, Sumarstvu, veterinarstvu,
prehrambenoj industriji i komunalnoj higijeni radi suzbijanja fitopatogenih organizama,
Stetnih insekata, nematoda, glodara, ptica, kao i za suzbijanje korova i regulisanje rasta
biljaka. Pesticid potice od latinske reci pestis - zaraza, boleStina, kuga i cedere - ubiti,
unistiti.

Istorija koriS¢enja pesticidnih sredstava veoma je duga. Sumpor je koriS¢en u
Kini jos hiljadite godine pre nove ere kao fungicidno sredstvo, a u Evropi je primenjen
kao fungicid tek 1800. godine. Ekstrakt lista duvana je koriS¢en 1690. godine kao
insekticid. Bakar-sulfat je 1882. godine uveden u zastitu vinove loze, a 10 %-ni rastvor
sumporne kiseline je na pocetku XX veka sluZio za uniStavanje nekih vrsta korova.
1930. godina se smatra pocetkom ere koris¢enja modernih pesticida.

Prema zvani¢nim podacima FAO, ukoliko se ne bi koristili pesticidi samo u toku
jedne godine, biljne bolesti 1 Stetni insekti 1 korovi smanjili bi svetsku proizvodnju hrane
za 25-30 %, a gubici uskladiStenih namirnica povecali bi se za jo§ 10-15 %.
Racionalnom primenom hemijskih sredstava, pre svega herbicida, proizvodi se samo u
SAD viSak zita dovoljan da ishrani pola milijarde stanovnika. Ukupan prinos svih
kultura poveéan je, u proseku, 2 do 3 puta primenom pesticida (Zivanovi¢, 2002).



U svetu i kod nas su poznate masovne i ekstenzivne Stete u poljoprivredi koje su
nanosile biljne i Zivotinjske bolesti s jedne strane, i korovi s druge strane. Izmedu 1842.
i 1847. godine zbog Stete u poljoprivredi u svetu je vladala glad koja je prouzrokovala
smrt Cetvrtine stanovniStva i emigraciju jo§ Cetvrtine u zemlje Afrike 1 Australije. |
danas prema saopStenju OUN-a, svake godine insekti pojedu tre¢inu svetskog prinosa
Zitarica. Ako se tome doda podatak da razli€ite vrste korova prouzrokuju Stetu od oko
75 milijardi dolara godiSnje u svetskoj proizvodnji hrane, onda se stiCe prava slika
potrebe za pesticidima. Zbog toga oni nesumnjivo pruzaju ¢oveku neprocenjivu korist u
zastiti gajenih kultura.

2.2. Osobine pesticida

Kod pesticida se mogu razlikovati tri grupe osobina koje karakteriSu njihova
svojstva. To su :

- fizicke

- hemijske i

- toksikoloSke osobine.

Fizicke osobine odreduju ponasanje i postojanost pesticida u razli¢itim uslovima
u kojima se ova jedinjenja mogu naci.

Hemijske osobine odreduju reaktivnost i postojanost na razli¢ite hemijske
uticaje.

Toksikoloske osobine karakteriSu otrovnost i na¢in delovanja na biljke i1 druge
Zivotne organizme.

2.2.1. Fizicke osobine pesticida

Poznavanje fizickih osobina pesticida preduslov je za njihovu uspeSnu primenu,
za razumevanje njihovog ponaSanja u zemljiStu, vodi i atmosferi, kao i za njihovo
Cuvanje. Savremena primena pesticida zahteva dobro poznavanje osobina pesticida
medu kojima fiziCke osobine igraju veoma vaznu ulogu.

Fizicke osobine, pored hemijskih, imaju jak uticaj na aktivnost pesticida na
razli¢ite vrste Stetnih organizama, na spoljnu sredinu, na masine za primenu i na ukupno
njihovo ponaSanje. Veliki prakti¢ni znacaj imaju sledece fizi€ke osobine pesticida:

- izgled (agregatno stanje)

- boja

- miris

- taCka mrZnjenja i topljenja

- gustina

- viskozitet

- koeficijent difuzije

- indeks prelamanja svetlosti

- opticka aktivnost

- povrSinski napon

- napon pare



- dipolni momenat

- dielektri¢na konstanta

- elektricna provodljivost

- toplota topljenja i toplota isparavanja
- kriticna temperatura i kritini pritisak
- isparavanje

- rastvorljivost

- podeoni koeficijent

- zapaljivost.

Izgled (agregatno stanje)

Pod normalnim atmosferskim uslovima (temperatura vazduha 20°C i vazdus$ni
pritisak 101,325 kPa) pesticidi se mogu nalaziti u te¢nom ili ¢vrstom agregatnom stanju.
Vecina pesticida se pri normalnim uslovima nalazi u ¢vrstom agregatnom stanju.

Boja

U cistom stanju, pesticidi kao organska jedinjenja rede apsorbuju vidljive zrake
nego IC ili UV, te su najces¢e zbog toga bezbojni ili beli. U hemijski Cistom stanju
vecina pesticida je bezbojna ili bele boje, dok tehnicki proizvodi mogu biti slabije ili
jaCe obojeni, Sto zavisi od vrste jedinjenja, tehnoloSkog postupka, nacina proizvodnje,
koli¢ine primesa 1 necistoca. U identifikaciji pesticida boja moZe biti vazan pokazatelj
koji ukazuje na prisustvo odredenih grupa u molekulu.

Miris

Pesticid ¢iji je napon pare dovoljno visok ima izvestan miris. Pesticidi mogu
imati karakteristi¢ni miris i mogu biti bez mirisa.

Intenzitet mirisa pesticida koji pripadaju istoj klasi jedinjenja zavisi od stepena
isparljivosti. Ja¢i miris imaju pesticidi sa nizom tackom kljuanja. Mirisi pesticida
mogu biti veoma razliciti jer pripadaju velikom broju razli¢itih hemijskih jedinjenja.

Tacka mrZnjenja i topljenja

Tacka mrZnjenja, odnosno topljenja, predstavlja temperaturu na kojoj pesticid
prelazi iz teCnog u ¢vrsto agregatno stanje i obrnuto. Za primenu i ¢uvanje pesticida,
izuzetno je vazno poznavati taCku mrZznjenja i topljenja. Na taCku topljenja ima uticaj
oblik molekula. Rac¢vast oblik molekula snizava tacku topljenja poSto molekul postaje
sve viSe loptast, povrSina mu se smanjuje, a time 1 intermolekulske sile.

Tacka topljenja je karakteristicna 1 konstantna za svaki pesticid 1 zbog toga
predstavlja vazan podatak za identifikaciju pesticida i stepen utvrdivanja njihove
Cistoce. Poznavajuci tacku mrznjenja i tacku topljenja moguce je odrediti u kakvom ce
se agregatnom stanju nalaziti pesticid za vreme ¢uvanja i posle primene pod odredenim
meteoroloskim uslovima. U tabeli 1 date su vrednosti za tacke topljenja nekih pesticida.



Tabela 1. Tacke topljenja nekih pesticida

Pesticid Tacka topljenja (°C)
Butahlor -5
Acetohlor 0
Cijanofos 14-15
Klonazol 25
Bifenetrin 51-66
Amitraz 86-88
Bromadiolon 200-210
Karbedazim 302-307
Tacka kljucanja

Tacka kljuCanja predstavlja temperaturu na kojoj pesticid iz teCnog agregatnog
stanja prelazi u paru, odnosno gas. TaCka kljuCanja predstavlja vaznu karakteristiku
pesticida, jer se na osnovu nje moze prosuditi o postojanosti tog jedinjenja u odredenim
uslovima. Pesticidi sa nizom tackom kljucanja krace se zadrZavaju na zemlji 1 delovima
biljaka, tj. brze isparavaju i za kra¢e vreme mogu se posti¢i vece koncentracije pesticida
u vazduhu. Pesticidi sa visokom tackom kljucanja teze isparavaju i njihovim obi¢nim
isparavanjem mogu se posti¢i visoke koncentracije para u vazduhu. Tacka kljuCanja
pesticida zavisi od njegove prirode, te ima veliku vrednost za karakterizaciju i
identifikaciju nepoznatog pesticida.

Tabela 2. Tacke kljucanja nekih pesticida

Pesticid Tacka klju€anja (°C)
Fosfin -87.4
Fention 87
Alahlor 100
Cikloat 145-146
Hlordan 175
Dikamba >200
Dikrotofos 400
Gustina

Gustina je masa jedinice zapremine. Vrednosti gustine daju se u g/cm’. Ona
opada pri poviSenju temperature, a ove promene su razliite za razliite pesticide.
Poznavanje gustine, narocito za pesticide u teCcnom agregatnom stanju ima veliki znaca;.
Pesticidi koji u teCcnom agregatnom stanju imaju vecu gustinu od jedinice, a ne
rastvaraju se u vodi, zadrzavaju se u donjim slojevima i obrnuto.



Tabela 3. Gustine nekih pesticida

Pesticid Gustina (g/cm3 )
Fenmedifam 0,34-0,54
Butilat 0,95
Acetohlor 1,13
Dihlorprop 1,42
2,4-D 1,56
Dikamba 1,57
Haloksifor 1,64
Viskozitet

Viskozitet je veoma vazna fiziCka osobina pesticida, od koje zavise mogucnosti
njihove primene u razli¢itim uslovima. Viskoznost je osobina tecnosti ili gasova da se
opiru promeni oblika, tj. opiru se pokretanju susednih Cestica, jednih u odnosu na druge.

Opticka aktivnost

Neki pesticidi 1 rastvori pesticida imaju osobinu da obréu ravan polarizovane
svetlosti bilo u pravcu kretanja kazaljke na satu, bilo u obrnutom pravcu. Takvi pesticidi
su opticki aktivni. Rotaciona mo¢, merena u standardnim uslovima, predstavlja
specificnu fizicku konstantu veoma korisnu za karakterizaciju i identifikaciju nekog
opticki aktivnog pesticida. Za dokazivanje enantiomernih oblika ovo je jedini kriterijum
za razlikovanje, jer Cisti enantiomeri imaju identi¢ne sve ostale fizicke osobine (tacku
topljenja, tacku kljucanja, gustinu, indeks prelamanja), a razlikuju se samo po tome §to
razli¢ito obr¢u ravan polarizovane svetlosti udesno (desnogiri) i ulevo (levogiri).

Tabela 4. Specificne rotacije nekih pesticida

Pesticid Specifi¢na rotacija
Tralometrin o, +21°
Transflutrin a; +153°
Streptomicin o, +84°
Deltrametrin o, +61°
Mekoprop-P o, +14,1°

Bioaletrin a)) —718,5°



Napon pare

Napon pare pesticida je pritisak pri kome se na datoj temperaturi uspostavlja
ravnoteza izmedu gasovite i Cvrste ili teCne faze. Povefava se sa povecanjem
temperature i kada se izjednaci sa postoje¢im atmosferskim pritiskom pesticid u tecnom
agregatnom stanju kljuca. Napon pare je u vezi sa taCkom kljucanja pesticida i ukoliko
je on visi, tacka kljucanja je niZa i obrnuto.

Pesticidi sa malim naponom pare isparavaju sporo. Napon pare opada sa
sniZenjem temperature. Poznavanje napona pare nekog pesticida ima prakti¢an znacaj.
Ova fizicka konstanta primenjuje se u mnogim teorijskim ispitivanjima. Brzo
isparavanje pesticida je nepozeljno, naroCito kada se radi sa otrovnim i zapaljivim
pesticidima. Za izraZzavanje isparljivosti pesticida primenjuje se relativna skala izraZzena
brojevima u odnosu na etar kao jedinicu. Po toj skali pesticidi se dele na:

- lako isparljive sa relativnom isparljivos¢u do 5
- srednje isparljive, sa relativnom isparljivos¢u od 5 do 35
- tesko isparljive sa relativnom isparljivosc¢u iznad 35.

U tabeli 5 data je komparacija rastvorljivosti, napona pare i isparljivosti nekih
pesticida.

Tabela 5. Komparacija izmedu rastvorljivosti u vodi, napona pare i isparljivosti
pesticida

Pesticid 13/?)5(;1\,?3]; /Vd‘;flg)“ Nap onI:lpzaSr? C(“ L) Isparljivost
Pebulat 60 4666270 233333
Vernolat 90 1333220 66666
Cikloat 85 826596 41333
Propanid 15 11333 566
Atrazin 33 13 1
Simazin 5 2 0,14
Alahlor 242 2933 146

Dipolni momenat

Dipolni momenat je proizvod rastojanja izmedu pozitivhog i negativhog
naelektrisanja u molekulu i jaCine jednog od naelektrisanja. On odreduje hemijske
osobine pesticida, odnosno njegovo ucesce u reakcijama koje se odigravaju u rastvoru.
Od polarnosti pesticida zavise specificna mo¢ rastvaranja, isparljivost, stepen
asocijacije. Polarni pesticidi bolje rastvaraju polarna jedinjenja 1 manje su isparljivi od
nepolarnih. Oni su po pravilu aktivni rastvaraci, koji uticu na osobine drugih polarnih
jedinjenja u rastvoru, u¢estvuju u intermedijarnim reakcijama i uti¢u na smer i brzinu
konacne reakcije.
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Toplota topljenja i toplota isparavanja

Toplota topljenja pesticida je koli¢ina toplote potrebna da se odredena koli¢ina
(1gili 1 mol) prevede iz ¢vrstog u tecno stanje.

Toplota isparavanja je koli¢ina toplote potrebna da se odredena koli¢ina
pesticida prevede iz teCne u gasovitu fazu.

Isparavanje

Isparavanje je pojava kada pesticid iz tenog ili ¢vrstog agregatnog stanja prelazi
u stanje pare odnosno gasa. Isparavanje se vrsi na svakoj temperaturi. Vece je i brze
ukoliko je viSa temperatura supstance koja isparava. Pod isparljivo$¢u se podrazumeva
kolicina pesticida koja moZe da ispari u vazduhu do maksimalne koncentracije
(koncentracija zasi¢enja) i izraZava se u rng/dm3 i g/crn3 ili rng/m3 .

Rastvorljivost

Ova osobina pesticida oznacava njegovu rastvorljivost u vodi ili drugim
rastvaratima. Ona predstavlja koli¢inu pesticida koja se pri odredenoj temperaturi
rastvara u jedinici zapremine rastvaraca. Raste sa porastom temperature. Kod pesticida
u ¢vrstom agregatnom stanju brzina rastvaranja zavisi ne samo od hemijske prirode ve¢
i stepena usitnjenosti, odnosno krupnoce Cestica. Kada voda sadrzi maksimalnu koli¢inu
rastvorenog pesticida, rastvor je zasic¢en. Pesticidi koji su slabo rastvorni u vodi teze se
spiraju sa tretiranih biljnih delova i zemljista.

U dekontaminaciji i detekciji pesticida veoma je vazno poznavati rastvorljivost
pesticida, jer od toga zavisi na koji ¢e se nacin 1 pomocu kojih supstanci izvrSiti njegova

dekontaminacija, odnosno ekstrakcija iz razli¢itih materijala.

Tabela 6. Rastvorljivost nekih pesticida u vodi

o 3
Pesticid Rastvorljivost (mg/dm”)

20-25°C
Aletrin Prakti¢no nerastvoran
Amitraz 1-10”7
Befenetrin 1-10*
Dihlobenil 18
Cijanazin 170
Bentazon 570
Dikvat 700000
Dilapon 900000

Razni pesticidi se rastvaraju u vodi na istoj temperaturi u razli¢itoj kolicini.
Rastvorljivost im se kre¢e od nekoliko miligrama do nekoliko stotinu grama u litru
vode. Prilikom rastvaranja obrazuju rastvore, suspenzije, emulzije. Obim 1 brzina
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rastvaranja ¢vrstih pesticida u rastvara¢ima zavisi od mnogobrojnih ¢inilaca. Polaznu
tacku pri izboru rastvaraa predstavlja pravilo: ,sli€no se rastvara u slinom®.
Rastvorljivost pesticida je vazna fizicka osobina jer od nje zavisi apsorpcija pesticida,
pokretljivost u Zivim organizmima i zemljiStu. U tabeli 6 su dati podaci o rastvorljivosti
nekih pesticida u vodi.

Podeoni koeficijent

Podeoni koeficijent K, u sistemu oktanol-voda predstavlja veoma vaznu fizicku
karakteristiku pesticida. On predstavlja raspodelu nekog pesticida izmedu oktanola i
vode u nekom odredenom odnosu. Odnos koncentracije pesticida koji je rastvoren u dve
teCne faze - oktanol (o) i vode (w) koje se ne meSaju i koje se nalaze u ravnotezi (faze
oktanol i voda), na odredenoj temperaturi jeste konstantan (koeficijent podele K).
Podeoni koeficijent se izrazava jednacinom:

K=—2 ey

Zapaljivost

Zapaljivost se odreduje na osnovu tacke paljenja, temperature zapaljivosti i
temperature samopaljenja. Tacka paljenja (flash point) je temperatura pri kojoj se
postiZze minimalna koncentracija zapaljivosti, odnosno moguce je pripaljivanje
pesticida.

Temperatura zapaljivosti je temperatura na kojoj je moguce kontinualno
sagorevanje pesticida, zapoceto u prisustvu plamena. Temperatura samopaljenja je
temperatura na kojoj se pesticid spontano pali, bez prisustva plamena.

Tacka paljenja pesticida se krece od 10 do preko 400 °C. U tabeli 7 su date vrednosti za
temperaturu paljenja nekih pesticida.

Tabela 7. Tacke paljenja nekih pesticida

Pesticid Tacka paljenja (°C) Pesticid Tacka paljenja (°C)

Etilendihlorid 12-15 Acetohlor >110
Butralin 35 Butilat 115
Buprimat >50) Pebulat 124
Klomazon 70-75 Fenitrotion 188

Mekoprop-P 70-80 Fenoksikarb 224

Cineb 90 Cikloat >100
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2.2.2. Hemijske osobine pesticida

Postojanje velikog broja pesticida koji pripadaju razli¢itim grupama hemijskih
jedinjenja otezava detaljnije razmatranje njihovih osobina. Ipak, to ne iskljuCuje
mogucnost razmatranja nekih opStih hemijskih osobina uslovljenih hemijskim sastavom
i strukturom molekula pesticida. U molekulu pesticida postoji strogo odredeni raspored
atoma kao i1 odreden raspored njihovih hemijskih veza. Ovaj raspored i karakter
hemijskih veza, izmedu atoma, ¢ini unutrasnju hemijsku strukturu molekula pesticida.

Hemijske i toksikoloSke osobine pesticida zavise od njegovog elementarnog
sastava 1 njegove hemijske strukture. Na osnovu poznate hemijske strukture mogu se
odrediti hemijske osobine datog pesticida. Hemijska struktura molekula moze se izraziti
pomocu strukturne formule koja mora biti jedna za dati pesticid. Hemijska struktura
molekula pesticida moze da se odredi prouCavanjem njegovih osobina pomocu
hemijskih i fizickih metoda.

Prava ,,nauka‘ o pesticidima nastala je neposredno pre i za vreme II svetskog
rata zahvaljujuci razvoju organske hemije. Tridesetih godina dvadesetog veka, hemijska
industrija je narocitu paznju posvetila mogucnosti koriS¢enja novosintetisanih jedinjenja
u borbi sa StetoCinama i bolestima biljaka. Prvu grupu sintetisanih pesticida Cinila su
organofosforna jedinjenja, a zatim organohlorna, karbamatna i druga jedinjenja. U
hemijskom smislu pesticidi mogu biti derivati ugljovodonika, alkohola, aldehida,
hinona, karbonskih kiselina, organskih jedinjenja sumpora.

Hemijske osobine pesticida zavise pre svega od strukture molekula. Kod
pesticida postoji direktna veza izmedu hemijske strukture i bioaktivhog odnosno
toksi¢nog dejstva (Meljnikov, 1974). Izvesni atomi i hemijski radikali koji ulaze u
sastav aktivnih materija direktno unose svoje toksicne osobine, kao Sto je slucaj sa
halogenim elementima ili teSkim metalima. Tako jedinjenja sa jednim atomom hlora u
molekulu imaju samo fumigantno dejstvo, a sa dva i vise molekul ispoljava insekticidno
1 baktericidno dejstvo (Kalajanova-Simeonova, 1980).

Hemijski karakter, tj. reakciona sposobnost, pojedinih atoma u sastavu molekula
pesticida menja se u zavisnosti od toga sa kakvim su atomima ili atomskim grupama oni
vezani u molekulu. Hemijski karakter nekog atoma u sastavu molekula pesticida i
njegovo ponasanje prilikom reakcije zavisi od prirode atoma i od njegovog polozaja u
molekulu. Svaki atom ili radikal uti¢e na druge atome 1 na osobine molekula kao celine.

U molekulu pesticida najceSce je zastupljena kovalentna hemijska veza. Kod
mnogih pesticida kao organskih jedinjenja ova veza je u vecoj ili manjoj meri
polarizovana. Osnovu molekula pesticida €ini ugljenikov lanac. U zavisnosti od oblika,
odnosno strukture ugljenikovog lanca, sva organska jedinjenja i pesticidi dele se u dve
osnovne grupe:

- sa otvorenim ugljenikovim lancem- ACIKLICNA
- sa zatvorenim ugljenikovim lancem- CIKLICNA
- karbocikli¢na

- heterocikli¢na.
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Veliki broj pesticida pripada grupi heterocikli¢nih jedinjenja. U njima su pored
ugljenikovih atoma zastupljeni i atomi azota, sumpora, kiseonika. Takode u sastav ovih
pesticida ulaze atomske grupe (NH,, NH, CO, COOH, NO,, OH, CHs, CH; i dr.) i ove
grupe odreduju pripadnost pesticida klasi organskih jedinjenja. Grupe koje odreduju
hemijsko ponaSanje pesticida su funkcionalne grupe. Postojanje azota u nekim
pesticidima u obliki nitrozo (NO) 1 nitro (NO,) grupe daje ovim jedinjenjima karakter
otrova sa izraZenim delovanjem.

Hemijske osobine pesticida treba razmatrati i sa glediSta medijuma u kome se
pesticidi nalaze. Voda predstavlja naj¢eS¢i medijum u kome se pesticid nalazi pre i
posle apsorpcije.

Svako hemijsko jedinjenje koje ispoljava svojstvo pesticida ima svoj hemijski
naziv. U upotrebi su najceS¢e dve nomenklature koje se koriste u davanju hemijskih
naziva jedinjenja. To su IUPAC i C.A.S. 1z tog razloga kod navodenja hemijskog naziva
pesticida treba dati podatke o nomenklaturi. Svaki pesticid ima broj pod kojim je
registrovan kod CAS. Obic¢no jedno jedinjenje ima jedan CAS broj.

Pored hemijskog naziva svaki pesticid ima genericki (trivijalni) naziv koji daje
ISO/TSO. Cesto se moZe sresti i oficijelni kod-broj pod kojim je neki pesticid uveden
kod Svetske Zdravstvene Organizacije (WHO). Svaki preparat pesticida ima svoj
trgovacki, fabricki ili zaStien naziv.

2.2.2.1. Hemijska reaktivnost (stabilnost)

Poznato je da stabilnost pesticida zavisi od njihovih hemijskih osobina, pa zbog
toga razliciti pesticidi razli¢ito reaguju na unutraSnje i spoljasnje uticaje. Unutrasnji
uticaj ogleda se u nestabilnosti pesticida pri duzem cuvanju. Pojedini pesticidi se pri
duZem stajanju menjaju 1 usled razlaganja, polimerizacije, gube bitne hemijske
karakteristike. Ovakvim pesticidima se dodaju razna hemijska jedinjenja tzv.
stabilizatori, radi usporenja navedenih procesa. Mnogi pesticidi ispoljavaju visok stepen
stabilnosti za vreme cCuvanja u optimalnim uslovima. Promenom uslova cuvanja
(temperature, pritiska vode ili kiseonika, pH, svetlosti) za neke od pesticida stabilnost
molekula se drasticno smanjuje, skoro do tog stepena da postanu neaktivni i
neupotrebljivi.

2.3. ToksikoloSke osobine pesticida

Toksi¢nost pesticida je jedna od vaznih osobina koja karakteriSe delovanje
nekog pesticida na Zivi organizam. Ona uglavnom zavisi od sposobnosti delovanja
pesticida na razlicitim konstituentima celije koji igraju vaZznu ulogu u biohemijskim i
fizioloSkim procesima. Sam pojam otrovnosti-toksicnosti Cesto se pogreSno shvata.
Svajcarski fizi¢ar Paracelsus je tvrdio da toksi¢ni efekti neke supstance zavise od doze.
Imajuéi u vidu da je pojam otrovnosti uslovan, Sto znaci da pojedini Zivi organizmi
razli¢ito reaguju na isto hemijsko jedinjenje, razumljivo je Sto definicija pojma otrova
nije laka i Sto je dovodila do razli¢itih misljenja.
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Danas se pod otrovom podrazumevaju hemijske supstance stvorene izvan Zivog
organizma, ili one koje luce Ziva bica (toksini). Unete u organizam coveka mogu
prouzrokovati bolest ili smrt. Razlog zbog ¢ega se hemijski novosintetisana jedinjenja
smatraju toksi¢nim je taj da nisu proizvod evolucije Zivih organizama i da kao takva ne
nastaju prirodnim procesima. Danas je prihvacena definicija prema kojoj je otrov ona
materija (supstanca) koja u malim koli¢inama deluje na organizme bilo da razlaze
njihovo tkivo, bilo da inhibira vaZzne fizioloSke procese (Mokranjac, 1973). Pesticid se
ne mora tretirati kao otrov, ali zbog dugotrajne izloZenosti, svakodnevnim unoSenjem
odredene koli¢ine datog jedinjenja ono kasnije pokazuje svoje toksi¢no dejstvo.

Pojam doze se uvodi da bi se kvantifikovali podaci o toksi¢nosti pesticida 1
drugih toksic¢nih supstanci. Doza predstavlja koli¢inu neke supstance koja je potrebna
da bi se postigao odredeni efekat u organizmu. Doza je ona koli¢ina otrova koja izaziva
smrt, uginuce ili trovanje bez letalnog ishoda.

Za svaki pesticid postoji izvesna koli¢ina ispod koje taj pesticid u organizmu ne
prouzrokuje dejstva koja se na danaSnjem nivou metodike mogu registrovati. Ova
koli¢ina se naziva grani¢na koli¢ina.

Kada se odredi doza bez efekta ona postaje baza za mnoge druge parametre u
toksikologiji. DopuSteni dnevni unos (ADI) je kao veliCina nastala na bazi doze bez
efekta. Ona predstavlja onu koli¢inu pesticida koja se moZe unositi u organizam ¢oveka
u toku duZeg vremenskog perioda bez oSte¢enja organizma.

Kad se Zeli izraziti otrovnost pesticida na Coveka 1 razne vrste drugih
organizama koristi se letalna doza i govori se o srednje letalnoj dozi LDsy. Ona
predstavlja koli¢inu toksi¢ne supstance izrazenu u mg/kg telesne teZine tretiranih
organizama koja izaziva 50 % smrtnosti. Podatak o LDsy moze se smatrati jednom od
najvaznijih karakteristika pesticida, ali ga treba upotrebljavati zajedno sa ostalim
karakteristi€énim toksi¢nim svojstvima pesticida (MiloSevi¢ i Vitorovi¢, 1992).

Minimalna letalna doza MDL ili LD¢ predstavlja najmanju koli¢inu otrova koja
u toku 24 ¢asa prouzrokuje smrt 16 % tretiranih organizama.

Tolerantna doza ili maksimalno dozvoljena doza MDK predstavlja koli¢inu
pesticida izrazenu u miligramima na kilogram telesne teZine koju Covek mozZe da
konzumira svakodnevno do kraja Zivota, bez posledica na organizam.

U literaturi se za slucaj inhalacionog trovanja, tj. trovanja putem organa za
disanje navodi letalna koncentracija LC.

Apsolutna smrtna koncentracija (LCgo) predstavlja koli¢inu otrovne supstance
koja u definisanom vremenskom periodu izaziva 100 % smrtnost kod izloZenih
individua.

Srednja smrtna koncentracija (LCsp) predstavlja koli¢inu otrovne supstance koja
u definisanom vremenskom periodu izaziva 50 % smrtnost kod izloZenih individua.

Ove veliCine nisu jednake za sve organizme, niti za jedinke iste vrste. Ljudi koji
boluju od hroni¢nih bolesti osetljiviji su od zdravih, deca od odraslih (¢ak do 6 puta). |
medu ljudskim rasama ima razlika. Ispitivanja su pokazala da ljudi crne i Zute rase bolje
podnose insekticide na bazi DNOC i DNBPA nego ljudi bele rase (Paget i Barnes,
1964).
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Uzevsi LDsy kao veli¢inu za poredenje svi pesticidi se po svojim toksi¢nim
osobinama svrstavaju u Cetiri grupe. Ova podela data je u tabeli 8.

Tabela 8. Podela pesticida prema toksicnosti

Grupa Toksi¢nost LDs (mg/kg)
I grupa Ekstremno toksi¢ni do 50
IT grupa Visoko toksicni 50-250
IIT grupa Srednje toksi¢ni 250-1000
IV grupa Malo toksi¢ni 1000-5000

Koli¢ina pesticida u namirnicama i vodi zavisi od njihove perzistencije. Ona
predstavlja vreme zadrzavanja nekog pesticida u prirodnoj sredini i ona zavisi od
hemijskih, fizickih i bioloskih faktora.

Nivo pesticida u namirnicama zavisi od poStovanja karence pesticida. Karenca
predstavlja period od primene pesticida do berbe ili setve biljnih kultura, odnosno to je
poslednji rok primene nekog pesticida pre berbe ili Zetve.

2.4. Posledice Stetnog dejstva pesticida

Za razliku od vecine zagadujucih supstanci koje se u Zivotnu sredinu unose bez
odredenog cilja, pesticidi se unose sa namerom da pomognu Coveku, povecanjem
prinosa u poljoprivredi, voclarstvu, vinogradarstvu i Sumarstvu suzbijanjem Stetnih
organizama. Uticaj pesticida na biocenoze je veoma sloZen i1 raznovrstan. Posledice
delovanja pesticida zavise od karaktera ili dela ekosistema, ali i od fizi¢ko-hemijskih
osobina upotrebljenih preparata.

Sistematska primena pesticida predstavlja neposredno dejstvo na biocenozu i
vodi do delimi¢nog uniStavanja korisnih insekata-opraSivaca, mrava, negativno deluje
na ribe, beski¢menjake i ptice, a takode na Zivotinje i Coveka.

Nepovoljno delovanje pesticida uglavnom zavisi od njihovih fizicko-hemijskih
karakteristika. Njihova toksi¢nost zavisi pre svega od fizicko-hemijskuh karakteristika
kao Sto su isparljivost, rastvorljivost u vodi, organskim rastvaraima, mastima i uljima,
nacina primene 1 mogucnosti kontaminacije aerosolima i suspenzijama, meteoroloskih
uslova u trenutku kontakta. Neracionalna primena pesticida jedan je od najvaZznijih
faktora zagadivanja Zivotne i radne sredine kao i trovanja ljudi i Zivotinja. U SAD se
godisnje belezi izmedu 10000 i 20000 trovanja uzrokovanih pesticidima. U Iraku je
1972. godine od fungicida na bazi Zive bilo otrovano preko 100000 ljudi.

Indirektne kontaminacije su znatno Sire jer one obuhvataju dodatni unos
pesticida preko vazduha, vode 1 hrane 1 njima je u principu znatno ugroZeniji Zivi svet u

......

(1974. god) zabelezZen je u slivu Zapadne i Velike Morave u duZini od oko 50 km.
U poljoprivredi su kao hemijska sredstva za zaStitu biljaka primenjivani

neorganski pesticidi koji su sadrzavali arsen, Zivu i druge elemente. Ovi preparati
poseduju veliku toksi¢nost 1 ispoljavaju neposredno dejstvo na Zive organizme

16



uzrokuju¢i njihovo uniStavanje. Zbog toga su oni primenjivani sa velikom
predostroZnoS¢u u odnosu na ¢oveka i u ograni¢enim koli¢inama. Istovremeno pesticidi
ove klase ne ispoljavaju sposobnost akumulacije u organizmu i dovoljno se brzo razlazu
u Zivotnoj sredini.

ZnaCajna naruSavanja u biocenozama registruju se pri sistematskoj primeni
visokotoksi¢nih pesticida, organohlornih jedinjenja, naro€ito preparata DDT i HCH
(heksahlorcikloheksan). Ovi preparati se loSe razlazu u vodi i zemljiStu, poseduju
sposobnost akumulacije u biljkama i organizmima Zivotinja, pa njihova dugotrajna
primena u neograni¢enim koli¢inama ispoljava znacajna dejstva na biocenoze. Veliku
opasnost predstavlja prisustvo ove klase pesticida u lancima ishrane. Pesticidi se
akumuliraju¢i u jednim organizmima, postepeno putem lanca ishrane lako predaju
drugim. U vodenim ekosistemima pesticidi lancem ishrane prelaze od planktonskih
organizama ka ribama, a od njih ka pticama. Pri tome sadrzaj preparata u svakoj
narednoj karici lanca raste stotinu pa i hiljadu puta (Markovi¢ i sar.,1996).

Stetni efekti pesticida posledica su neracionalne i nestruéne upotrebe, rukovanja
ili Cuvanja kao 1 zloupotrebe ili udesa. Pri tom su Zrtve ljudi, Zivotinje i Zivotna okolina.
Navodi se slede¢i primer: eksplozija u skladiStu aktivnih materija za formulaciju
pesticida pored materijalne Stete prouzrokovala bi hemijsku kontaminaciju u
smrtonosnim koncentracijama u pre¢niku od oko 60 km?, znaci trovanja kod ljudi
nastupili bi u roku od nekoliko minuta a u toku prvih 24 ¢asa polovina bi umrla bez
obzira na preduzete mere li¢ne i kolektivne zaStite. Hemijska kontaminacija atmosfere,
zemljiSta, rastinja i vode zadrzala bi se na istom prostoru u periodu od 3 do 6 nedelja
(Jovi¢, 1978).

Neadekvatnom hemizacijom poljoprivrede uspostavljeno je ve¢ danas stabilno
kruZenje pesticida 1 njihovih degradacionih proizvoda u Zivotnoj sredini. Kao posledicu
nalazimo pesticide i njihove rezidue u hrani. Nadeno je da viSe od polovine uzoraka
hrane sadrzi nedozvoljene visoke koncentracije rezidua pesticida (Adamovi¢, 1967).
Zbog razliCite brzine razgradnje pesticidi se u manjoj ili ve¢oj meri nagomilavaju u
zemljiStu. Degradacija pojedinih pesticida moZze trajati 5 do 10 godina (primer DDT-a
¢iji su ostaci pronadeni i posle 20 godina), Sto zavisi od geoloSkog sastava zemljista,
nacina obrade, vlaZnosti, temperature. ZemljiSte kontaminirano pesticidima uti¢e na
njegove biocentricke odnose, a posledi¢no na povrSinske i podzemne vode (Barnabej,
1976).

2.4.1. Hemijska kontaminacija hrane

Hemijska kontaminacija hrane i vode poti¢e od nenamernih ljudskih aktivnosti
(tzv. antropogena kontaminacija) i iz prirodnih izvora. Putem vazduha, iz zemljista,
zagadenih vodotokova u hranu moZe dospeti veliki broj zagadivaca koje emituju
industrijska postrojenja i izduvni gasovi motornih vozila.

Tokom proizvodnje, prerade, prometa i Cuvanja namirnica koristi se veliki broj

hemijskih sredstava, kao §to su sredstva za zaStitu biljaka od izazivaca razli€itih bolesti,
StetoCina, kao i sredstva koja Stite proizvedene namirnice od kvarenja. Smatra se da
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preko hrane i vode za pic¢e u organizam dospeva najveci broj hemijskih zagadivaca
Zivotne sredine (oko 90%). Neki od njih u organizam mogu dospeti iz viSe razli€itih
izvora. Nitrati su na primer prirodni sastojci povrca, ali u biljke mogu dospeti iz
sredstava za dubrenje zemljista ili putem kiselih kiSa. Takode se nitrati i nitriti koriste i
kao aditivi u procesu proizvodnje nekih prehrambenih proizvoda Zivotinjskog porekla.

Dakle, kontaminanti su sve supstance koje nenamerno dospevaju u namirnice pri
proizvodnji, prometu, transportu, cuvanju ili su poreklom iz ambalaznog materijala ili
zagadene okoline, i u njima se nalaze kao ostaci (rezidue). Zagadenje namirnica ovim
hemijskim jedinjenjima oznacava se kao hemijska kontaminacija.

2.4.2. Vrste trovanja

Sa glediSta trovanja, toksi¢nost pesticida moze se podeliti na: akutnu toksi¢nost,
subakutnu toksi¢nost, hroni¢nu toksi¢nost.

Akutna toksi¢nost nastaje posle jednokratnog unosenja pesticida.

Subakutna toksi¢nost je toksi¢nost koja nastaje posle unoSenja pesticida u toku 5
do 90 dana.

Hroni¢na toksi¢nost se definiSe kao toksi¢nost koja nastaje posle dvogodisnjeg
oralnog unosenja pesticida.

Hroni¢na toksicnost prati se u toku celog Zivotnog veka eksperimentalnih
Zivotinja.

Prema uzrocima razlikuju se sledeci oblici trovanja:

- zlo¢inacka trovanja

- samoubilacka trovanja
- zadesna trovanja

- profesionalna trovanja
- medicinska trovanja.

2.5. Podela pesticida

U proizvodnji, prometu i primeni danas se u svetu nalazi ogroman broj pesticida
(oko 5 miliona jedinjenja). Od tako velikog broja jedinjenja samo mali broj je naSao
Siroku prakti¢nu primenu. Zbog postojanja velikog broja pesticida i stalne proizvodnje
preparata sa novim ili delimi¢no izmenjenim svojstvima, razvoj i nazive proizvoda ove
grane hemijske industrije je veoma teSko pratiti. Ovo utoliko pre S$to pojava novog
preparata ne znaci da je doslo do otkri¢a nove aktivne supstance pesticida. Zato se javlja
potreba da se primene razliCite klasifikacije i podele pesticida. NajceSce se pesticidi dele
prema:
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- nameni

- vrsti Stetnih bioloSkih agenasa koje suzbijaju ili se specava njihova pojava
- specificnom delovanju u pojedinim fazama razvic¢a

- karakteru dejstva na Stetne bioloSke agense

- mehanizmu delovanja

- vremenu primene

- stabilnosti molekula u prakti¢cnim uslovima primene

- stepenu otrovnosti za razli€ite vrste organizama

- stepenu dejstva preko koze

- stepenu akumulacije u organima toplokrvnih Zivotinja

- stepenu izazivanja mutacija na biljkama, Zivotinjama ili drozofili
- stepenu kancerogenosti kod ljudi i Zivotinja

- hemijskoj strukturi.

U tabelama 9, 10 i 11 data je klasifikacija pesticida prema stepenu toksic¢nosti u nasoj
zemlji 1 prema kriterijjumima WHO 1 EPA.

Tabela 9. Podela pesticida kao otrova prema srednje smrtnoj dozi LDsy (SluZbeni list
SRJ 15/95)

3
Grupa otrova LDso (mg/kg) LCS 0 (mg/dm )
oralno dermalno inhalaciono
I <25 <50 <0,5
11 25-200 50-400 0,5-2
II 200-2000 400-2000 2-20

Prema nameni ili vrsti Stetnih organizama koji se suzbijaju ili se sprecava
njihova pojava pesticidi se mogu podeliti na nekoliko grupa:

- herbicidi - jedinjenja koja se koriste za uniStavanje korovskih biljaka

- insekticidi - sredstva koja Stite ljude i biljke od insekata

- akaricidi - sredstva koja se koriste za suzbijanje pregalja i njihovih razvojnih
stadijuma larvi, jaja

- fungicidi (i baktericidi) - sredstva koja se koriste za uniStavanje Stetnih nizih
biljaka, gljivica i plesni

- nematocidi - sredstva koja se koriste protiv nematoda (valjkastih glista)

- rodenticidi - sredstva koja se koriste za uniStavanje glodara

- antihelmintici - sredstva koja se koriste za suzbijanje glista

- defolijanti - sredstva koja izazivaju prevremeno opadanje liS¢a

- desikanti - sredstva koja izazivaju susenje biljaka.

Podela pesticida prema stepenu toksi¢nosti nije identi¢na u svim zemljama.

Ostra granica izmedu pojedinih grupa pesticida ne postoji jer pojedini
pesticidi mogu istovremeno da deluju na viSe vrsta Steto€ina.
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Prema stabilnosti molekula pesticida u uslovima spoljasnje sredine pesticidi se
mogu podeliti na:

- veoma stabilne (vreme razlaganja na netoksi¢ne komponente duze od 2
godine)

- stabilne (vreme razlaganja na netoksi¢ne komponente od 6 meseci do 2
godine)

- srednje stabilne (vreme razlaganja na netoksi¢ne komponente od 1 do 6
meseci)

- slabo stabilne (vreme razlaganja na netoksi¢ne komponente krace od mesec
dana).

Tabela 10. Klasifikacija pesticida na osnovu akutne toksicnosti po kriterijumima
Svetske Zdravstvene Organizacije (WHO)

G LDsy za pacove (mg/kg telesne tezine)
rupa Klasa Oralna doza Dermalna doza
otrova o 1 < v I v
cvrsto tecno cvrsto tecno
I, ekstremno <5 <20 <10 <40
toksic¢ni
I visoko 5-50 20-200 10-100 40-400
toksic¢ni
1l srednje 50-500  200-2000 = 100-1000  400-4000
toksic¢ni
I slabo. <501 <2001 <1001 <4001
toksic¢ni

Na osnovu stepena akumulacije u organima toplokrvnih Zivotinja pesticidi se
mogu podeliti na:

- pesticide visokog stepena akumulacije (koeficijent akumulacije manji od 1)

- pesticide izraZenog stepena akumulacije (koeficijent akumulacije izmedu 1 i
3)

- pesticide srednjeg stepena akumulacije (koeficijent akumulacije izmedu 3 i
5)

- pesticide slabo izraZzenog stepena akumulacije (koeficijent akumulacije veci
od 5).

Koeficijent akumulacije predstavlja broj koji se dobija kada se suma doza koje
izazivaju 50% smrtnosti eksperimentalnih Zivotinja pri viSestrukoj primeni podeli sa
dozom koja izaziva 50% smrtnosti pri jednokratnoj primeni.

Prema stepenu izazivanja mutacija na biljkama, Zivotinjama i na drozofili
pesticidi se dele u pet grupa:

- supermutageni pesticidi - izazivaju 100 % mutacija na biljkama i
Zivotinjama
- jako mutageni pesticidi - izazivaju 5 - 10 % mutacija na drozofili
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srednje mutageni pesticidi - izazivaju 2 - 5 % mutacija na drozofili
slabo mutageni pesticidi - izazivaju 1 - 2 % mutacija na drozofili
veoma slabo mutageni pesticidi - izazivaju 0,5 - 1 % mutacija na drozofili.

Tabela 11. Klasifikacija pesticida po kriterijumima Agencije za zastitu spoljne sredine

(EPA)
Akutna toksi¢nost za
pacove
Grupa Oralna LDsg ) .. Efekat na
otrova ) Dermalna = Inhalaciona | Efekat na oci Koz
LDs LCso
(mg/kg) (mg/dm”)
koroziva i
)| <50 <200 <0,2 neprovidnost = koroziva
roznjace
I 50-500 200-2000 0.2-2.0 neprovidnost | iritacija 72
T roznjace sata
iritacija .
reverzibilna .sr.edn.J.a
111 500-5000 2000-20000 2,0-20 u toku 7 iritacija 72
dana sata
srednja ili
v <5000 < 20000 <20 ne iritira | 1303
iritacija 72
sata

Prema stepenu isparljivosti i opasnosti pesticidi se dele u sledece grupe:

- jako opasni pesticidi- pesticidi €ija je zasi¢ena koncentracija veca ili jednaka
toksi¢noj

- opasni pesticidi- pesticidi ¢ija je zasi¢ena koncentracija veca od tolerantne

- slabo opasni pesticidi- pesticidi ¢ija zasi¢ena koncentracija ne pokazuje
znake intoksikacije.

Prema hemijskoj strukturi pesticidi se klasifikuju na:
- organska jedinjenja

- neorganska jedinjenja

- pesticide prirodnog porekla.

Sve ove klasifikacije ne uzimaju u obzir hemijsku strukturu jedinjenja iako

pesticidi i njihovi preparati imaju ta¢no definisanu strukturu. Ovo moze da odigra
vaznu ulogu u sistemu klasifikovanja pesticida.
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2.6. Osnovni putevi rasprostiranja pesticida

Danas je poznato visSe od 55000 razlicitih hemijskih jedinjenja, proizvoda
hemijske delatnosti coveka, koja na razliCite nacCine dospevaju u spoljnu sredinu. Mnoga
od njih predstavljaju opasnost za razliite vrste Zivih organizama jer prouzrokuju
neZeljene efekte u Zivotu mikroorganizama, biljaka, Zivotinja i ¢oveka. Od tog broja,
svega oko 0,9 % ucestvuju pesticidi i njhovi metaboliti (Melnikov i sar., 1977).

Sva hemijska jedinjenja su uklju¢ena u proces kruzenja materije i energije.
DuZzina kruZenja razlicitth hemijskih jedinjenja je nejednaka, a neka nestabilna
jedinjenja ne prolaze kroz sve faze kruZenja.

Perzistentna jedinjenja, posebno ona koja sadrze Hg, As, Pb, Se, Cd i druge
teSke metale mogu se nakupiti u pojedinim delovima spoljne sredine i naneti ozbiljne
posledice (Vroc€inski, 1980).

Biokoncentracija elemenata Cd, Pb, As u hidrobiontima u morima je veé
dostigla opasne koncentracije.

Stabilni i lipofilni pesticidi veoma se intenzivno nagomilavaju u hidrobiontima
(Vrocinskij 1980; Khan 1977). Na primer koeficijent biokoncentracije DDT-a u
pastrmci je 124, pentahlorfenola 5360, karbarila 947, 2,5-dihlor-4-nitrosalicilanilida
10000. Pri tako visokoj koncentraciji u hidrobiontima i drugim delovima spoljne sredine
oni se mogu nagomilavati u proizvodima za ishranu dece.

Osnovni putevi rasprostiranja pesticida u spoljnu sredinu predstavljeni su na slici 1.

~ )/ Fotodegradacija
} /\ pesticida

[ -

[ PESTICIDI } Taloenje
\ Isparavanje T
u atmosferu
Stoka
Usvajanje od Degradacija zemljisnim ) w

strane biljaka organizmima J Povrsinsko oticanje u reke Ribe

A 4

v

Ispiranje ispod zone korena
kiSom ili navodnjavanjem

Slika 1. Osnovni putevi rasprostiranja pesticida u spoljasnjoj sredini
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2.6.1. Pesticidi u zemljiStu

S obzirom da su Siroko primenjivani u poljoprivredi, Sumarstvu i komunalnoj
higijeni, pesticidi spadaju u zagadivace Zivotne sredine (Aleksandrov, 1996). Spiranjem
pesticida sa tretiranih kultura padavinama i sa povrSine zemljiSta oni se prvo
akumuliraju u povrSinskim vodama. Stabilnost dospelih pesticida odredena je fizicko-
hemijskim osobinama aktivne materije, koncentracije i tehni¢ke primene, tipa zemljiSta
1 meteoroloskih uslova. Usled prisustva humina i glina zemljiSte moZe da veZe velike
koli¢ine pesticida. To su kompleksi izmedu huminskih kiselina i herbicida, odnosno
insekticida (Felbeck, 1956).

Herbicidi su zbog intenzivne upotrebe i dugog perioda razlaganja najveci
zagadivaci zemljiSta. Na dubini od 15 cm mogu se naci u koncentraciji od 40-80 % od
primarno nanete koli¢ine. Vec¢ina organofosfornih jedinjenja, zbog hidrolitickog
razlaganja, u zemljiStu postaje inaktivna u toku jedne godine.

Reakcije koje se odvijaju u zemljiStu jako utiu na rast i razvoj biljke 1 na
intenzitet procesa u zemljiStu i biljnom organizmu. Takode reakcije koje se odvijaju u
zemljiStu uticu na dinamiku i pravac razgradnje pesticida, na procese usvajanja i
transformacije u biljkama.

2.6.2. Pesticidi u atmosferi

U atmosferu pesticidi mogu dospeti direktno iz vazduha prilikom primene
avionima 1 helikopterima, ili sa zemlje primenom masina 1 aparata. Mogu dospeti u
atmosferu i isparavanjem sa povrSine zemlje, vode, biljaka i drugih povrSina na kojima
se nalaze. Pesticidi koji se odlikuju vecom isparljivo$¢u na odredenoj temperaturi u
vecoj koli¢ini dospevaju u atmosferu.

[ PESTICIDI

DIUZUA Y HIDROLIZA
GORNIJE SLOJEVE
)
TALOZENJE NA [ OKSIDACIJA O,10;
ZEMLIJISTE
Y FOTOHEMIJSKO .

RAZILAGANIJE y

TALOZENJE NA
VODENIM POVRSINAMA

Slika 2. Transformacija pesticida u atmosferi
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Isparavanje pesticida sa povrSine zemlje je neSto sporije, jer se oni vezuju za
koloide zemljiSta. Jedan isti pesticid sa povrSine zemlje razliitog sastava isparava
razli¢itom brzinom. Pesticidi ne ostaju trajno u atmosferi. Deo pesticida se kondenzuje i
dospeva na zemlju i vodu, a drugi deo biva podvrgnut fotohemijskom razlaganju. OpSsta
Sema transformacije pesticida u atmosferi predstavljena je na slici 2.

2.6.3. Pesticidi u hidrosferi

Pesticidi 1 druga hemijska jedinjenja mogu u vodu dospeti direktno (tretiranjem
vodenih povrS$ina) ili indirektno iz atmosfere, iz zemljista (preko poplavnih i podzemnih
voda), kao 1 preko proizvoda Zivotne delatnosti Coveka 1 Zivotinja. Za razumevanje
razlaganja pesticida u vodi neophodno je poznavati uticaj odredenih faktora kao Sto su
rastvorljivost u vodi, interakcija sa vodom, fotohemijska stabilnost, uticaj temperature i
sunceve radijacije. Od ukupnog delovanja ovih ¢inilaca zavisi opSta stabilnost pesticida
u vodi (Wolfe i sar., 1990).

Na stabilnost pesticida u vodi utice njihova isparljivost. Ukoliko je ve¢i napon
pare pesticida, utoliko on lakSe isparava iz vode u atmosferu. Neki pesticidi u vodenom
rastvoru lako hidrolizuju. Ona je veca na viSoj temperaturi vode. Brzo se hidrolizuju
jedinjenja iz grupe estara fosforne kiseline.

