UNIVERZITET U NISU
PRIRODNO-MATEMATICKI FAKULTET

Milica D. Brankovi¢

RAZVOJ I PRIMENA PRELIMINARNIH
SKRINING METODA ZA PROCENU
SADRZAJA REZIDUALNIH PESTICIDA U
JABUKAMA TEHNIKAMA MASENE
SPEKTROMETRIJE

DOKTORSKA DISERTACIJA

Tekst ove doktorske disertacije stavlja se na uvid javnosti,
u skladu sa ¢lanom 30., stav 8. Zakona o visokom obrazovanju
("SI. glasnik RS", br. 76/2005 , 100/2007 — autenti¢no tumacenje, 97/2008, 44/2010, 93/2012,
89/2013 1 99/2014)

NAPOMENA O AUTORSKIM PRAVIMA:

Ovaj tekst smatra se rukopisom i samo se saopstava javnosti (¢lan 7. Zakona o autorskim i
srodnim pravima, "SI. glasnik RS", br. 104/2009 , 99/2011 1 119/2012).

Nijedan deo ove doktorske disertacije ne sme se Kkoristiti ni u kakve svrhe,
osim za upoznavanje sa njenim sadrZajem pre odbrane disertacije.




UNIVERSITY OF NIS
FACULTY OF SCIENCES AND MATHEMATICS

Milica D. Brankovic

DEVELOPMENT AND APPLICATION OF
PRELIMINARY SCREENING METHODS FOR
THE ASSESSMENT OF PESTICIDE RESIDUES
IN APPLES BY MASS SPECTROMETRY
TECHNIQUES

DOCTORAL DISSERTATION

Nis, 2022



IIpuaor 4/1

HPUPOAHO - MATEMATHYKHU ®AKVJITET

HUI

2. -~
Mgy oas>”

K/bYUYHA JOKYMEHTAIIMJCKA HH®OPMAIINJA

Pennu 6poj, PBP:

Wnentudukanuonu 6poj, UBP:

Tun noxymenranuje, T

MoHoOTpadcka

Twun 3anuca, T3:

TEKCTyaJHU / Tpapuyuku

Bpcra pana, BP:

JIOKTOPCKa JHCepTalnja

AyTtop, AY:

Mununa /1. bpankosuh

Mentop, MH:

Hapxo X. AnhenkoBuh

Hacnos pana, HP:

Pa3Boj u npuMeHa npenMMHHAPHUX CKPUHHHT
METO/1a 3a IPOIIEHY CaapXkKaja pe3uayaTHuX
necTunuaa y jabykaMma TeXHHKamMa MaceHe
CIIEKTpOMETpHje

Jesuk myOnmkamyje, JII: CPIICKHU
Jeswnk n3Boma, JU.: CHTJICCKHU
3emspa nyoaukoBama, 311 CpOuja
VYaxe reorpadeko noapyuyje, YI'IL: | Cpbouja
I'ognna, T'O: 2022.

WUznasau, U3:

ayTOPCKHU PEIpPUHT

Mecro u anpeca, MA:

Hum, Bumerpasncka 33.

®uznuku onuc paga, PO:
(mornaesba/cTpana/
nuTara/rabena/cnuka/rpadrka/mpuio
ra)

8 mornarspa, 365 crpana, 127 iurara, 103 Taberne,
186 cimka, 52 npwtora (7 Tabena u 45 civka)

Hayuna o6nacr, HO: XemHja
Hayuna nucuunnuna, HA: XeMHja JKUBOTHE Cpe/InHe
Ipenmerna onpenumua/Kibyune NeCTULUAN, (DYHTUIUAM, WHCEKTULUAH, jalyke,

peun, I1O:

ckpunnar, QUECHhERS, wmacena cnekrpomerpuja,
racHa xpomarorpaduja, TedyHa Xpomarorpaduja,
MUTpalyja NecTuImIa

YIK

543.51 : (632.95 +634.11)

Uyga ce, HY:

ouodmmoTeka

Baxxna nanomena, BH:

Jucepranuja je €0 UCTPAKUBaka Y OKBUPY IIPOjEKTa
MuHHCTapCcTBa TPOCBETE, HAYKE M TEXHOJIOIIKOT
pa3Boja Penybnuke Cpbuje TP 31060 “IIponsBoama
HOBHIX JIHjE€TETCKAX MIICYHHX IPOW3BO/A 33 PU3UYHE
MOIyJIalije  3acHOBaHA Ha  KBAJIMTATHBHO] W
KBAaHTUTATHBHO] aHAJIM3W MapKepa 3pPaBCTBEHOT
pU3MKa KOH3yMHpama MJieka“. Peanmuzanuja wu
¢uHaHCHpame HayyHO-UcTpakuBaukor paga HUO je
U3BpIICHO MpeMa yroBopuma 0poj 451-03-68/2020-
14/200124, 451-03-9/2021-14/200124 w 451-03-




IIpuaor 4/1

N
o
o

HPUPOAHO - MATEMATHYKHU ®AKVJITET

HUI

K/bYUYHA JOKYMEHTAIIMJCKA HH®OPMAIINJA

68/2022-14/200124. ExcrnepuMeHTalHH pax  je
cnpoBeneH y  JlaGoparopmju  3a  MaceHy
cnektpometpujy Jenaprmana 3a Xemujy [IpupoaHo-
MaTeMaTHuKor ¢akynrera y Humry.

Wszson, U3:

Jabyke cy Bohe Kkoje je MPUCYTHO Ha TPXKUIITY U
JOCTYITHO TOTPOIIaYuMa TOKOM Iiejie TroauHe, 300r
gyera MOCTOjU TOTpeda 3a HUXOBOM HHTEH3UBHOM
MPOU3BOAKHOM, KOja y BEIHMKO] MEpH IOjpa3yMeBa
yInoTpedy XeMH]jCKHUX cpeicTaBa. 300T OBaKBe MpaKce,
anu u 300r mnoBehaHuWx 3axTeBa NOTpoIIAya IO
NUTalky KBaJHWTETa IUIOIOBA, KPUTEPUjyMH Ha
TPKULITY Cy 3HAYajHO MOOLITPEHHU, a Opoj aHaIM3a
KOjHM ce ITpOoBepaBa 3/JpaBCTBEHA UCIIPaBHOCT Boha je
y cramHoM mnopacty. C o03upoM J1a craHgapaHe
MeTtoze 3a oapehuBame NecTHINAA y pexpaMOeHUM
npoussoauma, noyt (CPIIC) IIEH/TP 17063:2017,
(CPIIC) LIEH/TP 15641:2009 uta., MOTy 3aXTeBaTH
BUIIE BpEMEHa, MaTepujaia M  (UHAHCHJCKUX
CpezcTaBa, [IMJb UCTPAXXKHUBama je 0o pa3Boj Op3uX U
€KOHOMHYHUX METoAa, 3a0BoJbaBajyhe
OCETJBMBOCTH M PENpPOAYKTHUBHOCTH, MOTOJHHMX 3a
Op3u TapreTupaHyu CKpUHHUHT MECTULUAA Y jabyKama,
KOj€ MOTY IIPe/ICTaBJbaTH alTepPHATUBY CTaHIAPIHUM
MeTogama. Ha  mpumepuMa  mUpHUMETaHWIIA,
IUTIPOAMHIIIA, OocKanuaa, TpUDIOKCUCTpOOUHA U
OudeHTpuHa, U3BPIICHU Cy pa3Boj U Banuganuja 7
MeToJa KOjeé C€ 3acHHMBa)y Ha TEXHUIM MaceHe
CTIIEKTPOMETpHje y3 OIIIHOHO JIOJTATHO
UMIUIEMEHTHPakhe TEXHUKE TacHe WM TeYHe
xpomarorpaduje. Y pa3Boj MeToAa YKJbYYEHH CY
MaceHH CIIEKTPOMETPU pa3IMuuTe TeHepalnuje |
neppopMaHcH, Kao M pa3nuuMTe yrpomrheHe u
€KOHOMHYHHje TMpoleaype MpHUIpeMe y3opaka.
W3Bpiiena je KoMIapaTWBHA aHANM3a XEMH)CKO-
TEXHUYKHX, XEMH]CKO-aHATUTUUKUX U EKOHOMCKHUX
KapakTepUCTHKa pa3BUjeHUX MeToja. YmopeheHe cy
€KOHOMHYHOCTH CTaHAApPJAHUX METOJa U MeToja ca
pa3BUjeHOM MpUIIpeMOM  y30pka. Metone ca
pa3BUjEHOM MPHUIIPEMOM Y30pKa MPUMEHEHE Cy Y
WCIHUTHBAy MUTPALFje NECTULIUAA KPO3 IJI0]] jabyKe




IIpuaor 4/1

HPUPOAHO - MATEMATHYKHU ®AKVJITET
HUI

2. -~
Mgy oas>”

K/bYUYHA JOKYMEHTAIIMJCKA HH®OPMAIINJA

Uy aHAIUTUYKOM ofpehuBamy HCHUTHBAHUX
MeCTUIM/IA y y30pLKUMa jabyka ca TP>KUIITA.

Jarym npuxsaramwa teme, JAI1: 04.11.2019. ronune

Hatym onopane, 10:

'

UnaHoBH KOMHUCH]E,
KO:

[Ipencennuk:

Ynan:

Unan,
MEHTOp:

Obpa3zar Q4.09.13 - U3pame 1



Mpuior 4/2

\um'u,a,”l
7
£
)

HNPUPOJAHO - MATEMATHYKHU PAKYJITET

HUI

7. NN
Tirgiey oa¥

KEY WORDS DOCUMENTATION

Accession number, ANO:

Identification number, INO:

Document type, DT:

monograph

Type of record, TR:

textual / graphic

Contents code, CC:

doctoral dissertation

Author, AU: Milica D. Brankovic
Mentor, MN: Darko H. Andjelkovic
Title, TI: Development and application of preliminary screening

methods for the assessment of pesticide residues in apples
by mass spectrometry techniques

Language of text, LT: Serbian
Language of abstract, LA: English
Country of publication, CP: | Serbia
Locality of publication, LP: | Serbia
Publication year, PY: 2022

Publisher, PB:

author’s reprint

Publication place, PP:

Nis, Visegradska 33.

Physical description, PD:
(chapters/pages/ref./tables/pic
tures/graphs/appendixes)

8 chapters, 365 pages, 127 references, 103 tables, 186
figures, 52 appendixes (7 tables and 45 figures)

Scientific field, SF:

chemistry

Scientific discipline, SD:

environmental chemistry

Subject/Key words, S/IKW:

pesticides, fungicides, insecticides, apples, screening,
QUEChERS, mass spectrometry, gas chromatography, liquid
chromatography, pesticides migration

ucC

543.51 : (632.95 + 634.11)

Holding data, HD:

library




Mpuior 4/2

\um,,,,ll
7
£
)

HNPUPOJAHO - MATEMATHYKHU PAKYJITET
HUI

7. NN
Tirgiey oa¥

KEY WORDS DOCUMENTATION

The dissertation is a part of the research performed within the
Grant of the Ministry of Education, Science and
Technological Development of the Republic of Serbia TR
31060 “Production of new dietary dairy products for high-
risk population based on qualitative and quantitative analysis
of health risk markers for milk consumption” and within the
research program — Contract Nos. 451-03-68/2020-
14/200124, 451-03-9/2021-14/200124 and 451-03-68/2022-
14/200124. The experimental part of this thesis was done in
the Laboratory for Mass Spectrometry of the Department of
Chemistry of the Faculty of Science in Nis.

Abstract, AB:

High consumption rate of apples demands their intensive
production. To ensure satisfactory and healthy yields, such
production mainly involves largescale usage of pesticides,
which consequently rises the need for the continuous
monitoring of pesticides residues, in order to deliver safe
fruit. Main methods of pesticides analysis in food are well
elaborated official methods such as (SRPS) CEN/TR
17063:2017 or (SRPS) CEN/TR 15641:2009 etc. These
methods have satisfactory level of trueness and reliability in
pesticides analysis, but are often expensive and time-
consuming due to the strict demands regarding the analytical
instruments preparation, qualification and quantification
procedures etc. The objective of this research was to provide
more economic and faster alternatives to the official methods.
As a result, 7 methods were developed and validated with
cyprodinil, pyrimethanil, boscalid, trifloxystrobin and
bifenthrin as model compounds. The main instrumental
technique was mass spectrometry; optionally methods
involved gas or liquid chromatography separation of
analytes. Methods development included several mass
spectrometers of different generation and performances and
several simplified sample preparation methods. Main features
of the developed methods were compared. The reduced
sample preparation methods were compared with the official
methods regarding the cost-effectivenes. The developed
methods were applied to the pesticides migration study and
to the analytical determination of the target pesticides in
apple samples from local market.
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Hp [Hapxo AmnhexmnoBuh, moment, YHuBepsuter Yy Humry,
[TossonpuBpenuu dakynret y Kpymesity

Pa3Boj u mpuMeHa NmpeIMMUHAPHUX CKPUHUHT METOJa 3a MPOLEHY
cajapxaja pesulyalHuX MecTUIuaa y jabykama TeXHHKaMa MaceHe
CIEKTPOMETpHje

Jabyke cy Bohe Kkoje je MPUCYTHO Ha TPXKHIUTY M JOCTYIHO
HOTpOIIaYMMa TOKOM Liejie TOJAMHE, 300r uera rnocroju norpeda 3a
IbUXOBOM MHTEH3UBHOM IIPOU3BOIHOM, KOja y BEIUKO] Mepu
noJpasyMeBa yrnorpeOy XeMHjCKUX cpelicTaBa. 300T OBaKBe IpakKce,
any U 300r nmoBehaHux 3axTeBa MOTpPOIIAYya MO MUTAkY KBAIUTETA
IJI0JI0BA, KPUTEPUJYMH Ha TPIKHILTY Cy 3HA4ajHO MOOIITPEHH, a Opoj
aHalM3a KOjUM ce NpoBepaBa 3ApaBCTBEHA HCIpaBHOCT Boha je y
ctaimHOM nopacty. C 003upoM J1a cTaHAapiHe MeToIe 3a oipehuBame
NeCTUIHIA Y TpexpambeHuM npou3sBoauma, oyt (CPIIC) [IEH/TP
17063:2017, (CPIIC) LIEH/TP 15641:2009 uta., Mory 3axTeBaTH
BULIE BpEMEHa, MaTepujajia U (UHAHCUJCKUX CpeACcTaBa, LHJb
UCTpaXKuBamwa je Ouo pas3Boj Op3MX U EKOHOMHYHHUX METO]a,
3aJ10BoJbaBajyhe OCETJbUBOCTU U PENPOSYKTUBHOCTH, MOTOJHHUX 32
Op3u TapreTupaHd CKpUHUHI MecThlnga y jabykama, Koje MOry
Ipe/CTaB/baTH  AITEPHATUBY  CTaHAapJHUM  MeTojama. Ha
npuMepruMa MUpUMETaHUIIA, LHUIPOJUHUIA, Oockanuia,
TpUQIOKCUCTpOOMHA M OU(EHTpUHA, H3BPIIEHW Cy pPa3Boj U
BajMaanrja 7 MeToJa KOje ce 3acHUBAjy Ha TEXHHUIM MaceHe
CIIEKTPOMETpPHj€ y3 OIIMOHO JO0JAaTHO WMIUIEMEHTHPAmE TEXHUKE
racHe WJIM Te€4He Xpomartorpaduje. Y pa3Boj METO/AA YKJbYUEHH CY
MaceHHU CIIEKTPOMETPH pa3InYuTe reHepanuje u nephopmaHcu, Kao
U pa3nuuurte ynpoiiheHe M €KOHOMHYHHjEe MpOoILeaype MpUIlpeMe
y3o0paka. M3BpiieHa je komnapaTUBHA aHAJIN3a XEMH]CKO-TEXHHUUKHUX,
XEMUJCKO-aHAIUTHYKUX U eKOHOMCKHX KapaKTepUCTHKA pa3BUjEHUX
MeTona. YmnopeheHe cy €KOHOMHYHOCTH CTaHIapAHUX METojAa U
METO/Ia ca Pa3BHjEeHOM IMPUIIPEMOM y30pKa. MeTojie ca pa3BujeHOM
NPUIIPEMOM y30pKa TPUMEHEHE Cy Y HCIUTUBAkY MHIpaldje
NecTULUAa Kpo3 IuloA jabyke M y aHAJIUTHUKOM ojapehuBamy
UCTIMTHUBAHUX MECTUIM/IA Y y30pIMMa jabyKa ca TPXKHILTA.
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Jabuke su jedna od vrste voca koje je prisutno na trzistu i dostupno potroSacima nezavisno od
sezone, zbog Cega postoji potreba za njihovom intenzivnom proizvodnjom, koja u velikoj meri
podrazumeva upotrebu hemijskih sredstava, dok je organska proizvodnja manje zastupljena.
Od ukupne potro$nje pesticida tokom odrzavanja zasada jabuka, 75 % se odnosi na primenu
fungicida. Fungicidi se u zasadima koriste za suzbijanje mikoza i pseudomikoza, poput
pepelnice, crne i bele trulezi, zelene plesni, kao i ekonomski najznacajnije cadave pegavosti
lista i krastavosti ploda jabuke. Insekticidi se koriste za suzbijanje oStecenja na biljci,
uzrokovanih insektima i grinjama, kao $to su jabucni cvetojed, moljac ili smotavac. Za ove
izazivace bolesti, karakteristi¢no je da se upotreba insekticida ne moze u potpunosti eliminisati,
jer se pracenjem tj. sakupljanjem i uniStavanjem Stetocina ne postizu zadovoljavajuci rezultati.

U intenzivnoj proizvodnji jabuka upotreba pesticida i drugih hemijskih preparata je vrlo
izrazena kroz koli¢inu zastitnih sredstava aplikovanih po jedinici povrSine i1 kroz ucestaliju
primenu za$titnih tretmana. UpraZnjavanje ovakve prakse, zajedno sa potencijalnom
nestrucnos¢u uzgajivaca ili nepoStovanjem propisanih doza i karence, moZe usloviti pojavu
ostataka pesticida ne samo u finalnom proizvodu, ve¢ i1 U preradevinama, iznad maksimalnih
vrednosti propisanih zakonom i tako negativno uticati na zdravlje potrosaca. Zbog toga, ali i
zbog povecanih zahteva potrosaca po pitanju kvaliteta plodova, kriterijumi na trzistu voca i
povréa su u danaSnje vreme zna¢ajno poostreni.

Predmet ovog istrazivanja je obuhvatio komercijalne sorte jabuka — Zlatni Delises, Greni Smit
i Ajdared i pesticide koji se uobicajeno primenjuju u tretmanima zasada jabuka, a to su
fungicidi iz grupe anilinopirimidina (pirimetanil i ciprodinil), fungicid iz grupe strobilurina
(trifloksistrobin), insekticid iz grupe piretroidnih estara (bifentrin) i fungicid iz grupe anilida
(boskalid). Navedeni fungicidi prema mehanizmu delovanja pripadaju klasi sistemi¢nih
fungicida, prodiru u biljku, deluju kurativno i protektivno. Strobilurini su efikasni u malim
koli¢inama u suzbijanju pocetne faze u razvoju Cadave pegavosti, te su odli¢ni preventivni
fungicidi. Pored trifloksistrobina, u Srbiji primenu imaju i piraklostrobin i krezoksim metil.
Anilinopirimidini su namenjeni suzbijanju Sireg spektra patogena, lako se usvajaju i brzo Sire
kroz biljku, a takode pokazuju efikasnost i na niskim temperaturama, pa se primenjuju na
samom pocetku vegetacije. Iz ove grupe fungicida u Srbiji su registrovani za upotrebu
pirimetanil i ciprodinil. Boskalid po mehanizmu delovanja je inhibitor sukcinat dehidrogenaze
i koristi se u suzbijanju Monillia sp. i trulezi plodova jabuke. Pored njega, u Srbiji je registrovan
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i fluopiram. Bifentrin spada u trecu grupu insekticida (piretroidi) i Koristi se za suzbijanje
StetoCina poput jabu¢nog cvetojeda, moljca i smotavca.

Cilj ovog istrazivanja je bio razvoj brzih i ekonomiénijih metoda, zadovoljavajuce osetljivosti
i reproduktivnosti, pogodnih za brzi skrining targetiranih pesticida u jabukama, ali i uz
odredena prilagodenja, sa potencijalnom primenom i za druge kombinacije pesticida i
voca/povréa.

Standardne metode za odredivanje pesticida u prehrambenim proizvodima u Srbiji, poput
SRPS CEN/TR 17063:2017, SRPS CEN/TR 15641:2009 itd., kao i njihovi medunarodni
pandani (CEN/TR 17063:2017, CEN/TS 17061:2017) mogu zahtevati viSe vremena i
materijala. Osim toga, zakonska procedura zahteva analizu uzoraka u akreditovanim
laboratorijama, uz to i ovlas¢enim za kontrolu hrane. Takvi sertifikovani pregledi uzoraka
poskupljuju i usloznjavaju zdravstvenu kontrolu namirnica, mada su neophodni za stavljanje
prehrambenih proizvoda u promet. Takode, oficijalne metode mogu biti kriti¢ne ili teze za
sprovodenje usled uslova da se koncentracije ksenobiotika odreduju isklju¢ivo na bazi analize
celokupne mase reprezentativnog uzorka, koji ukljuc¢uje plod u nativnom stanju (npr. kora i
pulpa zajedno). Ovo implicira da instrumentalna tehnika i proces pripreme uzorka mora izaci
u susret zahtevima za odredivanje vrlo niskih koncentracija kako bi se dalo miSljenje o
higijensko-zdravstvenoj ispravnosti kontrolisane namirnice.

Razvijene metode treba da pruze kompromis izmedu utroS$ka vremena i resursa za analizu sa
jedne strane i $to boljih parametara validacije sa druge strane, odnosno da budu alternativa i da
prethode postoje¢im standardnim metodama analize pesticida u vocu koje su propisane
razli¢itim pravilnicima, a u cilju brze i dostupnije analize veéeg broja uzoraka i pruzanja uvida
proizvodac¢ima u zdravstvenu ispravnost jabuka.

S obzirom na sve striktniju regulativu u pogledu zdravstvene kontrole namirnica, ovo
istrazivanje treba da pruZzi doprinos lak$oj i brzoj dostupnosti potrebnih analiti¢kih podataka u
pogledu sadrzaja ksenobiotika, pogotovu malim i srednjim preduzeéima, kao i individualnim
poljoprivrednim proizvodac¢ima u domenu interne kontrole, pre finalnih sertifikovanih analiza
1 plasmana proizvoda na trZiste.

Osim navedenih prakti¢nih aspekata, razvijene metode su u pogledu fundamentalnog
istrazivanja primenjene i u ispitivanju migracionih osobina pesticida kroz plod jabuke, odnosno
u proceni retencionog kapaciteta kore. Time je ispitana opravdanost svodenja analize na samu
koru u cilju procene toksikoloSke opterecenosti jabuka, a u odnosu na analizu Citavog ploda
koja se uobicajeno primenjuje. Razvijene metode su dodatno implementirane i potvrdene u
skriningu targetiranih pesticida u jabukama sa trZista.
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2 TEORIJSKE OSNOVE



2.1 Malusxdomestica Borkh.

Jabuka (Malusxdomestica Borkh.) je jedna od najstarijih Siroko uzgajanih vrsta vocéa. Vrsta se
karakteri$e izuzetnom sposobnos$cu adaptacije na razlicite uslove, od ekstremno hladnih mesta
poput Sibira, pa do znatno toplijih krajeva poput Kolumbije ili Indonezije. Spada u listopadna
drveca i moze porasti i do 15 m visine. Proces zrenja plodova varira u zavisnosti od sorte i
vremenskih uslova, a obi¢no traje od 50 do 80 dana. Plodovi postizu zrelost u kasno leto ili ranu
jesen, a njihova velicina se u zavisnosti od sorte krece od 7 do 8,5 cm u preéniku. Kora zrelih
plodova je crvene, zute, zelene ili roze boje, a mogu se pronaci i dvobojne i trobojne sorte.
Jabuka pripada klimakteriénom vocu, koje se karakteriSe konstantnim porastom proizvodnje
etilena u toku zrenja, gde etilen u ulozi biljnog hormona, ubrzava proces zrenja.

Jabuke ¢ine znacajan deo ljudske ishrane, jer predstavljaju izvor monosaharida, minerala,
hranljivih vlakana 1 Sirokog spektra bioaktivnih jedinjenja poput vitamina C 1 fenolnih
jedinjenja, koja imaju ulogu antioksidanasa. Nacini konzumiranja ove vrste vocéa su
mnogobrojni, od svezeg ploda sa drveta, preko skladiStenog ploda, pa do preradevina poput
soka, kasa, soseva. Sok se konzumira svez ili u fermentisanoj formi (cider), ili u vidu jabukovog
vina ili sirca.

2.1.1 Poreklo

Jabuka pripada rodu Malus iz porodice Rosaeae koji obuhvata oko 70 vrsta. Pocetak uzgajanja
jabuka datira 4000 godina unazad u Aziju, a u danasnje vreme se uzgaja vise od 7500 sorti na
svim kontinentima. Region Vavilov u centralnom Kazakstanu je prepoznat kao region porekla
jabuke (Malus) i sli¢nih rodova kao $to je kruska (Pyrus) i kajsija (Prunus) (Espley & Martens,
2013). U ovom regionu je pronadena vrsta iz roda Malus sieversii za koju postoje genetski
dokazi da je preteca domacih jabuka. Pored Malus sieversii preteCama su se inicijalno smatrale
I Malus sylvestris (L.) Mill. iz Evrope i Malus dasyphylla Borkh, poznate i kao divlje jabuke,
Malus baccata iz Sibira i Malus prunifolia iz Kine (Fraternale et al., 2011).
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Naknadnim sekvencionisanjem genoma jabuke utvrdeno je da je preteca jabuke Malus Sieversii
iz Centralne Azije, a ne iz Kazakstana (Wang et al., 2018). Malus Sieversii iz Sinkjanga, Kine
ima visok stepen homologije, dok je Malus sieversii iz Kazakstana pokazuje sli¢nost sa
genomom Malus Sylvestris i Malus orientalis. Malus sieversii iz Kine je u procesu ukr$anja sa
Malus baccata iz Sibira rezultovala u vidu Kineske jabuke (Slika 2.1-1 A).

Opsezne genetske studije su pokazale da je
populacija savremene jabuke hibrid
nekoliko vrsta (Slika 2.1-1 B); posebno se
nalgaSava genetski doprinos koji potice iz
ukrstanja Malus sieversii i Malus orientalis,
ali je nepobitan i genetski doprinos
evropske divlje jabuke (Malus Sylvestris),
koja se je uzgajala mnogo pre pojave
hibrida M.sieversii-M.orientalis u Evropi . o i
(Spengler, 2019). Moze se zakljuciti da je ‘
osnova odomacivanja jabuke odnosno £
pocetak nastajanja savremene jabuke bila ' \
Evroazijska razmena useva, 0dnosno Q “ki’q
prenosSenje biljaka putem Svile. Savremena " eveten /

jabuka nosi naziv Malusxdomestica Borkh g =
(Spengler, 2019).

M. domestica

Slika 2.1-1 Poreklo savremene jabuke (interpretirano iz: A
Wang et al., 2018, B Spengler, 2019

2.1.2 Proizvodnja

Jabuke se nalaze na 17 mestu od 20 najpopularnijih agro-namirnica. Globalno gledano,
uzimajuci u obzir samo voce, jabuke se nalaze na drugom mestu popularnosti, posle grozda.
Proizvode se na svim kontinentima. Svetska proizvodnja voc¢a doseze oko 500 miliona tona, pri
¢emu 12 % proizvodnje €ine jabuke. Kina je lider u svetskoj proizvodnji sa 36 %, a prati je
SAD sa 7,5 %; na severnoj hemisferi vodece zemlje u proizvodnji jabuka su Turska, Francuska,
Italija i Iran, dok su na juznoj hemisferi to Cile, Argentina, Novi Zeland i Juzna Afrika (Espley
& Martens, 2013).

Zbog izuzetno velikog opsega proizvodnje i Sirokom konkurencijom koja vlada na trzistu, ali 1
zahteva potroSaca, kriterijumi proizvodnje jabuke, ali i drugog voca su zna¢ajno izmenjeni u
smislu poostrenja. Zahtevi potrosaca se kre¢u u pogledu kvaliteta plodova, ali i zdravstvene
ispravnosti. Problem koji se javlja u ova dva uslova, koji naizgled proisticu jedan iz drugog, je
¢injenica da se rod jabuka tretira mnogobrojnim hemijskim sredstvima koja obezbeduju dobra
organolepticka svojstva plodova, suzbijajuci StetoCine i bolesti. S druge strane, ova praksa
svakako ne doprinosi zdravstvenoj ispravnosti voca, kao fundamentalnom parametru kvaliteta.
Uzimajuéi u obzir gajene kontinentalne kulture, jabuka ima najvecu upotrebu pesticida po
jedinici povrsine, sa najve¢im brojem zastitinih tretmana (Obradovi¢ et al., 2013). Ovakva
praksa, ako se uzme u obzir i eventualna nestru¢nost uzgajivaca pri koris¢enju hemijskih
sredstava ili nepoStovanje propisane karence, moze usloviti prisustvo rezidualnih sredstava
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iznad maksimalno dozvoljenih koncentracija (MDK) i time direktno, u duzem periodu ugroziti
zdravlje ljudi.

Kao alternativa ili u krajnjem slu¢aju poboljSan vid intenzivne proizvodnje voca, javlja se
integralna proizvodnja. Zvani¢na definicija integralne proizvodnje kaze da je integralna
proizvodnja ,,ckonomicna proizvodnja voca visokog kvaliteta, koja daje prioritet ekoloski
bezbednijim metodama i dovodi na minimum nezeljene efekte i upotrebu agro-hemijskih
sredstava da bi se poboljSala zastita zivotne sredine i zastita zdravlja ljudi®. Sustina integralne
proizvodnje je suzbijanje primene agrohemijskih mera i promovisanje primene bioloskih mera
u komercijalnoj proizvodnji vo¢a. Umesto sprejanja ili soljenja biljaka hemijskim preparatima,
u cilju suzbijanja bolesti treba primeniti suptilnije 1 viSe indirektne postupke zastite od Steto¢ina
poput fizic¢kih, bioloskih ili mehanickih dejstava. Da bi se donela odluka o izboru tretmana treba
redovno pratiti stanje stabala, vremenskih uslova, brojnosti Steto¢ina i njihovog infektivnog
praga i u skladu sa time doneti odluku da li i u kom trenutku primeniti pesticide.

2.1.3 Najznacajnije komercijalne sorte

Razvijen je veliki broj komercijalnih sorti jabuka, ali se svega desetina njih i uzgaja u
komercijalne svrhe (Slika 2.1-2), $to uglavnom zavisi od sklonosti potrosa¢a prema pojedinim
sortama. Pored teksture, ukusa, mirisa i nutritivnog profila, naklonjenost potrosaca zavisi i od
regiona u kome zive kao i od kulture iz koje poticu. Stanovnici Severne Amerike i Evrope
prednost daju prokiselim, a stanovnici Azije slatkim jabukama. Zlatni DeliSes je najpopularnija
sorta u Evropi, pra¢ena Galom, Ajdaredom, Crvenim DeliSesom i Jonagoldom, dok su u SAD
najpopularnije Crveni Delises, Gala, Fudzi, Zlatni DeliSes, Greni Smit (Tsao, 2016).

Komercijalna proizvodnja je iz tog razloga svedena na sledece sorte: Zlatni DeliSes, Crveni
Delises, Mekintos 1 Jonagold (poreklom iz SAD), Fudzi (poreklom iz Japana) , Greni Smit
(poreklom iz Australije) i Rojal Gala, Breburn i DZez (poreklom sa Novog Zelanda).

L o
Ajdared Zlatni Delises  Greni Smit Gala
(Idared) (Golden Delncnuos) (Granny Smith) (Gala)

' :

Crveni Delises Breburn  Crveni Dz Dzonaprinc
(Red Delicious) (Braeburn) (Red Jonaprince)

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

Ajdared (engl. Idared) je stara americka sorta, jednostavna za gajenje, ujedno i sigurna sorta po
pitanju redovnosti i obilnosti radanja. S obzirom da cveta u rano prolece, prinos ove vrste moze
biti smanjen pojavom mrazova u tom periodu. Preobilnost u rodu se opet, moze smanjiti
primenom hemijskih sredstava. Plod je krupan, sa kiselo-slatkim ukusom mesa, $to je donekle
1 ogranic¢avajuci faktor u popularnosti ove sorte kod potrosaca. Medutim, plodovi se mogu
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Cuvati u duzem periodu ¢ak i u prostijim uslovima skladistenja, zbog ¢ega je popularna kod
uzgajivaca. S obzirom da za uzgoj ne predstavlja zahtevnu sortu, cena na trzistu joj je obicno
niska. Posebno je osetljiva na uzro¢nika pepelnice jabuke (Podosphaera leucotricha)
(Obradovi¢ et al., 2013).

Zlatni Delises (engl. Golden Delicious) je stara americka sorta, kvalitetnog ploda slatkog ukusa.
Nepotpuno zreli plodovi imaju zelenkastu boju, a plodovi u punoj fazi zrenja su zlatno-zuti, po
¢emu je ova sorta i dobila ime. U poredenju sa drugim jabukama, npr sa Greni Smitom, plodovi
ove sorte sadrze manje vode, tj manje su socni. Poznato je da su plodovi podlozni pojavi rdastih
prevlaka u nepovoljnijim vremenskim uslovima. Postoje klonovi ove sorte (klon B ili klon
Zlatni Rejnders) koji su otporniji na pojavu prevlaka (Obradovi¢ et al., 2013). Ukoliko se
plodovi ubiru na vreme 1 skladiste u adekvatnim uslovima, moguce ih je sacuvati do naredne
sezone branja. Zbog nesto veceg broja faktora na koji treba obratiti paznju prilikom uzgajanja,
sorta je zahtevnija za proizvodnju, medutim i dalje je najzastupljenija na trzistu.

Greni Smit (engl. Granny Smith) je stara australijska sorta. Dobila je naziv po Mariji En Smit,
koja je popularisala uzgoj ove sorte u 19. veku. Greni Smit cveta srednje pozno i ima dugu
vegetaciju. Plod je obi¢no krupan i zelen u svim fazama zrenja sa beli¢astim lenticelama. Klon
ove sorte, Celindzer Daliver, ima jo§ izraZenije lenticele na zelenoj podlozi, ¢Gime je vizuelno
jos privlaéniji (Obradovié et al., 2013). Meso je kiselo i hrskavo, osvezavajuéeg ukusa. Sto se
ti¢e proizvodnje ove sorte, najve¢a mana je podloznost pojavi skalda i dopunskog crvenila na
plodovima. Podloznost pojavi skalda se vezuje za velike koli¢ine alfa-farnesena koju ova sorta
poseduje i njegovu naknadnu oksidaciju do konjugovanih trienola koji se smatraju inicijatorima
oboljenja (Whitaker et al., 1997).

2.1.4 Morfologija, sastav i uloga kore

Pored razlike u hemijskom profilu razli¢itih sorti, o¢igledne su i razlike u hemijskom profilu
kore i pulpe u okviru jedne sorte (Kalinowska et al., 2014). U vecini slu¢ajeva kora je bogatija
polifenolnim jedinjenjima u odnosu na pulpu, ali izuzeci postoje u zavisnosti od sorte jabuke.
Neke studije pokazuju da sorte poput Zlatnog DeliSesa i Greni Smita imaju veéi sadrzaj
hlorogenske kiseline u pulpi, a manje u kori (Escarpa & Gonzélez, 1998), dok je slu¢aj obrnut
sa sortama poput Fudzi, Mekintos, Elstar, Crveni Delises (Kalinowska et al., 2014). Sadrzaj p-
kumaroilkininske kiseline i procijanidina B1 u sorti Gala je veéi u pulpi nego u kori
(Khanizadeh et al., 2008), dok je kod sorti Zlatni Delises, Mekinto§ i Greni Smit obrnuto
(Kalinowska et al., 2014). Kora sorti Greni Smit, Ajdared, Jonamak, Gloster i Starking Delises
znacajno doprinosi ukupnom sadrzaju fenola u celoj jabuci, dok je u slucaju sorti Pilot,
Mekintos i Prima taj doprinos mali (Lata et al., 2009).

Sadrzaj kvercetina, katehina, epikatehina i florizina, kao i procijanidina B2 i C1 je vec¢i u kori
nego u pulpi, nezavisno od sorte jabuke, pa se moze zakljuciti da antioksidativna mo¢ jabuke
opada u nizu kora > srz > pulpa (Kalinowska et al., 2014). Pored antioksidativnih i
antihipertenzivnih svojstava flavonoida (Balasuriya & Rupasinghe, 2012) neka jedinjenja
izolovana iz kore jabuke, poput ursolne kiseline i 3-O-B-D-glukopiranozida pokazuju i
antiproliferativno dejstvo protiv ¢elija raka (He & Liu, 2008). Neke studije ispituju i potencijale
kore jabuke u prahu kao dodatka ishrani (Wolfe & Liu, 2003). Generalni zakljucak, koji su
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potvrdile i neke studije (Vieira et al., 2011) je da odstranjivanje kore jabuke vodi znacajnom
gubitku bioaktivnih jedinjenja i samim tim njihovoj slabijoj eksploataciji iz ove vrste voca.

Slika 2.1-3a prikazuje morfologiju ploda jabuke. Centralni deo jabuke je tzv. perikarp, koji se
sastoji iz endokarpa ili srzi, mezokarpa — sloja koji obavija srz — i epikarpa — linije koja razdvaja
mezokarp i pulpu. Kora jabuka se sastoji iz nekoliko slojeva hipoderma, epiderma i kutikule
(Slika 2.1-3b). kutikula predstavlja lipofilni polimerni sloj kore, koji je u direktnom kontaktu
sa spoljasnjim faktorima i sastoji se U velikom procentu od kutina (nesolubilne lipidne frakcije)
I voskova (solubilne lipidne frakcije) (Khanal & Knoche, 2014). Voskovi su dispegovani kroz
¢itavu kutikulu; frakcija koja se nalazi blize spoljasnjosti kutikule se naziva epikutikularnim, a
frakcija bliza unutrasnjosti intrakutikularnim voskovima.

Epikutikularni voskovi su prisutni u vidu amorfne i kristalne forme. VVoskovi u kristalnoj formi
se nalaze na samoj povrsini kutikule 1 sastoje se uglavnom od jedinjenja dugih ugljovodoni¢nih
lanaca. U sastav ovih konstatno rigidnih struktura mestimi¢no ulaze i amorfne rigidne strukture
koje na viSoj temperaturi mogu preci u tenu formu zahvaljujuéi slobodnim meduprostorima 1
fleksibilnijim delovima, sastavljenim od ciklicnih jedinjenja i jedinjenja sa kracim
ugljovodoni¢nim lancima. Treé¢i <¢inilac epikutikularnih  voskova, sa ravnomernom
distribucijom izmedu kristalnih i amorfnih rigidnih struktura su pokretljive amorfne regije koje
se sastoje iz alifaticnih jedinjenja male molekulske mase. Veca zastupljenost ovakvih regija
olaksava kretanje molekula kroz kutikulu; vecina bioloski aktivnih jedinjenja svoj transport
kroz koru ostvaruje kretanjem kroz rigidne i pokretljive amorfne regije, jer kroz regije voskova
u kristalnoj formi ne moze pro¢i usled male rastvorljivosti i sternih smetnji (Giacinti et al.,
2020). Idu¢i od povrsine kore prema unutrasnjosti, udeo intrakutikularnih voskova i amorfne
pokretljive frakcije raste, a ukupan udeo voskova se smanjuje usled zamene kutinom i
polisaharidima, tako da se povecava polarnost.
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Slika 2.1-3 Delovi popre¢nog preseka ploda jabuke (a) i struktura kore posmatrana pod mikroskopom (b),
adaptirano iz (Giacinti et al., 2020)

Osnovne komponente kutikularnih voskova su masne kiseline vrlo dugog niza (engl. very-long-
chain fatty acids) i njeni derivati, kao Sto su C20-C4o alkoholi, estri, ketoni, aldehidi (Li et al.,
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2017). Ursolna kiselina iz grupe triterpenoida ¢ini od 32 do 70 % ukupnih ugljovodoni¢nih
jedinjenja voskova, alkani — Cy9 nonakozan do 49 %, primarni alkoholi do 14,60 %, a
sekundarni — zavisni od sorte — 20,40 % u voskovima Delisesa tj. 1,90 % u voskovima Zlatnog
DeliSesa; aldehidi i ketoni zauzimaju do 6,00 % u sastavu voskova (Belding et al., 1998). lako
su pentacikli¢ni triterpenoidi poput ursolne i oleanolne kiseline najzastupljeniji u voskastom
sloju, oni nisu u pozitivnoj korelaciji sa smanjenjem gubitka vode iz plodova, ve¢ su za to
odgovorne alifati¢ne frakcije voskova vrlo dugog niza (Leide et al., 2018).

Sastav kore, u domenu strukture i sastava kutikule, zavisi od bioti¢kih faktora tipa genetskih
(vrste sorte) i stepena zrelosti ploda, ali i od abioti¢kih faktora. Znacajni abioticki faktori koji
uti¢u na osobine kore su klimatski uslovi pri kojima su jabuke uzgajane i uslovi skladi$tenja
nakon branja voca (Konarska, 2012). Sorte koje kasnije sazrevaju uglavnom imaju deblju koru
od onih koje sazrevaju ranije (Homutova & Blazek, 2006). Sto je kora deblja i poseduje veéu
koli¢inu voskova, to je gubitak vode iz ploda manji i sorta je pogodnija za duze skladiStenje.
Prema rezultatima jednog ispitivanja koli¢ina epikutikularnih voskova medu sortama varira od
366 do 1038 pgem? (Belding et al., 1998). U sorti Florina koja spada u sorte koje dobro podnose
skladistenje, odreden je sadrzaj voskova od 113,1 + 42,2 pgem 2 dok sorta Prima, koja je losa
za skladistenje ima sadrzaj voskova od 77,1 + 25,7 ugcm2 (Belding et al., 1998).

Kutikula i voskovi koji je prekrivaju imaju vaznu ulogu u oéuvanju integriteta plodova prilikom
transporta i skladiStenja (Grotte et al., 2001; Wang et al., 2016). Poznata je zastitna uloga
voskova ne samo od transporta patogena u plod, ve¢ i od transporta unutra$njih sastojaka ploda
na povrSinu jabuke tj. izluCevina, koje u tom slu€aju predstavljaju nutrijente za razvoj
mikroorganizama (Belding et al., 2000).

Zahvaljuju¢i svojoj morfologiji kora predstavlja prirodnu barijeru i protiv prodora pesticida i
drugih ksenobiotika. lako je evidentno da zastitna uloga kore tj. voskova iz njenog sastava
postoji, mera u kojoj se zastita ispoljava zavisi od vrste voca, uslova u kojima se pesticidi
nanose, kao i od hemijske strukture pesticida. Dobra zastita kore jabuke i grozda se pokazala
na primeru hlorpirifos-metila, gde je veliki deo aplikovanog pesticida ostao absorbovan na koru,
ali nije prosao kroz nju do ploda (Riccio et al., 2006); ovo je medutim zavisno od vrste voéa —
kora jabuke i grozda je pokazala zastitni efekat, dok kora jagoda nije. Ispitivanja koja su
obuhvatila osam pesticida iz razli¢itih klasa su pokazala delimi¢nu zastitnu ulogu kore grozda,
Sto znaci da su ostaci nanetih pesticida nadeni u i pulpi, ali je najveca koli¢ina detektovana u
kori grozda (Lagunas-Allué et al., 2015). Isto istrazivanje je pokazalo da prodor pesticida zavisi
od toga da li je pesticid sistemik ili nesistemik, kao i da pesticidi prodiru u manjoj meri kada se
nanose u smesi, tj. ispoljava se kompetitivni efekat.

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

1. Prodor molekula pesticida pocinje onog trenutka kad preparat pesticida dospe do sloja
epikutikularnih voskova.

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

3. Krajnja faza prodora je desorpcija molekula pesticida sa unutra$nje strane kutikule i sorpcija
u Celije epiderma.

Prodor kroz kutikulu se moze objasniti kroz principe koji vaze pri svakom prenosu masa preko
granice dve faze. U ovom slucaju faze su formulacija na povrsini ploda i ¢elije epiderma, a

32



pokretacka sila koja odreduje fluks je gradijent hemijskog potencijala odnosno gradijent
koncentracije izmedu faza. Kutikula se moZe smatrati heterogenom asimetriénom membranom,
pri ¢emu asimetri¢nosti najvise doprinosi sloj voska (Schonherr & Baur, 1994).

Sto se tige inicijalne propustljivosti kutikule prema pesticidima, nakon prvog kontakta pesticida
sa plodom, epikutikularni voskovi ne uticu na propustljivost kutikule, samim tim ni na njihov
prodor. Uloga epikutikularnih voskova, ta¢nije kristalne frakcije, je da smanje kvasljivost
povrsine ploda, a time i efikasnost zadrzavanja i vreme kontakta preparata pesticida sa plodom.
U ovoj fazi na propustljivost mogu da uticu abioti¢ki faktori poput vlaznosti vazduha i
spoljasnje temperature, ali i aditivi iz komercijalnih preparata.

U fazi kada je evidentno rastvaranje pesticida u amorfnim frakcijama epikutikularnih voskova,
propustljivost kutikule postaje odredena koeficijentom raspodele i koeficijentom difuzije kroz
kutikulu. Koeficijent raspodele zavisi od fizicko-hemijskih osobina aktivne materije pesticida,
ali i samog komercijalnog preparata. Od fizi¢ko-hemijskih osobina najznacajnije su oblik i
veli¢ina molekula, kao i hemijski sastav i posledi¢na lipofilnost/hidrofilnost. Hlorovana,
aromaticna ili alifaticna jedinjenja dugog niza su lipofilna, pa je koeficijent raspodele za njih
veci od koeficijenta raspodele za jedinjenja sa polarnih grupama u sastavu poput amino, nitro
ili alkoholnih grupa. Na duzinu putanje difuzije pesticida i na koeficijent difuzije uti¢e struktura
kutikule u pogledu odnosa amorfne i kristalne frakcije voskova na povrsini i njihove prostorne
strukture. Ve¢i udeo kristalne frakcije uvec¢ava duzinu putanje molekula kroz kutkulu, a time i
vreme kontakta, $to usloznjava proces difuzije. Nasuprot koeficijentu raspodele, koeficijent
difuzije hidrofilnih jedinjenja je veci od koeficijenta difuzije lipofilnih jedinjenja, jer hidrofilna
jedinjenja nemaju veliki afinitet prema lipofilnoj kutikuli i ne zadrzavaju se u njoj, nasuprot
lipofilnim jedinjenjima koja ostaju duze u matriksu kutikule, §to usporava njihovu difuziju
(Giacinti et al., 2020).

Zahvaljujuci barijernim osobinama kore i posledi¢noj akumulaciji kontaminanata, pre
konzumiranja se primenjuju razliciti nacini obrade jabuka. Tretiranje jabuka u smislu pranja,
ljustenja ili termicke obrade, pre upotrebe moze smanjiti koli¢inu zaostalih pesticida
(Rasmusssen et al., 2003; Kong et al., 2012). Pranje jabuka vodom, ali i rastvorom natrijum-
hlorida ili nekog komercijalnog sredstva moze smanjiti koli¢inu ostataka pesticida u vocu
(Yang et al., 2017), medutim efikasnost se postize ako pesticidi nisu velikim delom usli u koru
ili dublje. Ukoliko postoji prodor pesticida u plod, ljustenje kore je bolji nacin za njihovo
uklanjanje. Ovaj nadin obrade voéa se je pokazao kao efikasan za uklanjanje ostataka
hlorpirifos-metila i fenitrotiona iz bresaka, malationa, lindane, hlorprofama iz krompira,
hlorpirifosa 1 njegovih proizvoda razlaganja iz krompira i plavog paradajza, dimetoata,
profenofosa i pirimifos-metila kao i piridabena, pirifenoksa i tralometrina iz paradajza, ali i
diazinona i karbarila iz krastavca (Djordjevic & Djurovic-Pejcev, 2016).

2.2 Pesticidi

Prema definiciji udruzenja za agrokulturu i hranu (engl. The Food and Agriculture
Organization - FAO) pesticidi predstavljaju bilo koju supstancu ili smeSu supstanci koja se
koristi sa ciljem prevencije, uniStenja ili kontrole razvoja bilo koje Steto¢ine, nezeljene biljne
ili zivotinjske vrste koja loSe uti¢e na proces proizvodnje, obrade, skladiStenja ili transporta
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biljnih ili zivotinjskih namirnica. S obzirom da su neselektivni, pesticidi mogu izazvati Stetu i
organizmima van ciljanih grupa. Zbog Sirokog spektra delovanja predstavljaju najkoriséenije
hemikalije na planeti, a samim tim su i najstetniji po zdravlje ljudi.

Pesticidi se na useve nanose u vidu slozenih mesavina odnosno komercijalnog preparata koji
sadrzi aktivnu materiju — jedinjenje koje je glavni nosilac osobina komercijalnog preparata (npr.
ciprodinil, endosulfan, imidakloprid itd.), rastvara¢ — nosilac aktivne materije (npr. smesa lakih
ugljovodonika, voda, biljna ulja, gline u prahu itd.), surfaktante — pospesuju kontakt izmedu
preparata i tretirane povrSine i aditive — stabilizatore, adhezive odnosno supstance koje se
dodaju radi pospesivanja aktivnosti i lako¢e nanoSenja aktivne materije.

Osobine pesticida zbog kojih preti opasnost od njihove upotrebe su neselektivnost,
bioakumulacija i perzistentnost.

2.2.1 Klasifikacija pesticida

Klasifikacija pesticida se vrsi prema nekoliko kriterijuma (Slika 2.2-1). U zavisnosti od grupe
organizama na koje deluju pesticidi se mogu podeliti na fungicide, insekticide, herbicide,
avicide, baktericide, akaricide, nematicide, rodenticide, algicide itd. u zavisnosti od hemijske
prirode mogu se podeliti na neorganske, kao $to su pesticidi na bazi jedinjenja bakra ili sumpora
i na organske pesticide. Organski pesticidi mogu biti prirodni i sinteticki. Prirodni pesticidi ili
biopesticidi poti¢u iz biljaka, zivotinja ili mikroorganizama. Prednosti prirodnih pesticida u
odnosu na sinteticke je specifi¢nost — deluju na odredene klase organizama, ¢injenica da su
sastavni deo prirode — proizilazi da su lako razgradivi i mala je Sansa sa izazivaci oboljenja
razviju otpornost na njih (Ishwar & Ningombam, 2017). Osnovne klase sintetickih organskih
pesticida su organofosfati, organohlorat, karbamati i piretroidi; ostale Kklase su
anilinopirimidini, strobilurini, triazini, neonikotinoidi itd. prema sposobnosti kretanja kroz
biljke pesticidi se mogu podeliti na nesistemi¢ne (neprodiruce) i na sistemi¢ne (prodiruce)

pesticide.
3 9 4(&) 5

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

Slika 2.2-1 Shematski prikaz podele pesticida

Jos jedan vid podele pesticida je prema nacinu na koji ispoljavaju Stetno dejstvo na organizme
tj. na koji interferiraju sa metabolicnim reakcijama. Organofosforni i karbamatni pesticide
inaktiviraju enzim acetilholinesterazu, koja je neophodna za pravilno funkcionisanje nerava;
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organohlorna jedinjenja remete Na/K raznotezu nervnih vlakana, dok triazini ometaju proces
fotosinteze (Mohammed, 2012).

Pesticidi se medusobno razlikuju i po pragu Stetnosti. Akutnu toksic¢nost, pri kojoj se simptomi
izlozenosti javljaju odmah nakon kontakta, pokazuju izuzetno stetna jedinjenja. Pesticidi iz ove
grupe imaju niske LDso ili LCso vrednosti (letalna doza ili letalna koncentracija — koli¢ina
materije dovoljna za unistenje 50 % testiranog uzorka). Manje toksi¢ni pesticidi izazivaju
subletalne efekte — efekte nedovoljne za smrtni ishod, ali dovoljne za teske promene na
organizmu. Hroni¢na toksi¢nost prestavlja Stetne efekte koji se ispoljavaju nakon duzeg
izlaganja pesticidima.

U zavisnosti od LDso ili LCsO vrednosti pesticidi se mogu klasifikovati u jednu od pet
kategorija: kategorija |1 (nema akutne toksi¢nosti, TJ<0.4), kategorija Il (slaba akutna
toksi¢nost, 0.4<TJ<1), kategorija III (akutna toksi¢nost, 1<TJ<10), kategorija IV (izraZena
akutna toksi¢nost, 10<TJ<100), kategorija V (vrlo izrazena akutna toksi¢nost, TJ=100), pri
¢emu TJ predstavlja jedinice akutne toksi¢nosti (Mohammed, 2012).

2.2.2 Fungicidi i insekticidi

Fungicidi su najzastupljenija klasa pesticida. Imaju sposobnost inhibicije rasta plesni i gljivica.
Mogu se medusobno klasifikovati u zavisnosti od toga na koji deo biljke ili u kom periodu
razvoja infekcije se nanose, u zavisnosti od stepena mobilnosti kroz biljku i u zavisnosti od
mehanizma delovanja.

Nesistemi¢ni neprodiruci fungicidi se nanose na nadzemne delove biljaka stvaraju¢i depozite
na njihovoj povrsini. Ovi fungicidi nemaju sposobnost prodora, a samim tim ni kretanja kroz
biljni sistem. Posto se nalaze na samoj povrsini i ¢ine prvu tacku kontakta izazivaca oboljenja
sa biljkom nazivaju se i kontaktnim fungicidima. U ovu klasu fungicida spadaju soli bakra,
kaptan, ditianon, mankozeb, hlorotalonil, folpet i mnogi drugi (Reis & Carmona, 2013).

Nesistemicni prodirué¢i fungicidi nakon nanosenja ulaze u biljku, ali se zadrzavaju lokalno na
mestu aplikacije, sa manjim ili veéim stepenom kretanja. Stepen kretanja podrazumeva
vertikalno ili translaminarno kretanje u okviru istog organa, na primer lista. Dodin nakon
aplikacije na listove jabuke se krece vertikalno u okviru jednog epidermisa, dok se triazoli u
listovima soje kre¢u translaminarno kroz viSe slojeva i dospevaju sa strane gde su aplikovani
na neizloZenu stranu lista (Reis & Carmona, 2013).

Fungicidi koji nakon se prodora premeste sa mesta aplikovanja na malo veéu udaljenost, ali u
okviru istog organa se nazivaju lokalnim sistemicima. Kretanje ovih fungicida moze biti i
vertikalno i translaminarno. Primer su triazoli u biljkama Sirokog lista (Reis & Carmona, 2013).

Mezostemicni fungicidi su velikim delom kontaktni fungicidi iako male koli¢ine prodiru u
biljku. Imaju tendenciju jakog vezivanja za povrsinu biljke, jer su lipofilni i ostvaruju
interakciju sa kutikularnim voskovima, samim tim se teze ispiraju padavinama i ostvaruju
rezidualni efekat. Glavni mezostemici su pojedini fungicidi iz grupe strobilurina poput
trifloksistrobina i piraklostrobina (Reis & Carmona, 2013).

Sistemicni fungicidi nakon nanoSenja i usvajanja na nadzemne, ali i podzemne delove, bivaju
premesteni preko transportnih sistema biljaka (ksilema i floema) na mesta udaljena od mesta
nanoSenja. S obzirom na usvojenost od strane sistema biljaka, ovi fungicidi ostvaruju duzi
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efekat od kontaktnih fungicida, a s obzirom da nisu izlozeni Suncu i ki$i mogu da se apliciraju
rede. Ovoj grupi pripadaju fungicidi iz razli¢itih hemijskih klasa poput cimoksanila,
ciprokonazola, dimetomorfa, metalaksila, miklobutanila, propamokarba, tiofanat-metila (Reis
& Carmona, 2013).

U zavisnosti od toga da li se nanose na samu biljku ili ne, kao i na koji deo biljke, fungicidi
mogu da se razvrstaju u one koji se nanose na zemljiste, na seme i na lis¢e biljaka. Svi su u
listove, a fungicidi koji se nanose na zemljiSte imaju ulogu dezinfekcionog sredstva.
Dezinfektanti su na primer kontaktni biocidi poput metil-bromida i formaldehida, kao zastitnici
semena se koriste kaptan, iprodion, triadimenol, a lista Bordovska ¢orba i drugi preparti na bazi
bakra (Reis & Carmona, 2013).

Prema periodu razvoja infekcije kod biljaka, fungicidi mogu da se razvrstaju u preventivne ili
zaStitne, kurativne i eradiktivne. Preventivni fungicidi su kontaktni fungicidi koji treba da se
nanesu na povrsSinu biljke pre razvoja spora gljivica i time sprece njihov ulazak u tkivo
domacina. Kurativni fungicidi prodiru u tkivo domacina i prekidaju dalji razvoj infekcije koju
su zapocele spore koje su prodrle u tkivo. Kurativni efekat postoji pre pojave vidljivih simptoma
bolesti. Fungicidi se nazivaju eradiktivnim kada inhibiraju dalji razvoj bolesti nakon pojave
vidljivih simptoma. Kurativni i eradikativni efekat je prvenstveno karakteristi¢an za prodiruce
fungicide, mada postoje i obrnuti slu¢ajevi. Uzro¢nik pepelnice se nakon ulaska u tkiva
domacina razvija spolja, na povrsini, tako da se moze kontrolisati kontaktnim fungicidima, dok
se uzro¢nik trulezi korena citrusa i jabuke suzbija zahvaljujuéi eradikativnom dejstvu fosetil
aluminijuma koji prodire u tkiva (Reis & Carmona, 2013).

Insekticidi mogu biti sintetickog ili prirodnog porekla. lako im je osnovna funkcija istrebljenje
insekata, ova jedinjenja Stetno deluju i na kiémenjake. Vecina insekticida su neurotoksini, mada
mogu naciniti $tetu i drugim sistemima organa. Obuhvataju Sirok spektar klasa hemijskih
jedinjenja, a najznacajnije klase su organofosfati, karbamati, hlorovani ugljovodonici, piretrini
I piretroidi, kao i neonikotinoidi.

2.2.3 Pirimetanil

Pirimetanil (Slika 2.2-2) je sistemi¢ni fungicid iz
hemijske klase anilino-pirimidina. Fungicidno
dejstvo ostvaruje interferencijom sa sintezom
aminokiselina i proteina, konkretnije sa biosintezom
metionina - FRAC kod 9; poznata je rezistencija na
pirimetanil kod rodova Botrytis i Venturia, i nesto
rede kod roda Oculimacula (FRAC Code List ©*,
2019). S obzirom da je polozan fotodegradaciji pod
dejstvom Suncevog zraCenja, tezi se proizvodnji
komercijalnih  preparata sa nosiocima aktivne
materije koji pospesuju njenu stabilnost. Neki od kandidata su ciklodekstrini, tacnije (2-
hidroksipropil)-g-ciklodekstrin (HP-B-CD), ¢iji inkluzioni kompleks sa pirimetanilom je
otporniji na fotodegradaciju i rastvorljivi u vodi u odnosu na pirimetanil (Fernandes et al.,
2014).

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

Tabela 2.2-1 Hemijske karakteristike pirimetanila i MDK u jabukama

. Molekulska ~ Mol. masa, MDK*,
IUPAC naziv CAS no. formula g/mol log Kew pKa mgkg'l
4,6-dimetil-N-fenilpirimidin-2-amin  53112-28-0 C12H13N3 199,3 2,84 3,52 15,00

*Pravilnik o maksimalno dozvoljenim koli¢inama ostataka sredstava za zastitu bilja u hrani i hrani za zivotinje
(broj 110-00-114/2020-09)

2.2.4 Ciprodinil

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

sisitemi¢ni fungicid iz hemijske klase anilino- H

L - . L N N
pirimidina. Fungicidno dejstvo ostvaruje istim X
mehanizmom kao i pirimetanil — FRAC kod 9 |
(FRAC Code List ©* 2019). Nakon folijarne N _~A

aplikacije efikasno prodire u listove i prenosi se kroz
biljku putem ksilema. Rane studije su pokazale da je
podjednako efikasan i na povrSini listova, ali i unutar
njih tj. da efikasno sprecava 1 prodor 1 rast micelija
izazivaCa oboljenja poput P. herpotrichoides, E.
graminis i B. cinereal (Mduller et al., 1998). Ispitivanje usvajanja ciprodinila preko listova i
ispitivanje perzistentnosti u kontrolisanim uslovima su pokazali da su oba parametra zavisna
od temperature i to usvajanje je u pozitivnoj, a perzistentnost u negativnoj korelaciji; takode je
utvrdena zavisnost od vrste biljke, pri ¢emu kod listova grozda postoji bolje usvajanje i sporije
razlaganje ciprodinila, nego npr. kod listova pSenice (Heye et al., 1994). Ciprodinil je u jednom
in vitro ispitivanju identifikovan kao potencijalni endokrini disruptor (Medjakovic et al., 2013).
Ispitivanje uticaja ciprodinila i1 pirimetanila na funkcionisanje mozdanih ¢elija je pokazalo da
izazivaju oksidativni stres i da remete energetski metabolizam, jer dovode do smanjenja nivoa
¢elijskog ATP-a (Coleman et al., 2012).

Slika 2.2-3 Strukturna formula ciprodinila

Tabela 2.2-2 prikazuje osnovne hemijske karakteristike ciprodinila.

Tabela 2.2-2 Hemijske karakteristike ciprodinila i maksimalno dozvoljena koli¢ina u jabukama

Molekulska  Mol. masa,

IUPAC naziv CASno
formula g/mol

log Kow pKa MDK*, mgkg*

4-ciklopropil-6-metil-N- ~ 121552-

fenilpirimidin-2-amin 61-2 CieHisNs 225,29 3,59 4,44 2,00

*Pravilnik o maksimalno dozvoljenim koli¢inama ostataka sredstava za zastitu bilja u hrani i hrani za Zivotinje
(broj 110-00-114/2020-09)
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2.2.5 Boskalid

Boskalid (Slika 2.2-4) je fungicid iz hemijske klase piridin- Cl
karboksamida. Efikasan je u inhibiciji klijanja spora, ali i u
fazama razvoja zametaka i rasta micelija (Stammler et al., 2008).
Nakon folijarne aplikacije boskalid se brzo usvaja i prenosi
translaminarno kroz tkivo lista do suprotne strane lista, ali je

moguce i akropetalno kretanje kroz ksilem (Stammler et al., NH
2008). Fungicidno dejstvo ostvaruje inhibicijom celijskog
disanja, tacnije inhibicijom delovanja sukcinat-dehidrogenaze - N
FRAC kod 7 (FRAC Code List ©*, 2019). o
=
Cl N

Slika 2.2-4 Strukturna formula
boskalida

Tabela 2.2-3 prikazuje osnovne hemijske karakteristike boskalida.

Tabela 2.2-3 Hemijske karakteristike boskalida i maksimalno dozvoljena koli¢ina u jabukama

Molekulska Mol. masa,
formula g/mol
2-hlor-N-(4'-hlor-[1,1'- 188425- Ne
bifenil]-2-il)nikotinamid ~ 85-6  CweHizClN20 3432 296 disosuje

*Pravilnik o maksimalno dozvoljenim koli¢inama ostataka sredstava za zastitu bilja u hrani i hrani za Zivotinje
(broj 110-00-114/2020-09)

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

2,00

2.2.6 Trifloksistrobin

Trifloksistrobin (Slika 2.2-5) je
mezostemi¢ni  fungicid iz N

hemijske klase strobilurina — \O/ N -~

oksimino-acetata. Otkrice

sintetickih ~ strobilurina  je 07 X

nastupilo zahvaljujuéi prirodnim F
derivatima [-metoksiakrilne F
kiseline, koji poseduju
fungicidna  svojstva,  poput
strobilurina A, oudemansina A i miksotiazola A (Bartlett et al., 2002).

Slika 2.2-5 Strukturna formula trifloksistrobina (EE izomer)

Postoji ukupno cetiri geometrijska izomera trifloksistrobina - EE, EZ, ZE 1 ZZ, pri ¢emu
fungicidno svojstvo ima samo EE izomer (Banerjee et al., 2005). Izomer sa fungicidnim
svojstvom je u prirodnim uslovima podlozan izomerizaciji, kao i hidrolizi do kiselinskog oblika,
koji takode nema fungicidne osobine S§to vodi smanjenju fungicidnog potencijala
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trifloksistrobina (Banerjee et al., 2005; Banerjee et al., 2007). EE izomer trifloksistrobina
fungicidno dejstvo ostvaruje inhibicijom celijskog disanja, vezivanjem za odredena mesta u
citohromu b, sastavnom delu citohrom bcl kompleksa - FRAC kod 11 (FRAC Code List €7,
2019). Ispitivanja su pokazala da su energetski zahtevne faze razvoja gljivica poput klijanja
spora i njihove pokretljivosti posebno osetljive na strobilurine, upravo zbog njihovog
mehanizma dejstva, tj. ometanja procesa proizvodnje energije, zahvaljujuéi ¢emu su strobilurini
pre svega preventivni fungicidi (Bartlett et al., 2002).

Tabela 2.2-4 prikazuje osnovne hemijske karakteristike trifloksistrobina.

Tabela 2.2-4 Hemijske karakteristike trifloksistrobina i maksimalno dozvoljena koli¢ina u jabukama

. Molekulska Mol. masa MDK**
* 1 1
IUPAC naziv CAS no. formula g/mol log Kow pKa mgkgt
(E)-metil 2-(metoksimino)-
2-(2-((((E)-(2-(3- 141517- ne
(trifluormetil)fenil)etiliden)a  21-7 CaoH1oFsN204 408.4 45 disosuje 0,70

mino)oksi)metil)fenil)acetat

*EE izomer

**Pravilnik o maksimalno dozvoljenim koli¢inama ostataka sredstava za zastitu bilja u hrani i hrani za zivotinje
(broj 110-00-114/2020-09)

2.2.7 Bifentrin

Bifentrin (Slika 2.2-6) je insekticid iz

cetvrte generacije piretroida. F 0
Piretroidi su neurotoksini tj. remete F

normalnu funkciju nerava insekata F z o)
time Sto interferiraju sa celijskim

kanalima natrijuma i dovode do Cl
paralize.  Predstavljaju  sintetske Slika 2.2-6 Strukturna formula bifentrina
analoge piretrina, prirodnih

insekticida koji se mogu izolovati iz vrste Chrysanthemums cinerariaefolium.

Struktura piretrina, Kkoji predstavljaju estre ciklopropankarboksilne kiseline i alkohola
ciklopentenolona, sintetski je menjana, jer su nestabilni na sunéevoj svetlosti i pri drugim
vremenskim uslovima pa im je primena u svojstvu insekticida ograni¢ena. Vecina piretroida je
otkrivena sekvencijalnom zamenom ili kiselinskog ili alkoholnog dela novom grupom,
odabranom tako da zadrzi molekulski oblik i fizi¢ke osobine izvorne strukture. Svi oni se mogu
podeliti u dve klase, na osnovu toksi¢nosti - koja proistice iz hemijske strukture, ali i sSimptoma
trovanja koje izazivaju kod sisara ili insekata.

Piretroidi iz klase I su jedinjenja koja u svojoj strukturi nemaju a-cijano-3-fenoksibenzil grupu
poput rezmetrina i permetrina, dok piretroidi iz klase II sadrze pomenutu grupu u svojoj
strukturi, poput deltametrina i fenvalerata (Soderlund, 2010). Piretroidi iz klase | izazivaju tzv.
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sindrom tremora (T-sindrom), dok piretroidi iz klase II izazivaju koreoatetoza/pljuvacka
sindrom (CS-sindrom) (Gupta & Milatovic, 2014).

Promene u strukturi piretroida su izuzetno znacajne, jer mogu pospesiti insekticidalno svojstvo,
ali i nespecifi¢nost odredenog insekticida. Primer je prisustvo upravo a-cijanidne grupe u
alkoholnom delu molekula, koja znacajno povecava insekticidno svojstvo jedinjenja; tako je

.....

ili tetrametrina (Gajendiran & Abraham, 2018). Prema americkoj EPA/OPP Kklasifikaciji
Stetnosti pesticida (engl. U.S. EPA’s Office of Pesticide Programs), koja se krece od kategorije
I (najstetniji) do kategorije IV (najmanje Stetan), bifentrin je svrstan prema akutnoj oralnoj
toksi¢nosti u kategoriju II, a prema akutnoj dermalnoj i inhacionoj toksi¢nosti u kategoriju II1
(Durkin, 2015). Bifentrin ne iritira niti nadrazuje kozu i o¢i, nema uticaja na reproduktivni
sistem i na razvoj ploda. S obzirom da je neurotoksin, karakteristicni simptom trovanja
bifentrinom je tremor.

Tabela 2.2-5 prikazuje osnovne hemijske karakteristike bifentrina.

Tabela 2.2-5 Hemijske karakteristike bifentrina i maksimalno dozvoljena koli¢ina u jabukama

. Molekulska Mol. masa, log MDK*,
IUPAC naziv CAS no. formula g/mol Ko pKa mokg
(2-metil-3-fenilfenil)metil 3-
[(2)-2-hlor-3,3,3-trifluorprop-1- 82657-
enil]-2,2-dimetilciklopropan-1- 043  CeHzCIRO: 422,81 6.00 / 001
karboksilat

*Pravilnik o maksimalno dozvoljenim koli¢inama ostataka sredstava za zastitu bilja u hrani i hrani za zivotinje
(broj 110-00-114/2020-09)

2.2.8 Ciprodinil, pirimetanil, trifloksistrobin, boskalid i bifentrin u komercijalnim
sredstvima za zaStitu bilja registrovanim u Srbiji

Tabela 2.2-6 daje pregled sredstava za zastitu bilja koja kao aktivnu materiju sadrze boskalid
ili smesu boskalida i druge aktivne materije. Od sredstava sa liste, za zastitu jabuke od pepelnice
1 trulezi plodova se posebno koristi Bellis, smeSa boskalida i piraklostrobina sa karencom u
trajanju od 7 dana (Grahovac et al., 2011; Obradovi¢ et al., 2013).

Tabela 2.2-6 Sredstva za zastitu bilja registrovana u Srbiji koja sadZe boskalid kao aktivnu materiju (MPSV,
2018)

Aktvaa Nazn( s',redsj[ va Sadrza) al.(.twne Proizvodad Zastupnik u Srbiji
materija za zastitu bilja materije
. . Agromarket
-1 1
Bosco 500 g kg Ningbo Synagrochem, Kina Kragujevac
boskalid Cantus 500 g kg BASF SE, Nemacka BASF Srbiia,
Corvet WG 500 g kgt CNCCJC, Kina Agroarm, Beograd
Dekada 500gL? Chemical Agrosava, Beograd /
_boskalid + Pictor 200 +200 g Lt BASF SE, Nemacka BASF Stbija,
dimoksistrobin Beograd
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boskalid +
kresoksim-metil

boskalid +
piraklostrobin
boskalid +
piraklostrobin
boskalid +
piraklostrobin
boskalid +
piraklostrobin

boskalid +
piraklostrobin

Collis
Bellis
Bosco Gold
Luminis
Markiz WG

Signum

200 + 100 g L
252 + 128 g kg*
267 + 67 g kg
267 + 67 g kgt
267 + 67 g kgt

267 + 67 g kg

BASF SE, Nemacka
BASF SE, Nemacka

Shangai Mio, Kina

Galenika Fitofarmacija,
Zemun

CNCCJC, Kina

BASF SE, Nemacka

BASF Srbija,
Beograd

BASF Srbija,
Beograd

Agromarket,
Kragujevac

/

Agroarm, Beograd

BASF Srbija,
Beograd

Tabela 2.2-7 daje pregled sredstava za zastitu bilja koja kao aktivnu materiju sadrze ciprodinil
ili smesSu ciprodinila i druge aktivne materije. Od sredstava sa liste za zastitu jabuke od cadave
krastavosti plodova koriste se Ciprodex i Chorus 50 WG sa karencom u trajanju od 28 dana
(Obradovi¢ et al., 2013), a za zastitu jabuke od ¢adave krastavosti i trulezi plodova Switch 62,5
WG sa karencom u trajanju od 3 dana (Grahovac et al., 2011; Obradovi¢ et al., 2013). Ciprodex
1 Chorus 50 WG se u svojstvu sistemika mogu aplicirati na jabuku u vecini fenofaza razvoja
ploda, posebno u najranijim fenofazama srebrni vrh i misje usi, pri ¢emu efikasno deluju
naredna 2-3 dana (Obradovi¢ et al., 2013).

Tabela 2.2-7 Sredstva za zagtitu bilja registrovana u Srbiji koja sadze ciprodinil kao aktivnu materiju (MPSV,

2018)
Aktlv.r!a NaZI\i S.reds.t \./a za  Sadrzaj alftlvne Proizvodac Zastupnik u Srbiji
materija zastitu bilja materije
Ciprodex 300gL? Adama Makhteshim, Izrael ~ Adama SRB, Beograd
Neon 300 g Lt Galenika Fitofarmacija, /
Zemun
ciprodinil Chorus 50 WG 500 g kgt Syngent:at Crop Protection, Syngenta Agro,
Svajcarska Beograd
Calcio 750 g kg'? CNCCJC, Kina BV Komerc, Novi Sad
Cormax 750 g kg Shanghai Mio, Kina Agrom_arket,
Kragujevac
ciorodinil + Galenika Fitofarmacija,
pre . Atlas 375+250g L*? Zemun u saradnji sa /
fludioksonil . .
Psyche Ccemicals, Kina
ciprodinil + 4 S Agromarket,

. . Sven 375+250gL Shanghai Mio, Kina .
fludioksonil Kragujevac
ciprodinil + 1 . . .
fludioksonil Enygma 375+ 250 g kg Jiangsu Flag, Kina BV Komerc, Novi Sad
ciprodinil + . 4 Syngenta Crop Protection, Syngenta Agro,
fludioksonil Wi 625 WG 375+250 g ky Svajcarska Beograd
ciprodinil + Linus 187 +125g L' Adama Makhteshim, Izrael ~ Adama SRB, Beograd
tebukonazol

41



Tabela 2.2-8 daje pregled sredstava za zastitu bilja koja kao aktivnu materiju sadrze pirimetanil
ili smesu pirimetanila i druge aktivne materije. Od sredstava sa liste za zastitu jabuke od cadave
krastavosti plodova i pepelnice koristi se Clarinet sa karencom u trajanju od 28 dana, koji se u
svojstvu sistemika aplicira na jabuku u fazi srebrni vrh — pucanje pupoljka i misje usi i efektivan
je naredna 2-3 dana, kao i preparati ciprodinila (Obradovi¢ et al., 2013).

Tabela 2.2-8 Sredstva za zastitu bilja registrovana u Srbiji koja sadZe pirimetanil kao aktivnu materiju (MPSV,
2018)

Aktivha Naziv sredstvaza  Sadrzaj aktivne . y .
materija zastitu bilja materije Proizvodat Zastupnik u Srbiji
Stockton Crop Protection
-1

Botrystock 300gL AG, $vajcarska Stockton, Beograd

Mythos 300gL? Bayer CropSciences, Bayer, Beograd

y g Nemacka yer g
pirimetanil Botus SC 400 4009 L1 Jiangsu Flag, Kina BV Korg:(;c, Novi
Pehar 400 g L Galenika Fitofarmacija, /
Zemun
PVIUS 400 SC 400 g L Arysta LifeScience, Agromarket,

y g Belgija Kragujevac
d.lt.lanon * Faban 250+250g L'  BASF Agro, Svajcarska BASF Srbija,
pirimetanil Beograd

hlorotalonil + 4 Galenika Fitofarmacija,
pirimetanil Pehar plus 375+150g L Zemun /
pirimetanil + Bayer CropSciences,

Clarinet 150 +50¢gL? Bayer, Beograd

flukvinkonazol Nemacka

Tabela 2.2.-9 daje pregled sredstava za zastitu bilja koja kao aktivnhu materiju sadrze
trifloksistrobin ili smesu trifloksistrobina i druge aktivne materije. U Srbiji se sa ove liste
sredstava koristi Zato 50 WG u zastiti jabuke od pepelnice i trulezi plodova (Grahovac et al.,
2011; Obradovic¢ et al., 2013) sa karencom u trajanju od 14 dana. Za zastitu jabuke od ¢adave
krastavosti i pepelnice koristi se i sredstvo koga nema na listi registrovanih preparata - Flint
Plus (smesa trifloksistrobina i kaptana) sa karencom u trajanju od 14 dana (Obradovi¢ et al.,
2013). Ovaj preparat se u svojstvu kontaktnog fungicida (kaptan) i lokalnog sistemika
(trifloksistrobin) aplicira na jabuku u fenofazi srebrni vrh — pucanje pupoljka i misje usi i
efektivan je naredna 4-6 dana, dok je Zato 50 WG apliciran u istoj fenofazi efekivan naredna
3-4 dana (Obradovic¢ et al., 2013).
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Tabela 2.2-9 Sredstva za zastitu bilja registrovana u Srbiji koja sadZe trifloksistrobin kao aktivnu materiju
(MPSV, 2018)

Naziv sredstva za Sadrzaj aktivne

Aktivna materija eyt " Proizvodac Zastupnik u Srbiji
zastitu bilja materije
trifloksistrobin Zato 50 WG 500 g kg Bayer AG, Nemacka Bayer, Beograd
tr|f!0k5|strob|n * Cerox 375+160¢gL* Shangai Mio, Kina Agrom_arket,
ciprokonazol Kragujevac
tr|f!0k5|strob|n * Sphere 375+160¢gL* Bayer AG, Nemacka Bayer, Beograd
ciprokonazol
trifloksistrobin + Venere 375+ 160 g L™ Jiangsu Flag, Kina BV Komerc, Novi

ciprokonazol Sad

Ispitivanje efekta ciprodinila, pirimetanila i trifloksistrobina na krastavost ploda jabuke sorte
Gala pokazuje da efikasnost kontrole oboljenja na plodovima dostize od 78% do 100%, dok se
efikasnost kontrole oboljenja na listovima od 100% ne mozZe posti¢i nijednim od pesticida, ve¢
je taj procenat maksimum 70 (Berton et al., 2007).

Tabela 2.2-10 daje pregled sredstava za zastitu bilja koja kao aktivnu materiju sadrze bifentrin
ili smeSu bifentrina 1 druge aktivne materije. U Srbiji se sa ove liste sredstava u tretmanima
zasada jabuke koriste Fobos EC, Pinto, Pinotrin 10 EC i Talstar 10 EC, svi sa karencom u
trajanju od 28 dana (Obradovi¢ et al., 2013). Preparati na bazi piretroida se koriste za
eliminisanje pepljaste vaSi jabuke 1 smotavaca pupoljaka u fenofazama mi§je usi 1 roze
pupoljak, u prvom tretmanu posle cvetanja u slu¢aju masovnog piljenja jabukovog smotavca 1
u drugom tretmanu posle precvetavanja za suzbijanje staklokrilca (Obradovic et al., 2013).

Upotreba preparata Bellis, Switch 62,5 WG 1 Zato 50 WG se preporucuje za zastitu plodova od
skladiSnih oboljenja jabuke poput crne mrljavosti, zelene plesni i razliitih vrsta trulezi
(Obradovi¢ et al., 2013).

Tabela 2.2-10 Sredstva za zastitu bilja registrovana u Srbiji koja sadZe bifentrin kao aktivnu materiju (MPSV,
2018)

. . Sadrzaj
Aktlvna Nazn{ gredsjc va aktivne Proizvodad Zastupnik u Srbiji
materija za zastitu bilja "
materije
Bifenicus 100gL* Chemical Agrosava, Beograd /
Byfin 100 EC 100gL? Shangai Mio, Kina Agromarket, Kragujevac
Fobos EC 100gL? Galenika Fitofarmacija, Zemun /
Fobos EW 100gL? Galenika Fitofarmacija, Zemun /
bifentrin Futocid EC 100gL* CNCCJC, Kina BV Komerc, Novi Sad
Pinto 100gL* Willowood, Kina Agrimatco, Novi Sad
Pinotrin 10 EC 100gL? Pinus, Slovenija Pinus Plus, Novi Sad
Talstar OEC ~ 100gL?! FMC, USA Galenika Fitofarmacija,
Zemun
Tors 100gL? Biesterfeld, Nemacka Delta Agrar, Beograd
blfentr_m + Nokaut 16 +30gL* Galenika Fitofarmacija, Zemun /
acetamiprid
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2.3 Analiticke metode

Poglavlje sadrzi osvrt na teorijsku osnovu aktuelnih metoda pripreme uzoraka za analizu i
instrumentalnih analiti¢kih tehnika.