Kinetika pesticida u vodi moZe se predstaviti slede¢im jednacinama:

dc , i
ﬁdwpm+%”d“:kl'c+k2'c+k3-c+k4-c ()
dc i
pesticida __
razgradnje dt _kS 'C+k6lc+””klllc (3)

gde su k odgovarajue konstante brzina slede¢ih procesa: sa k; definisana je brzina
spiranja sa povrSine zemljiSta, sa k» brzina prenosa podzemnim vodama, sa k3
atmosferskim padavinama, sa k4 desorpcija iz sedimenata i vodenih organizama, sa ks
adsorpcija sedimentima, sa k¢ 1 k7 brzina adsorpcije vodenom florom i faunom, sa kg
brzina isparavanja, sa ko brzina termickog razlaganja, sa ko brzina hidrolize i1 sa kj;
brzina fotohemijskog razlaganja, dok je c¢ koncentracija pesticida (Vro€inskij i
Telit¢enko, 1980).

Prema postojanosti u vodenoj sredini, pesticidi su podeljeni u 4 grupe.

U prvoj grupi nalaze se oni postojani manje od 5 dana, u drugoj postojani od 5
do 10 dana, u trecoj grupi od 10 do 30 dana i u Cetvrtoj grupi su pesticidi postojani
preko 30 dana (Baranova, 1983). Mali je broj pesticida koji pripada prvim dvema
grupama, a izuzetno veliki broj pripada trecoj i Cetvrtoj grupi. Na primer pesticid
hlorofos 1 metafos mogu se dokazati u vodi od 55 do 65 dana nakon dospeca, 2,4-
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dihlorfenoksi sircetna kiselina u periodu od 250 dana, a heksahloran i posle 360 dana od
dospeca u vodu (Aleksandrov, 1996).

Dospevsi u vodu pesticidi neko vreme ostaju nepromenjeni ali ispoljavaju
primetno dejstvo na organolepticka svojstva vode, hidrohemijski i bioloSki rezim
prirodnih voda. Vremenom se transformisu fizickim, hemijskim i bioloskim procesima
datim na slici 3.

atmosfera

i..qp.iranje l

isparavanje
kiSom
, prenos > degradactja
b - rastvoreni 3 mikrobjolotka
flora | — % - i % hemijska
fauna E = peSTlC]d : __\;:.'1__) f‘n!nhemi_‘iika

Slika 3. Transformacije rastvorenog pesticida u vodi

Koli¢ina pesticida u opstem slu¢aju ima slede¢u zavisnost: ¢ = f (A,B,C), gde su
A faktori vezani za fiziCko-hemijske osobine pesticida, B su faktori vezani za sredinu
(sastav zemljiSta, padavine) i C su faktori vezani za uslove primene (duzina tretiranja,
procenat aktivne materije, utroSak).

Zahvaljujuci adsorpciji 1 sorpciji pesticida od strane sedimenata i vodene flore i
faune, koncentracija organohlornih pesticida u vodi sniZava se brzo. Ova pojava,
medutim, stvara laznu sliku o samopreciS¢avanju vode jer se stabilni pesticidi iz ove
grupe dugo zadrZavaju i akumuliraju. Ovi procesi dovode do sekundarnog zagadenja
(Crnjajeva 1 Jakovleva, 1988). Zbog znaCajne stabilnosti pesticida u sedimentima i
vodenim organizmima, povecava se opasnost od njihove migracije u lancu ishrane
vodenog ekosistema. Prema ovoj osobini, svi pesticidi su podeljeni u 4 klase:

1. nestabilni pesticidi sa periodom razlaganja do 10 dana 1 koeficijentom
akumulacije k, do 50;

2. pesticidi koji su stabilni od 11 do 30 dana i koeficijentom akumulacije k,od 51 do
200;
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3. visoko stabilni pesticidi koji se u sedimentima i vodenim organizmima mogu naci
nakon 30 dana i koeficijentom akumulacije k, od 201 do 1000;

4. izuzetno stabilni pesticidi sa k, ve¢im od 1000.

Povecanje temperature vode ubrzava razlaganje pesticida, isto deluje i povecanje
pH. Tako na primer razlaganje lindana na trihlorfenole zapocinje pri pH=7, a pri pH=11
lindan je potpuno razloZen (Scott, 1976). Na razlaganje pesticida utice 1 koli¢ina
kiseonika rastvorenog u vodi. U otvorenim vodenim sistemima, nakon 24 Casa, ostaje
33,3 % fosalona, dok u vodi zatvorenog sistema njegova koncentracija nakon 5 dana
iznosi 55,5 %, a tek posle 19 dana 33,3 %. U vodi sa slobodnom agregacijom ovaj
pesticid potpuno nestaje tek nakon 26 dana, a u vodi bez agregacije nakon 125 dana
(Goldberg, 1987).

U procesu razgradnje pesticida znacajnu ulogu igraju mikroorganizmi. U ¢esmenskoj
vodi, gde su mikroorganizmi minimalno zastupljeni, koncentracija fenulona nije se
izmenila u toku 80 dana (veStaCka smeSa vode i pesticida i pracenjem njegove
koncentracije svakodnevno) dok je u jezerskoj vodi njegova koncentracija opala na 40
% od pocetne nakon 30 dana. (Brewer, 1979)

U vodi Zivi veliki broj organizama razliCitog karaktera, mikroorganizmi, biljke,
Zivotinje koji doprinose razlaganju pesticida. Pod uticajem planktona dolazi do
posebnog razlaganja pesticida.

Tabela 12. Razlaganje herbicida i insekticida pod uticajem planktona

Ostaci posle 2 nedelje
Kultura : ; : P : ;
Atrazin i 2,4-D (estar) Diazinon i  Metoksihlor

Chlorela sp. 91 33 96 34
Gorollela sp. - 17 94 37
Manorophidium sp. 99 13 90 65
Kaliella sp. 99 27 82 63
Nitzshia sp. 98 64 78 40

Isparljivost pesticida sa povrSine vode pokorava se opStim fizickim
zakonitostima isparljivosti rastvorenih materija u rastvaracu.

2.7. Dejstvo pesticida na biljke

Razli¢iti pesticidi poseduju razli€ite fizioloSke aktivnosti u odnosu na biljke.
Nejednaka otpornost biljaka prema delovanju pesticida odredena je hemijskim
sastavom, dozama i oblicima preparata, na¢inom i vremenom obrade, fazama rasta,
anatomskom i morfoloskom gradom biljke, njenih organa i tkiva. Utvrdeno je da medu
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biljkama nema nijedne sistematske jedinice u okviru koje bi svi predstavnici bili
podjednako otporni na dejstvo pesticida.

Uticaj pesticida na biljke poCinje od momenta kontakta i prodora kroz lisce,
stablo i korenje. Razliciti pesticidi se ponasaju razliCito. Vecina herbicida i insekticida
sistematskog delovanja, akaricidi i neki fungicidi dosta brzo prodiru i krecu se po biljci,
ispoljavajuci opsti uticaj na ceo biljni organizam. Neki preparati koji nisu sposobni da
se krecu, lokalizuju se na mestima prvobitnog prodora ispoljavajuci lokalno dejstvo. Pri
nepravilnoj primeni, pesticidi mogu da oStecuju biljke, da izazivaju opekotine,
odumiranje tkiva. Opekotine biljaka izazivaju H" joni u radnom rastvoru i one zavise od
stepena elektroliticke disocijacije jedinjenja. Posebno Stetno dejstvo je izrazeno kod
preparata koji u sebi sadrze viSak mineralnih kiselina i kiselih soli. Za biljke su opasni 1
aromati¢ni ugljovodonici koji se nalaze u mineralnim uljima. Pri obradi biljaka u
razvoju, pesticidi u biljni organizam prodiru uglavnom kroz lis¢e u obliku te¢nost i pare.
Hidrofilni pesticidi mogu da prodru kroz vodenu fazu kautikule najpre u Kkisele
komponente kutina, zatim u pektin i vodopropustljivu citoplazmaticnu membranu.

Neracionalna i nestru¢na primena pesticida je ¢esto prouzrokovala prili¢ne Stete,
posebno na pocetku intenzivne hemizacije u poljoprivredi. Tako je, 1965. godine, na
viSe hiljada hektara plantaze i drugih zasada jabuka u nekadasnjoj SFRJ izazvana
sterilnost zbog pogresne primene pesticida karbarila u periodu cvetanja i posle cvetanja.
Tokom sedamdesetih godina proslog veka, zbog zakasnele primene preparata na bazi
dikamba, izazvana je sterilnost pSenice koja je bila u punom razvoju u intenzitetu od 5
do 100 %.

Biljni svet je uticaju pesticida bio izloZen u toku vijetnamskog rata. Amerikanci
su na teritoriji Vijetnama u periodu od 1962. do 1970. godine bacili preko 50000 tona
herbicida i1 time unis$tili oko 1530000 hektara Suma i useva (Karakc¢ijev, 1988). U
tretiranim oblastima Vijetnama doSlo je do naglog razmnoZavanja Stetnih insekata i
Zivotinja, koji su poznati vektori - prenosioci tropskih zaraznih bolesti. Tamo gde su
mangrove Sume najviSe uniStavane nastali su mocvarni predeli i doSlo je do bujanja
bambusa, paprati i razmozavanja malaricnih komaraca. Pojava velikog broja pacova
povezana je sa pojavom velikih koli¢ina organskih materija, zbog razlaganja liSca,
korova i drveca (Kalojanova-Simeonova, 1980).

2.8. Ulazak pesticida u lanac ishrane

Unosenje rezidua pesticida vodom za pice i hranom je najznacajniji put kojim je
opSta populacija izloZena pesticidima.

Namirnice Zivotinjskog porekla mogu da sadrze rezidue pesticida ukoliko se
Zivotinje hrane zagadenom biljnom hranom (rezanci SeCerne repe, lucerka, cerealije,
soja) ili ako je na Zivotinjama vrSeno suzbijanje parazita i insekata. Ispitivanja vrSena u

27



Italiji 1 Velikoj Britaniji pokazala su da stanovnici ovih zemalja unose pesticide hranom
u kolic¢ini koja je ispod 1 % prihvatljivog dnevnog unosa (tabela 13).

Tabela 13. Unos rezidua nekih pesticida hranom i vodom za pice u Italiji i

Velikoj Britaniji
. N “PDU Ostvareni dnevni
Zemlja Pesticid unos
(ng/kg/dan) (ue/ke/dan)

Lindan 10 0,3

Italija DDT 20 0,1

(1986/87) Malation 20 0,8

Paration 5 0,5
V. Britanija L.inda.n 10 004
(1970/80) Dieldrin 0,1 0,02
DDT 20 0,05

*PDU iz vremena u kome je vrSeno ispitivanje

Namirnice biljnog porekla mogu da sadrze rezidue pesticida kao posledicu
tretiranja biljnih kultura u toku rasta i razvoja kao i za vreme njihovog skladiStenja.
Biljke mogu da resorbuju pesticide iz zemljiSta tretiranog pesticidima. Na slici 4. su
prikazani mogu¢i putevi zagadenja namirnica pesticidima.

=( Zemljisni
L beski¢menjaci

! ! /

Voda Fito i W
zooplankton J

Zemljiste

Karnivore i
omnivore

Akvaticki
7ivi svet

A 4

Slika 4 . Moguci putevi zagadenja namirnica pesticidima

Perzistentni 1 neperzistentni pesticidi su identifikovani u krvi, urinu 1 adipoznom
tkivu profesionalno izlozenih osoba, ali i u opstoj populaciji zbog osobine vecine
pesticida da se akumuliraju u organima. Organohlorni pesticidi se lako akumiraju u
lancu ishrane zbog svoje liposolubilnosti.
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Hrana pod kojom se podrazumevaju organske materije koje se koriste kao
energetski 1 gradivni materijal je Covekova potreba i odvajkada je najvazniji deo borbe
za opstanak ljudske vrste bilo nalazenje dovoljne koli¢ine hrane. Danas je situacija
povoljnija. Najveci broj zemalja reSio je problem prehrane.

Brojni zagadivaci i prisustvo Siroke palete zagadujucih supstanci u Zivotnoj
sredini, doprineli su da se poslednjih godina znafajna paznja posveti kvalitetu i
zdravstvenoj ispravnosti hrane odnosno namirnica. Izvori zagadivanja hrane mogu se
podeliti u viSe grupa.

Prvu grupu ¢ine odredeni prirodni organizmi (gljive, biljke, ribe, $koljke) koji u
sebi sadrze toksicne supstance. Njihove toksiCne osobine vezane su za posebna,
fizioloski aktivna jedinjenja, i za smeSe hemijskih supstancija.

Drugu grupu ¢ine Zivotne namirnice i voda iz kojih se priprema hrana, a koje su
zagadene toksi¢nim supstancama zivotne sredine koje su sposobne da se ukljuce u lanac
ishrane.

Treci izvor zagadivanja predstavlja sam covek koji svesno dodaje hrani razlicite
supstance sa ciljem da se hrana ucini privla¢nijom i sa ciljem njenog duzeg odrzavanja u
nepromenjenom obliku.

2.9. Pesticidi u organizmu toplokrvnih Zivotinja i ¢oveka

Pesticidi mogu u organizam Coveka 1 Zivotinja dospeti na slede¢i nacin:

- preko usta
- preko koze
- preko organa za disanje.

Brzina dejstva pesticida dospelih u organizam coveka ili Zivotinja zavisi od
puteva prodiranja. Posle apsorpcije pesticid biva transportovan krvlju do razlic¢itih tkiva
1 organa. Brze ¢e nastupiti dejstvo pesticida Cija resorpcija pocinje u Zelucu.
Rastvorljivost pesticida je znaCajna za njihovu brzu resorpciju u organizmu zZivotinja i
coveka.

Apsorpcija pesticida protice selektivno, tako da se i hemijski slini pesticidi ne
apsorbuju istom brzinom. Digestivni sistem u pojedinim delovima ima razlicite pH
vrednosti 1 poseduje razli¢ite enzimatske sisteme, tako da ¢e pesticid prolazeci kroz ovaj
sistem nailaziti na razlicite fizioloSke uslove. Tako na primer, pesticid koji se ne
rastvara u kiselinama prolazi kroz Zeludac bez apsorpcije i tek prelaskom u creva, pod
uticajem bazne sredine, dolazi do njegovog rastvaranja i apsorpcije.
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Pesticidi dospeli u organizam oralno, prelaze u krv i odlaze u jetru. U jetri se ovi
pesticidi delimi¢no zadrZe, ili putem Zu¢i odmah izlucuju.

Pesticidi dospeli na kozu razvijaju svoje dejstvo na mestu kontakta ili se preko
koze resorbuju i deluju unutar organizma. Neki pesticidi, kao DNOC mogu se
apsorbovati kroz koZzu i izazvati trovanje.

Udisanjem para nekih pesticida, moZe se izazvati trovanje. Oni tada deluju na
disajne puteve lokalno ili se preko pluca resorbuju i deluju negde na drugom mestu u
organizmu. Inhalaciono mogu delovati pesticidi koji lako isparavaju. Pesticidi u pluca
dospevaju u obliku gasa, pare ili aerosola. Brzina trovanja aerosolima jednaka je brzini
trovanja pri intravenskom unoSenju pesticida. Pove€anjem brzine disanja, povecava se
prodiranje pesticida u pluca.

Pesticidi na organizam ¢oveka mogu imati lokalno i sistemsko dejstvo.

Lokalno dejstvo je pojava toksiCnog efekta na mestu kontakta pesticida sa
organizmom.

Ako neki pesticid deluje negde u organizmu, ali van mestA kontakta govori se o
sistemskom dejstvu.

Prema moguénosti trovanja ljudi pesticidima razlikuju se sledece grupe:

- ljudi koji se bave proizvodnjom, transportom i prometom
- ljudi koji se bave primenom pesticida
- ljudi koji se hrane hranom zagadenom pesticidima.

Mogu¢énost trovanja ovih kategorija ljudi u znaCajnom stepenu moze biti
smanjena ako bi se u radu pridrZavali propisanih mera predostroZnosti.
Intoksikacija pesticidima moZe se ispoljiti akutno i hroni¢no.

Hroni¢nom trovanju nisu izloZzeni samo ljudi koji se bave proizvodnjom,
transportom, prometom i primenom pesticida, ve¢ i Citava populacija zbog unoSenja
hrane zagadenom pesticidima (Janji¢, 2005).

2.10. Mehanizam delovanja pesticida

Mnogobrojni naucni radovi su pokazali da su mehanizmi delovanja pesticida
izuzetno slozeni i komplikovani. Ta sloZenost potice otuda Sto su sami procesi i reakcije
u Zivim organizmima veoma sloZeni, komplikovani, medusobno isprepletani i Cesto
nedovoljno poznati, a pogotovo ako se u njih umesa toksi¢na supstanca koja se u ovim
procesima i sama menja, a i remeti ceo sistem koji je inae dinami¢an i gde postoje
razlicite interakcije izmedu pojedinih komponenti.

Sve precizniji i noviji instrumenti omogucili su detaljnija prouc¢avanja na nivou
¢elije 1 molekulskih kompleksa. Uporedo sa detaljnim proucCavanjem i poznavanjem
mehanizma delovanja pojedinih pesticida i razvojem postupaka za transfer gena
stvorene su transgene biljke koje su potpuno tolerantne na totalne herbicide. Isto tako, u
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novije vreme je otkriveno 20 do 30 pesticida sa sasvim novim mehanizmom delovanja
(Janji¢, 2009).

Svi metabolicki procesi u Zivim organizmima su katalizovani procesi. Pod
uslovima koji postoje u Zivim ¢elijama, hemijske reakcije se ne odvijaju spontano nego
u njima ucestvuju mnogobrojni enzimi. Aktivnost enzima zavisi od razli¢itih aktivatora
i inhibitora. Inhibitori su ¢esto molekuli pesticida.

Apsorpcija, transport, a uz to i biotransformacija molekula pesticida su veoma
znaCajni za ispoljavanje delovanja pesticida. Neko jedinjenje moZe da ispolji svoje
delovanje samo ako dospe u dovoljnoj koli¢ini do mesta delovanja.

Mehanizam delovanja pesticida je povezan sa inhibicijom ili stimulacijom
klju¢ne reakcije na primarnom mestu delovanja. Inhibicija zavisi od koncentracije
pesticida koji se pojavljuje kao inhibitor. Zahvaljuju¢i primeni inhibitora otkriveni su
vrlo sloZzeni mehanizmi delovanja sloZenih fermentisanih sistema. Za bilo kakvo
ispitivanje odnosa doze i efekta pesticida u organizmu veoma je znacajno poznavati
mehanizam dejstva pesticida.

Delovanje pesticida u Zivim organizmima zasniva se na inhibiciji sinteze
biomolekularne strukture i funkcionalne organizacije ¢elije putem obrazovanja proteina,
nukleinskih kiselina, lipida 1 funkcionalnih komponenata ¢elije. Njihovo delovanje se
zasniva na remecenju procesa sinteze 1 razgradnje biomolekula u specifi¢nim
aktivnostima celije kao 1 dezintegraciji transfera i transformaciji hemijske energije i
njenog koriS¢enja u raznim oblastima bioloske aktivnosti celije. Sve te hemijske
reakcije koje se odvijaju pod dejstvom molekula pesticida naj¢eS¢e se odvijaju jedna
pored druge, ali konsekventno, na principima osnovnih zakona termodinamike i
hemijske kinetike.

Prisustvo apolarnih i viSe vrsta funkcionalnih grupa na boc¢nim radikalima
aminokiselina u osnovnom lancu enzima, kao i postojanja izvesne koli¢ine slobodnih
amino kiselina predstavlja osnovu za interakciju sa molekulom pesticida 1 njihovim
metabolitima. Inhibicija enzimske aktivnosti moZe nastati kao rezultat vezivanja
molekula pesticida ili njegovog metabolita za funkcionalne grupe aktivnog centra
enzima &ime ga blokiraju i onemoguéuju interakciju sa pravim supstratom. Cesto jedan
pesticid oStecuje viSe raznih enzima. Ako pesticid oSteCuje viSe enzima onda Ce se
njegov toksicni efekat manifestovati samo u sluc¢aju da on osteti vitalno vazne enzime,
ili viSe razlicitih pesticida oStecuju isti enzimski sistem. U tom slucaju pesticidi, iako
razli¢itog hemijskog sastava izazivaju isti toksi¢ni efekat, ali mehanizam delovanja ne
mora biti isti.

U sagledavanju sustine mehanizma dejstva pesticida znacajno bi bilo takozvano
primarno mesto preko koga pesticid ispoljava svoje dejstvo. To je prva i kljuc¢na
reakcija koja je inhibirana pod uticajem pesticida.

Zbog postojanja velikog broja pesticida koji pripadaju razli¢itim grupama
nemogucée je govoriti o svim mehanizmima njihovog delovanja. Razumevanje
mehanizma delovanja pesticida ima teorijski 1 prakti¢ni znacaj. Istraziva¢ima ova znanja
obezbeduju teorijsku osnovu za objasnjenje i interpretaciju rezultata koji su dobijeni u
eksperimentalnom radu. PraktiCarima omogucavaju razvijanje postupaka, procedura,
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nacina, koli¢ina i vremenom primene radi pojaCavanja, ubrzavanja, sprecavanja
toksi¢nog delovanja pesticida. A sinteti¢arima-hemicarima i toksikolozima razvoj novih
pesticida koji su manje toksi¢ni i joS u vecem stepenu selektivni za odredene organizme.
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3. HERBICIDI, INSEKTICIDI
I METODE ODREDIVANJA






3.1. Herbicidi - opSte osobine

Prvi poceci primene herbicida datiraju od vremena kada je ¢ovek primetio da
neke materije uniStavaju biljke. Oni su nastali kao jedinjenja novijeg datuma. Tek
krajem XIX veka zapaZena su herbicidna svojstva nekih neorganskih jedinjenja kao Sto
su fero-sulfat, bakar-sulfat, natrijum-nitrat.

Ubrzan razvoj prirodnih nauka u XIX veku omogucio je i stvaranje osnove za
razvoj nauke o herbicidima. Prvi selektivni herbicidi 2,4-D, MCPA i 2,4,5-T, bili su
namenjeni suzbijanju Sirokolisnih korova u usevima Zita, a razvijeni tajno u samom
pocetku II svetskog rata, kao potencijalni hemijski agensi. Njihovo otkri¢e i primena
izjednacava se sa najkrupnijim pronalascima u poljoprivredi. Od tog vremena do danas
sintetizovan je veliki broj organskih jedinjenja.

Pod herbicidima se podrazumevaju razli¢ita hemijska jedinjenja organskog i
neorganskog porekla koja sluze za uniStavanje biljaka. Potice od latinske reci herba -
trava, biljka i cido, cedere - ubiti, unistiti. Prakticno se pod herbicidima podrazumevaju
samo ona jedinjenja koja se koriste ili su predvidena za borbu protiv korovskih biljaka.
Herbicidi mogu delovati i na gajene biljke. Zbog toga je vazno poznavati delovanje
svakog herbicida na korovske i gajene biljke. Od izuzetnog znacaja je poznavati kako,
kada, na koji nain i pod kojim uslovima herbicid deluje, posto njegovo delovanje
nastupa Cesto u odredenim fazama svake biljne vrste, a zavisi i od ekoloskih uslova.

Po hemijskom sastavu herbicidi mogu biti neorganskog i organskog porekla.
Herbicidi neorganskog porekla primenjivali su se na samom pocetku pojave herbicida, a
intenzivna proizvodnja herbicida usledila je posle II svetskog rata.

Po karakteru dejstva na biljke herbicidi se dele u dve grupe:
- totalne (koji uniStavaju sve biljke)
- selektivne (koji uniStavaju samo odredene vrste biljaka tzv. korovske biljke)

Prema nacinu delovanja herbicidi se mogu podeliti na:
- herbicide kontaktnog dejstva i
- translokacione herbicide.

Herbicidi kontaktnog dejstva deluju pri direktnom kontaktu na nadzemne delove
biljke. Pri njihovoj primeni se narusavaju Zivotni procesi u biljci, a pojedini delovi
biljaka stradaju. UniStavaju samo one delove biljke sa kojima su dosli u kontakt.

Translokacioni herbicidi ili herbicidi sistemi¢nog dejstva prenose se sprovodnim
sistemima po organizmu biljke. Apsorbuju se brzo i raznose po celom organizmu biljke
izazivajuci njeno uniStavanje.

Potrebno je ista¢i da se u poljoprivredi i Sumarstvu upotrebljavaju jedinjenja
koja se ne mogu po svojoj nameni svrstati u herbicide jer ne uniStavaju biljke, ve¢ uticu
na metabolizam biljke tako Sto ubrzavaju, usporavaju ili modifikuju pojedine fizioloske
procese. Ova jedinjenja nazivaju se fiziotropi ili regulatori rastenja. Ovakva jedinjenja
se upotrebljavaju za ubrzavanje ozZivljavanja sadnog materijala, prekidanje perioda
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mirovanja, za stimulaciju rasta i povecanje prinosa, za usporavanje rasta, za sprecavanje
klijjanja.

Prema vremenu primene herbicidi se dele na:

- herbicide koji se primenjuju pre setve ili sadnje gajenih biljaka (presowing)
- herbicide koji se primenjuju pre nicanja gajenih biljaka (preemergence)
- herbicide koji se primenjuju posle nicanja gajenih biljaka (postemergence).

U grupu herbicida se takode navode defolijanti ili desikanti, koji se po karakteru
dejstva priblizavaju herbicidima kontaktnog dejstva. Defolijanti i desikanti se mogu
upotrebljavati u vojne svrhe (Audus, 1976).

3.1.1. Mehanizam dejstva herbicida

Za razumevanje mehanizma dejstva herbicida potrebno je dobro poznavati
biohemijske procese u biljci. Mnogi biohemijski i fizioloSki procesi su izuzetno sloZeni,
medusobno isprepletani i jako povezani. Zato se isti herbicidi, po mehanizmu delovanja,
Cesto svrstavaju u razli¢ite grupe, jer se njihov efekat ispoljava na dva ili viSe mesta.
Poremecaj jedne aktivnosti u Celiji remeti Citav niz procesa, ali uvek ostaje pitanje Sta je
tu primarno mesto delovanja, a Sta su posledice koje su nastale inhibicijom nekog
vaznog procesa.

Sve mehanizme delovanja herbicida svrstavamo u Sest grupa:
- inhibicija fotosinteze

- inhibicija biosinteze pigmenata

- inhibicija biosinteze lipida

- inhibicija biosinteze aminokiselina

- inhibicija deobe celija

- inhibicija aktivnosti auksina.

Danas se koriste herbicidi za svega 15-20 ciljanih mesta delovanja. Jo§ 33
enzima je identifikovano, ali se herbicidi koji na ove enzime deluju jo§ ne koriste
komercijalno. U tabeli 14 data je klasifikacija herbicida prema mehanizmu delovanja.

Herbicidi su jedinjenja Cija se delovanja na biljke zasnivaju na njihovoj
fiziolo8koj aktivnosti. Glavni mehanizam delovanja razli¢itih grupa herbicida obi¢no se
razmatra preko njihovog delovanja na disanje, intermedijarni metabolizam, sintezu
nukleinskih kiselina, proteina, lipida i fotosintezu.

Primarno mesto delovanja herbicida je teSko utvrditi s obzirom na multiple
efekte 1 razliCite opsege delovanja razliCitih koncentracija, naroc€ito in vitfro uslovima.
Vise od polovine danas poznatih herbicida ispoljava svoje delovanje na proces
fotosinteze (Corbett i sar., 1984).

Da bi primena herbicida bila racionalna i bezbedna oni moraju da zadovolje
sledece kriterijume:
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- moraju biti visoko selektivni za gajene biljke i netoksi¢ni za druge

organizme
- moraju delovati brzo i efikasno u manjim dozama
- moraju se brzo degradirati u spoljasnjim uslovima
- njihova proizvodnja i primena mora biti jeftina.

Samo mali broj herbicida zadovoljava ove kriterijume (Ashton i Crafts, 1981).

Tabela 14. Klasifikacija herbicida prema mehanizmu delovanja (HRAC/Moa, 1998)

Grupa po Mehanizam .. sk
HRAC Ll Hemijska grupa WSSA grupa
Inhibitori Sulfoniluree
Imadazolinoni
B acatolaktat . N 2
intetaze (ALS) Triazolopirimidini
sthtetaz Pirimidiniltiobenzodati
Inhibitori Triazini
. Triazinoni
C fotosinteze u ) 5
fotosistemu 11 Uracil
Fenilkarbamati
Inhibitori transporta
D elektrona u Dipiridini 22
fotosistemu I
Inhibitori Triazoli 11
F; biosinteze Izoksazolidinoni 13
karotenoida Feniluree 11
e Karbamati 23
K> Inhibitori mitoze Benzil etri 27
Hloracetamidi
e Karbamati
K; gélllil.zlton deobe Acetamidi 15
J Benzamidi
Oksiacetamidi
L Inhibitori Nitrili 20
biosinteze celuloze { Benzamidi 21
Tiokarbamati 8
Inhibitori Fosforditionati
N .. .. )
biosinteze lipida Benzofurani 26
Hlorkarbonske kiseline

*HRAC - Herbicide Resistance Action Committee
**WSSA - Weed Science of America

Prilikom proucavanja primarnog mehanizma delovanja herbicida treba koristiti
niske koncentracije herbicida, jer se samo u tom slucaju moze utvrditi njihovo
specificno delovanje. Herbicidi koji deluju na fotosintezu podeljeni su u grupe prema
njihovom primarnom delovanju na:
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herbicide koji inhibiraju transport elektrona

herbicide koji razdvajaju transport elektrona od transporta protona

herbicide koji odvode elektrone sa normalnog, fizioloSkog puta u elektron-
transportnom lancu (akceptori elektrona)

inhibitori sinteze ATP

inhibitori sinteze fotosintetskih pigmenata

inhibitori metabolizma ugljenika.
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3.2. Bromacil

Uracili su mala grupa zemljiSnih herbicida ¢iju hemijsku osnovu molekula ¢ini
Sestoclani heterocokli¢ni prsten sa dva atoma azota. Uvedeni su u primenu 1961.
godine. Ispoljavaju relativno slabu selektivnost i veoma cesto se koriste kao totalni
herbicidi na nepoljoprivrednim povrSinama.

Strukturna formula uracila prikazana je na slici 5. Ovi heterociklusi nazivaju se
diazini. Uracil je najvaZniji predstavnik diazina, jer u njegove derivate spadaju
fizioloSki vazna jedinjenja koja se dobijaju hidrolizom nukleinskih kiselina.

Herbicidi koji su nasli Siroku prakti€nu primenu sintetizovani su na bazi piridazina i
uracila. Bromacil je derivat uracila.

O

NH

| /J\
N (@]
H

Slika 5. Strukturna formula uracila

Od herbicida kao jedinjenja sa SestoClanim heterocikli¢nim prstenom sa dva
heteroatoma najznacajniji su heterociklusi sa dva atoma azota. To su tri izomerna
heterociklusa:

- piridazin

- pirimidin ili uracil i

- pirazin.

|
e N\r/o
-
B ™ CH—CH,—CH,
o CHa

Slika 6. Strukturna formula bromacila

Bromacil je herbicid koji pripada grupi uracil pesticida. Po IUPAC-ovoj
nomenklaturi ima naziv 5-bromo-6-metil-3-(1-metilpropil)uracil. Strukturna formula
bromacila prikazana je na slici 6. Komercijalni naziv bromacila je Hyvar L, Hyvar X-L,
Krovar.
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Bromacil je rastvoran u vodenim rastvorima baza, stabilan je pri dejstvu baza,
dok se pod dejstvom jakih kiselina razlaZe, narocito na poviSenim temperaturama.

Tabela 15. Fizicko-hemijske karakteristike bromacila (Hort Research, 2000)

Boja i agregatno stanje bela kristalna supstanca

Molekulska formula CoH3BrN,O,

Molekulska masa (g/mol) 261,12

Tacka klju€anja (°C) 411

Tacka topljenja (°C) 158-159

Napon pare (mPa) na 25 °C 0,033

Podeoni koeficijent 2,11

Adsorpcioni koeficijent 32

Rastvorljivost u vodi (mg/dm’) na 25 °C 850

Rastvorljivost u polarnim rastvara¢ima Umereno rastvoran u acetonu,
ACN 1 etanolu

Koristi se za zaStitu biljaka od korova na neposejanim njivama, kao i na
povrSinama zasadenim vodem i ananasom (Clayton i Clayton, 1981). Bromacil se
nanosi na zemljiSte pre i1 u toku perioda aktivnog rastenja korova (Toxnet, 1975-1986).
Narocito veliku primenu ima protiv mnogobrojnih trava i za uniStavanje korovskih
biljaka u poljima zasadenim citrusima i tada se nanosi u manjim koli¢inama. U ve¢im
kolicinama koristi se za sterilizaciju zemljiSta kao i za totalno suzbijanje nekih
viSegodisnjih korova (Melnikov 1 sar., 1980).

NajcesS¢e se proizvodi u obliku soli natrijuma i litijjuma. Priprema se u tri
formulacije, u kombinaciji sa drugim herbicidima, kao $to su: Chemagro Terminex - A
(sadrzi amitrol i diuron), Hyavar X i Krovar I DF (sadrzi diuron).

Mehanizam delovanja bromacila je na inhibiciju fotosinteze. Herbicide koji
deluju na fotosintezu Clanton i Black (1985) podelili su u grupe prema njihovom
primarnom mestu delovanja na:

- herbicide koji inhibiraju transport elektrona

- herbicide koji razdvajaju elektron transport od transporta protona (ucoupler)

- herbicide koji dovode elektrone sa normalnog, fizioloskog puta u elektron-
transportnom lancu (akceptori elektrona)

- inhibitori sinteze ATP

- inhibitori sinteze fotosintetskih pigmenata

- inhibitori metabolizma ugljenika.

Ne podleze hidrolizi pod normalnim uslovima. Primarni put razgradnje je
fotolizom u vodi pod alkalnim uslovima i razgraduje se mikrobnom biodegradacijom u
anaerobnom zemljiStu.

U poljima tretiranim bromacilom vreme razgradnje mu je bilo 124-155 dana
(USEPA, 1996).
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Inhibitori elektronskog transporta

Najveci broj herbicida (oko 50 %) deluje na ,,mestu uree* izmedu fotosistema I i
II. U herbicide koji inhibiraju elektron-transport spadaju: triazini, uracili i piridazini.

Uracili deluju na inhibiciju fotosinteze u fotosistemu II. Reakciju Hill-a u
izolovanim hloroplastima inhibiraju za 50 % u veoma malim koncentracijama (1-5
uM).

Bromacil, kao 1 svi uracil herbicidi, deluje na inhibiciju fotosinteze u
fotosistemu II, tako Sto svoje primarno delovanje ispoljava u inhibiciji transporta
elektrona u fotosistemu II.

Toksicnost bromacila

U laboratorijskim istraZzivanjima, bromacil je slabo toksican kada se unosi
oralno, dermalno ili inhalaciono u organizam i svrstava se u IV kategoriju otrova -
malotoksic¢ni herbicid. Iritira o¢i, koZu i respiratorni trakt.

Ispitivanja na psima su pokazala da 100 mg/kg bromacila unetih oralno u
organizam izazivaju miSi¢nu slabost, vodu na ustima, dijareju, Sirenje zenica,
povracanje i razdrazljivost.

Pacovi koji su pojeli po jedini¢nu dozu bromacila gube telesnu masu, bledi su,
iscrpljeni 1 ubrzano diSu. Akutna oralna doza za pacove LDsy je 5200 mg/kg telesne
tezine.

Za Cetiri sata od unoSenja 250 mg/kg, ovca postaje mlitava i nepravilno hoda (OHS Inc.,
1991).

LCsy za ribe iznosi 50 do 60 mg/dm’, pri ekspoziciji od 48 sati.

Bromacil nije toksi¢an za pcele i druge insekte.

3.2.1. Metode za odredivanje bromacila

Poznato je dosta analitickih metoda za odredivanje bromacila u raznim
uzorcima. Nema podataka o kinetiCko-spektrofotometrijskim metodama za njegovo
odredivanje.

Bromacil je odredivan HPLC metodom nakon solid-phase ekstrakcije u
uzorcima zemljiSta. Recovery je 90 %, LOD je 10 pg/kg (Turin i Bowman, 1993).

Boyd-Boland (1995; 1996) i saradnici odredivali su bromacil u uzorcima vode,
vina, sokova i drugim prirodnim uzorcima gasnom hromatografijom (GC-MS) i HPLC
metodom sa masenom detekcijom MS. Preciznost metode je 8-22 %, a LOD 0,1
pg/em’. Isto tako su razradene metode za odredivanje bromacila gasnom
hromatografijiom sa azotno-fosfornom detekcijom (GC-NPD) i plameno-jonizacionim
detektorom GC-FID (Hernandezi sar., 2000; Krutz i sar., 2003).

Li i saradnici (2007) odredivali su bromacil gasnom hromatografijom sa
masenom detekcijom (GC-MS) nakon solid-phase ekstrakcije. Kalibraciona kriva je
linearna u intervalu koncentracija od 0,05 do 5 ug/dm3 . Recovery je 108 %, a RSD je
4.4 %.

Pojedini istraZivaci su odredivali strukturu bromacila i sintetizovali ga NMR i IR
spektroskopijom (Ren i sar., 2008).
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Fluidna ekstrakcija pod visokim pritiskom (Presured Fluid Extraction) je nova
metoda za odredivanje bromacila i drugih herbicida u ilovac¢i na Havajima. Recovery se
kre¢e izmedu 79 i 104 % sa standardnom devijacijom 1 - 7 % u uzorcima gde je bilo
vode, a u uzorcima gde je radena Soxlet ekstrakcija Recovery je 91 % i standardna
devijacija je 6 % (Zhu i sar., 2000).

Za odredivanje bromacila u smesi fenola i herbicida kori§¢ena je derivatna
spektrofotometrija. RSD je 0,05 - 4 %, a recovery 97 - 110 % (Baranowska i Pieszko,
2000).

Bromacil je odredivan u zemljiStu na poljima ananasa gasnom hromatografijom
kuplovanom sa selektivnim jon monitoring modom (SIM). Kalibraciona kriva se krece
od 0,01 do 25 pg/em’. Recovery je od 91 do 101 % i LOD iznosi 5 ng/g (Zhu i Li,
2002).

Alavi (2008) i saradnici su takode odredivali bromacil u zemljistu gde se uzgaja
ananas na Havajima gasnom hromatografijom kuplovanom sa elektron impact masenim
selektivnim detektorom (GC-MSD). LOD iznosi 50 ng/g i recovery 70 - 120 %.

Bromacil je odredivan tecno-teCnom ekstrakcijom (LLE), solid-phase
ekstrakcijom (SPE), solid-phase mikro ekstrakcijom (SPME), gasnom hromatografijom
sa masenom detekcijom (GC-MS) i HPLC metodom u bioloSkim uzorcima.
Kalibraciona kriva je linearna u intervalu koncentracija od 0,16 - 10 pg/cm’. LOD
iznosi od 0,12 - 0,14 ug/cm3 kod uzoraka plazme i krvi, a u uzorcima urina 0,11 - 0,12
pg/cm’ (Kumazawa i Suzuki, 2000).

Interlaboratorijska analiza je vrSena za odredivanje bromacila u razliitim
vodama gasnom hromatografijom koriS¢enjem razli¢itih kolona. Kalibraciona kriva je
linearna u intervalu koncentracija od 0,1 - 0,5 ug/dm3 1 recovery 46,8 - 100,8 %
(Senseman 1 sar., 2003).

Bromacil je odredivan u povrSinskim vodama HPLC metodom. Kalibraciona
kriva je u intervalu koncentracija 0,019 - 66 pg/dm’ sa preciznodéu do 2 % (EPA 2008).

Bromacil je odredivan u sojinom ulju gasnom hromatografijom sa MS
detekcijom. Bromacil je izdvajan tecno - te¢nom ekstrakcijom i disperzivhom tecno -
¢vrstom ekstrakcijom (SPE). Recovery se kre¢e od 80 - 114 % sa RSD izmedu 21 14 %
za koncentracioni interval od 0,04 - 0,16 mg/kg. LOQ skoro svih ispitanih uzoraka
manji je od maksimalno dozvoljenih vrednosti (MRL) bromacila u ulju (Nguyen i sar.,
2010).

Isti istrazivaci (Nguyen 1 sar., 2009) su razvili multirezidualnu metodu (GC -
MS, LC-TMS i LC/ESI-MS/MS) za odredivanje velikog broja pesticida (118) u
vo¢nom soku. Recovery se krece izmedu 77 i 140%, RSD je ispod 14 %, a LOQ iznosi
5 ng/kg.

Razradena je metoda za direktno odredivanje rezidua bromacila i diurona u
prirodnim vodama te¢nom hromatografijom (LC). Kalibraciona prava je linearna u
intervalu koncentacija od 0,2 - 1 pg/dm’. Recovery se kre¢e izmedu 83 i 107 %. RSD je
od 3 - 8 % (Sancho i sar., 1997).

Pinto i Lancas (2009) su razradili tecni ekstrakcioni sistem pod pritiskom
(Pressurized Solvent Extraction) za izdvajanje bromacila iz zemljiSta, a za identifikaciju
i njegovo odredivanje koristili HPLC metodu kuplovanu sa diodnom detekcijom
(HPLC-DAD). LOD iznosi 0,025 mg/kg, a LOQ je 0,038 mg/kg. Linearnost je od 0,08 -
1,50 mg/dm3.

Derivatna spektrofotometrija razvijena je za odredivanje bromacila u vodi i
zemljistu u intervalu koncentracija od 1 — 50 mg/dm’. Recovery se kre¢e izmedu 98 i
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120 % za vodu sa RSD 0,6 - 4,9 % dok je za zemljiste od 90 - 130 % sa RSD 1,5 - 4,8
% (Baranowska i Pieszko, 2002).

Razradena je mikrotalasna te¢no-Cvrsta mikroekstrakciona metoda za
kvantitativno odredivanje rezidua pesticida u paradajzu u intervalu koncentracija od 10 -
5000 pg/kg i korelacionim koeficijentom r = 0,99. LOD iznosi 8 ug/kg, a LOQ 25
pg/kg. RSD je ispod 15 %. Validacija metode vrSena je novom FMAE/SPME metodom
(Guillet i sar., 2009).

Ultra-HPLC-TMS metoda je razradena za odredivanje bromacila u bioloSkim
uzorcima i otpadnim vodama u intervalu koncentracija 0,025 - 0,1 ug/dm’. LOD iznosi
0,1 pg (Marin i sar., 2009).
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3.3. Difenzokvat - metil sulfat

U nizu jedinjenja sa 6 atoma u prstenu otkriven je veliki broj pesticida koji
imaju prakti¢nu upotrebu u klasi pirana, piridina i dipiridina.

Fungicidna i herbicidna svojstva su karakteristicna za mnoge derivate piridina.
Pri njihovom hidriranju umanjuje se fungicidna i herbicidna aktivnost, ali se pojavljuju
insekticidna svojstva. Pripadaju grupi SestoClanih heterocikli¢nih jedinjenja sa jednim
heteroatomom.

Svojstva herbicida ispoljavaju derivati 2,2'-dipiridina 1 4,4'-dipiridina. Pri
alkalovanju 4,4'-dipiridina metilhloridom, dimetilsulfatom, 3-metilsulfatom i 3-
metilditiofosfatom obrazuju se kvaternarne amonijumove soli koje se pojavljuju kao
jaki kontaktni herbicidi totalnog dejstva. Soli ovih jedinjenja predstavljaju higroskopne
kristalne materije koje se brzo rastvaraju na vazduhu, te se zbog toga ova jedinjenja ne
proizvode u kristalnom obliku ve¢ u obliku 20 % vodenog rastvora.

Difenzokvat inhibira fotosintezu u fotosistemu I. Fotosistem I Cine grupe
proteina 1 pigmenata ¢iji reakcioni centar (P 700) apsorbuje svetlost na talasnoj duZini
700 nm. Herbicidi dipiridini su akceptori elektrona u fotosistemu I. Za ispoljavanje
delovanja dipiridina u fotosistemu I od znacaja su njihove sledece osobine:

- velika rastvorljivost u vodi uz disocijaciju na pozitivni i negativni jon, pri
¢emu se pozitivni jon lako moZe apsorbovati u biljna tkiva;

- negativan hemijski oksido-redukcioni potencijal (- 349 mV za dikvat i - 446
mV za parakvat);

- nezavistan od pH, a slican potencijalu nekog jedinjenja za elektrone
transportnog lanca;

- pozitivan jon lako prima elektron;

- redukovana forma je stabilna (a oksiduje se u prisustvu kiseonika), a aktivna
forma se stalno obnavlja.

Dipiridini u bioloskim sistemima ucestvuju u redukciono - oksidativnim reakcijama.

Slika 7. Strukturna formula difenzokvat-metil sulfata
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Difenzokvat-metil sulfat (slika 7) je herbicid koji po svojoj hemijskoj strukturi
pripada grupi derivata dipiridina 1 grupi kvaternarnih amonijum herbicida. Ova grupa
hemijskih jedinjenja po svojoj osnovi razne bioloske aktivnosti zauzima jedno od prvih
mesta medu organskim jedinjenjima.

Prema IPAC-u naziv mu je 1,2-dimetil-3,5-difenil-1-H-pirazol metil sulfat.
Drugi naziv mu je finaven, mataven i avenZe.

Od sinteze parakvata i dikvata pa do otkrivanja novih herbicidnih svojstava
proSlo je mnogo vremena. Od tada pa do danasnjih dana veliki broj istrazivaca je radio
na proucavanju razliCitih svojstava ovih herbicida. Sve je to doprinelo da danas bude
poznato Sta ova jedinjenja mogu da prouzrokuju u Zivim organizmima i spoljasnjoj
sredini. Poslednjih godina je viSe podataka o tome kako parakvat, dikvat i difenzokvat
deluju na biljke, Zivotinje 1 Coveka.

Difenzokvat je formulisan kao so metil sulfata, selektivan herbicid za kontrolu u
poljima jeCma, ovsa, repe i lana.

Hemijske 1 fizi€ke karakteristike difenzokvata date su u tabeli 16.

Tabela 16. Fizicko-hemijske karakteristike difenzokvata

Boja i agregatno stanje Bela so, blago higroskopna
Molekulska masa (g/mol) 360,43
Empirijska formula C1gH2oN204S
Tacka klju€anja (°C) >100
Tacka topljenja (°C) 155-157
Tacka isparavanja (°C) 82
Napon pare (uPa) na 20 °C 13,33
Podeoni koeficijent pri pH =7, na 20 °C 2,45-10"
Adsorpcioni koeficijent 74,1
Rastvorljivost u vodi (mg/dm3) 750 g/dm3 na 25 °C
780 g/dm’ na 37 °C
850 g/dm’ na 56 °C
Rastvorljivost u polarnim rastvara¢ima DCM, hloroform,alkohol, aceton

Toksicnost difenzokvata-metil sulfata

Prema podacima Svetske Zdravstvene Organizacije (WHO) difenzokvat pripada
IT grupi otrova. Iritantan je za o¢i i koZu, nije otrovan za pcele.

Akutna oralna toksi¢na doza LDsj za pacove iznosi 470 mg/kg, LDs, za miSeve
iznosi 920 mg/kg, a perkusiona doza LDs za zeCeve iznosi 3540 mg/kg.

Degradira se u aerobnim uslovima za 2 dana, a u anaerobnim uslovima za 7
dana.
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3.3.1. Metode za odredivanje difenzokvat-metil sulfata

Difenzokvat je odredivan kapilarnom elektroforezom kuplovanom sa masenom
spektrometrijom u intervalu koncentracija od 0,7 - 20 ug/dm3. (Moyano i sar., 1996)

Castro 1 saradnici (2000) odredivali su difenzokvat HPLC-MS metodom u
intervalu koncentracija od 6 - 85 ng/dm3. Recovery metode krece se iznad 70 %.

Simultano odredivanje parakvata, dikvata i difenzokvata u uzorcima mineralne
vode vrseno je kapilarnom elektroforezom kuplovanom sa masenom spektrometrijom.
Interval koncentracija krece se od 0,5 - 2,5 mg/dm3 itod1-10 ug/dm3 (Nufez 1 sar.,
2002).

Galceran 1 saradnici (1997) odredivali su difenzokvat kapilarnom
elektroforezom sa indirektnom UV detekcijom u vodama. Granica odredivanja metode
iznosi 0,8 ug/cm3.

HPLC metoda kuplovana sa atmosferskom jonizacijom pod pritiskom i
masenom spektrometrijom primenjena je za odredivanje difenzokvata u intervalu
koncentracija 0,1 - 4 ug/dm3. Metoda je primenjena za odredivanje difenzokvata u
pijacoj vodi (Castro i sar., 1999).

Difenzokvat je odredivan kapilarnom elektroforezom u pija¢im i mineralnim
vodama. LOD je 1,1 ug/dm3 za uzorke pija¢e vode i 0,4 za uzorke mineralne vode.
Kalibraciona kriva je linearna u intervalu koncentracija od 0,7 do 24,5 ug/dm3. RSD je
11,6 %. Recovery je iznad 80 %. RSD je ispod 9 % (Nuiez i sar., 2002).

Difenzokvat je odredivan pored drugih kvaternarnih amonijum herbicida tecnom
hromatografijom tandem masenom spektrometrijom (LC-MS-MS) u vodama.
Kalibraciona kriva je linearna u intervalu koncentracija od 50 do 500 ng/dm3 . RSD je
13,3 %. LOD iznosi 0,04 ug/dm3. RSD se krece do 13,3 %. Recovery za difenzokvat na
razli¢itim kolonama posle prekoncentracije se krece od 30,7 do 90,1 % (Castro i sar.,
2001).

Te€no hromatografska metoda sa elektrosprej jonizacijom 1 maseno-
spektrometrijskom detekcijom (LC-ESI/MS/MS) je koriS¢ena za odredivanje
kvaternarnih amonijum herbicida u krvi. Recovery se kre¢e od 79,7 - 105,1 %,
linearnost kalibracione prave od 5,0 - 200 ng/cm3. Preciznost metode pri koncentraciji
difenzokvata 10 ng/cm3 je 18,6 %. Granica odredivanja za pojedine pesticide se krece
od3,6-204 ng/cm3 (Ariffin i Anderson, 2006).

Simultano odredivanje kvaternarnih amonijum herbicida u vodama vrSeno je
teCnom hromatografijom sa 2 masena analizatora (TOF i SRM). Kalibraciona kriva za
difenzokvat kori§¢enjem TOF analizatora je linearna u intervalu koncentracija 0,05 - 20
ug/dm3, dok je koris¢enjem SRM analizatora kalibraciona kriva 0,005 - 1,0 ug/dm3.
Recovery je 90 %. LOD je od 0,1 - 7 pg/dm® (TOF) i 0,02 - 0,3 pg/dm’ (SRM).
Kalibracione krive su u intervalu 1,0 - 400 ug/dm3 (SRM) 1 15 - 800 ug/dm3 (TOF)
(Nuifiez i sar., 2004).

Ista grupa autora (Nufiez i sar., 2004) je odredivala kvaternarne amonijum
herbicide koriste¢i 2 analizera jon-trap-maseni (ITM) i hibrid kvadripol time-of-flight
(QTOF) sa masenim spektrometrom da bi se utvrdila fregmentacija organskih molekula.
Relativna greSka metode gde je koriS¢en QTOF je manja od 0,0023 %.

Nuifiez i saradnici (2001) simultano su odredivali dikvat, parakvat i difenzokvat
kapilarnom elektroforezom u vodama sa limitom detekcije ispod 15 ug/dm3.

Te¢na hromatografija sa UV-VIS detektorom je razradena za odredivanje
difenzokvata u uzorcima vode i zemljiSta nakon SPE u opsegu koncentracija od 0,4 - 4
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ug/dm3. Recovery je od 92 - 98 %, preciznost metode od 4,3 - 10,4 % 1 LOD je 0,08
ng/dm’ (Ibéfez, 1998).

Diez i saradnici (2006) koristili su dve ekstrakcione metode za odvajanje
kvaternarnih amonijum herbicida i to: ekstrakciju ACN i disperzivnom SPE. Ove
metode su uporedivali sa klasicnim multi-rezidualnim metodama za ekstrakciju
herbicida iz uzoraka jecma. Nakon ekstrakcije difenzokvat su odredivali gasnom
hromatografijom time-of-flight sa masenim detektorom (GC-TOF/MS) i teCnom
hromatografijom-tandem masenom spectrometrijom (LC-MS/MS). Granica detekcije
iznosi 1,3 pg/kg. Recovery se krece od 30,5 - 45,7 %. RSD od 2,5 do 20,2% za
ispitivani interval koncentracija od 10 - 250 pg/kg.

Dikvat herbicidi odredivani su micelarnom elektrokinetiCkom hromatografskom
metodom (MEKC) u pijacoj vodi. Kalibraciona kriva je u intervalu koncentracija od 6,5
- 130,5 pg/dm’, dok je RSD 7,2 %. LOD za difenzokvat je 1 pg/dm’® (Ndfiez i sar.,
2002).

Ahmad (1983) je koristio HPLC metodu za odredivanje difenzokvata u vodama
u koncentracionom intervalu od 5 - 20 ppb. Recovery metode iznosi 97 %, dok je
granica detekcije 0,25 ppb.

Tadashi i saradnici (1998) odredivali su difenzokvat kapilarnom elektroforezom
u cerealijama gasnom hromatografijom sa MS detektorom (GC/MS). Recovery metode
je oko 80 %, relativna greska je ispod 6 %, dok je granica odredivanja 1 g/kg.

Reverzno-fazna HPLC metoda sa UV detekcijom je koriS¢ena za kvantitativno
odredivanje difenzokvata, na talasnoj duZini 254 nm, na koloni C;g i sa eluentom
metanol - voda. Koeficijent varijacije metode iznosio je 0,41 % 1 recovery od 98,7 do
100,36 %. Retenciono vreme bilo je oko 6,6 minuta. Koeficijent linearne korelacije je
0,9999 (Wang i Zong, 1999).

Herbicidi dikvat, parakvat i difenzokvat odredivani su u pija¢oj vodi micelarno
elektrokinetickom hromatografijom (MEKC). LD je od 2,6 do 5,1 mg/dm3.
Kori$¢enjem sweeping-MEKC osetljivost metode je povecana 500 puta, a koriS¢enjem
CSEl-sweeping-MECK povec¢ana je 50000 puta. Detekcioni limit je ispod 1 ug/dm3
kada su herbicidi odredivani metodom CSEIl-sweeping-MECK. Validacija metode je
izvrSena sa dobrom reproduktivno$¢u (RSD < 22 %). Rezultati dobijeni ovom metodom
u spajkovanim uzorcima vode bili su ispod dozvoljenih koncentracija datih od strane
US Environmental Protection Agency (EPA) (Nuiiez i sar., 2002).
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3.4. Bromfenoksim

Bromfenoksim (slika 8) je folijarno-aplikovani kontaktni herbicid koji se
apsorbuje putem liS¢a 1 stabljika sa ograniCenom translokacijom. Pripada grupi
herbicida sa hemijskom grupom dinitrofenil oksim. Prema [UPAC-u naziv mu je 3,5-
dibromo-4-hidroksibenzaldehid 2,4-dinitrofeniloksim. Drugacije se naziva: Bromfenim,
Faneron.

N,

Br o) NG,

HO C

Br

Slika 8. Hemijska struktura bromfenoksima

Tabela 17. Fizicko-hemijske karakteristike bromfenoksima

Boja i agregatno stanje Kristalna so bele boje

Molekulska masa (g/mol) 461,02

Empirijska formula C13H7Br,N3Og

Tacka kljucanja (°C) 476

Tacka topljenja (°C) 196-197

Tacka paljenja (°C) 241,7

Napon pare (mPa) na 25 °C 1,16-10°

Podeoni koeficijent pri pH=7, na 20 °C 2-10°

Rastvorljivost u vodi (mg/dm3) na 20 °C 9,0 pri pH =10
0,6 pri pH = 3.8

Rastvorljivost u polarnim rastvara¢ima

Dobro rastvoran

Fenoksi herbicidi su hemijske supstance koje ometaju delovanje hormona za rast
biljaka 1 koriste se za zaStitu letnjih 1 zimskih kultura od korova. Koriste se u poljima
pamuka 1 za prskanje borovnice 1 hrasta. Bromfenoksim se koristi za post-pojavnu
kontrolu godiSnjeg Sirokolisnatog korova kod Zitarica, kukuruza, semenih useva,
pasSnjaka i novo zasadenog busenja. FiziCko-hemijske karakteristike bromfenoksima
date su u tabeli 17.

Ekotoksikologija bromfenoksima

Bromfenoksim pripada III grupi otrova prema podacima Svetske Zdravstvene
Organizacije (WHO).
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Akutna oralna doza za sisare LDsg iznosi 1100 mg/kg, za ribe LCsg iznosi 0,18
mg/dm3 , dok za alge akutna doza L.Csg iznosi 2,3 mg/dm3.

Akutna oralna doza LDso za miSeve iznosi 1217 mg/kg telesne mase, dok akutna
inhalaciona doza iznosi 0,242 mg/dm3 tokom vremena ekspozicije od 6 sati.

Metabolizam degradacije bromfenoksima

Malo je informacija u literaturi o metabolizmu bromfenoksima, ali je jasno da se
degradira u bromoksinil i ovo razlaganje odvija se u svim ekosistemima. Degradira se
brzo u prirodnim aerobnim vodama i na svetlosti.

Bromoksinil je detektovan kod biljaka kao metabolit razgradnje bromfenoksima
1 moze se ocekivati da ¢e slede¢i metabolit biti isti kao kod razgradnje bromoksinila.

Nakon oralnog unosa bromfenoksima u organizam sisara on se degradira na
bromoksinil i 2,4-dinitrofenol koji se dalje metabolicki razgraduju.

Hidroksibenzonitrili

Ova klasa jedinjenja se sastoji od dva usko povezana 4-hidroksibenzonitrila:
bromoksinila 1 ioksinila (i njihovih oktanskih estara) i jednog 4-hidroksibenzaldehid
oksima: bromfenoksima, koji sluzi kao benzonitrilni prekursor.

Bromoksinil 1 ioksinil su fenolni herbicidi i1 deluju na inhibiciju 1 spreCavanje
oksidativne fosforilacije. Oni deluju kao inhibitori energetskog metabolizma kod
biljaka. Ovo svojstvo se takode odraZzava kod njihove akutne toksiCnosti sisara koja je
veca od uobiCajenog nivoa toksi¢nosti herbicida (100-300 mg/kg).

Sva tri herbicida su folijarno-aplikovani kontaktni herbicidi koji se koriste za
post-pojavnu kontrolu godi$njeg Sirokolisnog korova.

Bromfenoksim pokazuje 10 puta manju toksi¢nost u poredenju sa
bromoksinilom.

Rastvorljivost bromoksinila u vodi je veca od uobiCajene rastvorljivosti
lipofilnih herbicida. Pomenuti herbicidi su detektovani u re¢noj vodi u oblastima gde su
vlazno zemljiSte i polja u bliskoj vezi. Oba herbicida se lako razgraduju u prirodnoj
sredini.

3.4.1. Metode za odredivanje bromfenoksima

Benfenati i saradnici (1995) uporedivali su metodu superkriticne-fluidne
hromatografije (SFC) sa HPLC metodom i odredivali bromfenoksim u intervalu
koncentracija od 75 do 1500 pg sa granicom detekcije 15 pg. Zakljucili su da se
primenom SFC metode postiZe veca osetljivost i veci opseg linearnosti.

Bromfenoksim je odredivan GC i HPLC tehnikama analizom polarno-termalno
labilnih pesticida koriS¢enjem razlicitih SPE materijala. Recovery nakon ekstrakcije je
oko 85 %. Iz 1 litra uzorka termalno labilne komponente odredene su HPLC tehnikom.
SCAN tehnikom bromfenoksim je odreden u intervalu koncentracija od 1 - 10 ng, a
SIM tehnikom od 60 - 800 pg. U spajkovanim uzorcima vode bromfenoksim je
odredivan sa recovery ve¢im od 80 % (Eisert i sar., 1995).

Multirezidualna metoda je razradena za odredivanje bromfenoksima i drugih
fenoksi herbicida u masnoj i nemasnoj hrani. Bromfenoksim je odredivan u intervalu
koncentracija od 20 - 200 ppb. Recovery se krec¢e od 53 - 75 % pri koncentraciji uzorka
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od 200 ppb, 61 - 93 % pri koncentraciji od 80 ppb i1 76 - 84 % pri koncentraciji od 20
ppb (Hopper i sar., 1992).

Esterifikaciona metoda je koriS¢ena za pripremanje uzoraka fenoksi herbicida i
za njihovo odredivanje gasnom hromatografijom. Reproduktivnost metode krece se +5
% (Siltanen i Mutanen, 1985).

Karlhuber i saradnici (1975) odredivali su bromfenoksim u hmelju gasnom
hromatografijom sa masenom fragmentografijom.

Veoma osetljivu HPLC metodu za odredivanje bromfenoksima i njegovih
metabolita, kao i1 drugih pesticida sa hidroksilnim grupama razvili su Faller 1 saradnici
(1996). Osetljivost metode je reda pikograma.

Flanagan i saradnici (1989) odredivali su bromfenoksim u uzorcima krvi,
plazme, seruma i urinu sa granicom odredivanja 10 mg/dm3 1 relativnom greSkom
manjom od 8 %.
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3.5. Ancimidol

Regulatori rasta biljaka ili biljni hormoni su hemijska sredstva koja se koriste da
ubrzaju rast biljke ili dela biljke. Hormoni su supstance koji se prirodno proizvode u
biljkama. Oni kontroli§u normalnu funkciju biljke kao $to su rast, radanje ploda.

Upotreba regulatora rasta biljaka u SAD pocinje 1930. godine. Prvo su otkriveni
acetilen 1 etilen, koji su naSli primenu u uzgajanju ananasa. Njihova upotreba je
eksponencijalno rasla i oni su danas glavne komponente agrikulturnih proizvoda.

Postoji 6 glavnih klasa regulatora rasta biljaka koje izdaje Ameri¢ko DruStvo za nauku o
hortikulturi - American Society for Horticultural Science (http://www.ashc.org/).
Ova podela data je u tabeli 18.

Svi pesticidi koji se distribuiraju ili prodaju moraju biti registrovani od strane
EPA (Ameri¢ka Organizacija za zaStitu Zivotne sredine) tj. da se mogu koristiti bez
ikakvog rizika po ljudsko zdravlje ili Zivotnu sredinu.

Ancimidol pripada grupi herbicida i regulatorima rasta biljaka. Registrovan je za
uzgajanje herbaceoznih biljaka 1 biljaka koje se gaje u staklenicima i u komercijalne
svrhe. Uti¢e na inhibiciju giberelin biosinteze. PoSto giberelin podstice rast biljke,
tretman ancimidolom dovodi do kompaktniijeg rasta, tako Sto potiskuje rast ¢vorica i
izraslina na biljci. Koli¢ina aktivnog sastojka koji je neophodan za optimalni rast, zavisi
od veliCine saksije, faze rasta, metoda aplikacije, godiSnjeg doba i1 drugih brojnih
faktora.

Tabela 18. Regulatori rasta biljaka, njihova funkcija i prakticna primena

Grupa regulatora rasta Funkcija Prakti¢na primena
Tanko stablo biljke,
Auksini Rast izdanaka uvecanje korena i

formiranje cveta

Podsticu rast stabla, cveta i

Giberelini StimuliSu deobu ¢elija i rast
ploda
ProduZuju Zivot cveta i
Citokinini StimuliSu deobu ¢elija biljke, iniciraju rast
pupoljka i korena
. . . . Iniciraju jednako zrenje
Etilenski generatori Zrenje cirajd jed )
voca i povréa
PotpomaZu cvetanje
Inhibitori rasta Zaustavljaju rast zaustavljanjem rasta
kvrzica
. . Usporavaju rast korova na
Retardanti rasta Usporavaju rast P J
duvanu

Ancimidol je u SAD prvi put registrovan kao pesticid 1973. godine.
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Agencija Data Call-in je 1993. godine objavila podatke za registraciju
ancimidola, koji su podrzavali njegovu preregistraciju. Na trZiStu se nalaze dva
registrovana proizvoda: tehnicka formulacija (koristi se u proizvodnji) i krajnji proizvod
koji sadrzi 0,0264 % Cciste supstance ancimidola.

Ancimidol pripada grupi pirimidinil karbinola. IUPAC-ov naziv mu je (RS)-a-
ciklopropil-4-metoksi-a-(pirimidin-5-il)benzil alkohol. Komercijalni naziv mu je A-
Rest.

0—CH,

Slika 9. Strukturna formula ancimidola
Ancimidol se ne koristi za upotrebu u prehrambenim namirnicama, tako da
c¢ovek nije izlozen njegovom uticaju. Budu¢i da se koristi kao regulator rasta biljaka u

komercijalne svrhe, postoji potencijalna izloZenost ljudi koji rade sa njim, kao i osoba
koje se zateknu na mestima tretiranih ovim pesticidom.

Tabela 19. Fizicko-hemijske karakteristike ancimidola

Boja i agregatno stanje Kristalna supstanca bele boje

Ukus Nesto aromati¢an

Molekulska masa (g/mol) 256,30

Empirijska formula Ci5H6N2O»

Tacka kljucanja (°C) 110

Tacka topljenja (°C) 111-112

Napon pare (mPa) na 25 °C 2107

Podeoni koeficijent 1,91

Rastvorljivost u vodi (mg/dm’) na 20 °C 650

Rastvorljivost u polarnim rastvara¢ima u metanolu 250000

(mg/dm”) acetonu 250000
heksanu 37000

Ancimidol se najceS¢e koristi za uzgajanje lala, gde ima tri funkcionalne
upotrebe:

- za kontrolu ukupne visine stabljike u vreme prodaje

- zakontrolu razvoja stabljike nakon pojave cveta

- za kontrolu smanjenja rasta ¢vorica, krivljenja stabljike i opadanja cveta.
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Ancimidol je najefikasniji kada se koristi u staklenicima, a manje je efikasan
na dnevnom svetlu. Kada se programirano i planirano primenjuje utice na:
- pravilan uzgoj lala
- uniformnost cveta u saksiji
- procenat cvetanja biljaka
- velicinu cveta.

Postoje razliciti naCini reagovanja na usporen rast i veoma je bitno ustanoviti
precizne procedure programiranja i upotrebe zemljiSta za sadenje koja se koriste za
podsticaj rasta mladica, pa se oni koji koriste ancimidol savetuju da ga upotrebe samo
na delu roda. To ¢e pomoc¢i uzgajivatima da se upoznaju sa upotrebom ovog pesticida
kod uzgoja lala, kao i da ustanove tacno vreme i koliinu njegove upotrebe u uslovima
ubrzanog rasta.

Sastav zemljiSta i njegova pH vrednost uti¢u na dejstvo ancimidola koji se
posipa po zemlji. Vazna je i koli€ina vlage u zemljiStu u vreme primene ancimidola.
ZemljiSte mora biti podjednako vlazno.

Degradacija ancimidola DTsy, obi¢no se odvija u toku 15 dana, a u
laboratorijskim uslovima i do 120 dana.

Vodenom hidrolizom pri pH = 7 i na temperaturi od 20 °C ancimidol se razgradi
za 30 dana.

Ekotoksikologija

Akutna inhalacija kod pacova koji su tretirani ancimidolom izaziva
neurotoksi¢ne efekte. Kada se ancimidol poprska u obliku spreja dolazi do znacajne
izloZenosti, ali bez toksi¢nih efekata jer su koncentracije ancimidola u formulisanim
proizvodima niske (0,0264 %). U ovakvom obliku koncentracija isparenja je niska, a
trenutna upotreba je ogranicena, tako da se smatra da je potencijalni rizik aplikatora na
Zivotnu sredinu skoro beznacajan (EPA-7-F-95-027, 1995).

Ancimidol pripada IV grupi otrova - malotoksi¢ni pesticid.

Akutna oralna doza LDsj 1 LCsy za pojedine organizme data je u tabeli 20.

Prihvatljiva dnevna doza PDU ancimidola kod sisara je 8000 ppm.

Tabela 20. Akutne oralne doze ancimidola za pojedine organizme

Vrsta LDsy  LCso(mg/dm’)
MiSevi 4500 (mg/kg)
Ptice 5192 (mg/kg)
Pcele 100 (pg/pceli)
Ribe 100
Vodene biljke 0,193
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3.5.1. Metode za odredivanje ancimidola

Ancimidol je odredivan gasnom hromatografijom u uzorcima biljaka, vode i
zemljiSta u intervalu koncentracija od 10 - 10000 ng/cm3. Recovery se krec¢e od 79,3 -
93,3 % (Chand i Lembi, 1991).

Odredivanje ancimidola gasno-hromatografskom metodom sa masenim
detektorom (GC-MS) u soku od jabuke razradili su Chu i saradnici (2005). Osetljivost
metode je 0,01 mg/kg 1 korelacioni koeficijent je 0,98. Recovery metode je 96,3 %,
RSD je 2,2 %. LOD je 4 ng/kg.

Ancimidol je odredivan HPLC metodom nakon prekoncentrisanja
ciklodekstrinskom hiralnom stacionarnom fazom na silika gelu koriS¢enjem
Staudingerove reakcije (Muderawan i sar., 2006; Lai i sar., 2004; Poon 1 sar., 2006).

Ispitivan je uticaj ancimidola na klijanje semena nekih biljaka. Ispitivanja su
vrSena na tri razliite temperature i zakljueno je da ancimidol najviSe utiCe na rast
biljaka pri temperaturi od 10 °C (Bojovi¢, 2010).

Ispitivan je uticaj ancimidola i drugih regulatora rasta na lignante u biljkama.
Ancimidol je odgovoran za inhibitornu aktivnost sekundarnih metabolita, narocito na
deksipodofilotoksin 4-hidroksilaze (Vardapetyan i sar., 2002).

Garcia i saradnici (2004) su ispitivali kristalnu strukturu ancimidola, odnosno
njegovu heterocikli¢nu aktivnost zbog hiralnog C-atoma. Prisustvo Cg ugljenikovog
atoma u molekulu ancimidola uti¢e da cela komponenta kristaliSe kao racemska smesa.
Ispitivanja su vrSena X-Ray detekcijom na temperaturi od 293 K.

Odredivanje ancimidola GC metodom u vodenim matricama vrSili su razliciti
naucnici nakon ekstrakcije uzoraka (SPME i SBSE) (Baltussen i sar., 2002; 1999;
Pawliszyn, 1997; Sandra i sar., 2001; Blumberg i sar., 1998).

Metivier i Viana (1979) su ispitivali uticaj ancimidola na rast krastavaca.
Zakljucili su da ancimidol inhibira rast stabljike 1 smanjuje broj ¢vori¢a na stabljici.
Smanjuje lis¢e utiCu¢i na hlorofil po jedinici povrSine lista. Ancimidol doprinosi
sinergistickoj promociji rasta liS¢a porastom mladih (internoda) grana. Recovery je
1znosio oko 95%.

Uticaj enzima inhibitora (ancimidola) ispitivan je dodavanjem istih na pocetku
rasta biljke u roku od 44 - 45 sati. Nakon ekstrakcije, ekstrakti su analizirani HPLC 1
HPTLC metodom (Bode i Zeeck, 2000).

Maki i saradnici (2005) odredivali su ancimidol refraktometrijskom metodom,
na osnovu obrtanja ravni polarizovane svetlosti, u semenu biljke Hosta 1 zrnevlju
pirin¢a u intervalu koncentracija od O - 3,2 uM pri pH =5,5.
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3.6. Insekticidi - opSte osobine

Insekti predstavljaju ¢ovekov problem od davnina, jer uniStavaju namirnice i
ugrozavaju zdravlje. U stanju su da se za relativno kratko vreme razmnoZe u toj meri da
potpuno uniSte poljoprivredne kulture. Pored toga, znatan broj insekata direktno napada
coveka 1 domace Zivotinje, izazivajuci oboljenja. Primenom otrova radi suzbijanja
insekata Covek je primoran da Zivi sa otrovima, svestan da je suofen sa trenutnim
rizikom (akutna trovanja) a naslucuje i posledice koje se ne mogu u potpunosti oceniti.

Razvoj insekticida pocinje u XIX veku, na etioloSkoj osnovi zasnovanoj na
poznavanju biljnih bolesti, kao i poznavanju StetoCina. Polovinom XIX veka ve¢ su bili
poznati prirodni insekticidi, na primer nikotin, piretin, rotenoid, takode su bili poznati i
preparati na bazi arsena.

Prvi nemetalni organski insekticid upotrebljen je u Nemackoj 1892. godine (4,6-
dinitro-2-metil-fenol antinonin) u borbi protiv omorikovog prelca, ali se nije odrzao
zbog visoke toksi¢nosti.

Do pojave prvog univerzalnog insekticida sa kontaktnim dejstvom doslo je
zahvaljujuci Miiller-u, ¢iji je DDT naSao primenu u celom svetu, kako za za$titu biljaka
tako 1 u domenu opste higijene.

Zahvaljuju¢i DDT-u suzbijeni su insekti - prenosioci bolesti, a u nekim
oblastima 1 istrebljeni. Organohlorni, organofosforni insekticidi 1 karbamati
predstavljaju najznacajnije insekticide (Soldatovic i sar., 1980).

Insekticidi (lat. Insecta - insekti i cedere - ubiti) sluze za suzbijanje Stetnih
insekata. Prema specificnom dejstvu na pojedine faze razvica insekata insekticidi se
dele na:

- ovicide (za suzbijanje jaja insekata)
- larvicide (za suzbijanje larvi insekata)
- adulticide (za suzbijanje odraslih insekata)

Prema nacinu suzbijanja i delovanja insekticidi se dele na insekticide koji
deluju:

- preko digestivnog trakta insekata
- preko organa za disanje insekata
- kontaktnim putem (kontaktni insekticidi).

Insekticidi se, kao i drugi pesticidi, razvrstavaju u dve velike grupe:

- sa kontaktnim delovanjem
- sasistemskim delovanjem.

Postoji Citav niz jedinjenja koja ispoljavaju specifiéno delovanje na insekte.

Repelenti ili repulzivna jedinjenja su jedinjenja koja sluZe za odbijanje insekata, ali i
grinja, ptica, glodara.
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Atraktanti su jedinjenja koja privlace insekte (grinje, ptice i glodare) prema
odredenom mestu ili supstratu kako bi se koncentrisano skupili i tako uspesnije suzbili.

Hemosterilizanti sluZe za izazivanje sterilnosti muskih i1 Zenskih individua kako
bi se smanjile njihove populacije.

Feromoni su supstance koje proizvode insekti ili se proizvode hemijskim putem,
a privlace insekte suprotnog pola.

3.6.1. Mehanizam dejstva insekticida

Iako se radi o veoma staroj grupi hemijskih jedinjenja njithov mehanizam
delovanja ni danas nije u potpunosti i u svim detaljima poznat. Smatra se da
organohlorovani insekticidi dovode do inhibicije enzima centralnog nervnog sistema, na
pr. ATP-aze koji uCestvuje u transformaciji i transportu katjona kroz membrane. To
znaci da je primarno dejstvo ovih jedinjenja nervno tkivo. Toksicno dejstvo se ispoljava
na centralnom nervnom sistemu i na simpatiCkom nervnom sistemu. Njihov efekat se
ispoljava na permeabilnost membrana nervnih ¢elija za jone.

Konvencionalni insekticidi kao S§to su hlorovani ugljovodonici, organofosfati,
karbamati 1 piretroidi dali su svoj pun efekat u kontroli insekata u prethodnih 60 godina.
NaZzalost, mnogi od ovih insekticida izazvali su niz neZeljenih efekata kod ljudi i
korisnih organizama. Isto tako brzi razvoj rezistentnosti na konvencionalne insekticide
je zahtevao alternativna reSenja i ekoloski prihvatljive metode kontrole insekata kao deo
programa integralne zastite i integralne proizvodnje u poljoprivredi.

Jedan od ovih programa koji je u svetu zauzeo posebnu paznju jeste program
razvoja novih insekticida koji uti€u na procese rastenja insekata kao $to su:

- inhibitori sinteze hitina

- analozi juvenilnih hormona

- agonisti ecdison hormona.

Insekticidi koji se unose putem digestivnog trakta efikasni su kod insektata koji
se hrane biljkama, a to nije slucaj kod svih insekata. Efikasni su za insekte koji grickaju
1 lizu (gusenice, skakavci, muve), a bez efekta su za insekte koji ubadaju 1 siSu (vasi,
stenice, leptiri).

Prodiranje otrova kroz digestivni trakt kod insekata koji siSu, je moguce kada se
koristite insekticidi sa sistemi¢nim delovanjem koji prodiru u vaskularni sistem biljke i
Stite je tokom rasta. Ovi insekticidi moraju biti rastvorljivi u vodi, a u biljkama se
apliciraju preko korena i najcesce su manje toksicni.

Insekti nemaju pluca, a organe za disanje ¢ini im sistem medusobno povezanih

traheja, razganatih po celom telu, preko kojih im se celije snabdevaju kiseonikom.
Zatvaranjem traheja ili udisanjem otrova insekti su liSeni kiseonika.
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Prodiranje otrova u organizam insekata kontaktnim putem moZe biti veoma
efikasan naCin suzbijanja insekata. Telo insekata je obavijeno hitinskim omotacem ili
hitinom. Pored hitina, ovaj omota¢ sadrzi lipide, lipidoproteine i enzime. Omotac se
sastoji od viSe ovih slojeva manje ili vece debljine (epikutikula, prokutikula, hipoderm).
Iz celije hipoderma pruZaju se brojni citoplazmati¢ni produZeci koji prolaze kroz
kutikulu i prenosioci su nervnih impulsa. Na ovakvoj gradi kutikule insekata se zasniva
prodiranje otrova u organizam, a do uginuca insekta dolazi usled:

- zapuSivanja traheja, Sto prouzrokuje asfiksiju insekata

- delovanja otrova na lipide, ¢ime se otvara put otrovu u organizam insekta

- dejstvo na nervni sistem (ukoliko je u pitanju neurotropni otrov) koji biva
brzo ugrozZen.

Pojedini insekticidi se posle resorpcije deponuju u masnom tkivu toplokrvnih

Zivotinja. Iz masnog tkiva se eliminiSu po prestanku ekspozicije. U nepromenjenom
obliku izlu¢uju se mlekom.
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3.7. Diflubenzuron

Diflubenzuron je insekticid 1 pripada pesticidima sa hemijskom grupom
benzoilfenil urea. Po IUPAC-ovoj nomenklaturi naziva se 1-(4-hlorofenil)-3-(2,6-
diflubenzoil)urea. Komercijalni naziv mu je difluron i dimilin. Strukturna formula
diflubenzurona prikazana je na slici 10.
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Slika 10 . Strukturna formula diflubenzurona

Diflubenzuron je halogenovani benzoilfenil urea, efektni digestivni i kontaktni
insekticid, koji deluje kao inhibitor sinteze hitina i inhibira formiranje kutikule. Nema
sistemsko dejstvo na biljke i ne ulazi u delove biljaka, a takode ne inficira insekte
prilikom sisanja sokova biljke. Svi organizmi sa hitin sintetazom su osetljivi na
diflubenzuron.

Fizi¢ko-hemijske karakteristike diflubenzurona date su u tabeli 21.

Tabela 21. Fizicko-hemijske karakteristike diflubenzurona

Boja i agregatno stanje Bela kristalna supstanca
Molekulska formula C14HoCIF,N,0,
Molekulska masa 310,70

Tacka klju€anja Ciste supstance (°C) 257

Tacka topljenja (°C) 228

Napon pare (mPa) na 25 °C 0,00012

Podeoni koeficijent, pri pH =7, na 20 °C 7,76-10°

Adsorpcioni koeficijent 10,000

Rastvorljivost u vodi (mg/dm3) na 20 °C 0,2

Rastvorljivost u polarnim rastvaraima dobro rastvoran

Diflubenzuron je stabilan i nakon nedelju dana na temperaturi od 50°C. Rastvor
DFB 0,1 mg/dm3 u vodi se pri pH=7 razlaze 8%.

Koristi se u agrikulturi, hortikulturi i Sumarstvu kao vlaZzan prah (25%), uljani
disperzioni koncentrat (45%), suspenzija (48%) i granularna formacija.
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Koristi se za suzbijanje raznih insekata, larvi i komaraca, a takode i protiv larve
Sciaridae i Phoridae u peSurkama (1g/m?). Ovaj insekticid nije toksi¢an za biljke.

U eksperimentalnim Zivotinjama DFB se apsorbuje digestivnim traktom i
kontaktno preko koze. U gastrointestinalnom traktu pacova takode postoji zasi¢enje
nakon apsorpcije diflubenzurona. On se lako transportuje do tkiva, ali se ne akumulira.

Glavni put eliminacije ovog insekticida, kod macaka, svinja i stoke je izmetom
(od 70 do 80%). Kod ovaca, eliminacija DFB je podjednaka urinom i izmetom.
Urinarna eliminacija kod pacova i miSeva opada proporcionalno sa povecanjem doze
diflubenzurona. Manje od 1 % oralne doze se eliminiSe vazduhom.

Mehanizam dejstva DFB je proucavan u razliitim vrstama. Osnovni nacin
metabolizma ovog insekticida kod sisara je putem inhalacije.

Hidroliza diflubenzurona se moZe odvijati na nekoj od C — N veza.

Glavni metaboliti kod ovaca, svinja i kokoSaka su 2,6-dufluorobenzoeva kiselina
i 4-hlorfenil urea, dok su sporedni metaboliti 2,6-difluorobenzamide and 4-
chloroaniline.

U pacovima 1 stoci 80% metabolita su 2,6-difluoro-3-hidroksidiflubenzuron, 4-
hloro-2-hidroksi-diflubenzuron i 4-hloro-3-hidroksidiflubenzuron.

Toksicnost diflubenzurona

Benzoilfenil uree su jedinjenja sa selektivnim svojstvima koja deluju na larve
insekata. Oni ispoljavaju ingestivno delovanje, a kod nekih vrsta insekata deluju na
plodnost, takode ispoljavaju i ovicidnu i kontaktnu toksi¢nost. Iz ove serije prvi se
komercijalno pojavio diflubenzuron, a zatim hlorflurazon, teflubenzuron i
heksaflumuron.

Diflubenzuron pripada IV grupi otrova, Sto znaci da je malo toksican.

Insekticidi kao S$to su hlorovani ugljovodonici, organofosfati, karbamati i
piretroidi dali su svoj puni efekat u kontroli insekata u prethodnih 60 godina. Danas se
posebna paznja poklanja programu razvoja novih insekticida koji utiCu na proces
rastenja insekata kao $to su:

- inhibitori sinteze hitina
- analozi juvenilnih hormona
- agonisti ecidson hormona.

Inhibitori sinteze hitina ispoljavaju svoje delovanje kod velikog broja razliCitih
rodova insekata. Ovo delovanje ispoljavaju dve razliCite strukture jedinjenja: derivati
benzoilfenil urea i buprofezin.

U nekim radovima tvrdi se da benzoilfenil uree mogu uticati na balans hormona
u telu insekata koji dovodi do inhibicije tako vaznih procesa kao §to je inhibicija sinteze
DNA (Soltani i sar., 1984), karbohidratne, fenoksidazne i mikrozomalno oksidazne
aktivnosti (Ishaaya i Acher, 1977).
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Toksi¢nost diflubenzurona data je od strane Svetske Zdravstvene Organizacije 1
prikazana je u tabeli 22.

Tabela 22. Toksicnost diflubenzurona, dnevna doza

Nacin unoSenja pesticida u organizam
Vrsta Oralno LDsy  Dermalno LDs Inhalaciono Intraperitonealno
(mg/kg) (mg/kg)  LCs(mg/dm’)  LDso (mg/kg)
Pacovi >4640 >10000 >2.49 -
Misevi >4640 - - >2150
Zelevi - >4000 >3,75 -

Maksimalno dozvoljena doza diflubenzurona u hrani, preporu¢ena od Svetske
Zdravstvene organizacije, iznosi 1 mg/kg (FAO/WHO), a prihvatljiva dnevna doza je
0,02 mg/kg telesne teZine.

Evaluacija efekata diflubenzurona u prirodi

Diflubenzuron se lako apsorbuje u zemljiStu samo u prvim slojevima. Poseduje
slabu pokretljivost u zemljiStu 1 zadrzava se u precniku do 15 cm od prvog sloja zemlje.
Nema mogucnosti da se mocvari (raskvasuje) i delimi¢no se moZe ukloniti sa liS¢a
drveta jakim kiSama. MoZe biti prisutan u povrSinskim vodama ubrzo nakon tretiranja.

Hidrolizom diflubenzurona nastaju dva degradaciona metabolita: 2,6-
difluorobenzeva kiselina (2,6-DFBA) i 4-hlorofenilurea (4-CPU), pri pH rastvora 9. U
ovim uslovima vreme raspada mu je 32,5 dana. Visoka temperatura povecava
degradaciju DFB u vodenoj sredini.

Adsorpcija u sedimentima nastaje za 4 dana, a oba produkta razgradnje 2,6-
difluorobenzeva kiselina (2,6-DFBA) 1 4-hlorofenilurea (4-CPU) mogu se odrZati u
sedimentima do 30 dana.

Nije zabelezeno da liS¢e apsorbuje diflubenzuron nakon primene.

Fotoliza diflubenzurona je spora, sa vremenom razlaganja (karencom) od 40
dana. Aerobna degradacija u vodi je mikrobioloSki proces sa vremenom razlaganja od
par dana.

U zemljiStu, degradacija DFB zavisi od pH, temperature, formulacije zeml;jiSta,
organskih materija u zemljiStu.

Degradacija u zemljiStu mikrobioloSkom hidrolizom je brz proces, sa karencom
od par dana 1 produktima razgradnje 2,6-diflurobenzoevom kiselinom 1 4-
hlorfenilureom, a manji metabolit je p-hloranilin. Na slici 11 opisani su putevi
metabolizma DFB-a u zemljiStu.
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Slika 11. Metabolizam diflubenzurona u zemljistu (FAO/WHO, 1982)
Efekat diflubenzurona na ljudima i Zivotinjama
Kod eksperimentalnih Zivotinja uocCeno je da se diflubenzuron apsorbuje

digestivnim traktom, a manje putem koZe.

Methemoglobinemija se manifestuje kod Zivotinja nakon oralnog, dermalnog ili
inhalacionog unoSenja DFB u organizam.

Metabolicki put diflubenzurona ispitan je u raznim vrstama i ovaj metabolizam u
nekim Zivotinjama prikazan je na slici 12.

Ribe nisu osetljive na DFB i njegove metabolite. Duga izloZenost ovom

insekticidu takode ne prouzrokuje Stetne posledice kod riba, jer nije postojan u vodi
usled hidrolize.
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Akutna, oralna i dermalna trovanja diflubenzuronom kod ljudi su veoma retka.
DFB ne iritira koZu i ne izaziva alergijske reakcije.

Radnici koji su izloZeni uticaju 4-hloranilina, metabolitu diflubenzurona, mogu
oboleti od methemoglobinemije.

Neki ljudi koji imaju manjak NADH-methemoglobin reduktaze mogu biti
osetljivi na 4-hloranilin. Primarna manifestacija toksi¢nog dejstva diflubenzurona je
methemoglobinemija.

DFB ne prouzrokuje druge oblike trovanja, niti je mutagen i kancerogen kod
eksperimentalnih Zivotinja (miSeva i pacova), dok je njegov metabolit, 4-hloranilin
mutagen (in vitro) i kancerogen.
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Slika 12. Metabolizam diflubenzurona u Zivotinjskom organizmu (FAO/WHO,
1982)

61



3.7.1. Metode za odredivanje diflubenzurona

Postoji veliki broj analitickih metoda za odredivanje diflubenzurona u razli¢itim
matricama, od toga je najveci broj HPLC i GC metoda.

Barns i saradnici (1995) su razradili HPLC metodu sa hemijskom jonizacijom
pod atmosferskim pritiskom i masenim detektorom (HPLC/APCI-MS) za odredivanje
DFB u pecurkama. Granica detekcije je 0,02 pg/ul i kalibraciona kriva je linearna u
intervalu koncentracija od 0,025 do 1,0 ng/ul. Recovery za spajkovane uzorke u
intervalu koncentracija od 0,06 - 0,58 mg/kg je 85,5%, a RSD oko 14,5%.

HPLC metoda sa UV detekcijom za odredivanje DFB, triflumurona,
teflubenzurona u grozdu i vinu razradili su Miliadis i saradnici (1999). Kalibraciona
kriva je linearna u intervalu koncentracija od 0,05 do 5,0 ug/cm3 , recovery 85,8 - 101,6
% za grozde 1 69,1 - 104,8 za uzorke vina. LOQ je manji od 0,01 mg/kg za uzorke
grozda i 0,01 mg/dm’ za uzorke vina.

Diflubenzuron je odredivan u paradajzu HPLC metodom sa fluorescentnom
detekcijom. LOD iznosi od 5 - 21 ng/cm3 sa RSD < 0,5 %. Recovery se kre¢e izmedu
791102 % (Martinez-Galera i sar., 2001).

Simultana kvantitativna HPLC metoda sa DAD detekcijom je razradena za
odredivanje 13 urea pesticida. Recovery za DFB 90 - 117 %, a LOD 0,006 ug/dm3
(Dommarco i sar., 1998).

Balinova (1998) je razradila HPLC metodu za odredivanje DFB u jabukama i
paradajzu. Recovery je 98,2 - 102,6 % za jabuke 1 LOQ je 0,05 mg/kg, a za paradajz
85,8 -97.4 %.

Diflubenzuron je odredivan u jabukama gasnom hromatografijom (GC).
Kalibraciona kriva je linearna u intervalu koncentracija od 0,05 -1 ug/cm3, LOQ je 0,03
mg/kg i recovery je 80 - 88 % a RSD < 10%. (Mensah i sar., 1997)

Za odredivanje DFB u citrusima koriS¢ena je te¢na hromatografija (LC) gde je
LD 2 pg/kg i recovery 87 - 102 % (Valenzuela i sar., 2000).

Barnes i saradnici (2005) razvili su HPLC/APCI-MS metodu za odredivanje
DFB u sokovima od S§ljiva, jagoda i crnog grozda. Kalibraciona kriva je u linearna
intervalu koncentracija 0,05 - 0,50 ng/cm3, recovery je 70 - 78 % 1 RSD 15 %. LOD je
0,01 - 0,05 ng/ul Sto odgovara 0,003 - 0,014 mg/kg.

HPLC metoda sa luminol hemiluminiscentnom detekcijom je razvijena za
odredivanje DFB u paradajzu. Kalibraciona kriva je linearna u intervalu koncentracija
0,05 - 0,5 pg/cm’, LOD 0,0025 pg/em® = 0,0005 mg/kg. RSD se kreée izmedu 79,7 i
94,2 %, dok je LOQ 0,05 pg/cm®~ 0,01 mg/kg (Martinez-Galera i sar., 2008).

Diflubenzuron je odredivan u soku od narandze teCnom hromatografijom sa
post-column photochemically induced fluorescence derivatization i fluorescentnom
detekcijom nakon solid-phase mikroekstrakcije (SPME). LOQ je 0,02-0,04 mg/kg,
Recovery je 85-110 % i RSD je 1,8 - 7,4 % (Véazquez i sar., 2008).

Tecno-hromatografsku metodu sa elektro-sprej jonizacijom 1 masenom
detekcijom (LC-ESI-MS) za odredivanje DFB u re¢noj vodi i povréu predlozili su
Martinez i saradnici (2007). Kalibraciona kriva je linearna u intervalu koncentracija od
6,67 —3133,33 pg/kg. Recovery se kre¢e od 79 do 114 %, a LOD je izmedu 1,0 - 3,2
ng/cm’.
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Rezidue diflubenzurona su odredivane u lis¢u divljeg kestena HPLC metodom
sa UV detekcijom. Kalibraciona prava je linearna od 0,1 do 15 ug/cm3, LOD iznosi 0,74
ngiLOQ 0,44 ng/cm3. Recovery se krec¢e od 96,3 do 99,6% (Nejmanova i sar., 2006).

Diflubenzuron je odredivan tankoslojnom hromatografijom (TLC) nakon
ekstrakcije uzoraka zemljiSta ultrasolventnom ekstrakcijom 1 tradicionalnom
ekstrakcijom. Kalibraciona kriva je linearna od 0,01 do 2,0 ug, LOD je 2 ng i recovery
se krece od 79,1 do 92,8 % (Babic¢ i sar., 1998).

Multirezidualnu analizu pesticida u sveZem vocu i1 povréu superkritiénom-
fluidnom ekstrakcijom (SFE) i HPLC metodom dali su Kaihara i saradnici (2000).
Recovery se kre¢e od 61,3 - 103,6 %. LOD je 0,05 ng/cmS.

Gasno-hromatografska metoda sa masenom detekcijom (DMI-GC-ToF MS) je
kori$¢ena za odredivanje diflubenzurona u grejpfrutu i ananasu. RSD za ananas je 16 %,
a za grejpfrut 6%. Kalibraciona prava je linearna u opsegu koncentracija od 10 - 200
ng/cm’ i LOD je 5 ng/cm® (de Koning i sar., 2003).

Huang 1 saradnici (2002) su razvili HPLC metodu sa hemiluminiscentnom
detekcijom za odredivanje DFB u li§¢u biljaka. Kalibraciona prava metode je linearna u
intervalu koncentracija od 0,053 - 10 ug/cm3. RSD je 4,12 % za koncentraciju DFB 2,0
ug/cm3 , LOD je 0,03 ug/cm3.

Razvijena je prekoncentraciona i teCno-hromatografska metoda za odredivanje
benzoilurea pesticida u podzemnim vodama kori§¢enjem C;s kolone sa fluorescentnom
detekcijom nakon fotohemijske indukovane fluorescencije (PIF). Recovery za DFB je
95,3 -104,9 %, LOQ je ispod 0,04 ug/cm3 ,aLOD je 0,01 ug/cm3. Kalibraciona kriva je
linearna u intervalu koncentracija od 0,07 - 0,70 ug/dm3, a RSD je 34 % za
koncentraciju DFB od 0,07 pg/dm’ i 5,2 % za koncentraciju od 0,70 pg/dm’® (Garcia i
sar., 2006).

Te¢no hromatografska metoda sa elektrosprej jonizacijom i tandem masenom
spektrometrijom (LC/ESI-MS/MS) je razvijena za selektivno i osetljivo odredivanje 7
benzoilfenilurea rezidua insekticida u hrani za bebe, soku od limuna i pulpi paradajza.
Recovery se krec¢e od 84 - 98 % za koncentracije DFB 0,01 i 0,02 i RSD 2 - 10 %
(Sannino i Bandini, 2005).

Odredivanje diflubenzurona u krastavcu predlozili su Gil-Garcia i Martinez-
Galera (2007) metodom te¢ne hromatografije. RSD se krece od 5,3 do 9,8 % za
koncentracije DFB od 1,0-5,0 ug/cm3. LOD je 0,09 ug/cm3, a LOQ je 0,29 ug/cm3.

Prva analitiCka metoda zasnovana na luminol hemiluminiscenciji za osetljivu
detekciju DFB u soku od paradajza razradena je od Martinez-Galere i saradnika (2008).
Metoda je kuplovana teCnom hromatografijom sa post-colimn fotoderivatizacijom i
detekcijom baziranoj na hemiluminiscentnoj reakciji. Kalibraciona prava je linearna u
intervalu koncentracija od 0,05 do 0,50 ug/cm3. LOD iznosi 0,025 ug/cm3, a LOQ je
0,05 ug/cmS. RSD je manje od 10 %. Recovery je od 79,7 - 94,2 %.

Poznata je i HPLC metoda za odredivanje diflubenzurona u sokovima od
breskve. Kalibraciona prava je linearna u intervalu koncentracija 0,01 - 10 mg/cm3, sa
korelacionim koeficijentom r = 0,9999. Detekcioni limit iznosi 0,005 mg/dm3, dok je
recovery 88,49 - 101,6 %. RSD se krece od 1,99 - 3,47 % (Zhou i sar., 2009).

Isti autori su razradili HPLC metodu za odredivanje DFB u sokovima od grozda.
Kalibraciona prava ima linearnost od 0,01 do 10 ug/cm3, sa korelacionim koeficijentom
r = 0,9995. Detekcioni limit iznosi 0,005 mg/dm3, dok je recovery 80,84 - 92,86 %.
RSD se krece od 2,04 do 3,11 % (Zhou i sar., 2009).

Metodu za simultano odredivanje diflubenzurona i triflumurona u masnoj vuni
razvili su Wang i saradnici (2008). Za odredivanje pomenutih insekticida koristili su
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HPLC metodu sa DAD detekcijom. LD i LQ iznose 0,22 mg/kg 1 0,73 mg/kg,
respektivno. Kalibraciona kriva je linearna u intervalu koncentracija od 0,41 do 41,0
mg/dm3, sa korelacionim koeficijentom r = 0,9996. Recovery za spajkovane uzorke
koncentracija od 0,76 do 10,25 mg/kg iznosi 86,3 - 96,7 % 1 RSD se krece od 4,2 - 8,7
%.

Fan i saradnici (2009) su takode odredivali diflubenzuron u masnoj vuni HPLC
metodom kuplovanom sa akceleracionom rastvornom ekstrakcijom (ASE). Linearnost
kalibracione prave je od 0,1 do 10 mg/dm3 11r=0,9999. LOQ iznosi 0,05 mg/kg.

Santos i saradnici (2009) su odredivali diflubenzuron u ribama i ribnjacima koji
su bili izloZeni uticaju ovog insekticida, tecnom hromatografijom sa DAD detekcijom
nakon SPE. LOD je iznosio 32 pg/kg, a LOQ 110 pg/kg.

Jedanaest benzoilurea insekticida odredivano je u povréu (brokuli i pasulj)
teCcnom hromatografijom sa masenom spektrometrijskom detekcijom LC/MS/MS.
Insekticidi su odvojeni na koloni C;g i detektovani sa elektrosprej jonizacijom/masenom
detekcijom ESI/MS. Kalibraciona prava je linearna od 3 do 200 pg/kg. Za tri
koncentracije spajkovanog povrc¢a (10, 20 i 50 pg/kg) recovery se krece od 69 - 109 %,
sa RSD do 16 % (n =5). LOQ iznosi 10 pg/kg, a LOD 3 pg/kg (Ying i sar., 2009).

HPLC metoda sa UV detekcijom koris¢ena je za odredivanje sedam benzoilurea
insekticida u matricama povréa i to: paradajz, krastavac, kupus i kineski kupus.
Recovery nakon ekstrakcije iznosio je od 80 - 120 %. LOQ je 0,02 mg/kg. Kalibraciona
prava je linearna u intervalu koncentracija od 0,02 - 1,5 mg/dm3 (Hongmei 1 sar., 2006).

Diflubenzuron i jo§ sto pesticida odredivani su skrining metodom (screening) u
ekstraktima vo¢nih sokova te¢nom hromatografijom (LC-TOF MS). Recovery metode
se krece od 70 - 110 %. Kalibarciona prava je linearna u intervalu koncentracija od 0,1
-50 ug/dm3. RSDjeod 1,2 - 6,3 %. LOD iznosi 6 ng/dm3 (Garcid-Reyes 1 sar., 2008).

Simultano odredivanje 103 rezidua pesticida i diflubenzurona u uzorcima caja
teCnom hromatogarfijom sa masenom detekcijom LC-MS/MS objavili su Huang i
saradnici (2009). Kalibraciona prava je linearna u intervalu koncentracija od 0,05 - 0,20
mg/kg. LOQ je 0,05 mg/kg. Recovery se krece izmedu 68 1 98,1 %. RSD je 11,3 % (n =
6).
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3.8. Dimetoat

Fosfor i njegova jedinjenja danas imaju veliki znacaj u mnogim oblastima nauke
1 tehnike. Organska jedinjenja fosfora se primenjuju u proizvodnji plasticnih masa,
koriste se u velikom obimu u zastiti bilja, za proizvodnju insekticida, herbicida i
fungicida. IstraZivanja organofosfornih jedinjenja pocela su pre viSe od 150 godina, a
narocito su intenzivna poslednjih 70 godina.

Schreder i njegovi saradnici 1937. godine su dali osnovnu strukturu za jedinjenja
sa kontaktnim isekticidnim delovanjem, koja je 1950. god. razvijena u strukturu sa
opStim oblikom prikazanim na slici 13.

R\ /O(S)
AN
R - Acil

1

Slika 13. Struktura jedinjenja sa kontaktnim insekticidnim delovanjem

Gde su R i R; - alkil, alkoksi, amino grupe;
acil grupa je anjon neorganske i organske kiseline (Cl, F, SCN i CH;COOR) ili
neka druga kiselinska grupa (enolati, merkaptidi).

Prema Schrederu da bi neko organsko jedinjenje fosfora bilo bioloski aktivno
treba da ima:

1. kiseonik ili sumpor koji su vezani dvostrukom vezom za petovalentni fosfor

2. R 1 R grupa predstavljaju radikale koji su vezani za fosfor preko kiseonika
(alkoksi -OR ili aridoksi -OAr grupe), preko azota (amido -NR; ili direktno alkil -R, aril
-Ar)

3. acil grupa je uglavnom anjon neorganske ili organske kiseline (F, CN, SCN,
RCOO) kao 1 neki kiselinski ostatak (enol grupa ili merkapto grupa) ili uopste X—-Y=2
grupa.

Dimetoat pripada estrima ditiofosforne kiseline ili ditiofosfatima. Prema
IUPAC-ovoj nomenklaturi naziva mu je S-metilkarbamoil-metil-O,O-dimetil

fosforoditioat ili O,0O-dimetil-S-(N-metilkarbamoilmetil)fosforoditioat.