2.3.1 Metode pripreme uzoraka za analizu

Primarni ciljevi pripreme uzoraka za analizu su izolovanje analita uz istovremeno uklanjanje
mogucih interferenata, dok sekundarni cilj moze biti koncentrovanje analita do detektabilnih
koncentracija. Ovaj korak hemijske analize je vremenski najzahtevniji i predstavlja glavni izvor
analitickih gresaka. 1z tog razloga priprema uzoraka ima znacajan uticaj na perfomanse
ukupnog procesa analize i pozeljno je da se sastoji iz malog broja koraka.

Trajanje i broj koraka postupka pripreme uzoraka za analizu zavise od fizic¢kih i hemijskih
osobina analita, ali i samog matriksa. Pored navedenih direktnih faktora, u faktore koji definisu
ovaj postupak mogu se ubrojati i indirektni faktori, poput cilja analize; na primer da li je cilj
analize odrediti ta¢nu koncentraciju analita u uzorku ili odrediti da li je analit prisutan iznad
neke dozvoljene granice. Kratko trajanje, mali broj koraka, mala potro$nja reagenasa, kao i
pogodnost primene na veliki broj analita bile bi glavne osobine idealnog postupka pripreme
uzoraka.

Izolovanje analita iz matriksa uzorka se postize razli¢itim fizickohemijskim postupcima. Zbog
slozenosti matriksa, ali i nedovoljne selektivnosti ekstrakcionog sredstva, sa analitom se
zajedno izoluje i niz drugih jedinjenja, koja prakti¢no predstavljaju balast tj. mogucée
interferente. Zbog toga je korak ekstrakcije skoro uvek pracen korakom pre¢is¢avanja
ekstrakata.

U klasi¢ne tehnike ekstrakcije ubrajaju se te€no-tecno ekstrakcija, te€no-Cvrsto ekstrakcija 1
ekstrakcija na ¢vrstoj fazi. Ove tehnike su Cesto i dalje prvi korak u pripremi uzoraka, iako
imaju nedostataka poput vremenske zahtevnosti i potro$nje vecih koli¢ina organskih rastvaraca.
Tehnike poput ubrzane ekstrakcije rastvara¢ima (engl. accelerated solvent extraction - ASE),
mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi (engl. solid phase microextraction - SPME) ili kvecers tehnike
(engl. QUEChERS) imaju osnovni cilj da nadomeste navedene nedostatke.

Izolovanje analita organskim rastvara¢ima se zasniva na raspodeli analita izmedu rastvaraca
i matriksa uzorka, a u skladu sa afinitetom analita prema rastvara¢u. Osnovne osobine koje se
imaju u vidu pri izboru ekstrakcionog sredstva su polarnost ekstrakcionog sredstva odnosno
hidrofilni ili lipofilni karakter analita. Oktanol/voda podeoni koeficijent (Kow) Se smatra
fenomenoloskom definicijom hidrofobnosti jedinjenja koja se zasniva na n-oktanolnom
referentnom sistemu. Raspodela rastvorene supstance izmedu vodene faze i neke organske faze
nije identi¢na raspodeli u slucaju oktanol — voda sistema, ali je analogna, $to znaci da kao i u
slu¢aju oktanol - voda sistema, visa vrednost Kow podrazumeva veéu tendenciju rastvorene
supstance ka hidrofobnoj fazi, odnosno visa vrednost Kow jedinjenja A u odnosu na jedinjenje
B ukazuje na veéu hidrofobnost jedinjenja A (Wells, 2003). Organski rastvaraci koji se najcesce
koriste u izolovanju analita su acetonitril, aceton, etilacetat, heksan, dihrometan i drugi.
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Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. solid phase extraction - SPE) je primarno razvijena kao
alternativa teCno-teCno ekstrakciji, zbog manje potroSnje rastvaraca, ali i moguénosti
automatizacije. Visefunkcionalnost ove tehnike se ogleda u moguénosti istovremenog
izolovanja i koncentrovanja analita iz velikih koli¢ina uzoraka, dok se usled razli¢ite efikasnosti
sorpcije i desorpcije kao jedan od glavnih nedostataka istice prinos analita nakon ovog koraka.

Princip SPE tehnike je raspodela analita izmedu Cvrste faze (sorbenta) i te¢ne faze (eluenta).
Najrasprostranjeniji tip sorbenta je silika ili modifikovana silika, kod koje su povrsinske
silanolne grupe supstituisane razli¢itim funkcionalnim grupama (Tabela 2.3-1). Sorbenti na
bazi silike modifikovane nepolarnim funkcionalnim grupama (oktadecil (C1s), oktil (Cs), fenil
grupom i sl.) spadaju u tzv. Reversed Phase sorbente. U Normal Phase sorbente spadaju
sorbenti na bazi silike i silike modifikovane polarnim funkcionalnim grupama (amino grupe,
nitrilna grupa), kao i Florisil®. U upotrebi su i sorbenti koji nisu na bazi silike, poput primarnog-
sekundarnog amina (PSA), ugljenika u formi GCB (graphitized carbon black), Florisila®
(MgSi0Os) i aluminijum oksida (Al2O3). GCB je pogodan za uklanjanje pigmenata i sterola, pa
se koristi u precis¢avanju ekstrakata biljaka, a PSA je pogodan za uklanjanje polarnih jedinjenja
i masnih kiselina (Purovi¢ & Pordevi¢, 2011).

Sorbent obi¢no ima formu kolone. Pre apliciranja uzorka na kolonu, vrsi se kondicioniranje
sorbenta pogodnom tecnom fazom u cilju obezbedivanja ravnomernog vezivanja analita za
sorbent. Zatim se vrS$i nanoSenje uzorka u formi rastvora, pri ¢emu dolazi do simultanog
vezivanja analita i primesa za sorbent. Poslednjim koracima se u zavisnosti od odabira eluenta,
mogu selektivno isprati primese uz zadrzavanje analita ili obrnuto, pri ¢emu dolazi do njihovog
medusobnog razdvajanja.

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

.. : Los eluent/ Dobar eluent/
. . Odgovarajuci Tip . N "
Tip analita sorbent . . Mehanizam  Pogodan nosaé Nepogodan nosaé
interakcija analita za SPE analita za SPE
pretezno ——
alifatiéna i silika-Cas, Van der Reversed heksan, metanol,
. silika-Cs, Waals-ove voda -
aromati¢na . . Phase acetonitril
T silika-CgHs sile
jedinjenja
reercstomima i vodorina
olarnim silika, silika- veza i dipol- Normal heksan voda, dihlormetan,
Po% . NH,, Florisil® dipol Phase metiltercbutil etar
funkcionalnim . ..
interakcije
grupama
jedinjenjasa o S0y, : :
grupama RNH3", silika-NRs* puferski rastvori oreanski rastvarad
RCOO- elektrostatick Jonska na bazi vode sa g .,
iedinieni e interakcije izmena odgovaraju¢om sa odgovarajucom
Jedinjenja sa silika-COOr, o, pH vrednos$éu
grupama NR4", . pH vrednoscu
silika-NR3*

RSOs'
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QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) je postupak koji efikasno
kombinuje ekstrakciju analita i =

preciScavanje ekstrakta, jer se od pocetnog 01 Odmeriti 10 g usitnjenog uzorka u
uzorka do finalnog ekstrakta dolazi u dva do = konusnu vialu od 50 mL.

tri koraka, sa malo izmena laboratorijskog =

posuda i sa malim utroSkom rastvaraca. Dodati 10 mL acetonitrila. & 02
Izvorni postupak (Slika 2.3-1) Muckati intenzivno 1 min. B
podrazumeva sledece korake: ekstrakcija

acetonitrilom, isoljavanje smeSom 03 g‘ Dodati 4g MgSO4 i 1g NaCl.

magnezijum-sulfata i  natrijum-hlorida, MLBKEH IntSFEVIG-1. min,

precis¢avanje ekstrakta sa PSA sorbentom

tehnikom disperzivne ekstrakcije na &vrstoj D0d|3|ti rastvor internog standarda. - gy 04
uckati 30s. Centrifugirati.

fazi (engl. dispersive SPE) i simultano
uklanjanje  rezidualne vode drugim . _
dodatkom magnezijum-sulfata. 05 - U alikvot ekstrakta dodati MgSO4

i PSA. Muckati 30s. Centrifugirati.
QUEChERS metoda je razvijena 2002
godine od strane Anastassiades i saradnika
(2003), a danas je izuzetno rasprostranjena, = GC/MS i LC/MS analiza. '5;—"{ 06
¢esto u izmenjenom obliku. Prve izmene
postupka su usledile od samih autora nakon
Sto je utvrdeno da pH vrednost matriksa ima
uticaj na prinos analita, a podrazumevale su uvodenje pufera. Obe modifikacije kvecersa su
danas poznate kao zvani¢ne metode za odredivanje ksenobiotika u hrani. Modifikacija koja
ukljucuje upotrebu citratnog pufera je evropska standardna metoda EN 15662, a ona koja
ukljucuje upotrebu acetatnog pufera je oficijelna metoda AOAC 2007.01 (Quechers.com).

Slika 2.3-1 Izvorna QUEChERS metoda

Prednosti QUEChERS metode u odnosu na ostale su dobar prinos analita i ekonomi¢nost u
smislu male potro$nje reagenasa i zauzimanja posuda i radnog prostora, a glavni nedostatak je
potreba za koncentrovanjem finalnog ekstrakta ukoliko se zeli postavljanje zadovoljavajuce
niskih granica kvantifikacije (Purovi¢ & Pordevi¢, 2011).

Postupci pripreme uzoraka i karakteristike instrumentalne tehnike kojom bi uzorci bili
analizirani ¢ine dve strane pouzdane hemijske analize. Upotreba savremenih instrumentalnih
tehnika, koji se karakteriSu visokom osetljivos¢u i selektivno$éu, omoguéava upotrebu
pojednostavljenih postupaka pripreme uzoraka. Za instrumente sa visokom osetljivo$¢u to znaci
da se koraci koncentrovanja uzorka mogu preskociti, a da se problemi poput matriks efekta
mogu zaobi¢i razblazivanjem umesto iscrpnim precCiS¢avanjem ekstrakata. Instrumenti sa
visokom selektivnoséu omogucéavaju upotrebu manje selektivnih metoda ekstrakcije, sto ima
veliki znacaj u simultanoj analizi velikog broja analita.

2.3.2 Instrumentalne analiti¢ke tehnike

Analiza pesticida u vocu je dosta kompeksna, s obzirom na to da je voc¢e hemijski slozen matriks
u kome se pesticidi obi¢no nalaze u tragovima. U ovakvoj kombinaciji analita i uzorka
zadovoljavajucu, a verovatno i najvecu selektivnost imaju tehnike hromatografije. Najbolja
osetljivost se postize tehnikama masene spektrometrije.
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2.3.2.1 Gasna i te¢na hromatografija

Tehnika gasne hromatografije (engl. Gas Chromatography) se primenjuje za razdvajanje
jedinjenja koja se mogu prevesti u gasovitu fazu bez degradacije. Polarnija, slabo isparljiva ili
termo nestabilna jedinjenja podlezu degradaciji pri prvom kontaktu sa delovima gasnog
hromatografa, odnosno u samom injektoru ili na koloni.

Sastavne komponente gasnog hromatografa su nose¢i gas, sistem za uvodenje analita na kolonu
I kolona. Princip razdvajanja komponenti se zasniva na njihovoj razli¢itoj raspodeli izmedu
kolone — te¢ne stacionarne faze i nosec¢eg gasa — mobilne faze, odnosno razli¢itom afinitetu
prema koloni. Pripremljeni uzorak, naj¢es$¢e u te€nom stanju, se uz pomoc¢ Sprica unosi u
injektor aparata, koji je zagrejan na visoku temperaturu, pri cemu dolazi do isparavanja uzorka
odnosno analita i rastvaraca. Pare uzorka se uz pomo¢ noseceg gasa (helijum, azot) odvode do
kolone, koja je takode zagrejana, gde se vrsi razdvajanje. Brzina kojom jedinjenje prolazi kroz
kolonu zavisi od viSe faktora, a karakteriSe se veli¢inom koja se naziva retenciono vreme -
vreme koje protekne od unoSenja analita na kolonu, do njegovog izlazenja sa kolone. Faktori
su sledeci:

1) Tacka kljucanja analita (isparljivost) je direktno proporcionalna retencionom vremenu
analita. Sto je tatka kljuéanja niza, napon pare jedinjenja je visi, a time je i kraée retenciono
vreme, jer je veca verovatnoc¢a da se analit nalazi u parnoj fazi.

2) Afinitet analita prema stacionarnoj fazi - ako je polarnost kolone i analita sli¢na, retenciono
vreme je duZze, jer analit ostvaruje snaznije interakcije sa kolonom. Rezultat toga je da
polarna jedinjenja imaju duza retenciona vremena na polarnim kolonama, nego na
nepolarnim, na istoj radnoj temperaturi.

3) Temperatura kolone treba biti optimalna, odnosno uskladena sa prirodom analita. Suvise
visoke ili niske temperature ne doprinose dobrom razdvajanju analita. Posto realan uzorak
predstavlja smesu jedinjenja koja se po prirodi razlikuju, najbolje razdvajanje se postize
temperaturnim gradijentom odnosno postepenom promenom temperature.

4) Brzina protoka noseceg gasa je parametar koji treba biti optimalan. Previsok protok gasa
skracuje retenciono vreme, ali vodi loSem razdvajanju, jer analiti nemaju dovoljno vremena
za interakciju sa kolonom.

Kolone za gasnu
hromatografiju (Slika 2.3-2a)
nose naziv kapilarne kolone, Agilent JaW GC Columns
jer su u osnovi cevi malog "
pre¢nika (unutrasnji precnik
0,25 mm). Karakteristi¢na
duzina im je 30 metara.
Kolone su punjene ¢vrstom
fazom na ciju povrsinu je
naneSen tanak sloj tesko
isparljivog polimera, debljine Slika 2.3-2 Izgled kolona za gasnu (a) i te¢nu hromatografiju (b)
0,25 pum. lako su navedeni

parametri kolone — duzina, unutra$nji pre¢nik, debljina te¢nog polimera — parametri koji su
podlozni optimizaciji U zavisnosti od broja i prirode analita, oni su uglavnom standardizovani.
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Tako, najzastupljenije kolone za gasnu hromatografiju su nepolarne kolone, koje sadrze ¢vrstu
fazu na bazi silike impregniranu 5% difenil — 95% polidimetilsiloksanom - takozvane 5 ili 5MS
kolone, duzine su 30 m, unutrasnjeg prec¢nika 0,25 mm i debljine polimera od 0,25 pm. Poznata
je primena i polarnijih kolona (50% diphenyl 50% dimethylpolysiloxane) (Hrouzkova &
Palenikova, 2016).

Tehnika teéne hromatografije visokih perfomansi (engl. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) je alternativa tehnici gasne hromatografije, jer omoguéava analizu |
teze isparljivih odnosno lako razgradivih jedinjenja. Naziv je dobila po tome Sto se za
razdvajanje koriste ¢vrste faze sa malim ¢esticama - manjim od 10 pm.

Kolone za te¢nu hromatografiju Slika 2.3-2b) su znatno kra¢e u odnosu na kolone za gasnu
hromatografiju i ve¢inom su na bazi silike modifikovane oktadecil grupama (C18). Ova vrsta
stacionarne faze je osnova takozvane te¢ne hromatografije na reverznoj fazi, kojom se mogu
razdvajati manje polarna jedinjenja. Duzina HPLC kolona se kre¢e od 50 do 250 mm, a
unutrasnji pre¢nik od 2 do 4,6 mm. Veli¢ina Cestica punjenja kolone je vrlo bitan parametar
koji odreduje perfomanse teéne hromatografije. Ceste su kolone sa &esticama od 1 - 5 pm.
Karakteristi¢no je da sa smanjenjem promera Cestica, pritisak koji kolona moze da razvije
znatno raste, sto rezultira boljom rezolucijom i pruza moguénost za kracée trajanje analize. Stoga
se glavnim napretkom poslednjih godina smatra razvoj kolona sa Cesticama ispod 2 um, a
HPLC tehnika koja koristi ovakve kolone nosi naziv tecna hromatografija ultra visokih
perfomansi (engl. Ultra-High Performance Liquid Chromatography, UHPLC) (Wiest & Olivé,
2012). UHPLC obezbeduje brze razdvajanje i manju potroS$nju rastvarac¢a u odnosu na HPLC,
ali ako se koriste veCe brzine protoka, zbog manjih Cestica se javlja rizik od pojave
temperaturnog gradijenta duz kolone, §to lose utice na njene osobine (Fornstedt et al., 2015).

Mobilna faza odnosno eluent u te¢noj hromatografiji na reverznoj fazi je obi¢no organski
rastvara¢ mesljiv sa vodom poput acetonitrila, metanola, izopropanola ili voda ili njihova
smesa. Razlog za to je Cesta upotreba tehnika masene spektrometrije sa blagim vidovima
jonizacije, poput elektrosprej jonizacije — ESI u karakterizaciji analita. Izbor mobilne faze je
bitan faktor jer uti¢e na efikasnost procesa jonizacije analita i na eventualno formiranje adukata
sa nastalim jonima. Posto ESI podrazumeva rasprsivanje mobilne faze u jakom elektri¢nom
polju, pri ¢emu nastaju fine Cestice aerosola koje su naelektrisane, to znaci da efikasnu
jonizaciju analita omogucéavaju mobilne faze koje se lako rasprsuju, odnosno koje imaju malu
viskoznost, a to su rastvaraci poput acetona, alkohola ili acetonitrila. Pored vode, kao mobilne
faze se Cesto koriste i kiseli vodeni rastvori, kao i rastvori odredenih soli u svojstvu aditiva.
Aditivi se koriste da bi se kontrolisala pH vrednost tokom analize i da bi se obezbedilo efikasno
razdvajanje. Za obezbedivanje blago kiselih uslova rada koriste se siréetna ili mravlja kiselina
u koncentracijama od 0,10 do 1,00 %, a za blago bazne uslove je pogodan amonijum-hidroksid
u istom rasponu koncentracija. U slu¢aju rastvora soli, potrebno je da one budu lako isparljive
pri datim uslovima jonizacije. Zato se najceSce koriste vodeni rastvori sir¢etne Kiseline i
amonijum acetata ili mravlje kiseline i amonijum formijata.

Preporuka je da prvi izbor dvokomponente mobilne faze bude 0,10 % rastvor mravlje kiseline
i acetonitril (Shimadzu.com_01), jer se smatra da mravlja kiselina unosi manje primesa u
maseni spektrometar od siréetne kiseline i ima manju molekulsku masu od nje, pa njeni maseni
fragmenti ne predstavljaju interferente, dok acetonitril pruza veéu efikasnost jonizacije od
ostalih, jer ima manju viskoznost.
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Mobilne faze i aditivi, necistoce prisutne u njima, kao i sami molekuli analita medusobno, mogu
formirati adukte. Cesti su nekovalentni kompleksi poput protonovanih dimernih jona
([2M+H™]), pseudomolekulski joni sa razli¢itim katjonima ([M+NH4"], [M+Na'], [M+K™]),
adukti sa molekulima rastvaraa ([M+H2O+H'], [M+CH3OH+H"], [M+CH3CN+H],
[M+CH3COOQY), kao i polimerni joni, npr. dimeri i trimeri ([2M+Na*], [3M+H"]) (Chen et al.,
2007). Formiranje adukata je pozeljno u slu¢ajevima nedovoljne jonizacije analita odnosno
slabe zastupljenosti [M+H™] jona, pa se ¢ak male koli¢ine katjona i dodaju u eluent.

2.3.2.2 Masena spektrometrija

Masena spektrometrija je instrumentalna tehnika koju karakteriSe brzina i visoka osetljivost.
Joni, nastali jonizacijom ili fragmentacijom molekula analita, leze u samoj osnovi principa rada
ove tehnike, a razdvajaju se na osnovu odnosa svoje dve osobine - mase i naelektrisanja (m/z).
Ukoliko su joni nastali jonizacijom molekula analita, mogu pruziti informaciju 0 njegovoj
molekulskoj masi, a ukoliko su nastali fragmentacijom molekula analita, onda se mogu dobiti
informacije o njegovoj strukturi.

Faze u nastajanju masenog spektra, koji predstavlja rezultat rada masenog spektrometra su: (1)
uvodenje analita u maseni spektrometar, (2) jonizacija molekula analita do rezultujucih
jonizovanih molekula ili jonskih fragmenata u jonskom izvoru, (3) razdvajanje nastalih jona
prema odnosu njihove mase i naelektrisanja u masenom analizatoru i (4) detekcija razvojenih
jona.

2.3.2.2.1 Tehnike jonizacije molekula analita

Postoji veci broj razvijenih tehnika jonizacije. Dve tehnike koje su se medu prvima razvile su
jonizacija visoko-energetskim elektronima (engl. electron ionization, El) i hemijska jonizacija
(engl. chemical ionization, CI). Ove tehnike su takode komplementarne, jer hemijska jonizacija
pruza informacije o molekulskoj masi, dok jonizacija elektronima pruza informacije o strukturi
molekula.

Molekuli analita sudaraju sa o .
elektronima velike energije — VISOKOENERGETSKIH
obi¢no 70 eV — emitovanim od FRAGMENTACION

\/

strane usijanog filamenta i pritom l + _
cepaju na jonizovane fragmente .I {8?%} +@ +2o.
(Slika 2.3-3). Od dva moguca ] i
ishoda jonizacije prikazanih na —/%/

slici 2.3-3, usled ‘“agresivnog” %ﬁ

nacina jonizacije, praktiCno je moiexuaxaiira- ; ISHOD
mogu¢ samo fragmentacioni e I +
) g . o : : + 2¢ ®e
ishod, jer se molekulski joni,

[ ]

\

- v . . JONIZOVANI MOLEKUL ANALITA
nastali  otpustanjem  jednog

elektrona, ne vide u masenom
spektru, zbog slabe zastupljenosti. Slika 2.3-3 Jonizacija bombardovanjem visokoenergetskim

’ elektronima (izvor: Electron ionization — Wikipedia)
Hemijska jonizacija je “blag”
nacin jonizacije (engl. soft ionization), koji rezultuje nastajanjem pretezno pseudo molekulskih
jona, pa su oni najzastupljeniji u masenom spektru. Mehanizam nastajanja ovih jona se razlikuje

od mehanizma pri elektronskoj jonizaciji, a podrazumeva reakcije prenosa protona sa molekula
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gasovitog reagensa na molekule analita. Ulogu reagensa u hemijskoj jonizaciji najéesce imaju
metan, izobutan i amonijak. Efikasnost jonizacije u ovom slucaju zavisi od afiniteta molekula
analita prema protonima u odnosu na molekule reagensa.

U naknadno razvijene tehnike jonizacije ubrajaju se matriksom potpomognuta laserska
desorpcija/jonizacija (engl. matrix-assisted laser desorption/ionization - MALDI), desorpciona
elektrosprej jonizacija (engl. desorption electrospray ionization - DESI). Najcesce
primenjivanje tehnike jonizacije podrazumevaju jonizaciju na atmosferskom pritisku (engl.
atmospheric pressure ionization - API); to su elektrosprej jonizacija (engl. electrospray
ionization - ESI) i

hemijska jonizacija na

atmosferskom pritisku GAS ZA ESTIGLA REGIJA NA ATMOSFERSKOM

(engl. atmospheric ~ RASPRSIVANIE (t4kv)  PRITERC DSMERAVANIA NA
. ANALIZATORU

pressure chemical

S

ionization - APCI).
> 8

Osnovna konstrukcija ESI
jonskog izvora ukljucuje
iglu malog pre¢nika, koja

UBRIZGAVANIE
UZORKA
RASPRSIVAC

DESOLVATACIONI

prolazi kroz probu, kroz GAS
koju se uvodi te¢ni uzorak \
I koja se nalazi na visokom
elektricnom  potencijalu
(3-8 kV), komore za
ispravanje  tecne faze,
obi¢no  na  principu
zagrevanja i interfejsa sa
analizatorom koji se nalazi
pod vakuumom (Slika 2.3-4). ESI jonizacija je “blag” nacin jonizacije, a nastajanje
protonovanih molekulskih jona se odvija mehanizmom u dve faze. Prva faza formiranja jona
podrazumeva nastanak naelektrisanih kapljica tzv. Tejlorovih konusa, usled postojanja jakog
elektricnog polja. Druga faza formiranja jona podrazumeva isparavanje teéne faze, Sto je
potpomognuto paralelnim protokom gasa — azota, pri ¢emu gustina istoimenog naelektrisanja u
kapljici raste, rezultiraju¢i cepanjem kapljica na sitnije kapljice usled preovladivanja Kulonovih
sila u odnosu na povrsinski napon. Isti proces ponovljen kaskadno, dovodi do formiranja
protonovanih molekulskih jona analita bez prisustva rastvaraca, koji se kroz konusni deo —
skimer usmeravaju u analizator.

DESOLVATACIA  IZBITANIE
KATIONA

TAYLOR-OVA KUPA

REZIM RADA PRI NASTAJANIU
POZITIVNIH JONA

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

ESI ima nekoliko bitnih karakteristika: prva je moguénost nastajanja visestruko naelektrisanih
jona, $to omogucava analiziranje jedinjenja velikih molekulskih masa, poput proteina,
standardnim kvadrupolima kao analizatorima; druga karakteristika je izuzetno blagi nacin
jonizacije, a tre¢a karakteristika je jednostavnost u dizajnu i moguénost rada na atmosferskom
pritisku, §to omogucava rutinsko povezivanje sa sistemima te¢nih hromatografa (Chen et al.,
2007). Zbog toga Sto je jonizacija elektronima visoke energije posebno pogodna za
lakoisparljive analite - molekule male mase, a ESI i za lako i za tesko isparljive analite —
molekule velike mase, najzastupljenije kombinacije hromatografskih sistema i masenih
spektrometara odnosno analizatora su GC-EI-MS i LC-ESI-MS.

50



Osnovna konstrukcija APCI
jonskog izvora ukljucuje
probu kroz koju se uvodi te¢ni
uzorak i korona iglu na koju
se primenjuje visoka voltaza.
Zarazliku od ESl igle, koja se
nalazi u sklopu ESI probe,
korona igla se nalazi
odvojeno od APCI probe
(Slika 2.3-5). U APCI
mehanizmu, se vrsi
rasprivanje i desolvatisanje
teCne faze pomocu gasa za
rasprsivanje, najéeSc¢e azota i
zagrevanja. Desolvatisani
molekuli analita se potom |
jonizuju  prevashodno U sjika 2.3-5 Konfiguracija ESI probe (1,2) i APCI probe sa korona iglom
reakcijama sa molekulima (3,4) u okviru jonskog izvora

mobilne faze, kojih ima u visku u nastalom aerosolu, a koji su prethodno pobudeni u korona
praznjenju pod dejstvom visoke voltaze sa korona igle. Ovaj mehanizam vodi nastajanju
razli¢itih klastera molekula mobilne faze i molekula analita, koji bivaju razbijeni kolizijom sa
pobudenim molekulima gasa, pri ¢emu se u najve¢oj meri formiraju protonovani molekulski
joni analita. Tokom APCI jonizacije, moguca je termalna razgradnja termolabilnih molekula, a
time i ve¢i udeo fragmenata u izvoru, nego kod ESI jonizacije. APCI jonizacija je najefikasnija
u analizi termostabilnih, isparljivih i nepolarnih jedinjenja.

Idealne osobine bilo kog jonskog izvora podrazumevaju visoku efikasnost jonizacije i visoku
stabilnost nastalih jona, radi efikasne analize u narednom delu spektrometra - masenom
analizatoru.

2.3.2.2.2 Maseni analizatori

Osnovna funkcija masenog analizatora je da medusobno razdvoji jone koji dolaze iz jonskog
izvora. Razdvajanje jona se vrsi u zavisnosti od odnosa njihovih osobina — mase i naelektrisanja
(m/z). Analiza odnosa mase i naelektrisanja je razli¢ita u zavisnosti od analizatora. Ova analiza
se zasniva na merenju momenta kretanja kod magnetnih sektora, kineticke energije kod
elektrostati¢kih sektora, stabilnosti kretanja kod transmisionog kvadrupola, frekvence
orbitalnog kretanja kod 3D jonskog trapa, frekvence aksijalnog kretanja duz centralne elektrode
kod Orbitrapa, kao i brzine kretanja jona kod analizatora na principu vremena preletanja, (engl.
Time of Flight, TOF) (Hu et al., 2005).

Moguénost instrumenta da napravi razliku izmedu dva jona istog intenziteta i bliskih m/z
vrednosti definiSe se kao moc¢ razlaganja (resolving power) (Macherone, 2013). IUPAC
definicija mo¢i razlaganja se moze predstaviti izrazom m1/m1-m2 u slucaju kada izmedu dva
pika istih visina sa masama m1 i m2 postoji preklapanje na odredenom procentu visine bilo kog
pika (obi¢no je to 10 % visine). IUPAC definicija rezolucije masa se moze predstaviti izrazom
m/Am, pri ¢emu m predstavlja masu jednog pika u masenom spektru, a Am S$irinu tog pika
obi¢no na 50 % visine. To znaé¢i da mo¢ razlaganja od 100000 omogucava potpuno razdvajanje
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jonam/z 1000 od jona m/z 1000.01 pri 10% visine pikova (AmM = 0.01). Mo¢ razlaganja u opsegu
od 100 do 500 se smatra niskom, u opsegu od 1000 do 5000 srednjom, a u opsegu preko 10000
visokom (Downard, 2004a). Maseni analizatori poput magnetnog sektora i dvostruko
fokusirajuc¢eg analizatora rade pri konstantnoj mo¢i razlaganja, Sto znaci da se rezolucija
smanjuje sa porastom m/z, dok kvadrupol radi pri konstantoj rezoluciji u okviru datog m/z
opsega.

Transmisioni kvadrupol se sastoji od dva para medusobno paralelnih cilindri¢nih $ipki, pri
¢emu par Cine Sipke istog znaka potencijala koje se nalaze nasuprot jedna drugoj (Slika 2.3-6).
Na jedan par Sipki je primenjen konstantan napon, a na drugi par oscilirajuci radiofrekventni
napon. Joni se usmeravaju iz jonskog izvora u pravcu z-ose kvadrupola. Superpozicija
osciliraju¢eg napona na konstantni napon omogucava oscilaciju jona u pravcu x i y-ose. Ukoliko
je amplituda oscilacija prevelika, jon udara u jednu od Sipki i time se eliminiSe iz putanje ka
detektoru. Jedino joni koji ostvare optimalne oscilacije za date uslove, tj. odrZe stabilnu putanju
kroz kvadrupol, mogu dospeti do detektora. Rezolucija kod kvadrupola je obi¢no dovoljna za
razdvajanje jona u iznosu m/z ~ 0,3.

Transmisioni kvadrupol omogucava dva reZima rada masenog spektrometra. Skeniraju¢i rezim
rada (Scan mode) podrazumeva sekvencijalnu primenu razli¢itih potencijala na Sipke, Sto
omogucava u nekom trenutku rada analizatora stvaranje stabilne putanje za svaki jon koji dode
iz jonskog izvora, odnosno omoguéava se vremenski ograni¢eno (dwell time) ‘traZzenje’ jona na
svakoj vrednosti m/z u zadatom m/z opsegu. U toku rezima prac¢enja odabranog jona (Selected
lon Monitoring mode), u kvadrupolu postoje uslovi koji omogucavaju prolaz i detekciju
iskljucivo jona sa predefinisanim odnosom mase 1 naelektrisanja.

-
.,

Jonski izvor Kvadrupol Detektor

Jon sa stabilnom Jon sa nestabilnom

putanjom putanjom

Slika 2.3-6 llustracija konstrukcije i principa rada transmisionog kvadrupola (izvor: Shimadzu.com_02)
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Joni sa stabilnim oscilacijama

\ 7
\ \\ / Detektor
—— e \ — [
—_— o A n]

i /
JonskKi izvor / / \
/ e /

Ulazna elektroda ———

Izbacivanje jona sa nestabilnim

oscilacijama o] \
= | 54 =
<\ Y I
— \ = 5

— 4 ~

- \ ‘n__‘ [/
0\

/ /

B b

Slika 2.3-7 llustracija konstrukcije i principa rada 3D

jonskog trapa (izvor: Shimadzu.com_02)

y \ Izlazna elektroda
- =

Jonski trap ili jonska zamka funkcionise
slicno kao kvadrupol, ali se konstrukcijski
razlikuje, S$to omoguéava ‘skladistenje’
dospelih jona obi¢no na vreme reda veli¢ine
mikrosekundi. Postoje dve vrste jonskog
trapa — linearni i trodimenzionalni trap.

Trodimenzionalni jonski trap se sastoji od tri
elektrode — jedne ulazne, jedne izlazne i
centralne prstenaste elektrode (Slika 2.3-7).
Promenom napona ulazne i izlazne elektrode
vr$i se punjenje trapa. Radiofrekventni (RF)
napon primenjen na centralnu elektrodu
omogucava primljenim jonima da obrazuju
stabilnu 3D orbitalnu putanju, pri ¢emu je
radijus putanje ve¢i za jone manjeg Mm/z,
odnosno oni su blizi izlaznoj elektrodi.
Promena napona na centralnoj elektrodi
destabilizuje putanju jona u zamci, i to
najpre onih sa najveé¢im radijusom putanje,
pri ¢emu prvi pocinju da napustaju trap. Mo¢

razlaganja trodimenzionalnog jonskog trapa se kre¢e od 1000 do 4000.

Linearni jonski trap konstrukcijski
predstavlja transmisioni kvadrupol na
¢ije krajeve su dodate ulazna i izlazna
elektroda koje omogucéavaju zadrzavanje
jona. Sastoji se iz Cetiri hiperboli¢ne
Sipke usmerena jedna ka drugoj tako da
obrazuju kvadar (Slika 2.3-8). Zbog vece
zapremine linearni trap moZze da skladisti v
viSe jona od trodimenzionalnog trapa,
Sto rezultuje znatno ve¢om osetljivoscéu.
Maksimalni kapacitet skladiStenja jona
je procenjen na 7x10%, dok je broj
uskladistenih ~ jona  dovoljan  za
produkciju masenog spektra procenjen
na oko 2x10% §to je preko 10 puta vise
nego kod 3D trapa (Douglas et al.,
2005).

Slika 2.3-8 Primer konstrukcije linearnog trapa

(karakteristi¢na za LTQ XL instrumente; S1 — ulazna sekcija,
S2 — centralna, skladi$na sekcija i S3 — izlazna sekcija

Orbitrap™, izvorno konstruisan od strane Aleksandra Makarova, koristi elektri¢no polje za
hvatanje i skladiStenje jona. Sastoji se iz dve spoljasnje i jedne centralne elektrode, koje mu
omogucavaju funkciju analizatora, ali i detektora (Slika 2.3-9). Stabilno kretanje jona u okviru
Orbitrapa podrazumeva orbitalno kretanje oko centralne elektrode (Slika 2.3-9b) i istovremeno
oscilovanje u pravcu z-ose Orbitrapa. Jacanje elektri¢nog polja usled promene napona na
centralnoj elektrodi sazima putanju jona i drzi je u blizini centralne elektrode (tzv.
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elektrodinami¢ko sazimanje, engl.
electrodynamic squeezing) (Slika 2.3-9a), tako
da je gubitak jona usled sudara sa spoljnim
elektrodama minimalan. Kada se zavrsi
punjenje jonima, napon na centralnoj elektrodi

R 7 077
Joni razli¢itog odnosa mase i naelektrisanja -

imaju razlicite frekvencije oscilovanja, §to je b
osnova njihove detekcije. Detekcija jona se

vr§i merenjem promena u povrSinskom
naelektrisanju spoljasnjih elektroda, do kojih /_\
dolazi wusled periodicnog priblizavanja i %‘9\

udaljavanja jona od elektroda odnosno
oscilovanja. Sto je viSe jona prisutno i §to su
oni blizi spoljnim elektrodama, intenzivnija je
promena u naelektrisanju. Ove promene
stvaraju signale koji se obraduju kompjuterski !

primenom  Fourier-ove transformacije i Slika 2.3-9 llustracija konstrukcije Orbitrapa:

rezultiraju masenim spektrom. sazimanje kretanja jona oko centralne elektrode (a) i
oscilovanje jona oko centralne elektrode (b)

Prednosti Orbitrapa u odnosu na druge
analizatore su visoka moc¢ razlaganja — oko 150000, koja je rezultat toga da se elektricno polje
moze definisati sa visokom precizno$c¢u i veci kapacitet punjenja prostora za teze jone usled
nepostojanja zavisnosti skladisnog napona od odnosa mase i naelektrisanja (Hu et al., 2005).

Problem koji se javlja kod trapa bilo koje konstrukcije je space charge efekat. Efekat
podrazumeva interakcije izmedu jona koji se nalaze u ograni¢enom prostoru, a do kojih dolazi
kada broj jona prede odredeni limit. Interakcije utiCu na kretanja jona u samom trapu, $to za
krajnji ishod ima pogorSavanje perfomansi poput osetljivosti, preciznosti u merenju masa i moc¢i
razlaganja. Space charge efekat se kod Orbitrapa javlja pri znatno veéim gustinama
naelektrisanja u poredenju sa RF trapovima odnosno efekat je znatno smanjen zbog postojanja
centralne elektrode koja zaklanja jone sa jedne strane elektrode od dejstava jona sa suprotne
strane (Hecht et al., 2019). Ovaj problem se moze prevazi¢i odrzavanjem optimalnih gustina
jona u trapu, $to se postize kraéim vremenom punjenja trapa ili izolacijom jona. Savremeni
instrumenti implementiraju AGC proceduru (Automatic Gain Control) koja podrazumeva
kratak prescan kojim se odreduje koli¢ina jona u odabranom m/z opsegu i tako omogucuje
skladistenje optimalnog broja jona tokom analize (“AGC target value”) (Makarov et al., 2006).

Hibridni spektrometri predstavljaju spoj vise analizatora u okviru jednog instrumenta s ciljem
kombinovanja njihovih razli¢itih perfomansi poput moc¢i razlaganja ili brzine analize.

Trostruki kvadrupol (triple guad, QaQ) je prvi hibrid konstruisan za potrebe tandemske masene
spektrometrije, u kasnim 1970. godinama u Australiji (Downard, 2004b), a danas i najcesci
hibrid u upotrebi (Slika 2.3-10). Prvi i poslednji kvadrupol u nizu su klasi¢ni transmisioni
kvadrupoli koji rade na RF i DC naponima, dok sredi$nji kvadrupol ima ulogu kolizione ¢elije
1 radi iskljucivo pod RF naponom, omogucujuci jonima da budu koncentrisani u tom prostoru.
U njemu se nalaze helijum ili argon pod niskim pritiskom.
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Kombinacija kvadrupola i analizatora na bazi vremena preletanja (Qq-TOF) prvi put je
razvijena u ranim 1980. godinama, a prvi komercijalni instrument je nastao 1996.
Konstrukcijski gledano instrument se sastoji od trostrukog kvadrupola kod kojeg je poslednji
kvadrupol zamenjen TOF analizatorom; kod prve verzije instrumenta TOF je bio spojen sa Qq
linearno, a u poboljsanoj verziji koja se i danas koristi TOF je povezan ortogonalno (Slika
2.3-10). Prednost QQTOF instrumenta u odnosu na QgQ je velika mo¢ razlaganja koja iznosi
>10000, dok je nedostatak manja osetljivost u rezimu skeniranja prekursora (Chernushevich et
al., 2001).

Transmisioni ioilizions éelila Transmisioni
kvadrupol 1 (Q) ! ’ kvadrupol 2 (Q)

|
e

|

C-trap

a'—W|E[E__ [ -
Q =

OF -

T —J——
Orbitrapg 1

P

3) \/[

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

-f

Linearni trap (LT) i Orbitrap su prvi put spojeni u vidu hibrida pod nazivom LTQ Orbitrap
XL™ proizvodac¢a Thermo Fisher Scientific. Ovo je prvi komercijalni hibrid iz serije hibrida
koji implementiraju Orbitrap. Predstavlja spoj linearnog trapa i Orbitrapa preko zakrivljenog
kvadrupolnog trapa (C-trap) (Slika 2.3-10), ¢ija je osnovna uloga da preusmeri jone iz prvog
analizatora u Orbitrap u vidu paketa. U okviru hibrida linearni trap (LTQ XL™) moze da
funkcioniSe nezavisno, ali postoji mogucnost proSirenja detekcije na Orbitrap ukoliko je
potrebna veca preciznost u merenju masa.

Razvijeno je mnogo drugih hibrida na bazi Orbitrapa poput LTQ Velos™ (poboljsana verzija
kombinacije linearnog trapa i Orbitrapa), Q Exactive™ (kombinacija sa kvadrupolom) i
najnovijih tribrida Orbitrap Fusion™ i Orbitrap Fusion Lumos™ (kombinacija sa linearnim
trapom i kvadrupolom).

2.3.2.2.3 Tandemska masena spektrometrija

Tandemska masena spektrometrija je vid masene spektrometrije koji omogucéava analizu
strukture nepoznatog jedinjenja kroz sukcesivno fragmentisanje molekula. Ovaj vid
eksperimenata je mogu¢ kod masenih spektrometara koji u svom sastavu imaju kombinaciju
masenih analizatora, a ekskluzivno i kod 3D jonskog trapa. Eksperimenti podrazumevaju
aktivaciju i disocijaciju jona Cije se struktura Zeli ispitati tzv. prekursora (engl. parent ion) i
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analizu njegovih fragmenata (engl. daughter ions). Kod hibridnih instrumenata maseni
analizator koji sledi jonski izvor ima ulogu da izdvoji Zeljeni jon od drugih jona i da ga usmeri
u kolizionu ¢eliju u kojoj dolazi do fragmentacije prekursora. Maseni analizator koji sledi
kolizionu ¢eliju ima ulogu u analizi svih ili odabranog jona iz grupe fragmenata, $to zavisi od
vrste sprovedenog eksperimenta.

Postoji nekoliko mehanizama fragmentacije prekursora, a najces¢i je fragmentacija kolizijom.
U toku ovog procesa prekursori se sudaraju sa molekulima kolizionog gasa, koji je pod
odredenim pritiskom prisutan u kolizionoj ¢eliji. Kada se jon sa odredenom energijom kretanja
neelasticno sudari sa neutralnom vrstom, deo njegove energije kretanja prelazi u unutrasnju
energiju, ¢ije povecanje dovodi do fragmentacije jona (Sleno & VVolmer, 2004). Proces se moze
podeliti u dve faze. Prva faza procesa se naziva koliziona aktivacija (collision activation, CA),
gde nakon sudara dolazi do pobudivanja prekursora, koji se u narednoj fazi fragmentiSu

odnosno disosuju, a §to se naziva disocijacija izazvana sudarom (collision-induced dissociation,
CID).

Gas koji se koristi u koliziji treba da bude nereaktivan i sa visokim jonizacionim potencijalom.
Veli¢ina molekula gasa uti¢e na nacin rasejanja nastalih fragmenata, pri ¢emu je pozeljno zbog
efikasnosti detekcije jona da rasejanje bude malo. 1z ovih razloga najvise se koriste helijum ili
argon. Bitan parametar kolizije je i pritisak gasa unutar Celije. Sto je veéi pritisak gasa u ¢eliji
raste i broj jona podlozan sudarima, ali i verovatnoca da se jedan isti jon sudari viSe puta.
Takode povecava se verovatnoca da se i dobijeni fragmenti ekscituju i disosuju na nove
fragmente.

Kolizione energije pri kojima se deSavaju sudari i disocijacije se kre¢u od 1-100 eV u
kvadrupolima i jonskim zamkama (niske kolizione energije) do nekoliko hiljada eV u
sektorskim i TOF/TOF spektrometrima (visoke kolizione energije), dok se energije iz srednjeg
domena (100-1000 eV) koriste rede (Sleno & Volmer, 2004).

Postoji nekoliko vrsta eksperimenata u tandemskoj masenoj spektrometriji. Najprostiji
eksperiment podrazumeva da se odabrani prekursor fragmentise samo jednom. Posto se u celom
procesu dva puta primenjuje analiza masa — prilikom odabira prekursora i prilikom analize
njegovih fragmenata, ovakav tip eksperimenta se obelezava MS/MS ili MS? eksperiment.
Varijacije MS? eksperimenta prikazuje Slika 2.3-11.

Skeniranje prekursora (precursor ion scan) (Slika 2.3-11) podrazumeva eksperiment u kome
se odabranom fragmentu odgovarajuceg m/z trazi prekursor, odnosno rezultat eksperimenta je
detekcija svih prekursora koji fragmentacijom daju fragment predefinisanog odnosa mase i
naelektrisanja. Prvi maseni analizator radi u skeniraju¢em, a drugi u SIM rezimu.

Skeniranje fragmenata (product ion scan) (Slika 2.3-11) je prakti¢no kvalitativno ispitivanje
fragmentacije Zeljenog prekursora. Prvi analizator radi u SIM, a drugi u skeniraju¢em rezimu.

U eksperimentu pracenja gubitka neutralnog fragmenta (Slika 2.3-11) prvi analizator trazi
prekursor zadatog m/z, pri ¢emu drugi analizator trazi fragment odnosa m/z Koji je umanjen za
predefinisani iznos u odnosu na m/z prekursora.

Poslednja varijacija eksperimenta je tzv. monitornig odabrane fragmentacije ili ’reakcije’
(selected reaction monitoring, SRM) (Slika 2.3-11) u toku kojeg prvi analizator iz mase
prekursora bira Zeljeni prekursor koji se dalje fragmentiSe, pri ¢emu se ne belezi njegov
celokupni ishod fragmentacije ve¢ samo odredeni — Zeljeni fragment. Da bi se ova vrsta
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eksperimenta izvela potrebno je poznavati mehanizam fragmentacije datog prekursora,
odnosno najpre izvesti eksperiment skeniranja fragmenata, kako bi se upoznao ishod
fragmentacije prekursora i identifikovao karakteristican fragment koji bi bio pra¢en u SRM
eksperimentu.

Postoje i visestruki MS eksperimenti koji se obelezavaju sa MS" i predstavljaju monitoring
uzastopnih fragmentacija (consecutive reaction monitoring, CRM), koji u prakti¢cnom smislu
predstavljaju prosirenje SRM eksperimenta za jo$ po jedan korak — proizvod prethodne
fragmentacije je prekursor za narednu fragmentaciju (Slika 2.3-11). Za izvodenje ovog
eksperimenta potrebno je ispuniti iste preduslove kao i za SRM. Broj nivoa fragmentacije moze
i¢i do 10, mada je u praksi manji, zbog smanjenja raspolozivog broja jona.

Tandem-MS eksperimenti se mogu sprovoditi na hibridima i ekskluzivno na trapovima. Jonski
trap omogucava primenu tandemske masene spektrometrije, iako je sam po sebi jedan
analizator. Ovaj analizator je specifi¢an po tome $to se sve faze tandemske MS - odabir
prekursora, ekscitacija i fragmentacija - deSavaju u istom prostoru. Dok su kod QqQ ili QqTOF
faze tandemske MS sukcesivne u prostoru, kod jonskog trapa su sukcesivne u vremenu.

R?ZIm Koliziona ¢elija Rf.mm Tip MS" eksperimenta
analizatora analizatora
Faza 1 Faza 2 Faza 3 MS?
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{ (? /‘7
Scan OD - SIM Skeniranje prekursora
/‘ ©)

Energi{a f O
1
7
SIM O OD <L Scan Skeniranje fragmenata
°0 A4 ™0
6]

Energija s o O
1
Scan '{ & al Scan Pracenje gubitka
(m/z =x) © /‘ ~a 0 (m/z=x-n) neutralnog fragmenta
Energija
{ Monitoring odabrane
SIM SIM f iie (S
‘ ~a O ragmentacije (SRM)

Faza 3 (6.9..) _ MS" (1>=3)
Energija
Monitoring uzastopnih
SIM s < ~ SIM fragmentacija (CRM)*
o /‘ 0
Slika 2.3-11 Varijacije MS" eksperimenta; * tip eksperimenta mogu¢ samo kod jonskih zamki
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2.3.3 Validacija analitickih metoda

Izraz ‘validacija’ potice od latinske reci validus ¢iji je bukvalan prevod ‘jako’, a figurativan
prevod ukazuje da je nesto dokazano kao istinito, korisno i kao takvo prihvac¢eno (Araujo,
2009). Validacija analiticke metode predstavlja proces u toku koga se ispituju njene osobine i
ograniCenja, ali i faktori koji uti¢u na osobine metode i njihov opseg delovanja. Validacija sluzi
da pokaze da je metoda u skladu sa svrhom koja joj je namenjena, a krajnji cilj svake validacije
je da pokaze pouzdanost i preciznost metode u analizi realnih uzoraka, odnosno da se na osnovu
rezultata validacije sa sigurno$¢u moze tvrditi da je svaki rezultat rutinskih analiza tac¢an
odnosno blizak nepoznatoj pravoj vrednosti parametra koja se ispituje.

Postoji nekoliko situacija kada se analiticka metoda mora validovati. Validacija uvek prati
razvoj novih metoda. Pored toga primenjuje se i kada se osobine novorazvijene metode Zele
uporediti sa standardnom ili nekom drugom ve¢ postoje¢com metodom. Ponovnu validaciju
odnosno revalidaciju treba sprovesti ako se utvrdi da su osobine metode podlozne promenama
u toku vremena, kada se u metodu uvode novi koraci, kao i kada se planira primena razvijene
metode u drugoj laboratoriji ili na drugac¢ijem instrumentu.

Parametri metode koji se obic¢no ispituju prilikom validacije su selektivnost i specifi¢nost,
ta¢nost i preciznost, studije kalibracije (linearnost i kalibracioni opseg, matriks efekat), granice
detekcije i kvantifikacije. Mnoge internacionalno priznate organizacije, poput UdruZenja
analitickih hemicara (engl. 4ssociation of Official Analytical Chemists, AOAC), Evropskog
komiteta za normalizaciju (engl. European Committee for Normalization, CEN), Organizacije
za hranu i agrokulturu (engl. Food and Agricultural Organization, FAQO), Americke
administracije za hranu i lekove (engl. United States Food and Drug Administration, FDA) itd.
daju smernice za validaciju u okviru svojih normativa, koji sistematizuju parametre validacije,
njihove definicije i postupke ispitivanja.

Krajnji odabir parametara metode koji ¢e biti ukljuceni u validaciju i kriterijumi prihvatljivosti
za njih zavise od budué¢e namene metode. Na primer, da li metoda sluzi samo za utvrdivanje
prisustva analita u uzorku (kvalitativne metode) ili za okvirno odredivanje koncentracije analita
(semikvantitativne metode) ili sluzi za potpuno I precizno odredivanje koncentracije analita
(kvantitativne metode). Jasno je da za validaciju kvalitativnih metoda nisu relevantni parametri
koji se vezuju za koncentraciju analita poput studija kalibracije, ta¢nosti i preciznosti I granice
kvantifikacije, ali selektivnost, specifi¢nost i granica detekcije radi pouzdane identifikacije jesu
relevantni parametri.

2.3.3.1 Selektivnost i specifi¢nost

Selektivnost se moze definisati kao moguénost metode da pouzdano identifikuje analit u
slozenoj smesi bez negativnog uticaja interferenata iz smese na identifikaciju i moze se izraziti
kao dobra, losa, delimi¢na itd. Ukoliko je selektivnost potpuna, onda se govori o specifi¢nosti
odnosno o 100 % odsustvu efekata interferenata.

U sluc¢aju hromatografskih tehnika, selektivnost se definise kao mogucénost metode da precizno
izoluje analit iz realnog uzorka, sto se manifestuje u vidu ¢istog pika pravilnog oblika i dobre
rezolucije (Gustavo Gonzalez & Angeles Herrador, 2007). U skladu sa time jedan od nadina
procene selektivnosti metode jeste poredenje hromatograma blank uzoraka (bez prisustva
analita) sa hromatogramima blank uzoraka u koje je uneSen analit. Posmatra se da li se na
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retencionom vremenu analita u blank uzorku bez analita javlja pik, koji bi mogao doprineti
lazno pozitivnoj identifikaciji ili kvantifikaciji analita. Na piku analita iz blank uzorka sa
unesenim analitom se vrsi test Cistoce pika, na primer tehnikama masene spektrometrije, koji
treba da pokaze da pik poti¢e samo od jednog jedinjenja odnosno samo od analita. Jo§ jedan
nacin procene selektivnosti bi bilo poredenje hromatografskog odziva na datom retencionom
vremenu u rastvoru Cistog analita i rastvora analita sa primesama. Bilo koji doprinos matriksa
odzivu analita rezultuje u vidu proporcionalne ili aditivne greske; u tom slucaju se metoda
smatra nespecificnom.

2.3.3.2 Tacnost i preciznost

Procenjivanje korektnosti metode (engl. accuracy) omogucava procenjivanje ukupne greske
analize odnosno procenjuje uticaj i sistemske i slucajne greske na metodu. Korektnost metode
samim tim obuhvata procenu dva parametra — tacnosti (engl. trueness) — sistemske greske i
preciznosti (engl. precision) — slu¢ajne greske. U postupku validacije hromatografskih metoda
prihvaéeno je da se korektnost metode procenjuje na bazi minimum 9 merenja, odnosno tri
oblasti koncentracije (niska, srednja i visoka) u tri replikata, odabranih tako da pokrivaju opseg
kocentracija koji obuhvata sama metoda (Araujo, 2009).

Tacnost metode se moze definisati kao stepen poklapanja vrednosti ispitivanog parametra
dobijene kao rezultat analize srednje vrednosti replikata uzoraka i vrednosti koja je usvojena
kao istinita. Procena ovog parametra se moze vrSiti poredenjem izmerene vrednosti ispitivanog
parametra sa vredno$¢u tog parametra dobijenom analizom sertifikovanog referentnog
materijala ili poredenjem vrednosti ispitivanog parametra analiziranog metodom koja se
validuje sa vrednosc¢u istog parametra analiziranog referentnom metodom ¢ija tacnost je
poznata i potvrdena. Medutim, u svakodnevnim laboratorijskim analizama mnogo su ¢eSci
pristupi koji ne ukljuéuju upotrebu referentnih materijala. Ovi postupci podrazumevaju
unosenje poznate koli¢ine analita u uzorak (spajkovanje, engl. fortification) u najranijoj fazi
analize, kompletan tretman uzorka po metodi koja se razvija i kvantifikaciju analita u
spajkovanom uzorku, uzimajuci u obzir efekat matriksa. Ta¢nost metode se izrazava prinosom
analita odnosno procentom analita izolovanog iz matriksa.

Preciznost metode se moze definisati kao stepen poklapanja vrednosti ispitivanog parametra
dobijene analizom nekoliko replikata. Ispitivanje ovog parametra ukazuje na stepen rasipanja
ili neujednacenosti niza individualnih merenja, a izrazava se kroz standardnu devijaciju tih
merenja, varijancu ili koeficijent varijacije (relativna standardna devijacija) koji se izrazava
procentualno. Postoje tri osnovne vrste preciznosti: ponovljivost, reproduktivnost i srednja
preciznost.

Ponovljivost (engl. repeatability) se procenjuje u okviru jedne iste laboratorije, kroz kratko
vreme — u toku istog dana, tacnije sukcesivnom analizom nekoliko nezavisno pripremljenih
replikata uzoraka od strane istog analiticara, uz pomoc istih reagenasa i na istom instrumentu.
Ponovljivost se smanjuje sa porastom slozenosti matriksa koji se analizira (Chandran & Singh,
2007). Reproduktivnost se procenjuje analizom replikata istog uzorka zajednickom metodom u
okviru razli¢itih laboratorija. Ova vrsta preciznosti se uklju¢uje u validaciju ukoliko nekoliko
laboratorija planira implementaciju iste metode.
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2.3.3.3 Linearnost

Da bi kvantifikacija analita bila pouzdana i tacna potrebno je ispitati prirodu odnosa koji postoji
izmedu koncentracije analita i signala koji analit proizvodi na instrumentu. Povezanost
koncentracije analita 1 odziva instrumenta daje kalibraciona kriva, koja se dobija
instrumentalnom analizom kalibracionih standarda.

Kalibracioni standardi su rastvori analita nekoliko razli¢itih koncentracija koji, u zavisnosti od
potrebe koju namecée priroda analiziranog matriksa, mogu biti pripremljeni u organskim
rastvara¢ima ili u samom matriksu. Broj kalibracionih standarda i opseg koncentracija koji
pokrivaju (analiti¢ki opseg) moze da varira u zavisnosti od namene metode, ali je pravilo da
koncentracije analita budu ravnomerno rasporedene kroz ¢itav koncentracioni opseg, kao i da
opseg pokriva od 10 % do 200 % ciljane koncentracije analita, odnosno koncentracije koja se
o¢ekuje u uzorku. Veéina normativa za validaciju sugerise pet do osam kalibracionih standarda
analiziranih u minimum dva do Sest replikata, ali je u principu moguce koristiti manje
kalibracionih standarda u vise replikata ili obrnuto (Peters et al., 2007). Kada se utvrdi model
kalibracije, kalibracione krive se mogu konstruisati sa manjim brojem replikata ili bez njih.

Prema definiciji kalibracioni opseg metode predstavlja oblast izmedu dve grani¢ne
koncentracije analita u uzorku, u okviru koje analiticka metoda poseduje prihvatljiv nivo
linearnosti, ta¢nosti i preciznosti (Chan, 2008). To bi znacilo da analiticki i kalibracioni opseg
nisu jedno te isto, ali mogu biti ukoliko svi prvobitno odabrani nivoi koncentracija ispunjavaju
navedene Kriterijume linearnosti, tacnosti i preciznosti.

Linearnost analiticke metode predstavlja njenu sposobnost da pruzi rezultate koji su direktno
ili indirektno — putem matematickih transformacija — proporcionalni koncentraciji analita u
uzorku kroz ¢itav koncentracioni opseg koji je od interesa (Chandran & Singh, 2007). Drugim
re¢ima, linearnost sugeriSe da promena koncentracije analita u uzorku vodi ekvivalentnoj
promeni u odzivu instrumenta. Procena linearnosti metode se moze izvrSiti vizuelnom
procenom graficke zavisnosti koncentracije analita i 0odziva instrumenta, procenom reziduala,
faktora odziva ili procenta relativne greske povratno izraCunatih koncentracija, pri ¢emu
navedeni parametri ne iskljucuju jedni druge, ve¢ je najbolje da se procena linearnosti vrsi
njihovim paralelnim sagledavanjem.

Vizuelna procena kalibracione krive se sastoji u utvrdivanju eventualnog postojanja tacaka koje
mogu uticati na parametre kalibracione krive i postojanja nelinearnog trenda. Tacke od uticaja
mogu biti kalibracioni standardi sa koncentracijama znatno ve¢im od ostalih standarda, kao i
udaljene tacke — tacke u okviru kalibracione krive koje leze daleko od ostalih tacaka. Da bi se
izbegli ovakvi slu€ajevi, postuje se pravilo konstruisanja kalibracione krive sa ravnomerno
rasporedenim nivoima koncentracije analita i eliminisanje udaljenih tacaka iz kalibracije.
Ukoliko se udaljena tacka nalazi na sredini kalibracionog opsega ona uti¢e na odsecak
kalibracione krive, ali ako se nalazi pri visokim koncentracijama uti¢e i na odsecak i na nagib
krive. Nelinearni trend u promeni odziva sa koncentracijom analita se na prvi pogled moze
utvrditi preko vrednosti koeficijenta korelacije. Ovaj koeficijent u slu¢ajevima dobre korelacije
iznosi preko 0,9.
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Karakteristika linearnosti je postojanje homoskedasti¢nosti, odnosno ravnomerne distribucije
reziduala kroz ¢itav kalibracioni opseg. Rezidual se definiSe kao razlika izmedu izmerene
vrednosti 1 srednje vrednosti odziva koja je predvidena kalibracionim modelom. Ukoliko
postoji ocCigledan trend u raspodeli reziduala, odnosno njihova promenljivost sa promenom
koncentracije analita, onda se govori o heteroskedasti¢nosti i odsustvu linearnosti.

Faktori odziva predstavljaju odnos odziva instrumenta i pripadaju¢e koncentracije analita.
Graficka zavisnost faktora odziva i koncentracije kalibracionih standarda se sastoji u
prikazivanju mediana izracunatih faktora odziva (Rc) kao centralne linije na grafiku i dva
petoprocentna intervala poverenja odnosno linija postavljenih na 0,95 R¢ i 1,05 R¢ kao grani¢nih
linija (Jurado et al., 2017). Ukoliko vrednosti faktora odziva leze izmedu grani¢nih linija,
smatra se da je Citav analiticki opseg linearan.

Kada se utvrdi kalibracioni model, postaje moguce preracunati koncentraciju svakog
kalibracionog standarda svrstavanjem pripadajuéih signala u odabranu funkciju. Odnos razlike
izmedu ovih vrednosti — preraCunate (povratno izracunate) koncentracije i nominalne
koncentracije — pomnozen sa 100 % predstavlja relativnu gresku u proceni koncentracija analita
odabranim modelom kalibracije. Da bi se prihvatila linearnost odredenog opsega potrebno je
da relativne greske budu u granicama + 15 % odnosno + 20 % kada su u pitanju koncentracije
blizu granice kvantifikacije (Jurado et al., 2017).

2.3.3.4 Matriks efekat

Retki su slucajevi kada je pre¢is¢avanje uzoraka dovoljno selektivno da u potpunosti ukloni
interferente. Matriks efekat predstavlja svaki uticaj koekstrakata na beleZeni signal analita, bilo
da se radi o povecanju (pozitivan matriks efekat) ili smanjenju signala (negativan matriks
efekat). Ovaj fenomen je karakteristican za analizu sloZenih uzoraka, poput razli¢itih vrsta
namirnica, voca ili povréa. Prisutan je i u gasnohromatografskim i te¢nohromatografskim
metodama analize, a njegova priroda i mehanizam manifestacije kod ovih metoda su razli¢iti.
Osnovni problem koji proistice iz pojave matriks efekta je nepouzdanost u kvantitativnoj, ali i
kvalitativnoj analizi, ukoliko se pouzdano ne utvrdi da belezeni signal potic¢e samo od analita.

Mehanizam manifestacije matriks efekta u GC/MS tehnikama lezi u konkurenciji molekula
analita i molekula koekstrakata za vezivanje za aktivna mesta u hromatografskom sistemu, kao
1 zastitnoj ulozi molekula koekstrakata prema molekulima analita, kako je prvobitno objasnjeno
od strane Erney i saradnika (Erney et al., 1993). Kada se ubrizga ekstrakt sa analitom u
hromatografski sistem, jedinjenja iz matriksa uzorka blokiraju aktivna mesta, pre svega u
injektoru gasnog hromatografa, rezultiraju¢i u manjem procentu adsorbovanih molekula analita
i posledi¢no u vecem procentu molekula analita dospelog na kolonu. Ovo znaci da ¢e se
zabeleziti ve¢i signal analita, nego u slucaju kada se ubrizga rastvor analita bez matriksa
odnosno javlja se pozitivan matriks efekat. Negativan matriks efekat se objasnjava rastom broja
aktivnih mesta u hromatografskom sistemu za koje se vezuju molekuli analita, a usled
postepene akumulacije slaboisparljivih jedinjenja iz uzorka (Silvestro et al., 2013).

Matriks efekat je relativan parametar. Pored toga §to zavisi od vrste matriksa koji se analizira i
od same pripreme uzoraka (de Sousa et al., 2013), zavisi i od parametara instrumentalne analize.
Promena temperature u injektoru gasnog hromatografa utice na matriks efekat tako $to vise
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temperature smanjuju moguénost adsorpcije novih molekula, a ubrzavaju desorpciju
adsorbovanih molekula analita sa jedne strane, a sa druge strane ubrzavaju razlaganje
termolabilnih jedinjenja (Poole, 2007). Takode, matriks efekat moze da varira i za isti tip
uzoraka analiziran na istom instrumentu, ukoliko prode odredeno vreme izmedu analiza, jer je
stepen ¢istoce injektora odnosno inserta, a time i broj dostupnih aktivnih mesta razli¢it i zavisi
od broja izvedenih analiza i nagomilavanja molekula matriksa u insertu i na po¢etku kolone.

Mehanizam manifestacije matriks efekta u LC/MS tehnikama je vezan za jonizaciju analita u
masenom spektrometru. Smatra se da matriks efekat nastaje usled istovremenog eluiranja
koekstrakata i analita i posledi¢nog uticaja koekstrakata na efikasnost jonizacije analita, a time
I na osetljivost analize (Kruve & Leito, 2013). Efikasnost jonizacije molekula analita je manja
usled njihovog manjeg broja na povrsini kapljica u ESI izvoru u prisustvu matriksa, $to se
odrazava kao negativan matriks efekat. Ovaj problem nije prisutan u GC/MS analizi zbog
drugadijeg mehanizma jonizacije molekula analita.

Procena matriks efekta se moze vrsiti kroz Citav kalibracioni opseg ili za svaki kalibracioni
standard. S obzirom da matriks efekat utice na signal analita tj. odziv instrumenta, njegova
procena kroz kalibracioni opseg se zasniva na pracenju osetljivosti odnosno nagiba
kalibracionih krivi konstruisanih sa kalibracionim standardima pripremljenim bez matriksa — u
organskim rastvarac¢ima i pripremljenim sa matriksom - izraz [1]:

Matriks efekat, ME (%) = Nagib matriks krive/Nagib krive u rastvaracux100% [1]

Procena za svaki kalibracioni standard se vrSi poredenjem signala analita u standardu
pripremljenom sa matriksom sa signalom analita u standardu pripremljenom u rastvaracu —
izraz [2]:

Matriks efekat, ME (%) = Signal matriks standarda/Signal standarda u rastvaracux100% [2]

Prema izraunatim vrednostima, matriks efekat se moze klasifikovati u slab - do 20 %, srednji
- od 20 do 50 % i jak matriks efekat - preko 50 % (Madej et al., 2018). S obzirom da matriks
efekat nije moguce uvek eliminisati razvijene su razlicite tehnike sa njegovo prevazilazenje.

Prevazilazenje matriks efekta u LC/MS tehnikama se zasniva na razblazivanju uzoraka,
smanjivanjem brzine protoka mobilne faze ili ¢ak promenom jonizacionog izvora (Kruve et al.,
2009). Razblazenje uzorka ili ubrizgavanje manje zapremine uzorka smanjuje broj molekula
koekstrakata po jedinici povrSine naelektrisane kapljice u jonskom izvoru, time povecava
efikasnost jonizacije i anulira matriks efekat. Ukoliko razblazenje nije efikasan nalin,
intenzivnije preciS¢avanje uzorka moze biti reSenje (Bester et al., 2001).

Prevazilazenje matriks efekta u GC/MS tehnici se moze vrsiti upotrebom protektanata analita.
To su jedinjenja koja se nadmecu sa molekulima analita za aktivna mesta u hromatografskom
sistemu 1 time ih Stite od adsorpcije i termorazgradnje, a po strukturi su obi¢no molekuli koji
Imaju visoku sposobnost za gradenje vodoni¢nih veza i isparljivost sli¢nu analitima, uglavnom
sa alkoholnim funkcionalnim grupama.
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Modifikacije u pristupu kalibraciji podrazumevaju da se postigne identi¢nost izmedu uzorka i
kalibracionog standarda po pitanju matriksa koji vrsi uticaj ili po pitanju vrste molekula na koji
se vrsi uticaj. U skladu sa time postoje tri na¢ina modifikacije kalibracije u cilju prevazilazenja
matriks efekta:

1) Metoda internog standarda ispunjava uslov identi¢nosti vrste molekula na koji se vrsi uticaj,
pa je stoga mozda i najefikasniji nacin za kompenzaciju matriks efekta. Metoda
podrazumeva unosenje poznate koli¢ine internog standarda — izotopski obelezenog analita
u uzorak i u kalibracioni standard, a pretpostavka je da je matriks efekat koji deluje na obe
vrste molekula — analit i izotopsko obelezeni analit — identican $to proizilazi iz sli¢nosti u
strukturi. Ova metoda se ne Koristi u svim laboratorijama, jer su izotopska jedinjenja
uglavnom skupa, a takode i teSko dostupna za pojedine vrste analita.

2) Metoda standardnog dodatka i metoda kalibracije u matriksu ispunjavaju uslov identi¢nosti
matriksa odnosno kod ovih metoda se kalibracioni standardi pripremaju u matriksu koji se
analizira ili u reprezentativnom matriksu, tako da se o¢ekuje ekvivalentan matriks efekat na
analit u uzorku i u standardu. Metoda standardnog dodatka se primenjuje kada nije moguce
obezbediti blank matriks odnosno ekstrakt matriksa bez prisustva analita — $to je osnova
metode kalibracije u matriksu — i pretpostavlja da matriks efekat ne zavisi od koncentracije
analita. U praksi je ¢esto da se poslednji uslov ne moze ispuniti, §to zajedno sa velikim
utroskom vremena pri pripremi standarda ¢ini osnovne nedostatke ove metode.

3) Kalibracija u matriksu je najSire rasprostranjen nacin prevazilazenja matriks efekta.
Najta¢niji rezultati analize se dobijaju ukoliko su standardi pripremljeni u matriksu vrste
uzorka koji se analizira, medutim u slu¢ajevima kada se analizira veliki broj razlicitih tipova
uzoraka moguce je standarde pripremati u reprezentativnom matriksu odnosno matriksu
koji je sli¢an sa matriksom uzorka u pogledu sadrzaja vode, sadrzaja Kiselina ili Secera.

Alternativu intenzivnom precis¢avanju uzoraka s ciljem eliminacije matriks efekta pruzaju
maseni spektrometri koji omoguéavaju vecéu rezoluciju, kao i specifi¢cne tehnike tandemske
masene spektrometrije. Problemi lose jonizacije analita u izvoru ili loSeg razdvajanja na
hromatografskoj koloni ostaju kod slabije pre¢is¢enih uzoraka. Treba teziti kombinaciji ovih
nacina, s obzirom da za sada i jedan i drugi imaju odredene limite.

Pored toga Sto direktno utice na sSelektivnost, osetljivost i tacnost metode, matriks efekat
neposredno ima uticaj na jo§ dva parametra validacije metode — granicu detekcije i granicu
kvantifikacije, zato sto postoje metode procene ova dva parametra koje ukljuc¢uju nagib
kalibracione krive u oblasti niskih koncentracija.

2.3.3.5 Granica detekcije i granica kvantifikacije

Granica detekcije se moze definisati kao najniza koncentracija analita u uzorku koja se moze
detektovati, ali ne i pouzdano izmeriti; pri toj koncentraciji moze se izvrSiti identifikacija
analita. Granica kvantifikacije je po definiciji najniza koncentracija analita koja se moze meriti
sa prihvatljivim odstupanjem i prihvatljivom preciznoséu (Peters et al., 2007). Da bi neka
koncentracija bila usvojena kao granica kvantifikacije potrebno je da odstupanje izmedu
izmerene koncentracije i postavljene referentne vrednosti je bude u granicama £20 %, dok je
prihvatljiva preciznost takvih merenja 20 % (Peters et al., 2007).

63



U literaturi se srecu tri nacina za procenjivanje granice detekcije i granice kvantifikacije:

1)

2)

3)

Vizuelno procenjivanje je karakteristicno za granicu detekcije. Instrumentalno se
analiziraju uzorci koji sadrze niske i opadajuce koncentracije analita i prati se na kojoj
koncentraciji se poslednji put uocava prisustvo analita — u tehnikama hromatografije to je
prisustvo pika koji potice od analita.

Za instrumentalne tehnike kod kojih se javlja pozadinski signal (tehnike hromatografije)
Cest pristup je poredenje signala koji proizvodi uzorak sa niskom koncentracijom analita i
signala koji proizvodi blank uzorak. Ovo je tzv. metoda procene granica detekcije i
kvantifikacije preko odnosa signala i Suma (signal-to-noise, S/N). Granica detekcije prema
ovoj metodi je ona koncentracija analita u uzorku koja proizvede signal jednak trostrukoj
vrednosti Suma odnosno odziva blank uzorka, dok je granica kvantifikacije ona
koncentracija analita koja proizvede signal jednak desetostrukoj vrednosti Suma odnosno
odziva blank uzorka.

Procena ovih parametara se moze vrSiti i pomocu kalibracione krive konstruisane na bazi
standarda niskih koncentracija. U ovom slucaju granica detekcije (kvantifikacije) je jednaka
trostrukom (desetostrukom) odnosu standardne devijacije blank uzoraka ili standardne
devijacije odsecka kalibracione krive i nagiba kalibracione krive. S obzirom da nagib koji
figuriSe u ovakvim izrazima moze poticati od kalibracione krive pripremljene na bazi
rastvaraca ili od one na bazi proceduralnih standarda, granice detekcije i kvantifikacije se
mogu klasifikovati u granice instrumentalne detekcije i instrumentalne kvantifikacije i
granice detekcije i kvantifikacije same metode.

2.3.4 Literaturni pregled analitickih metoda za odredivanje ispitivanih pesticida

Standardne metode Evropskog komiteta za standardizaciju (engl. European Committee for
Normalization, CEN) koje se primenjuju u analizi pesticida u hrani biljnog porekla (Tabela
2.3-2) su metoda EN 12393 i njeni delovi, koji obuhvataju:

metodu ekstrakcije acetonom i sukcesivnu te¢no-te¢no ekstrakciju dihlormetanom i
pre¢is¢avanje na Florisilu®

metodu ekstrakcije acetonom, tecno-te¢no ekstrakciju sa dihlormetanom il
cikloheksanom/etilacetatom i precis¢avanje gel-propustljivom hromatografijom il
hromatografijom na silika gelu

i metodu ekstrakcije etilacetatom i ukoliko je potrebno precicavanje gel-propustljivom
hromatografijom.

Metoda pod oznakom EN 15662 je verzija QUEChERS metode sa citratnim solima.
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Tabela 2.3-2 Pregled standarda i tehnickih izvestaja Evropskog komiteta za standardizaciju koji se odnose na
analizu pesticida u hrani i analognih srpskih oznaka standarda (izvor: Institut za standardizaciju Srbije, 2020)

Oznaka EU standarda Srpska oznaka standarda Naziv
Metode

Hrana biljnog porekla — Multirezidualne metode za
EN 12393-1:2013 SRPS EN 12393-1:2014 odredivanje ostataka pesticida pomoc¢u GC ili LC-
MS/MS - Deo 1: Opsta razmatranja

Hrana biljnog porekla - Multirezidualne metode za

. ] odredivanje ostataka pesticida pomoéu GC ili LC-
EN 12393-2:2013 SRPS EN 12393-2:2014 MS/MS - Deo 2: Metode za ekstrakciju i
preciscavanje
Hrana biljnog porekla — Multirezidualne metode za
EN 12393-3:2013 SRPS EN 12393-3:2014 odredivanje ostataka pesticida pomoc¢u GC ili LC-

MS/MS - Deo 3: Odredivanje i testovi potvrde

Hrana biljnog porekla — Visestruka metoda za

odredivanje ostataka pesticida primenom GC i LC
EN 15662:2018 SRPS EN 15662:2018 zasnovanih na analizi ekstrakcije/raspodele
acetonitrilom i preci§¢avanju disperzivnom SPE —
Modularna QUEChERS metoda
Tehnicki izvestaji

Analiza hrane - Odredivanje ostataka pesticida LC-

CEN/TR 15641:2007 SRPS CEN/TR 15641:2009 MS/MS metodom - Parametri tandem-masene

spektrometrije

Analiza hrane — Odredivanje ostataka pesticida GC-
CEN/TR 16468:2013  SRPS CEN/TR 16468:2013 Mo Mmetodom = Retenciona vremena, parametri
masene spektrometrije i informacije o odzivu
detektora

Hrana biljnog porekla - Visestruka metoda za
odredivanje ostataka pesticida pomoc¢u GC ili LC
CEN/TR 17063:2017 SRPS CEN/TR 17063:2017  analize nakon ekstrakcije/raspodele acetonitrilom i
precis¢avanja pomocu disperzivne SPE - Podaci o
validaciji modularne QUEChERS metode

Tabela 2.3-3 pruza uvid u literaturni pregled osnovnih parametara metoda za odredivanje
pirimetanila, ciprodinila, trifloksistrobina, bifentrina i boskalida u jabukama. Veliki deo metoda
zastupljenih u literaturi su standardne metode. U konsultovane 22 publikacije najzastupljenije
metode pripreme jabuka za analizu su QUEChERS metoda i njene modifikacije (6/20) i metode
ekstrakcije rastvara¢ima (5/20). Slede ih kombinacija ekstrakcije rastvara¢ima i SPE
preciscavanje (5/20), metoda analize koja ne podrazumeva posebnu pripremu jabuka za analizu
(3/20), tehnike mikroekstrakcije npr. SPME (2/20) i disperzna ekstrakcija u ¢vrstoj fazi (1/20).

QUECHhERS metoda je aktuelna i uvek je slede hromatografske tehnike povezane sa tehnikama
masene spektrometrije. Od 6 primenjenih QUEChERS metoda 3 spadaju u standardne metode
(citratna i acetatna verzija).

Metode ekstrakcije rastvara¢ima Se rede srecu u publikacijama novijeg datuma, sem pri
upotrebi voltametrije kao detekcione tehnike; potiskuju se tehnikama mikroekstrakcije zbog
njihove ekonomi¢nosti u pogledu utroska male koli¢ine rastvaraca.

65



Kombinacija ekstrakcije rastvara¢ima i SPE prec¢is¢avanje — ekstrakcija acetonom, pa te¢no-
teéno ekstrakcija dihlormetanom sa prate¢im preéiséavanjem na Florisilu® je standardna
metoda EN 12393; u pregledanim publikacijama je imala namenu u ispitivanju trenda
razlaganja pesticida nakon aplikacije u realnim uslovima (Piechowicz et al., 2016; Podbielska
etal., 2017, 2018) ili tokom skladistenja jabuka (Sadlo et al., 2016a) ili u ispitivanju korelacije
izmedu naneSene doze i detektovane koli¢ine pesticida u zrelim plodovima jabuke (Sadlo et al.,
2016b).

Od svih sagledanih metoda pripreme jabuka za analizu metode koje ne ukljucuju posebnu
pripremu su idealne za skrining metode (engl. screening) (Edison et al., 2011; Farre et al., 2013;
Kern et al., 2014). Mogu¢énost eliminisanja pripreme uzorka kod ovih metoda potice od
superiornosti kori§¢ene instrumentalne tehnike — kombinacije DART jonizacije i masenih
analizatora visoke preciznosti i mo¢i razlaganja.

U pregledanim publikacijama hromatografske tehnike kao sastavni deo primenjenih
instrumentalnih tehnika su preovladujuce (15/20); gasna hromatografija (10/20) se srece ¢esce
od te¢ne hromatografije (4/20), pri ¢emu jedna publikacija prezentuje korisé¢enje obe tehnike
(Kim et al., 2016).

Medu tehnikama detekcije preovladuje masena spektrometrija (12/20). Sledi je korisenje NPD
I MECD detektora (4/20), nezavisno ili u medusobnoj kombinaciji kao i DAD detektora (1/20)
i paralelna upotreba DAD detektora i masene spektrometrije (1/20). Voltametrija (2/20) je nasla
primenu u analizi pesticida iz grupe anilinopirimidina.

Matriks efekat se kao parametar validacije metode procenjuje u dve publikacije (Liu et al.,
2010; Liang et al., 2013). lako je procenjeno da je zanemarljiv, kvantifikacija je vr§ena putem
kalibracije u matriksu, kao i u ve¢ini ostalih metoda (Lacassie et al., 1998; Huskova et al., 2008;
Zhou et al., 2011; Sadlo et al., 2016b; Podbielska et al., 2018).

Kriterijumi neke skrining metode bi bili §to manji broj koraka u pripremi uzorka, upotreba
ekonomicnih reagenasa i kratko vreme analize. U pregledu literature utvrdeno je da je 19
metoda razvijeno sa ciljem monitoringa pesticida odnosno analize pesticida radi procene
kontaminacije jabuka. Medu tim metodama Kriterijume prave skrining metode ispunjavaju 3
metode koje ukljucuju upotrebu DART/MS analize.