Osim naziva dimetoat u literaturi su poznati i komercijalni nazivi: Fosfamid,
Cygon, Roxion, Rogor, Fostion MM, Bi 58.

Dimetoat je sistemski insekticid i koristi se za prskanje voca i Zitarica.
Strukturna formula dimetoata data je na slici 14.
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Slika 14 . Strukturna formula dimetoata

Tabela 23. Fizicko-hemijske karakteristike dimetoata

Boja i agregatno stanje Obojena kristalna supstanca
Molekulska masa 229.3
Molekulska formula CsH,NOsPS,
Tacka klju€anja (°C) 117

Tacka topljenja (°C) 51-52

Flash point (°C) 107

Napon pare (Pa) na 25 °C 1,1-107
Podeoni koeficijent 5,959
Adsorpcioni koeficijent /

Rastvorljivost u vodi (mg/cm3) na 20 °C 25
Rastvorljivost u polarnim rastvara¢ima Dobro rastvoran

Mehanizam delovanja dimetoata

Mehanizam delovanja se zasniva na inhibiciji enzima acetilholinesteraze, usled
Cega se nagomilava acetilholin. Ona se nalazi u nervnim tkivima, Zlezdama i
eritrocitima, a pseudoholinesteraza u plazmi 1 jetri.

Prilikom dejstva pesticida na acetilholinesterazu enzim je fosforilizovan, a
organofosforni estar je hidrolizovan.

Od fosforilacije zavisi antiholinesterazna aktivnost organofosfornih jedinjenja.
Inhibicija holinesteraze organofosfornih jedinjenja zavisi od afiniteta prema enzimu i
brzine fosforilacije enzima.

Slobodan molekul enzima moZe da prihvati drugi molekul acetilholina.
Organofosforna jedinjenja imaju sli¢nu strukturu kao acetilholin.

Fosforna grupa se vezuje u estarskom poloZaju, a ostatak molekula interaguje sa
brojnim amino grupama koje se nalaze na povrsini aktivnog enzima (Corbett i sar.,
1984). Fosforilacija enzima lakSe se odvija nego acetilacija, a estarska veza je relativno
stabilna na hidrolizu.
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Toksicno delovanje dimetoata

Dimetoat pripada Ib grupi otrova. Dimetoat se javlja u tri formulacije: emulzija,
prah i granule.

Ispitivanja na pacovima su pokazala da molarna koncentracija Ciste supstance
koja je neophodna da izazove inhibiciju 50 % holinesteraze u mozgu pacova (in vitro)
iznosi 8,5-10° mol/dm’.

Osnovni  metabolicki putevi razgradnje dimetoata su oksidacionom
desulfuracijom 1 hidrolizom. Ometoate je metabolit koji izaziva trovanja kod sisara i
insekata. Brzo se degradira u jetri pacova, a slabo u drugim tkivima.
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Slika 15. Mehanizam razgradnje dimetoata u biljkama i Zivotinjama (Lucier,
1967)

Degradacijom dimetoata nastaju mnogo toksic¢niji produkti, nego Sto je pocetna
supstanca. Jedan od produkata degradacije nastaje tiokso-oksidacijom i vodi formiranju
oksidovanog homologa dimetoata koji podleze hidrolizi, nakon cega se formira
tiokarboksil derivat koji se smatra glavnim metabolitom u organizmu sisara.
Tiokarboksil derivati nisu pronadeni u biljkama tretiranim dimetoatom, a oksidovani
analozi dimetoata nadeni su u semenu biljaka. Mehanizam razgradnje dimetoata u
biljkama i Zivotinjama prikazan je na slici 15.
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Ispitivanja vrSena na psima, hranjenim kontaminiranom hranom koja ja sadrzala
2, 10 1 50 ppm dimetoata, tokom 13 nedelja, pokazala su da nema Stetnih efekata pri
pomenutim koncentracijama. Samo je aktivnost holinesteraze malo umanjena pri
koncentraciji dimetoata od 50 ppm.

Razne studije su pokazale da se dimetoat apsorbuje digestivhim traktom i
koncentriSe se u jetri, bubrezima i1 urinu. Brzo se eliminiSe iz organizma pacova i
C¢oveka. Nakon 24 Casa od unoSenja dimetoata u organizam pacova, 76 - 90 % je
eliminisano iz organizma urinom. Dok se kod svinja, za isto vreme, eliminiSe 25 - 40 %
izmetom. U tabeli 24 dati su podaci o akutnim toksiénim dozama dimetoata u
organizmima pojedinih Zivotinja. Mehanizam degradacije dimetoata u organizmu
pacova prikazan je na slici 16.
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Slika 16. Mehanizam degradacije dimetoata u organizmu pacova

Ispitivanje toksi¢nog dejstva dimetoata vrSeno je na ljudima tokom vremena od
4 nedelje. Ispitanici su uzimali 2,5 mg vodenog rastvora dimetoata (0,04 mg/kg telesne
tezine), ali nisu uoceni toksi¢ni efekti ni znacajnije promene u aktivnosti holinesteraze.
Isti rezultati su dobijeni kod 2 ispitanika koji su uzimali 21 dan dozu od 9 mg vodenog
rastvora dimetoata ili 0,13 mg/kg telesne teZine.

Maksimalno dozvoljene doze dimetoata u hrani predloZzene od Svetske

Zdravstvene Organizacije (WHO/FAQO) za pacove iznose 5 ppm S$to odgovara
koncentraciji od 0,4 mg/kg telesne teZine.
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Tabela 24. Akutna toksicnost dimetoatom kod Zivotinja

Zivotinja Put trovanja LDs, (mg/kg)
oralno 280-350
Pacovi-muZjaci i intraperitonealno 175-325
intravenozno 450
. oralno 300-356
Pacovi Zenke : .
intraperitonealno 350
MisSevi Zenke oralno -
Hrcéci muzjaci oralno 200
Svinje oralno 600
Zelevi oralno 450

Akutna toksi¢nost LOD kod pacova pri oralnom unoSenju dimetoata je LDsy od
50 - 60 mg/kg i dermalna LDs, ve¢a od 7000 mg/kg.

Karenca dimetoata je 2 do 5 dana u razli¢itim biljkama. Njegova razgradnja
zavisi od tipa zemljiSta, pH i1 temperature.

Tabela 25. Maksimalno preporucljive doze dimetoata u vocu i povréu

Voce i povrée | Doze Ibs*/100 gal** | Pre ubiranja (dana)
Jabuka 1 kruska 0,5 28
Pasulj 0,25-0,5 0
Krastavac 0,25-0,5 3
Zeleno povrée 0,25 14

*lbs = 0,453 kg; **1 gal = 378,5 dm’
Za Coveka je MDK iznosi 0,2 mg/kg telesne teZine na dan, dok je PDU 0,02 mg/kg

telesne tezine.

Sira populacija nije izloZena uticaju dimetoata vazduhom i vodom. Rezidue
dimetoata manje su od 1 mg/kg u hrani. Njegovo prisustvo u prirodi nije zapaZeno,
mada je toksiCan za pcele 1 ptice.

Dimetoat se apsorbuje u organizmu oralno, inhalaciono i putem koZe. Nakon
oralnog unosenja, dimetoat se u krvi detektuje za 30 minuta.
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3.8.1. Metode za odredivanje dimetoata

Poznato je da za odredivanje dimetoata postoji veliki broj analitickih metoda kao
Sto su HPLC 1 GC.

Dimetoat je odredivan kineti¢ko-spektrofotometrijskom metodom koja se bazira
na njegovom inhibitornom dejstvu u reakciji oksidacije malahitno zelenog kalijum-
perjodatom u prisustvu Mn(II) jona. Dimetoat je odredivan u dva intervala koncentracija
od 4,58 do 41,22 pg/em’ i od 45,80 do 229,0 pg/cm’. Granica detekcije je 1,24 pg/em’,
a granica odredivanja 4,13 ug/cm3. Metoda je uspesSno primenjena za odredivanje
dimetoata u vodi i mleku (Zivanovic’, 2002).

Dimetoat je odredivan u uzorcima krvi te€cnom hromatografijom spregnutom sa
masenom spektrometrijom (LC-MS). Linearnost metode se kre¢e u intervalu
koncentracija 0,5 - 100 ug/cm3, sa korelacionim koeficijentom r = 0,992 za n = 24.
Pouzdanost metode je 96,6 do 106,1 % i tac¢nost do 10 %. LOQ iznosi 0,5 ng/cm3 (Salm
i sar., 2009).

Odredivanje dimetoata u grozdu, vinima i slatkom vinu vrSen je gasnom
hromatografijom spegnutom sa masenom spektrometrijom (LP-GC/MS). Recovery za
uzorke grozda iznosio je 117 + 10 %, dok je LOD 11 ng/g. Za uzorke slatkog vina
recovery je iznosio 121 + 14 % 1 LOD je 12 ng/g. A za uzorke vina recovery je 95 + 14
% 1 LOD je 16 ng/g (Cunha i sar., 2009).

Rezidue dimetoata odredivane su u guavi HPLC metodom. Biljka je tretirana sa
dozom 80 g na 100 cm® vode i 120 g nal00 cm’® vode. Dimetoat je zatim ispitivan
prvog, tre¢eg, Cetrnaestog i dvadeset prvog dana od tretiranja. Rezidue su nadene nakon
2,8 - 3,3 dana i to da je polovina razgradena. Tako da su istrazivaci zakljucili da je plod
za jelo podesan nakon 9 dana od primene dimetoata (Khan i sar., 2009).

Singh i saradnici (2009) odredivali su prisustvo dimetoata u serumu osoba koje
su bile izloZzene ovom pesticidu. Uzorci su ekstrahovani 1 analizirani gasnom
hromatografijom sa azotno-fosfornim detektorom (GC-NPD). Recovery je iznosio 82,3
%. Linearnost metode je u intervalu koncentracija 0,25 - 4 ug/cm3.

Nova metoda je razvijena za odredivanje rezidua dimetoata bazirana na
kapilarnoj elektroforezi sa indukovano kuplovanom plazmom i masenom detekcijom
(CE-ICP-MS). RSD je manje od 5 % za n = 6, dok je LOD 0,05 ug/cm3, a recovery 90 -
96 % (Yang i sar., 2009).

Dimetoat je odredivan u dusu u nanogramskim koli¢inama novom metodom
zasnovanoj na povrSinskoj desorpciji pod atmosferskim pritiskom hemijskom
jonizacijom i masenom detekcijom (SADPCI-MS). Linearnost metode je u intervalu
koncentracija 0,001 - 10 mg/kg i r = 0,998. Recovery se krece od 80,5 do 120,6 %. LOD
je 1,210 mg/kg (Wang i sar., 2010).

Razradena je modifikovana ekstrakciona metoda za simultano odredivanje 203
pesticida u ljusci pirin¢a iz Koreje. Dimetoat je odredivan gasnom hromatografijom sa
masenim detektorom (GC/MS-SIM). LOQ za dimetoat je 0,03 mg/kg. Odredivan je u
intervalu koncentracija od 0,05 - 0,5 mg/kg, a recovery se krec¢e izmedu 81 i 99 %
(Nguyen i sar., 2008).

Dimetoat je odredivan u pijacoj, podzemnoj i povrSinskoj vodi tecnom
hromatografijom sa masenim detektorom (LC/TMS). Kalibraciona kriva je linearna od
0 do 1000 ng/dm’, RSD je ispod 15 %. Recovery je iznosio 70 - 120 % u pijacoj i
podzemnoj vodi 1 60 - 70 % u povrSinskim vodama (Sancho i sar., 2004).
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Osetljivu ekstrakciono spektrofotometrijsku metodu za odredivanje dimetoata
predloZzili su Das (1994) i saradnici. Dimetoat je preveden u molibdo-fosforo kompleks
reakcijom sa amonijum-molibdatom i metilenskim plavim u sumpornoj sredini. Sistem
se pokorava Lambert-Beerovom zakonu, a linearnost je u intervalu koncentracija
dimetoata 0,02 - 0,16 pg/cm’ i RSD se kreée do 3,2 %. SD je 0,006 pg/cm’. Metoda je
primenjena za odredivanje dimetoata u zemljiStu i biljnom materijalu.

Dimetoat je odredivan u lis¢u solid-phase ekstrakcijom (SPE) i HPLC metodom
u intervalu koncentracija 0,001 - 0,1 mg/cm3. RSD je od 1,7 do 3,8 %. Recovery je 82,8
- 95,6 % (Awadh i sar., 2006).

Pappas i Kyriakidis (2003) odredivali su dimetoat u limunu i mandarinama
gasnom hromatografijom sa azotno-fosfornim (NPD) i plameno-fotometrijskim (FPD)
detektorom. Koris¢enjem NP detektora dimetoat je u limunu odredivan u intervalu
koncentracija 0,1 - 2,5 mg/kg, sa RSD manjim od 7,2 % i recovery 89 - 106 %, dok je u
mandarinama u intervalu koncentracija 0,01 - 2,5 mg/kg, RSD < 8,5 % i recovery 85 -
108 %. Koris¢enjem FP detektora dimetoat je u limunu odredivan u intervalu
koncentracija 0,1 - 3 mg/kg, RSD < 4,2 % 1 recovery je 95 - 103 %. A za mandarine
odredivane sa FP detektorom kalibraciona kriva je u intervalu koncentracija 0,01 - 3
mg/kg, RSD < 4,3 % i recovery 89 -108 %.

Dimetoat je odredivan u maslinovom ulju adsorptivnom voltametrijom (Ad-
SSWV) na bazi osobine ovog pesticida da podleZze hidrolizi u baznoj sredini i
povecavanje pika pri - 0,780 V. Ekstrakcija je vrSena koriS¢enjem C;g kertridza. LOD je
1,34 ng/cmS, recovery 79,9 - 104,5 %. Kalibraciona prava linerana je u intervalu
koncentracija od 5 - 100 ng/cm3 1 korelacionim koeficijentom 0,9994. Relativna greSka
je od 3,19 - 9,08 % za koncentracije od 5 - 50 ng/cm3 (Diaz i sar., 2000).

Dimetoat je odredivan u povrSinskim vodama Makedonije u intervalu
koncentracija od 0,95 - 10,2 pg/dm’, HPLC metodom sa UV i DAD detektorom
(HPLC-UV-DAD). LOD iznosi 0,31 pg/dm’, a LOQ je 0,95 pg/dm’, RSD se kreée do
7,2 % (Nestorovska-Krsteska i sar., 2008).

Lal (2008) i saradnici su odredivali dimetoat multirezidualnom analizom u vodi i
povréu SPE i gasnom hromatografijom (GC). Dimetoat je odredivan u intervalu
koncentracija od 1 - 20 mg/kg. LOD je 0,02 mg/kg i RSD je do 5,8 %. Recovery se
krece od 94 - 98 %.

Dugo (2005) i saradnici odredivali su dimetoat u sicilijanskom i apulianskom
maslinovom ulju u intervalu koncentracija od 0,2 - 1 mg/kg. Recovery se krec¢e od 91 -
95 %. LD iznosi 0,015 mg/kg.

Dimetoat je odredivan metodom elektropolimerizacije u intervalu koncentracija
od 10 - 100 ng/cm’, sa RSD od 2,1 - 3,2 %. DL iznosi 0,5 ng/cm’ (Du i sar., 2008).

U vodama je dimetoat odredivan teCnom hromatografijom sa elektrosprej
jonizacijom i masenom detekcijom (LC-ESI-MS). U ¢esmenskoj vodi recovery iznosi
97,1 % 1 RSD 1,1 %, dok u podzemnim vodama recovery je 80,7 % i RSD od 0,7 %.
LOD je 0,01 pg/dm®, a LOQ 0,05 pg/dm’ (Quieraz i sar., 2004).

Poznata je spektrofluorimetrijska metoda za odredivanje dimetoata u vodama.
Granica odredivanja je 5 ug/cm3, recovery je od 96,66 - 98 %, a RSD od 4,7 - 5,84 %
(Lokanath i sar., 2003).

Razradena je gasno-hromatografska metoda sa plameno jonizacionim
detektorom (CG-FPD) za odredivanje organofosfornih pesticida u svezem i ¢okoladnom
mleku. Dimetoat je odredivan u intervalu koncentracija od 0,02 ppm do 0,1 ppm. Sa
RSD od 1 do 9,7 %. Recovery se kre¢e izmedu 69 i 99 % (Erney, 2005).
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Dimetoat je odredivan  micelarnom  elektrokinetickom  kapilarnom
hromatografijom (MEKC) u prirodnim vodama i zemljiStu u intervalu koncentracija od
0,02 -0,2 ug/cm3. Recovery je u intervalu od 82 - 92 %. RSD je manja od 7 % (Sanchez
isar., 2003).

Dimetoat je odredivan u medu, vo¢nom soku i vinu nakon SPE gasnom
hromatografijom sa masenim detektorom (GC-MS) i tenom hromatografijom sa
masenom detekcijom (LC-MS-MS). LOQ iznosi 0,05 mg/kg. Recovery u uzorcima
meda je 69,7 - 105,9 %, u uzorcima crvenog vina je od 86,8 do 127,8 %. Dok je srednji
recovery 86,8 %. RSD < 24,1 % (Pang i sar., 2006).

Multirezidualnom analizom pesticida u vinima odreden je dimetoat u intervalu
koncentracija od 10 do 5070 mg/dm3. Za odvajanje dimetoata iz uzoraka koriS¢ena je
SPE a za njegovo odredivanje kapilarna gasna hromatografija sa selektivhim jon
monitoringom i masenim detektorom (GC-MSD-SIM). LOD iznosi 2,5 mg/dm3 (Wong
isar., 2003).

Perret (2002) 1 saradnici su vrsili validaciju te¢no hromatografske metode sa
masenom spektrometrijom (LC/TMS) za odredivanje rezidua dimetoata u uzorcima
sokova. Za ekstrakciju dimetoata iz uzoraka koristili su matriks solid-phase ekstrakciju
(MSPE). Detekcioni limit je ispod 0,2 ppb, standardna devijacija od 2 - 50 ng/g.
Recovery se kre¢e od 77 do 102 %.

Dimetoat je odredivan kapilarnom gasnom hromatografijom sa masenim
detektorom u biljkama. Recovery iznosi 87,3 %. Dimetoat je odredivan u
koncentracionom intervalu od 0,76 - 3,35 mg/kg sa koeficijentom varijacije 4,2 %
(Schmalko i sar., 2002)

Gallardo (2006) i sradnici odredivali su dimetoat u urinu i uzorcima krvi
koriste¢i SPE za odvajanje pesticida i gasnu hromatografiju sa masenom detekcijom
(GC-MS) za njegovo kvantitativno odredivanje. LOD i LOQ za uzorke urina iznose 50
ng/cm3 1 100 ng/cm3, a za uzorke krvi 200 ng/cm3 1 500 ng/cm3, respektivno.
Kalibraciona prava za uzorke urina je u intervalu koncentracija od 0,1 do 40 ug/cm3 ,a
za uzorke krvi 0,5 - 50 ug/cm3.

Dimetoat je odredivan u urinu, nakon ekstrakcije dihlormetanom, HPLC
metodom. Linearnost metode je u intervalu koncentracije dimetoata od 0,001 - 0,282
ng/cm’. RSD je manja od 18 %, a recovery iznosi oko 100 % (Montesano i sar., 2007).
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4. KINETICKE METODE I
METODE ODVAJANJA






4.1. Osnovni pojmovi hemijske kinetike

Hemijska promena je proces u kome iz jednih hemijskih vrsta, reaktanata,
nastaju druge hemijske vrste, proizvodi reakcije.

Osnovni pojam u hemijskoj kinetici jeste brzina hemijske reakcije, koja se
definiSe kao promena koncentracije reaktanata u jedinici vremena (Bendito i Silva
1988). Metode analize koje se zasnivaju na merenju brzine reakcije nazivaju se
kineticke metode i mogu se klasifikovati prema razli¢itim kriterijumima. Najbolja
podela kinetiCkih metoda analize je na kataliticke 1 nekatalitiCke (tabela 26.)

Tabela 26. Opsta podela kinetickih metoda

KATALITICKE METODE
REDOKS
VRSTE
REAKCLIA HEMILUMINISCENCIJA
-NEENZIMSKE KOMPLEKSIRANJE
IZMENJENI
UTICAJI AKTIVACIJA
INHIBICIJA
KATALITICKE
TITRACLIE
HOMOGENE
- ENZIMSKE HETEROGENE
IZMENJENI AKTIVACIJA
UTICAJI INHIBICIJA
- ELEKTROHEMIJSKE
NEKATALITICKE METODE

- ODREDIVANIE JEDNE VRSTE

- ODREDIVANJE U SMESI (DIFERENCIJALNA KINETIKA)
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Svaki proces, bez obzira na njegovu prirodu, odvija se konacnom brzinom tezeci
ravnoteznom stanju, ukljucujuéi pri tome dve oblasti: KINETICKU - tokom koje se
sistem priblizava ravnotezi 1 RAVNOTEZNU - kada sistem dostiZe ravnoteZno stanje
(slika 17.)

Ako posmatramo reakciju za koju vazi slede¢i opsti stehiometrijski izraz:
A+B—~C+D 4)

brzinu ove reakcije moZemo izraziti preko promene koncentracije bilo koje komponente
sa vremenom

v ——A =8 = &)

a za hemijsku reakciju u opStem slucju:
aA +bB - cC +dD (6)

brzina se moZe predstaviti jedna¢inom

1de, 1 dey 1 dee 1 dey

U: = = — s —

a ot b o ¢ o d ot

(7

A
kineticka
. oblast —~
Signal
1 ravnotezna
oblast
2
R
vreme

Slika 17. Kineticka i ravnoteina oblast hemijske reakcije. Promena analitickog signala
sa vremenom za reaktante (1) i produkte (2)
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Brzina termodinamicki mogucée reakcije zavisi od razli¢itih faktora i to
koncentracije reaktanata, temperature, katalizatora, prirode rastvaraca, inhibitora,
aktivatora i drugih.

4.2. Teorija reakcionih brzina

Hemijska promene moZe se posmatrati sa dva osnovna aspekta i to kao proces
koji se odvija na molekulskom nivou u kome molekul A u interakciji sa molekulom B
daje hemijski novu vrstu - produkte reakcije C i D, ali 1 kao makroskopsku pojavu koja
predstavlja proces sastavljen iz n elementarnih hemijskih promena.

Reakcioni sistem moze da se posmatra kao skup Cestica koje se nalaze u
odredenim energetskim stanjima, a hemijska promena kao proces u kome dolazi do
promene energije. Molekuli reaktanata A i B kao i produkti C i D nalaze se u
energetskim stanjima koja su odredena odgovaraju¢im elektronskim, vibracionim i
rotacionim kvantnim nivoima. Da bi medusobno reagovali reaktanti se moraju naci u
odredenim energetskim stanjima. Zato se hemijska promena najéeS¢e posmatra kao
sistem koji se menja duz jedne nove koordinate koja se naziva reakciona koordinata.
Duz te koordinate dolazi do preraspodele energije, preraspodele hemijskih veza i
odredene rekombinacije unutar molekula reaktanata pri ¢emu se formiraju molekuli
produkta. (Hammes, 1960; Polling, 1975; Laidler, 1987; Dondur, 1992) Postoji viSe
teorija reakcionih brzina:

- teorija sudara

- teorija prelaznog stanja

- stohasticka analiza

- teorija apsolutnih brzina reakcije.

4.3 Faktori koji uticu na brzinu hemijske reakcije

4.3.1. Uticaj koncentracije reaktanata

Za razli¢ite hemijske sisteme vreme prelaza iz pocetnog u konacno stanje nije
isto (bitno se razlikuje). Poznate su reakcije koje se zavrSavaju u delu sekunde, a takode
i reakcije koje se zavrSavaju za mesece i godine.

Uticaj koncentracije reaktanata na brzinu hemijske reakcije dat je osnovnim

zakonom hemijske kinetike, zakonom o dejstvu masa (Guldberg i Waage, 1879). Za
reakciju (4) brzina se daje izrazom

d=k-[A]"-[B]’ ®)
k-konstanta brzine reakcije, karakteristicna je za svaku hemijsku reakciju pri
datoj temperaturi.

Pri jedini¢noj koncentraciji reaktanata konstanta brzine jednaka je brzini.
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Red reakcije n jednak je zbiru eksponenata u izrazu za brzinu reakcije
n=a+b €)

Eksponenti a i b u jednacini (9) cCesto nisu jednaki sa stehiometrijskim
koeficijentima. Zbog toga u opsStem slucaju iz jednacine (6) ne mozemo zakljuciti o redu
reakcije u odnosu na dati reaktant. Red reakcije, kako ukupni, tako pojedinacni ne mora
biti uvek ceo broj. U takvim slu¢ajevima mehanizam reakcije je sloZeniji.

U zavisnosti od toga da li medusobno reaguje jedna Cestica, dve ili tri govorimo

0 mono-,bi-, ili tri-molekulskim reakcijama.

4.3.2. Uticaj temperature

U opsStem slucaju brzina hemijske reakcije poveCava se sa povecanjem
temperature jer konstanta brzine reakcije zavisi od temperature. Jo§ je Van’t Hoff
ustanovio 1884. godine da se pri povecanju temperature za 10°C brzina reakcije

povecava dva do tri puta.

Kvantitativno ovu zavisnost mozemo izraziti Arrhenius-ovom jednacinom
E
Ink=InA-—= (10)
RT

ili u eksponencijalnom obliku

Ea
k=A-e kT (11)
gde je k- konstanta brzine hemijske reakcije,

A - faktor ucestanosti sudara ( Arrhenius-ova integralna konstanta),

T - apsolutna temperatura,

E, - energija aktivacije,

R - univerzalna gasna konstanta (8,314 J K'lmol'l).

Iz jednacina (10) i (11) vidi se da konstanta brzine reakcije raste sa povecanjem
temperature, utoliko jace koliko je veca energija aktivacije date reakcije.

Jednacina (10) koristi se za odredivanje energije aktivacije i faktora ucestanosti

(A), ako je konstanta brzine odredena na razli¢itim temperatura. Graficki se to postize
ako se prikaze zavisnost

log k = f(1/T) (12)
nagib ove prave jednak je
tga = - EJ/R (13)

a energija aktivacije
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E,=-tgaR (14)

S obzirom na to da odredivanje energije aktivacije (u nekim slucajevima i
entropija aktivacije) omogucava da se da pretpostavka o mehanizmu reakcije, to se u
kineticko-katalitickim istraZzivanjima Cesto odreduje E, ( Miiller i sar., 1980).

4.3.3. Uticaj rastvaraca

Do sada poznata katalimetrijska odredivanja primenjuju katalitiCke reakcije u
rastvorima. Rastvara¢ pri tome znatno utiCe kako na brzinu reakcije, tako 1 na njen
mehanizam. Uticaj rastvaraCa na brzinu reakcije izmedu reaktanata A i B, koja se odvija
preko nastajanja aktiviranog kompleksa *AB°*, moZe se prikazati Kirkwood-ovom
jednacinom (Laidler, 1965):

2
e

In k=In ko +
2KT

1 3 1-¢
1-- M —-——(—— 1
( 8) SKT(1+8)N (15)

gde je:
2 2
Mo Gatis) Za %
. ry I
N = Il'lAz +:U32 _/uz[ABT

3 3 3 .
Ty Iy ¥ [AB]

ko - konstanta brzine reakcije u rastvoru rastvarac¢a beskonacne relativne
permitivnosti

€ - relativna permitivnost rastvaraca

Ha, UB Hc - dipolni momenat reaktanata A, B i1 njihovog aktiviranog kompleksa

Za, Zp - naelektrisanje A, B

ra, I, I'c -jonski radijusi reaktanata A, B i njihovog aktiviranog kompleksa

e - naelektrisanje protona (1,602:10™ C).

Limitiraju¢i faktor hemijske reakcije sa uceS¢em rastvaraCa jeste entalpija
solvatacije reaktanata i aktiviranog kompleksa. Skoro sve kataliticke reakcije, koje se
primenjuju u kinetickim metodama se odigravaju u vodenoj sredini. Medutim ako je
jedan od reagenasa nerastvoran u vodi, ili kada je potrebno odvojiti katalizator od
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matrice ekstrakcijom, potrebni su vodeno - organski rastvori. Tada obavezno treba uzeti
u obzir promenu brzine reakcije od sastava rastvaraca.

Prema Hauptmann-u (1977) 1 saradnicima za ocenu uticaja rastvaraca treba ih
podeliti u nekoliko grupa:

- nepolarni aproticni rastvaraci
- polarni aproti¢ni rastvaraci
- protogeniCni rastvaraci ( sadrze —OH ili —-NH grupe).

Kod jonskih reakcija, povecanje dielektricne konstante rastvarac¢a povecava brzinu
reakcije jona istog naelektrisanja, 1 smanjuje brzinu reakcije jona razlicitog
naelektrisanja. Brzina reakcije izmedu neutralnih molekula koji grade izrazito polaran
aktiviran kompeks povecava se sa povecanjem polarnosti rastvaraca. Kod reakcija jon-
molekul gde nastaje slabo polaran aktiviran kompleks, brzina se neznatno menja.

Posebano je veliki uticaj rastvaraca na brzinu reakcije kod reakcija koje se
odigravaju po jonskom mehanizmu.

4.3.4. Uticaj katalizatora

Katalizator je supstanca koja ubrzava nastanak ravnoteZznog stanja date hemijske
reakcije pri neznatnom odstupanju od vrednosti promene slobodne energije procesa.
Reakcije koje se odigravaju u prisustvu katalizatora zovu se kataliticke. Ukoliko se
reakcija odvija u jednoj fazi radi se o homogenoj katalizi, a ako se reakcija odigrava na
granici faza onda govorimo o heterogenoj katalizi.

Homogeno kataliticke reakcije su najceS¢e primenjivane kod katalitickih metoda
analize. Kataliticko dejstvo katalizatora uslovljeno je interakcijom izmedu elektronskih
sistema katalizatora i reaktanata. Elektronska struktura reaktanata se menja tako da se
medu njima reakcija deSava izrazito brzo u toku koje se katalizator oslobada u
pocetnom obliku. Znaci katalizator ucestvuje u reakciji menjajuci njen mehanizam i
snizavaju¢i time slobodnu energiju aktivacije. Razlike u brzinama kataliticke i
nekatalitiCke reakcije uslovljene su time Sto je slobodna energija aktivacije za
kataliticku reakciju manja od iste za nekataliticku, te zbog toga takve reakcije proticu
brze (Avery, 1974).

Reakcije koje se primenjuju za odredivanje koncentracije katalizatora nazivaju se
indikatorske reakcije, a supstanca ¢ija promena koncentracije sluzi kao mera za brzinu
proticanja reakcije naziva se indikatorska supstanca (Jacimirskii, 1967).

Indikatorska reakcija treba da odgovara odredenim zahtevima:

- brzina reakcije treba da bude u odredenim granicama, jer reakcije koje
proticu suviSe brzo ili suviSe sporo nisu pogodne za analitiCke ciljeve.
Optimalno vreme za merenje brzine reakcije je 10 do 15 minuta;
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- koncentraciju indikatorske supstance treba meriti na brz i jednostavan nacin;

- koncentracija odredivane supstance, za vreme eksperimenta, ne bi trebala da
se bitno menja.

Osnovne karakteristike katalizatora su:

katalizator moze da ubrzava samo odredenu hemijsku reakciju
- reakcija mora biti termodinamicki moguca, tj. da moze sama da se odvija
- nakon reakcije katalizator ostaje hemijski nepromenjen

- katalizator ubrzava hemijsku reakciju time $to sniZava njenu energiju
aktivacije, ali ne menja poloZaj njene ravnoteZe.

4.3.5. Uticaj aktivatora

Definiciju aktivatora dali su 1965. godine Boncev i Jacimirski: ,, Aktivator neke
homogeno-katalitiCke reakcije je supstanca koja sama ne katalizuje datu reakciju, ali
bitno povecava njenu brzinu u prisustvu katalizatora”.

Univerzalni aktivatori ne postoje, jer supstanca koja je u jednoj reakciji
aktivator, u drugoj moZe biti inhibitor, ili ne¢e pokazivati uticaj na brzinu reakcije. Za
razliku od koncentracije katalizatora, koja se pri proticanju ne menja, koncentracija
aktivatora ne mora, ali moZe da se promeni za vreme odvijanja reakcije, u zavisnosti od
mehanizma dejstva aktivatora na tu reakciju (Boncev, 1972).

Prema mehanizmu delovanja, aktivatori se mogu podeliti na slede¢i nacin:

1. Aktivatori koji olakSavaju kontakt katalizator-supstrat, putem:
- smanjenja elektrostatickog odbijanja medu njima
- stvaranja prelaznog kompleksa sa katalizatorom ili s nekim od liganada u
njegovoj koordinacionoj sferi
- velikog trans ili cis uticaja.

2. Aktivatori koji povoljno uti¢u na uzajamno dejstvo izmedu katalizatora i supstrata,
putem:
- povecanja polarizuju¢eg uticaja katalizatora ili povecanja mogucénosti da
supstrat bude polarizator
- stabilizovanja odredenog aktivhog oblika katalizatora, reaktanata ili
produkata (intermedijarni ili krajnji)
- favorizovanja odredene prostorne orjentacije katalizatora i supstrata.

3. Aktivatori koji ne uticu direktno na reakciju katalizator-supstrat, ve¢ indirektno
ubrzavaju dobijanje proizvoda reakcije, putem:

- dejstva na viSe razlicitih etapa istog katalitickog procesa

- kombinovanog dejstva s drugim aktivatorima prisutnim u rastvoru.
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Ispitivanja su pokazala da je dejstvo aktivatora najjace pri postojanju reakcije u
rastvoru  slobodno-radikalskim mehanizmom ili mehanizmom sa prenosom
naelektrisanja.

Procesi koordiniranja, koji igraju suStinsku ulogu pri nastanku efekta aktiviranja,
mogu biti uzrok i jedne nepozeljne pojave kod homogeno-katalitickih reakcija, a to je
inhibiranje reakcije. Prisustvo koordiniranog aktivatora moZe ubrzati reakciju samo ako
u koordinacionoj sferi katalizatora ima dovoljno slobodnih mesta, koja moze zauzeti
supstrat ili neko intermedijarno jedinjenje. Medutim, ako aktivator-ligand gradi takav
kompleks sa katalizatorom, da zauzima sva mesta u njegovoj koordinacionoj sferi, doci
¢e do smanjenja brzine reakcije, o Cemu treba voditi racuna pri izboru aktivatora.

U cilju povecanja osetljivosti indikatorske reakcije, najefikasnijom se pokazala
mogucnost koriS¢enja razli¢itih aktivatora u odredenim slu¢ajevima. Primenom
aktivatora moguce je povecati osetljivost indikatorske reakcije za nekoliko redova
veli€ina, a da se reproduktivnost 1 selektivnost metode bitno ne menjaju. Aktivator se u
nekim slucajevima koristi kao maskirajuce sredstvo za odredene primese, $to utice na
povecanje reproduktivnosti i selektivnosti metode (Igov 1 sar., 1980).

4.4. Metode za odredivanje kataliticki aktivnih supstanci u
rastvoru na osnovu kinetickih podataka

Pri izboru metode analize treba obratiti paznju na karakter zavisnosti izmedu
koncentracije katalizatora i brzine reakcije. Ova zavisnost treba da bude linearna. Za
odredivanje sadrzaja kataliticki aktivnih supstanci u rastvoru kinetickim metodama
analize potrebno je izmeriti brzinu reakcije ili duZinu njenog indukcionog perioda.

U zavisnosti od metodike, koja se koristi za odredivanje kataliticki aktivnih
supstanci, postoji viSe metoda koje su date u tabeli 27.

Tabela 27. Kineticke metode odredivanja

Tangensna
. .. Fiksnog vremena
Diferencijalna : & -
Fiksne koncentracije
Tangensna
Integralna Fiksnog vremena

Fiksne koncentracije

Metode zasnovane na kinetickim merenjima

Metode zasnovane na merenju duzine indukcionog perioda
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Koncentracija indikatorske supstance se menja u toku reakcije, dok se
koncentracije ostalih supstanci (katalizator) ne menjaju ili se neznatno menjaju. Zbog
toga je potrebno da koncentracije svih supstanci koje ucestvuju u reakciji budu znatno
vece od koncentracije indikatorske supstance.

Da bi objasnili osnovne principe obrade rezultata, posmatramo indikatorsku
reakciju u prisustvu katalizatora K

Brzina reakcije se moze predstaviti

U:g_)::(k"‘kK[K])'[A]'[B] (17)

gde je dx promena koncentracije indikatorske supstance, koja moZe biti reaktant (A ili
B), ili proizvod (X ili Y). Uvodenjem zamene za x i nakon sredivanja dobija se izraz

%=(k+kK[KD “([Alo=x) - ([BJo—x) (18)

U zavisnosti od koncentracije polaznih reaktanata x, moZe se primeniti diferencijalna ili
integralna varijanta obrade kineti¢kih podataka.

Diferencijalna varijanta

Ako je x, u poredenju sa [A] i [B], neuporedivo mala vrednost, tada se
primenjuje diferencijalna varijanta za obradu kinetickih podataka. Koncentracije
polaznih supstanci, na pocetku reakcije, znatno su vece od x, tako da se njihova
koncentracija moZe smatrati konstantnom, te mogu u¢i u konstantu brzine ove reakcije.
Tada se jednacina (18) moZe napisati:

? ~— Ax/At =K + kg’ [K] (19)
t

gde je

k’=k [A]o [Blo kx’=kk [Alo [Blo
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Prednost ovog nacina obrade podataka uslovljena je time Sto

- nastaje veoma mala koliina proizvoda, pa zbog toga ne protiCe povratna
reakcija;

- u pocetnom stadijumu ne dolazi do sporednih reakcija;

- reakcija protice u uslovima pseudonultog reda.

Zahvaljujuci tome poboljSana je preciznost odredivanja koncentracije katalizatora
i uprosc¢en odnos izmedu brzine reakcije i katalizatora.

Integralna varijanta
Ukoliko je x uporedivo sa [A] 1 [B] primenjuje se integralna varijanta za obradu

podataka. U prostom slucaju, kada se reaktant B nalazi u visku, i prati se promena
reaktanta A moZe se napisati jednacina:

d
a_: = (K’ + kg [K]) ([Alo—x) (20)
gde je kK’=k [B]o i kx’=kk[Blo

Integraljenjem jednacine (20) u intervalu vremena od t = 0 do t, dobija se

[Al,
[Al, —x

= (k" + kg’ [K]) t 2D

Ukoliko reaktant B nije u viSku, nego se zna¢ajno menja sa vremenom, onda se
integraljenjem jednacine (18) dobija

1 1
[A]o . [A]o =(k +k[KDt (22)

U skladu sa jednacinama (19), (20) i (21), za obradu kineti¢kih podataka koriste se
slede¢e metode: tangensna metoda, metoda fiksnog vremena, metoda fiksne
koncentracije 1 metoda indukcionog perioda (Jacimirskii i sar., 1970).

Tangensna metoda

Kod diferencijalne varijante tangensne metode meri se promena koncentracije
jedne supstance ili logaritma koncentracije indikatorske supstance tokom vremena (slika
18). Dobijeni podaci graficki se predstavljaju kao zavisnost koncentracije odredivane
supstance u funkciji od vremena (t). Tangens ugla nagiba prave tgo = —-AA/dt upravo je
srazmeran koncentraciji katalizatora (jednacina 19). Da bi odredili koncentraciju
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katalizatora primenjuje se metoda kalibracione krive u koordinatama tgo-koncentracija
katalizatora.

Na osnovu dobijenih rezultata crtaju se dve krive (slika 18). Prva predstavlja
zavisnost koncentracije (ili logaritma koncentracije) indikatorske supstance od vremena,
a druga kalibracionu pravu tg o = f[A]. Grafik zavisnosti koncentracije (ili njoj
proporcionalne veli¢ine) od vremena dobija se automatski UV/VIS spektrofotometrom.
U tom slucaju tangens ugla se moZe odrediti znatno tacnije.

[A]
tgox

tga

Ccl1 tgas

C2
tga,

C3

C4 tga

\

\

Vreme cI c2 ¢33 c4 [A]

Slika 18. Tangensna metoda

Metoda tangensa se primenjuje kod razliCitih tipova reakcija. Neke teSkoce se
mogu pojaviti samo kod viSefaznih reakcija gde oblik kinetiCke jednacine postaje
sloZen. Ova metoda se sa uspehom primenjuje i kod reakcija sa indukcionim periodom
gde druge metode ne mogu da daju taCne rezultate.

Umesto promene koncentracije moguce je pratiti promene neke fizicko-hemijske
veli¢ine koja je proporcionalna koncentraciji (apsorbanca, difuziona struja, intenzitet
fluorescencije i druge) sa vremenom (Mark i Rechnitz, 1968).

Metoda fiksnog vremena

Ovom metodom se prati promena koncentracije, ili njoj proporcionalne veli¢ine
koja nastaje u zadatom intervalu vremena odigravanja indikatorske reakcije pri
razli¢itim koncentracijama katalizatora. Ako je u zadatom vremenskom intervalu
promena koncentracije sa vremenom linearna, koristi se diferencijalna varijanta; ako je
pak u rastvoru doSlo do bitne promene koncentracije, koristi se integralna varijanta.
Kalibraciona prava predstavlja zavisnost merene veli¢ine od koncentracije katalizatora.
Ova zavisnost je prikazana na slici 19.
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[P]

A[P]

[P],

Metoda fiksnog vremena je jednostavnija za izvodenje u poredenju sa metodom
tangensa. Rezultati koji se dobijaju ovom metodom su manje tacni, a i metoda nije
univerzalna. Npr., u prisustvu jako izraZenog dugotrajnog indukcionog perioda tesko je
dobiti pouzdane rezultate.

Slika 19. Metoda fiksnog vremena

Metoda fiksne koncentracije

(K]

Kod ove metode meri se vreme (t) potrebno da koncentracija indikatorske
supstance, ili njoj odgovaraju¢e merene velicine, dostigne tacno odredenu vrednost, a za
razli¢ite koncentracije supstance koju odredujemo (katalizatora). Reciprocna vrednost
proteklog vremena (1/t) linearno je zavisna od koncentracije katalizatora ili njoj
proporcionalne veli¢ine. Ova zavisnost je prikazana na slici 20.

A

\/

‘ C4 1/At
C3
C2 1/At4 *********************** ‘
|
C1 1/At3 ***************** ‘ i
| |
T s VAt |- ‘ | |
| o
,,,,, I | |
| | 1/At, } i i i
L | . | | | | ‘
Vreme
th 3 © t C1 Co C3 C4 [A]

Slika 20. Metoda fiksne koncentracije
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Opisana metoda se primenjuje u uslovima odsustva paralelnog odvijanja
nekatalitiCke reakcije. Ako se u rastvoru takva reakcija stvarno odvija, onda se reakcija
prati do fiksirane vrednosti razlike koncentracije ispitivane supstance ili njoj
proporcionalne veli¢ine. Vrednosti razlike mogu se naci automatski ako se na primer u
jednu kivetu spektrofotometra stavi rastvor koji sadrzi supstancu koja se ispituje, a u
drugu rastvor bez te supstance.

Ako ispitivanu reakciju karakteriSe prisustvo indukcionog perioda, onda u tom slucaju
ne postoji linearna zavisnost izmedu 1/t i koncentracije ispitivane supstance ili njoj
proporcionalne veliCine.

Metoda fiksirane koncentracije je jednostavnija za primenu nego tangensna metoda, ali
su dobijeni rezultati manje tacni i metoda je manje univerzalna.

Izborom odgovaraju¢ih reakcionih uslova (koncentracije reaktanata, pH-sredine,
temperature) moZe se posti¢i linearna zavisnost izmedu koncentracije katalizatora i
brzine reakcije. U praksi se uglavnom primenjuju indikatorske reakcije koje su
modifikovane tako da Cine reakcije prvog reda ili pseudo prvog reda (Erofeev i Tulipov,
1977).

4.5. Ekperimentalne metode za pracenje brzine hemijskih
reakcija

Za merenje brzine hemijskih reakcija potrebno je pratiti promenu koncentracije
sa vremenom bilo kog reaktanta ili proizvoda reakcije. Reakcija, ¢iju brzinu odreduje
koncentracija analizirane supstance naziva se indikatorska, a supstanca cCijom se
promenom koncentracije, eksperimentalno prati brzina reakcije, naziva se indikatorska.

Kod kinetickih metoda analize, za prouCavanje kinetike hemijskih reakcija,
najceSce se primenjuju fizicke 1 fizi€ko - hemijske metode, ili tzv. indirektne metode.
Kao preduslov za primenu neke indirektne metode, neophodno je da postoji Sto prostiji
odnos izmedu merene fizicke osobine i koncentracije analizirane supstance. Najbolje je
koristiti one metode gde postoji Sto prostiji odnos izmedu merene fizicke osobine i
koncentracije analizirane supstance. Najbolje je koristiti one metode gde postoji
medusobna linearna zavisnost, kao na primer kod apsorbance, elektricne provodljivosti,
indeksa prelamanja, jacine difuzione struje, potencijala date elektrode, intenziteta
zamucenosti rastvora.

Medusobna zavisnost izmedu koncentracije analizirane supstance i merene
fizicke osobine moze se predstaviti tzv. ,,jedna¢inom medusobne zavisnosti”:

D=k:-c (23)

u kojoj je D - kvantitativna karakteristika osobine rastvora, k - koeficijent
proporcionalnosti, ¢ - koncentracija.
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Opticke metode i to fotokolorimetrija i spektrofotometrija, se najviSe primenjuju
za merenje brzine hemijskih reakcija. One se zasnivaju na merenju promene apsorbance
(A) rastvora sa vremenom u funkciji koncentracije analizirane supstance (Bulatov 1
Kalinkin, 1972).

A=¢g-1-c (24)
¢ — molarni koeficijent apsorpcije

1 — debljina apsorpcionog sloja

Od optickih metoda za pradenje brzine hemijskih reakcija, koriste se
refraktometrijske 1 luminiscentne metode. U zamucenim koloidnim rastvorima
primenjuju se nefelometrijske i turbidimetrijske metode.

Iz grupe elektrohemijskih metoda, koje se koriste kod kinetickih metoda analize,
najviSe se primenjuju sledece: potenciometrija, polarografija i amperometrija.
Elektrohemijske metode se zasnivaju na korelaciji elektrohemijske karakteristike
odredivane supstance od njene koncentracije.

Sve aparature, koje se koriste u okviru nabrojanih metoda za merenje brzine
hemijskih reakcija moraju biti snabdevene uredajem za termostatiranje reakcionog
sistema.

4.6. Karakteristike kineti¢ckih metoda analize

Kineticke metode analize zauzimaju znacajno mesto u savremenoj kvantitativnoj
hemijskoj analizi. Siroku primenu su naSle homogeno - katalitiCke kineticke metode.
Vecina ovih metoda se primenjuje za odredivanje metala.

Osnovna karakteristika kinetickih metoda analize je njihova osetljivost.
Koriste¢i kalibracionu krivu definiSu se neke veli¢ine koje sluZe za poredenje razlicitih
metoda (slika 21).

Osetljivost je svojstvo instrumenta, a u instrumentalnoj analizi izrazava se kao
nagib kalibracione krive y = f(x):

S=— (25)

Linearni deo kalibracione krive naziva se dinamic¢kim opsegom za datu metodu,
nagib ovog dela kalibracione krive daje osetljivost metode. Sto je veca osetljivost i veci
odnos signal/Sum, merenje je preciznije i tacnije.
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Koncept osetljivosti se identifikuje sa nagibom kalibracione krive, tj. sa [UPAC-
ovom analitickom osetljivos¢u. Osetljivost treba racunati kao odnos nagiba i njegove
standardne devijacije. Ovo je dobar kriterijum za poredenje analitiCkih metoda i tehnika,
jer Sto je vec€a osetljivost, uzi je interval pouzdanosti i veca preciznost.

= A .
& S = Ey —
AX
Ay
XL
X ]  dinamicki
CL koncentracija -

Slika 21. Kalibraciona kriva i velicine koje se definisu preko nje. Ysp - srednja vrednost
slepe probe, X, - granicni signal merenja, S - nagib kalibracione prave = osetljivost

Prema IUPAC-ovoj definiciji, limit detekcije je broj, izraZzen u jedinicama
koncentracije ili koli¢ine za datu analiticku metodu. To je najmanja koncentracija ili
kolic¢ina analita za koju se moze tvrditi da se statisticki razlikuje od slepe probe.
Detekcioni limit, C; moZe da se izrazi jednacinom:

_ XL _Ysp
m

c, (26)

gde je X, grani¢ni analiticki signal koji odgovara kocentraciji Cy;
Y‘vp je srednja vrednost slepe probe za n ispitivanja (obi¢no n > 20);
m je analitiCka osetljivost.

Detekcioni limit se moZe izraziti preko standardne devijaciije slepe probe,
standardne devijacije fitovanja kalibracione prave ili standardne devijacije odsecka S:

c, =3 @27)

m

k je numericki faktor izabran prema Zeljenom nivou pouzdanosti.
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k iznosi 3,3, i ta vrednost bi trebalo da odgovara verovatno¢i od 99,86 % (tj. verovatnoci
da ¢e 99,86 % X nalaziti u datom interval pouzdanosti). Medutim, u veéini slucajeva k
= 3,3 odgovara verovatno¢i od 95 %, jer se Gausova kriva ne primenjuje striktno.

Kvantifikacioni limit (granica odredivanja) je najmanja koncentracija ispitivane
supstance u uzorku koja moZe biti odredena sa prihvatljivom preciznos$¢u i tacnoscu,
pod datim eksperimentalnim uslovima i izraCunava sa na osnovu jednacine:

Cp=—— (28)

Prema tome, postoje tri glavna analiticka regiona (slika 22) povezana sa
odredivanjem supstance i to:

- region u kome se analit ne moZe pouzdano odrediti, za koncentracije manje
od CL

- detekcioni region, za koncentracije izmedu Cy. i Cq

- kvantifikacioni region, za koncentracije vece ili jednake Cg.

v

signal analita
L X

analit nije region Kvantifikacioni
detektovan detekcije region

C. Co
koncentracija analita

v

Slika 22. Regioni analitickog odredivanja

Osetljivost i detekcioni limit u kinetickim metodama

Poznato je da su visoka osetljivost 1 nizak limit detekcije koji se pripisuju
kinetickim metodama rezultat katalitickih reakcija. On je ograni¢en na merenje
inicijalne brzine u reakciji A + B — P, koja je katalizovana katalizatorom K:

%zk-ﬂk-[l(]ozk’-[](]o (29)

Gde je mk faktor koji ukljucuje koncentracije reaktanata (npr. [A]y [Blo), a doprinos
nekataliticke reakcije uzima se da je jednak nuli. Koncentracija katalizatora je :
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Il
(K1, = dt At (30)

kr, kr,

Iz jednacine 30 sledi da minimalna koncentracija katalizatora koja se moze odrediti
zavisi od minimalne promene koncentracije proizvoda koja se moZe izmeriti odredenom
instrumentalnom tehnikom. DuZe vreme At, veCa koncentracija reaktanata i veca
konstanta brzine smanjuju koncentraciju katalizatora koja se moZe odrediti.