66



Tabela 2.3-3 Literaturni pregled metoda za odredivanje predmetnih pesticida u jabukama i njihovih osnovnih parametara

Instrumentalna

.. . T Tacnost Opseg
Analiti Priprema uzorka tehnika Tranzicije/joni, m/z (preciznost), % linearnosti LOD LOQ Referenca
‘o Pirimetanil: 198, 199,
61 Pef't',c'? Modifikovana 200 -1 2,66 ngmL*
ukljucujuci QUEChERS - 500 0,80 ngmL (trifloksistrob
pirimetanil, . GC/IMS, SIM Ciprodinil: 224, 225 nije naznageno ngmL™* (trifloksistrobin) ‘. Huskova et
- - metoda — nacin .. ) . . 4 in) - 11,99
ciprodinil, usitniavania rezim Trifloksistrobin: 116, (10-20) (1-500 - 3,6 ngmL namL-t al., 2008
trifloksistrobin, . ! 186. 377 ugkg™) (pirimetanil) . _g .
bifentri uzorka : (pirimetanil)
rentrin Bifentrin: 181, 165, 166
Kombinacija korespondira
- dvostruke ;
boskalid i - Od 70 do 120 001-1 . N najnizem Podbielska
. . ekstrakcije GC/NPD / 1 nije naznac¢eno .
piraklostrobin . (<20) mgkg nivou etal., 2018
rastvaracem i SPE . .
. spajkovanja
preciscavanja
Od 79 do 81
(38-115)
140 pesticida P Povrsine
ukljucujuéi svih ol LJJretanskom DART/HRMS  Protonovani molekulski nije nife naznadeno nije Edison et
5 predmetnih P enom i niena (Orbitrap) joni [M+H*]* naznaceno ! naznaceno al., 2011
pesticida P J

analiza




.. . Instrumentalna S Tacnost Opseg
Analiti Priprema uzorka tehnika Tranzicije/joni, m/z (preciznost), % linearnosti LOD LOQ Referenca
Boskalid: 343,1—307,1
1343,1—140,0
cc-ms/Ms  Ciprodinil: 226,2—77,1
(bifentrin) i 1226,2—93,1 0d 93,5 (1,0)
320 pesticida, Citratna LC-MS/MS Pirimetanil: trifloksistrobin od 0,05 (trif?:kggtrob
ukljudujuéi svih (ciprodinil, 200,1-77,1 i (200 ugkg?) do  0,005-100  (trifloksistrobin) . Kimetal.,
S QUEChERS o - 1 1 in) do 7
5 ispitivanih metoda pirimetanil, 200,1—181,1 106,1 (6,0) pgL do 5 pgkg gkg'® 2016
pesticida trifloksistrobin Trifloksistrobin: boskalid (50 (ciprodinil) (ciprodinil)
, boskalid), 409,2—186,1 i kg)
.. > ’ HOKg
MRM rezim 409,2—206,1
Bifentrin: 181—166 i
181—167
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Tabela 2.3-3. Nastavak

Instrumentalna

Analiti Priprema uzorka . et Taénost (preciznost), % . Opseg . LOD LOQ Referenca
tehnika m/z linearnosti
Kombinacija Od 106,2 (4,5)
. ; -1 -1
_boskalid, dvostruke GC-MS/MS, . . (boskalid, 001 mgkg™) 5555 . 0,01 mgkg™ o 1o et al,
trifloksistrobin i ekstrakcije MRM reim nije naznaceno do 112,8 (2,2) maka-l nije naznaceno (boskalid i 20164
jo§ 2 pesticida  rastvaradem i SPE (trifloksistrobin, gxg trifloksistrobin)
precis¢avanja 0,5mgkg?)
- te€no-Cvrsto
krezoksi ealzseggrl:g:r;a GC/MS, SIM 91.1(115) (0.1 mgkg 0,05-5 Liuetal
ezoxsIm-, 140 i 342 D) o 0,015 mgkg® 0,05 mgkg™ luetal,
metil i boskalid - teéno-tecno rezim 105.1 (6.4) (0.5maka-: mgL 2010
ekstrakcija 1 (64) (0.5mgkg™)
dihlormetanom
Boskalid:
342,9—307 i
17 pesticida 342,9—1399  0d 65,2 (0,02 mgkg?,
uklju¢ujuci Acetatna i citratna i Ciprodinil: pirimetanil, citratna . .
ciprodinil, QUECHERS LC-MSIMS, = 609301  metoda) do 136, (0,2 Nije Nije naznadeno  Nije naznageno ~ Crisua et
L . MRM rezim 4 o naznaceno al., 2015
pirimetanil, metoda 226,0—108,0 mgkg™, ciprodinil,
boskalid Pirimetanil: citratna metoda)
200,0—~107,0i
200,0—82,0
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Tabela 2.3-3. Nastavak

- . Instrumentalna  Tranzicije/joni, Taénost . .
Analiti Priprema uzorka tehnika iy (preciznost), % Opseg linearnosti LOD LOQ Referenca
0,008-0,211
GC/NPD mokg
L . L (boskalid)
boskalid, Kombinacija (ciprodinil) 0Od 86,5 (2,3_)1 0,01 mgkg"!
ciprodinil dvostruke (0,011 mgkg 0,011-0,269 (boskalid sadlo et al
ctprodinl, ekstrakcije GC/UECD / boskalid) do 98,1 mgkg'™ Nije naznaceno DOSKald, g
trifloksistrobin i . (boskalid i 1 . . ciprodinil, 2016b
. .. rastvarac¢em i SPE . " . (2,8) (0,009 mgkg (ciprodinil) . . .
jos 3 pesticida e, ) trifloksistrobin . . - trifloksistrobin)
precis¢avanja ) trifloksistrobin) 0,007-0,171
mgkg™*
(trifloksistrobin)
61,74 (19,2) (0,1
mgkg™)
bifentrinijos8  COUAKCIA GoMs Siv 82,49 (11,0) (0,5 Lacassie et
n smesom 181, 165, 166 ’ T 0,05-50mgkgt 0,01 mgkg® 0,02 mgkg™
pesticida y rezim mgkg™) al., 1998
rastvaraca
60,86 (6,7) (2
mgkg™)
Cedeni sok jabuke
pomesan sa 10 101,0 (3,56) (1,0 Avhan &
ciprodinil mL smese Voltametrija / ugmL?) 100,8 0,25- 4,0 mgL* 0,076 mgL* 0,25 mgL™ Ina)r/n 2020
aceton:voda (1,42) (2,5 ugmLY) '

(50:50)

. . 90,0 (7,86) (0,02 .
azoksistrobin i Disperzija ugg™) Giza &
trifloksistrobin matriksa u ¢vrstoj GC/uECD / 0,02 - 1,0 ng 0,01 mgkg™* nije naznateno  Sztwiertnia,

fazi (MSPD) 106,1 (2*817) ) (0.2 2003
Hag
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Tabela 2.3-3. Nastavak

Analiti Priprema uzorka Instrumgntalna UM el Taénost (preciznost), % . Opseg . LOD LOQ Referenca
tehnika m/z linearnosti
Ekstrakeija Navickiene
§ 96,0 (4,2) (0,2 mgkg™ - -
pirimetanil . smes.om GC/NPD / “.2)( gka™) 0,05 2’10 mgkg 0,1 mgkg™* 0,1 mgkg™* & Ribeiro,
etilacetat:heksan 95,0 (2,4) (1 mgkg™)
S 2001
11
Ekstrakcija
smeSom
- . etilacetat:heksan . 104,0 (3,2) (2 mgkg™) 1,04 uM L . Garrido et
pirimetanil ) . Voltametrija / 10 - 80 uM (0,21 mgkg nije naznac¢eno
50:50, uparavanje 97,1 (1,8) (8 mgkg™) 1 al., 2016
pa rastvaranje u
etanolu
Mikroektrakcija
. . pospesena LC-DAD/ESI- 86.0 (5.8) (0.1 gl i
d'eit:;fnfgt';?:i? ' Ultrazvukom i MS, SIM 199,9 107,7 0(58) (01 1g " ) 0,05 LZ_?OO 0,01 gL  nije naznadeno Chegglelt al,
P surfaktantom rezim 94,0 (5.1) (1 ngL™) Mg
(UASEME)
. Pirimetanil: Pirimetanil: 99,2 (6,9)
pirimetanil, '\goudE";':'EoE"F‘jga UHPLC. 200—107 i (0,002 mgkg'™) 89,1 01ugkg? 0,35 pgkg?!
ciprodinil i 200—82 (7,8) (2 mgkg™) 0,002 - 2 mgkg~  (pirimetanil)  (pirimetanil)  Liang et al.,
S metoda (1% MS/MS, i . . - 1 1 -1 2
mepanipirim i siréetne u MRM rezim Ciprodinil: Ciprodinil: 93,6 (12,5) 0,18 pgkg 0,58 ugkg 013
metabolit acetonitrilu) 226—93 i (0,002 mgkg™) 88,3 (ciprodinil) (ciprodinil)
226—108 (9,8) (2 mgkg™)
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Tabela 2-3.3. Nastavak

Opseg

Analiti Priprema uzorka Instrume.zntalna Tranzicijefjon, Tacnost (preciznost), % . . LOD LOQ Referenca
tehnika m/z linearnosti
Ekstrakcija
pospesena
mikrotalasima
disp(e,:/lzﬁ\/iz E[):(“:no L4 ugkg™
i i ) 101,3 (pulpa ulpa
dle::;;ig;&:]ri? ! te¢no HPLC/DAD / (pulpa) 8 - 400 pgkg™ (pulp )_1 nije naznaceno Zhozlé)itlal"
P mikroektrakcija 83,8 (kora) 1.5 pgkg
sa solidifikacijom (kora)
na niskoj
temperaturi
(DLLME-SFO)
ciprodinil i jos Acetatna GC/APCI- 226,1344:  111,0(8,0) (0,00 mgkg™) 10— 250 pgL- nije . Cerveraet
icid QUEChERS 1 1 N 0,01 mgkg | 2
15 pesticida metoda TOF 93,0578 90,0 (3,0) (0,1 mgkg™) naznaceno al., 2014
Pirimetanil:
Modifikovana 0,07 (ostale
Schenck-ova metode) i 0,15
iri i metoda/MSPD/ kg
pirimetanil, ) 198,199 nije nije HOK Hercegova
ciprodinil i jo§ QUEChERS GC/MS 70 — 110% (<20%) y N (Kvecers)
. - 224, 225 naznaceno naznaceno . L et al., 2006
18 pesticida /Modifikovana Ciprodinil:
QUEChERS 0,11 (Schenck)
metoda —0,65 ugkg™
(MSPD)
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Tabela 2-3.3. Nastavak

Analiti Priprema uzorka Instrumgntalna UM el Taénost (preciznost), % . Opseg . LOD LOQ Referenca
tehnika m/z linearnosti
irimetanil 1 jo$ Bez pripreme nije Farre et al
Il)2 ksenobiotjika direktno izlaganje DART/MS 200, 117 nije naznaceno nije naznaceno nazn ;éeno nije naznaceno 2013 !
kore jonizatoru
. . . Brisanje povrsine
mﬂicr)iﬁ:estgr?iblm Jabuka 409,137, nije Kern et al
.p R poliuretanskom DART/MS 200,118; nije naznaceno nije naznaceno JV nije naznaéeno "
ciprodinil i jo§ enom i niena 996.133 naznaceno 2014
159 pesticida P " '
analiza
GC/NPD
Ciprodinil, Kombinacija (ciprodinil)
trifloksistrobin, dvostruke niie Piechowicz
boskalid, ekstrakcije GC/ MEF:D_ / nije naznaceno nije naznaceno nazn ;éeno nije naznaceno ctal. 2016
piraklostrobini  rastvaratem i SPE _Ectljolfk_a“d '_ v
kaptan precis¢avanja triflo S)IStrObm
Kombinacija
e dvostruke . .. .
Boskah_d ijos 6 ekstrakeie GC/INPD i / 20-120 % 0,01- }1,0 nije 0,01 mgkg"! Podbielska
pesticida rastvaradem i SPE GC/uUECD mgkg naznaceno etal., 2017
precis¢avanja
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3 EKSPERIMENTALNI RAD



3.1 Plani program eksperimentalnog rada

Osnovni cilj istrazivanja je bio razvoj skrining metoda za analizu odabranih pesticida u
jabukama, koje bi predstavljale alternativu standardizovanim metodama analize. Modifikacija
u odnosu na standardizovane metoda se ogleda pre svega u segmentu ploda jabuke koji je
predmet analize.

S obzirom da kora jabuke ima retencione ili akumulacione sposobnosti — uz pretpostavku da
poseduje retencioni kapacitet i prema predmetnim pesticidima — moze se smatrati indikatorom
kontaminacije pesticidima. 1z tog razloga skrining metode su razvijane na bazi kore jabuke kao
matriksa. Parametri validacije su procenjivani za koru razli¢itih sorti jabuka, s obzirom da se
njen sastav razlikuje u zavisnosti od sorte, pa se donekle mogu smatrati razli¢itim matriksima.
Odabir sorti je izvrSen u skladu sa njihovom zastupljeno$¢u na domaéem trzistu odnosno
komercijalnim znacajem: koriséene su jabuke sorti Ajadared, Zlatni Delises i Greni Smit.

Implementirani su instrumenti razli¢itih Kkarakteristika i perfomansi u cilju sagledavanja
efikasnosti njihove primene u domenu skrininga. Razvijeni su postupci pripreme uzorka koji
su kompatibilni sa koris¢enom instrumentalnom tehnikom, prate¢i nac¢elo ekonomicnosti po
pitanju vremena analize 1 koriS¢enih reagenasa.

IzvrSena je uporedna analiza parametara validacije razvijenih metoda i parametara validacije
razli¢itih verzija QUEChERS metode (standardizovane metode).

Razvijena analiticka metoda koja ukljucuje instrumentalnu tehniku gasne hromatografije
primenjena je u ispitivanju prodora predmetnih pesticida kroz koru ploda jabuke odnosno
retencionog kapaciteta kore.

Razvijena analiticka metoda koja ukljuCuje instrumentalnu tehniku gasne i tecne
hromatografije primenjene su u skriningu uzoraka sa trzista.
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3.2 Instrumenti

U razvoju metoda koris¢eni su sledeci instrumenti i varijabilni delovi instrumenata (Slika 3.2-1
- Slika 3.2-3):
Instrumenti
1 Autosempler HP 7683 (Hewlett-Packard, USA)

sa G2612A ALS interfejs plo¢om, G2613A injektorom (S/N US02315013) i G2614A drza¢em
viala (S/N CN40627846) kapaciteta 100 viala.

2 Autosempler Surveyor (Thermo Finnigan, USA)
S/N 55956, sa 5 drzaca viala (A-E) kapaciteta svakog 40 viala, grejacem za kolonu (5-95 °C) i
kontrolom temperature viala (0-60 °C).
3 Autosempler Accela (Thermo Scientific, USA)
S/N 80812, sa 5 drzaca viala (A-E) kapaciteta svakog 40 viala, grejacem za kolonu (5-95 °C) i
kontrolom temperature viala (0-60 °C).
4 Gasni hromatograf HP 6890 (Hewlett-Packard, USA)

S/N DE00021653, sa split/splitless inletom, splitless lajnerom (P/N 5190-5112), kapilarnim
tipom kolone i pe¢nicom sa opsegom radne temperature 60-350 °C.

5 MS pumpa Surveyor (Thermo Scientific, USA)

S/N 61670, kvaternarna low-pressure pumpa (radni opseg 40-400 bar), sa ugradenim sistemom
za degasiranje eluenata i dampiranje pulsacija i sa opsegom brzine protoka eluenta od 0,20
puLmin (izokratno)/25 pLmin (gradijentno) do 2000 pLmin™.

6 MS pumpe Accela 1250 (Thermo Scientific, USA)

S/N 700285 i 81834, kvaternarne low-pressure pumpe (radni opseg 10-1000 bar), sa ugradenim
sistemom za degasiranje eluenata i dampiranje pulsacija i sa opsegom brzine protoka eluenta
od 1,00 pLmin? (izokratno)/50 pLmin* (gradijentno) do 1000 pLmin.

7 Maseni spektrometar HP 5973 (Hewlett-Packard, USA)

S/N DEB80310294, sa jonskim izvorom sa elektronskom jonizacijom (engl. electron impact
ionization, EI) i sa transmisionim kvadrupolom (single quadrupole).

8 Maseni spektrometar LCQ Advantage (Thermo Finnigan, USA)

S/N LADO0O0113, sa pumpom za uvodenje uzorka putem Sprica, APl jonskim izvorom
(elektrosprej ili APCI) i sa 3D jonskim trapom.

9 Maseni spektrometar LTQ XL/LTQ Orbitrap (Thermo Electron Corporation, USA)

S/N 01281B, sa pumpom za uvodenje uzorka putem Sprica, API jonskim izvorom (elektrosprej
ili APCI) i sa kombinacijom linearnog jonskog trapa i Orbitrapa.

10 Maseni spektrometar TSQ Quantum Ultra (Thermo Electron Corporation, USA)

S/N TQUO1162, sa pumpom za uvodenje uzoraka putem Sprica, APl jonskim izvorom
(elektrosprej ili APCI) i sa trostrukim kvadrupolom.

78



Varijabilni delovi jonskih izvora
1 ESI proba

P/N 97144-60060, sa 26-gauge iglom (P/N 00950-00990) i fused-silica tubing-om 0,10 mm ID
x 0,19 mm OD

2 (Heated) ESI proba (HESI)

P/N 97055-60140 sa metalnom 26-gauge iglom (P/N 97055-20273) i fused-silica tubing-om
0,10 mm ID x 0,19 mm OD (P/N 00106-10499).

3 Heated ESI proba Il (HESI 1)

P/N OPTON-20037 sa 32-gauge needle insertom (OPTON-53010) koji sadrzi ESI iglu i unutar
nje metalnu iglu.

4 APCI proba

P/N OPTON-20012 sa mlaznicom (P/N 97055-60090) koja sadrzi fused-silica tubing 0,15 mm
ID x 0,39 mm OD (00106-10498) i sa corona iglom (P/N 70005-98033).

Autosempler Surveyor Autosempler Accela

Slika 3.2-1 Tipovi autosemplera i MS pumpi kori§¢enih u okviru istraZivanja
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Konfig j;iéija 1

LCQ Advantage =

TSQ Quantum Ultra

- 750 QoawTUM Ue

Slika 3.2-2 Tipovi masenih spektrometara kori$¢enih u okviru istrazivanja
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3 HESIII

Slika 3.2-3 Tipovi varijabilnih delova API jonskih izvora (varijante ESI probe (1-3) i APCI proba (4))
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Finalne konfiguracije instrumenata
CONF-1

Konfiguracija ukljucuje Autosempler HP 7683 (Hewlett-Packard, USA), Gasni hromatograf
HP 6890 (Hewlett-Packard, USA) i Maseni spektrometar HP 5973 (Hewlett-Packard, USA).

CONF-2

Konfiguracija ukljucuje Autosempler Surveyor (Thermo Finnigan, USA), MS pumpe Accela
1250 (Thermo Scientific, USA) 1 Maseni spektrometar LTQ XL/LTQ Orbitrap (Thermo
Electron Corporation, USA) sa (Heated) ESI proba (HESI) i APCI proba.

CONF-3

Konfiguracija ukljuc¢uje MS pumpa Surveyor (Thermo Scientific, USA) i Maseni spektrometar
LCQ Advantage (Thermo Finnigan, USA) sa ESI proba.

CONF-4

Konfiguracija uklju¢uje Autosempler Accela (Thermo Scientific, USA), MS pumpe Accela
1250 (Thermo Scientific, USA) i Maseni spektrometar TSQ Quantum Ultra (Thermo Electron
Corporation, USA) sa Heated ESI proba Il (HESI 11).

3.3 Potros$ni materijal i pomo¢ni instrumenti

Pesticidi. Primarni rastvori svakog od analitickih standarda pesticida (single pesticide solution,
SPP) napravljeni su odmeravanjem potrebne mase ¢vrstih pesticida i njihovim rastvaranjem u
etanolu; koncentracija rastvora je bila 1000 ugmL™.

Primarni rastvor smese pet analitickih standarda pesticida (multi pesticide solution, MPP), koji
su koriSc¢eni u svim fazama razvoja metode, napravljeni su odmeravanjem alikvota svakog od
SPP rastvora i njihovim mesanjem u etanolu; koncentracija rastvora je bila 100 pgmL™. U
zavisnosti od potrebe, MPP rastvor je dalje razblazivan do rastvora potrebnih koncentracija.
Sve varijante primarnih rastvora su tokom razvoja metode ¢uvane na -15 °C u dobro
zatvorenim staklenim vialama.

Primarni vodeni rastvor komercijalnih preparata pesticida, koji je koris¢en u ispitivanju
prodora pesticida kroz koru, napravljen je rastvaranjem potrebne mase/zapremine
komercijalnih preparata u 500 mL vode pre pocetka ispitivanja; koncentracija svake aktivne
materije u rastvoru je bila 1000 mgL™.

Tabela 3.3-1 predstavlja spisak pesticida koris¢enih u okviru istrazivanja i njihove
karakteristike.

U sastav koriS¢enih komercijalnih preparata, pored aktivnih materija ulaze i slede¢i aditivi:
Cormax® - natrijum-polinaftalenformaldehid sulfonat (10%), natrijum-dodecilbenzen sulfonat
(2%); Botrystock® - lignin, reakcioni proizvodi sa natrijum-bisulfitom i formaldehidom (1-
20%); Zato 50 WG® - natrijum-dibutil naftalen sulfonska kiselina (1-25%), dijatomejska
zemlja (>1%); Talstar 10 EC® - petroelum (79,8%); Bosco® - amonijum-sulfat (<15%),
natrijum-sulfat (<5%).
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Sorbenti.

Tabela 3.3-2 sadrzi podatke 0 sorbentima kori$¢enim u okviru istraZivanja.

Soli i kiseline.

Tabela 3.3-3 sadrzi podatke o solima i kiselinama kori$§¢enim u okviru istrazivanja.
Rastvaradi i reagensi.

Tabela 3.3-4 sadrzi podatke o rastvara¢ima i ostalim reagensima koriS¢enim u okviru
istrazivanja.

Ostala potros$na oprema. Tabela 3.3-5 sadrzi podatke o ostaloj potro$noj opremi kori§éenoj u
okviru istrazivanja.

Tabela 3.3-1. Koris¢eni pesticidi

Pesticidi Proizvodaé Aktivna materija (koli¢ina)
Standardi
Pirimetanil AccuStandard®, SAD /
Ciprodinil AccuStandard®, SAD /
Trifloksistrobin Sigma-Aldrich®, Nemacka /
Bifentrin Sigma-Aldrich®, Nemacka /
Boskalid Sigma-Aldrich®, Nemacka /
Komercijalni preparati
Botrystock® Stockton, Beograd pirimetanil (300 gL™?)
Cormax® Agromarket, Kragujevac ciprodinil (750 gkg)
Zato 50 WG® Bayer, Beograd trifloksistrobin (500 gkg™)
Talstar 10 EC® Galenika Fitofarmacija, Zemun bifentrin (100 gL?)
Bosco® Agromarket, Kragujevac boskalid (500 gkg™)

Tabela 3.3-2 Koris¢eni sorbenti

Sorbenti Proizvodac Karakteristike
Sorbent na bazi magnezijum-silikata LGC Promochem, Nemacka Florisil®, 60-100 mesa
Sorbent na bazi C18 UCT, SAD SELECTRASORB™
Primarni i sekundarni amin (PSA) UCT, SAD SELECTRASORB™

Tabela 3.3-3 Koris¢ene soli i kiseline

Soli i kiseline Proizvodad Karakteristike
Amonijum-formijat (AMF) Carlo Erba, Italija >= 98%
Magnezijum-sulfat, anh. Zdravlje Leskovac, Srbija 99%
Mravlja kiselina Sigma-Aldrich®, Nemacka 98-100%
Siréetna kiselina Sigma-Aldrich®, Nemacka 99,8%
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Tabela 3.3-4 Kori$¢eni rastvaraci i ostali reagensi

Reagensi Proizvodac Karakteristike
Heksan Carlo Erba, Italija HPLC c¢istoca
Metanol J.T. Baker, SAD HPLC ¢&isto¢a/Eluent D
Etanol Carlo Erba, Italija HPLC ¢istoca
Acetonitril J.T. Baker, SAD HPLC ¢istoc¢a/Eluent B
Dejonizovana voda Carlo Erba, Italija HPLC c¢istoca

0,30 % vodeni rastvor mravlje kiseline + 0,010 %
vodeni rastvor amonijum-formijata

0,30 % vodeni rastvor mravlje kiseline + 0,050 %
vodeni rastvor amonijum-formijata

/ /

/ /

Sigma-Aldrich Chemie®,

TR 0
Dibutil-adipat, DBA Nemacka 96%
Helijum Messer, Tehnogas 5.0
Argon Messer, Tehnogas 5.0
Azot Generator azota analytical grade
Tabela 3.3-5 Ostala potro$na oprema
Sitna oprema Proizvodaé Karakteristike
GC kolona SGE, Australija SGE 25QC2/BPX5 0.25, nepolarna, 25 mx0.22
mmx0.25 pum
HPLC kolona 1 Phenomenex, SAD Prodigy™ ODS-3V, 5 um, 100 A, 150mmx4,6mm

HPLC kolona2  Thermo Fisher Scientific, SAD Hypersil GOLD™, 3 um, 175 A, 150mmx2,1mm
HPLC kolona 3 Agilent Technologies, SAD Zorbax RRHD SB-18, 1,8 pm, 80 A, 100mmx2,1mm

HPLC kolona 4 Waters, SAD SunFire™ C18, 3,5 um, 100 A, 150mmx2,1 mm
Spric Unimetrics, SAD Zapremine 500 pL
Spric Unimetrics, SAD Zapremine 250 pL
Mikrofilter Membrane solutions, SAD Veli¢ine pora 0,22 pm
QUEChERS paketi

Paket 1: paket za ekstrakciju (0,50 g anhidrovanog natrijum-acetata i 2,00 g anhidrovanog
magnezijum-sulfata)

Paket 2: paket za d-SPE (50 mg PSA, 50 mg C18 i 150 mg anhidrovanog magnezijum-sulfata).

Paket 3: paket za ekstrakciju (4 g anhidrovanog magnezijum-sulfata, 1 g natrijum-hlorida, 1 g
trinatrijum-citrata dihidrata i 0,5 g dinatrijum-hidrogencitrata seskvihidrata)

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

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

Paket 6: paket za d-SPE (400 mg PSA, 400 mg C18, 45 mg GCB i 1200 mg anhidrovanog
magnezijum-sulfata).

Pomoc¢ni instrumenti. U okviru istraZivanja koris¢eni su slede¢i pomo¢ni instrumenti:

— Analiticka vaga — Sartorius BP110S, Nemacka;
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— Vaga (acc. £ 0.01 g) — KB 2000-2N, KERN, Nemacka;

— Kuhinjski blender — TEFAL 0.9L BL142A; Francuska;

— Ljustilica za jabuke, Kina;

— Sistem za SPE pre¢is¢avanje — Waters®, SAD;

— Centrifuga — Jouan C4i, Thermo Scientific, SAD;

—  Upariva¢ — TurboVap® LV, Zymark, SAD;

— Homogenizator — Vorteks-Genie®2, Scientific Indrustries, SAD;

— Multimetar - senslON ™ MM374, ShangHai Shilu Instruments, Kina.
— Generator azota — Genius SQ 24, PEAK Scientific Instruments, UK.

3.4 Instrumentalna ispitivanja

Poglavlje sadrzi opis procedura u okviru ispitivanja performansi primenjenih instrumentalnih
konfiguracija u odnosu na tagretirane analite.

3.4.1 Ispitivanja na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-1

Tabele 3.4-1 i 3.4-3 objedinjuju konstantne i promenljive parametre instrumentalne analize,
kao i parametre u okviru primenjivanih instrumentalnih metoda. BeleZenje i obrada podataka
su vr$ene na ChemStation® softveru (D.02.00.275, Hewlett-Packard, SAD).

Tabela 3.4-1 Konstantni parametri instrumentalne analize

Parametri injektora

Zapremina injektovanog uzorka - 1 pL
Temperatura — 250 °C
Liner — jednokonusni sa staklenom vunom, dim. 78,5 mm (duZina); 4 mm (unutras$nji pre¢nik)
Rezim rada — splitless
Purge time — 1 min

Noseci gas

Helijum
Brzina protoka - 1.0 mLmin
Parametri kolone

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

Temp. interfejsa - 280°C
Temp. jonskog izvora - 230°C
Energija jonizacije — 70 eV
Temp. kvadrupola - 150°C

Tabela 3.4-2 Promenljivi parametri instrumentalne analize
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Temperaturni rezimi rada pecnice
ovenRGM-1 90 °C (1 min) - 220 °C (1 min), 20 °C min%;
220 °C — 280 °C (4 min), 5 °C min’;
post run 280 °C - 300°C (2 min) *
ovenRGM-2 90 °C (0 min) - 280 °C (4 min), 20 °C min‘%;
post run 280 °C - 300°C (2 min) **
Rezimi rada analizatora
quadRGM-1 Selected lon Monitoring (S1M)

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

Tabela 3.4-3 Parametri razvijenih instrumentalnih metoda

Instrumentalna metoda Konstantni parametri Promenljivi parametri
MET-GC-IN-1 ovenRGM-1, quadRGM-2
MET-GC-IN-2 ovenRGM-2, quadRGM-2
MET-GC-IN-3 Tabela 3.4-1 ovenRGM-1, quadRGM-1
MET GC-IN-4 ovenRGM-2, quadRGM-1

Parametri hromatografskog razdvajanja. Parametri razdvajanja analita su utvrdeni za
klasi¢an temperaturni rezim rada peénice sa dve temperaturne rampe (ovenRGM-1, Tabela 3.4-
2) i izmenjeni rezim rada pecnice sa jednom temperaturnom rampom (ovenRGM-2, Tabela
3.4-2). Temperaturni rezim rada pecnice je menjan s ciljem skracivanja trajanja analize.

Uticaj promene temperaturnog rezima rada peénice na razdvajanje analita je ispitan uporednom
analizom standarda smese pesticida koncentracije 5,00 pgmL™ instrumentalnim metodama
MET-GC-IN-3 i MET GC-IN-4.

Karakterizacija analita. Za postupke karakterizacije analita pripremljeni su rastvori svakog
od standarda pesticida visoke Cistoc¢e, kao 1 njihove smese u heksanu u koncentraciji od 5,00
ugmLt koji su analizirani instrumentalnom metodom MET-GC-IN-1.

Osetljivost. Ispitivanje osetljivosti je vrseno u quadRGM-1 i quadRGM-2 rezimima rada
analizatora (Tabela 3.4-2) uporednom analizom serije standarda smese pesticida u heksanu,
koncentracija 0,50; 2,50; 5,00; 7,50 i 10,00 ugmL* instrumentalnim metodama MET-GC-IN-
2 1 MET GC-IN-4.

3.4.2 lspitivanja na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-2

Karakterizacija analita. Za postupke karakterizacije analita pripremljeni su rastvori svakog
od standarda pesticida visoke &istoée, kao i njihove smese koncentracije 5,00 ugmL™ u
metanolu ili 0,050% metanolnom rastvoru AMF-a. Rastvori su analizirani ubrizgavanjem u
ESI izvor putem $pric pumpe spektrometra.

Parametri hromatografskog razdvajanja. Poredene su perfomanse tri HPLC kolone
razli¢itih karakteristika. Kolone su se razlikovale u vrsti punjenja, promeru cestica i
dimenzijama (Tabela 3.3-5, str. 84). Poredene su perfomanse nekoliko eluenata (Tabela 3.3-4,
str. 84) odnosno perfomanse njihovih kombinacija. Za postupke ispitivanja perfomansi kolona
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u pogledu razdvajanja analita, razvijenog pritiska i ukupnog trajanja analize, pripremljen je
rastvor smese pesticida koncentracije 50,00 pgmL™ u 0,050 % rastvoru AMF-a u metanolu,
koji je analiziran metodama prikazanim u tabeli 3.4-5.

Nakon odabira radne kolone, vrSena je optimizacija parametara rada i to gradijenta sastava
eluenta, gradijenta brzine protoka eluenta i procenta AMFa u mobilnim fazama. Rastvor smeSe
pesticida koncentracije 50,00 pugmL™* u 0,050 % rastvoru AMFa u metanolu u okviru
optimizacije rada na odabranoj koloni (parametar optimizacije — gradijent sastava eluenta)
analiziran je metodama MET-LTQ-23 i MET-LTQ-27 (Tabela 3.4-6). Rastvor smese pesticida
koncentracije 15,00 pugmL™ u 0,050 % rastvoru AMFa u metanolu u okviru optimizacije rada
na odabranoj koloni (parametar optimizacije — gradijent brzine protoka eluenta) analiziran je
metodama MET-LTQ-27, MET-LTQ-34, MET-LTQ-35 i MET-LTQ-37 (Tabela 3.4-6).

Za postupak ispitivanja uticaja koncentracije AMFa u mobilnim fazama na zastupljenost
amonijum-adukta bifentrina pripremljena je serija rastvora smese pesticida koncentracije 0,10;
1,00 i 10,00 ugmL™* u 0,050 % rastvoru AMFa u metanolu, koji je analiziran metodama MET-
LTQ-27, MET-LTQ-38, MET-LTQ-39 i MET-LTQ-40 (Tabela 3.4-6).

Svi rastvori su analizirani u full scan rezimu rada analizatora (m/z 150 — m/z 600) pod opstim
tune-om (bez optimizacije).

Tabela 3.4-4 prikazuje parametre autosemplera koji su zajednicki za sve primenjene metode.
Tabele 3.4-5 i 3.4-6 prikazuju ukupan broj koris¢enih metoda i njihove hromatografske
parametre.

Tabela 3.4-4. Parametri autosemplera

L Injection  Flush Wash Flush . Syringe Post-injection
Injection . Needle height from -
volume, volume, volume, speed, pLs speed, valve switch
mode 1 bottom, mm 1 : :
puL puL puL pLs time, min
Partial
I‘:‘);; 1000 40000 000 100,00 2,00 8,00 0,00
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Tabela 3.4-5. Hromatografski parametri metoda kori$¢enih u okviru postupka odabira radne kolone

Oznaka

Oznaka

Brzina protoka,

metode kolone Eluenti ulmint Radni pritisak, bar
MET-LTQ-01 1 AiB 500 65+0,5 (A:D=50:50) 29+0,5 (D, 100%)
MET-LTQ-02 2 AiB 300 98+0,5 (A:B=50:50) 45+0,5 (B, 100%)
MET-LTQ-03 1 AiD 500 35+0,5 (A:B=50:50) 17+0,5 (B, 100%)
MET-LTQ-04 2 AiD 300 230+0,5 (A:D=50:50) 75+0,5 (D, 100%)
MET-LTQ-19 3 AiB 100 79+0,5 (A:B=50:50) 50+0,5 (B, 100%)
. 260+0,5 (A:D=50:50) 130+0,5 (D,
MET-LTQ-22 3 AiD 100 100%)
Napomena: Trajan:E i':nallze, Prikaz gradijenta
Trajanje anali-ze-i gradijent sastava eluenta 100%™ Eluent Dili Eluent B Eluent A
su isti za sve metode ’
Eluent A: 0,30 % vodeni rastvor mravlje 75%
kiseline + 0,010 % vodeni rastvor 60 50%

amonijum-formijata
Eluent B: Acetonitril
Eluent D: Metanol

25%
0%
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Tabela 3.4-6. Hromatografski parametri metoda kori§¢enih u okviru optimizacije parametara rada na radnoj
koloni

Brzina

Oznaka Eluenti* protoka, Trf':uanje_ Prikaz gradijenta**
metode . 1 analize, min
HLmin
® EluentD m Eluent A
100% e
75% .
MET-LTQ-23 AiD 300 30 50% )
25%
0%
0 12 25 28 30
100% = Eluent D IEIuet A
75% a
MET-LTQ-27 AiD 300 25 50%
25%
0%
0 12131516 19 20 25
MET-LTQ-34 AiD 400 25 Gradijent sastava eluenta je isti kao
za metodu 27
MET-LTQ-35 AiD 500 25 Gradijent sastava eluenta je isti kao
za metodu 27
o £
S £
§3
|= BN
MET-LTQ-37 AiD 300 i 500 25 o 8
£ g
s 3
0 12131516192025
100% = Eluent D m Eluent C
C (0,30 % vodeni rastvor 75%
mravlje Kiseline + 50%
MET-LTQ-38 0,050 % vodeni rastvor 300 25 259%

amonijum-formijata) i D 0%

0 1213 1516 19 20 25

® Eluent B ® Eluent A

100%
75% [
MET-LTQ-39 AiB 300 25 50% =
255% l
0%

0 1213 1516 19 20 25

100%

A C (0,050 % 75%

MET-LTQ-40 metanolni rastvor 300 25 50%
amonijum-formijata) 25%

0%

M Eluent C lEIuet A

0 12 13 15 16 19 20 25
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*Eluent A: 0,30 % vodeni rastvor mravlje Kiseline + 0,010 % vodeni rastvor amonijum-formijata; Eluent B:
0,010 % metanolni rastvor amonijum-formijata; Eluent C: 0,30 % vodeni rastvor mravlje kiseline + 0,050 %
vodeni rastvor amonijum-formijata ili 0,050 % metanolni rastvor amonijum-formijata; Eluent D: metanol

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

Optimizacija parametara rada masenog spektrometra. Optimizacija parametara se je
sastojala iz optimizacije protoka sheath i auxiliary gasa, voltaze spreja i iz optimizacije jonske
optike masenog spektrometra. Za potrebe optimizacije pripremljen je rastvor smese pesticida
koncentracije 10,00 pgmL™ u 0,050 % rastvoru amonijum-formijata u metanolu. Rastvor je u
ESI izvor ubrizgavan preko $prica brzinom od 25 nLmin™. S ciljem simulacije uslova kao pri
HPLC analizi, simultano je ubrizgavana smesa eluenata A/D=50/50 sa MS pumpe, brzinom od
300 pLmin?, pri ¢emu su MS pumpa i maseni spektrometar povezani preko T spoja. Pre
pocetka analize sistem kapilara je ispunjen rastvorom pesticida. Rastvor je analiziran u full
scan rezimu rada spektrometra (m/z 150 — m/z 600). Pracena je promena odziva/osetljivosti
pseudomolekulskih jona pesticida sa promenom instrumentalnih parametara. Optimizovani
parametri, koji rezultuju optimalnom osetljivos¢u za sve analite su usvojeni za dalji rad.

Optimizacija parametara u okviru SRM i CRM reZima rada masenog spektrometra.
Parametri koji figuri$u u okviru podesavanja za MS" eksperimente su tip aktivacije parent jona
(engl. activation type), sirina izolacije (engl. isolation width, IW), vrednost kolizione energije
(engl. collision energy, CE), Activation Q! i period aktivacije? (engl. activation time). Default
vrednosti $irine izolacije (m/z), vrednosti kolizione energije (%), Act. Q (nema jedinicu) i
perioda aktivacije (ms) su 1; 35; 0,250 i 30, respektivno. Za potrebe optimizacije ovih
parametara u okviru MS? i MS® eksperimenata pripremljen je rastvor smese pesticida
koncentracije 10,00 ugmL™ u 0,050 % rastvoru amonijum-formijata u metanolu. Rastvor je u
ESI izvor ubrizgavan preko $prica brzinom od 25 uLmin™. S ciljem simulacije uslova kao pri
HPLC analizi, simultano je ubrizgavana smesa eluenata A/D=50/50 sa MS pumpe, brzinom od
300 pLmin™, pri éemu su MS pumpa i maseni spektrometar povezani preko T spoja. Pre
pocetka analize sistem kapilara je ispunjen rastvorom pesticida. Rastvor je analiziran u SRM
odnosno CRM rezimu rada spektrometra. Pracena je promena odziva/osetljivosti masenih
fragmenata pesticida sa promenom instrumentalnih parametara. Optimizovani parametri, koji
rezultuju optimalnom osetljivoS¢u za sve analite su usvojeni za dalji rad.

Slike 3.4-1 i 3.4-2 ilustruju na primeru boskalida definisanje instrumentalnih parametara u
okviru postupka optimizacije kolizione energije. Tabela 3.4-7 prikazuje targetirane tranzicije
pesticida i vrednosti Act. Q parametra koje su uvrStene u postupak optimizacije. Opseg
testiranih vrednosti Act. Q parametra je odabran u skladu sa formulom koja pokazuje m/z
vrednost poslednjeg stabilnog fragmenta:

Lowest stable m/z = (Parent mass x Act. Q)/0,908

1 Odnosi se na RF frekvencu koja se koristi za fragmentaciju jona u jonskom trapu; ve¢a vrednost ovog parametra
rezultuje izrazenijom fragmentacijom.

2 Trajanje apliciranja RF frekvence u milisekundama; kraée vreme rezultuje slabijom, a duze vreme izrazenijom
fragmentacijom.

90



Tabela 3.4-8 sadrzi optimizovane instrumentalne parametre koji su usvojeni za dalji rad.