Teorijski 1 prakti¢ni detekcioni limit se najceS¢e ne slazu za nekoliko redova
veli¢ine. Postoje razliiti razlozi za ovo neslaganje, od kojih je najznacajniji efekat
pozadine koji poti¢e od nekatalizovane reakcije. Ako se njen doprinos uzme u obzir,
ukupna brzina reakcije je v = v, + v, ili

M:l<'7z'1,{[1(]0+k'7z'1,{ €Y
dt

Sto je manja brzina nekatalizovane reakcije, niza ¢e biti [K]omin. Doprinos
nekatalizovane reakcije kroz efekat pozadine moZe se izraziti preko faktora o, koji
varira izmedu O (odsustvo nekataliticke reakcije) i 1 (odsustvo kataliticke reakcije).
Takav doprinos se moze izraziti sledeCcom jednac¢inom:

k], =Pl @, (32)
’ At k-7, k-7,
Ako je v, = k/er , tada je:
(K], 0 = APl (33)
’ At k-7, k
k,
== exp|-(E, —E,,)/RT] (34)

E, i Ex. su energije aktivacije nekataliticke i katalitiCke reakcije. Prema ovoj reakciji,
najniZi detekcioni limit se javlja kada se k / k zanemari.

Dat je izraz za izraCunavanje osetljivosti 1 detekcionog limita katalitiCkih metoda
inicijalne brzine, fiksnog i varijabilnog vremena:

—% =[A], (k" +k[K],) (35)

Detekcioni limit se identifikuje sa odseckom [A]o k> krive —A[A]/ At u
odnosu na [K ]0.
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Zbog jednostavnosti, izrazi ne ukljucuju doprinos nekataliticke reakcije. Ako je
njen doprinos znacajan, izraz za detekcioni limit se modifikuje delom koji je
proporcionalan odnosu konstanti brzine nekatalizovane i katalizovane reakcije, dok
izraz za osetljivost ne treba menjati. MozZe se zakljuciti da:

- osetljivost raste, a detekcioni limit opada sa poveCanjem konstante brzine i
koncentracije reaktanata,

- u metodi fiksnog vremena At utiCe na isti naCin na ove parametre, pa je poZeljno
koristiti integralni oblik,

- u metodi varijabilnog vremena A[P] treba biti Sto manje, pa je preporucljivo koristiti
diferencijalni oblik.

Visoka osetljivost i nizak detekcioni limit katalitickih reakcija zahtevaju
posebnu brigu u pripremi, ¢uvanju i prenosu rastvora niske koncentracije koji se koriste,
kako bi se izbegle greSke usled gubitaka ili kontaminacije uzorka. Posebno paZljivo
treba prati stakleno laboratorijsko posude, jer moze izazvati kontaminaciju metalima u
tragovima. Dalje, tragovi metala u reagensima, mineralnim kiselinama i vodi koji se
koriste u pripremi rastvora i standarda ogranicavaju detekcioni limit. Najbolji nacin za
dobijanje vode visoke Cistoce je kombinacija destilacije 1 jonske izmene. Plastika ima
prednost u odnosu na staklo, mada skladiStenje u polietilenskim bocama moZe dovesti
do kontaminacije plastifikatorima koji apsorbuju UV zracCenje i mogu biti potencijalni
reduktori. Drugi problem kod razblazenih rastvora je mogucnost adsorpcije jona na
zidove suda, $to se moze izbeci upotrebom politetrafluoroetilenskih boca i ¢uvanjem
rastvora na niskom pH u frizideru, a ukoliko je moguce dodati i maskirajuci agens koji
ne smeta prilikom kinetickih odredivanja.

Osetljivost 1 detekcioni limit kinetickih metoda se mogu poboljsati
optimizacijom eksperimentalnih uslova (temperatura, pH vrednost, koncentracija
reaktanta, jonska jacina, dielektricna konstanta rastvaraca), primenom separacionih
tehnika i pre svega upotrebom aktivatora. Pored povecanja osetljivosti i smanjenja
detekcionog limita, primena aktivatora povecava selektivnost kineticke analiticke
metode.

Srednja, teorijski izraunata, granica odredivanja katalizatora iznosi 10'17g/cm3 ,
medutim odigravanje i nekataliticke reakcije u rastvorima dovodi do sniZenja granice
osetljivosti na 107" g/cm3 .

Selektivnost

Osnovni problem koji se javlja kod primene kinetickih metoda u analiticke svrhe
je njihova selektivnost. Razlikujemo Kkataliticki selektivne i analiticki selektivne
indikatorske reakcije. Postoji veliki broj indikatorskih reakcija koje su katalizovane
samo jednim ili manjim brojem elemenata. Na primer, reakciju izmedu tiosulfata i
Fe(Ill) katalizuju samo joni Cu(Il), u tom slucaju je reakcija kataliticki selektivna.
Medutim na brzinu nekog kataliticki selektivhog procesa mogu da utiu druga
jedinjenja koja pokazuju inhibitorno, oksidaciono ili redukciono dejstvo. U prisustvu
ovih supstanci kineticka metoda nije selektivna u analitiCkom smislu. Zato se moZe reci
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da indikatorska reakcija moZe biti kataliticki veoma selektivna, ali analiticka metoda
koja primenjuje ovu reakciju ne mora biti analitic¢ki selektivna.

Za povecanje selektivnosti indikatorskih reakcija postoje razliCite mogucnosti.
Jedan od nacina je simultano odredivanje pojedinih katalizatora u smesi na osnovu
njihove razlicite aktivnosti pri razli¢itim pH vrednostima sredine.

Drugi nacin je maskiranje ometaju¢ih supstanci u Kkataliticki-neaktivna
jedinjenja.

Kineticke metode analize sve vecu primenu imaju u savremenoj analitickoj
hemiji za odredivanje mikro i ultramikro koncentracija u razliitim uzorcima
(industrijski proizvodi, bioloSki materijali). Kineticke metode mogu se primenjivati ne
samo za analizu mikro koli¢ina, ve¢ i za odredivanje relativno velikog broja elemenata u
malim koli¢inama uzoraka, kao $to su razne prevlake, uzorci toksi¢nih supstanci i
drugih.

Prema TUPAC-u, selektivnost je svojstvo koje pokazuje u kom stepenu druge
supstance interferiraju pri odredivanju analita datom metodom. Krajnji stepen
selektivnosti je odsustvo interferencija. Interferent je supstanca koja dovodi do
sistematske greSke u odredivanju analita, i moZe biti aktivan (direktno interaguje sa
analitom, nekom komponentom indikatorske reakcije ili rastvaraCem) i inertan
(doprinosi pozitivno ili negativno analitickom signalu bez interakcije sa komponentama
reakcionog sistema).

Kineticke metode su selektivnije od ravnoteznih, jer se zasnivaju na
diferencijalnim, a ne apsolutnim merenjima. Zato izostaje interferencija signala od
drugih komponenti uzorka sve dok one ne interaguju sa nekom komponentom sistema.
Njihova veca selektivnost proizilazi iz dinamike procesa. Kratko vreme meSanja uzorka
i reagenasa i Cinjenica da merenje pocinje odmah nakon meSanja smanjuje efekat
interferenata. Uticaj interferenata kod ravnoteznih metoda je znatno veci, Sto je
posledica dugog vremena potrebnog za postizanje ravnoteZe, u toku kog aktivni
interferenti mogu reagovati sa jednom 1ili viSe komponenti sistema, ukljucujuci i analit.

Tacnost i preciznost

Tacnost je Sirok pojam vezan za pribliZnost merenja stvarne vrednosti merene
veli¢ine. Takode je vezan i za nagib merne metode. Tacnost se moZe odrediti samo ako
znamo pravu vrednost merene veli¢ine. U protivnom, koristimo se poredenjem rezultata
sa jednom ili viSe drugih analitikih tehnika.

Tacnost kod kinetickih metoda zavisi od pouzdanosti analiticke tehnike
upotrebljene za merenje promene koncentracije u funkciji vremena i konstantnosti

eksperimentalnih uslova.

Preciznost je mera usaglaSenosti rezultata dobijenih iz viSe paralelnih
odredivanja iz istog uzorka pod istim uslovima. DefiniSu se tri nivoa:

1. ponovljivost - preciznost procenjena od strane jednog analitiCara, na istim uzorcima,
istoj aparaturi u kratkom vremenskom intervalu;
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2. srednja preciznost - preciznost procenjena od strane vise analitiCara, na istoj aparaturi
1 u istoj laboratoriji u toku viSe dana;

3. reproduktivnost - preciznost procenjena od strane viSe analitiCara, na razliitim
aparaturama i u razli¢itim laboratorijama.

Razvoj instrumentalne i kompjuterske tehnologije priblizava kineticke metode
ravnoteznim u pogledu brzine, preciznosti i jednostavnosti. Medutim, kineticke metode
u velikoj meri zavise i od konstantnosti eksperimentalnih uslova. Metode zasnovane na
reakcijama prvog reda su preciznije, pa se preciznost metode moZe znatno povecati
podesavanjem eksperimentalnih podataka modelu prvog reda pomocu linearne regresije.

Preciznost merenja brzine reakcije zavisi od tri faktora:

- Suma pracenog signala,

- reproduktivnosti eksperimentalnih uslova i

- veliCine greske uzrokovane sistemima za prikupljanje podataka u vremenu
merenja.

Ovaj poslednji izvor greSke se mozZe zanemariti zahvaljujuci dobroj instrumentaciji.

U cilju poboljSanja reproduktivnosti, a samim tim i tacnosti kineti¢kih metoda analize,
potrebna je stroga standardizacija eksperimentalnih uslova. Postoji niz faktora koji uticu
(pored katalizatora) na brzinu reakcije, kao Sto su: temperatura, pH, jonska sila rastvora,
primese u reagensima i vodi.

Relativna greska novijih kinetickih metoda krece se do 5 % pri granici detekcije
katalizatora reda 10” g/cm’.

4.7. Aktivacija i inhibicija

Efekti koji modifikuju brzinu reakcije su od velikog teorijskog i prakti¢nog
znaCaja. Obi¢no su povezani sa homogenim katalitickim reakcijama iako se mogu
primeniti na nekatalitiCke ili fotohemijske reakcije.

Brzina kataliticke reakcije, ¢%. moZe biti pojacana ili smanjena (aktivirana ili
inhibirana) dodavanjem odredenih supstanci. Na slici 23 su prikazani fenomeni
aktivacije i inhibicije koji predstavlja promenu brzine modifikovane reakcije #. pri

konstantnoj koncentracijom katalizatora c, u funkciji od koncentracije modifikovane
supstance (aktivatora ili inhibitora).

Kao $to se sa slike vidi, ova reakcija je potpuno inhibirana ukoliko je konstanta
jednacine inhibitorne reakcije dovoljno velika, tako da je ova brzina jednaka brzini
nekataliticke reakcije ¢)., za stehiometrijsku proporciju inhibitora (I) prema
katalizatoru. Ukoliko konstanta inhibitorne reakcije nije tako velika ili je proizvod
reakcije (bilo kompleksan ili precipitirajuci) takode aktivan do nekog nivoa, tada je
osnovna reakcija samo delimi¢no inhibirana.

93



Aktivacija

Parcijalna inhibicija

Totalna inhibicija

»
»

C=[1] [modifikator]

Slika 23. Promene brzine kataliticke reakcije u funkciji od modifikatora

Fenomen inhibicije dopusta odredivanje nekih supstanci koje se ponasaju kao
inhibitori u katalitiCkim reakcijama. Inhibitor reakcije se moZe odrediti imajuc¢i u vidu
da je brzina inhibitorne reakcije proporcionalna koncentraciji inhibitora. Na slici 24
prikazani su razni aspekti upotrebe efekata za modifikovanje brzine katalitiCke reakcije.

Inhibitorni ili aktivatorni efekti primenjuju se u enzimskim i ne-enzimskim
procesima. U enzimskim reakcijama aktivacija ili inhibicija proisti¢u iz prisustva
metalnih jona koji se tako mogu odrediti na osnovu njihovog dejstva na kataliticka
svojstva enzima.

Brzina neenzimskih reakcija je obicno modifikovana putem hidroksilnih,
poliaminokarboksilnih 1 hromogenih liganada, od kojih se oni sloZeni koriste kao
inhibitori ili aktivatori. Neorganski anjoni su inhibitori metal-katalitizatorskih reakcija,
dok se joni metala koriste pri inhibitorskim procesima koji uklju¢uju anjon-
katalizatorske reakcije.

Jednacina brzine katalitiCke reakcije u prisustvu modifikatora je opsta jednacina
koja opisuje ponaSanje katalitiCkih reakcija, uz dodatni pojam koji se odnosi na brzinu
reakcije u prisustvu aktivatora ili inhibitora:

ﬁ:%:k'-[qﬁk;ik".w] (36)

gde su k' i k" konstante pseudo prvog reda u odnosu na katalizator i modifikator; k'

ukljucuje stepen nekatalizovane reakcije a [M] se odnosi na aktivator ili inhibitor u
odnosu na to da li je oznaka poslednjeg pojma pozitivna ili negativna.
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MODIFIKOVANI EFEKTI NA BRZINU KATALITICKE
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Slika 24. Efekti modifikatora na brzinu kataliticke reakcije

Odredivanje kompleksnih jedinjenja pri niskim koncentracijama je dobilo na
znacaju u poslednjih nekoliko godina na osnovu njihove Siroke upotrebe u bioloskim,
medicinskim i industrijskim procesima. Ove vrste se mogu odrediti u tragovima na
osnovu njihovog inhibitornog dejstva u reakcijama katalizovanim metalnim jonima.

Bilo koja vrsta koja interaguje sa katalizatorom u cilju smanjenja (parcijalna
inhibicija) ili blokiranja (potpuna inhibicija) katalitiCke aktivnosti, moze se odrediti na
osnovu njenog inhibitornog dejstva, ukoliko je ono proporcionalno njenoj koncentraciji.

Po pravilu, granice detekcije koje se postizu kinetickim metodama su prilicno
dobre, iako se inhibitor obi¢no moze odrediti jedino putem malog obima koncentracije-
zbog toga je upotreba katalitiCke titracije u porastu.

Inhibicija se moZe primeniti na nekataliticke reakcije. Dok mnoge kinetiCke
metode za odredivanje inhibitora ukljucuju reakciju sa katalizatorom, gde inhibitor
sprecava kataliticki ciklus. Ipak inhibitor moZe imati inter-reakciju sa supstratom i
umanjiti brzinu reakcije.

Inter-reakcija izmedu inhibitora i katalizatora je obi¢no formiranje sloZenih jedinjenja, a
veoma retko redoks reakcija ili reakcija izmeStanja liganda.
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4.7.1. Uticaj konstante formiranja na kompleks katalizator-
inhibitor

Ako pretpostavimo da je jedinjenje katalizator-inhibitor kataliticki neaktivno,
smanjenje kataliticke aktivnosti mora biti funkcija koncentracije inhibitora i konstante
formiranja ovog jedinjenja je Kjc.

Inhibitor se moZe na zadovoljavaju¢i nacin odrediti preko promene reda reakcije
od 10 do 20 % u katalitickoj koncentraciji, ukoliko ove promene rezultiraju znatnim
varijacijama u merenom parametru, Sto zavisi od primenjene tehnike merenja. Za
kataliticku koncentraciju [Clo od 4-10* mol/dm’ i pretpostavljeno formiranje od 1:1
jedinjenja sa inhibitorom, inhibitor ¢e biti detektovan ukoliko je njegova inicijalna
koncentracija [I], ve¢a od 4-10"® mol/dm®.

Sa druge strane ako pretpostavimo da je 99 % inhibitora sjedinjeno sa

katalizatorom, uslovna konstanta formiranja K }C trebalo bi da bude reda 3-10° da bi
inhibitor mogao da bude odreden.

Ako inhibitor formira 1:1 jedinjenje sa katalizatorom i ako su oba u jednakoj
koncentraciji, katalitiCka reakcija nece se odigrati (totalna inhibicija) za K }C >10*/ [C],

U ovom slucaju K}C ~ 10" za [Clo= 10”7 mol/dm’.
Ove tvrdnje mogu se objasniti na sledec¢i nacin:
a) Ako je K,.>10"" inhibicija nece biti potpuna za [Clo= [I]o.

Pri ovim uslovima kalibraciona kriva bi trebalo da pokazuje koncentracije inhibitora
jednake ili niZe od koncentracije katalizatora

b) Ukoliko je K. <10" inhibicija se nece izvrsiti 1 po pravilu je [I]o> [Clo.

Ovo je ces¢i slucaj jer je odredivanje inhibitora normalno manje osetljivo od
odredivanja katalizatora. U praksi, osetljivost raste sa porastom koncentracije
katalizatora.

4.7.2. Analiticke upotrebe inhibitornog efekta

Bavec¢i se analitickiom primenom inhibitornog efekta, po prirodi se inhibitorno
dejstvo moZe podeliti na kineticko odredivanje metalnih i nemetalnih jona.

Reakcije koje su katalizovane nemetalima su retke, tako da se za odredivanje
ovih jedinjenja koriste indirektne metode. Sa druge strane metal-katalizatorske reakcije
su brojne. Kada na ovo dodamo sposobnost metala da formiraju stabilna komleksna
jedinjenja sa anjonima i organskim ligandima, jednostavno je odrediti ove nemetalne
vrste.
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Mnoge organske supstance mogu se odredivati na bazi njihovog inhibitornog
dejstva u reakcijama katalizovanim metalnim jonima (tabela 28).

Tabela 28. Kineticko odredivanje organskih supstanci kao inhibitora u katalitickim

reakcijama
Inhibitor Sistem kon?é)nsti icije REle s
1,10-fenantrolin = H,O»/Cu(Il) (%ngc n?) Pantel i Weisz, 1977
NTA 104150 /Cu(D ol Haomon, 1977
EGTA 10,7/S,05%/Cu(1l) 1.3 ’(i(l);'/ 553)10_6 E;E‘J’fﬂ;;u 1977
Tl | v | gy’ | Tl i
E;Eﬁﬁ:ka 2,4-Diaminofenol/H,O,/Fe(I1I) O(’ﬁg /_cr(1)1’33)0 }79assi3hkiotis i sar.

1,10-fenantrolin inhibira kataliticku aktivnost bakra u reakciji oksidacije
hidrogen-peroksidom, dok dimetilglioksim inhibira kataliticki efekat Co(Il) u reakciji
oksidacije Alizarina S sa H,O,. Ova tehnika se takode primenjuje za odredivanje
liganada koji sadrze sumpor, kao $to su tiourea, ditiokarbamati, merkaptani, pesticidi 1
ugljendisulfidi od kojih svi sprecavaju kataliticku aktivnost p-fenetidin/perjodat sistema
i mogu se odrediti pri koncentracijama reda 10 ng/cm’.

Neke supstance od bioloskog znacaja takode se mogu odrediti na osnovu
njihovog inhibitornog efekta, kao S$to su amino Kkiseline (glicin, serin, fenilalanin,
arginin), koje formiraju 1:1 sloZena kompleksna jedinjenja sa Cu(Il) kao katalizatorom
u reakciji oksidacije Pirokatehola ljubicastog hidrogen peroksidom. Ove amino
kiseline se mogu odrediti na mikromolarnom nivou, iako je njihovo odredivanje u vecoj
oblasti greske (izmedu 519 %).

Koris¢enje inhibitora dopusta ne samo njegovo odredivanje, ve¢ i odredivanje
ne-katalizatorskih metala. Ovakva indirektna odredivanja su bazirana na otkazivanju
kataliticke aktivnosti kompeksiranja sa EDTA-om ili drugim inhibitorom i postepenim
obnavljanjem veze sa metalom koji se odreduje, a koji reaguje sa ligandom u cilju
otpustanja katalizatora.

Jednako je izvodljivo izmeriti brzinu reakcije koja odgovara datoj koli¢ini
inhibitora prevazilaze¢i reakciju metala koji se odreduje. U ovom slucaju, inhibitor-
katalizator je sloZeno jedinjenje i moZe biti stabilnije od jedinjenja formiranog izmedu
inhibitora i metalnog jona.
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4.8. Regresiona i korelaciona analiza

Regresiona i korelaciona analiza su statistiCke metodologije koje ispitiju vezu
izmedu dve ili viSe statistiCkih promenljivih.

Regresiona analiza govori u kakvom odnosu stoji jedna promenljiva prema
drugoj. Ona se izraZzava jednainom u kojoj se poznata vrednost jedne ili viSe
promenljivih koristi za izraCunavanje nepoznatih vrednosti ostalih promenljivih.
Najednostavniji postupak regresione analize naziva se metoda najmanjih kvadrata.
Regresiona analiza naj¢eS¢e obuhvata dve promenljive, a ako je u pitanju viSe
promenljivih ta tehnika se naziva multiplom regresijom.

Korelaciona analiza pokazuje stepen zavisnosti izmedu promenljivih, pa se
njome najcesS¢e odreduje da li ima smisla izracunavati jednu promenljivu na osnovu
druge.

4.8.1. Regresiona analiza

Regresiona analiza se izvodi putem regresione jednacine:
y=mx+b 37

gde je b odsecak na ordinati (vrednost y kada je x jednako nuli), a m je nagib regresione
linije. y je nepoznata promenljiva koja se izraCunava na osnovu vrednosti poznate
promenljive x.

Odnos promenljive y prema promenljivoj X moZe da bude razli¢it. Ako se
vrednost y povecava za svaku uvecanu vrednost x, onda je y direktno zavisna veli¢ina u
odnosu na x. U ovom slucaju je nagib regresione linije pozitivan, tako da je m > 0.

Suprotno ovome, nagib regresione linije moZe da bude negativan, kada je m < 0.
U tom slucaju se vrednost y smanjuje za svaku uvecCanu vrednost x. Ukoliko
promenljiva y ne zavisi od promenljive X, regresiona linija je paralelna sa x-osom.

Pravac koji se dobije metodom najmanjih kvadrata minimizira zbir kvadrata svih
pojedina¢nih merenja od tog pravca. Kako bi se dobio pravac koji najbolje odgovara
eksperimentalnim tackama, ovom se metodom odreduju standardna odstupanja za mi b.

Za izraCunavanje regresione jednacine potreban je izvestan broj parova vrednosti
za promenljive x 1 y.

Odstupanje zbira kvadrata pojedinacnih vrednosti x i y od srednje vrednosti
definiSe se preko veli€ina Sy, Syy i Sy
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.=l —xf =3 % —% (38)

S, ==y =3y —% (39)

- —\2 X 2. Y
SxyZZ(xi_x’yi_y) :zxiyi_¥ (40)
gde su x;, y, pojedinacni parovi vrednosti za x i y, N je broj parova koji se

upotrebljavaju za izradu regresione linije, a x i ; su srednje vrednosti promenljivih x i

y, odnosno

}:ZXI./N ,a;=2y,./N

Iz veli¢ina Sy, Syy i Sy, moZe se izvesti Sest upotrebljivih veli¢ina:
1. Nagib pravca, m:

m=5_/S. @1)

2. Odsecak na ordinati, b:

b=y—mx 42)
3. Standardna greska odstupanja od regresione linije, s,:

S, —m’S,
VTN @

4. Standardna greSka nagiba, s,,:

s, =A/S. /s, (44)
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5. Standardna greska odsecCka na ordinati, sp:

S, =8 fo — 1
b VJNZXHZ%V 'JN—(zxi)Z/zxf @

6. Standardna greska odstupanja rezultata dobijenih iz regresione linije, s.:

M N m’S

XX

s :S_r\/i+i+ﬂ (46)

Jednacina (46) omogucuje izracunavanje standardnog odstupanja od sredine ;C

skupa M istovetnih analiza kada se koristi regresiona analiza koja sadrzi N tacaka. ; je

aritmeticka sredina vrednosti yza N taCaka.

Standardna greSka odstupanja od regresione linije, s, (jed. 43) je standardno
odstupanje od y kada se odstupanja ne mere od aritmeticke sredine y (kao Sto je to

uobic¢ajno), nego od izvedenog pravca:

ﬁl‘,[yi - (b+ mx; )]2

s =1 47
: T (47

Broj stepena slobode je N —2, jer se jedan stepen izgubi za izraCunavanje m, a
jedan za odredivanje b .

Jos taCnija vrednost promenljive moze se izraCunati kompjuterskim programima
za linearnu regresiju kao $to su MS Excel i Micro Cal Origin.
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4.8.2. Korelaciona analiza

Kao §to je ve¢ receno, regresionom analizom se dobija jednacina pomocu koje
se jedna promenljiva izracunava iz druge promenljive, a korelaciona analiza pokazuje
stepen zavisnosti izmedu ove dve promenljive. Korelaciona analiza moZe da se koristi
da bi se pokazalo na koji naCin regresiona linija objaSnjava varijaciju u vrednosti
zavisno promenljive, a ako je potrebno da se odredi samo stepen zavisnosti izmedu
promenljivih, a nije potrebno da se prouci i priroda te zavisnosti, moguce je Koristiti
samo korelacionu analizu bez regresione.

Stepen zavisnosti izmedu promenljivih odreduje veli¢ina odstupanja podataka
oko regresione linije, a izrazava se korelacionim koeficijentom, r. IzraCunava se iz
zraza:

N -3 Yy "
IS ([ IvEy - ()

i to direktno iz posmatranih vrednosti promenljivih bez prethodnog odredivanja
regresione prave.

Ako izmedu dve promenljive postoji apsolutno slaganje, odnosno ako svi podaci
leze na regresionoj liniji, korelacioni koeficijent je jednak 1; nasuprot ovome je slucaj
kada izmedu promenljivih nema zavisnosti, odnosno kada je korelacioni koeficijent
jednak nuli.

Pri tome, potrebno je imati u vidu Cinjenicu da vrednost korelacionog
koeficijenta zavisi od broja merenja (sa porastom broja eksperimentalnih taCaka raste
njegova vrednost) i preciznosti merenja (kod nekih merenja dolazi do izrazaja veliko
odstupanje pojedinih ta¢aka od srednje vrednosti). Zbog toga je teSko definisati njegovu
vrednost koja bi se smatrala zadovoljavaju¢om. Pozeljno je da ta vrednost bude veca od
0,90.

Korelacioni koeficijent moze biti pozitivnog ili negativnhog znaka. Ako je
korelacioni koeficijent pozitivan, znac¢i da izmedu promenljivih x i y postoji direktna
zavisnost, odnosno ako je negativan zavisnost je inverzna. Prema tome vrednosti za
korelacioni koeficijent se kre¢u od -1 do +1. Znak korelacionog koeficijenta i nagib
regresione linije moraju da se slazu.

U sustinskom pogledu za korelaciju sa kaZe da je: vrlo visoka, visoka, znatna,
neznatna 1 niska. O tome koje numericke vrednosti odgovaraju ovakvom gradiranju ne
postoje jedinstvena glediSta. Po nekima se korelacija smatra:

- vrlo visokom akoje 09<IrI<1
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- visokom ako je 0,7<1r1<0,9

- znatnom ako je 0,5<I1r1<0,7
- neznatnom ako je 0,2<Ir1<0,5
- niskom ako je 00<Irl<0,2

Razume se da gornja skala ima, uglavnom, karakter preporuke.

4.9. Hromatografija

Pod hromatografijom se danas podrazumeva skup analitickih metoda za analizu
uzoraka, koji su po svojoj prirodi smeSe komponenata, ¢ija hemijska priroda moZze biti
slicna, ali 1 vrlo razli€ita. Pod analizom ovakvih uzoraka se do skora podrazumevalo
samo razdvajanje uzorka-smeSe na njene sastavne komponente, ali je uvodenje
najsavremenijih tipova detektora proSirilo osnovno znacenje hromatografije. Danas
hromatografske metode sluZe ne samo za prociS€avanje sloZenih uzoraka, ve¢ i za
delimi¢nu analizu razdvojenih komponenti smesSe.

Naziv hromatografija potice od grc¢ke re€i hromos — $to znaci boja i grapheiri —
pisati. Sam pojam hromatografija datira jo§ od pocetka 20. veka, kada je ruski naucnik
Cveti proucavao zeleni alkoholni ekstrakt iz lista (Cobanov i Kocev, 1971). On
usmerava svoju paznju na mogucnost adsorpcionog upijanja hlorofila od strane tkiva
lista. Cveti je razdvojio hlorofil na dve komponente poznate kao hlorofil A 1 B na taj
nacin Sto je u staklenoj cevi (koloni) napunjenoj c¢vrstim nosaem (kalcijum-
karbonatom) na vrh kolone stavio alkoholni ekstrakt hlorofila, a zatim lagano ispirao
kolonu petrol-etrom i tako zapoceo spiranje hlorofila. Prilikom ispiranja, pojedine
komponente biljnog ekstrakta kretale su se kroz kolonu razli¢itom brzinom i medusobno
se razdvojile u obojene trake ili zone. Pokazalo se da je apsorpcija dva hlorofila razlicita
u odnosu na ¢vrst nosac, tako da su se izdvojila dva sloja - dva hlorofila A 1 B. PoSto su
razdvojene komponente bile obojene Cveti je ovu metodu nazvao hromatografija. Cveti
opisuje i1 obrazlaZe detaljno metod kojem daje naziv hromatografska analiza: ,, Sli¢no
sunCevim zracima u spektru razli¢itih komponenti sloZzenog obojivaca rasporeduju se
zakonomerno jedan preko drugog na stubu upijaca i1 postaju dostupni za kvalitativno i
kvantitativno odredivanje.*

Cveti pravilno ocenjuje znacaj metoda odvajanja i analize ne samo obojenih, ve¢
1 bezbojnih materija.

Trebalo je da prode dosta vremena da bi se shvatili znac¢aj i moguénosti
otkrivene metode odvajanja.

Hromatografske metode spadaju u fizicko - hemijske metode analize, poput
spektroskopskih metoda (ultravioletne UV, infracrvene IC, masene MS, nuklearne
magnetne rezonance NMR) ili raznih standardnih instrumentalnih metoda
(polarimetrija, refraktometrija).
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Krajem tridesetih godina proSlog veka razvijena je tankoslojna hromatografija, a
1941. godine Marin i Synge dobili su Nobelovu nagradu za radove iz oblasti
hromatografije. Njihov fundamentalni rad postavio je osnove za razvoj tecne, gasne i
papirne hromatografije. Prvi rad iz gasne hromatografije publikovan je 1952 (Martin i
James), zatim se ova metoda razvila u veoma moc¢nu analiticCku tehniku. Tecna
hromatografija se razvila Sezdesetih godina proSlog veka, da bi se danas izjednacila sa
gasnom hromatografijom.

Princip hromatografskog razdvajanja smeSe zasniva se na razlikama u raspodeli
pojedinih komponenata smese izmedu pokretne i nepokretne faze. Sama raspodela
posledica je raznih fizicko-hemijskih procesa kao Sto su adsorpcija, desorpcija,
apsorpcija, podela izmedu dva rastvaraca i jonska izmena.

Danas se prema agregatnom stanju pokretne faze, hromatografija u osnovi deli
na tenu i gasnu hromatografiju.

Tecna hromatografija obuhvata:

- hromatografiju na hartiji

- hromatografiju na tankom sloju
- teCnu hromatografiju na koloni

- te¢nu hromatografiju pod visokim pritiskom.

Hromatografski sistemi i tehnike kao fizicko-hemijski procesi na kojima se
zasniva razdvajanje dati su u tabeli 29.

Tabela 29 . Hromatografski sistemi i tehnike

Pokretna Nepokretna . Fizicko-hemijski
Tehnike .
faza faza procesi
v Hromatografija gasne faze u ..
Gasna Cvrsta koloni i kapilarnoj koloni Adsorpcija
y Hromatografija gasne fazeu  Podela, reverzno-
Gasna Tecna . X . .
koloni i kapilarnoj koloni fazna podela
“ » Kolona, hromatografija na Adsprpcu , jonska
Tecna Cvrsta . izmena, gel
tankom sloju i na hartiji . .
filtracija
« . Kolona, hromatografija na Podela, reverzno-
TecCna Tecna o
tankom sloju i na hartiji fazna podela

U zavisnosti od prirode supstance zavisi i koji ¢e se sistem primeniti za
razdvajanje smeSe. Veoma je teSko ta¢no odrediti koji sistem treba primeniti. Koji tip
hromatografije ¢e se koristiti za neki sistem prikazano je u tabeli 30.
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Tabela 30. Vrsta hromatografije za razdvajanje smese

Razdvajanje supstanci Vrsta hromatografije
Gasovi 1 isparljive supstance Hromatografija u gasnoj fazi

Podeona hromatografija i reverzno-fazna

Supstance slicnog hemijskog sastava podeona hromatografija

Supstance razli¢itog hemijskog sastava Adsorpciona hromatografija

Jonska izmena, hromatografija na tankom

Neorganske 1 jonske supstance ..
& ] P sloju 1 na hartiji

Jonske i nejonske supstance Jonska izmena i gel hromatografija

Bioloski materijali i jedinjenja velike

molekulske mase Gel hromatografija

4.9.1. HPLC hromatografija

Skra¢enica HPLC podrazumeva dva tumacenja: teCna hromatografija pod
viskom pritiskom (High Presure Liquid Chromatography), kao i teCna hromatografija
visokih mogucnosti (High Performance Liquid Chromatography). Oba tumacenja su
tatna. Naime, HPLC se razlikuje od ostalih teCnih hromatografija (Liquid
Chromatography LC) po tome S$to mobilna, te¢na faza funkcioniSe pod visokim
pritiskom, a s druge strane, upravo ta Cinjenica je osnov visokih mogucnosti ove
hromatografije. Visoki pritisak omogucava kontinuiran protok mobilne faze i
uspostavljanje ,,kvalitetne* dinamicke ravnoteze sa stacionarnom fazom, koja je uslov
dobre selektivne raspodele komponenti datog uzorka (Markovi¢ i sar., 1997).

HPLC hromatografija je doZivela nagli uspon u poslednjih dvadeset do trideset
godina i sa sigurno$¢u se moze re€i da predstvalja vodecu istraZivacku tehniku, i to ne
samo medu podeonim hromatografijama nego i u svim hromatografijama uopste. Ona je
nastala kao potreba jednog trenutka, a to je da se pronade jedna mo¢na metoda koja ¢e
uspesno razdvajati i kvalitativno i kvantitativno bioloSki vazne molekule u odnosu na
Sta je upotreba drugih hromatografija pokazala puno nedostataka.

HPLC hromatografija uglavnom reSava vecinu problema vezanih za razdvajanje
velikih bioloskih molekula. U ovoj metodi se koristi tehnika eluiranja, prilikom koje
pokretna faza konstantnom brzinom protice kroz cev - kolonu noseci smeSu koja se
razdvaja i dovodeci u dodir sa nepokretnom fazom koja se nalazi u koloni.

U zavisnosti od svoje hemijske strukture, sastojci smeSe pokazuju vecu ili manju
sklonost da se zadrZavaju na nepokretnoj fazi, tako da provode razli¢ito vreme u koloni.
Posle toga sledi njihova detekcija u obliku elektri¢nog signala (pomoc¢u odgovarajuceg
detektora), pri ¢emu se dobija hromatogram-kriva zavisnosti jaCine signala od vremena.

Povrsina zavisnosti direktno je zavisna od koncentracije jedinjenja, a njegov

polozaj na hromatogramu - vreme zadrzavanja, odreden je fizicko hemijskim svojstvima
jedinjenja.
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Na osnovu hromatograma moZe se saznati sledece:

- koliko komponenata sadrZi analizirana smeSa (na osnovu broja signala)

- kolike su koncentracije pojedinih sastojaka (kvantitativno na osnovu
relativne povrSine signala)

- koja su jedinjenja prisutna (kvalitativna analiza na osnovu vremena
zadrZzavanja t,)

Karakteristike hromatografske analize su:

- kratko trajanje (od nekoliko minuta do nekoliko desetina minuta)
- velika osetljivost detektora (10° do 107 g)
- jednostavnost rukovanja i jednostavna interpretacija hromatograma.

Kvalitativha HPLC analiza

Hromatogram sa pikovima koji je dobijen predstavlja izdvojene komponente
koje ukazuju samo na broj komponenti u nekom uzorku, odnosno smesi, ali niSta ne
kazuje o vrsti supstance. Kvalitativna analiza podrazumeva identifikaciju koja se vrsi
poredenjem standarda sa nepoznatom komponentom ispitivanog uzorka. Uporeduje se
vreme zadrZavanja standarda izdvojene komponente u hromatografskoj koloni, to jedino
1 ima fizi¢ki smisao, jer se vr§i merenje vremena od ulaska uzorka u kolonu do
dostizanja maksimuma pika izdvojene komponente. Retenciono vreme (retenci -
zadrZzavanje) je vreme koje se meri od trenutka kada se uzorak ubaci u kolonu do
izlaska, jedne ili viSe komponenti iz kolone. Kada se identifikuje komponenta tada se
metodom standardnog dodatka, odnosno dodatkom odredene koli¢ine standarda u
ispitivanom uzorku, sa apsolutnom sigurnosc¢u identifikuje odredena komponenta, pod
uslovom da se standardni dodatak i izdvojena komponenta po retencionom vremenu
potpuno poklapaju. To se utvrduje na osnovu povecanja visine pika izdvojene
komponente.

Kvantitativha HPLC analiza

Kod ove metode visina pika ili taCnije povrSina ispod pika, izdvojene
komponente direktno je proporcionalna koncentraciji (slika 25). Kada se radi o
simetricnom piku tada se najceSce koristi metoda poluvisine. Kada se visina pika h
pomnoZi sa njegovom Sirinom a na poluvisini h/2 dobije se vrednost koja priblizno
predstavlja 94% povrSine ispod pika. Ako se ista metoda koristi i za standard i za
uzorak greSka od 6% se poniStava, a dobijeni rezultati potpuno zadovoljavaju.

Treba voditi raCuna da izraCunate povrSine pikova predstavljaju meru relativnih
koncentracija u smesi. Ukoliko se Zele apsolutne koncentracije komponenata potrebno
je napraviti kalibracioni dijagram koji ¢e povezati povrSine pikova sa apsorbancijama
odgovaraju¢ih komponenti. Osnov za povezivanje je kalibracioni dijagram A = f(S),
prikazan na slici 26 gde je A - apsorbancija, a S - integrisana povrSina pikova.
Apsorbance A su odredene za niz stadardnih koncentracija rastvora supstanci, koje se
analiziraju HPLC-om. Kada se nakon izvrSene HPLC analize odredi integrisana
povrSina za dati pik, sa kalibracionog dijagrama procita se odgovarajuc¢a vrednost
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apsorbancije A na ordinati, a odatle se preko Beer-ovog zakona (A = abc) izraCuna i
ta¢na koncentracija.

h/2

h |

bazna linija

'

v

—> t, min

Slika 25. Kvantitativna HPLC analiza

Nekada je potrebno pored odredivanja ta¢ne koncentracije komponenti u uzorku
i njihova kvantitativna kolekcija (skupljanje). Tada se koriste preparativne kolone,
znatno Sireg pre€nika (1 do 1 cm) posebno konstruisane za visoki pritisak. Kolekcija se
vr$i prostim skupljanjem odgovaraju¢ih frakcija mobilne faze koje sadrze datu
komponentu. PocCetak i kraj kolekcije se vezuje za momente pojavljivanja i nestajanja
odgovarajuceg pika na hromatogramu.

T (a) A 1 (b)

v
v

S tr

Slika 26. Kalibracioni dijagram (a) i hromatogram (b) za tri komponente date smeSse,
gde je A — apsorbancija, S — povrsina pika, tg — retenciono vreme
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4.10. Solid - Phase Ekstrakcija (SPE)

Solid phase ekstrakcija (SPE) je jedna znaCajana metoda kod pripremanja
uzorka, i koriste ga mnogi hromatografi danasnjice. On ima mogucnosti Sirokog spektra
primene, kao $to su analize Zivotnog okruzenja, farmaceutske i biohemijske analize,
analize hrane i organske hemije.
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Slika 27. Izgled kolone (ketridZa) za SPE

Prednosti SPE u poredenju sa klasi¢nim te¢no-te¢nim ekstrakcijama su upotreba
male koliCine rastvaraca, velika uSteda vremena i veliki potencijal automatizacije. Uz to,
zadatak pripreme uzorka se Cesto moze reSiti upravo koriS¢enjem SPE, jer su moguce
razliCite interakcije analita sa ¢vrstom fazom (adsorbensom), a sama metoda se moze
optimizovati prilagodjavanjem hromatografskih uslova.

SPE nudi mnostvo adsorbenasa za polarne, hidrofobne ili jonske interakcije, dok
je tecno-tecna ekstrakcija ograni¢ena na podelu ravnoteZa u tecnoj fazi. Chromabond
boc¢ice i Chromafix ketridzi od proizvodaca Macherey-Nagel (Nemacka), koji su
specijalno namenjeni za SPE, obezbeduju brZe, ekonomicnije i efikasnije sisteme kod
pripreme uzoraka. Mogu se Koristiti za pripremanje uzoraka za HPLC (hromatografija
pod visokim pritiskom), GC (gasna hromatografija), TLC (tankoslojna hromatografija),
UV ili IR spektroskopiju.

Za hromatografske analize velike osetljivosti, osnovno je dobro pripremiti
uzorak, jer to Stiti hromatografske kolone, a uklanjanjem interferentnih komponenti
matriksa postiZze se veca osetljivosti. Pripremanje jednog specificnog i selektivnog
uzorka je stoga preduslov za jasne, ekonomicne i osetljive analize. Glavni ciljevi SPE-e
su:

- uklanjanje interferentnih komponenti sa matriksa

- selektivne koncentracije
- izolacije analita.
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Cesto je ovaj korak neophodan, kako bi se dostigla koncentraciona granica
detekcije za odredivane analite kod kvalitativnih i kvantitativnih analiza, tj. bez
obogacenja Cesto nije moguca analiza u tragovima.

Da bi se dostigao visoki kvalitet Chromabond kolona i Chromafix ketridza, kao 1
da bi se postigli reproduktivni rezultati ekstrakcije, Chromabond adsorbensi podlezu
definisanim 1 strogim kriterijumima kontrole. Kvalitet kontrole pocetnih materijala,
preko svih intermedijarnih koraka, do finalnog proizvoda garantuje trajni kvalitet.

Uopsteno govore€i, SPE se moze koristiti za tri veoma vaZzne namene kod
savremenih analiza:

- odredivanje koncentracije analita
- uklanjanje interferentnih supstanci
- promene matriksa analita, S$to je potrebno za analize koje slede.

U mnogim slucajevima, sva tri efekta se odigravaju istovremeno.

Analiti mogu biti ili adsorbovani na materijalu za SPE dok interferentne
supstance proti¢u i obrnuto. NajceS¢e dolazi do dve generalne procedure razdvajanja.
Prvi slucaj je prikazan na slici 28.

Retention of the analyte

= = == - — e ey = =y = =

) :
*
v
b I 1 I R
\ L
8 o +
e,
conditioning sample application washing elution

analyte ¢ interfering component

Slika 28. ZadrZavanje analita na koloni za SPE ekstrakciju

Uzorak je propuSten kroz ¢vrstu fazu, a molekuli analita su obogaceni na
adsorbensu. Interferentne komponente i molekuli rastvaraca (matriks) se ne zadrZavaju.
Zatim se zaostale interferentne komponente odgovaraju¢im rastvorom ispiraju sa
adsorbensa. Na kraju se analit uklanja eluiranjem pomoc¢u odgovarajuceg rastvaraca.

Navedene tvrdnje, ukazuju da optimalni SPE dovodi do slabog kolumno-
hromatografskog odvajanja. Ako se u hromatografiji supstance nalaze na prednjoj strani
razredjivaca, ili ako se supstance adsorbuju na vrhu kolone, nije moguce postici
efikasnu hromatografiju koja koristi samo jedan eluent. Ova pojava se naziva “digitalna
hromatografija”.
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U nekim slucajevima, druge inferferentne komponente mogu da se zadrZe na
adsorbensu. Tako snaZna adsorbcija interferentnih komponenti nudi drugu mogucnost
preciS¢avanja teskih matriksa, kao Sto su otpadna ulja ili mulj. Ako analiti ne pokaZzu
interakciju sa adsorbensom, i ako se samo interferentne komponente zadrZe, moZe se
primeniti Cvrsta faza radi jednostavnog "filtriranja" uzorka, kao Sto je prikazano na slici
29.

Retention of interfering components
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Slika 29. ZadrZavanje ometajucih supstanci na koloni za SPE ekstrakciju

Adsorbovana supstanca se moze ukloniti sa adsorbenta eluiranjem rastvaracem
vece snage (tehnika step gradijenta). Medjutim, ova metoda se mozZe efikasno iskoristiti
za preraspodelu grupa jedinjenja ili pojedinacnog analita na matriksu. Intenzivno se
koristi za ¢iS¢enje kod SPE.

Nepolarne interakcije se odigravaju izmedu ugljovodoni¢nih komponenti
funkcionalnih grupa adsorbensa i analita. Imajuci u vidu da vecina organskih jedinjenja
imaju nepolarnu strukturu, oni mogu biti adsorbovani od nepolarnih adsorbenasa uz
pomo¢ Van-der-Waals-ovih sila.

Skoro sva organska jedinjenja imaju odredeni potencijal za nepolarne
interakcije. Izuzeci su jedinjenja koja imaju veliki broj polarnih ili ¢ak jonskih grupa,
koje okruzuju nepolarni deo skeleta ugljenika (ugljeni hidrati).

Sa druge strane, nemodifikovani silicijum dioksid ne pokazuje nikakve
nepolarne interakcije. S obzirom da su funkcionalne grupe vec¢ine modifikovanih
silicijum dioksida vezane za povrSinu silicijum dioksida ugljovodonikom, ove
modifikovane varijante pokazuju izvestan stepen nepolarnih interakcija.

Tipi¢ni adsorbensi nepolarnog karaktera su na pr. C;g ec, C;s, C;3 Hydra i Cg
modifikovani silicijum dioksid. Njih karakteriSe primetno niska selektivnost, jer njihove
funkcionalne grupe, alkilni supstituenti, mogu da reaguju sa skoro svim nepolarnim
analitima. Ovo se mozZe koristiti za izolaciju grupa supstanci razli€itih struktura.

Polarne interakcije uklju¢uju vodoni¢ne veze, dipol-dipol i @ - & interakcije, do
kojih moZe do¢i izmedju razlicitih adsorbenasa i1 funkcionalnih grupa analita. Neke od
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ovih interakcija su moguce izmedu amino, hidroksilnih i karbonilnih grupa aromati¢nih
prstenova, dvogubih veza i grupa sa hetero-atomima, kao Sto je slucaj kod azota,
sumpura, fosfora i kiseonika. Tipi¢ni adsorbensi za polarne interakcije su
nemodifikovani silicijum dioksid, CN, NH, i OH (diol) modifikovani silicijum dioksid.

Polarna jedinjenja se lako adsorbuju na polarnim adsorbensima iz nekog
nepolarnog okruzenja i eluiraju se jednim polarnim rastvara¢em. Suprotno vaZzi za
nepolarna jedinjenja. Ona se jednostavno adsorbuju iz jedne polarne sredine na
nepolarne povrsine. Eluiranje se postiZe rastvara¢ima manje polarnosti.

Jonske interakcije se javljaju izmedju naelektrisanih analita i jednog adsorbensa
sa jednom funkcionalnom grupom suprotnog naelektrisanja. Katjonske grupe su
prisutne kod primarnih, sekundarnih, tercijalnih i kvaternarnih amina i neorganskih
katjona, npr. kalcijuma, natrijuma, magnezijuma itd. Primeri neorganskih grupa su
karboksilne i sumporne kiseline, fosfati i slicne grupe. Razdvajanje koje se dogada
putem interakcije razmene jona je pojacano na matriksu niske jonske snage i suprotnog
jona niske selektivnosti (npr. acetat, Na*). Za eluiranje je prioritetan rastvara¢ visoke
jonske snage i1 visoke selektivnosti (npr. citrat ili Ca™).

Selektivnost i kapacitet SPE

Selektivnost je sposobnost adsorbensa da “napravi” razliku izmedju analita i
ostalih komponenti uzorka. UopSteno govoreci, to opisuje sposobnost Cvrste faze da
adsorbuje analit, dok se nepoZeljne komponente ne zadrZavaju.

Selektivnost zavisi od hemijske strukture analita, karakteristika adsorbensa,
sastava matriksa uzorka i koriS€enog eluenta. Optimalna selektivnost se postiZe
funkcionalnim grupama analita, koje nisu prisutne u matriksu uzorka i ostalim
interferentnim komponentama.

Kapacitet jednog adsorbensa se definiSe kao ukupna koli¢ina jednog analita,
koja je adsorbovana od poznate koli¢ine adsorbensa u optimalnim uslovima. Za
razmenjivace jona, kapacitet se obi¢no daje u miliekvivalentima po gramu (meq/g). Za
ostale silicijum dioksid adsorbense, vrednosti kapaciteta su oko 3 - 5 % od koli¢ine
adsorbensa. Polistiren-divinilbenzen, baziran na adsorbentnim smolama HR-P 1 Easy
Feature ima izrazito visok kapacitet od 30%. Stoga, ako su kapacitet i koli¢ina analita
poznati, moZemo odrediti potrebnu koli¢inu adsorbensa.

Za ekstrakciju ¢vrste faze MN nudi adsorbense koji su bazirani na polimernim
smolama (Easy, HR-P), materijalima sa modifikovanim povrSinama silicijum dioksida
kao i florisilu, poliamidu i aluminijum oksidu. Specijalne faze za utvrdene aplikacije u
farmaceutskim, analizama Zivotne sredine i hromatografije jona kompletiraju program.

Silicijum dioksidi sa modifikovanom povrSinom su stabilni u pH opsegu od oko
2 do 8. Medjutim, u praksi kertridzi se Cesto koriste u Sirem pH opsegu.

Modifikovani silicijum dioksidi su stabilni kod skoro svih organskih rastvaraca.

To su teSki materijali, 1 oni ne pokazuju ni oticanje ni skupljanje, suprotno poliamidu i
adsorbentnim smolama HR-P i Easy.
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Tabela 31. Tipicni rastvaraci za Solid - Phase ekstrakciju

Polarnost rastvaraca Rastvarac Mesanje sa vodom
Nepglarni
Heksan ne
Izooktan ne
Petroleumetar ne
Cikloheksan ne
Ugljen-tetrahlorid ne
Hloroform ne
Metilen hlorid ne
Tetrahidrofuran da
Dietiletar da
Etil-acetat da
Aceton da
Acetonitril da
[zopropanol da
Metanol da
Voda da
Acetilna kiselina da
Polarni

Preporuceni rastvaraci za eluiranje treba da budu samo inicijalni izbor. Primena drugih
rastvaraca ili njihovih kombinacija se odreduje polaritetom koji je neophodan za
razdvajanje.
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5. REZULTATI I DISKUSIJA






5.1. Kineticko odredivanje mikrokoli¢ina diflubenzurona

Kineticko-spektrofotometrijska metoda za odredivanje diflubenzurona,
bromacila, difenzokvat-metil sulfata, bromfenoksima i ancimidola zasnovana je na
indikatorskoj reakciji koji su predloZili Alexeiev i saradnici (1976).
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Slika 30. Apsorpcioni spektar tokom vremena od 6 minuta u sistemu: fosfatni pufer pH
= 7,8; ¢(H>0,) = 0,2 mol/dm’; c(SA) = 4107 mol/dm’ ; ¢(Cu’*) = 810° mol/dm’ ; t
=25,0+£0,1 °C.