Define Scan El M Tune &‘
Scan Histary: [ITMS + o SRM ms2 343.00@cid40.0,1.0,0.250,30.000 [306.00-308 00 =l i) dutomstc | Semi-Automaiic | Manusl Collsion Eneray |
S can Dessiption MSn Seltings Scan Ranges what to Opiize what to Optiize On
Analyzer [lon Tiap = verent | gt | 0. [normazed ot e || o =
n Width | Callision Time # Analyzer CID Ic
Mass Range: |Maomal - Mazs (miz)| Type (miz) Energy fms) Mazs (miz)| (miz)
@ Product lon Mass (m/z) [0z, 10 =
ScanRate: [Nomasl ~| || _2| @am0] cb | 1D 400 0250|3000 :1‘ 30700 zm
3 oo 1a 00 020 30000 2
Scan Type: |SRM hd — Results
s s Initial Collision Energy: 40,00 %
Migiosoans |3 = Best Colision Energy: ~~ NA& %
May. Inject Time [ms]: [T00000
=l Statugs
Al
Saurse Fragmentation
[ on j
Lacking [ wideband Activation Input: | Center/nidth +
r e, |
fpply | oK Cancel ‘ Help | | fotivation | go | coea | | e |
Slika 3.4-1 Definisani parametri za SRM tranziciju boskalida (slika levo) i za auto-optimizaciju kolizione
energije (slika desno)
Define Scan E‘ H Tune E\
Scan History: [ITMS + ¢ CAM ms3 343.00@cidd4.0,1.0,0.250,30.000 307.00@cid?7.0,1.0,0.250,30.000 [270.00-272.00] | Q Automatic | SemiAutematic | Manual Colision Energy |
Sican Desrintion M5 Settings Soan Ranges what to Olptimize what to Olptimize On
Analyzer: |lonTiap  ~ — oG lz0. | Mormalized Act. @i it
I Wietth | Colision Time o Analyzer CID s
Mazz Range: |Nommal - Mazs (miz)| Type (miz) Energy {ms) Mass (miz)|  (m/z)
& Product lon Mase (/2] [z77 10 -
Scan Rate: [Nomal =) 2| @300 cb | 10 840 (0250 30.000 G 200
3| aro| oo | 10 770 0250 30000 2
Scan Type: [CAM -] ) o 10 00 0250 30000 Results
- Iriis| Calision Ensray ~ 77.00 3
Y —r I=| Best Colision Energy: ~ N/& %
Mag. Inject Time (ms} [100000 ==
= Status
Al
I
Source Fragmentation
™ an =
Lacking [~ wideband Activation Input: | Center/wfidth =
r R
T oK | cacel [ Hen | | totaion | B ||| B | | bob |

Slika 3.4-2 Definisani parametri za CRM tranziciju boskalida (slika levo) i za auto-optimizaciju kolizione
energije (slika desno)

Tabela 3.4-7. SRM i CRM tranzicije pesticida i testirane vrednosti Act. Q parametra

Analit Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
SRM prelaz* 200—107 226—185 343—140 409—186 440—166
Act. Q vrednost 0,485 0,743 0,370 0,413 0,342
prema formuli
Testirane Act. Q  0,250; 0,350;  0,250; 0,450; 0,250; 0,350; ) . 0,250; 0,300;
vrednosti 0,450 0,700 0,370 0.250; 0,350; 0,410 0,340
CRM prelaz** 183—143 210—169 307—271 186—145 181—166
Act. Q vrednost 0,709 0,730 0,801 0,707 0,832
prema formuli
i 0,250; 0,450;  0,250; 0,450; : : : :
Testirane Ac_t. Q 0,250; 0,450; 0,250: 0.450: 0,650 0,250; 0,450;
vrednosti 0,650 0,650 0,650; 0,750 0,650; 0,750

*ukljucuje kvalifikacioni jon, koji ima nizu m/z vrednost u odnosu na kvantifikacioni jon

**ukljucuje kvalifikacioni jon pirimetanila i ciprodinila, koji ima nizu m/z vrednost u odnosu na

kvantifikacioni jon; CRM prelaz boskalida, bifentrina i trifloksistrobina uklju€uje samo jedan fragment koji je
ujedno kvalifikacioni i kvantifikacioni
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Tabela 3.4-8 Optimizovani parametri masenog spektrometra

ESI Izvor

|[Spray Voltage (kV)|:
Sheath Gas Flow Rate:
Aux Gas Flow Rate:
Sweep Gas Flow Rate:
Capillary Voltage (V):
Capillary Temp (°C):
Tube Lens (V):

Sistem detekcije jona

Conversion Dynode
Dynode (kV):
Multiplier 1 (V):
Multiplier 2 (V):

5
21 Jonska optika
18 Multipole 00 Offset (V): -2
0 Lens 0 (V): -2.5
29 Multipole 0 Offset (V): -4.5
275 Lens1 (V -12
65 Gate Lens (V): -48
Multipole 1 Offset (V -15
On Multipole RF (Vp-p): 400
-15 Front Lens (V): -5.5
-1000
-960

Ispitivanje granice detekcije i granice kvantifikacije instrumenta u razli¢itim reZimima
rada masenog analizatora. Pripremljen je reagent blank odnosno 0,050 % rastvor AMF u
metanolu i serija standarda smesSe pesticida sledec¢ih koncentracija: 0,005; 0,010; 0,025; 0,050;
0,075; 0,100 pgmL™. Snimljeni su hromatogrami svih rastvora metodama 27, 43, 44 i 45
(Tabela 3.4-9) odnosno u Cetiri razli¢ita rezima rada analizatora: full scan, SIM, SRM i CRM.
Na bazi parametara konstuisanih kalibracionih krivi odredene su granica detekcije 1 granica
kvantifikacije instrumenta.

Tabela 3.4-9 Parametri instrumentalnih metoda

Oznaka
metode

Parametri

autosemplera

Hromatografski parametri

Parametri masenog spektrometra

MET-LTQ-27

Tabela 3.4-4

Tabela 3.4-6

Tabela 3.4-8, full scan rezim (m/z 150-600)

MET-LTQ-43

Tabela 3.4-4

Tabela 3.4-6, metoda 27

Tabela 3.4-8, SIM rezim (m/z 199-201; m/z
225-227; miz 342-344; m/z 408-410; m/z
439-441)

MET-LTQ-44

MET-LTQ-45

Tabela 3.4-4

Tabela 3.4-4

Tabela 3.4-6, metoda 27

Tabela 3.4-6, metoda 27

Tabela 3.4-8, SRM rezim Tabela 4.2-1

Tabela 3.4-8, CRM rezim Tabela 4.2-2

MET-LTQ-46

Tabela 3.4-4

Tabela 3.4-6, metoda 27

Tabela 3.4-8, SRM rezim (pirimetanil,
ciprodinil, trifloksistrobin); CRM rezim
(boskalid, bifentrin)
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3.4.3 Ispitivanja na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-3

Procedure ukljucuju opis rada sa direct injection i LOOP injection metodom unosenja uzorka
u maseni spektrometar.

3.4.3.1 Ispitivanja sa direct injection metodom unoSenja uzoraka

Parametri instrumentalne analize. Jonska optika instrumenta je optimizovana u odnosu na
pseudomolekulski jon svakog od pesticida; u krajnju analizu uvrSten je tune sa parametrima
koji rezultuju zadovoljavaju¢om detekcijom za sve analite. U tabeli 3.4-10 su prikazane
vrednosti parametara razvijene instrumentalne metode MET-LCQ-IN-1 (sa optimizovanim
tune-om) — parametara u okviru ESI izvora, jonske optike i sistema za detekciju jona.

Tabela 3.4-10 Optimizovani parametri masenog spektrometra

Naziv metode MET-LCQ-IN-1

ESI Izvor Jonska optika Sistem detekcije jona

Spray Voltage (kV): 4.5 Multipole 1 Offset (V): -8 Conversion Dynode: On
Sheath Gas Flow Rate: 20 Lens Voltage (V): -22 Dynode Voltage (kV): -15
Aux/Sweep Gas Flow Rate: 0 Multipole 2 Offset (V): -8 Multiplier Voltage (V): -1250
Capillary Voltage (V): 17 Multipole RF Amp (Vp-p, sp): 400

Capillary Temp (°C): 200 Coarse Trap DC Offset (V): -10

Tube Lens (V, sp): 15 Fine Trap DC Offset (V): -10

Nacin injektovanja uzoraka. Preliminarna ispitivanja instrumentalne osetljivosti i granica
detekcije su vrSena sa ubrizgavanjem standarda pesticida putem Spric pumpe bez paralelne
infuzije mobilne faze. Sukcesivna ispitivanja uzoraka kore su vr$ena uz istovremeno uvodenje
uzorka putem $pric pumpe (purge rezim rada) i mobilne faze preko MS pumpe (50 pLmin™?)
putem sistema kapilara prikazanim na slici 3.4-3. Za $pric zapremine 500 pL, brzina u purge
rezimu rada je 5 % zapremine $prica odnosno 25 pLmin™. Paralelna infuzija mobilne faze
omogucava odrzavanje konstantnih uslova u jonskom izvoru tokom uzastopnih analiza; takode
pruza mogucnost za podeSavanje parametara poput pH ili prisustva soli itd.

Karakterizacija analita. Za postupke karakterizacije analita pripremljeni su rastvori svakog
od standarda pesticida visoke &istoée, kao i njihove smese koncentracije 5,00 ugmL™ u
metanolu ili 0,050% metanolnom rastvoru AMF-a.
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Slika 3.4-3 Sistem za uvodenje uzorka u maseni spektrometar direct injection metodom

Ispitivanje instrumentalne osetljivosti i granica detekcije. Pripremljena je serija od 12
standarda pesticida u 0,050 % AMF u metanolu u opsegu koncentracija 0,00 — 5,00 pugmL™,
Svaki od standarda je ubrigavan 12 minuta; prvih 2 min analiza je vrSena u full scan rezimu
(MS?); svaka naredna 2 min analiza je vrSena u full scan rezimu nakon fragmentacije
pseudomolekulskog jona svakog od pesticida (MS?).

Ispitivanje uticaja vrste mobilne faze na osetljivost analize. Pripremljen je rastvor smese
pesticida koncentracije 5,00 ugmL™ u 0,050 % rastvoru AMF-a u metanolu. Snimljeni su
hronogrami rastvora pesticida u full scan rezimu rada analizatora u trajanju od 19 minuta.
Tokom 15 minuta kontinuirane injekcije rastvora pesticida, vrSene su sukcesivne injekcije
mobilne faze B (100 % metanol) i mobilne faze A (vodeni rastvor 0,30% mravlje kiseline i
0,010% amonijum-formijata) svaka u trajanju od 2 minuta.

Ispitivanje prenosa uzorka iz jedne injekcije u drugu (carryover). Pripremljen je rastvor
smese pesticida koncentracije 10,00 pgmL™ u 0,050 % rastvoru AMF-a u metanolu. Snimljeni
su hronogrami rastvora pesticida u full scan rezimu rada analizatora u trajanju od 30 minuta.
Tokom perioda snimanja rastvori su injektovani 3 puta u trajanju od 3 minuta, sa pauzama
izmedu uzastopnih injekcija u trajanju od 5 minuta, pri kontinuiranom radu HPLC pumpe.

3.4.3.2 Ispitivanja sa LOOP injection metodom unoSenja uzorka

Parametri instrumentalne analize. Analiza uzoraka je vrsena po metodi MET-LCQ-IN-1 u
full scan rezimu (opseg m/z 197 — 500). Uzorak je ubrizgavan u ESI izvor preko LOOP
injektora (Slika 3.4-4). Zapremina petlje je 5 pL. Protok mobilne faze (formijatni pufer) je
iznosio 5, 25 i 50 pLmin. Duzina Syringe — LOOP kapilare je iznosila 58 cm, a duzina LOOP
— Source kapilare 20 cm.

Analiza analiti¢kih standarda pesticida. Pripremljena je serija rastvora smese pesticida (6) u
opsegu koncentracija 0,10 — 5,00 pgmL™ u 0,050 % rastvoru AMF-a u metanolu. Analizom
standarda sa tri navedene brzine protoka mobilne faze, utvrdena je dinamika i osetljivost LOOP
injection analize pesticida, kao i integritet hronogramskih pikova.
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faze sa LC
ili Sprica

Slika 3.4-4 Konfiguracija sistema kapilara na LOOP injektoru tokom LOOP injection analize

3.4.4 Ispitivanja na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-4

Karakterizacija analita. Za postupke karakterizacije analita pripremljeni su rastvori svakog
od standarda pesticida visoke Gisto¢e, kao i njihove smese koncentracije 5,00 pgmL™? u
metanolu ili 0,050% metanolnom rastvoru AMF-a. Rastvori su analizirani ubrizgavanjem u
ESI'i APCI izvor putem $pric pumpe spektrometra.

Parametri hromatografskog razdvajanja. Analiti su razdvojeni na HPLC koloni 4, uz
primenu eluenata i gradijenta koji su identi¢ni sa eluentima i gradijentom metode 27 (Tabela
3.4-6) i brzine protoka mobilnih faza od 200 pLmin-1.

Optimizacija parametara masenog spektrometra. Optimizacija parametara se je sastojala iz
optimizacije protoka sheath i auxiliary gasa i iz optimizacije jonske optike masenog
spektrometra. Za potrebe optimizacije pripremljen je rastvor smeSe pesticida koncentracije
5,00 pgmL™* u 0,050 % rastvoru amonijum-formijata u metanolu. Rastvor je u ESI izvor
ubrizgavan preko $prica brzinom od 10 pLmin™. S ciljem simulacije uslova kao pri HPLC
analizi, simultano je ubrizgavana smesa eluenata pufer/metanol=50/50 sa MS pumpe, brzinom
od 200 pLmin™, pri ¢emu su MS pumpa i maseni spektrometar povezani preko T spoja. Pre
pocetka analize sistem kapilara je ispunjen rastvorom pesticida. Rastvor je analiziran u full
scan rezimu rada spektrometra (m/z 150 — m/z 600). Pracena je promena odziva/osetljivosti
pseudomolekulskih jona pesticida sa promenom instrumentalnih parametara. Optimizovani
parametri, koji rezultuju optimalnom osetljivoscu za sve analite su usvojeni za dalji rad (Tabela
3.4-11).
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Tabela 3.4-11 Parametri TSQ Quantum Ultra masenog spektrometra

Jonski izvor Jonska optika
Voltaza spreja, V 4000 Q0 Q00 RF amplituda 260
Pritisak sheath gasa, arb 30 Offset skimera 0
Pritisak aux gasa, arb 10 Offset Q00 -3
Temperatura kapilare, °C 270 Lens 0 offset -1,2
Offset kapilare, V 35 QO offset -2
Tube lens offset, V 140
Prvi kvadrupol (Q1) Drugi kvadrupol (Q2) Trec¢i kvadrupol (Q3)
Lens 1-1 Offset -2,2 Lens 2-1 Offset -51,4 Lens 3-1 Offset -15
Lens 1-2 Offset -56,4 Lens 2-2 Offset -225 Lens 3-2 Offset -225
Q1 DC Offset -2,7 Lens 2-3 Offset -15 Lens 3-3 Offset -15
Q1 Resolution -12 Q2 RF amplituda 447 Q3 DC bias -8
Q1 Calibration -1,9 Q2 offset -10 Q3 RF amplituda 105

Optimizacija parametara u SRM reZimu rada. Vr$ena je optimizacija kolizione energije, uz
prethodno zadatu vrednost pritiska kolizionog gasa od 1,50 mmTor. Za potrebe optimizacije
MS? eksperimenta pripremljen je rastvor smese pesticida koncentracije 5,00 ugmL™ u 0,050
% rastvoru amonijum-formijata u metanolu. Rastvor je u ESI izvor ubrizgavan preko Sprica
brzinom od 10 pLmin?. S ciljem simulacije uslova kao pri HPLC analizi, simultano je
ubrizgavana smesa eluenata pufer/metanol=50/50 sa MS pumpe, brzinom od 200 uLmin™, pri
¢emu su MS pumpa i maseni spektrometar povezani preko T spoja. Pre pocetka analize sistem
kapilara je ispunjen rastvorom pesticida. Rastvor je analiziran u SRM rezimu rada
spektrometra. Pradena je promena odziva/osetljivosti masenih fragmenata pesticida sa
promenom instrumentalnih parametara. Optimizovani parametri, koji rezultuju optimalnom
osetljivosc¢u za sve analite su usvojeni za dalji rad.

Ispitivanje osetljivosti sa primenom ESI i HESI nacina jonizacije. Poredena je osetljivost
prema pesticidima u opsegu koncentracija 0,10 — 5,00 pugmL™, analizom serije standarda smese
pesticida koja je pripremljena u metanolu, instrumentalnim metodama MET-TSQ-01, MET-
TSQ-02 i MET-TSQ-03 (Tabela 3.4-12).

Ispitivanje osetljivosti sa primenom ESI i APCI nadina jonizacije. Poredena je osetljivost
prema pesticidima u opsegu koncentracija 0,10 — 5,00 pugmL ™, analizom serije standarda smese
pesticida koja je pripremljena u metanolu, instrumentalnom metodom MET-TSQ-01, uz
promenu tipa jonskog izvora.

Ispitivanje instrumentalnih granica detekcije i granica kvantifikacije u razli¢itim
reZimima rada spektrometra. Pripremljen je reagent blank odnosno 0,050 % rastvor AMFa
u metanolu i serija standarda smese pesticida sledec¢ih koncentracija: 0,010; 0,020; 0,040; 0,060;
0,080; 0,100 pgmL™. Snimljeni su hromatogrami svih rastvora metodama MET-TSQ-01,
MET-TSQ-09 i MET-TSQ-10 (Tabela 3.4-12) odnosno u 3 razli¢ita rezima rada analizatora:
full scan, SIM i SRM. Na bazi parametara konstuisanih kalibracionih krivi odredene su granica
detekcije i granica kvantifikacije instrumenta.
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Tabela 3.4-12 Parametri instrumentalnih metoda (instrumentalna konfiguracija CONF-4)

Oznaka Parametri Hromatografski .
Parametri masenog spektrometra

metode  autosemplera parametri
MET-01 ESI (0 °C) ili APCI, Tabela 251011 full scan rezim (m/z 150-
_ Tabela 3.4-6, )
MET-02 metoda 27, HESI (200 °C), Tabela 3.4-11, full scan rezim (m/z 150-600)
MET-03 protok 200 HESI (350 °C), Tabela 3.4-11, full scan rezim (m/z 150-600)
Tabela 3.4-4 Lmin- .
MET-09 HLmin Tabela 3.4-11, SIM rezim
MET-10 Tabela 3.4-11, SRM rezim

3.5 Procedure u okviru razvijenih metoda

Poglavlje sadrzi opis procedura u okviru razvoja metoda i njihove primene. Prilikom razvoja
metoda na instrumentalnim konfiguracijama CONF-2, CONF-3 i CONF-4 nije vrSeno
normiranje odziva analita u odnosu na interni standard. Prethodnom analizom serija standarda
analita sa internim standardom i bez njega, utvrdeno da nema varijacija u merenom signalu
analita koje bi mogle poticati od samog instrumenta, tokom rada bilo koje od navedene tri
instrumentalne konfiguracije. S obzirom da nema znacajne razlike u parametrima linearne
regresije dobijenim na bazi normalizovanih i nenormalizovanih odziva analita, upotreba
internog standarda je iskljucena, kao jo$ jedan vid ustede resursa.

3.5.1 Procedure u okviru analiticke metode MET-GC-R

Parametri instrumentalne analize. Za razvoj metode implementirana je instrumentalna
konfiguracija CONF-1. Uzorci su analizirani instrumentalnom metodom MET GC-IN-4.

Priprema uzoraka. Priprema uzoraka za analizu je vrSena prema sledecoj proceduri:

Kilogram jabuka sorti Ajdared, Zlatni DeliSes i Greni Smit je oljuSten, dobijeni uzorak kore je
homogenizovan seckanjem u kuhinjskom blenderu, od ¢ega je za dalju analizu uzeto po 10
grama poduzorka. U poduzorak je dodato 20 mL vode nakon ¢ega je uzorak dodatno usitnjen
u blenderu; dobijena smeSa je sa dodatnih 5 mL vode kvantitativno prenesena u sud za
ekstrakciju. Ekstrakcija je vrSena sa 20 mL heksana, sukcesivno sa dve porcije rastvaraca od
10 mL. Nakon objedinjavanja heksanskog ekstrakta, 10 mL ekstrakta je odvojeno u vialu od
40 mL i upareno do suva. U suv ostatak je dodat 1 mL metanola; nakon 10 min stajanja i
mesSanja na vorteksu u trajanju od 1 min, ekstrakt u metanolu je odlozen na 30 min na
temperaturu od -15 °C. Nakon toga eckstrakt je proceden kroz mikrofilter (0,45 um) i
instrumentalno analiziran.

Validacija metode. U okviru validacije metode ispitani su svi parametri navedeni u poglavlju
3.6. Kalibracione krive za odredivanje iLOD/i{LOQ dobijene su analizom standarda smeSe
pesticida sledec¢ih koncentracija: 0,005; 0,010; 0,015; 0,020; 0,025; 0,035; 0,045 i 0,055
pugmLt pripremljenih u heksanu. Kalibracione krive za odredivanje mLOD/mLOQ dobijene su
analizom proceduralnih standarda smese pesticida slede¢ih koncentracija: 0,010; 0,015; 0,020;
0,025; 0,030; 0,035; 0,040 i 0,050 mgkg™. Matriks efekat je ispitan nakon prvog koraka
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pripreme uzorka — u neprecis¢enom heksanskom ekstraktu — i nakon preciS¢avanja — u
ekstraktu u metanolu.

3.5.1.1 Primena analiti¢ke metode MET-GC-R

Poglavlje sadrzi opis procedura u okviru ispitivanja migracionih karakteristika pesticida u
odnosu na faze kora/pulpa i opis procedura u okviru skrininga targetiranih pesticida u jabukama
sa trziSta metodama razvijenim na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-1.

1. Migracija pesticida kroz koru jabuke

Ispitivanje prodora pesticida kroz koru jabuke vrSeno je u laboratorijskim uslovima, nakon
simultane aplikacije svih pesticida na plod jabuke metodom potapanja jabuke u vodeni rastvor
smese pesticida.

Za pripremu rastvora pesticida koris$¢eni su komercijalni preparati radi postizanja identi¢nosti
u hemijskom sastavu rastvora za potapanje sa rastvorima koji se inace koriste u tretiranju
zasada jabuke. Ispitivanja su vr§ena sa sortom Greni Smit.

Ispitivanje usvajanja pesticida metodom potapanja. Pre pocetka ispitivanja prodora
pesticida kroz koru vr$eno je ispitivanje stepena sorpcije pesticida na plod metodom potapanja.
Preliminarno ispitivanje je vrSeno da bi se odredili parametri potapanja koji dovode do
usvajanja adekvatne koli¢ine pesticida odnosno koli¢ine koja je daleko iznad granice detekcije
i kvantifikacije, a sve to kako bi se radilo u domenu merljivih koncentracija.

Ispitani parametri potapanja su vreme potapanja i Koncentracija vodenog rastvora smese
pesticida. Sva ispitivanja su vrSena na bazi tri ploda jabuke odnosno tri replikata; analizirani
su i blank uzorci.

Vreme potapanja. Plodovi jabuke su potapani u 300 mL vodenog rastvora smese pirimetanila,
ciprodinila, trifloksistrobina, bifentrina i boskalida (koncentracija svakog od pesticida je 1,00
mgL™?), dobijenog razblazivanjem primarnog rastvora komercijalnih preparata. Plodovi su bili
zdravi 1 ujednaceni po obliku 1 veli€ini 1 pre potapanja su oprani od eventualno prisutnih
necistoca. Prosena masa 15 plodova jabuke koriS¢enih u okviru ispitivanja je iznosila 153,64
+ 8,89 g. Plodovi su potapani u trajanju od 0,30, 1,30, 4,00, 5,30 i 7,30 minuta. Uklanjanje
eventualnog viska rastvora sa povrsine ploda je sprovedeno po vadenju plodova potapanjem
plodova u trajanju od 2—-3 sekunde u ¢istu vodu i brisanjem, nakon ¢ega su plodovi oljusteni.
U cilju provere eventualne migracije pesticida u pulpu tokom perioda potapanja, prvi sloj pulpe
debljine 1 mm je oljusten 1 analiziran.

Koncentracija vodenog rastvora smese pesticida. Postavka eksperimenta je identi¢na kao
postavka opisana u prethodnom paragrafu, sa sledecom razlikom: plodovi jabuke su potapani
u trajanju od 1,50 minuta u 300 mL vodenog rastvora smeSe pirimetanila, ciprodinila,
trifloksistrobina, bifentrina i boskalida slede¢ih koncentracija: 1,00; 5,00; 10,00; 15,00 1 20,00
mgL™. Prose¢na masa 15 plodova jabuke koris¢enih u okviru ispitivanja je iznosila 183,02 +
9,20 g.

Ispitivanje migracije pesticida kroz koru. Postavka eksperimenta. Migracija pesticida je
ispitivana nakon njihove aplikacije na plod iz rastvora niske (analiticke) koncentracije i visoke
koncentracije koja je reda veli¢ine koncentracija pesticida koje se apliciraju na useve.
Aplikacija pesticida je vrSena potapanjem plodova u trajanju od 2 minuta
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1. u rastvor koncentracije 15 mgL™ (analiti¢ka koncentracija) i
2. u rastvor koncentracije 150 mgL™.

Koncentracija drugog rastvora je odabrana u skladu sa preporukama za aplikaciju koje se mogu
naci na komercijalnim preparatima pesticida. Probe su radene u tri replikata.

Pocetna kolic¢ina pesticida u kori (100%) je odredena odmah nakon aplikacije pesticida.
Plodovi su isprani od viska rastvora kratkim potapanjem u ¢istu vodu i brisanjem ubrusom,
nakon ¢ega su ljusteni. Prodor je nakon potapanja u rastvor nize koncentracije ispitivan
analizom kore i pulpe plodova koji su ljusteni nakon 20, 40 i 60 minuta stajanja na sobnoj
temperaturi u slobodnom prostoru. Prodor je nakon potapanja u rastvor vise koncentracije
ispitivan u duzim intervalima odnosno plodovi su ljusteni nakon 1 h, 3 h, 24 h i 72 h stajanja
na sobnoj temperaturi u slobodnom prostoru.

Priprema uzoraka. Priprema kore i pulpe za analizu je prosirena za jedan korak u odnosu na
pripremu uzorka MET-GC-R metode (poglavlje 3.5). Za plodove koji su potapani u rastvor
koncentracije 150 mgL™ do suva je upareno 4 umesto 10 mL heksanskog ekstrakta. Dobijeni
ekstrakt u metanolu je dodatno precis¢en tehnikom ekstrakcije na ¢vrstoj fazi. SPE kertridz je
punjen slede¢im redosledom: 1. 500 mg C18, 2. 500 mg Florisila®, 3. 500 mg C18, formirajuéi
troslojnu formu. Pre nanoSenja ekstrakta, SPE kolona je kondicionirana sa 3 mL metanola.
Nakon nanoSenja 1 mL ekstrakta u metanolu, eluiranje pesticida je vrSeno sa 2 mL metanola.
Objedinjene frakcije uzorka nakon nanosenja (1 mL) i eluata (2 mL) su uparene do suva; suv
ostatak je rastvoren u 0,50 mL heksanskog rastvora DBA (1 pgmL™) i instrumentalno
analiziran. Slika 3.5-1 ilustruje korake u okviru ispitivanja prodora pesticida i pripreme uzoraka
za analizu.

Postupak kvantifikacije uzoraka. Uzorci kore su kvantifikovani kalibracijom u analitickom
opsegu 0,000 — 0,700 mgkg™, na bazi proceduralnih standarda smese pesticida sledeéih
koncentracija: 0.000 — 0.050 — 0.100 — 0.200 — 0.300 — 0.350 — 0.400 — 0.500 — 0.600 — 0.700
mgkg*. Uzorci pulpe su kvantifikovani kalibracijom u analitickom opsegu 0,000 — 0,200 mgkg
! na bazi proceduralnih standarda smese pesticida sledec¢ih koncentracija: 0.000 — 0.010 —
0.030 — 0.050 — 0.075 — 0.100 — 0.200 mgkg™.

Granica detekcije i granica kvantifikacije metode su odredene metodom opisanom u poglavlju
3.3.1, za uzorke kore sa proceduralnim standardima koncentracija 0.000 — 0.015 — 0.035 —
0.055 — 0.075 — 0.100 mgkg™, a za uzorke pulpe sa proceduralnim standardima kao i za
kvantifikaciju. Uzorci kore plodova potapanih u rastvor veée koncentracije su kvantifikovani
kalibracijom na bazi proceduralnih standarda u analitickom opsegu 2,00 — 10,00 mgkg™.
Instrumentalna analiza je vrSena metodom MET GC-IN-4.
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9. GC/MS analiza

Slika 3.5-1 Opsta shema pripreme uzoraka za analizu u eksperimentima ispitivanja prodora pesticida

2. SKrining trziSta

Priprema uzoraka za analizu je vrSena prema proceduri metode MET-GC-R. Instrumentalna
analiza je vrSena po metodi MET GC-IN-4.

Radi poredenja, pored kore analizirana je pulpa i plod jabuke. Ispitivanje je obuhvatilo uzorke
sorte Ajdared, Greni Smit i Zlatni DeliSes iz jednog supermarketa i sa tri pijace na teritoriji
grada NiSa. U okviru jedne pijace, svaka sorta je pribavljena sa posebnog prodajnog mesta,
tako da uzorkovanje sa pijaca pokriva ukupno 9 prodajnih mesta, odnosno 9
proizvodaca/dobavljaca. Ispitivanje je obuhvatilo i uzorke iz zasada za komercijalni uzgoj
jabuka koji se nalazi u oblasti Jablanica/Vucje.

Zasadi jabuke u oblasti Jablanice tretirani su sa preko 20 razlicitih formulacija komercijalnih
pesticida prema unapred odredenom planu 1 programu. Ukupan broj tretiranja zasada je bio 14,
u periodu od marta 2019. (faza bubrenja pupoljaka) do sredine avgusta 2019. (faza posle
precvetavanja); jabuke su brane sredinom septembra. Plan tretiranja je obuhvatio i formulacije
komercijalnih pesticida koji kao aktivnu materiju sadrze pirimetanil, ciprodinil i boskalid;
Tabela 3.5-1 sadrzi redukovani plan tretiranja sa akcentom na podatke o apliciranju
komercijalnih formulacija koje sadrze ispitivane pesticide.
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Tabela 3.5-1 Plan tretiranja zasada jabuka

Naziv primenjenog

Fenoloska faza Datum Problem koji se : Doza Karenca,
- - . . preparata/aktivna .
gajene kulture tretiranja re$ava tretiranjem " preparata dani
materija
zeleni buketiciroze g 4 559q venturia Pehar®/ pirimetanil 1,00 Lha® 28
pupoljak inaequalis
cvetanje 12.4.2019 _Venturlg Neon® / ciprodinil 1,00 Lha?
inaequalis 28
1. tretiranje poste 14 4 519 Venturia Neon® / ciprodinil 1,00 Lha
cvetanja inaequalis
Signum®; Bosco® /
iranj Boskalid
11. tretiranje posle —;, g 519 Monilinia sp. O 100kgha' 28
precvetavanja Atlas® / ciprodinil +

fludioksonil

3.5.2 Procedure u okviru analiticke metode MET-GC-Q

Parametri instrumentalne analize. Prilikom razvoja metode implementirana je
instrumentalna konfiguracija CONF-1. Uzorci su analizirani instrumentalnom metodom MET
GC-IN-4.

Priprema uzoraka. Priprema uzoraka za analizu vr$ena je prema sledecoj proceduri:

Kilogram plodova jabuke sorte Greni Smit je iseckan na sitnije komade i dodatno
homogenizovan blendiranjem. U reprezentativnu porciju uzorka mase 5 g dodato je 5 mL
acetonitrila koji sadrzi 1 % siréetne kiseline i QUEChERS Paket 1, nakon Cega je vrSena
ekstrakcija muckanjem u trajanju od 1 minuta. Smesa je centrifugirana 1 minut na 3500 rpm
(obrtaja u minuti). U supernatant zapremine 1 mL dodat je QUEChERS Paket 2, nakon ¢ega je
vrSena ekstrakcija muckanjem u trajanju od 1 minuta. Smesa je centrifugirana 1 minut na 3500
rpm. Alikvot supernatanta je koncentrovan 5 puta uparavanjem. Finalni ekstrakt (suv ostatak
rastvoren u heksanu) je instrumentalno analiziran.

Validacija metode. U okviru validacije metode ispitani su svi parametri navedeni u poglavlju
3.6. Kalibracione krive za odredivanje mLOD/mLOQ konstruisane su u opsegu prilagodenom
za svaki pesticid sa proceduralnim standardima sledecih koncentracija: 0,025; 0,050; 0,075;
0,100 i 0,250 mgkg? (bifentrin), 0,025; 0,050; 0,075 i 0,100 mgkg™ (trifloksistrobin,
pirimetanil i ciprodinil) i 0,100; 0,250; 0,350; 0,450 i 0,550 mgkg™ (boskalid).

Uticaj koraka uparavanja na granicu detekcije i granicu kvantifikacije metode proveren je
odredivanjem mLOD/mLOQ za metodu bez uparavanja i poredenjem sa vrednostima
mLOD/mLOQ za metodu sa uparavanjem. Kalibracione krive za odredivanje mLOD/mLOQ
metode bez uparavanja konstruisane su u opsegu prilagodenom za svaki pesticid sa
proceduralnim standardima sledeé¢ih koncentracija: 0,0125; 0,025; 0,050; 0,075 i 0,100 mgkg™*
(bifentrin), 0,075; 0,100; 0,250; 0,350; 0,450 i 0,550 mgkg™ (trifloksistrobin) 0,025; 0,050;
0,075; 0,100 i 0,250 mgkg™ (pirimetanil), 0,100; 0,250; 0,350; 0,450; 0,550 i 0,750 mgkg™
(ciprodinil) i 0,500; 0,550; 0,750; 1,000; 1,250 i 1,500 mgkg™ (boskalid).
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3.5.3 Procedure u okviru analiticke metode MET-LC-R1

Parametri instrumentalne analize. Prilikom razvoja metode implementirana je
instrumentalna konfiguracija CONF-2. Uzorci su analizirani instrumentalnom metodom MET-
LTQ-46.

Priprema uzorka za analizu. Uzorci su pripremljeni prema sledecoj proceduri:

Kilogram jabuka sorti Ajdared, Zlatni DeliSes i Greni Smit je oljusten, dobijeni uzorak kore je
homogenizovan seckanjem u kuhinjskom blenderu, od Cega je za dalju analizu uzeto po 10
grama poduzorka. U poduzorak je dodato ekstrakciono sredstvo (1 mL na 1 g uzorka) — voda,
acetonitril ili metanol. VrSena je ekstrakcija muckanjem (1 min) i centrifugiranje (5 min/3000
rpm). Supernatant je proceden kroz mikrofilter Nylon 0,22 um i analiziran.

Validacija metode. Osnovni parametri validacije (poglavlje 3.6) ispitani su za metanolni i
acetonitrilni ekstrakt kore. Uzorci su analizirani instrumentalnim metodama MET-LTQ-04,
MET-LTQ-27, MET-LTQ-44 i MET-LTQ-45 (Tabela 3.4-6, str. 89). Kalibracione krive za
odredivanje mLOD/mLOQ konstruisane su u opsegu 0,00 — 0,100 mgkg™* sa 7 proceduralnih
standarda.

UV/VIS analiza ekstrakata. Spektrofotometrijska analiza u UV/VIS podrucju je vrSena na
instrumentu SHIMADZU UV-1650PC sa dvostrukim zrakom, u single mode rezimu u opsegu
150 — 1100 nm, uz promenu izvora svetlosti na 341 nm (UV deuterijumska lampa / VIS
halogena lampa). Za snimanje su kori$c¢ene kivete quartz QS sa duzinom opti¢kog puta 1= 1,0
cm.

3.5.3.1 Primena analiti¢ke metode MET-LC-R1

Poglavlje sadrzi opis procedura u okviru komparativne analize targetiranih pesticida u istom
tipu uzoraka i opis procedura u okviru skrininga targetiranih pesticida u jabukama sa trzista
metodama razvijenim na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-2.

1. Komparativna analiza uzoraka metodama MET-LC-R1 i MET-LC-O

Tac¢nost razvijene metode (MET-LC-R1) je proverena poredenjem rezultata analize
spajkovanih uzoraka uporedno analiziranih razvijenom i zvani¢énom metodom (MET-LC-Q).

Priprema spajkovanih uzoraka. Kilogram jabuka sorte Greni Smit je oljusten; kora i pulpa su
odvojeno homogenizovane, pa potom pomeSane u odgovarajucoj proprorciji (1:10) radi
formiranja uzorka ploda. Porcije od 10 g svakog matriksa (kora, pulpa, plod) su odmerene u
konusne viale, u 10 replikata. Porcije su spajkovane (50 mgkg™). Po 5 replikata kore, pulpe i
ploda je obradeno prema proceduri za pripremu uzoraka u okviru MET-LC-R1 — ekstrakcija
acetonitrilom, a preostalih 5 replikata prema proceduri za pripremu uzoraka u okviru MET-
LC-Q — Varijanta 1.

Analiza spajkovanih uzoraka. Uzorci su analizirani na instrumentu sa CONF-2
instrumentalnom metodom MET-LTQ-27.

2. SKrining trzista

Priprema uzoraka za analizu je vrSena prema proceduri metode MET-LC-R1. Instrumentalna
analiza je vrSena po metodi MET-LTQ-46. Analizirana je kora, pulpa i plod jabuke. Ispitivanje
je obuhvatilo uzorke sorte Ajdared, Greni Smit i Zlatni Delises iz dva supermarketa i tri pijace
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na teritoriji grada NiSa. U okviru jedne pijace, svaka sorta je pribavljena sa posebnog prodajnog
mesta, tako da uzorkovanje sa pijaca pokriva ukupno 9 prodajnih mesta, odnosno 9
proizvodaca/dobavljaca.

3.5.4 Procedure u okviru analiticke metode MET-LC-Q

Parametri instrumentalne analize. U razvoj metode implementirana je instrumentalna
CONF-2. Uzorci su analizirani instrumentalnom metodom MET-LTQ-46 (Tabela 3.4-9, str.
92).

Priprema uzoraka. Priprema uzoraka za analizu vr$ena je prema slede¢oj proceduri:

Kilogram plodova sorte Greni Smit je iseckan na sitnije komade i dodatno homogenizovan
blendiranjem. U reprezentativnu porciju uzorka mase 10 g dodato je 10 mL acetonitrila, nakon
Cega je vrSena ekstrakcija muckanjem u trajanju od 1 minuta. Potom je dodat QUECheRS Paket
3. Odmah nakon toga vrseno je kratko muckanje da se ne bi stvorile grudve, potom je vrSena
ekstrakcija muckanjem (1 min) i centrifugiranje (5 min/3000 rpm).

Varijanta 1. U supernatant zapremine 1 mL dodat je QUEChERS Paket 4, nakon ¢ega je vrSena
ekstrakcija muckanjem u trajanju od 1 minuta. Smesa je centrifugirana 1 minut na 3500 rpm.
Supernatant je proceden kroz mikrofilter (Nylon 0,22 pum).

Varijanta 2. U supernatant zapremine 6 mL dodat je QUEChERS Paket 6, nakon ¢ega je vrSena
ekstrakcija muckanjem u trajanju od 1 minuta. Smesa je centrifugirana 1 minut na 3500 rpm.
Supernatant je proceden kroz mikrofilter (Nylon 0,22 pum).

Validacija metode. U okviru validacije metode ispitani su svi parametri navedeni u poglavlju
3.6. Kalibracione krive za odredivanje mLOD/mLOQ konstruisane su u opsegu 0,005 — 0,075
mgkg™.

3.5.5 Procedure u okviru analiticke metode MET-DI-R

Parametri instrumentalne analize. U razvoj metode implementirana je instrumentalna
konfiguracija CONF-3. Uzorci su analizirani instrumentalnom metodom MET-LCQ-IN-1 sa
direct injection metodom unosenja uzorka.

Priprema uzoraka. Priprema uzoraka za analizu vr$ena je prema slede¢oj proceduri:

Deset grama kore je zajedno sa vodom (20 mL) usitnjeno u blenderu. Vodeni ekstrakt je
centrifugiran (10 min/3500 rpm). Supernatant (15 mL) je ekstraktovan heksanom (10 mL).
Heksanski ekstrakt (6 mL) je uparen do suva na sobnoj temperaturi; suv ostatak je rastvoren u
1,5 mL 0,050 % rastvora amonijum-formijata u metanolu, proceden kroz mikrofilter (Nylon
0,22 pm) i analiziran.

Odredivanje koli¢ine suvog ostatka u finalnom ekstraktu. Odredivanje koli¢ine suvog
ostatka u finalnom ekstraktu kore jabuke vrSeno je na bazi tri replikata prema sledecoj
proceduri:

U 50 g kore sorti Greni Smit, Zlatni DeliSes 1 Ajdared dodato je 100 mL vode, nakon Cega je
smesSa usitnjena u kuhinjskom blenderu do kaSaste konzistencije. Celokupna masa kasSe je
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procedena pod vakuumom kroz filter papir (crna traka). Filtrat (75 mL) je ekstraktovan
heksanom (50 mL). Heksanski ekstrakt (30 mL) je uparen do suva na sobnoj temperaturi (25
°C) i izmerena je masa suvog ostatka. Nakon toga je suv ostatak zagrevan 30 min na hot plate
uredaju na 50 °C. Nakon hladenja do sobne temperature izmerena je masa suvog ostatka. Potom
je suv ostatak zagrevan jo§ 30 min na 100 °C, nakon Cega je ponovo merena masa Suvog
ostatka.

Validacija metode. U okviru validacije metode procenjena je selektivnost, matriks efekat,
granica detekcije metode, prinos ekstrakcije na dva koncentraciona nivoa i linearnost u
koncentracionom opsegu 0,00 — 0,75 mgkg™.

3.5.6 Procedure u okviru analiticke metode MET-LI-R

Parametri instrumentalne analize. U razvoj metode implementirana je instrumentalna
konfiguracija CONF-3. Uzorci su analizirani instrumentalnom metodom MET-LCQ-IN-1 sa
LOORP injection metodom unosenja uzorka.

Analiza analitickih standarda pesticida tretiranih citratnim QUEChERS-om. Pripremljeni
je rastvori smese pesticida koncentracije 1,00 i 10,00 pgmL™ u acetonitrilu. Rastvori su
pripremljeni u 10 replikata i analizirani:

1) Pre tretiranja QUEChERS-om

2) Nakon prvog koraka QUEChERS-a (sa citratnim solima)

3) Nakon celokupnog QUEChERS-a sa korakom dSPE sa PSA

4) Nakon celokupnog QUEChERS-a sa korakom dSPE sa PSA + C18

5) Nakon celokupnog QUEChERS-a sa korakom dSPE sa PSA + C18 + GCB

Standardi su analizirani sa brzinom protoka mobilne faze od 25 pLmin™. Statisti¢kim
poredenjem srednjih vrednosti merenih odziva standarda pre i posle tretiranja QUEChERS
procedurom ispitano je da li procedura utice na pocetnu koli¢inu pesticida. Za statisti¢ko
poredenje koriscen je paired t test, za parove podataka, sa testiranom hipotezom SV1 — SV> <
> 0, pri ¢emu je SV1 srednja vrednost merenih odziva netretiranih standarda (n=10), a SV: je
srednja vrednost merenih odziva tretiranih standarda (n=10) nakon svakog koraka QUEChERS
procedure.

Analiza standarda pesticida na bazi citrathog QUEChERS ekstrakta kore jabuke. Post-
extraction fortification standardi (spajkovanje analitima izvrS§eno nakon pripreme
uzorka). Blank ekstrakt kore je pripremljen u dve QUEChERS varijante prema slede¢im
procedurama:

1) Varijanta 1.Veca masa smrznute kore Ajdareda, DeliSesa i Greni Smita je izblendirana.
Porcija usitnjene kore (10 g) prebacena je u vialu sa konusnim dnom (50 mL) i dodat je
acetonitril (10 mL), nakon ¢ega je vrSena ekstrakcija muc¢kanjem (1 min). U vialu je potom
dodat QUECheRS Paket 3. Odmah nakon je vrseno kratko muckanje da se ne bi formirale
grudve, potom je vrSena ekstrakcija muc¢kanjem (1 min) i centrifugiranje (5 min/3000 rpm).
Supernatant je proceden kroz mikrofilter Nylon 0,22 pm i analiziran.

2) Varijanta 2. U odredenu zapreminu supernatanta dobijenog prema proceduri za varijantu
1 je nakon centrifugiranja dodat QUECheRS Paket 4. Vr$ena je ekstrakcija muckanjem (1
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min) i centrifugiranje (5 min/3000 rpm). Supernatant je proceden kroz mikrofilter Nylon
0,22 pm i analiziran.

Pripremljena je serija post-extraction fortification standarda pesticida u opsegu koncentracija
0,10 — 5,00 pugmL* (3est standarda) razblazivanjem odgovarajuée zapremine MPP rastvora u
blank ekstraktu kore pripremljenom po proceduri za varijantu 1 i za varijantu 2.

Pre-extraction fortification standardi (spajkovanje analitima izvr§eno pre pocetka
pripreme uzorka). Standardi su pripremljeni prema sledecoj proceduri:

Veca masa smrznute kore Ajdareda, DeliSesa i Greni Smita je izblendirana. Porcija usitnjene
kore (10 g) prebacena je u vialu sa konusnim dnom (50 mL) i vrSeno je spajkovanje analitima
u slede¢im koncentracijama: 0,010; 0,040; 0,200; 1,00; 5,00 mgkg™. Nakon stajanja (1h) dodat
je acetonitril (10 mL), nakon Cega je vrSena ekstrakcija muckanjem (1 min). U vialu je potom
dodat QUECheRS Paket 3. Odmah nakon je vrSeno kratko muckanje da se ne bi stvorile grudve,
potom je vrSena ekstrakcija muckanjem (1 min) i centrifugiranje (5 min/3000 rpm). U odredenu
zapreminu supernatanta nakon centrifugiranja je dodat QUECheRS Paket 4. VrSena je
ekstrakcija muckanjem (1 min) i centrifugiranje (5 min/3000 rpm). Supernatant je proceden
kroz mikrofilter Nylon 0,22 pm i analiziran.

3.5.7 Procedure u okviru analiticke metode MET-LC-R2

Parametri instrumentalne analize. U razvoj metode implementirana je instrumentalna
CONF-4. Uzorci su analizirani instrumentalnom metodom MET-TSQ-10 (Tabela 3.4-12, str.
97).

Priprema uzorka za analizu. Uzorci su pripremljeni prema sledecoj proceduri:

Kilogram jabuka sorti Ajdared, Zlatni Delises i Greni Smit je oljuSten, dobijeni uzorak kore je
homogenizovan seckanjem u blenderu, od ¢ega je za dalju analizu uzeto po 10 grama
poduzorka. U poduzorak je dodat acetonitril (1 mL na 1 g uzorka). Vr$ena je ekstrakcija
muckanjem (1 min) 1 centrifugiranje (5 min/3000 rpm). Supernatant je proceden kroz
mikrofilter Nylon 0,22 um i analiziran.

Ispitivanje osetljivosti sa ESI i HESI nac¢inom jonizacije. Poredena je osetljivost prema
pesticidima u opsegu koncentracija 0,10 — 5,00 ugmL™, analizom serije standarda smese
pesticida na bazi acetonitrilnog ekstrakta kore sorte Greni Smit instrumentalnim metodama
MET-TSQ-01, MET-TSQ-02 i MET-TSQ-03.

Validacija metode. Procenjeni su osnovni parametri validacije (poglavlje 3.6).
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3.6 Validacija metoda

Procena selektivnosti metode. Procena selektivnosti metode je vrSena uporednom analizom
hromatograma obradenog uzorka kore bez pesticida (blank) i standarda pesticida pripremljenih
u blank ekstraktu kore.

Procena tacnosti i preciznosti metode. Tac¢nost i preciznost metode su procenjivane za tri
koncentracije pesticida u uzorku koje pokrivaju testirani analiti¢ki opseg — 0,10; 1,00 i 5,00
mgkg™ — u pet replikata.

Procena linearnosti metode. Linearnost metode je testirana u analitickom opsegu od 0,005
odnosno 0,010 mgkg™ do 5,00 mgkg™ sa >10 kalibracionih standarda.

Procena matriks efekta. Procena je vrSena prema izrazu br.1 (poglavlje 2.3.3.4, str. 61).
Standardi su pripremljeni u analiti¢kom opsegu 0,10 — 5,00 pugmL™. Pre procene matriks efekta
ispitana je zavisnost matriks efekta od koncentracije analita. NajSiri koncentracioni opseg U
okviru kojeg matriks efekat ne zavisi od koncentracije analita je odabran za procenu matriks
efekta.

Procena granice detekcije i kvantifikacije. Procenjivane su granice detekcije i granice
kvantifikacije instrumentalne tehnike (iLOD; iLOQ) i granice detekcije i granice kvantifikacije
metode (mLOD; mLOQ) nacinom koji omogucava njihovo izrazavanje u jedinicama
koncentracije (poglavlje 2.3.3.5, str. 63).

3.7 Legislativa kori§¢ena u interpretaciji rezultata istrazivanja

Validacioni parametri razvijenih metoda — selektivnost, tacnost i preciznost, linearnost i
matriks efekat, procenjivani su u odnosu kriterijume definisane u direktivi SANTE/2019/12682
i uporedeni su sa validacionim parametrima zvani¢nih metoda koje su takode primenjene u
obradi uzoraka, a to su metoda EN 15662:2018 (srpska oznaka SRPS EN 15662:2018) i metoda
AOAC 2007.01. Granice detekcije primenjenih metoda uporedene su sa MDK vrednostima za
ispitivane pesticide, koje su definisane Pravilnikom o maksimalno dozvoljenim koli¢inama
ostataka sredstava za zastitu bilja u hrani i hrani za Zivotinje (broj 110-00-114/2020-09).
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4 REZULTATI



4.1 Ispitivanja na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-1

Poglavlje sadrzi rezultate ispitivanja performansi instrumentalne konfiguracije CONF-1 u
odnosu na ispitivane pesticide i rezultate razvoja i primene metoda koje ukljuuju ovu
instrumentalnu konfiguraciju.

4.1.1 Performanse instrumenta u odnosu na ispitivane analite

Karakterizacija analita. Slike 4.1-1 — 4.1-5 prikazuju hromatograme i masene spektre rastvora
svakog od pesticida visoke ¢istoce U heksanu analizirani metodom MET-GC-IN-1. U masenom
spektru pirimetanila (Slika 4.1-1) najintenzivniji fragment je m/z 198; po zastupljenosti ga sledi
molekulski jon m/z 199 i u vrlo malom procentu m/z 77 (Tabela 4.1-1). U masenom spektru
ciprodinila (Slika 4.1-2) najintenzivniji fragment je m/z 224; po zastupljenosti ga prate
molekulski jon m/z 225 i fragmenti m/z 77 i m/z 210. Pirimetanil i ciprodinil, koji pripadaju
istoj hemijskoj klasi jedinjenja se fragmentiSu na sli¢an nacin i njihova fragmentacija je
karakteristi¢na po intenzivnom formiranju deprotonovanih fragmenata.

Maseni spektar trifloksistrobina (Slika 4.1-3) je bogatiji fragmentima; najintenzivniji fragment
je m/z 116, a po zastupljenosti ga slede fragmenti m/z 131 m/z 59 i m/z 145; molekulski jon m/z
408 se ne uocava u spektru. El jonizacija bifentrina (Slika 4.1-4) rezultira u fragmentu m/z 181,
koji je najintenzivniji, i fragmentima m/z 165 i1 m/z 166, koji ga prate po intenzitetu; takode se
u vrlo malom procentu zastupljenosti uocava i molekulski jon m/z 422. El jonizacija boskalida
(Slika 4.1-5) rezultira u slede¢im karakteristicnim fragmentima: m/z 140, m/z 112 i m/z 342, pri
¢emu je naintenzivniji fragment m/z 140. Poglavlje 8.3 (Prilog) sadrzi predlozene mehanizme
nastanka karakteristi¢nih fragmenata pesticida.

Slika 4.1-6 prikazuje hromatogram i maseni spektar rastvora dibutil-adipada (DBA)
koncentracijie od 5 pgmL™ u heksanu koji je kori$éen kao interni standard.
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Slika 4.1-1 Hromatogram i maseni spektar rastvora pirimetanila u heksanu (5,00 ugmL™) u scan rezimu
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Slika 4.1-2 Hromatogram i maseni spektar rastvora ciprodinila u heksanu (5,00 pgmL-t) u scan rezimu
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Slika 4.1-3 Hromatogram i maseni spektar rastvora trifloksistrobina u heksanu (5,00 pgmL™) u scan rezimu
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Slika 4.1-4 Hromatogram i maseni spektar rastvora bifentrina u heksanu (5,00 ugmL™) u scan rezimu
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Slika 4.1-5 Hromatogram i maseni spektar rastvora boskalida u heksanu (5,00 pgmL™) u scan rezimu
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Slika 4.1-6 Hromatogram i maseni spektar rastvora DBA u heksanu (5,00 pgmL™) u scan rezimu

Promena temperaturnog reZima rada pecnice. Sa hromatografske kolone se prvi eluira
pirimetanil, slede ga ciprodinil, trifloksistrobin, bifentrin i boskalid. Klasi¢an temperaturni
rezim kolone, koji podrazumeva postojanje minimum dve temperaturne rampe (ovenRGM-1, Str.
86) ovde je zamenjen rezimom koji ukljucuje jednu temperaturnu rampu (ovenRGM-2, str. 86),
da bi vreme instrumentalne analize bilo krac¢e. Ukupno trajanje instrumentalne analize sa
rezimom ovenRGM-1 je 26,50 minuta, dok je ukupno trajanje instrumentalne analize sa rezimom
ovenRGM-2 15,50 minuta, §to rezultira ustedom vremena od oko 40 %. Promena parametara rada

pecnice se nije odrazila na njene perfomanse u pogledu razdvajanja analita (Slika 4.1-7).
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Slika 4.1-7 SIM hromatogrami smese DBA, pirimetanila, ciprodinila, trifloksistrobina, bifentrina i boskalida
koncentracije 5 pugmL™ u heksanu, po metodi sa ovenRGM-1 i ovenRGM-2 temperaturnim rezimom peénice

Osetljivost u scan i SIM rezimu rada analizatora. Za instrumentalnu analizu pesticida kao
krajnji reZim rada masenog spektrometra odabran je rezim pracenja odabranih fragmenata
(quadRGM-1) zbog vece osetljivosti. Najzastupljeniji fragmenti pesticida i fragmenti uvrSeni u
metodu MET GC-IN-4 (Tabela 4.1-1). Svaki od fragmenata je pracen 100 ms (dwell time). Za
trifloksistrobin, bifentrin i boskalid su pracena tri fragmenta — jedan po kome je radena
kvantifikacija — i dva radi pouzdanije identifikacije (qualifier joni). Za pirimetanil i ciprodinil
je pracen jedan jon koji se je isticao po intenzitetu. Kao qualifier jon trifloksistrobina, umesto
jona m/z 59 koji je treci po zastupljenosti, u MET GC-IN-4 metodu uvrsten je jon m/z 145, zbog
vece strukturne specificnosti.

Veéa osetljivost u SIM u odnosu na scan rezim rada analizatora je potvrdena analizom serije
standarda pesticida (0,50 — 10,00 pgmL™) pripremljenim u heksanu, u oba reZima rada i
poredenjem nagiba kalibracionih krivi (Tabela 4.1-2). Odnos SIM/scan nagiba je za svaki analit
veca od jedinice, §to ukazuje na vecu osetljivost pri SIM rezimu rada analizatora. Procenat
uvecanja odziva pesticida u SIM u odnosu na odziv u scan rezimu rada (usvojen kao 100 %) se
krece od 83 % za standard ciprodinila i pirimetanila koncentracije 0,50 pgmL™ do 31 % za
standard ciprodinila koncentracije 10,00 pgmL™; boskalid se u standardu koncentracije 0,50
ugmL™ u scan rezimu ne detektuje.
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Tabela 4.1-1 Pregled karakterizacije analita; kvantifikacioni joni su dati zadebljani i u kurzivu

Retenciono Fragmenti
Analit L Fragmenti, m/z (zastupljenost, %) odabrani za SIM
vreme, minuti oy
rezim
Pirimetanil 6,85 198 (100), 199 (45), 77 (7,3) 198
Ciprodinil 8,02 224 (100), 225 (61), 77 (17), 210 (9,6) 224
Trifloksistrobin 9,08 116 (100), 131 (58), 59 (42), 145 (29), 89 (23) 116, 131, 145
Bifentrin 9,62 181 (100), 165 (36), 166 (33) 181, 165, 166
Boskalid 12,15 140 (100), 112 (41), 342 (32), 142 (27), 207 (20) 140, 112, 342

Tabela 4.1-2 Odzivi analita u razli¢itim rezimima rada masenog analizatora

Nagib krive u scan rezimu

Analit Fragment, (ekstrakcija fragmenta iz total ion Nagib k['.ve usiM Odnos SI_M/scan

m/z rezimu odziva
hromatograma)

Pirimetanil 198 498361 668995 1,342
Ciprodinil 224 288577 377578 1,308
Trifloksistrobin 116 83610 111418 1,333
Bifentrin 181 268396 378424 1,410
Boskalid 140 51044 69225 1,356

Instrumentalna granica detekcije i kvantifikacije. Najveca instrumentalna osetljivost u SIM
rezimu se uoava za pirimetanil, a najmanja za boskalid (Tabela 4.1-3). Granice detekcije i
granice kvantifikacije instrumentalne metode u SIM rezimu se kreéu od 0,0008 ugmL™ za
ciprodinil i boskalid do 0,01 pgmL* za trifloksistrobin i od 0,0024 pgmL™ za ciprodinil do

0,0305 pugmL* za trifloksistrobin, respektivno.

Tabela 4.1-3 Osetljivost pri niskim koncentracijama analita i granice detekcije instrumenta

Analit Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin ~ Boskalid
SIM rezim
Nagib 1958442 1453744 626907 1941986 489270
Koeficijent korelacije, R? 0,9991 0,9998 0,9745 0,9994 0,9998
LOD, ug mL? 0,0018 0,0008 0,0100 0,0015 0,0008
LOQ, ug mL? 0,0054 0,0024 0,0305 0,0045 0,0026
scan rezim
Nagib 1448346 1221425 470366 1382219 363725
Koeficijent korelacije, R? 0,9992 0,9989 0,9889 0,9995 0,9997
LOD, ug mL? 0,0024 0,0011 0,0110 0,0020 0,0014
LOQ, ug mL? 0,0080 0,0036 0,0366 0,0066 0,0046
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4.1.2 Rezultati razvoja i primene metode MET-GC-R

4.1.2.1 Analiza ekstrakata jabuke — opsta zapazanja

Neprecisc¢eni ekstrakt. Na slikama 4.1-8 — 4.1-13 prikazani su hromatogrami blank heksanskih
ekstrakata kora i pulpa ispitivanih sorti jabuke. Profil jedinjenja u ekstraktima bi mogao da se
podeli u tri dela: na nizim retencionim vremenima, izmedu 4,5 i 5 minuta, uo¢ava se pik za koji
je pretragom NIST baze spektara utvrdeno da poti¢e od a-farnesena (Prilog, Slika 8.4-1, str.
309); u oblasti od 8 do 10 minuta uoc¢ava se nekoliko pikova koji poti¢u od estara masnih
kiselina, s obzirom da maseni spektri ovih jedinjenja pokazuju veliku sli¢nost sa spektrom
jedinjenja na 8,07 minuta (Prilog, Slika 8.4-2, str. 310), koje je pretragom baze spektara
identifikovano kao metil-estar linoleinske kiseline; u oblasti od 10 do 13 minuta uocava se
nekoliko pikova sa velikom zastupljenoS¢u alifaticnih fragmenata u masenom spektru, na
osnovu ¢ega se moze zakljuditi da pripadaju frakciji masnih kiselina i voskova (Prilog, Slika
8.4-4 i Slika 8.4-5, str. 312).

Najzastupljenije jedinjenje u heksanskim ekstraktima kore i pulpe je iz frakcije voskova, sa
retencionim vremenom izmedu 12 i 13 minuta. Kada se uporede ekstrakti kore razlicitih sorti,
uocava se da je jedinjenje posebno zastupljeno u ekstraktu Greni Smit sorte (Slika 4.1-10).
Aproksimativna procena koli¢ine voskova u heksanskim ekstraktima kore sve tri sorte je
izvrSena gravimetrijskom metodom — 10 mL ekstrakta je upareno do suva, suv ostatak je
rastvoren u metanolu, nakon ¢ega je precipitat odvojen od metanola, osuSen 1 izmeren. Prinos
u masi je bio sledeci: 0,1053 g (Zlatni DeliSes zrelog ploda), 0,1079 g (Zlatni DeliSes nezrelog
ploda), 0,1133 g (Greni Smit) i 0,0913 g (Ajdared). Utvrdeno je da ekstrakt Greni Smita ima
oko 5 % vise precipitata od Zlatnog DeliSesa i oko 25 % vise precipitata od Ajdareda. Pored
frakcije voskova, profil ekstrakta Greni Smit u odnosu na druge sorte se istice po vecem
sadrzaju a-farnesena.
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Slika 4.1-8 Hromatogram blank heksanskog ekstrakta kore Ajdareda u scan rezimu rada analizatora
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Slika 4.1-9 Hromatogram blank heksanskog ekstrakta kore Zlatnog DeliSesa u scan rezimu rada analizatora
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Slika 4.1-10 Hromatogram blank heksanskog ekstrakta kore Greni Smita u scan rezimu rada analizatora

Prema ispitivanju Klein et al. (2018) najzastupljenije komponente u voskovima kore Greni
Smita su jedinjenja poput pentakozana, nonakozana i nezasi¢enih masnih Kiselina sastava
C20:3n6, C18:2n6, C18:3n3, C22:2, C14:1, C16:1. Brojna jedinjenja iz frakcije voskova su
identifikovana u kori jabuke, poput sterola, terpena i masnih kiselina (Wu et al., 2007; Klein et
al., 2018). Ispitivanje triterpenskog sastava kore jabuke razli¢itih sorti je dovelo do otkrivanja
prisustva drugih jedinjenja i proSirenja hemijskog profila kore, poput polihidroksiovanih
derivate oleanolne i ursolne kiseline, ukljucujué¢i dihidroksi ursolnu kiselinu, korosolnu i
anurkoi¢nu kiselinu, trihidroksilnu ursolnu kiselinu, tormentinsku i euskafinsku kiselinu, kao i
dihidroksi oleanolnu i maslininsku kiselinu (Poirier et al., 2018).

Ako se uporede hromatogrami heksanskih ekstrakata kore i pulpe, uocava se da pulpa ima
znatno manji sadrzaj frakcije voskova. Poredenje odziva jedinjenja koje se javlja na 12,37
minuta u ekstraktu kore i pulpe Greni Smit sorte je pokazalo njegovo i do 42 puta vece prisustvo
u kori u odnosu na pulpu.
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Slika 4.1-11 Hromatogram blank heksanskog ekstrakta pulpe Ajdareda u scan rezimu rada analizatora
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Slika 4.1-12 Hromatogram blank heksanskog ekstrakta pulpe Zlatnog DeliSesa u scan rezimu rada analizatora
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Slika 4.1-13 Hromatogram blank heksanskog ekstrakta pulpe Greni Smita u scan rezimu rada analizatora

Precisceni ekstrakt. Glavni cilj koraka pre¢is¢avanja ekstrakta je bilo uklanjanje voskova.
Razlog za to je negativan uticaj voskova kao tesko isparljivih jedinjenja na perfomanse kolone,
u smislu njenog zaprljanja. Naredni razlog koeluiranje sa boskalidom, koje izaziva problem
lose selektivnosti i pri rezimu rada analizatora quadRGM-1.

Korak precis¢avanja se zasniva na principu slabe rastvorljivosti nepolarnih voskova u polarnim
rastvara¢ima. Ovaj korak podrazumeva da se heksan kao rastvara¢ matriksa zameni metanolom
(izmena rastvaraca, IR), uz pratece odlaganje rastvora na temperaturu od -15 °C (precipitacija
na niskoj temperaturi, PNT). Suv ostatak se nakon uparavanja heksanskog ekstrakta ne rastvara
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u potpunosti u metanolu; u rastvoru se formira beli precipitat. Precipitat poti¢e od voskova, na
Sta ukazuje odsustvo pikova u hromatogramima u regiji od 10 do 13 minuta (Slika 4.1-14 -
Slika 4.1-16). Potpuna precipitacija frakcije voskova je osigurana periodom zamrzavanja. 1z
ekstrakta su uklonjeni voskovi, ali je ostala pigmentacija (Slika 4.1-17). Procedura pripreme
uzorka je prvenstveno razvijena za koru jabuke, ali se uspeSno moze primeniti i na Citav plod.
U ekstraktima pulpe se nakon izmene rastvaraca ne uocava precipitat.
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Slika 4.1-14 Hromatogram prec¢is¢enog (IR-PNT) blank ekstrakta kore Ajdareda, u scan rezimu rada analizatora
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Slika 4.1-15 Hromatogram preéis¢enog (IR-PNT) blank ekstrakta kore Zlatnog DeliSesa, u scan rezimu rada
analizatora
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Slika 4.1-16 Hromatogram preciséenog (IR-PNT) blank ekstrakta kore Greni Smita, u scan rezimu rada
analizatora
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Slika 4.1-17 llustracija IR/PNT koraka:
A — nakon uparavanja
B — nakon dodavanja metanola
C — uklonjeni precipitat
D - finalni ekstrakt

4.1.2.2 Rezultati ispitivanja parametara validacije

Selektivnost. Slika 4.1-18 prikazuje hromatograme standarda pesticida rastuc¢ih koncentracija,
pripremljenih u blank ekstraktu kore Greni Smit sorte, kao i samog blank ekstrakta nakon
precis¢avanja. Metoda je selektivna za pirimetanil, ciprodinil, bifentrin i boskalid, jer se u
hromatogramu blank ekstrakta se ne uo¢avaju pikovi na retencionim vremenima ovih pesticida
(Slika 4.1-18). Za trifloksistrobin, koji se eluira u regiji estara (Slika 4.1-10), kojih ima u nesto
vecéoj koncentraciji nakon koraka pre¢is¢avanja uocava se delimic¢na interferenca (Slika 4.1-18).

Interferiranje sa pikom trifloksistrobina je najizrazenije za nize koncentracije pesticida, kako
raste povrsina pika trifloksistrobina smanjuje se udeo interference u njoj (Slika 4.1-19). Greska
u kvalitativnom odredivanju trifloksistrobina usled nepotpune selektivnosti je minimalna s
obzirom da se retenciona vremena pesticida i interferenta razlikuju; takode razlikuje se i
obrazac zastupljenosti jona u okviru SIM rezima, pri ¢emu je kod trifloksistrobina jon m/z 116
uvek najzastupljeniji sa karakteristiénim obrascem 116>131>145, dok je kod interference
najzastupljeniji jon uvek m/z 131 sa obrascem 131>145>116. Potencijalni problemi u
kvantifikaciji usled nepotpune selektivnosti se mogu prevazi¢i na dva na¢ina. Jedan nacin
prevazilazenja bi bila ru¢na integracija pika trifloksistrobina u prilagodenom opsegu
retencionog vremena. S obzirom da je zastupljenost jedinjenja koje interferira sa pesticidom
konstantna kroz sve uzorke — za isti po¢etni udeo kore i rastvara¢a — drugi nacin prevazivazenja
bi podrazumevao ukljucivanje povrsine interferenta u ukupnu povrsinu pika trifloksistrobina i
pri obradi uzorka i pri obradi svih kalibracionih standarda.
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Linearnost i opseg metode. Tabela 4.1-4 sadrzi sistematizovane podatke kalibracionih krivi
koje pokrivaju procenjeni linearni opseg metode za sve tri ispitivane sorte. Linearnost metode
je ispitivana u analiti¢kom opsegu 0,01 — 5,00 mgkg™ sa ukupno 14 koncentracija. Testirani
analitiCki opseg se za vecinu analita sastoji iz nekoliko linearnih opsega, koji pokrivaju oblast
relativno niskih i relativno visokih koncentracija. Razlog za to je razli¢ita osetljivost prema
analitima u ove dve oblasti koncentracija; osetljivost za oblast relativno niskih koncentracija je
veca od osetljivosti za oblast relativno visokih koncentracija. Koeficijent korelacije je uvek
iznad 0,9; za Ajdared se krece od 0,9555 za trifloksistrobin (oblast niskih koncentracija) do
0,9979 za trifloksistrobin (oblast visokih koncentracija), za Zlatni Delises od 0,9711 za
trifloksistrobin (oblast niskih koncentracija) do 0,9996 za pirimetanil (oblast visokih
koncentracija), a za Greni Smit od 0,9756 za pirimetanil (oblast niskih koncentracija) do 1,00
za pirimetanil (oblast visokih koncentracija).

Tacnost i preciznost. U matriksu Zlatnog DeliSesa 1 Ajdareda vrednosti tacnosti 1 repetabilnosti
za odabrane nivoe koncentracija kao i1 vrednosti srednje tacnosti i srednje preciznosti za sve
analite su u granicama koje propisuje SANTE direktiva za validaciju (EC:
SANTE/12682/2019), izuzev za bifentrin u matriksu Zlatnog Delisesa (Tabela 4.1-5). Za
bifentrin vrednosti srednje tacnosti i1 srednje preciznosti se nalaze u okviru proSirenih granica
koje propisuje SANTE, tj vrednosti ta¢nosti koje su izvan opsega 70-120 % su prihvatljive ako
su ujednacene (RSD =<20 %), ali srednja tac¢nost treba da lezi u granicama od 30 % do 140 %.
Medutim, na srednjem nivou koncentracija (1 mgkg™?) ta¢nost je nesto niza, a repetabilnost
nesto visa u odnosu na propisani limit.

U matriksu Greni Smita, vrednosti srednje ta¢nosti i srednje preciznosti za sve analite leze u
okviru prosirenih granica SANTE direktive, sa vrednostima parametara nesto nizim u odnosu
na druge dve sorte. U okviru pojedina¢nih koncentracionih nivoa ta¢nost za pirimetanil 1
bifentrin na 1 mgkg™? i za boskalid na 5 mgkg™ je <30%. Opsti trend nize taénosti za bifentrin
se moze objasniti najmanjom polarno$¢u ovog pesticida (log Kow, Tabela 2.2-1-Tabela 2.2-5),
a time 1 ve¢im afinitetom prema precipitatu voska u odnosu na metanol, u okviru pripreme
uzorka — koraka izmene rastvara¢a. Drugim re¢ima postoji veca verovatnoca za okluziju
bifentrina u precipitat.

Kada se uporede heksanski ekstrakt Greni Smit sorte sa heksanskim ekstraktima Zlatnog
Delisesa i Ajdareda, uocava se oko 2,3 12,9 puta veca zastupljenost jedinjenja na 12,35 minuta.
U skladu sa time niza ta¢nost za sve analite u matriksu Greni Smita bi mogla da se objasni
znatno vecom koli¢inom jedinjenja iz frakcije voskova — koje ukazuje na vecu ukupnu koli¢inu
voskova koja ova sorta ima u odnosu na druge dve — koja vodi vecoj koli¢ini precipitata u okviru
IR/PNT koraka i podjednake verovatnoce okluzije pesticida, nezavisno od njihove polarnosti.
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Tabela 4.1-4 Parametri kalibracionih krivi koje pokrivaju linearni opseg metode

Analit Opseg, mgkg™  Broj standarda Nagib Odsecak Koeficijent korelacije
Ajdared
Pirimetanil 0,01-0,05 8 13124284 81946 0,9889
Pirimetanil 0,05-1,00 5 2326827 566973 0,9894
Ciprodinil 0,01-0,05 8 7544066 51824 0,9708
Ciprodinil 0,05-1,00 4 1310346 383465 0,9923
Trifloksistrobin 0,01-0,05 8 4918559 91799 0,9555
Trifloksistrobin 0,10-5,00 5 650928 332625 0,9979
Bifentrin 0,01-0,05 8 5342572 138699 0,9717
Bifentrin 0,10-5,00 6 650450 150878 0,9568
Boskalid 0,01-0,25 7 4971179 64220 0,9960
Zlatni Delises
Pirimetanil 0,01-0,05 8 5077921 51888 0,9879
Pirimetanil 0,05-1,00 4 1463356 240632 0,9996
Ciprodinil 0,01-0,05 8 4759459 32404 0,9770
Ciprodinil 0,50 -5,00 4 1324201 -178211 0,9994
Trifloksistrobin 0,01-0,05 8 2679939 405257 0,9711
Trifloksistrobin 0,05-0,50 4 1081989 459025 0,9938
Trifloksistrobin 1,00 - 5,00 3 880706 2090378 0,9860
Bifentrin 0,01-0,05 8 3986514 41887 0,9932
Bifentrin 0,05-1,00 5 620630 212272 0,9957
Boskalid 0,01-0,05 8 4000961 261453 0,9932
Boskalid 0,10-5,00 6 295501 527555 0,9741
Greni Smit

Pirimetanil 0,01-0,03 5 5539567 35057 0,9756
Pirimetanil 0,03-0,05 4 11883627 -165554 0,9900
Pirimetanil 0,05-5,00 6 2783083 287337 1,0000
Ciprodinil 0,01-0,05 6 6123424 86055 0,9871
Ciprodinil 0,05-5,00 6 1867506 270286 1,0000
Trifloksistrobin 0,015 - 0,05 5 3608163 208707 0,9826
Trifloksistrobin 0,10-5,00 6 772676 299341 0,9998
Bifentrin 0,02-1,00 9 2664867 383158 0,9939
Boskalid 0,025-0,10 6 1934918 100589 0,9854
Boskalid 0,10-5,00 5 817096 215031 0,9993

Nc — broj kalibracionih standarda
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Tabela 4.1-5 Ta¢nost i preciznost metode MET-GC-R

Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin ~ Boskalid

Koncentracija, mg kg* Zlatni Delises
0.10 Tacnost, % 67,53 104,47 94,90 41,23 76,39
Repetabilnost, % 15,49 12,24 10,08 12,12 15,33
1.00 Taénost, % 88,32 101,17 90,06 28,32 91,67
Repetabilnost, % 20,07 22,30 27,15 23,77 18,24
5,00 Tacnost, % 93,25 92,15 94,88 40,27 97,29
Repetabilnost, % 7,71 7,75 9,11 6,73 6,52
Srednja ta¢nost, %" 83,03 99,26 93,28 36,60 88,45
Srednja preciznost, %™ 14,42 14,09 15,45 14,20 13,36

Koncentracija, mg kg* Ajdared
0.10 Tacnost, % 78,24 87,82 92,64 78,75 72,56
Repetabilnost, % 11,71 14,63 8,90 20,54 27,66
1.00 Taénost, % 91,26 96,52 119,47 71,65 80,79
Repetabilnost, % 9,37 10,42 10,93 11,40 11,06
5,00 Tacnost, % 98,00 102,12 117,44 33,13 96,69
Repetabilnost, % 12,31 12,27 10,31 16,52 12,13
Srednja ta¢nost, % 89,17 95,49 109,85 61,18 83,35
Srednja preciznost, % 11,13 12,44 10,05 16,15 16,95
Koncentracioni nivo, mg kg* Greni Smit

0.10 Tacnost, % 56,00 57,10 82,72 45,52 63,56
Repetabilnost, % 18,89 21,34 19,71 12,02 17,99
1.00 Taénost, % 24,90 30,46 36,73 24,25 32,04
Repetabilnost, % 20,00 12,98 15,70 13,77 17,56
5,00 Tacnost, % 39,97 35,10 45,84 39,79 29,86
Repetabilnost, % 1,34 1,11 20,20 4,41 7,72
Srednja ta¢nost, % 40,29 40,89 55,10 36,52 41,82
Srednja preciznost, % 13,41 11,81 18,53 10,06 14,42

"Suma taénosti za 3 koncentracije podeljena sa brojem koncentracija

™ Koeficijent varijacije ta¢nosti za 3 koncentracije

Matriks efekat. Matriks efekat u neprecis¢enom ekstraktu je za pirimetanil procenjivan u
opsegu 0,10 — 2,50 pgmL™* u okviru sorti Zlatni Delises i Greni Smit, dok je u okviru sorte
Ajdared procenjivan u opsegu 0,10 — 5,00 pgmL™. Za ciprodinil, matriks efekat je procenjivan
u opsegu 0,10 — 2,50 ugmL™* u okviru sorte Greni Smit i u opsegu 0,10 — 5,00 pgmL* za ostale
dve sorte. Matriks efekat za trifloksistrobin je procenjivan u opsegu 0,10 — 2,50 ugmL* za sortu
Zlatni Deliges i u opsegu 0,10 — 5,00 ugmL ™ u okviru sorti Ajdared i Greni Smit. Matriks efekat
za bifentrin je procenjivan u linearnom opsegu 0,10 — 5,00 pgmL™? za sorte Zlatni Deliges i
Ajdared i u opsegu 1,00 — 5,00 ugmL* za sortu Greni Smit. U okviru ovih opsega je na osnovu
graficke zavisnosti matriks efekta od koncentracije standarda utvrdeno da ne postoji znacajna
promena matriks efekta sa koncentracijom analita.

U okviru sorte Zlatni DeliSes se uo¢ava pozitivan matriks efekat za sve analite koji je izvan
granica umerenog; krece se od 30,56 % za pirimetanil do 60,84 % za bifentrin (Slika 4.1-20).
U okviru sorti Ajdared i Greni Smit se uo€ava pozitivan matriks efekat, ali manje izrazen u

124



odnosu na Zlatni Delises; krece se od 6,69 % za ciprodinil do 20,19 % za trifloksistrobin za
sortu Ajdared i od 21,08 % za pirimetanil do 23,71 % za trifloksistrobin za sortu Greni Smit.

Opseznije ispitivanje matriks efekta u heksanskim ekstraktima kore i pulpe Zlatnog Delisesa i
Greni Smita koncentracije 1,00 gmL™ je pokazalo da se u ekstraktima pulpe javlja pozitivan, a
u ekstraktima kore negativan matriks efekat i da je manifestacija najizrazenija za sortu Greni
Smit (Brankovi¢ et al., 2019). Razlika u predznaku matriks efekta je objasnjena razli¢itom
kolicnom voskova u ova dva matriksa; inverzija iz pozitivnog u negativan matriks efekat u kori
je verovatno posledica delimi¢nog isparavanja ili kondenzacije isparenog dela znatno vecéih
koli¢ina tesko isparljivih voskova prisutnih u kori, koji fiksiraju analite u okviru depozita i/ili
blokiraju ulaz na kolonu, a time i nanoSenje analita. Isto ispitivanje je pokazalo da razblazenje
ekstrakata kore Greni Smita vodi inverziji matriks efekta iz negativnog u pozitivni. Inverzija za
trifloksistrobin se kreée od -2,80 % za ekstrakt koncentracije 0,80 gmL™ do 19,20 % za ekstrakt
koncentracije 0,10 gmL™. Inverzija za ciprodinil se kre¢e od -22,50 do 51,50 %, za pirimetanil
od -33,00 to 106,40 %, a za bifentrin od 0,98 do 39,20 %. Pojava inverzije sa razblazenjem je
objasnjena smanjivanjem koncentracije voskova u ekstraktu, ispod kriti¢ne koncentracije koja
vodi blokiranju ulaza kolone/fiksaciji analita. Rezultati prezentovani u ovom istraZivanju
obuhvataju procenu matriks efekta u heksanskom ekstraktu kore koncentracije 0,50 gmL™, pa
je manifestacija pozitivnog matriks efekta u skladu sa rezultatima opseznijeg ispitivanja.

Matriks efekat u prec¢is¢enim ekstraktima se za sve analite krece u granicama = 5% odnosno
moze se smatrati eliminisanim (Slika 4.1-20). S obzirom da je glavni ishod prec¢is¢avanja bilo
uklanjanje voskova, moze se smatrati da oni doprinose pojavi matriks efekta.

NEPRECISCENI EKSTRAKT PRECISCENI EKSTRAKT
o —— BOSC
I
BIF
B | —
TFX
CIP ]
| i Smi
Greni Smit cIP
Ajdared ]
PIR e PIR
] M Zlatni Delises | —
0.00 15.00 3000 4500  60.00 5.00 0.00 5.00
Matriks efekat, % Matriks efekat, %
Slika 4.1-20 Matriks efekat u nepreéi§¢enom i precis¢enom ekstraktu kore Zlatnog DeliSesa, Ajdareda i Greni
Smita

Granica detekcije i granica kvantifikacije. Granice detekcije pirimetanila se kre¢u od 0,0005
mgkg* u pulpi Ajdareda do 0,0112 mgkg™ u kori Greni Smita (Tabela 4.1-6). Granice detekcije
ciprodinila se kreéu od 0,03 pugkg™* u pulpi Ajdareda do 0,0082 mgkg™ u kori Ajdareda. Granice
detekcije trifloksistrobina se kreéu od 0,0003 mgkg™ u pulpi Ajdareda do 0,0102 mgkg™* u kori
Ajdareda. Granice detekcije bifentrina se kre¢u od 0,0006 mgkg™ u pulpi Zlatnog Delisesa do
0,0105 mgkg™ u kori Greni Smita. Granice detekcije boskalida se kreéu od 0,0006 mgkg™ u
kori Ajdareda do 0,0111 mgkg™ u plodu Zlatnog Delisesa.