Indikatorska reakcija se bazira na oksidaciji sulfanilne kiseline vodonik-
peroksidom u fosfatnom puferu. Oni su pomenutu metodu koristili za odredivanje Cu*
jona, jer oni pokazuju kataliti¢ko dejstvo u pomenutoj reakciji.

Za odredivanje pomenutih pesticida uslovi su modifikovani i prilagodeni novoj reakciji.
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Slika 31. Apsorpcioni spektar tokom vremena od 6 minuta u sistemu: fosfatni pufer pH
= 7,8; ¢(H>0;) = 0,2 mol/dm’; ¢(SA) = 6107 mol/dm’ ; c(Cu’*) = 4:10° mol/dm’
¢(DFB) = 18,64 ug/em’ ;1 =25,0 0,1 °C.

Kineti¢ko-spektrofotometrijska metoda za odredivanje mikrogramskih koli¢ina
diflubenzurona (DFB) u rastvoru zasniva se na njegovom inhibitornom delovanju u
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reakciji oksidacije sulfanilne kiseline vodonik peroksidom u fosfathom puferu u
prisustvu Cu”* jona.

Spektrofotometrijskim praenjem promene apsorbance sa vremenom u sistemu
koji sadrzi sulfanilnu kiselinu, vodonik peroksid, fosfatni pufer i Cu®* jone, uoceno je
linearno povecanje apsorbance tokom vremena na talasnoj duzini 370 nm (slika 30).

Dodatkom malih koli¢ina DFB, u sistemu dolazi do znaCajnog smanjenja brzine
reakcije (slika 31).

Za obradu kinetickih podataka primenjena je tangensna metoda, zbog linearne
zavisnosti apsorbance u rastvoru tokom prvih 5-6 minuta od pocetka odigravanja
reakcije.

U cilju razrade Sto osetljivije metode za odredivanje mikrogramskih koli¢ina
DFB, bilo je potrebno odrediti optimalne uslove odigravanja reakcije. U tu svrhu
pracena je promena brzine kataliticke 1 katalitiCko-inhibitorne reakcije od koncentracije
svakog reaktanta pojedina¢no (H;O- jona, H,O», SA, Cu®).
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Slika 32. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne (2) reakcije od pH u
sistemu: c(SA) = 8:107 mol/dm’ ; ¢(H,03) = 0,2 mol/dm’ ; ¢(Cu**) = 810° mol /dm’;
¢(DFB) = 18,64 ug/em’ ; t = 25,0 0,1 °C.

Graficka zavisnost tga za kataliticku 1 katalitiCko-inhibitornu reakciju od pH
data je na slici 32.

Sa slike 32 se vidi da razlika u brzini izmedu kataliticke i kataliticko-inhibitorne
reakcije raste sa povec¢anjem pH i da je najveca razlika u brzini pri pH fosfatnog pufera
7,8, tako da je ova pH vrednost odabrana za dalja ispitivanja.

Sa slike 32 se vidi da su zavisnosti brzine obe reakcije linearne u celom
ispitivanom intervalu pH, tako da je red kataliticke i kataliticko-inhibitorne reakcije u
odnosu na koncentraciju [H;O*] jona -1.

U cilju odredivanja optimalnih uslova odigravanja reakcije, ispitan je uticaj
koncentracije H,O; na brzinu kataliticke i kataliticko-inhibitorne reakcije.
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Graficka zavisnost tgo za kataliticku i kataliticko-inhibitornu reakciju od
koncentracije vodonik peroksida data je na slici 33.

tga 10’
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Slika 33. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne (2) reakcije od H;O;
u sistemu: pH = 7,8; ¢(SA) = 8107 mol/dm’ ; ¢(Cu**) = 8:10° mol/dm’; ¢(DFB) =
18,64 ug/em’ ; t = 25,0 +0,1 °C.

Na slici 33 se zapaZa da su brzine kataliticke i kataliticko-inhibitorne reakcije
linearne u celom ispitivanom intervalu koncentracija vodonik peroksida, tako da su obe
reakcije +1 reda. Za dalji rad odabrana je koncentracija HO» od 0,2 mol/dm” i u daljem
ispitivanju odrZavana konstantnom.
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Slika 34. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne (2) reakcije od
koncentracije sulfanilne kiseline u sistemu: pH = 7,8; ¢(H,0;) = 0,2 mol/dm’; c( Ccu’* )
= 8:10° mol/dm’; ¢(DFB) = 18,64 ug/em’ ; t = 25,0 +0,1 °C.
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Ispitivanjem uticaja koncentracije sulfanilne kiseline na brzinu kataliticke i
kataliticko-inhibitorne reakcije vidi se da je maksimalna razlika u brzinama reakcija pri
koncentraciji sulfanilne kiseline 4-10° mol/dm’, tako da je ova koncentracija odabrana
kao optimalna i u daljem radu je odrZavana konstantnom. Ova zavisnost prikazana je na
slici 34.

Sa slike 34 se vidi da su kataliticka i kataliticko-inhibitorna reakcija +1 reda u
intervalu koncentracija sulfanilne kiseline od 1-107 do 4-107 mol/dm’, a -1 reda pri
vecim koncentracijama.

Takode je ispitivan uticaj koncentracije Cu(Il) jona na brzinu kataliticke i
kataliticko-inhibitorne reakcije (slika 35).
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Slika 35. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne (2) reakcije od
koncentracije Cu?? jona u sistemu: pH = 7,8; ¢(H,0,) = 0,2 mol/dm’; ¢(SA )= 4-107
mol/dm’; ¢(DFB) = 18,64 ug/cm’ ; t = 25,0 +0,1 °C.

Sa slike 35 se vidi da su zavisnosti brzina kataliticke i katalitiCko-inhibitorne reakcije
linearne u celom ispitivanom intervalu koncentracija Cu(Il) jona, tako da su obe
reakcije +1 reda. Za dalji rad je odabrana koncentracija bakra od 8:10° mol/dm’.

Pri optimalnim uslovima odigravanja reakcije : pH = 7,8; ¢c(H,0,) = 0,2 mol/dm3; c(SA)
= 4-107 mol/dm’; ¢c(Cu**) = 8:10° mol/dm’; t = 25,0 + 0,1 °C, praéena je zavisnost
brzine reakcije od koncentracije DFB.
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Slika 36. Kalibraciona kriva za odredivanje DFB u intervalu koncentracija 0,31 - 3,10
,ug/cm3 pri optimalnim uslovima odredivanja: pH = 7,8; ¢(H>0,) = 0,2 mol/dm’; ¢(SA)
= 4-107 mol/dm’; ¢(Cu’*) = 8:10° mol/dm’; t = 25,0 £0,1°C

Na slici 36 je prikazana zavisnost brzine reakcije od koncentracije inhibitora u
intervalu od 0,31 do 3,10 ug/cm3, a na slici 37 zavisnost brzine reakcije od
koncentracije DFB u intervalu od 3,10 do 31,0 pg/cm’.

Jednacine kalibracione prave na temperaturi 25,0 + 0,1°C za ispitivani interval
koncentracija diflubenzurona od 0,31 do 3,10 pg/cm’ i od 3,10 do 31,0 pg/cm’, mogu se
prikazati slede¢im jednacinama:

1go - 10° = - 0,02649  cppp+ 16,72 r=-0,9991 (49)
1go - 10° = - 0,00166 * cprp + 8,56 r =-0,9968 (50)
gde je:

ccrp - koncentracija diflubenzurona
tga - nagib linearnog dela kineti¢ke krive u koordinatnom sistemu A = f(t)
r - koeficijent korelacije.

Na osnovu prikazanih zavisnosti izmedu brzine kataliticke i Kkataliticko-
inhibitorne reakcije oksidacije sulfanilne kiseline vodonik peroksidom u fosfatnom
puferu u prisustvu Cu* jona, od koncentracije svakog reaktanta pojedinacno,
postavljene su odgovarajuce kineticke jednacine za oba procesa.

Kineticke jednacine za kataliticku i kataliticko-inhibitornu reakciju su sledece:

—% =k, -c(H")™" -c(H,0,) c(SA)-c(Cu’") 51)
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—% =k, - c(H")™"-c(H,0,) c(SA)-c(Cu’")-c(DFB)™ (52)
t

gde je :

dc/dt - promena koncentracije indikatorske supstance

k; - uslovna konstanta brzine kataliticke reakcije
k; - uslovna konstanta brzine kataliti¢ko-inhibitorne reakcije.

tga 10
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Slika 37. Kalibraciona kriva za odredivanje DFB u intervalu koncentracija 3,10 - 31,0
ug/em’ pri optimalnim uslovima odredivanja: pH = 7,8; ¢(H>0,) = 0,2 mol/dm’; ¢(SA)
= 4-10° mol/dm’; ¢(Cu’*) = 8-10° mol/dm’; t = 25,0 0,1 °C.

Kineti¢ka jednacina za kataliticku reakciju vazi u celom ispitivanom intervalu
pH, vodonik peroksida, bakar jona, a u intervalu koncentracije sulfanilne kiseline od
110" do 4-10” mol/dm’.

Kineticka jednacina za katalitiCko-inhibitornu reakciju vazi u celom ispitivanom
intervalu pH, koncentracije vodonik peroksida, bakar jona, a u intervalu koncentracije
sulfanilne kiseline od 1-107 do 4-10° mol/dm’, koncentraciji DFB od 0,31 do 3,10
pg/em’ i od 3,10 do 31,0 pg/em’.

Teorijski najmanja koncentracija diflubenzurona koja se moZe odrediti
razradenom metodom po metodi Perez-Bendito izraCunata je na osnovu jednacina (53) i
(54):

3-S

LOD = - (53)
nagib

Log =10 S (54)
nagib
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Gde je :

LOD - granica detekcije (Limit of Detection)

LOQ - granica odredivanja (Limit of Determination)

Analiticki 1 statistiCki podaci za kalibracionu pravu, dobijeni metodom linearne
regresije u kompjuterskom programu Origin 6.1, dati su u tabeli 32.

Tabela 32. Analiticke i statisticke karakteristike kalibracione krive za odredivanje DFB

| Parametri

Opseg linearnosti (ug/cm?)

0,31 - 3,10 n=7
3,10-31,0 n=9

Jednacina kalibracione prave

tga-10° = - 0,02649 - cpgp + 16,72
tga-10> = - 0,00166 - cppp + 8,56

| (Nagib + SD) - 10

[ (- 0,02649 + 0,05016) - 10

[ (Odsecak + SD) - 10

[[ (16,72 +0,087) - 10°

Koeficijent korelacije, r ] 8:2223

| Varijansa (S-10%)” (ug/cm’)” [[2,023-10° |
| Granica detekcije (ug/cm’) [{0,095 |
| Granica odredivanja (ug/cm’) | 0,29 |

*U statistici se za opisivanje preciznosti vrlo Siroko koristi i kvadrat standardne
devijacije (SD?) - poznat kao varijansa. U eksperimentalnim radovima se, medutim, vie
koristi standardna devijacija SD nego SD?, jer su jedinice standardne devijacije iste kao

1 kod merene veli¢ine.

Da bi se odredila tacnost i reproduktivnost odredivanja DFB opisanom
kinetickom metodom, pojedina¢no su izraCunavani tgo iz zavisnosti A = f(t) za tri
koncentracije DFB u pet ponavljanja. KoriS¢enjem kalibracione krive i statistiCkom
obradom rezultata merenja dobijeni su rezultati koji su prikazani u tabeli 33.
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Tabela 33. Tacnost i reproduktivnost odredivanja diflubenzurona

Nadeno X — U
Odmere3no 24SD RSD ||G (%) 7 -100 Recovery
(ng/em’) 3 P (%)
(pg/cm’) (%) (%)
031 || 029+0,02 | 503 || 6,23 || 6,45 [[ 9354 |
124 || 1,20+002 | 1,86 || 2,28 || 3,22 [ 9677 |
3,00 || 3,03x0,02 | 1,83 || 2,27 || 2,25 [ 9774 |
Gde je:
x- srednja aritmeticka vrednost
n - broj odredivanja,
- o ) . o= SD
SD - standardna devijacija srednje vrednosti, SD = —
n
SD - stanardna devijacija pojedinacnog merenja, SD = ,zan > 25-30,

SD%O',?C—),U

SD

RSD - relativana standardna devijacija, RSD = —-100 %

x =i
U

-100

G - relativna greska

M - taCno odmerena vrednost

Recovery=

nadjeno

odmereno

- taénost metode

100 %

X
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Za ocenu selektivnosti metode ispitan je uticaj veceg broja stranih jona na brzinu
kataliticko-inhibitorne reakcije, pri stalnoj koncentraciji DFB od 6,20 ug/cm3 (tabela
34).

Tabela 34. Selektivnost odredivanja diflubenzurona

Jonska vrsta q I, %
Li*, Na*, K*, Mg”, CI, 3
CH:COO", SO,7, SO~ 10 <3
NH,*, C,04” 10? <5
Ca”*, Ni** 10 5-10
Ba®*, Zn*", Mn”" 1 5-10
Fe’", Fe’* 0,1 5-10
Co™* 0,1 ometa

q - odnos koncentracije stranog jona i DFB

o
: o (Cprs = Cprs)
I - interferencioni koeficijent, I = —2% 2B~

o
Cpra

c)m 1 Cppp - koncentracija diflubenzurona bez i u prisustvu interferirajuce supstance

(dobijena iz jednacine kalibracione prave)

Iz tabele 34 moZe se zakljuliti da je selektivnost metode dobra, jer samo joni Co™

ometaju odredivanje diflubenzurona pomenutom reakcijom, dok ostali ispitivani joni ne
uticu na tac¢nost odredivanja DFB.

5.1.1. Primena Kkineticke metode za odredivanje diflubenzurona
u uzorcima pecuraka

Na osnovu prethodno razradene kineticke metode za odredivanje
diflubenzurona, koja se bazira na inhibitornom dejstvu DFB u reakciji oksidacije
sulfanilne kiseline vodonik peroksidom u fosfatnom puferu pri pH vrednosti pufera 7,8
u prisustvu Cu® jona i konstruisanih kalibracionih krivih za odredivanje DFB u
intervalu koncentracija od 0,31 do 3,10 pg/em’ i 3,10 do 31,0 pg/cm’, metoda je
primenjena za odredivanje sadrzaja DFB u uzorcima pecuraka.

DFB se iz uzoraka pecuraka odreduje ekstrakcijom po metodi koju su objavili
Andersson i Palsheden. Uzorci su pripremani prema postupku koji je opisan u
“Eksperimentalnom delu”. Kao uporedna metoda koriS¢ena je HPLC analiza. Rezultati
odredivanja DFB u pecurkama prikazani su u tabelama 35 i 36.

Na slici 38 je prikazan hromatogram standardnog rastvora diflubenzurona.

Snimanjem HPLC hromatograma vidi se karakteristi¢ni pik na odredenoj talasnoj duZini
260 nm 1 retencionom vremenu od 5,2 minuta za DFB.
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HPLC hromatogrami odredivanja diflubenzurona u pecurkama prikazani su na slikama
39140.

mAUA
104

: L
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Slika 38. HPLC hromatogram standardnog rasvora diflubenzurona koncentracije 3,10
,ug/cm3 (0,62 mg/kg). Kolona C;s (Zorbax, 5 um, 250 x 4,6 mm). Mobilna faza: metanol-
voda (80:20, v/v). Detekcija 260 nm.

mAll 4

! ! ] ] ! E G
Slika 39. HPLC hromatogram uzorka pecuraka pri koncentraciji DFB 1,10 ,ug/cm3
(0,217 mg/kg). Kolona C;s (Zorbax, 5 um, 250 x 4,6 mm). Mobilna faza: metanol-voda
(80:20, v/v). Detekcija 260 nm.

Dobijeni hromatogrami standarda i uzoraka pokazuju poklapanje retencionih
vremena za analiziranu komponentu - DFB. U cilju kvantitativne analize, odredena je
integrisana povrSina za dati pik i1 sa kalibracionog dijagrama za date vrednosti
apsorbancije izraCunate su koncentracije diflubenzurona u ispitivanim uzorcima.
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Koli¢ina DFB koja je odredena u ispitivanim uzorcima u skladu je sa referentnom

HPLC metodom.
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Slika 40. HPLC hromatogram uzorka pecuraka pri koncentraciji DFB 17,30 ,ug/cm3
(3,46 mg/kg). Kolona Cis (Zorbax, 5 um, 250 x 4,6 mm). Mobilna faza: metanol-voda

(80:20, v/v). Detekcija 260 nm.

Tabela 35. Tacnost i reproduktivnost odredivanja diflubenzurona u uzorcima pecuraka

Metoda
kalibracione prave _
Tip (mg/kg) HPLC RSD || 2—% . 100|| Recovery

pecurke x+SD metoda ||™|| (%) “ (%)

Dodato N_adeno o

x£SD o

[Sampinjoni|[ 0,200 ][0,192+0,01][0.1940.01][ ][ 1.90 ][ 3.80 ][ 96,00 ]
| Lisicara || 0,116 |[0,112+0,01]0,114+0,02]| || 2,50 || 340 || 96,50 |
| Vvreanj || 0217 |[0,210+0,03][0.212+0,01]| || 241 || 3,10 || 96,00 |
| Lisi¢ara || 0,148 ][0,140+0,03](0,144+0,02 | 5| 257 || 510 || 9500 |
|Sampinjoni|| 1,50 |[1,452+0,02][1,454+0,01]| || 123 || 320 || 96,80 |
| Bukovaca || 2,00 || 1,95+0,01 |[1,986+0,01]| || 1,30 || 250 || 9560 |
| Vrganj || 346 |[3,41240,02](3,428+0,01)| || 1,52 || 138 || 98,00 |
| Sampinjoni|| 3,80 |[3.692+0,01](3,750+0,01|| || 236 || 2,84 | 97.10 |
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Tabela 36. t - i F - vrednosti dobijene primenom dve razlicite metode za odredivanje
diflubenzurona u uzorcima pecuraka

Metoda kalibracione
Tip (3212) etod:
- metoda t-test* F-test*
pecurke Nadeno (mg/kg)
Dodato 24SD
| Sampinjoni || 0200 || 0,192+0,01 |[ 0,194+0,01 || 131 || 142 |
| Lisi¢ara || o116 |lo112+001 || 0,1142002 || 144 || 283 |
| Vrganj [[ 0217 |/0,210+003 || 02124001 || 037 || 140 |
| Lisi¢ara [ 0148 |/ 0,14040,03 || 0,144+0,02 || 1,72 || 1.60 |
| Sampinjoni || 1,50 || 1,452+0,02 || 1,454+0,01 || 021 || 1,023 |
| Bukovata || 2,00 || 1,95+0,01 || 1,986+0,01 || 0674 || 1163 |
| Vrganj || 346 || 34124002 || 3.428+001 || 1,10 || 275 |
| Sampinjoni || 3,80 || 3,692+0,01 || 3,750+0,01 || 2,10 || 155 |

*Tablicne F - (vi=4, v,=4) it - vrednosti (v = 8) pri 95 %-tnom nivou poverenja su 6,39 i

2,306, respektivno.

Poredenjem standardnih devijacija F - test i srednjih vrednosti, t - test (Skoog i sar.,
1996; Hartmann i sar., 1995), pri 95 %-tnom nivou poverenja i za dati broj stepena slobode,
uoCeno je da izmedu kineticke i referentne HPLC metode ne postoji velika razlika u

preciznosti, tesp.< tiab. 1 Feksp. < Frap..
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5.2. Kineticko odredivanje mikrokoli¢ina bromacila

Kineticko-spektrofotometrijska metoda za odredivanje mikrogramskih koli¢ina
bromacila u rastvoru zasniva se na njegovom inhibitornom delovanju u reakciji oksidacije
sulfanilne kiseline vodonik peroksidom u fosfatnom puferu u prisustvu Cu®* jona.
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Slika 41. Apsorpcioni spektar tokom vremena od 6 minuta u sistemu: fosfatni pufer pH =
7,9; ¢(H>05) = 0,2 mol/dm’; ¢(SA) = 4107 mol/dm’ ; ¢(Cu**) = 6-10° mol/dm’ ; t = 25,0
+ 0,1 °C.

Spektrofotometrijskim pra¢enjem promene apsorbance sa vremenom u sistemu koji
sadrzi sulfanilnu kiselinu, vodonik peroksid, fosfatni pufer i Cu®* jone, uo&eno je linearno
povecanje apsorbance tokom vremena na talasnoj duzini 370 nm (slika 41).

Dodatkom malih koli¢ina bromacila, u sistemu dolazi do znacajnog smanjenja brzine
reakcije (slika 42).

Aa
1.04

0.8
0.64

0.4

0.21

200 340 480 620 760 960 A(nm)
Slika 42. Apsorpcioni spektar tokom vremena od 6 minuta u sistemu: fosfatni pufer pH =

7.9; ¢(H05) = 0,2 mol/dm’; c¢(SA) = 4-10° mol/dm’ ; c(Cu**) = 6-10° mol/dm’ ;
c(Bromacil) = 16,20 ,ug/cm3; t=25,0%+0,1 °C.
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Za obradu kinetickih podataka primenjena je tangensna metoda, zbog linearne
zavisnosti apsorbance u rastvoru u toku prvih 5-6 minuta od pocetka odigravanja reakcije.

U cilju razrade $to osetljivije metode za odredivanje mikrogramskih koli¢ina
bromacila, bilo je potrebno odrediti optimalne uslove odigravanja reakcije. U tu svrhu
pracena je promena brzine katalitiCke i katalitiCko-inhibitorne reakcije od koncentracije
svakog reaktanta pojedina¢no (H;O" - jona, H,O,, SA, Cu™).

Graficka zavisnost tgo za katalitiCku 1 katalitiCko-inhibitornu reakciju od pH
vrednosti fosfatnog pufera data je na slici 43.

tga 10’
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Slika 43. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne (2) reakcije od pH u
sistemu: c(SA) = 4-10° mol/dm’ ; c¢(H>0:) = 0,2 mol/dm’ ; c(Cu**) = 5-10° mol/dm’;
c(Bromacil) = 16,20 ,ug/cm3 st=250%+0,1 °C.

Sa slike 43 se vidi da razlika u brzini izmedu kataliti¢ke 1 kataliti¢ko-inhibitorne
reakcije raste sa povec¢anjem pH vrednosti i da je najveca razlika u brzini pri pH vrednosti
fosfatnog pufera 7,9 1 ova pH vrednost odabrana za dalja ispitivanja.

Sa slike 43 se vidi da su zavisnosti brzine obe reakcije linearne u celom ispitivanom
intervalu pH, tako da je red kataliticke 1 katalitiCko-inhibitorne reakcije u odnosu na
koncentraciju [H;0"] jona -1.

U cilju odredivanja optimalnih uslova odigravanja reakcije, ispitan je uticaj
koncentracije H,O, na brzinu kataliti¢ke i kataliticko-inhibitorne reakcije.
Graficka zavisnost tgo za kataliticku 1 kataliticko-inhibitornu reakciju od koncentracije
vodonik peroksida data je na slici 44.
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Na slici 44 se zapaZza da su brzine kataliticke i kataliticko-inhibitorne reakcije
linearne u celom ispitivanom intervalu koncentracija vodonik peroksida, tako da su obe
reakcije +1 reda. Za dalji rad odabrana je koncentracija H,O, od 0,2 mol/dm’ i u daljem
ispitivanju odrzavana konstantnom.

tga 10’
12r

10

0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30
c(H,0,) (mol/dm?’)

Slika 44. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne (2) reakcije od H>O; u
sistemu: pH = 7,9; ¢(SA) = 4-10° mol/dm’ ; c( Cu2+) = 5-10° mol/dm’; c(Bromacil) =
16,20 ug/em’ ; t = 25,0 0,1 °C.
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Slika 45. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne (2) reakcije od

koncentracije sulfanilne kiseline u sistemu: pH=7,9; ¢(H,0,) = 0,2 mol/dm3; ¢ Cu2+) =
5-10° mol/dm’; ¢(Bromacil) = 16,20 ug/cm’ ; t = 25,0 0,1 °C.
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Ispitivanjem uticaja koncentracije sulfanilne kiseline na brzinu Kkataliticke i
kataliticko-inhibitorne reakcije vidi se da je maksimalna razlika u brzinama reakcija pri
koncentraciji sulfanilne kiseline 4-10° mol/dm’, tako da je ova koncentracija odabrana kao
optimalna i u daljem radu je odrzavana konstantnom. Ova zavisnost prikazana je na slici
45.

Sa slike 45 se vidi da su kataliticka i kataliticko-inhibitorna reakcija +1 reda u
intervalu koncentracija sulfanilne kiseline od 1-10” do 4-10° mol/dm’, a -1 reda pri veéim
koncentracijama.

tgoclO2
14}

2 3 4 5 6 7
¢(Cu™H10° (mol/dm’)

Slika 46. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne (2) reakcije od
koncentracije Cu** jona u sistemu: pH = 7,9; ¢(H>0,) = 0,2 mol/dm’; ¢(SA) = 4-107
mol/dm’; ¢(Bromacil) = 16,20 ,Ltg/cm3 ;t=250%0,1°C.

Ispitivanjem uticaja Cu** jona na brzinu kataliticke i kataliticko-inhibitorne reakcije
(slika 46), vidi se da su zavisnosti brzina katalitiCke i kataliticko-inhibitorne reakcije
linearne u celom ispitivanom intervalu koncentracija bakra, tako da su obe reakcije +1 reda.
Za dalji rad je odabrana koncentracija bakra od 6- 10" mol/dm”.

Pri optimalnim uslovima odigravanja reakcije: pH = 7,9; c(H,0,) = 0,2 mol/dm’;
¢(SA) = 4-107 mol/dm’; ¢(Cu**) = 6:10° mol/dm?; t = 25,0 + 0,1 °C, praéena je zavisnost
brzine reakcije od koncentracije bromacila. Na slici 47 je prikazana zavisnost brzine
reakcije od koncentracije inhibitora u intervalu od 2,70 do 16,20 pg/cm’.

Jednacina kalibracione prave na temperaturi 25,0 £ 0,1 °C za ispitivani interval
koncentracija bromacila od 2,70 do 16,20 pg/cm’® moZe se prikazati slede¢om jednaginom:

tga - 10° = - 0,316 * Chromacit + 11,70 r=-0,9943 (55)
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gde je:

Caromacil - koncentracija bromacila
tga - nagib linearnog dela kineticke krive u koordinatnom sistemu A = f(t)
r - koeficijent korelacije.

Na osnovu prikazanih zavisnosti izmedu brzine kataliticke i kataliticko-inhibitorne
reakcije oksidacije sulfanilne kiseline vodonik peroksidom u fosfatnom puferu u prisustvu
Cu®* jona, od koncentracije svakog reaktanta pojedina¢no, postavljene su odgovarajuée
kineticke jednacine za oba procesa.

tg(xlo2
11}

10}

i 4 6 8 lIO 1I2 1.4 ll6 1.8 \
C promait (ME/CM)
Slika 47. Kalibraciona kriva za odredivanje bromacila u intervalu koncentracija 2,70 -
16,20 ug/em’ pri optimalnim uslovima odredivanja: pH = 7,9; ¢(H,02)= 0,2 mol/dn’;
¢(SA) = 4-10° mol/dm’; c(Cu**) = 6:10° mol/dm’; t = 25,0 £0,1 °C.

Kineticke jednacine za katalitiCku i katalitiCko-inhibitornu reakciju su sledece:

_%:kl-C(HJF)l-c(H202).C(SA),C(Cu2+) o
_% =ky - c(H™)™ - c(H,0,)-c(SA)- «(Cu™) - c(Bromacil)™ (57)
gde su :

dc/dt - promena koncentracije indikatorske supstance,
k; - uslovna konstanta brzine kataliticke reakcije,
k; - uslovna konstanta brzine kataliticko-inhibitorne reakcije.
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Kineticka jednacina za katalitiCku reakciju vazi u celom ispitivanom intervalu pH,
koncentracije vodonik peroksida, Cu®* jona, a u intervalu koncentracija sulfanilne kiseline
od 1-107 do 4-10”° mol/dm’.

Kineticka jednacina za katalitiCko-inhibitornu reakciju vazi u celom ispitivanom
intervalu pH, koncentracije vodonik peroksida, Cu* jona, u intervalu koncentracija
sulfanislne kiseline od 1-107 do 4-107 mol/dm3, koncentracije bromacila od 2,70 do 16,20
pg/cm.

Izracunata je granica detekcije i granica odredivanja bromacila i podaci su dati u
tabeli 37.

Analiticki i statisticki podaci za kalibracionu pravu, dobijeni metodom linearne
regresije u kompjuterskom programu Origin 6.1, dati su u tabeli 37.

Tabela 37. Analiticke i statisticke karakteristike kalibracione krive za odredivanje
bromacila

| Parametri [| |
| Opseg linearnosti (pg/cm’) [[2,70 - 16,20 n=6 |
|J ednacina kalibracione prave || tgo 10* =-0,00316 - Cpromaci + 11,70 |
[ (Nagib + SD) 10 |[- 0,3016 + 0,01605 |
[ (Odsecak + SD) - 10 |[11,70 +0,16875 |
| Koeficijent korelacije, r |[- 0,9943 |
| Varijansa (S-10°)° (ug/cm’)” [[2,08-10° |
| Granica detekcije (ug/cm’) [[0.55 |
Granica odredivanja (ug/cm’) 1,86

Da bi se odredila tacnost i reproduktivnost odredivanja bromacila opisanom
kinetickom metodom, pojedinacno su izraCunavani tgo iz zavisnosti A = f(t) za tri
koncentracije bromacila u pet ponavljanja. KoriS¢enjem kalibracione krive i statistickom
obradom rezultata merenja dobijeni su rezultati koji su prikazani u tabeli 38.

Tabela 38. Tacnost i reproduktivnost odredivanja bromacila

Odmereno N_adeno G =2 00 Recovery
wgem’y | O e || 2 | (%)

[ 270 || 2.85+0,02 || || 3.26 || 4.06 || 5,55 [[ 1055 |
[ 810 |[ 822001 ||°|[3.00 |[ 374 | 1,51 [[ 1015 |
| 1620 || 16,23x0,01 || || 032 || 040 || 0,18 [[ 1011 |

*ObjaSnjenje veliCina i odgovarajuci izrazi prikazani su u poglavlju 5.1.
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U cilju ocene selektivnosti metode ispitan je uticaj veCeg broja stranih jona na
brzinu indikatorske reakcije na temperaturi 25,0 = 0,1 °C pri stalnoj koncentraciji
bromacila od 8,10 pg/cm’. Selektivnost metode je prikazana u tabeli 39.

Iz tabele 39 moZe se zakljuéiti da je selektivnost metode dobra, jer samo joni Co**

ometaju odredivanje bromacila pomenutom reakcijom, dok ostali ispitivani joni ne uti¢u na
taCnost odredivanja.

Tabela 39. Selektivnost odredivanja bromacila

Jonska vrsta q L, %
Li*, Na', K', Mg~ CI, 2
CH,COO', SO, F, SO 10 <
NH,", C,0,%, T, Mo™, vV,
Cazél Ba%+ ' ) 10 <
N'2+’ W6+,F 2+’ F 3+’ M 2+’
Zr112+ AP* o ! >-10
Co”* 0,1 ometa

q - odnos koncentracije jona i bromacila

o
(CBmmacil B CBomacil )

o

I - interferencioni koeficijent, I =

Bromacil

Coomacit 1 Cromac - KONCeNtracija bromacila bez i u prisustvu interferiraju¢e supstance
(dobijena iz jednacine kalibracione prave)

5.2.1. Primena KkineticCke metode za odredivanje bromacila u
uzorcima vode i zemljiSta

Na osnovu prethodno razradene kineticke metode za odredivanje herbicida
bromacila, koja se bazira na njegovom inhibitornom dejstvu u reakciji oksidacije sulfanilne
kiseline vodonik peroksidom u fosfatnom puferu pri pH 7,9 u prisustvu Cu** jona i
konstruisane kalibracione krive za odredivanje bromacila u intervalu koncentracija od 2,70
do 16,20 pug/cm’, metoda je primenjena za odredivanje sadrzaja bromacila u uzorcima vode
i zemljiSta.

Uzorci su pripremani prema postupku koji je opisan u “Eksperimentalnom delu”.
Kao referenta metoda koriS¢ena je HPLC analiza. Rezultati odredivanja bromacila u

uzorcima vode i zemljiSta prikazani su u tabelama 401 41.

Na slici 48 je prikazan hromatogram standardnog rastvora bromacila.
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Snimanjem HPLC hromatograma vidi se karakteristi¢ni pik na odredenoj talasnoj
duZini od 280 nm i retencionom vremenu od 5,8 minuta za bromacil.
HPLC hromatogrami odredivanja bromacila u uzorcima vode i zemljiSta prikazani su na
slikama 49 1 50.
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Slika 48. HPLC hromatogram standardnog rastvora bromacila koncentracije 8,1 ,ug/cm3.
Kolona Cg (Zorbax, 5 um, 250 x 4,6 mm). Mobilna faza: ACN-voda (40:60, v/v). Detekcija
280 nm.
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Slika 49. HPLC hromatogram uzorka zemljista pri koncentraciji bromacila 8,1 ug/cnr’.
Kolona C;s (Zorbax, 5 um, 250 x 4,6 mm). Mobilna faza: ACN-voda (40:60, v/v). Detekcija
280 nm.
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Dobijeni hromatogrami standarda i uzoraka pokazuju poklapanje retencionih
vremena za analiziranu komponentu - bromacil. U cilju kvantitativne analize, odredena je
integrisana povrSina za dati pik i sa kalibracionog dijagrama za date vrednosti apsorbancije
izraCunate su koncentracije bromacila u ispitivanim uzorcima.

Koli¢ina bromacila koja je odredena u ispitivanim uzorcima u skladu je sa
referentnom metodom. Podaci o sadrZzaju bromacila u uzorcima zemljiSta i vode odredeni
kinetickom i HPLC metodom dati su u tabelama 40 i 41.
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Slika 50. HPLC hromatogram uzorka vode pri koncentraciji bromacila 10,40 ,ug/cmj.
Kolona Cig (Zorbax, 5 um, 250 x 4,6 mm). Mobilna faza: ACN-voda (40:60, v/v). Detekcija
280 nm.

Tabela 40 . Tacnost i reproduktivnost odredivanja bromacila u uzorcima voda

Metoda kalibracione
prave -
Tip (ng/em’) HPLC RSD || == . 100|| Recovery
metoda n Y7,
uzorka 3 (%) )
Nadeno (ng/cm”) (%)
Odmereno =
xx£SD
Comenska |l 1120 || 11.6520.02 || 10.8720,01 046 || 491 95,00
Bunarska 8,50 8,04+0,01 || 8,280,01 0,72 5.41 94,00
voda
liiilf;a 1040 || 9,830,01 || 9,82+0,02 121 544 94,55
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Poredenjem standardnih devijacija F - test i srednjih vrednosti, t - test (Skoog i sar.,
1996; Hartmann i sar., 1995), pri 95 %-tnom nivou poverenja i za dati broj stepena slobode,
uoceno je da izmedu kineticke i referentne HPLC metode ne postoji velika razlika u

preciznosti, tesp.< tiab. 1 Feksp. < Frap..

Tabela 41. Tacnost i reproduktivnost odredivanja bromacila u uzorcima zemljista

Metoda kalibracione
) prave HPLC RSD || x — 1 Recovery
A :
Tip (ng/em’) metoda || n U 100
TADT Nadeno || (ng/em®) (%) (%) (%)
Odmereno - )
x+SD
Zemljiste 8,50 || 8,16x0,02 || 8,18+0,01 1.87 4,00 95,00
Knez Selo
Zemliste 1z || 4y 50 [110,81£0,02{ 10,860,015 || 0.46 3.57 96,00
Grdelice
Zemiseizl 0,80 |110.26£0,02|10.2820,02 0,80 5.20 95,00

Tabela 42. t - i F - vrednosti dobijene primenom dve razlicite metode za odredivanje

bromacila u uzorcima zemljista

Metoda kalibracsione prave A
i (pg/cm’) HPL
uzrf)lrl:(a Nadeno metoda t-test™ F-test*
Dodato - (ng/ cm3)
x*+SD
ZemljiSte
8,50 8,16+0,02 8,18+0,01 0,255 1,167
Knez Selo
Zemljiste iz
: 11,20 10,81+0,02 10,86+0,01 0,30 1,96
Grdelice
Zenf\?;;;e 1 10,80 10,26+0,02 || 10,28+0,02 1,50 1,19
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Tabela 43. t - i F - vrednosti dobijene primenom dve razlicite metode

bromacila u uzorcima voda

za odredivanje

Metoda kalibracSione prave
Tip (ng/cm’) HPLC
uzorka Nadeno metodgl t-test* F-test*
Dodato = (ng/cm’)
x+SD
Cesmenska
11,20 11,65+0,02 10,87+0,01 1,19 1,08
voda
Bunarska
8,50 8,04+0,01 8,28+0,01 1,12 1,81
voda
Recna 10,40 9,83+0,01 || 9,82+0,02 0,11 324
voda

*Tablicne F - (vi =4, vp=4) 1t - vrednosti (v = 8) pri 95 %-tnom nivou poverenja su 6,39 i
2,306, respektivno.
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5.3. Kineticko odredivanje mikrokoli¢ina difenzokvat-metil sulfata

Kineticko-spektrofotometrijska metoda za odredivanje mikrogramskih koli¢ina
difenzokvat-metilsulfata (DFQ) u rastvoru zasniva se na njegovom inhibitornom delovanju
u reakciji oksidacije sulfanilne kiseline vodonik peroksidom u fosfatnom puferu u prisustvu
Cu** jona.

Spektrofotometrijskim pra¢enjem promene apsorbance sa vremenom u sistemu koji
sadrzi sulfanilnu kiselinu (SA), vodonik-peroksid, fosfatni pufer i Cu®* jone, uo&eno je
linearno povecanje apsorbance tokom vremena na talasnoj duzini 370 nm (slika 51).
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Slika 51. Apsorpcioni spektar tokom vremena od 6 minuta u sistemu: fosfatni pufer pH =
7,9; ¢(H>03) = 0,2 mol/dm®; ¢(SA) = 6107 mol/dm® ; c(Cu’*) = 4-10° mol/dm® ; t =25,0 +
0,1 °C.

Dodatkom malih koli¢ina difenzokvata, u sistemu dolazi do znacajnog smanjenja
brzine reakcije (slika 52).

A.II.

190 292 394 496 598 700 A (nm)
Slika 52. Apsorpcioni spektar tokom vremena od 6 minuta u sistemu: fosfatni pufer pH =

7,9; ¢(H>03) = 0,2 mol/dm’; ¢(SA) = 6-107* mol/dm’ ; c(Cu**) = 4-10° mol/dm® ¢(DFQ) =
4,32 ug/em’ ; t =25,0 0,1 °C.

136



Za obradu kinetickih podataka primenjena je tangensna metoda, zbog linearne
zavisnosti apsorbance u rastvoru u toku prvih 5-6 minuta od pocetka odigravanja reakcije.

U cilju razrade Sto osetljivije metode za odredivanje mikrogramskih koli¢ina DFQ,
bilo je potrebno odrediti optimalne uslove odigravanja reakcije. U tu svrhu pracena je
promena brzine kataliticke i1 katalitiCko-inhibitorne reakcije od koncentracije svakog
reaktanta pojedinaéno (H3O" - jona, H,O,, SA, Cu®).

Graficka zavisnost tgo za katalitiCku 1 katalitiCko-inhibitornu reakciju od pH

vrednosti fosfatnog pufera data je na slici 53.
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Slika 53. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne (2) reakcije od pH u
sistemu: c(SA) = 4-10° mol/dm’ ; c¢(H>03) = 0,2 mol/dm’® ; ¢(Cu**) = 6:10° mol/dm’;
¢(DFQ) = 28,83 ,ug/cm3 ;1=250=%0,1 °C.

Sa slike 53 se vidi da razlika u brzini izmedu kataliti¢ke i1 kataliti¢ko-inhibitorne
reakcije raste sa povecanjem pH vrednosti i1 da je najveca razlika u brzini pri pH fosfatnog
pufera 7,9 1 ova pH vrednost je odabrana za dalja ispitivanja.

Sa slike 53 se vidi da su zavisnosti brzine obe reakcije od pH linearne u celom
ispitivanom intervalu pH, tako da je red katalitiCke i katalitiCko-inhibitorne reakcije od
koncentracije [H;O"] jona -1.

Sa slike se vidi da je brzina katalitiCke reakcije velika pri datoj koncentraciji 6- 10°® mol/dm’
Cu”* jona i da dolazi do odstupanja od linearnosti, tako da je u daljim ispitivanjima njegova
koncentraci}ja smanjena na 2-10® mol/dm’. Takode je smanjena koncentracija inhibitora na
7,20 pg/em”.

137



Ispitivanjem uticaja koncentracije vodonik peroksida na brzinu Kkataliticke i
kataliticko-inhibitorne reakcije (slika 54) vidi se da je najvea razlika u brzini pri
koncentraciji H,O, 0,2 mol/dm?, tako da je ova koncentracija odabrana za dalja ispitivanja i
odrzavana konstantnom. Obe reakcije su linearne u celom ispitivanom intervalu
koncentracija vodonik-peroksida, tako da su +1 reda.

tgo10”
1.8

1.6}
1.4}
1.2}
1.0
0.8}
0.6}
0.4}
0.2}

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
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Slika 54. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne (2) reakcije od H;O; u

sistemu: pH = 7,9; ¢(SA) = 4-107° mol/dm’ ; ¢(Cu**) = 2:10° mol/dm’; ¢(DFQ) = 7,20
uglem’; t = 25,0 0,1 °C.
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Slika 55. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne (2) reakcije od

koncentracije SA u sistemu: pH=7,8; ¢(H,0,) = 0,2 mol/dm3; o Cu2+) = 2-10° mol/dm3;
¢(DFQ) = 7,20,ug/cm3 ;1=250%0,1 °C.
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Ispitivan je uticaj koncentracije sulfanilne kiseline na brzinu Kkataliticke i
kataliticko-inhibitorne reakcije u intervalu koncentracija SA od 0,2-10'3 mol/dm?’ do 4,2~10'3
mol/dm’, ova zavisnost prikazana je na slici 55.

Prilikom ispitivanja uticaja koncentracije SA na brzinu Kkataliticke reakcije
primeéeno je da sa smanjenjem njene koncentracije ispod 4-10° mol/dm’ brzina reakcije
raste do odredene koncentracije i dostize maksimum pri koncentraciji SA 0,6:10~ mol/dm’.
Sa slike 55 se moze videti da je najveca razlika u brzini izmedu kataliticke i kataliticko-
inhibitorne reakcije pri koncentraciji SA 0,6-10° mol/dm’. Ova koncentracija je odabrana
za dalji rad. Na slici 55 se takode vidi da brzina kataliti¢ko-inhibitorne reakcije raste u
celom ispitivanom intervalu koncentracija, te je red ove reakcije +1.

Brzina kataliticke reakcije raste u intervalu koncentracije sulfanilne kiseline od
0,2-10"3 do 0,6-10'3 mol/dm3, tako da je u ovom intervalu brzina reakcije +1 reda, pri ve¢im
koncentracijama brzina reakcije opada i reakcija je -1 reda.

Ispitivanjem uticaja koncentracije Cu®* jona na brzinu kataliticke 1 katalitiCko-
inhibitorne reakcije vidi se da su obe reakcije +1 reda i da rastu sa povecanjem
koncentracije bakra u celom ispitivanom intervalu koncentracija. Za dalji rad je odabrana
kocentracija Cu** od 4-10°° mol/dm’ (slika 56).
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Slika 56. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne (2) reakcije od

koncentracije Cu** jona u sistemu: pH = 7,9; ¢(H,0,) = 0,2 mol/dm’; ¢(SA) = 0,6-107
mol/dm’; ¢(DFQ) = 7,20 ug/em’ ; t = 25,0 0,1 °C.
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Pri optimalnim uslovima odigravanja reakcije: pH = 7,9; c(H,O,) = 0,2 mol/dm3;
c(SA) = 0,6~10'3 mol/dm3; c(Cu2+) =4-10° mol/dm3; t=25,0 £ 0,1°C, pracena je zavisnost
brzine reakcije od koncentracije DFQ. Na slici 57 je prikazana zavisnost brzine reakcije od
koncentracije inhibitora u intervalu od 0,36 do 7,20 pg/cm’.
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Slika 57. Kalibraciona prava za odredivanje DFQ u intervalu koncentracija od 0,36 do
7,20 ug/em’ pri optimalnim uslovima odredivanja: pH = 7,9; ¢(H202) = 0,2 mol/dm’; ¢(SA)
= 0,6-10° mol/dm’; ¢(Cu**) = 4-10%mol/dm’; t = 25,0 0,1 °C.

Sa slike 57 vidi se da kalibraciona prava ima tacku preloma pri koncentraciji
difenzokvata 1,80 pg/cm’ i da se sastoji iz dva linearna dela.

Kalibraciona prava na temperaturi od 25 °C pri koncentraciji DFQ od 0,36 do 1,80
;ytg/cm3 (slika 58) moze se prikazati jednacinom:

tga- 10° =-0,91816 - Cpro + 3,625 r=-0,9977 (58)

Dok je kalibraciona prava za koncentraciju DFQ u intervalu od 1,80 do 7,20 pg/cm’
data jednac¢inom (slika 59):

rga - 10° =- 0,2066 - cpro +2,319 r=-0,9972 59)
gde je:
cprg - koncentracija difenzokvat-metil sulfata

tga - nagib linearnog dela kineticke krive u koordinatnom sistemu A = f(t)
r - koeficijent korelacije.
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Slika 58. Kalibraciona prava za odredivanje DFQ u intervalu koncentracija od 0,36 do

1,80 pg/cn’ pri optimalnim uslovima odredivanja: pH = 7,9; ¢(H,0) = 0,2 mol/dm’; ¢(SA)
= 0,6-10° mol/dm’; c(Cu’*) = 4-10° mol/dm’; 1t = 25,0 +0,1 °C.

tga 10’
2.0¢
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Slika 59. Kalibraciona prava za odredivanje DFQ u intervalu koncentracija od 1,80 do
7,20 ,ug/cm3 pri optimalnim uslovima odredivanja: pH = 7,9; ¢(H0;) = 0,2 mol/dm’; ¢(SA )
= 0,6-10° mol/dm’; c(Cu?*) = 4-10° mol/dm’; 1 = 25,0 +0,1 °C.

Na osnovu kinetickih ispitivanja i odredenih redova reakcije mogu se izvesti
kineticke jednacine za katalitiCku (60) i kataliticko-inhibitornu reakciju (61):
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—— =k, -c(H")" - c(H,0,) c(SA)-c(Cu™) (60)

——=k,-c(H")" - c¢(H,0,)-c(SA)-c(Cu’*)-c(DFQ)™ (61)

gde su k; 1 k, konstante brzine katalitiCke 1 kataliticko-inhibitorne reakcije, respektivno.

Kineticka jednacina za kataliticku reakciju vazi u slede¢em intervalu koncentracija:
pH od 7,5 do 8; H,0, od 0,03 do 2,5 mol/dm’; SA od 0,210 do 0,6-107 mol/dm*; Cu** od
1-10° do 4-10° mol/dm’.

Kineti¢ka jednacina za katalitiCko-inhibitornu reakciju vazi u slede¢em intervalu
koncentracija: pH od 7,5 do 7,9; H,0, od 0,075 do 0,2 mol/dm®; SA od 0,2:107 do 4,2-10°
3 mol/dm*; Cu”* od 1-10° do 4-10° mol/dm*; DFQ od 0,36 do 1,80 pg/cm’ i 1,80 do 7,20

3
pg/cm’.

Analiticki 1 statistiCki podaci za kalibracionu pravu, dobijeni metodom linearne regresije u
kompjuterskom programu Origin 6.1, prikazani su u tabeli 44.

Tabela 44. Analiticke i statisticke karakteristike kalibracione krive za odredivanje DFQ

| Parametri | |
0,36 - 1,80 n="7
1,80 - 7,20 n=3_8

tgo-10” =- 09182 - cppg + 3,625
tgo- 107 = - 0,2066 - cppo + 2,319

Opseg linearnosti (ug/cm?)

Jednacina kalibracione prave

. -0,9182 + 0,027
(Nagib  SD) - 10° 10.2066 + 0,006
(Odsedak + SD) - 10° gg?g N 8’32
Koeficijent korelacije, r :832;;
| Varijansa (S-10°)° (ug/cm’)” |[1,203-10” |
| Granica detekcije (ug/cm’) 10,0552 |
| Granica odredivanja (ug/cm’) | | 0,184 |

Da bi se odredila tacnost i reproduktivnost odredivanja DFQ opisanom kinetickom
metodom, pojedinacno su izraCunavani tgo iz zavisnosti A = f(t) za tri koncentracije DFQ u
pet ponavljanja. KoriS¢enjem kalibracione krive i statistickom obradom rezultata merenja
dobijeni su rezultati koji su prikazani u tabeli 45.
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Tabela 45. Tacnost i reproduktivnost odredivanja DFQ

Odmere3no l\i_caf;rll)o RSD G al ;l’u -100 Recovery
cm - Y% % %

(ng/em’) (ng/em’) (%) (%) o (%)
0,36 || 0,38+0,01 | 290 || 3.61 || 6,16 [[ 1055 |
0,80 || 0,87+0,02 | 2,05 || 2,55 || 3,11 [[ 1087 |
1,80 || 1.83x0,01 || || 0,73 || 1.00 || 2,00 [[ 1016 |

*ObjaSnjenje veliCina i odgovarajuci izrazi prikazani su u poglavlju 5.1.
U cilju ocene selektivnosti metode ispitan je uticaj vefeg broja stranih jona na

brzinu katalitiCko-inhibitorne reakcije na temperaturi 25,0 + 0,1 °C pri stalnoj koncentraciji
DFQ 4,32 pg/em’.

Tabela 46. Selektivnost odredivanja DFQ

Jonska vrsta q 1, %
Li*, Na*, K*, NH,*, SO;~, SO,~, CI, 102 s
I, NOs, F, As™ <
W Mo®", CH;COO', As™*, Mg** 10 5-10
Fe’*, Fe™*, V°*, Ca’*, Ba™ 1 5-10
Ni**, Mn**, C,04” 0,1 <5
Zn**, A", Sn**, Co™ 0,01 5-10

q - odnos koncentracije jona i difenzokvat-metil sulfata

o
(¢pro = Cpro)
. . . . e DF DF
I - interferencioni koeficijent, I = #
Cpro
Chro 1 Cppy - koncentracija DFQ bez i u prisustvu interferirajuce supstance (dobijena iz

jednacine kalibracione prave)

5.3.1. Primena Kkineticke metode za odredivanje difenzokvat -metil
sulfata u uzorcima voca

Na osnovu prethodno razradene kineticke metode za odredivanje difenzokvata-metil
sulfata, koja se bazira na njegovom inhibitornom dejstvu u reakciji oksidacije sulfanilne
kiseline vodonik peroksidom u fosfatnom puferu pri pH 7,9 u prisustvu Cu** jona i
konstruisanih kalibracionih krivih za odredivanje DFQ u intervalu koncentracija od 0,36 do
1,80 pg/em’ i od 1,80 do 7,20 pg/em’, metoda je primenjena za odredivanje sadrzaja DFQ u
uzorcima juznog voc¢a (pomorandze, limuna 1 mandarine).
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Uzorci su pripremani prema postupku koji je opisan u “Eksperimentalnom delu”.
Kao referentna metoda a u cilju verifikovanja rezultata kineticke metode koriS¢ena je
HPLC metoda. Na slici 60 je prikazan hromatogram standardnog rastvora DFQ.

Pozato je da se pomenuti herbicid koristi za prskanje juznog voca, zato je u cilju
tanijeg odredivanja vrSena analiza blanko uzoraka voca. Snimanjem blanko uzoraka
uoceno je da je vocu prisutna odredena koli¢ina difenzokvata. Metodom standardnog
dodatka odredena je tatna koncentracija difenzokvata u vocu. Kao referenta metoda
koris¢ena je HPLC analiza.

Snimanjem HPLC hromatograma vidi se karakteristi¢ni pik na odredenoj talasnoj
duZzini od 215 nm i retencionom vremenu od 4,33 minuta za DFQ.
HPLC hromatogrami odredivanja difenzokvata u uzorcima juznog voca prikazani

su na slikama 61 i 62. Koli¢ina DFQ koja je odredena u ispitivanim uzorcima u skladu je sa
referentnom metodom.
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Slika 60. HPLC hromatogram standardnog rastvora DFQ pri koncentraciji 3,20 ug/cm’.
Kolona Cs (Zorbax, 5 um, 250 x 4,6 mm). Mobilna faza: ACN-voda (80:20, v/v) + H;POy
(pH = 3). Detekcija 215 nm.
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Slika 61. HPLC hromatogram blanko uzorka soka od pomorandZe, pri koncentraciji DFQ

3,06 ,ug/cm3. Kolona C;s (Zorbax, 5 um, 250 x 4,6 mm). Mobilna faza: ACN-voda (80:20,
vv) + H;PO, (pH = 3). Detekcija 215 nm.
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Slika 62. HPLC hromatogram uzorka soka od pomorandZe, pri koncentraciji DFQ 4,48
,ug/cmj. Kolona Cig (Zorbax, 5 um, 250 x 4,6 mm). Mobilna faza: ACN-voda (80:20, v/v) +
H;PO4 (pH = 3). Detekcija 215 nm.

Dobijeni hromatogrami standarda i uzoraka pokazuju poklapanje retencionih
vremena za analiziranu komponentu - difenzokvat. U cilju kvantitativne analize, odredena
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je integrisana povrSina za dati pik i sa kalibracionog dijagrama za date vrednosti

apsorbancije izraCunate su koncentracije dimetoata u ispitivanim uzorcima.

Podaci o sadrzaju DFQ u uzorcima juznog voc¢a odredeni kinetickom i HPLC

metodom dati su u tabelama 47, 48 1 49.

Tabela 47. Kolicina DFQ u uzorcima juZnog voca

Dobijeno Dobijeno
Kinetickom HPLC

metodom metodom
x*SD x+SD

(pg/em’) || (ng/em’)

Blanko Dodato Ocekivana
Uzorak uzorak DFQ koncentracija

(ng/em’) || (ng/em’) (ng/em’)

[Pomorandzal| 306 || 142 || 4,48 || 4.42+0,02 || 4,44+0,01
| Limm || 08 || 142 | 1,28 || 1,1620,02 || 1,19+0,03
| Mandarina || 495 || 142 || 6,37 || 6,32+0,02 || 6,29+0,01

Poredenjem standardnih devijacija F - test i srednjih vrednosti, t - test, pri 95 %-
tnom nivou poverenja i za dati broj stepena slobode, uoceno je da izmedu kineticke i

referentne HPLC metode ne postoji velika razlika u preciznosti (tabela 50).

Tabela 48. Tacnost i reproduktivnost odredivanja DF Q kinetickom metodom u uzorcima
juzinog voca

Metoda kalibracione _
prave X—u 100
Uzorak (pg/em’) RSD n u LGSR
(%) (%)

Ocekivano || Nadeno (%)

(pg/em’) || (ug/em’)
[Pomorandza|| 448 |[4,42+0,02|| 038 | | -1,34 || 98,66 |
| Limun || 128 |{116+0,02]] 228 || 5 || 9,37 [[ 9062 |
| Mandarina || 6,37  |[6,32+0,02]] 042 || || -0,78 [[ 99,20 |




Tabela 49. Tacnost i reproduktivnost odredivanja DFQ HPLC metodom u uzorcima juznog

voca
HPLC metoda -
U (ng/em?) RSD XK -100 Recovery
zorak — n U
Ocekivano || Nadeno (%) % (%)
(pg/em’) || (ng/em’) (%)
|Pomorandzal| 448 |[4.44x001]|| 074 | -0,89 [[ 99,10 |
| Limun || 128 [[1,19+0,03|] 3,02 || 5 -7,03 [[ 93,00 |
| Mandarina || 6,37 |[6,29+0,01]] 025 | -1,25 [[ 98,74 |

Tabela 50. t - i F - vrednosti dobijene primenom dve razlicite metode za odredivanje DFQ

u uzorcima juZnog voca

Metoda kalibracione prave

(ng/em’) HPLC

. . Nadeno metoda t-test™ F-test*
Tip uzorka 0(:‘;1/‘;?3‘;" x+SD (ng/cm’)

(ng/em’)

| Pomorandza || 448 || 442 || 444 || 074 || 540 |
| Limum || 128 || 116 || 119 || 151 || 19 |
| Mandarina || 637 || 632 || 629 || 135 || 279 |

*Tablicne F- (vi =4, va=4) 1t - vrednosti (v = 8) pri 95%-tnom nivou poverenja su 6,39 i

2,306.
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5.4. Kineticko odredivanje mikrokoli¢ina dimetoata

Kineticko-spektrofotometrijska metoda koja se zasniva na reakciji oksidacije
sulfanilne kiseline kalijum-perjodatom katalizovana Fe®* jonima u prisustvu aktivatora
1,10-fenantrolina iskoriS¢ena je kao indikatorska reakcija za odredivanje dimetoata.
Pomenutu metodu su razradili Alexiev i Stoyanova (1988) za odredivanje Fe** jona.
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Slika 63. Apsorpcioni spektar tokom vremena od 6 minuta u sistemu: acetatni pufer pH =
4,70; ¢(KIOy4) = 1,8-107 mol/dm’; ¢(SA) = 4-107 mol/ dm’; c(phen) = 6-10° mol/ dm’ ;
c(Fe’*) = 6:10° mol/ dm’; t = 25,0 £0,1 °C.

Kineticko-spektrofotometrijska metoda za odredivanje mikrogramskih koli¢ina
dimetoata u rastvoru zasniva se na njegovom inhibitornom delovanju u reakciji oksidacije
sulfanilne kiseline (SA) kalijum-perjodatom u acetatnom puferu u prisustvu Fe’* jona i
1,10-fenantrolina.
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Slika 64. Apsorpcioni spektar tokom vremena od 6 minuta u sistemu: acetatni pufer pH =

4,7; ¢(KIOy) = 1,810 mol/dm’; ¢(SA) = 4-107 mol/dm’; c(phen) = 6-10° mol/dm’ ;
C(F€3+) = 6-10"° mol/dm’; c(Dimetoat) = 22,48 ,ug/cmj; t=250=x01 °C.
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Spektrofotometrijskim pra¢enjem promene apsorbance sa vremenom u sistemu koji
sadrzi sulfanilnu kiselinu, kalijum-perjodat, acetatni pufer, Fe’* jone i 1,10-fenantrolin,
uoceno je linearno povecanje apsorbance tokom vremena na talasnoj duzini 368 nm (slika
63).

Dodatkom malih koli¢ina dimetoata, u sistemu dolazi do znacajnog smanjenja
brzine reakcije (slika 64).

Za obradu kinetickih podataka primenjena je tangensna metoda, zbog linearne
zavisnosti apsorbance u rastvoru tokom 5 - 6 minuta od pocetka odigravanja reakcije.

U cilju razrade $to osetljivije metode za odredivanje mikrogramskih koli¢ina
dimetoata, bilo je potrebno odrediti optimalne uslove odigravanja reakcije. U tu svrhu
pracena je promena brzine katalitiCke i katalitiCko-inhibitorne reakcije od koncentracije
svakog reaktanta pojedinacno (H3;O'- jona, KIO,, SA, Fe* jona, 1,10-fenantrolina).

Graficka zavisnost tgo za katalitiCku 1 katalitiCko-inhibitornu reakciju od pH
vrednosti acetatnog pufera data je na slici 65.
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Slika 65. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne (2) reakcije od pH u
sistemu: c(SA) = 4-107 mol/dm’; ¢(KIOy) = 1,5-107 mol/dm’; c(Fe’*) = 6-10° mol/dm’;
c(phen) = 4-107 mol/dm’; c(Dimetoat) = 22,48 ug/em’; t = 25,0 +0,1 °C.

Sa slike 65 se vidi da je najveca razlika u brzini izmedu kataliticke i kataliticko-
inhibitorne reakcije pri pH vrednosti acetatnog pufera 4,7. Za dalji rad je odabrana pH
vrednost pufera 4,7 1 odrzavana konstantnom.
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Sa slike 65 se vidi da su zavisnosti izmedu brzine kataliticke 1 kataliticko-
inhibitorne reakcije od pH sloZene.
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Slika 66. Red kataliticke reakcije u odnosu na koncentraciju [H;0 | jona u sistemu: c(SA)
= 4-107 mol/dm’; ¢(KIO4) = 1,5-107 mol/dm’; ¢(Fe’*) = 6-10° mol/dm’; c(phen) = 4-10°
mol/dm3; c(Dimetoat) = 22,48 ,ug/cm3; t=250=+0,1 °C.

Zato je u cilju odredivanja reda reakcije u odnosu na koncentraciju [H;O"] jona
predstavljena zavisnost -log tga od -log [H3O"] i iz nagiba prave prema apscisi odreden je
red kataliticke reakcije -0,46 u intervalu pH od 4 do 4,7, dok je red kataliticko-inhibitorne
reakcije 0,16 u intervalu pH od 4,5 do 5.

Zavisnost -log tga od -log [H;0"] za kataliti¢ku reakciju je prikazana na slici 66.

U cilju odredivanja optimalnih uslova odigravanja reakcije, ispitan je uticaj
koncentracije KIO4 na brzinu kataliticke i kataliticko-inhibitorne reakcije.

Graficka zavisnost tgo za kataliticku i kataliticko-inhibitornu reakciju od koncentracije
KIO, data je na slici 67.

Na slici 67 vidi se da brzina kataliticke reakcije raste u intervalu KIO4 od 0,6-10'3
do 1,8-10'3 mol/dm3, zatim opada do koncentracije 2,5~10'3 mol/dm’ i opet raste.
Kataliticko-inhibitorna reakcija se ponasa isto.

Za dalji rad je odabrana koncentracija kalijum-perjodata od 1,8:107 mol/dm’ i u

daljem ispitivanju odrZzavana konstantnom. Kataliticka i kataliti¢ko-inhibitorna reakcija su
+1 reda u intervalu koncentracija KIO4 od 0,6-10'3 do 1,8-10’3 mol/dm’.
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Slika 67. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne (2) reakcije od KIOy
sistemu: pH = 4,7; ¢(SA) = 4- 107 mol/dm C(F€3+) = 610 mol/dm’; c(phen) = 4-10°
mol/dm’; c(Dimetoat) = 22,48 ug/cm’; t = 25,0 +0,1 °C.

Ispitivanjem uticaja koncentracije sulfanilne kiseline na brzinu kataliticke i
kataliticko-inhibitorne reakcije vidi se da je maksimalna razlika u brzinama reakcija pri
koncentraciji sulfanilne kiseline 4-10° mol/dm’, tako da je ova koncentracija odabrana kao
optimalna i1 u daljem radu je odrZavana konstantnom. Ova zavisnost prikazana je na slici

68.
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Slika 68. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne (2) reakcije od

koncentracye SA u Slstemu pH = 4,7; ¢(KIO,) = 1,8 107 mol/dm C(F€3+) = 610"
mol/dm’; c(phen) = 4-1 0° mol/dm’; c(Dimetoat) = 22,48 ,ug/cm t=250=+0,1°C.
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Sa slike 68 se vidi da su kataliticka i kataliticko-inhibitorna reakcija +1 reda u
celom ispitivanom intervalu koncentracija sulfanilne kiseline.

Ispitivanjem uticaja 1,10-fenantrolina na brzinu kataliticke i kataliticko-inhibitorne
reakcije vidi se da je najveca razlika u brzinama pri koncentraciji fenantrolina od 6-107
mol/dm’, tako da je ova koncentracija odabrana za dalje ispitivanje. Brzina kataliti¢ke
reakcije od koncentracije fenantrolina raste od 2-10” do 6-10” mol/dm’ tako da je u ovom
intervalu red kataliticke reakcije +1,dok pri ve¢im koncentracijama brzina reakcije opada
te je red reakcije -1. Ova zavisnost je prikazana na slici 69.

Brzina katalitiCko-inhibitorne reakcije raste veoma sporo u intervalu koncentracija
fenantrolina od 2-10° do 5-10° mol/dm’, a pri ve¢im koncentracijama fenantrolin nema
uticaja na brzinu kataliticko-inhibitorne reakcije, te je red reakcije nulti.
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Slika 69. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne (2) reakcije od 1,10-
fenantrolina u sistemu: pH = 4,7; ¢(KIOy) = 1,8-107 mol/dm’; ¢(SA) = 4-107 mol/dm’;
c(Fe’*) = 6:10° mol/dm’; c¢(Dimetoat) = 22,48 ug/em’; t = 25,0 +0,1 °C.

Na slici 70 prikazana je zavisnost brzine kataliticke 1 katalitiCko-inhibitorne reakcije
od koncentracije Fe®* jona. Obe reakcije su +1 reda u celom ispitivanom intervalu
koncentracija. Za dalji rad je odabrana koncentracija Fe** jona od 6- 10" mol/dm’.
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Slika 70. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne (2) reakcije od Fe't jona
u sistemu: pH = 4,7; ¢(KIO4) = 1,81 0 mol/dm’; c(SA) = 4-1 07 mol/dm’; c(phen) = 6-1 0’
mol/dm3; c(Dimetoat) = 22,48 ,ug/cmj; t=250=+0,1 °C.

Pri optimalnim uslovima odigravanja reakcije : pH = 4,7; ¢(KIO4) = 1,8-107
mol/dm’; c(SA) = 4-10° mol/dm?; c(phen) = 6-10° mol/dm’ ; c(Fe3+) = 6-10"® mol/dm?; t =
25,0 £ 0,1 °C, pracena je zavisnost brzine reakcije od koncentracije dimetoata.
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Slika 71. Kalibraciona kriva za odredivanje dimetoata u intervalu koncentracija 28,10 -
196,70 ng/cm3 pri optimalnim uslovima odredivanja: pH = 4,7; ¢(KIO4)=1,8-1 0° mol/dm’;
¢(SA) = 4-10° mol/dm’; c(phen) = 6-10° mol/dm’ ; c(Fe’*) = 6-10° mol/dm’; t = 25,0 +
0,1 °C.
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Na slici 71 je prikazana zavisnost brzine reakcije od koncentracije inhibitora u
intervalu od 28,10 do 196,70 ng/cm3.

Pri istim uslovima odredivanja konstruisana je kalibraciona kriva za odredivanje
dimetoata u intervalu koncentracija od 0,196 do 22,48 ug/cm3 (slika 72).
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Slika 72. Kalibraciona kriva za odredivanje dimetoata u intervalu koncentracija 0,196 -
22,48 ,ug/cm3 pri optimalnim uslovima odredivanja: pH = 4,7; ¢(KIO,) = 1,8-1 0 mol/dm’;
¢(SA) = 4-10° mol/dm’; c(phen) = 6-10° mol/dm’ ; c(Fe’*) = 6-10° mol/dm’; t = 25,0 +
0,1 °C.

Jednaline kalibracione prave na temperaturi 25,0 + 0,1 °C za ispitivani interval
koncentracija dimetoata od 28,10 do 196,70 ng/cm’ i od 0,196 do 22,48 pg/cm’, mogu se
prikazati slede¢im jednacinama:

1ga “10°= - 0,00539 * Cpimeroar + 5,92 r =-0,9951 (62)
180 10°= - 0,02405 * Cpimeroar + 4,914 r =-0,9958 (63)
gde je:

Chimetoar - KONCENtracija dimetoata
tgo - nagib linearnog dela kinetiCke prave u koordinatnom sistemu A = f(t)
r - koeficijent korelacije.

Na osnovu prikazanih zavisnosti izmedu brzine kataliticke i kataliticko-inhibitorne
reakcije oksidacije sulfanilne kiseline kalijum-perjodatom u acetatnom puferu u prisustvu
Fe’* jona i 1,10-fenantrolina, od koncentracije svakog reaktanta pojedinatno, postavljene
su odgovarajuce kineticke jednacine za oba procesa.
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Kineticke jednacine za katalitiCku i katalitiCko-inhibitornu reakciju su sledece:

- % =k, -c(H") " - c(KIO,) c(SA)-c(Fe’*)- c(Phen) (64)
t

_% =k, -c(H")"™* - c(KIO,)- c(SA) - c(Fe™) - c(Dimetoat)™ (65)

gde je :

dc/dt — promena koncentracije indikatorske supstance,
k; - uslovna konstanta brzine kataliticke reakcije,
k, - uslovna konstanta brzine kataliticko-inhibitorne reakcije.

Kineticka jednacina za katalitiCku reakciju vaZzi u intervalu pH od 4,3 do 4,7, u
intervalu koncentracija KIO,4 od 0,6~10'3 do 1,8-10"3 mol/dm3, u intervalu koncentracija
sulfanilne kiseline od 1-10° do 6-10° mol/dm® , u intervalu koncentracija fenantrolina od
210" do 6:10” mol/dm” i u celom ispitivanom intervalu koncentracija Fe’* jona.

Kineticka jednacina za kataliti¢ko-inhibitornu reakciju vazi u intervalu pH od 4,5 do
5, u intervalu koncentracija KIO4 od 0,6~10‘3 do 1,8-10"3 mol/dm3, u celom ispitivanom
intervalu koncentracija sulfanilne kiseline, u intervalu koncentracija fenantrolina od 4-107
do 8:10° mol/dm’, u celom ispitivanom intervalu koncentracija Fe’* i u intervalu
koncentracija dimetoata od 28,10 do 196,70 ng/cm’ i 0,196 do 22,0 pg/cm”.

Analiticki 1 statisticki podaci za kalibracionu pravu, dobijeni metodom linearne
regresije u kompjuterskom programu Origin 6.1, dati su u tabeli 51.

Tabela 51. Analiticke i statisticke karakteristike kalibracione krive za odredivanje
dimetoata

| Parametri || |
Opseg linearnosti (ng/cm’) 28,10 - 196,70 n=10
Opseg linearnosti (ug/cms) 0,196 - 22,48 n=11

tga- 10” = - 0,00539 * Cpimetoat + 3,92
tga-102 = - 0,02405 * Cpimetoat + 4,914

Jednacina kalibracione prave

| (Nagib + SD) - 10 |[- 0,00539+ 1,881-10° |
| (Odsegak + SD) - 10 || 5,92 +0,02 |
Koeficijent korelacije, r : 8:32;1%

[ Varijansa (S-109)° (ng/cm’)” [[1,08-107 |
| Granica detekcije (ng/cm®) |[0,82 |
| Granica odredivanja (ng/cm”) [3.85 |

155



Da bi se odredila tacnost i reproduktivnost odredivanja dimetoata opisanom
kinetickom metodom, pojedinacno su izraCunavani tgo iz zavisnosti A = f(t) za tri
koncentracije inhibitora u pet ponavljanja. KoriS¢enjem kalibracione krive i statistickom
obradom rezultata merenja dobijeni su rezultati koji su prikazani u tabeli 52.

Tabela 52. Tacnost i reproduktivnost odredivanja dimetoata

Odmere3no N}af;rlgo n RSD G al ;,u -100 Recovery
(ng/cm”) (ng/em’) (%) (%) %) (%)

[ 28,10 || 27.13x001 || || 4.85 || 6,00 || 3,44 [[ 9654 |

[ 9830 || 96,20+0,02 || 5| 227 || 2.82 || 2,33 [| 9786 |

| 196,70 || 193,80+0,01 || || 1,20 || 1,26 || 1,46 [[ 9852 |

Za ocenu selektivnosti metode ispitan je uticaj veceg broja stranih jona na brzinu
reakcije, pri stalnoj koncentraciji dimetoata od 84,30 ng/cm’.

Tabela 53. Selektivnost odredivanja dimetoata

Jonska vrsta q I, %
Li*, Na*, K*, Ca**, Mg**, Ba”* F, CI, 4
SO, NOs, A 10 <3
NH.", Zn** 10° <5
G047, AI’", As™, Mo®* 10° 5-10
Ni**, Hg™, v°* 10 <5
Mn**, SO, Sn*™* 1 5-10
Co™* 0,1 5-10
Cu’? ometa u svim odnosima

q - odnos koncentracije jona i dimetoata

o
. o - Cpm —C
I - interferencioni koeficijent, I = (D’MO—D’M)
Cpim
cpm 1 cpn - koncentracija dimetoata bez i u prisustvu interferirajuce supstance (dobijena
iz jednacine kalibracione prave)

Iz tabele 53 moze se zakljuciti da joni Cu** ometaju odredivanje dimetoata pomenutom
indikatorskom reakcijom u svim odnosima.
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5.4.1. Primena kineticke metode za odredivanje dimetoata u
uzorcima vode i mleka

Na osnovu razradene kineticke metode za odredivanje dimetoata, koja se bazira na
njegovom inhibitornom dejstvu u reakciji oksidacije sulfanilne kiseline kalijjum-perjodatom
u acetatnom puferu pri pH 4,7 u prisustvu Fe®* jona i 1,10-fenantrolina i konstruisanih
kalibracionih krivih za odredivanje dimetoata u intervalu koncentracija od 28,10 do 196,70
ng/cm’ i 0,196 do 22,48 pg/cm’, metoda je primenjena za odredivanje sadrzaja dimetoata u
uzorcima vode i mleka.

Uzorci dimetoata su pripremani prema postupku koji su dali Luke i Doose (1983)
opisanom u “Eksperimentalnom delu”. Kao referenta metoda koriS¢ena je HPLC analiza.

Snimanjem HPLC hromatograma vidi se karakteristican pik na talasnoj duZini od
210 nm i retencionom vremenu od 6,39 minuta za dimetoat.

HPLC hromatogram standardnog rastvora dimetoata prikazan je na slici 73. HPLC
hromatogrami odredivanja dimetoata u uzorcima vode i mleka prikazani su na slikama 74 i
75.

Dobijeni hromatogrami standarda i uzoraka pokazuju poklapanje retencionih
vremena za analiziranu komponentu - dimetoat. U cilju kvantitativne analize, odredena je
integrisana povrSina za dati pik i sa kalibracionog dijagrama za date vrednosti apsorbancije
izraCunate su koncentracije dimetoata u ispitivanim uzorcima.
mAU

F

17.5 4
15.04
12.54

10.04

7.5

5.0

__

1 2 3 4 5 b 7 min

Slika 73. HPLC hromatogram standardnog rastvora dimetoata, pri koncentraciji 80
ng/cm3. Kolona C;s (Zorbax, 5 um, 250 x 4,6 mm). Mobilna faza: ACN-voda (80:20, v/v).
Detekcija 210 nm.
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Slika 74. HPLC hromatogram uzorka vode pri koncentraciji dimetoata 35 ng/cm’. Kolona

Cis (Zorbax, 5 um, 250 x 4,6 mm). Mobilna faza: ACN-voda (80:20, v/v). Detekcija 210
nm.

U'W

1 2 3 4 5 6 7 min
Slika 75. HPLC hromatogram uzorka mleka pri koncentraciji dimetoata 30 ng/cm’. Kolona

Cis (Zorbax, 5 um, 250 x 4,6 mm). Mobilna faza: ACN-voda (80:20, v/v). Detekcija 210
nm.
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Koli¢ina dimetoata koja je odredena u ispitivanim uzorcima u skladu je sa
referentnom HPLC metodom.

Podaci o sadrzaju dimetoata u uzorcima vode i mleka odredeni kinetickom i HPLC
metodom dati su u tabelama 54 i 55.

Tabela 54. Tacnost i reproduktivnost odredivanja dimetoata u uzorcima voda

Metoda kalibracione prave
(ng/em?’) gg:ﬁ((i:a RSD || Recovery
Uzorak Odmereno Nadeno (ng/em’) (%) (%)
vode x+SD x£SD
| Retna || 350 ]/30,1040,01 || 31,00+0,01 | 333 || 86,00 |
| Bunarska || 48,0 || 38,20+0,02 || 38,58+0,02 | 348 || 79,50 |
| Cesmenska || 550 || 46,98+0,01 || 48,60+0,02 | | 400 || 8541 |

Poredenjem standardnih devijacija F - test i srednjih vrednosti, t - test, pri 95 %-
tnom nivou poverenja i za dati broj stepena slobode, uoceno je da izmedu kineticke i

referentne HPLC metode ne postoji velika razlika u preciznosti.

Tabela 55. Tacnost i reproduktivnost odredivanja dimetoata u uzorcima mleka

Metoda kalibracione prave
(ng/cm?’)
Iiﬁ)l(‘i(; RSD (| Recovery
Uzorak Odmereno Nadeno (ng/em’ (%) (%)
- = cm’)
mleka x+SD xxSD
| Kravica || 30,0 || 23,2040,02 || 23,1+0,02 | 562 || 7733 |
| Dukat || 450 || 35.30+0,02 || 36,70+0,01 | 6,00 || 7840 |
| Nisko || 550 || 44,20+0,01 || 45,00+0,01 | 384 || 8030 |
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Tabela 56. t- i F - vrednosti dobijene primenom dve

dimetoata u uzorcima voda

razlicite metode za odredivanje

Metoda kalibracione prave
(ng/cms) HPLC
Uzorak Od_mereno N_adeno (n;;(c)::?) t-test F-test
vode x+SD x+SD
| Retna || 350 ][30,10+0,01 || 31,00+0,01 || 1,87 || 179 |
| Bunarska || 48,0 ||38,20+0,02 || 38,58+0,02 || 084 || 295 |
| Cesmenska || 550 || 46,98+0,01 || 48,60+0,02 || 1,50 || 1,07 |

Tabela 57. t- i F - vrednosti dobijene primenom dve razlicite metode za odredivanje

dimetoata u uzorcima mleka

Metoda kalibracione prave
(ng/cm3) HPLC
= & = %
Uzorak Odmereno Nadeno (m etoda; test F-test
- hi ng/cm”)
mleka x+SD xxSD
| Kravica || 30,0 ]]23,20+0,02 || 23,10+0,02 || 135 || 242 |
| Dukat || 450 |]35,30+0,02 || 36,70+0,01 || 085 || 1,13 |
| Nisko || 550 || 44,20+0,01 || 4500+0,01 || 1,74 || 158 |

*Tablicne F - (vi =41 (v2=4) it - vrednosti (v = 8) pri 95 %-tnom nivou poverenja su 6,39
i 2,306, respektivno.
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5.5. Kineticko odredivanje mikrokoli¢ina bromfenoksima

Kineticko-spektrofotometrijska metoda za odredivanje bromfenoksima zasniva se
na njegovom inhibitornom delovanju u reakciji oksidacije sulfanilne kiseline vodonik
peroksidom u prisustvu Cu”* jona.

Na slici 51 (poglavlje 5.3.) prikazan je apsorpcioni spektar tokom vremena od 6
minuta u sistemu koji sadrzi sulfanilnu kiselinu (SA), vodonik-peroksid, Cu®* jone i
fosfatni pufer. Spektrofotometrijskim pracenjem promene apsorbance u funkciji od
vremena u pomenutom sistemu, uocava se linearno povecanje apsorbance tokom vremena
na talasnoj duzini od 370 nm.

Na slici 76 vidi se da u prisustvu mikrokoli¢ina bromfenoksima (BrFX), u ovom
sistemu dolazi do znatnog smanjenja brzine reakcije. Inhibitorni uticaj BrFX je iskoriS¢en
za njegovo odredivanje u reakciji oksidacije sulfanilne kiseline vodonik peroksidom u
prisustvu Cu** jona.
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Slika 76. Apsorpcioni spektar tokom vremena od 6 minuta u sistemu: fosfatni pufer : pH =
7,9; ¢(H20) = 0,2 mol/dm’; ¢(SA) = 6107 mol/dm’ ; ¢(Cu’*) = 410 mol/dm’ ¢(BrFX) =
13,86 ug/em’; t=25,0 0,1 °C.

Za obradu kinetickih podataka primenjena je tangensna metoda, zbog linearne
zavisnosti apsorbance u rastvoru tokom 5-6 minuta od pocetka odigravanja reakcije.

U cilju razrade Sto osetljivije metode za odredivanje mikrogramskih koli¢ina BrFX,
bilo je potrebno odrediti optimalne uslove odigravanja reakcije. U tu svrhu pracena je
promena brzine kataliticke i katalitiCko-inhibitorne reakcije od koncentracije svakog
reaktanta pojedinagno (H;O*- jona, H,O,, SA, Cu™).

Graficka zavisnost tgo za katalitiCku i katalitiCko-inhibitornu reakciju od pH vrednosti
fosfatnog pufera data je na slici 77.

Zavisnost brzine katalitiCke i KkatalitiCko-inhibitorne reakcije ispitivana je u
intervalu pH vrednosti od 7,2 do 8. Sa povecanjem pH vrednosti fosfatnog pufera brzina
kataliticke i kataliticko-inhibitorne reakcije rastu. Za optimalnu pH vrednost odabrano je
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pH 7.9. Sa slike 77 se vidi da je zavisnost brzine Kkataliticke i katalitiCko-inhibitorne
reakcije linearna u celom ispitivanom intervalu pH, pa je red kataliticke reakcije u odnosu
na koncentraciju [H;O"] jona -1,1 a katalitiko-inhibitorne reakcije -1.

tga 10
7t 1
6}

S5k

7.2 7.4 7.6 7.8 8.0 pH

Slika 77. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne (2) reakcije od pH u
sistemu: c(SA) = 6107 mol/dm’ ; c(H,0;) = 0,2 mol/dm’ ; o Cu2+) = 4-10°mol/dm’;
¢(BrFX) = 13,86 ug/em’ ; t = 25,0 +0,1 °C.

Zavisnost brzine kataliticke i katalitiCko-inhibitorne reakcije od koncentracije H,O,
ispitivana je u intervalu koncentracija od 0,06 do 0,24 mol/dm’ (slika 78).
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Slika 78. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne reakcije (2) od

koncentracije H>O; u sistemu: pH = 7,9, ¢(SA) = 6-107 mol/dm’ i C(Cu2+) = 4.70°
mol/dm’, ¢(BrFX) = 13,86 ug/ cm’; t = 25,0 0,1 °C.
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Brzine obe reakcije linearno rastu u celom ispitivanom intervalu koncentracija, tako
da su reakcije + 1 reda. Najveca razlika u brzini izmedu kataliticke i kataliticko-inhibitorne
reakcije zapaZa se pri koncentraciji HO, od 0,2 mol/dm’, tako da je ova koncentracija
odabrana za optimalnu i u daljem radu odrzavana konstantnom.

Uticaj koncentracije sulfanilne kiseline na brzinu kataliti¢ke i kataliticko-inhibitorne
reakcije ispitan je tako Sto su pH i koncentracije ostalih komponenata u sistemu odrZzavane
konstantnim, a koncentracija SA je menjana u opsegu od 3,2 - 10* do 20 - 10* mol/dm’.
Ova zavisnost je prikazana na slici 79.
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Slika 80. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne reakcije (2) od
koncentracije Cu*t jona u sistemu : pH = 7,9; ¢(SA) = 6-107* mol/dm’; c(H>0;) = 0,2
mol/dm’; ¢(BrFX) = 13,86 ug/ cm’; t = 25,0 0,1 °C.

Pri optimalnim uslovima odigravanja reakcije pH = 7,9, ¢(SA) = 6:10* mol/dm’,
¢(H,0,) = 0,2 mol/dm’, ¢(Cu**) = 4-10° mol/dm®, t=25,0 +0,1 °C, praéen je uticaj BrFX
na brzinu reakcije.
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Slika 81. Kalibraciona kriva za odredivanje BrFX u intervalu koncentracija od 0,46 do
13,86 ug/cm’ pri optimalnim uslovima odredivanja: pH = 7,9; ¢(SA) = 6-10* mol/dm’;
c(H>05) = 0,2 mol/dm’; c(Cu**) = 4-10° mol/dm’; t = 25,0 0,1 °C.
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Dobijena kalibraciona prava je linearna u intervalu koncentracije BrFX od 0,46 do
13,86 pg/em’ i od 0,041 do 0,46 pg/cm’, i moze posluZiti za odredivanje bromfenoksima u
rastvoru (slike 81 1 82).
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Slika 82. Zavisnost brzine reakcije od koncentracije BrFX u intervalu koncentracija 0,041 -
0,46 ug/cm’ pri optimalnim uslovima odredivanja: pH = 7,9; ¢(SA) = 6-107 mol/dm’;
c(H>03) = 0,2 mol/dm®; c¢(Cu**) = 4-10° mol/dm’; t = 25,0 £0,1 °C.

Kalibraciona prava za odredivanje bromfenoksima na temperaturi 25 °C u intervalu
koncentracija BrFX 0,46 - 13,86 pg/cm’® moZe se izraziti slede¢om jednac¢inom:

tga - 10° = - 0,0852 - ¢ gy + 3,10 r=-0,9979 (66)
dok se kalibraciona prava u intervalu koncentracija BrFX od 0,041 - 0,46 ug/cm3 moZze se
izraziti jednacinom:

tgo- 10° = - 5,83 - ¢ gy + 4,534 r=-0,9995 (67)

gde je:

carx - koncentracija bromfenoksima izraZzena u ]ytg/cm3
tga - nagib linearnog dela kineticke krive u koordinatnom sistemu A = f( t)
r - koeficijenat korelacije.

Na osnovu prethodno utvrdenih zavisnosti izmedu koncentracije svakog

pojedinac¢nog ucesnika reakcije i brzine reakcije, kao i reda reakcije, postavljene su
kineticke jednacine za katalitiCku i katalitiCko-inhibitornu reakciju.
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Kineticka jednacina za kataliticku reakciju, prikazana jednaCinom (68), vaZzi pri
uslovima: pH od 7,5 do 7,9; ¢(H,0O,) od 0,06 do 0,24 mol/dm3; c¢(SA) od 3,2 do 6-10™
mol/dm?®; ¢(Cu**) od 1-10°® do 6:10° mol/dm’.

—% =k, -c(H")™ - c(H,0,)c(SA)-c(Cu’") (68)

Kineti¢ka jednacina za katalitiCko-inhibitornu reakciju, prikazana jednac¢inom (69),
vazi pri slede¢im uslovima: pH od 7,3 do 7,9; ¢(H,0,) od 0,06 do 0,24 mol/dm3; c(SA) od
3,2 do 6:10™ mol/dm’; ¢(Cu**) od 1-10° do 6-10° i koncentraciji BrFX od 0,041 do 0,46
ng/cm’i od 0,46 do 13,86 pg/cm’.

_% = kz -C(H+)_1 .C(HZOZ) C(SA) 'C(CM2+) 'C(B}"FX)_I (69)

gde su k; 1k, konstante brzina kataliticke i katalitiCko-inhibitorne reakcije.

Analiticki i1 statisticki podaci za kalibracionu pravu, dobijeni metodom linearne
regresije u kompjuterskom programu Origin 6.1, dati su u tabeli 58.

Tabela 58. Analiticke i statisticke karakteristike kalibracione prave za odredivanje BrFX

| Parametri | |

0,46-1386 n=9

Opseg linearnosti (ug/cms) 0.041 - 0.46 n=7

tga - 10° = - 0,0852 - cpepx + 3,10

Jednacina kalibracione prave tea - 102 = - 5.83 - Cpurx + 4,534

(Nagib + SD) - 10 - 0,0852 +0,00204
[ (Odsegak + SD) - 10° [(3,10 +0,0151
Koeficijent korelacije, r : 8:32;2
| Varijansa (S-10°)° (ug/ cm’)” [{9.6 10"
| Granica detekcije (ug/cm’) (10,0077
| Granica odredivanja (ug/cm’) |[0,025

Tacnost i reproduktivnost metode odredeni su za 3 Kkoncentracije BrFX sa
kalibracione prave, pri ¢emu je izvedeno pet merenja za svaku koncentraciju. Statistickom
obradom podataka dobijeni su rezultati koji su sumirani u tabeli 59.
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Kao §to se moze videti, relativna greSka se krec¢e od 1,34 do 1,4 % za interval
koncentracija BrFX od 0,041 do 0,46 pg/cm’ .

Tabela 59. Tacnost i reproduktivnost odredivanja BrFX

Odmere3no l\i_cafsellgo I RSD G al ;l’u -100 Recovery
cm - % Y% %
(pg/em”) (ng/em’) (%) (%) %) (%)

[ 0041 || 0,037+0,001 | | 30 || 134 || 9,75 [ 9024 |

| 024 || 023+001 || 5| 532 || 237 | 4,16 [ 9583 |

| 046 || 045+001 | | 285 || 14 || 222 || 9782 |

*ObjaSnjenje veliCina i odgovarajuci izrazi prikazani su u poglavlju 5.1.

U cilju ocene selektivnosti metode ispitan je uticaj veCeg broja stranih jona na
brzinu kataliti¢ko-inhibitorne reakcije na temperaturi 25,0 £ 0,1 °C pri stalnoj koncentraciji
BrFX 1,80 pg/em’.

Tabela 60. Selektivnost odredivanja BrFX

Jonska vrsta q L, %
Li*, Na*, K", NH,, NO5, F, CI, 3
3032_, SO42_ 10 <5
CH;COO', Zn™, Ca** 10° <5
Ba2+, Mg2+, Ni2+, Mn2+’ W6+’ M06+’
Sn2+, AS3+ 10 5 - 10
V> AP, Cd* 1 5-10
Fe”*, Fe'* 0,1 <5
Co™", Pb** ometaju

q - odnos koncentracije jona i bromfenoksima

o

. .. . .. c —Cphpy )
I - interferencioni koeficijent, ] = —2%% _BFX 2

o
Cprrx
Cprx 1 Cprmy - koncentracija bromfenoksima bez i u prisustvu interferirajuce supstance
(dobijena iz jednacine kalibracione prave)

Iz tabele 60 moze se videti da je selektivnost metode zadovoljavajuca, jer samo joni

Co™ i Pb™ ometaju odredivanje bromfenoksima pomenutom reakcijom, dok ostali
ispitivani joni ne uticu na ta¢nost odredivanja.
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5.5.1. Primena Kineticke metode za odredivanje bromfenoksima u
sokovima

Na osnovu razradene kineticke metode za odredivanje herbicida bromfenoksima,
koja se bazira na njegovom inhibitornom dejstvu u reakciji oksidacije sulfanilne kiseline
vodonik peroksidom u fosfatnom puferu pri pH 7,9 u prisustvu Cu®* jona i konstruisanih
kalibracionih krivih u intervalu koncentracija od 0,041 do 0,46 pg/cm3 i 0,46 do 13,86
ng/cm’, metoda je primenjena za odredivanje sadrZaja bromfenoksima u sokovima.

Uzorci su pripremani prema postupku koji je opisan u “Eksperimentalnom delu”.
Kao referenta metoda koriS¢ena je HPLC analiza.
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Slika 83. HPLC hromatogram standardnog rastvora pri koncentraciji BrFX 7,30 ,ug/cm3.
Kolona Cjs (Zorbax, 5 um, 250 x 4,6 mm). Mobilna faza: ACN-voda (67:33, v/v)+ H3PO,
(0,5 %). Detekcija 210 nm.

Snimanjem HPLC hromatograma vidi se karakteristican pik na talasnoj duZini od
207 nm i retencionom vremenu od 7,1 minuta za BrFX.

HPLC hromatogrami standardnog rastvora bromfenoksima i uzorka soka od vis$nje
prikazani su na slikama 83 i 84. Dobijeni hromatogrami standarda i uzoraka pokazuju
poklapanje retencionih vremena za analiziranu komponentu - BrEX. U cilju kvantitativne
analize, odredena je integrisana povrSina za dati pik i sa kalibracionog dijagrama za date
vrednosti apsorbancije izraCunate su koncentracije bromfenoksima u ispitivanim uzorcima.

Koli¢ina bromfenoksima koja je odredena u ispitivanim uzorcima u skladu je sa
referentnom HPLC metodom.
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Podaci o sadrzaju bromfenoksima u uzorcima sokova odredeni kinetickom i HPLC
metodom dati su u tabeli 61.
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Slika 84. HPLC hromatogram uzorka soka od visnje pri koncentraciji BrFX 3,60 ug/cnr’.
Kolona Cs (Zorbax, 5 um, 250 x 4,6 mm). Mobilna faza: ACN-voda (67:33, v/v) + H3PO4
(0,5 %). Detekcija 207 nm.

Tabela 61. Tacnost i reproduktivnost odredivanja BrFX u uzorcima sokova

Metoda kalibracione
prave
Tip (ng/em’) HPLC 1| pep
n metoda Recovery
uzorka Nadeno (ug/em’) (%)
Odmereno|| 1+SD
| Jabuka || 1,80 ][1,59+0,01 | | 1,60 || 062 || 8833 |
| Vvisnja || 3,60 |[3.38+0,03 | | 343 || 1,05 || 9520 |
| Narandza || 221 [[2.16+002]| 5 || 217 || 120 || 9700 |
| Borovnica || 2,77  |[2,57+0,01] 261 || 077 || 920 |
| Jabuka || 0,18 ]{0,17+0,01] | 0176 || 831 || 94,00 |
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Tabela 62. t - i F - vrednosti dobijene primenom dve razlicite metode za odredivanje BrFX
u uzorcima sokova

Metoda kalibracione prave

(p,g/cm3) nlg;l)él t-test™ F-test*
Tip uzorka Od_mereno N_adeno (ng/ em?®)
xxSD xxSD

| Jabuka || 180 |{159+001]] 160 || 158 || 148 |
| visnja || 360 |[338+003]|] 343 || 215 || 1,75 |
| Narandza || 221 |/ 216x002 || 217 || o056 || 108 |
| Borovnica || 2,77 || 257001 )] 261 || 226 || 111 |
| Jabuka || 018 Jloa7x001 ]| o176 || o077 || 178 |

*Tabli¢ne F - (vi=4, vi=4) i t - vrednosti (v = 8) pri 95 %-tnom nivou poverenja su 6,39 i
2,306, respektivno.

Poredenjem standardnih devijacija F - test i srednjih vrednosti, t - test, pri 95 %-
tnom nivou poverenja i za dati broj stepena slobode, uoceno je da izmedu kineticke i
referentne HPLC metode ne postoji velika razlika u preciznosti.
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5.6. Kineticko odredivanje mikrokoli¢ina ancimidola

Herbicid ancimidol odredivan je na bazi njegovog inhibitornog uticaja u
indikatorskoj reakciji oksidacije sulfanilne kiseline vodonik-peroksidom u fosfatnom
puferu i u prisustvu Cu** jona.
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Slika 85. Apsorpcioni spektar tokom vremena od 6 minuta usistemu: fosfatni pufer pH =
7.9; ¢(H,0:) = 0,2 mol/dm’; ¢(SA) = 610 mol/dm’ ; c¢(Cu**) = 4-10° mol/dm’;
c(Ancimidol) = 17,20 ,ug/cm3; t=250=+0,1°C.

Spektrofotometrijskim prac¢enjem promene apsorbance u funkciji od vremena u
pomenutom sistemu uoc¢ava se linearno povecanje apsorbance tokom vremena na talasnoj
duzini od 370 nm. Ova zavisnost prikazana je na slici 51 (poglavlje 5.3.).

Na slici 85 vidi se da u prisustvu mikrokoli¢ina ancimidola, u ovom sistemu dolazi
do znatnog smanjenja brzine reakcije. Inhibitorni uticaj ancimidola je iskoriS¢en za njegovo
odredivanje u reakciji oksidacije sulfanilne kiseline vodonik peroksidom u prisustvu Cu**
jona.

U cilju razrade S$to osetljivije metode za odredivanje ancimidola u rastvoru, treba
odrediti optimalne uslove odigravanja reakcije tj. ispitati zavisnost kataliticke 1 kataliti¢ko-
inhibitorne reakcije od koncentracije svakog reaktanta pojedinacno (H3;O'- jona, vodonik
peroksida, Cu** jona, sulfanilne kiseline).

Ispitan je uticaj pH vrednosti fosfatnog pufera na brzinu kataliticke i katalitiCko-
inhibitorne reakcije.

Graficka zavisnost tgo za katalitiCku 1 katalitiCko-inhibitornu reakciju od pH
vrednosti fosfatnog pufera prikazana je na slici 86.
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Slika 86. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne reakcije (2) od pH u
sistemu: c¢(H>0,) = 0,2 mol/dm’; ¢(SA) = 6-10* mol/dm® ; ¢(Cu**) = 4-10° mol/dm’;
c(Ancimidol) = 17,20 ,ug/cm3; t=250=+0,1°C.

Zavisnost brzine KkatalitiCke i KkatalitiCko-inhibitorne reakcije ispitivana je u
intervalu pH od 7 do 8.

Sa povecanjem pH vrednosti fosfatnog pufera brzina kataliticke i kataliticko-
inhibitorne reakcije rastu. Za optimalnu pH vrednost odabrana pH 7,9.

Sa slike 86 se vidi da je zavisnost brzine KkatalitiCke 1 kataliticko-inhibitorne
reakcije linearna u celom ispitivanom intervalu pH. Red kataliticke reakcije od
koncentracije [H;O"] jona je -1,1, dok je kataliticko-inhibitorna reakcija je -1 reda.

Zavisnost brzine katalitiCke 1 katalitiCko-inhibitorne reakcije od koncentracije H,O»
ispitivana je u intervalu koncentracija vodonik-peroksida od 0,06 do 0,24 mol/dm’. Ova
zavisnost prikazana je na slici 87.

Brzine obe reakcije linearno rastu u celom ispitivanom intervalu koncentracija, tako
da su reakcije + 1 reda. Najveca razlika u brzini izmedu kataliti¢ke i kataliticko-inhibitorne
reakcije uo¢ava se pri koncentraciji H,O, od 0,2 mol/dm’, tako da je ova koncentracija
odabrana za optimalnu i u daljem ispitivanju odrZavana konstantnom.
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Slika 87. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne reakcije (2) od
koncentracije H;O; u sistemu: pH = 7,9; c¢(SA) = 6-10* mol/dm’; c(Cu2+) = 4.10°
mol/dm’; c(Ancimidol) = 17,20 ug/em’; t = 25,0 0,1 °C.

Uticaj koncentracije sulfanilne kiseline na brzinu kataliti¢ke i kataliticko-inhibitorne
reakcije prikazan je na slici 88.
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Slika 88. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne reakcije (2) od

koncentracije sulfanilne kiseline u sistemu: pH = 7,9; ¢(H;0,) = 0,2 mol/dm’; c( Cu’t) =
4-10° mol/dm’; c(Ancimidol) = 17,20 ug/em’; t = 25,0 £0,1 °C.
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Uticaj koncentracije sulfanilne kiseline na brzinu kataliti¢ke i kataliticko-inhibitorne
reakcije ispitan je tako Sto su pH i koncentacije ostalih komponenata u sistemu odrZzavane
konstantnim, a koncentracija sulfanilne kiselina je menjana u opsegu od 3,2-10* do 20-10™
mol/dm’.

Sa slike 88 se vidi da pri povecanju koncentracije sulfanilne kiseline brzina
katalitiCko-inhibitorne reakcije raste u celom ispitivanom intervalu koncentracija.
Kataliticko-inhibitorna reakcija je +1 reda, dok je kataliticka reakcija +1 reda u intervalu
koncentracija SA od 3,2-10* do 6-10™ mol/dm?, a pri ve¢im koncentracijama je -1 reda.

Brzina kataliticke reakcije od koncentracije SA raste u intervalu koncentracija od
3,2-10* do 6-10* mol/dm’, dok pri veéim koncentracijama opada.

S obzirom na to da je maksimalna razlika u brzini izmedu kataliti¢ke i kataliti¢ko-
inhibitorne reakcije pri koncentraciji SA 6:10% mol/dm’, ova je koncentracija odabrana za
dalji rad 1 u daljem ispitivanju odrzavana konstantnom.

Zavisnost brzine kataliticke 1 katalitiCko-inhibitorne reakcije od koncentracije Cu**
jona prikazana je na slici 89.
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Slika 89. Zavisnost brzine kataliticke (1) i kataliticko-inhibitorne reakcije (2) od
koncentracije Cu** jona u sistemu: pH = 7,9; ¢(SA) = 6-10* mol/dm’; c(H;03) = 0,2
mol/dm’ ; c(Ancimidol) = 17,20 ,ug/cm3; t=250=01 °C.

Ispitivanjem uticaja Cu®* jona na brzinu kataliticke i kataliti¢ko-inhibitorne reakcije

vidi se da obe reakcije linearno rastu sa pove¢anjem koncentracije Cu** jona.
Obe reakcije su +1 reda. Kao optimalna koncentracija Cu®* jona izabrana je 4-10°° mol/dm’.
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Pri optimalnim uslovima odigravanja reakcije: pH = 7,9; c¢(SA) = 6-10* mol/dm”;
c(H,0,) = 0,2 mol/dm’; ¢(Cu**) = 4-10° mol/dm®; t = 25,0 + 0,1 °C, praen je uticaj
ancimidola na brzinu reakcije.

Dobijena kalibraciona prava je linearna u dva intervala koncentracije ancimidola i to: 2,15 -
21,50 ng/cm’ (slika 90) i u intervalu 0,0215 - 17,20 pg/cm’ (slika 91).
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Slika 90. Kalibraciona kriva za odredivanje ancimidola u intervalu koncentracija 2,15-
21,50 ng/em’ pri optimalnim uslovima odredivanja: pH = 7,9; ¢(SA) = 6-10* mol/dm’;
c(H>05) = 0,2 mol/dm®; c¢(Cu?*) = 4-10°° mol/dnr’; t = 25,0 £0,1 °C.

Jednacina kalibracione prave, za interval koncentracija ancimidola od 2,15 do 21,50
ng/cm’ i na temperaturi 25,0 + 0,1 °C, dobijena metodom najmanjih kvadrata moZe se
prikazati jednac¢inom:

tga-10° = - 0,1046 - Cpncimidor + 6,085 r=-0,9949  (70)

Kalibraciona kriva za interval koncentracija ancimidola od 0,0215 do 17,20 pg/cm’
moze prikazati jednac¢inom:

tga-10° = - 0,151 - Cancimidor + 3,81 r=-0,9987 (71)

gde je:
Cancimidol - KOncentracija ancimidola

tgo - nagib linearnog dela kinetiCke krive u koordinatnom sistemu A = f(t )
r - koeficijent korelacije.
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Slika 91. Kalibraciona kriva za odredivanje ancimidola u intervalu koncentracija 0,0215-
17,20 ug/em’ pri optimalnim uslovima odredivanja: pH = 7,9; ¢(SA) = 6-107 mol/dm’;
c(H>03) = 0,2 mol/dm®; c¢(Cu**) = 4-10° mol/dn?’; t = 25,0 £0,1 °C.

Na osnovu prethodno utvrdenih zavisnosti izmedu koncentracije svakog
pojedinac¢nog ucesnika reakcije i brzine reakcije, kao i reda reakcije, postavljene su
kineti¢ke jednacine za oba procesa.

Kineticka jednacina za kataliticku reakciju pri uslovima: pH 7,3-7,9, c(H,0,) od
0,06 do 0,24 mol/dm®, c(SA) od 3,2 do 6-10* mol/dm®, c(Cu**) od 1-10° do 6-10°
mol/dm? ima sledeéi oblik :

—% =k, -c(H")™ - c(H,0,) c(SA)-c(Cu™) (72)

Kineticka jednacina za kataliti¢ko-inhibitornu reakciju pri uslovima: pH od 7 - 8,
c(H,0,) od 0,06 do 0,24 mol/dm® , ¢(SA) od 3,2 do 20-10* mol/dm’, ¢(Cu®")1-10¢ do
6-10° mol/dm”® i c(Ancimidol) od 2,15 do 21,50 ng/cm’ i od 0,0215 do 17,20 pg/cm’ ima
sledeci oblik:

_§ =k, -c(H")" - c¢(H,0,)- c(SA) - c(Cu*") - c(Ancimidol)™ (73)
t

gde su k; i1 k, konstante brzine kataliticke 1 katalitiCko-inhibitorne reakcije.
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Analiticki i1 statisticki podaci za kalibracionu pravu, dobijeni metodom linearne
regresije u kompjuterskom programu Origin 6.1, dati su u tabeli 63.

Tabela 63. Analiticke i statisticke karakteristike kalibracione prave za odredivanje
ancimidola

| Parametri ||
Opseg linearnosti (ng/cm’) 2,15-21,50 n=10
Opseg linearnosti (ug/cmS) 0,0215-17,20 n=10

tga-10"= - 0,1046 - Cancimidol + 6,085

Jednacina kalibracione prave tgo-1 0’= - 0.1510 - Cancimiqo + 3.81

(Nagib % SD) -10° ~0,1046 + 0,0037

[ (Odsecak + SD) - 10° |[6,085 + 0,049
. . - 0,9949

Koeficijent korelacije, r £ 0.9987

[ Varijansa (S-10°)° (ng/cm’)” [[5.3-107

| Granica detekcije (ng/cm”) (0,20

| Granica odredivanja (ng/cm’) |[ 1,60

Tacnost i1 reproduktivnost metode odredeni su za 3 koncentracije ancimidola sa
kalibracione prave, pri ¢emu je izvedeno pet merenja za svaku koncentraciju. Statistickom
obradom podataka dobijeni su rezultati koji su sumirani u tabeli 64.

Kao §to se moZze videti, relativna greSka se kre¢e od 6,65 do 0,3 % za interval
koncentracija ancimidola od 2,15 do 21,50 ng/cm3 .

Tabela 64. Tacnost i reproduktivnost odredivanja ancimidola

Odmere3no N—af;go n RSD G al ;t £ 100 Recovery
ng/cm x= % % %
(ng/cm”) (nglem?) (%) (%) o (%)
| 215 || 205+001 | | 665 || 728 | 4,65 || 9535 |
[ 10,75 || 10342002 || 5 || 150 || 220 || 3,81 [ 9620 |
[ 21,50 || 21,30+0,06 | | 030 || 118 || -100 || 99,00 |

Za ocenu selektivnosti odredivanja ancimidola predloZzenom metodom ispitan je uticaj
veceg broja stranih jona na brzinu hemijske reakcije. Reakcionoj smeSi pojedina¢no su
dodavani rastvori stranih jona pri koncentraciji ancimidola 129,0 ng/cm’. Pri tome je
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menjana njihova koncentracija u odnosu na koncentraciju ancimidola, sve dok nije nadena
ona koncentracija koja ne ometa njegovo odredivanje u rastvoru (tabela 65).

Tabela 65. Selektivnost odredivanja ancimidola

Jonska vrsta q I, %
Na*, NH,*, F, CI', NO5, SO;* 10* <5
Li*, K*, SO,~, Ba”", J 10* 5-10
CH;COO', Zn*, Fe’*, Fe”, Cd**, As’, |
Ni2+, H g2+ <5
Mn>* 0,1 <5
Pb>*, Sn** 0,01 5-10
Co™* 1 ubrzava

q - odnos koncentracije jona i ancimidola

o
(CAnCimidol - CAncimidol)
o

Ancimidol

Coneimidol 1 Cancimizor - KONCENtracija ancimidola bez i u prisustvu interferirajuce supstance

I - interferencioni koeficijent, I =

(dobijena iz jednacine kalibracione prave)

Co®* ometa odredivanje ancimidola pri odnosu 1:1 jer deluje kao katalizator u istoj
indikatorskoj reakciji.

5.6.1. Primena kineticke metode za odredivanje ancimidola u
uzorcima vode i zemljiSta

Na osnovu razradene kineticke metode za odredivanje ancimidola, koja se bazira na
njegovom inhibitornom efektu u reakciji oksidacije sulfanilne kiseline vodonik peroksidom
u fosfatnom puferu u prisustvu Cu** jona i konstruisanih kalibracionih pravih za
odredivanje ancimidola u intervalu koncentracije 2,15 - 21,50 ng/cm3 i 0,0215 - 17,20
ng/cm’®, metoda je primenjena za odredivanje sadrZaja ancimidola u uzorcima vode i
zemljiSta.

Uzorci zemljiSta 1 vode pripremani su prema postupku koji je opisan u
"Eksperimentalnom delu". Kao referentna metoda za potvrdu rezultata kineticke metode
koris¢ena je HPLC analiza.

Snimanjem HPLC hromatograma vidi se karakteristican pik na talasnoj duZini od

232,8 nm i retencionom vremenu od 2,77 minuta za ancimidol. HPLC hromatogram
standardnog rastvora ancimidola prikazan je na slici 92.
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HPLC hromatogrami odredivanja ancimidola u uzorcima vode i zemljiSta prikazani
su na slikama 93 1 94.
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Slika 92. HPLC hromatogram standardnog rastvora pri koncentraciji ancimidola 100
ng/cmj. Kolona Cg (Zorbax, 5 um, 250 x 4,6 mm). Mobilna faza: ACN-voda (4:1, v/v).
Detekcija 232,8 nm.
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Slika 93. HPLC hromatogram uzorka vode pri koncentraciji ancimidola 10 ng/cm’. Kolona
Cis (Zorbax, 5 um, 250 x 4,6 mm). Mobilna faza: ACN-voda (4:1, v/v). Detekcija 232,8 nm.
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Dobijeni hromatogrami standarda i uzorka pokazuju poklapanje retencionog
vremena za analiziranu aktivnu komponentu - ancimidol. U cilju kvantitativne analize
odredena je integrisana povrSina za dati pik i sa kalibracionog dijagrama za date vrednosti
apsorbancije izraCunate su koncentracije ancimidola u ispitivanim uzorcima.
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Slika 94. HPLC hromatogram uzorka zemljista pri koncentraciji ancimidola 20 ng/cmj.

Kolona Cs (Zorbax, 5 um, 250 x 4,6 mm). Mobilna faza: ACN-voda (4:1, v/v). Detekcija
232,8 nm.

Rezultati odredivanja ancimidola u uzorcima vode i zemljiSta su prikazani tabelama
66167.

Tabela 66. Tacnost i reproduktivnost odredivanja ancimidola u uzorcima voda

Metoda kalibracione
prave
Tip (ng/em’) HPLC | pep
metoda Recovery
uzorka Nadeno 3 (%)
N (ng/cm™)
Odmereno x+SD
Bunarska 10 9,58+0,09 9,76£0,08 || 3,20 95,00
voda
Recna 8,0 8,27+0,06 8,15+0,04 || 2,49 101,3
voda
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Tabela 67. Tacnost i reproduktivnost odredivanja ancimidola u uzorcima zemljista

Metoda kalibracione
prave3
Tip (ng/cm’) UL RSD
n metoda Recovery
uzorka Nadeno 3 (%)
s (ng/cm”)
Odmereno x +SD
Moravsko 20 17,29 + 0,05 17,34+ 0,07 5.6 86,15
zemljiSte
5
NiSavsko
rey 18 16,15 £ 0,03 16,23+ 0,01 6,4 89,70
zemljiSte

Koli¢ina ancimidola koja je odredena u ispitivanim uzorcima u skladu je sa
referentnom metodom. Poredenjem standardnih devijacija F - test i srednjh vrednosti t -
test, pri 95 %-tnom nivou poverenja i za dati broj stepena slobode, uoceno je da izmedu
kineticke 1 referentne HPLC metode ne postoji velika razlika u preciznosti, texp< tiap 1 Fexp<
F.b (tabele 68 1 69).

Tabela 68. t - i F - vrednosti dobijene primenom dve razlicite metode za odredivanje
ancimidola u uzorcima voda

Metoda kalibracione
prave
Tip (ng/cm3) HPLC
metoda t-test™ F-test*
uzorka Nadeno 3
i (ng/cm”)
Odmereno x +SD
Bunarska
10 9,58+0,09 9,76+0,08 1,12 2,76
voda
Recna 8,0 8,27+0,06 8,15+0,04 2,19 3,40
voda

*Tabli¢ne F - (vi=4, vi=4) i t - vrednosti (v = 8) pri 95 %-tnom nivou poverenja su 6,39 i
2,306, respektivno.
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Tabela 69. t - i F - vrednosti dobijene primenom dve razlicite metode za odredivanje
ancimidola u uzorcima zemljista

Metoda kalibracione
prave

Tip (ng/cm?) HPLC
metoda t-test*® F-test*
uzorka Nadeno 3
i (ng/cm”)
Odmereno x +SD
Moravsko 20 17,29+ 0,05 || 17,34+ 0,07 2,28 4,79
zemljiste
Nisavsko 18 16.15+0,03 || 16.23+0.,01 2.12 2.10
zemljiste

*Tabli¢ne F - (vi=4, vi=4) i t - vrednosti (v = 8) pri 95 %-tnom nivou poverenja su 6,39 i
2,306, respektivno.
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6. EKSPERIMENTALNI DEO






6.1. Eksperimentalni postupak

6.1.1. Aparati

Prilikom razrade kinetickih metoda za odredivanje pomenutih pesticida koriS¢ena je
sledec¢a oprema:

1. Perkin-elmer lambda 15 UV/VIS spektrofotometar sa proto¢nim kivetama duZine
optickog puta 10 cm;

2. HPLC sistem 1200 Agilent Technologies; analiticka kolona C;g (Zorbax, 5 um, 250 x 4,6
mm);

3. Za termostatiranje rastvora u mernoj kiveti spektrofotometra kori§¢en je univerzalni
termostat -tip 10;

4. Analiticka vaga Mettler Toledo je koriS¢ena za odmeravanje Cvrste supstance;

5. Za merenje pH rastvora koris¢en je Hanna instruments pH-metar. Puferi pH = 720,01 i
pH = 440,01 (Sigma) su kori$¢eni za kalibraciju pH-metra;

6. Za uparavanje uzoraka koriS¢en je rotacioni vakuum upariva¢ Biichi R 200/205 sa
vodenim kupatilom B-499.

7. Solid-phase ekstrakcija uzoraka vrSena je na aparatu J. T. Baker SPE-12 sa vakuum
pumpom;

8. Demineralizovana voda je dobijana koriS¢enjem MickroMed high purity water system,
TKA Wasseraufbereitungssysteme GmbH;

9. Rastvori su pipetirani varijabilnim automatskim pipetama Lab Mate™;

10.Vreme odigravanja reakcije mereno je hronometrom.

6.1.2. Reagensi

Za pripremanje rastvora koriS¢ena je demineralizovana voda specificne
.. . 1
provodljivosti 0,05 uS cm™.

Radni rastvori pripremani su neposredno pre pocetka rada. Sudovi koji su koris¢eni
za rad prani su rastvorom HCI (1:1) i nakon toga su ispirani destilovanom i dejonizovanom
vodom. U eksperimentalnom postupku korisc¢eni su sledeci reagensi:
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Sulfanilna kiselina, 4-10"> mol/dm’

Radni rastvor pripreman je odmeravanjem odredene mase sulfanilne kiseline, p.a.
»Merck* i rastvaranjem u demineralizovanoj vodi.

Vodonik-peroksid, 2 mol/dm’

Rastvor je pripreman odmeravanjem odredene zapremine H,O,, p.a. ,,Merck® i
rastvaranjem u demineralizovanoj vodi.

Kalijum-perjodat, 1,5-10% mol/dm’

Rastvor je pripreman odmeravanjem odredene koli¢ine KJO4, p.a. ,Merck™ i
rastvaranjem u demineralizovanoj vodi.

Fosfatni pufer

Puferi su pripremani odmeravanjem odredene zapremine rastvora Na,HPOy (0,067
mol/dm®) i dopunjavani su rastvorom KH;POj4 (0,067 mol/dm?) do zapremine od 100 cm’
(Lurie, 1989).

Acetatni pufer

Puferi su pripremani odmeravanjem odredene zapremine rastvora CH3;COOH (1
mol/dm3) i dopunjavani su rastvorom NaOH (1 mol/dm3) do zapremine od 100 cm’ (Lurie,
1989).

Bakar(II)-hlorid-dihidrat, 1-10* mol/dm’

Radni rastvor je pripreman rastvaranjem odredene koli¢ine CuCl,-2H,0, Cistoce p.a.
»Merck®, u demineralizovanoj vodi.

Gvoide(III)-hlorid, 1-10” mol/dm’

Radni rastvor FeCls pripreman je odmeravanjem tacne mase soli i rastvaranjem u
hlorovodoni¢noj kiselini (0,1 mol/dm?) i dopunjavan je demineralizovanom vodom.

1,10-fenantrolin, 110" mol/dm’

Radni rastvor je pripreman rastvaranjem odredene koli¢ine 1,10-fenantrolina,
c¢istoce p.a. ,,Merck®, u demineralizovanoj vodi.

Diflubenzuron, Bromacil, Difenzokvat-metil sulfat, Dimetoat, Bromfenoksim,
Ancimidol, 110" mol/dm’

Radni rastvori pomenutih pesticida, proizvodaca ,,Dr Ehrenstorfer (Nemacka),
pripremani su rastvaranjem ta¢no odmerene mase Ciste supstance (99,8 %) u metanolu i
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dopunjavani su demineralizovanom vodom. Rastvori su Cuvani u frizideru (4 - 8 °C),
zasSti¢eni Al-folijom.

6.1.3. Spektrofotometrijski postupak za pracenje brzine
indikatorske reakcije

Pesticidi  diflubenzuron, bromacil, difenzokvat, bromfenoksim 1 ancimidol
odredivani su na osnovu njihovog inhibitornog efekta u reakciji oksidacije sulfanilne
kiseline vodonik-peroksidom u fosfatnom puferu u prisustvu Cu(Il) jona.

Odredivanje dimetota bazirano na njegovom inhibitornom delovanju u reakciji
oksidacije sulfanilne kiseline kalijum-perjodatom u acetatnom puferu u prisustvu Fe(III)
jonai 1,10-fenantrolina.

Odredene zapremine radnih rastvora odmeravane su u Cetvorokraki sud slede¢im
redosledom: u prvi krak je odmeravan fosfatni/acetatni pufer, u drugi krak sulfanilna
kiselina, u tre¢i vodonik peroksid/kalijum-perjodat, u Cetvrti krak odmeravan je rastvor
Cu(Il)/Fe(Ill) 1 1,10-fenantrolina i vodom je dopunjavan do zapremine 10 Cm3, za
kataliticku reakciju.

Za KkatalitiCko-inhibitornu reakciju odmeravani su isti reaktanti kao u katalitickoj
reakciji i u cCetvrti krak odmeravan je odredeni pesticid i vodom je dopunjavan do
zapremine 10 cm’. Nakon toga su reaktanti u &etvorokrakoj posudi termostatirani na
temperaturi od 25 °C, a zatim su pomesani uz istovremeno ukljucivanje Stoperice. Ovim
rastvorom je punjena radna kiveta spektrofotometra i sa merenjem brzine reakcije po€injalo
se nakon jednog minuta, od trenutka meSanja. Izborom ,,time drive* metode aparat belezi
vrednosti apsorbance na svakih 30 sekundi tokom prvih 6 minuta, odnosno crta kineticku
krivu A = f(t).

Na taj na¢in se umesto veli¢ine dc/dt odreduje njoj proporcionalna veli¢ina 8% y

koja je jednaka brzini reakcije:

ot ot
dc - promena koncentracije indikatorske supstance
£ - molarni koeficijent apsorpcije (dm’mol'cm™)
1 - debljina apsorpcionog sloja (cm)
tga - tangens ugla kineticke krive u koordinatnom sistemu A = f(t) ili logA = f(t).

Za obradu rezultata merenja primenjena je tangensna metoda, zbog linearne
zavisnosti apsorbance rastvora u toku 5 - 6 minuta od pocetka odigravanja reakcije.

Sva merenja vrSena su na talasnoj duZini od 370 nm/368 nm i temperaturi od 25 + 0,1°C.
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6.1.4. Priprema uzoraka za analizu

Priprema pecuraka za odredivanje diflubenzurona

Uzorku od 50 g pec€uraka se doda odredena koli¢ina DFB i ostavi da stoji nekoliko
minuta. Uzorci se zatim homogenizuju sa 100 cm® acetona u laboratorijskom blenderu,
filtriraju se pod vakuumom u erlenmajer. Filtrat se prebacuje u balone za ekstrakciju i
ekstrahuje sa 100 cm’ rastvora cikloheksan - dihlormetan (1:1, v/v). Organski sloj se
dekantuje i prenosi u levak za kvantitativno cedenje (plava traka, Whatman No.42) kroz
anhidrovani natrijum sulfat da se pokupi sva voda, a vodeni sloj se opet rekstrahuje sa
dihlormetanom.

Ekstrahovani deo se uparava skoro do suva na rotacionom vakuum uparivacu na
temperaturi od 30°C. Upareni ostatak se rastvara u mobilnoj fazi, metanol - voda (80:20,
v/v), dopunjava do 10 cm’ i koristi za HPLC odredivanje. Zapremina injektovanog uzorka
bila je 10 pL, a brzina proticanja mobilne faze 1 cm’/min. Detekcija je vrSena na 254 nm.

Za kineticko odredivanje se deo ovog rastvora uparava do suva, suvi ostatak se
rastvara u malo metanola i dopunjava dejonizovanom vodom do 10 cm’. Zatim se od
pripremljenog rastvora odpipetiraju odgovarajuce zapremine da bi se dobile koncentracije
diflubenzurona navedene u tabeli 35. Nakon odgovarajuce pripreme uzoraka pecuraka za
analizu, koli¢ina DFB odredena je metodom kalibracione krive.

Priprema uzoraka vode i zemljista za odredivanje bromacila
Priprema uzoraka zemljista

Odmeri se 100 g zemljista za analizu. Uzorci zemljiSta za odredivanje bromacila
pripremani su dodavanjem tacno odredene koli¢ine standardnog rastvora bromacila. Uzorku
zemljista se zatim dodaje 30 cm’ metanola i vode. Ostavi se da stoji par sati. Zatim se
rastvor dekantuje i centrifugira 3 puta po 10 minuta na 3000 obrtaja. Tako pripremljen
rastvor se propusta kroz NaCl da se pokupi sva vlaga, onda se rastvor propusta kroz kolonu
za solid-phase ekstrakciju (kertrid? Chromabond® HR-P, 3 c¢m’/200 mg), koji je prvo
kondicioniran sa jednom zapreminom kolone metanola i jednom zapreminom dejonizovane
vode.

Uzorak se sa kolone eluira tri puta sa 1 cm’® rastvora metanol - aceton (3:2, vIv).
Tako pripremljen uzorak se zatim uparava na rotacionom vakuum uparivacu na 35 °C skoro
do suva i suvi ostatak se rastvara u mobilnoj fazi ACN - voda (40:60, v/v), dopunjava do 10
cm’ i koristi za HPLC odredivanje.

Zapremina injektovanog uzorka bila je 20 pL, a brzina proticanja mobilne faze 1
cm’/min. Detekcija je vriena na 280 nm.

Za kineticku metodu je uzorak nakon uparavanja do suva, rastvoren u malo
. ) . 3
metanola i dopunjen redestilovanom vodom do 10 cm’.
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Priprema uzoraka vode

U 100 cm® vode dodavana je tatno odredena koli¢ina bromacila i uzorci su
ostavljeni da stoje 1 dan. Uzorci vode su zatim propustani kroz kolonu za solid-phase
ekstrakciju i eluiranu su rastvorom Metanol - Aceton (3:2, v:v).

Tako pripremljen uzorak je uparavan na rotacionom vakuum uparivacu na 35 °C
skoro do suva i suvi ostatak je rastvoren u mobilnoj fazi ACN - voda (40:60, v/v), dopunjen

je do 10 cm’. Ovaj rastvor je kori§éen za HPLC metodu.

Za kineticku metodu je uzorak nakon uparavanja do suva, rastvoren u malo

metanola i dopunjen dejonizovanom vodom do 10 cm’.

Priprema uzoraka vode i mleka za odredivanje dimetota

Priprema uzoraka vode

U radu su koriS¢eni uzorci Cesmense, bunarske i recne vode. Uzorci vode
uzorkovani su u maju 2008.

U 100 cm’ vode dodata je tagno odredena koligine standardnog rastvora dimetoata i
taj uzorak je ostavljen da odstoji jedan dan.

Kolone Chromabond® HR-P Cjg kertridZ (sorbent mass 200 mg Macherey-Nagel
(Nemacka) koriScene su za solid-phase ekstrakciju dimetoata iz uzoraka vode.

Kolone su prvo kondicionirane sa 10 cm’ ACN i 2 cm” vode.

Svaki uzorak je propustan kroz kolonu Chromabond HR-P C;g. Nakon toga uzorci
su eluirani sa 5 cm® ACN (5 %) a zatim sa 5 cm® ACN - voda (80%).

Uzorak je uparavan na rotacionom vakuum uparivacu na 40 °C skoro do suva i suvi
ostatak je rastvoren u 25 cm’ mobilne faze ACN - voda (80:20, v/v). Ovaj rastvor je

koris¢en za HPLC odredivanje dimetoata.

Zapremina injektovanog uzorka bila je 50 pL, a brzina proticanja mobilne faze 0,4
cm’/min. Detekcija je vriena na 210 nm.

Za kineticku metodu je uzorak nakon uparavanja do suva, rastvoren u malo
. . . 3
metanola i dopunjen dejonizovanom vodom do 25 cm’.
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Priprema uzoraka mleka

U 50 cm® mleka dodata je odredena koli¢ina standardnog rastvora dimetoata i tako
pripremljen uzorak je stajao 1 dan. Uzorci su zatim ekstrahovani sa 70 cm’® 65 %-nog
rastvora aceton-voda 1 muckani su u balonima za ekstrakciju 10 minuta. Ekstraktu je dodato
50 cm® 65% rastvora acetona; NaCl je dodat u filtrat i muékan je dva puta sa DCM, a zatim
su ekstrakti filtrirani kroz Na,SO4 da se pokupi sva vlaga.

Chromabond® HR-P kertridzi za Solid-Phase Ekstrakciju su kondicionirani sa 10
cm’ ACN i 2 cm® vode; uzorak je propustan kroz kolonu i eluiran sa 5 cm’ 5% ACN. Zatim
je eluiranje vrseno sa 5 cm® 80% rastvorom ACN-H,O i uparavan je skoro do suva na
rotacionom vakuum uparivadu (na 30 °C and 300 mbar). Suvi ostatak je rastvoren u 25 cm’
mobilne faze ACN - voda (80:20, v/v). Ovaj rastvor je koriS¢en za HPLC odredivanje
dimetoata.

Za kineticku metodu je deo ovog rastvora uparen do suva, rastvoren u malo
metanola i dopunjen dejonizovanom vodom do 25 cm”.
Priprema uzoraka juznog vocéa za odredivanje difenzokvat-metil sulfata

Za odredivanje DFQ u uzorcima juZnog voca primenjena je metoda standardnog
dodatka.

S obzirom na to da je u literaturi naden podatak da se difenzokvat koristi za
prskanje juznog voca, pripremani su blanko uzorci i uzorci u kojima je dodata poznata

koncentracija pesticida.

Ceden sok podeljen je u tri dela, prvi deo je blanko proba, dok je u drugi i trec¢i deo
je dodata tacno odredena koli¢ina DFQ.

Rastvori soka su Propuétani kroz kolonu za solid-phase ekstrakciju u kertridze tipa
Chromabond® CN (3 cm’/500 mg) koja je pre upotrebe kondicionirana.

L. . v . 3, . .. .
Kondicioniranje kolone vrSeno je sa 3 cm® metanola (1 cm’/min) i ispirana je sa 5
3 ..
cm” dejonizovane vode.

Nakon propustanja uzorka kolona je ispirana sa 3 cm® redestilovane vode, a zatim je
eluirana tri puta sa 1 cm’ 1,5 mol/dm® HCI.

Uzorak je uparavan do suva i rastvoren u mobilnoj fazi ACN - voda (80:20, v/v).
Ovako pripremljen uzorak je koriS¢en za snimanje hromatograma HPLC metodom.

Zapremina injektovanog uzorka bila je 10 pL, a brzina proticanja mobilne faze 0,5
cm’/min. Detekcija je vriena na 215 nm.
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Priprema uzoraka za kineti¢ku metodu je ista, s tim $to je nakon uparavanja do suva
uzorak rastvoren u malo metanola i dopunjen dejonizovanom vodom do odredene
. 3
zapremine (25 cm”).

Priprema uzoraka sokova za odredivanje bromfenoksima

Uzorci za odredivanje bromfenoksima pripremani su dodavanjem tacno odredene
koli¢ine standardnog rastvora u 100 cm® soka i stajali su par sati. Uzorak je dobro izme3an,
zatim je propusten kroz kolonu HR-P Cg (3 cm’/200 mg) za solid-phase ekstrakciju, koja
je prethodno kondicionirana.

Kondicioniranje kolone vrSeno je sa 10 cm® ACN i 2 cm’ vode.

Nakon propustanja uzorka kroz kolonu, vrSeno je ispiranje dva puta sa 5 cm® ACN.
Nakon eluiranja uzorka sa kolone, 10 cm® uzorka je upareno do suva (t = 40 °C) na

rotacionom vakuum uparivacu.

Suvi ostatak je za kineticku metodu rastvoren u malo metanola 1 dopunjen
redestilovanom vodom do 25 cm’.

Za HPLC odredivanja, suvi ostatak je rastvoren u mobilnoj fazi (ACN-H,0, 80:20,
v/iv + H3PO4 0,5%). Od ovog rastvora otpipetirana je odgovarajuca zapremina da bi se
dobila odgovarajuca koncentracija bromfenoksima prikazana u tabeli 61.

Zapremina injektovanog uzorka bila je 10 pL, a brzina proticanja mobilne faze 1
cm’/min. Detekcija je vriena na 207 nm.

Priprema uzoraka vode i zemljista za odredivanje ancimidola

Priprema uzoraka recne i bunarske vode

Za odredivanje ancimidola u re¢noj i bunarskoj vodi postupak se sastoji u slede¢em:
odmerena je taéno poznata koli¢ina ancimidola i rastvorena u 100 cm’ vode (bunarske i

recne).

Uzorak je dobro izmegan i propusten kroz kolonu Chromabond SA (3 ¢cm’/500 mg)
za solid-phase ekstrakciju, koja je prethodno kondicionirana.

Kondicioniranje kolone vrseno je sa 5 cm’ CH3;COOH (1 %) 12 cm’ CH;COOH.

Nakon propustanja uzorka kroz kolonu, vrieno je eluiranje sa 1 cm® ACN i 5 cm®
redestilovane vode i opet sa 2 cm® ACN.
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. . 3 . . .
Nakon eluiranja, 5 cm” uzorka za kinetiCku metodu je upareno do suva na
. - . . oy 3
rotacionom vakuum uparivacu. Suvi ostatak je za kineticku metodu rastvoren u 50 cm” 20%
metanola.

Za HPLC metodu uzeto je 5 cm® uzorka i upareno do suva na rotacionom vakuum
uparivacu na temperaturi od 40 °C i rastvoreno je u 50 cm® mobilne faze ACN-voda (4:1,
v/v). Od ovog rastvora otpipetirana je odgovarajuca zapremina da bi se dobila odgovarajuca
koncentracija ancimidola prikazana u tabeli 66.

Zapremina injektovanog uzorka bila je 10 pL, a brzina proticanja mobilne faze 1
cm’/min. Detekcija je vr$ena na 232,8 nm.

Priprema uzoraka zemljista

Za odredivanje ancimidola u zemlji§tu uzorkovani su uzorci sa razlicitih lokaliteta
(zemljiSte kraj reke Morave i zemljiSte kraj reke NiSave).

Uzorku zemljiSta (50 g) dodata je taCno poznata koliina ancimidola. ZemljiSte je
zatim rastvoreno i homogenizovano u 99 cm® ACN - voda (9:1, v/v) i muc¢kano 5 min.
Uzorak je filtriran kroz filter papir za kvantitativno cedenje (Watman No. 45). Prvih 5 cm’
se odbacuje a ostatak rastvora se koristi za dalju analizu.

Nakon kondicioniranja kolone za SPE uzorak je propuStan kroz kolonu. Nakon
eluiranja sa kolone, uzeto je 5 cm’® uzorka za kineti¢ku i 5 cm® za HPLC metodu. Obe
zapremine su uparene do suva na rotacionom vakuum uparivau pa je suvi ostatak
rastvoren u 20 % rastvoru metanola - za kineticku metodu, a za HPLC metodu je rastvoren
u mobilnoj fazi ACN-voda (4:1, v/v). Od ovog rastvora je otpipetirana odgovarajuca
zapremina da bi se dobila koncentracija acimidola prikazana u tabeli 67.
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7. ZAKLJUCAK






Razradene su kineticko-spektrofotometrijske metode za kvantitativno odredivanje
pesticida diflubenzurona, bromacila, difenzokvata-metilsulfata, dimetoata, bromfenoksima i
ancimidola.

Kineticko-spektrofotometrijska metoda za odredivanje diflubenzurona (DFB)
zasniva se na njegovom inhibitornom dejstvu u reakciji oksidacije sulfanilne kiseline
vodonik-peroksidom u fosfatnom puferu u prisustvu Cu* jona. Ispitivanjem uticaja svakog
reaktanta pojedinacno na brzinu kataliticke i katalitiCko-inhibitorne reakcije odredeni su
optimalni uslovi odigravanja reakcije. Pri optimalnim uslovima odigravanja reakcije:
pH=7.8; c(H,0,) = 0,2 mol/dm’; ¢(SA)= 4-10” mol/dm*; ¢(Cu**) = 8:10° mol/dm”; t = 25,0
+ 0,1°C, pracena je zavisnost brzine reakcije od koncentracije DFB. Konstruisana je
kalibraciona kriva za odredivanje DFB u dva intervala koncentracije: od 0,31 do 3,10
ng/em’ i od 3,10 do 31,0 pg/cm’. Granica detekcije iznosi 0,095, a granica odredivanja 0,29
ug/cm3 . Odredena je tacnost i reproduktivnost metode za odredivanje DFB. Relativna
greska se krece od 6,23 do 2,25 % za interval koncentracije DFB od 0,31 do 3,10 ug/cm3.
Ispitana je selektivnost metode i1 zakljuceno je da samo joni Co™ ometaju odredivanje DFB
pomenutom metodom. Metoda je primenjena za odredivanje DFB u uzorcima pecuraka i
recovery metode krece se oko 96 %, dok je RSD od 1,23 do 2,57 %. HPLC metoda je
koriS¢ena kao referentna metoda.

Kineticko-spektrofotometrijska metoda za odredivanje bromacila zasniva se na
njegovom inhibitornom dejstvu u reakciji oksidacije sulfanilne kiseline vodonik-
peroksidom u fosfatnom puferu u prisustvu Cu** jona. Ispitivanjem uticaja svakog reaktanta
pojedinac¢no na brzinu kataliti¢ke i kataliticko-inhibitorne reakcije odredeni su optimalni
uslovi odigravanja reakcije: pH =7,9; c¢(H,0,) = 0,2 mol/dm3; c(SA) = 4-107 mol/dm3;
¢(Cu®) = 6:10° mol/dm?; t = 25,0 + 0,1°C. Pri optimalnim uslovima odigravanja reakcije
pracena je =zavisnost brzine reakcije od koncentracije bromacila. Konstruisana je
kalibraciona kriva za odredivanje bromacila u intervalu koncentracija od 2,70 do 3,10
ng/cm’. Izratunata je granica detekcije i granica odredivanja i one iznose 0,55 pg/em’ i
1,86 pg/cm’. Odredena je tatnost i reproduktivnost metode za odredivanje bromacila.
Relativna greska metode se krece od 4,06 do 0,40 % za interval koncentracije bromacila od
2,70 do 16,20 pg/cm’. Ispitana je selektivnost metode i zakljuéeno je da samo joni Co**
ometaju odredivanje bromacila pomenutom metodom. Metoda je primenjena za
odredivanje bromacila u uzorcima vode i zemljiSta. Za pripremu uzoraka vode i zemljiSta
koriS¢ena je solid - phase ekstrakcija, a kao uporedna metoda za potvrdu rezultata kineticke
metode koriS¢ena je HPLC analiza. Recovery za uzorke vode i zemljiSta primenom
kineticke metode je oko 95 %, a RSD je od 0,46 do 1,87 %.

Kineticko-spektrofotometrijska metoda za odredivanje difenzokvat-metilsulfata
(DFQ) zasniva se na njegovom inhibitornom dejstvu u reakciji oksidacije sulfanilne
kiseline vodonik-peroksidom u fosfatnom puferu u prisustvu Cu* jona. Ispitivanjem uticaja
svakog reaktanta pojedina¢no na brzinu kataliticke 1 katalitiCko-inhibitorne reakcije
odredeni su optimalni uslovi odigravanja reakcije: pH =7,9; c(H,0,) = 0,2 mol/dm’; c(SA)
= 6-10" mol/dm’; ¢(Cu®) = 4-10° mol/dm?; t = 25,0 + 0,1°C. Pri optimalnim uslovima
odigravanja reakcije pracena je zavisnost brzine reakcije od koncentracije DFQ.
Konstruisana je kalibraciona kriva za odredivanje DFQ u dva koncentraciona intervala: od
0,36 do 1,80 pg/em’ i od 1,80 do 7,20 pg/cm’. Granica detekcije odredivanja DFQ
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pomenutom metodom iznosi 0,0552 pg/cm’, a granica odredivanja je 0,184 pg/cm’.
Relativna greska metode se kre¢e od 3,61 do 1,0 % za interval koncentracije DFQ od 0,36
do 1,80 pg/cm’. Ispitana je selektivnost metode i zaklju&eno je da samo joni Co**, Zn®*,
AI’*, Sn** ometaju odredivanje DFQ pomenutom metodom pri koncentracijama 10 puta
manjim u odnosu na koncentraciju DFQ. Metoda je primenjena za odredivanje DFQ u
juznom vocu. Za pripremu uzoraka voca koriS¢ena je solid - phase ekstrakcija, a kao
uporedna metoda za potvrdu rezultata kinetiCke metode koriS¢ena je HPLC analiza.
Recovery za uzorke voca primenom kineticke metode krece se od 90,62 do 99,20 %, a
RSD je od 0,38 do 2,28 %.

Kineticko-spektrofotometrijska metoda za odredivanje dimetoata zasniva se na
njegovom inhibitornom dejstvu u reakciji oksidacije sulfanilne kiseline kalijjum-perjodatom
u acetatnom puferu u prisustvu Fe’* jona i 1,10-fenantrolina. Ispitivanjem uticaja svakog
reaktanta pojedinacno na brzinu kataliticke i katalitiCko-inhibitorne reakcije odredeni su
optimalni uslovi odigravanga reakcije: pH = 4,7; ¢(KIO,) = 1,8- 10 mol/dm’; c(SA) =4 107
mol/dm?®; c(Fe**) = 6:10° mol/dm’; c(phen) = 6-10° mol/dm>; t = 25,0 + 0,1°C. Pri
optimalnim uslovima odigravanja reakcije pradena je zavisnost brzine reakcije od
koncentracije dimetoata. Konstruisana je kalibraciona kriva za odredivanje dimetoata u dva
intervala koncentracija: od 28,10 do 196,70 ng/cm3 1 od 0,196 do 22,48 ug/cm3. IzraCunata
je granica detekcije i granica odredivanja i iznose 0,82 i 3,85 ng/cm3. Relativna greska
metode se krece od 1,26 do 6,0 % za interval koncentracije dimetoata od 196,70 do 28,10
ng/cm3. Ispitana je selektivnost metode i zakljueno je da samo Cu?* joni ometaju
odredivanje dimetoata pomenutom metodom. Metoda je primenjena za odredivanje
dimetoata u uzorcima vode 1 mleka. Za pripremu uzoraka vode 1 mleka koriSc¢ena je solid -
phase ekstrakcija, a kao uporedna metoda za potvrdu rezultata kineticke metode koriS¢ena
je HPLC analiza. Recovery za uzorke vode je 79,50 - 86,0 %, a za uzorke mleka je 77,30 -
80,30 % primenom kineticke metode. RSD je do 4,0 % za uzorke vode, a do 6,0 % za
uzorke mleka.

Kineticko-spektrofotometrijska metoda za odredivanje bromfenoksima (BrFX)
zasniva se na njegovom inhibitornom dejstvu u reakciji oksidacije sulfanilne kiseline
vodonik-peroksidom u fosfatnom puferu u prisustvu Cu** jona. Ispitivanjem uticaja svakog
reaktanta pojedinacno na brzinu kataliticke i kataliticko-inhibitorne reakcije odredeni su
optimalni uslovi odigravanja reakcije: pH = 7,9; ¢(H,0,) = 0,2 mol/dm3; c(SA) = 6-10™
mol/dm> ; C(Cu2+) = 4-10"° mol/dm’ ; t=25,0 £0,1°C. Pri optimalnim uslovima odigravanja
reakcije pracena je zavisnost brzine reakcije od koncentracije BrFX. Konstruisana je
kalibraciona kriva za odredivanje BrFX u dva koncentraciona intervala: od 0,46 do 13,86
pg/em® i od 0,041 do 0,46 pg/em’. Granica detekcije odredivanja BrEX pomenutom
metodom iznosi 0,0077 pg/cm’, a granica odredivanja je 0,025 pg/cm’. Relativna greska
metode se kre¢e od 1,34 do 2,37 % za interval koncentracije BrFX od 0,041 do 0,46
pg/cm’. Ispitana je selektivnost metode i zakljuéeno je da samo joni Co®* i Pb** ometaju
odredivanje BrFX pomenutom metodom. Metoda je primenjena za odredivanje BrFX u
sokovima. Za pripremu uzoraka sokova koriS¢ena je solid - phase ekstrakcija, a kao
uporedna metoda za potvrdu rezultata kineticke metode koriS¢ena je HPLC analiza.
Recovery za uzorke sokova primenom kineti¢ke metode krece se od 88,33 do 97,00 %, a
RSD je od 0,62 do 8,31 %.
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Kineticko-spektrofotometrijska metoda za odredivanje ancimidola zasniva se na
njegovom inhibitornom dejstvu u reakciji oksidacije sulfanilne kiseline vodonik-
peroksidom u fosfatnom puferu u prisustvu Cu** jona. Ispitivanjem uticaja svakog reaktanta
pojedina¢no na brzinu kataliticke i katalitiCko-inhibitorne reakcije odredeni su optimalni
uslovi odigravanja reakcije: pH = 7,9; c(H,0,) = 0,2 mol/dm3; c(SA) = 6-10™ mol/dm3;
¢(Cu®) = 4:10° mol/dm*; t = 25,0 + 0,1°C. Pri optimalnim uslovima odigravanja reakcije
pracena je zavisnost brzine reakcije od koncentracije ancimidola. Konstruisana je
kalibraciona kriva za odredivanje ancimidola u dva koncentraciona intervala: od 2,15 do
21,50 ng/em’ i od 0,0215 do 17,20 pg/em’. Granica detekcije odredivanja ancimidola
pomenutom metodom iznosi 0,2 ng/cm’, a granica odredivanja je 1,6 ng/cm’. Relativna
greska metode se krece od 6,65 do 0,30 % za interval koncentracije ancimidola od 2,15 do
21,50 ng/cm3. Ispitana je selektivnost metode i zakljuceno je da samo joni Co™ ometaju
odredivanje ancimidola pomenutom metodom. Metoda je primenjena za odredivanje
ancimidola u uzorcima vode i1 zemljiSta. Za pripremu uzoraka kori§¢ena je solid - phase
ekstrakcija, a kao uporedna metoda za potvrdu rezultata kineticke metode koriS¢ena je
HPLC analiza. Recovery za uzorke vode i zemljiSta primenom kineticke metode je od
86,15 do 101,30 %, a RSD je od 2,49 do 6,40 %.
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8. SUMMARY






Kinetic-spectrophotometric methods were developed for the determination of
pesticides: diflubenzuron,  bromacile, difenzoquate-methilsulphate, dimethoate,
bromofenoxim and ancymidol.

The kinetic-spectrophotometric method for diflubenzuron (DFB) determination is
based on its inhibited effect in the oxidation reaction of sulphanile acid with hydrogen-
peroxide in phosphate buffer in the presence of Cu* ions. Having examined the influence
of all reactants on the rate of catalyzed and inhibited reaction, the optimal conditions for
DFB determination were found. In the optimum condition of reaction: pH = 7,8; ¢(H,0,) =
0,2 mol/dm’; ¢(SA)= 4-10” mol/dm’; ¢(Cu**) = 8:10° mol/dm’; t = 25,0 + 0,1°C, the DFB
concentration on the reaction rate was examined. The kinetic curves were constructed in
two intervals of concentration: from 0,31 to 3,10 ug/cm3 and from 3,10 to 31,0 ug/cm3. The
least squares equation for the calibration graphs and correlation coefficients, r for the
determination of DFB in the concentration range mentioned above, in the optimal reaction
conditions, were calculated. Limit determination was 0,095 ug/cm3, limit detection was
0,29 ug/cm3. Accuracy and precision for DFB determination were calculated.The relative
error was 6,23 to 2,25 % for the interval of concentration 0,31-3,10 ug/cm3. To asses the
selectivity of the method, the interference due to several cations and anions was studied in
detail. It may be seen that Co™* to DFB interfere with reaction. The method was applied for
DFB determination in mushrooms with recovery of about 96 %, RSD was 1,23 - 2,57 %.
The HPLC analysis was used to verify results of kinetic method.

The kinetic-spectrophotometric method for bromacil determination is based on its
inhibited effect in the oxidation reaction of sulphanile acid with hydrogen-peroxide in
phosphate buffer bin presence of Cu”* ions.The influence of all reactants on reaction rate of
catalyzed and inhibited reaction has been studied and the optimal conditions for bromacil
determination were found. In the optimum condition of reaction: pH =7.9; ¢(H,0,) = 0,2
mol/dm®; ¢(SA) = 4-10° mol/dm?; c(Cu**) = 6:10° mol/dm’; t = 25,0 + 0,1°C, the bromacil
concentration on the reaction rate was examined . The kinetic curve was constructed in
interval concentration from 2,70 to 16,20 ug/cm3 . Limit determination was 0,55 ug/cm3,
limit detection was 1,86 pg/cm’. Accuracy and precision for bromacil determination were
calculated. The relative error was from 4,06 to 0,40 % for the interval of concentration 2,70
- 16,20 pg/em’. To asses the selectivity of the method, the interference due to several
cations and anions was studied in detail. It may be seen that Co”* to bromacil interfere with
reaction. Method was applied for bromacil determination in water and soil samples. Solid-
phase extraction was used for samples preparation. Recovery was about 95 %, RSD was
0,46 - 1,87 %. The HPLC analysis was used to verify results of kinetic method.

The kinetic-spectrophotometric method for difenzoquat-methil sulfate (DFQ) determination
is based on its inhibited effect in reaction of oxidation sulphanile acid with hydrogen-
peroxide in phosphate buffer bin presence of Cu** ions. Having examined the influence of
all reactants on the rate of catalyzed and inhibited reaction, the optimal conditions for DFB
determination were found. In the optimum condition of reaction: pH =7.9; ¢(H,0,) = 0,2
mol/dm?; ¢(SA) = 6-10* mol/dm?; ¢(Cu**) = 4-10° mol/dm’; t = 25,0 % 0,1°C, the DFQ
concentration on reaction rate was examined. The kinetic curves were constructed in
interval concentration from 0,36 to 1,80 ug/cm3 and from 1,80 to 7,20 ug/cm3. Limit
determination was 0,552 ug/cm3, limit detection was 0,184 ug/cm3. The relative error was
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from 3,61 to 1,0 % for the interval of concentration 0,36 - 1,80 ug/cm3. To asses the
selectivity of the method, the interference due to several cations and anions was studied in
detail. It may be seen that Co”*, Zn**, AI’**, Sn** to DFQ interfere with reaction, when their
concentration 10-times lower than concentration DFQ. Method was applied for DFQ
determination in citrus. Solid-phase extraction was used for sample preparation. Recovery
for kinetic method was from 90,62 to 99,20 %, and RSD was 0,38 - 2,28 %.The HPLC
analysis was used to verify results of kinetic method.

The kinetic-spectrophotometric method for dimethoate determination is based on its
inhibited effect in oxidation reaction of sulphanile acid with potassium-periodate in acetate
buffer in presence of Fe** ions and 1,10-phenantroline. Having examined the influence of
all reactants on the rate of catalyzed and inhibited reaction, the optimal conditions for
dimethoate determination were found. In the optimum condition of reaction: pH = 4,7;
c(KIOs) = 1,8-107° mol/dm’®; ¢(SA) = 4,0-10° mol/dm®; c(o-phenantroline) = 6,0-10”
mol/dm?; c(Fe3 e 6,0-10'8 mol/dm’; t = 25,0 £ 0,1 °C, the dimethoate concentration on
reaction rate were examined. The kinetic curves were constructed in interval concentration
from 28,10 to 196,70 ng/cm3 and from 0,196 to 22,48 ug/cm3. Limit determination was
0,82 ng/cm3, limit detection was 3,85 ng/cm3. Accuracy and precision for dimethoate
determination were calculated. The relative error was from 1,26 to 6,0 % for the interval of
concentration 196,70 - 28,10 ng/cm3. To asses the selectivity of the method, the
interference due to several cations and anions was studied in detail. It may be seen that
Cu™ to dimethoate interfere with reaction. Method was applied for dimethoate
determination in water and milk. Liquid-liquid extraction and solid-phase extraction (SPE)
was used for dimethoate extraction from milk and water samples. Recovery for water
samples was 79,50 - 86,0 %, and for milk samples was 77,30 - 80,30 %. RSD is up to 4,0 %
for the water samples, and 6,0 % for the milk samples. The HPLC analysis was used to
verify results of kinetic method.

The kinetic-spectrophotometric method for bromfenoxim (BrFX) determination is
based on its inhibited effect in the oxidation reaction of sulphanile acid with hydrogen-
peroxide in phosphate buffer in the presence of Cu®* ions. Having examined the influence
of all reactants on the rate of catalyzed and inhibited reaction, the optimal conditions for
BrFX determination were found. In the optimum condition of reaction: pH = 7,9; c(H,O,)
= 0,2 mol/dm?; ¢(SA) = 6:10* mol/dm®; ¢(Cu**) = 4-10°® mol/dm’; t = 25,0 + 0,1°C, the
BrFX concentration on the reaction rate was examined. The kinetic curves were
constructed in interval concentration from 0,46 to 13,86 ug/cm3 and from 0,041 to 0,46
pg/cm’®. Limit determination was 0,0077 pg/cm’, limit detection was 0,025 pg/cm’.
Accuracy and precision for dimethoate determination were calculated. The relative error
was from 1,34 do 2,37 % for the interval of concentration BrFX from 0,041 to 0,46 ug/cm3.
To asses the selectivity of the method, the interference due to several cations and anions
was studied in detail. It may be seen that Co™ i Pb** to BrFX interfere with reaction.
Method was applied for BrFX determination in fruit juice. Solid - phase extraction was
used for the sample preparation. Recovery for samples was 88,33 - 97,00 %, and RSD was
0,62 - 8,31 %. The HPLC analysis was used to verify results of kinetic method.

The kinetic-spectrophotometric method for ancymidol determination is based on its
inhibited effect in the oxidation reaction of sulphanile acid with hydrogen-peroxide in
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phosphate buffer in the presence of Cu®* ions. Having examined the influence of all
reactants on the rate of katalyzed and inhibited reaction, the optimal conditions for BrFX
determination were found. In the optimum condition of reaction: pH = 7,9; ¢(H,0,) = 0,2
mol/dm®; ¢(SA) = 6:10* mol/dm®; ¢(Cu®**) = 4-10° mol/dm®; t = 25,0 + 0,1°C, the
ancymidol concentration on the reaction rate was examined. The kinetic curves were
constructed in interval concentration from 2,15 do 21,50 ng/cm3 and from 0,0215 to 17,20
pg/cm’. Limit determination was 0,2 ng/cm’, limit detection was 1,6 ng/cm’. The relative
error was from 6,65 to 0,30 % for the interval concentration of ancymidol from 2,15 to
21,50 ng/cm3 . To asses the selectivity of the method, the interference due to several cations
and anions was studied in detail. It may be seen that Co®* to ancymidol interfere with
reaction. The method was applied for ancimydol determination in water vand soil samples.
Solid - phase ekstraction was used for sample preparation. The HPLC analysis was used to
verify results of kinetic method. Recovery was 86,15 - 101,30 %, and RSD was 2,49 - 6,40
%.
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