Vrednosti od 0,03 i 0,1 ugkg™ za ciprodinil u pulpi Ajdareda su najnize procenjene granice
detekcije i granice kvantifikacije metode, respektivno (Tabela 4.1-6).

125



Tabela 4.1-6 Granice detekcije i granice kvantifikacije instrumentalne i celokupne analiti¢ke metode sa

pripadaju¢im parametrima

Analit: Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid
Matriks: Greni Smit
Nagib 8193173 6221740 4112370 4539999 3145579
Kora R2 0,9474 0,9861 0,9613 0,9528 0,9605
mLOD, mg kgt 0,0112 0,0056 0,0095 0,0105 0,0096
m LOQ, mg kg 0,0339 0,0171 0,0289 0,0320 0,0292
Nagib 8969544 7569223 4815723 3914456 4101115
Plod R? 0,9781 0,9899 0,9439 0,9782 0,9985
mLOD, mg kgt 0,0103 0,0052 0,0084 0,0094 0,0082
m LOQ, mg kg 0,0343 0,0173 0,0280 0,0313 0,0273
Nagib 12715256 11600234 5451398 5615554 7112396
Pulpa R? 0,9885 0,9981 0,9799 0,9953 0,9999
mLOD, mg kgt 0,0092 0,0038 0,0069 0,0078 0,0065
m LOQ, mg kgt 0,0306 0,0126 0,0230 0,0260 0,0216
Matriks: Ajdared
Nagib 13124284 7544066 4918559 5342572 3686890
Kora R? 0,9870 0,9659 0,9481 0,9670 0,9997
m LOD, mg kg 0,0050 0,0082 0,0102 0,0081 0,0006
m LOQ, mg kg 0,0152 0,0249 0,0310 0,0245 0,0020
Nagib 11032089 8877987 3524236 6254538 2347766
R? 0,9974 0,9883 0,9867 0,9970 0,9983
Plod m LOD, mg kg 0,0024 0,0051 0,0055 0,0026 0,0019
m LOQ, mg kg 0,0072 0,0156 0,0167 0,0078 0,0058
Nagib 11220945 8716154 3636193 7744281 2318595
R? 0,9998 0,9999 0,9999 0,9997 0,9987
Pulpa m LOD, mg kg 0,0005 0,00003 0,0003 0,0007 0,0016
m LOQ, mg kg 0,0016 0,0001 0,0009 0,0023 0,0050
Matriks: Zlatni Delises
Nagib 5077921 4759459 2713856 3986514 4002465
R2 0,9879 0,9770 0,9998 0,9931 0,9937
Kora m LOD, mg kg 0,0052 0,0073 0,0004 0,0039 0,0037
m LOQ, mg kg 0,0159 0,0221 0,0014 0,0119 0,0114
Nagib 12334123 7272817 3256412 4312043 2191259
R2 0,9992 0,9958 0,9611 0,9761 0,9481
Plod m LOD, mg kg 0,0013 0,0030 0,0095 0,0074 0,0111
m LOQ, mg kg 0,0039 0,0093 0,0289 0,0225 0,0337
Nagib 11949084 9176957 3123992 7383290 2803416
R? 0,9989 0,9978 0,9864 0,9998 0,9994
Pulpa m LOD, mg kg 0,0015 0,0022 0,0055 0,0006 0,0010
m LOQ, mg kg 0,0046 0,0067 0,0169 0,0020 0,0032
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4.1.2.3 Migracija pesticida kroz koru jabuke

S obzirom na uoCen problem selektivnosti za trifloksistrobin, radi tac¢nijeg odredivanja
koncentracije ovog pesticida u okviru ispitivanja migracije uveden je korak dodatnog
preciScavanja ekstrakta ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi u odnosu na metodu MET-GC-R. Glavna
prednost prec¢is¢avanja sa datim koli¢inama sorbenata je znac¢ajno rastereCenje ekstrakata kore
od farnesena i jedinjenja iz klase estara (Slika 4.1-21), kao i potpuno uklanjanje ovih jedinjenja
iz ekstrakata pulpe (Slika 4.1-22). Precis¢avanje je takode rezultiralo uklanjanjem pigmenata
koji su se zadrzali na Cig sorbentu (Slika 4.1-24). Posmatrajuc¢i hromatogram ekstrakta kore
Zlatnog DeliSesa nakon oba koraka prec¢is¢avanja (Slika 4.1-23) zakljucuje se da se uklanjanjem
pigmentacije i rastere¢enjem ekstrakta kore otklanja problem selektivnosti za trifloksistrobin.
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Slika 4.1-21 Hromatogram blank ekstrakata kore Zlatnog DeliSesa nakon prvog i nakon prvog i drugog
prec¢iséavanja u scan reZimu
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Slika 4.1-22 Hromatogram blank ekstrakata pulpe Zlatnog Deli$esa nakon prvog i nakon prvog i drugog
prec¢is¢avanja u scan rezimu
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Slika 4.1-23 SIM hromatogrami ekstrakata kore Greni Smita nakon koraka SPE, sa internim standardom (1

ugmL), bez dodatih pesticida i sa dodatim pesticidima (0,45 pgmL™?)

Florisil® i sorbent na bazi C1s faze su kombinovani zbog toga §to se razlikuju u polarnosti i u
mehanizmima vezivanja primesa, pa je pretpostavka da bi spektar vezanih primesa bio veci
nego pri upotrebi samo Cis sorbenta. Drugi sloj Cis sorbenta (koji sledi Florisil®, na dnu
kertridza) je uveden jer su ekstrakti Zlatnog Delisesa, ali i Ajdareda u zavisnosti od zrelosti
ploda, optereceni pigmentima, pa je kapacitet prvog sloja Cig probijen; sukcesivnom primenom
Cis faze je ujedno obezbedena visestepena ekstrakcija necistoca, po analogiji sa visestepenim
te¢no-te¢no ekstrakcijama (Slika 4.1-24). Nakon apliciranja ekstrakta u metanolu, deo pesticida
prolazi kolonu bez zadrZavanja, a deo biva zadrzan. Selektivno eluiranje zadrzane frakcije je
vr$eno metanolom. Ostali eluenti — testirani su aceton, dihlormetan, etanol, acetonitril — su se

pokazali manje pogodnim, jer eluiraju i obojene primese sa Cig faze.

Slika 4.1-24 Tlustracija SPE procedure i kertridZ nakon pre¢i§¢avanja uzorka
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Ispitivanje stepena usvajanja pesticida metodom potapanja

Granice detekcije (nLOD) i granice kvantifikacije metode (nLOQ) za koru se krecu u granicama
od 0,012 do 0,020 i od 0,037 do 0,061 mgkg™, respektivno. Granice detekcije i granice
kvantifikacije metode za pulpu se kre¢u u granicama od 0,009 do 0,026 i od 0,028 do 0,079

mgkg™, respektivno (Tabela 4.1-7).

Tabela 4.1-7 xLOD i nLOQ vrednosti za MET-GC-R metodu prosirenu za korak SPE precis¢avanja

Analit mLOD, mgkg? mLOQ, mgkg?
Pirimetanil 0,016 0,048
Ciprodinil 0,020 0,060
Matriks: Trifloksistrobin 0,020 0,061
Kora Bifentrin 0,012 0,037
Boskalid 0,016 0,050
Pirimetanil 0,010 0,032
. Ciprodinil 0,015 0,047
Matriks: . . .
Trifloksistrobin 0,009 0,028
Pulpa . .
Bifentrin 0,026 0,079
Boskalid 0,011 0,035

Reziduali pesticida vs. Vreme ekspozicije. Kvantifikacija u uzorcima kore je za sve analite
vriena u linearnom analitickom opsegu 0,00 — 0,70 mgkg™. Linearni opseg za trifloksistrobin
je obuhvatio svih 10 kalibracionih standarda, dok je taj broj manji za ostale analite (Tabela
4.1-8). Kvantifikacija u uzorcima pulpe je vrSena u linearnom analitickom opsegu 0,00 — 0,20
mgkg? za sve analite, izuzev boskalida za koji je linearnost procenjena u opsegu 0,01 — 0,10

mgkg™.

Tabela 4.1-8 Parametri kalibracionih kriva koris¢enih u kvantifikaciji uzoraka kore i pulpe u okviru eksperimenta

pracenja usvajanja pesticida tokom vremena

Analit Linearni opseg, mgkg™ (N¢) Koeficijent korelacije Nagib Odsedak
Matriks: Kora
Pirimetanil 0,00-0,70 (7) 0,9801 11,0879 -0,0571
Ciprodinil 0,00-0,70 (7) 0,9725 6,3243 0,1843
Trifloksistrobin 0,00 - 0,70 (10) 0,9943 9,0365 -0,0701
Bifentrin 0,00-0,70 (8) 0,9756 6,3626 0,2656
Boskalid 0,00-0,70 (8) 0,9958 6,4708 -0,0039
Matriks: Pulpa
Pirimetanil 0,00-0,20 (5) 0,9988 14,5238 0,2998
Ciprodinil 0,00 - 0,20 (5) 0,9981 7,2048 0,4253
Trifloksistrobin 0,00 - 0,20 (7) 0,9944 12,4337 -0,0165
Bifentrin 0,00 - 0,20 (6) 0,9910 8,1717 0,1213
Boskalid 0,01-0,10 (5) 0,9896 7,4526 -0,0399

Nc — broj kalibracionih standarda

Koli¢ina svakog od pesticida u prvom sloju pulpe je za svaki od intervala potapanja bila ispod
granice kvantifikacije metode za ovaj matriks; zakljueno je da nema znacajnog prodora
pesticida kroz koru u testiranim intervalima potapanja. Koli¢ina pirimetanila i ciprodinila u kori
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se kre¢e od 0,087 i 0,045 mgkg™ za interval potapanja od 0,5 minuta do 0,393 i 0,378 mgkg™
za interval potapanja od 7,5 minuta, respektivno (Tabela 4.1-9). Najveca tendencija ka sorpciji
na plod jabuke je uodena za bifentrin, kojeg je detektovano 3,686 mgkg™ nakon 7,5 minuta
potapanja, dok je najnizu tendenciju pokazao boskalid, koji nije detektovan u kori nakon 0,5
minuta potapanja, a dostize koli¢inu od 0,094 mgkg™ nakon 7,5 minuta potapanja. Takode,
nakon 0,5 minuta potapanja kolicina trifloksistrobina u kori je oko procenjene mLOD, tacnije
nesto je niza od nje (0,017 mgkg™). Korelacija intervala potapanja ploda i koli¢ine pesticida u
kori je dvojaka. Izmedu ovih parametara uocena je linearna zavisnost za pirimetanil, ciprodinil
i trifloksistrobin, a eksponencijalna za bifentrin (Slika 4.1-25 - Slika 4.1-27). Za boskalid nije
uocena definisana zavisnost. Ukoliko se brzina povecanja koncentracije pesticida u kori
posmatra kroz nagib linearnih kriva, moze se smatrati da su brzine sorpcije medusobno
uporedive za pirimetanil i ciprodinil, i da su nesto vecée od brzine sorpcije trifloksitrobina.

Ukoliko se uzme u obzir proseéna masa kore dobijena sa tri potapana ploda (replikata) i masa
svakog pesticida u 300 mL rastvora za potapanje koncentracije 1 mgL™, moze se izra¢unati
koli¢ina pesticida u kori (mgkg™) u hipotetickom slu¢aju 100 % sorpcije. U tom slucaju,
teoretski maksimum za svaki pesticid bi bio: 19,75 mgkg™; 21,30 mgkg™; 21,79 mgkg?; 18,83
mgkg™ i 19,00 mgkg™ u kori plodova potapanih u trajanju od 0,5; 1,5; 4,0; 5,5 i 7,5 minuta,
respektivno. U tom slu¢aju je moguce izracunati procenat usvajanja pesticida nakon svakog od
intervala potapanja (Tabela 4.1-9).

~ 043 BPirimetanil B Ciprodinil
on
2040
2035
o i v =0.0437x + 0.0708
g 0.30 R2=0.9784
'*5 0.25 - Pirimetanil
20.20
S01s y = 0.0466x + 0.0569
g R2=0.9515
£0.10 : Ciprodinil
20.05 h
<
2 0.00

0.5 15 4 5.5 7.5

Trajanje potapanja, minuti

Slika 4.1-25 Odnos izmedu perioda potapanja plodova u rastvor pesticida i detektovane koli¢ine pirimetanila i
ciprodinila u kori

e
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Slika 4.1-26 Odnos izmedu perioda potapanja plodova u rastvor pesticida i detektovane koli¢ine trifloksistrobina
i boskalida u kori
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kori Trajanje potapanja, minuti

Iz rastvora se na plod nakon 7,5 minuta potapanja aplicira skoro 20 % pocetne mase bifentrina
i oko 2 % pirimetanila i ciprodinila, dok je procenat apliciranog trifloksistrobina i boskalida
oko 0,5 %. Sa porastom duZine potapanja plodova procenat apliciranog pirimetanila, ciprodinila
i trifloksistrobina raste linearno (R? = 0,9974, 0,9762 i 0,9589 respektivno), ali u vrlo malom
opsegu, Sto ukazuje da ne dolazi do znacajne promene koncentracije ovih pesticida u rastvoru.
Procenat apliciranog bifentrina raste eksponencijalno (R? = 0,9709), dok procenat apliciranog
boskalida ostaje ujednacen.

Tabela 4.1-9 Koli¢ina pesticida u kori i procenat usvajanja pesticida (n=3) nakon potapanja plodova u rastvor
pesticida koncentracije 1 mgL™ u razli¢itom trajanju

V:sme, Koli¢ina Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin  Bifentrin Boskalid
mgkg 0,087 0,045 <mLOD 0,058 nije
(RSD, %) (32,35) (24,80) (15,75)  detektovan
0,50 (<mLOQ)
% sorpcije 0,44 0,23 / 0,29 /
mgkg 0,128 0,143 0,028 0,204 0,022
150 (RSD, %) (31,09) (18,76) (7,01) (15,25) (32,18)
(<mLOQ) (<mLOQ)
% sorpcije 0,60 0,67 0,13 0,96 0,10
mgkg? 0,278 0,278 0,088 0,903 0,076
4,00 (RSD, %) (35,68) (18,83) (29,64) (26,67) (17,49)
% sorpcije 1,28 1,28 0,41 4,15 0,35
mgkg! 0,297 0,325 0,084 1,720 0,046
5.50 (RSD, %) (32,08) (26,69) (44,25) (23,72) (25,85)
(<mLOQ)
% sorpcije 1,58 1,73 0,45 9,13 0,25
mgkg! 0,393 0,378 0,113 3,686 0,094
7,50 (RSD, %) (21,54) (13,13) (23,64) (8,69) (1,23)
% sorpcije 2,07 1,99 0,59 19,39 0,49
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Reziduali pesticida vs. Koncentracija rastvora. Kvantifikacija u uzorcima kore je za sve
analite vrSena u linearnom analitickom opsegu 0,00 — 0,70 mgkg™. Linearni opseg za
trifloksistrobin je obuhvatio svih 10 kalibracionih standarda, dok je taj broj manji za ostale
analite (Tabela 4.1-10). Kvantifikacija u uzorcima pulpe je vrSena u linearnom analitickom
opsegu 0,00 — 0,20 mgkg™ za trifloksistrobin i bifentrin, u linearnom opsegu 0,00 — 0,075
mgkg™ za pirimetanil i ciprodinil i u linearnom opsegu 0,01 — 0,10 mgkg™ za boskalid (Tabela
4.1-10).

Tabela 4.1-10 Parametri kalibracionih krivi kori§¢enih u kvantifikaciji uzoraka kore i pulpe u okviru eksperimenta
pracenja usvajanja pesticida sa porastom koncentracije rastvora

Analit Linearni opseg, mgkg™ (N¢) Koeficijent korelacije Nagib Odsecak
Matriks: Kora
Pirimetanil 0,00-0,70 (5) 0,9996 10,7749 0,2116
Ciprodinil 0,00-0,70 (5) 0,9983 6,8006 0,2753
Trifloksistrobin 0,00 -0,70 (10) 0,9955 10,2371 -0,0141
Bifentrin 0,00-0,70 (7) 0,9894 7,2319 0,2570
Boskalid 0,00-0,70 (9) 0,9945 8,1220 -0,0418
Matriks: Pulpa
Pirimetanil 0,00 - 0,075 (4) 0,9924 15,5154 0,3557
Ciprodinil 0,00 -0,075 (4) 0,9956 7,2913 0,5043
Trifloksistrobin 0,00-0,20 (7) 0,9880 15,1614 0,0366
Bifentrin 0,00-0,20 (5) 0,9978 9,9409 0,1960
Boskalid 0,01-0,20 (5) 0,9957 13,0055 -0,0669

Nc — broj kalibracionih standarda

Analizom nasumi¢no odabranih plodova iz skupa plodova odredenih za ovaj eksperiment je
utvrdeno da nema prisustva testiranih pesticida (Tabela 4.1-11); s obzirom na odabir plodova
po principu slu¢ajnog uzorka, moze se smatrati da su odabrani blank uzorci reprezentativi.

Koli¢ina pirimetanila u kori plodova se kreée od 0,092 mgkg™ za plodove potapane u rastvor
koncentracije 1,00 mgL* do 4,051 mgkg™ za plodove potapane u rastvor koncentracije 20,00
mgL*. Raspon detektovanih koli¢ina ciprodinila u testiranom opsegu koncentracija je od 0,542
do 6,135 mgkg?, trifloksistrobina od 0,176 do 0,643 mgkg™ i bifentrina od 0,293 do 0,745
mgkg . Koli¢ina boskalida u kori ploda potapanog u rastvor koncentracije 1,00 mgL™ je ispod
procenjene mLOD (0,010 mgkg™), a u oblasti koncentracija rastvora 5,00 — 20,00 mgL™ se kreée
od 0,070 do 0,354 mgkg™.

Izmedu koli¢ine pirimetanila, ciprodinila, trifloksistrobina i1 boskalida u kori 1 koncentracije
ovih pesticida u rastvoru uocena je eksponencijalna zavisnost (Slika 4.1-28 - Slika 4.1-30); sa
porastom koncentracije rastvora kojem se plodovi izlazu raste koli¢ina pesticida u kori, sa
visokim stepenom korelacije. Izmedu koli¢ine bifentrina u kori i koncentracije ovog pesticida
u rastvoru nije uocena posebna zavisnost (Slika 4.1-29), jer porast koncentracije rastvora od
5,00 do 15,00 mgL? nije doveo do znacajne promene u koli¢ini bifentrina u kori. Medutim, ako
se promena koli¢ine ovog pesticida posmatra za tri koncentracije rastvora (1,00; 10,00 i 20,00
mgL 1) uocava se jaka linearna korelacija (R? = 0,9991).
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Tabela 4.1-11 Koli¢ina pesticida u kori i procenat usvajanja pesticida (n=3) nakon potapanja plodova u trajanju
od 1,50 minuta u rastvore pesticida rastuc¢ih koncentracija

Koncentracija

1 Koli¢ina Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid
rastvora, mgL
mgkg?
(ngD,g% ) <nLoD <nLOD <nLOD <nlOD  <uLOD
0,00 %
- / / / / /
sorpcije
mgkg™! 0,092 0,542 0,176 0,293 < LOD
100 (RSD, %) (33,55) (22,98) (22,15) (2,08) m
' %
.. 0,53 3,12 1,01 1,69 /
sorpcije
mgkg 0,152 0,966 0,253 0,500 0,070
500 (RSD, %) (9,83) (2,97) (10,30) (19,86) (25,63)
' 0
o 0,18 1,17 0,31 0,61 0,09
sorpcije
mgkg™ 0,803 1,210 0,329 0,496 0,124
10.00 (RSD, %) (29,37) (22,10) (42,71) (26,28) (34,10)
' 0
o 0,46 0,70 0,19 0,29 0,07
sorpcije
mgkg™! 1,551 3,077 0,404 0,405 0,190
15.00 (RSD, %) (24,12) (26,29) (10,05) (26,70) (15,36)
’ 0
o 0,58 1,16 0,15 0,15 0,07
sorpcije
mgkg™! 4,051 6,135 0,643 0,745 0,354
20.00 (RSD, %) (10,05) (24,39) (5,56) (17,91) (8,13)
' 0
o 1,07 1,62 0,17 0,20 0,09
sorpcije
-, @ Pirimetanil @ Ciprodinil
~
tén 6.00 |_
< 500 y=0.0719€0.2062x
= 2 —
3 R2=0.9787
2 4.00 Pirimetanil
2
.3, 3.00
g y = 0.4572e0.1254x
£ 200 R2=0.9721
é Ciprodinil
Slika 4.1-28 Odnos izmedu koncentracije v

pirimetanila i ciprodinila u rastvoru za
potapanje i koncentracije odredene u kori
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Slika 4.1-29 Odnos izmedu koncentracije %000

trifloksistrobina i bifentrina u rastvoru za potapanje 1 5 10 15 20
i koncentracije odredene u kori Koncentracija rastvora, mgL!

Procenat apliciranja pesticida iz rastvora na plod je nizak i krece se u uskim granicama, od 0,07
% za boskalid u rastvorima koncentracije 10,00 i 15,00 mgL™* do 3,12 % za ciprodinil u rastvoru
koncentracije 1,00 mgL™. Interesantno je da se procenat mase apliciranog trifloksistrobina i
bifentrina sa porastom koncentracije rastvora smanjuje po logaritamskoj zavisnosti (R? =
0,9108 1 0,9573 za trifloksistrobin 1 bifentrin, respektivno), dok za boskalid nema znacajne
promene u procentu aplicirane mase. Za pirimetanil i ciprodinil se javlja minimum u procentu
aplicirane mase u rastvoru koncentracije 5,00 i 10,00 mgL™, respektivno.

Posmatrajuéi parametre u okviru ovih ispitivanja — _ 0.0

- j = 0.1055x
a) vreme kontakta plodova sa rastvorom i b) Zoss Y7 20Te —
koncentracija rastvora — uocava se da je u prvom £ 030

slu¢aju uvek najvise apliciranog bifentrina, a potom -3 0.5

pirimetanila i ciprodinila, dok je u drugom sluéaju 3 020

situacija obrnuta, viSe je apliciranog pirimetanila 1

ciprodinila pocevsi od rastvora koncentracije 10,00 g 0.10 B

mgL ™. Veéa koncentracija bifentrina u kori u odnosu £ 005 ’7—‘ ‘
5

na druge pesticide u prvom slucaju moze se objasniti 2 000
¢injenicom da bifentrin kao najnepolarnije odnosno
najlipofilnije jedinjenje ima najveéi podeoni
koeficijent izmedu voskastog sloja sa povrSine  Slika 4.1-30 Odnos izmedu koncentracije
ploda i vodenog rastvora pesticida. S obzirom da boskalida u rastvoru za potapanje i
koeficijent raspodele zavisi od hemijskog sastava koncentracije odredene u kori
jedinjenja i polarnosti grupa u okviru njega, produzenje kontakta plodova sa rastvorom
pesticida medusobno ne ujednacava koli¢ine pesticida u kori, ve¢ je limitirajuci faktor u sorpciji
pesticida stepen njihove polarnosti.

10 15 20
Koncentracija rastvora, mgL-!

Iako se trifloksistrobin, zakljucujuci na osnovu pKow, po lipofilnosti nalazi izmedu bifentrina i
ostalih pesticida, njegova koli¢ina u kori je uvek manja od koli¢ine anilinopirimidina, a
priblizna koli¢ini boskalida. Uzrok ovoga moze biti oblik i veli¢ina molekula i eventualne sterne
smetnje koje mogu proisteci iz toga. Kada je vreme kontakta ograniceno, a raste koncentracija
pesticida kojoj se plodovi izlazu, u kori znacajno viSe ima ciprodinila i1 pirimetanila u odnosu
na druge pesticide. Ako se izuzme boskalid, ovi pesticidi su posmatrajuci pKow najpolarniji i
posmatraju¢i strukturu i masu molekula najmanji, pa se njihova veca koli¢ina u kori moze
objasniti ve¢im koeficijentom difuzije u odnosu na druge pesticide. Usled toga brze difunduju
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kroz rastvor do povrSine ploda, ali i brze i lakSe ostvaruju prodor kroz povrSinske slojeve
voskova za ograni¢eno vreme kontakta. Sa porastom koncentracije preko 10,00 mgL™ uo¢ava
se ujednacenje u koli¢inama trifloksistrobina i bifentrina, odnosno njihove koncentracije
postaju uporedive.

Zaboskalid se moze reéi, kada je u pitanju prodor kroz slojeve voska, da poseduje karakteristike
veli¢ine i sastava molekula koji ga ¢ine manje prodornim u odnosu na ostale pesticide. Pored
ovih sorpcionih karakteristika, izvesno je da odredeni doprinos imaju i aditivi koji poticu iz
komercijalnih preparata. Koncentracija aditiva je identi¢na za sve rastvore u okviru ispitivanja
vremena ekspozicije, dok u drugom delu eksperimenta raste sa porastom koncentracije pesticida
u rastvorima.

Ispitivanje migracije pesticida u odnosu na strukturu ploda

Koli¢ina pesticida u kori (mgkg™) koja je odredena odmah po zavrsetku potapanja plodova, bez
njihovog stajanja, usvojena je kao koli¢ina koja se datim postupkom potapanja aplicira na plod
jabuke. Masa pesticida aplicirana ovim postupkom, izraCunata mnoZenjem izmerene koli¢ine
(mgkg™) i mase kore (kg), usvojena je u postupku praéenja migracije pesticida kao pocetna
masa pesticida prisutna u plodovima (100 %).

Rezultati ispitivanja ekspozicije plodova nizim koncentracijama. Potapanje u trajanju od 2
minuta u rastvor pesticida niZe koncentracije rezultuje apliciranom koli¢inom od 0,205 mgkg™
kore za boskalid do 3,084 mgkg™ kore za ciprodinil (Tabela 4.1-12); nijedan od ispitivanih
pesticida nije detektovan u pulpi. Protokom vremena, koli¢ina pesticida u kori se smanjuje,
manjim ili ve¢im intenzitetom. Nakon 1h u kori je izmerena priblizno dvostruko manja koli¢ina
pirimetanila, ciprodinila i trifloksistrobina, dok je koli¢ina bifentrina i boskalida ispod granice
detekcije metode.

Iako se koli¢ina pesticida u kori smanjuje, pretezni razlog za to nije prodor pesticida u pulpu,
ve¢ verovatno isparavanje pesticida sa povrSine plodova tokom stajanja. U prilog tome govori
koli¢ina pesticida izmerena u pulpi —nakon 20 minuta stajanja, u prva tri sloja pulpe je izmereno
0,042 mgkg?! pirimetanila i 0,073 mgkg™? ciprodinila, dok preostala tri pesticida nisu
detektovana. Sa daljim porastom intervala stajanja uocava se trend smanjenja kolifine
ciprodinila i pirimetanila, do trenutka kada se viSe ne detektuju u pulpi (Tabela 4.1-12). 1z tog
razloga je pretpostavljeno da se znacajan deo aplicirane mase pesticida gubi usled isparavanja.
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Tabela 4.1-12 Koli¢ina pesticida u kori i prva tri sloja pulpe plodova potapanih 2 min u rastvor koncentracije 15
mgL, detektovana odmah po aplikaciji i nakon razli¢itih intervala stajanja na sobnoj temperaturi

Interval
stajanja, Koli¢ina Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid
min
Kora
0 mgkg™* 1,980 3,084 0,462 0,229 0,205
(RSD, %) (38,59) (21,41) (13,55) (28,75) (40,73)
0,024
20 mgkg 1,252 1,846 0,401 (7.78) 0,190
RSD, % 24,02 13,27 ’ 29,35
( 0) ( ) ( ) (14,51) <,LOO ( )
mgkg* 1,279 2,224 0,499 0,080
40 (RSD, %) (16.60) (15.90) (10,05) (13.76) <mlOD
mgkg 0,614 1,255 0,224
0 (RsD,w)  (29,99) (12,38) (20,56) lOD - <nLOD
Pulpa
mgkg™
0 (RSD, %) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
mgkg? 0,042 0,073
20 (RSD, %) (28,33) (33,61) n.d n.d n.d
mgkg 0,023 0,052
40 (RSD, %) (29,01) (19,73) n.d nd nd
mgkg™*
60 (RSD, %) n.d. <nLOD n.d. n.d. n.d.

*n.d.-nije detektovan

Posle 20 i 40 minuta, u kori se zadrzava oko 60 % ukupne mase pirimetanila, dok se taj procenat
u pulpi krece izmedu 1 1 3 %. Pretpostavka je da se pritom usled isparavanja gubi izmedu 30 1
35 % pesticida. Ovaj procenat je najveci nakon 60 minuta i iznosi 70 % (Slika 4.1-31). Sli¢an
trend u raspodeli mase je uocen i za ciprodinil.

Oko 86 % mase trifloksistrobina je detektovano u kori nakon 20 i 40 minuta; nakon 60 minuta
u kori je prisutno 46 % mase trifloksistrobina. U odnosu na ostale pesticide trifloksistrobin
podleZe najmanjem gubitku usled isparavanja.

Interesantno je da se nakon 20 minuta u kori nalazi oko 92 % apliciranog boskalida. Nakon 40
i1 60 minuta se moze re¢i da boskalid nije prisutan ni u kori ni u pulpi, odnosno da je celokupna
masa apliciranog boskalida isparila ili se degradirala (Slika 4.1-31).

Nakon 20 i 40 minuta u kori je prisutno izmedu 10 i 30 % pocetne mase bifentrina, a nakon 60
minuta bifentrin se u kori vise ne detektuje. U pulpi ga nije moguce detektovati nakon nijednog
vremenskog intervala.
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Procenat ukupne mase pirimetanila
Procenat ukupne mase ciprodinila
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Slika 4.1-31 Procentualna raspodela ukupne mase pirimetanila, ciprodinila, trifloksistrobina, bifentrina i
boskalida izmedu kore, slojeva pulpe i gubitka usled pretpostavljenog isparavanja sa povrsine plodova po
potapanju (2 min/15 mgL!) i nakon razli¢itih intervala stajanja na sobnoj temperaturi

137



Rezultati ispitivanja ekspozicije plodova visim koncentracijama. Potapanje u trajanju od 2
minuta u rastvor pesticida viSe koncentracije rezultuje apliciranom koli¢inom od 12,710 mgkg”
! kore za trifloksistrobin do 118,628 mgkg™ kore za bifentrin; ni jedan od pesticida nije
detektovan u pulpi (Tabela 4.1-13). Protokom vremena smanjuje se koli¢ina pesticida u Kori.
Nakon 72 h koli¢ina pesticida u kori se krece od 5,891 mgkg™ za pirimetanil do 23,594 mgkg™*
za bifentrin.

Nakon stajanja plodova, pesticidi su detektovani u pulpi (prva tri sloja, dubina 3-4 mm).
Protokom vremena uocava se porast koli¢ine pirimetanila sa 0,425 mgkg™ nakon sat vremena
stajanja na 1,847 mgkg™ nakon 72 h stajanja. Za ostale pesticide ne postoji o¢igledan trend u
promeni njihove koli€ine, ali su koli¢ine merljive, izuzev trifloksistrobina, ¢ija se koncentracija
nakon 72 h priblizava granici kvantifikacije.

S obzirom da je vrSeno potapanje plodova u relativno koncentrovan rastvor, o€ekivano je da
oni budu detektovani i u dubljim slojevima pulpe, pa je izvrSena analiza i naredna tri sloja pulpe
(4, 5, 6 sloj), koji sa prva tri sloja (1, 2, i 3 sloj) ¢ine ukupnu dubinu zahvatanja od 7-8 mm. U
ovim slojevima pulpe (zbirno 4, 5, 6) pesticidi postaju detektabilni nakon 24 h stajanja plodova.
Koli¢ine pirimetanila i ciprodinila nakon 24 h su vrlo uo¢ljive i iznose 0,222 i 0,104 mgkg™
respektivno, dok su koli¢ine ostalih pesticida po vrednosti izmedu granica detekcije i granica
kvantifikacije metode. Nakon 72 h koli¢ine pirimetanila i ciprodinila iznose 0,834 i 0,129
mgkg™, respektivno. Trifloksistrobin nije detektovan, a koli¢ine bifentrina i boskalida su po
vrednosti izmedu granica detekcije i granica kvantifikacije metode.

Tabela 4.1-13 Koli¢ina pesticida u kori i prva tri sloja pulpe plodova potapanih 2 min u rastvor koncentracije 150
mgL ™, detektovana odmah po aplikaciji i nakon razli¢itih intervala stajanja na sobnoj temperaturi

stla:}fr:;zlh Koli¢ina  Pirimetanil ~ Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid
Kora
0 mgkg 19,027 15,224 12,710 118,628 21,513
(RSD, %) (29,68) (35,06) (29,35) (34,60) (40,11)
L mgkg 16,306 11,234 9,907 29,154 17,781
(RSD, %) (35,71) (32,32) (37,27) (40,85) (29,46)
3 mgkg 16,339 12,302 10,700 25,397 21,637
(RSD, %) (8.37) (25,24) (22,81) (36,56) (8,10)
" mgkg 13,150 13,355 11,334 32,654 20,928
(RSD, %) (38,92) (32,86) (24,43) (37,06) (39,12)
7 mgkgt 5,891 8,903 9,247 23,594 19,094
(RSD, %)  (27,52) (27,96) (17,41) (21,30) (4,95)
Pulpa
0 (I?SQIID(?;) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
L mgkg 0,425 0,344 0,061 0,226 0,097
(RSD, %)  (22,66) (15,01) (17,57) (14,77) (2,16)
3 mgkg 0,386 0,397 0,116 0,280 0,197
(RSD, %) (25,42 (15,63) (25,40) (46,48) (38,69)
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mgkg™ 0,645 0,340 0,090 0,351 0,138

24
(RSD, %)  (30,60) (37,00) (17,12) (24,44) (29,70)
mgkg 1,847 0,552 0,044 0,129 0,151

72
(RSD, %) (5,47) (20,56) (26,81) (13,81) (11,09)

Sa porastom intervala stajanja procenat aplicirane mase pirimetanila koji je zadrzan u kori se
smanjuje sa pocetnih 78 % posle 1 h do 28 % posle 72 h (Slika 4.1-32). Jedan od razloga je
migracija pirimetanila u prva tri, ali i naredna tri sloja pulpe. Nakon 72 h procenat mase u
povrsinskom sloju pulpe (prva 3 mm) je blizak procentu mase u kori i iznosi 26 %. Procenat
pirimetanila za koji se pretpostavlja da je ispario se krece od 20 do 30 %.

Raspodela mase ciprodinila je bliska raspodeli za pirimetanil nakon 1 h i 3 h stajanja plodova
(Slika 4.1-32). Nakon 24 h i 72 h procenat mase ciprodinila u kori iznosi 80 % i 55 %,
respektivno. Procenat mase u povrSinskom sloju pulpe za iste intervale iznosi 6 %1 10 %. Moze
se zakljuciti da je raspodela ciprodinila u intervalu od 1 h do 72 h manje ili viSe ujednacena,
odnosno da se pretezno vr$i izmedu kore 1 gubitka isparavanjem.

Za trifloksistrobin i boskalid je karakteristicno da se pretezno zadrzavaju u kori. Procenat
zadrZavanja je iznad 70 % za trifloksistrobin i1 iznad 60 % za boskalid. S obzirom da su u oba
slojeva pulpe detektovani u malim koli¢inama, pretpostavlja se da je preostali deo ispario (Slika
4.1-32).

Situacija za bifentrin se razlikuje u odnosu na ostale pesticide, pre svega u apliciranoj koliCini.
Zatim, procenat zadrzavanja ovog pesticida u kori je najmanyji i iznosi oko 20 % kroz celokupan
interval. Procenat bifentrina u povrsinskom sloju pulpe se krec¢e od 0,5 do 0,8 %, Sto ukazuje
da je pretezni deo ovog pesticida ispario sa povrsine ploda nakon aplikacije (Slika 4.1-32).
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Slika 4.1-32 Procentualna raspodela ukupne mase pirimetanila, ciprodinila, trifloksistrobina, boskalida i

bifentrina izmedu kore, slojeva pulpe i gubitka usled pretpostavljenog isparavanja sa povr§ine plodova po
potapanju (2 min/150 mgL™?) i nakon razli¢itih intervala stajanja na sobnoj temperaturi

Procenat ukupne mase bifentrin.
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4.1.2.4 Rezultati ispitivanja jabuka sa trziSta

Targetirani pesticidi nisu detektovani u vecini ispitivanih uzoraka odnosno njihove koli¢ine su

ispod granice detekcije metode (Tabela 4.1-14). S obzirom da doprinos kore ukupnoj masi

Ckora
10

ploda iznosi ~10 %, koli¢ina pesticida na bazi ploda (mgkg™®) moZe se izraziti kao Cplod =

Pirimetanil je detektovan dva puta u uzorcima ploda Ajdareda i jednom u uzorku ploda Zlatnog
DeliSesa na 2 od 4 mesta uzorkovanja, ali su njegove koli¢ine ispod granice kvantifikacije
metode u 2 od 3 slucajeva. U slucaju kada prelazi granicu kvantifikacije metode, koli¢ina
pirimetanila iznosi 0,005 mgkg ploda. Ni u jednom slu¢aju izmerena koli¢ina ne prelazi MDK
od 15,00 mgkg™ ploda.

Ciprodinil je detektovan ukupno osam puta, 4 puta u plodovima Ajdareda i Zlatnog DeliSesa i
4 puta u kori sve tri sorte, na 3 od 4 mesta uzorkovanja. U 3 od 8 detektovanih slu¢ajeva koli¢ina
ciprodinila prelazi granicu kvantifikacije metode i kre¢e se od 0,014 mgkg™ ploda do 0,046
mgkg? kore. Ni u jednom sluéaju izmerena koli¢ina ne prelazi MDK od 2,00 mgkg™ ploda.

Trifloksistrobin je detektovan ukupno 6 puta, 2 puta u pulpi Greni Smita i Ajdareda, 2 puta u
plodu Ajdareda i 2 puta u kori Greni Smita i Ajdareda, na 2 od 4 mesta uzorkovanja. Koli¢ina
trifloksistrobina prelazi granice kvantifikacije metode u 4 sluéaja i kre¢e se od 0,021 mgkg™
ploda do 0,100 mgkg™ pulpe. Ni u jednom slu¢aju izmerena koli¢ina ne prelazi MDK od 0,70
mgkg™ ploda.

Bifentrin je detektovan ukupno 13 puta, pritom u svim segmentima Zlatnog Delisesa sa 3 od 4
mesta uzorkovanja, u svim segmentima Ajdareda sa 1 od 4 mesta uzorkovanja. Koli¢ina
bifentrina prelazi granice kvantifikacije metode u 8 slu¢ajeva i kre¢e se od 0,004 do 0,03 mgkg™
pulpe. Ni u jednom slu¢aju izmerena koli¢ina ne prelazi MDK od 0,10 mgkg* ploda.

Boskalid je detektovan ukupno 4 puta u uzorcima sa jednog mesta uzorkovanja, u kori Greni
Smita 1 Ajdareda 1 u kori 1 plodu Zlatnog DeliSesa. Izmerene koliCine prelaze granicu
kvantifikacije metode i kreéu se od 0,041 mgkg™ ploda do 0,173 mgkg™ kore. Ni u jednom
slu¢aju izmerena koli¢ina ne prelazi MDK od 2 mgkg™ ploda.

Prema dobijenim rezultati za integralni plod, pesticidi su detektovani u Ajdaredu i Zlatnom
Delisesu, ali je u svakom slucaju njihova koncentracija znacajno ispod MDK i ne predstavlja
zdravstveni rizik po konzumente.
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Tabela 4.1-14 Koli¢ina ispitivanih pesticida u mgkg™ izmerena u plodu, kori i pulpi jabuka sa trzista

Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin ~ Boskalid
Plod <nLOD <mLOD <mLOD <nLOD <nLOD
Grenismit  <Or <nLOD <mLOD <mLOD <pLOD  <yLOD
= Pulpa  <nLOD <sLOD  <,L0Q(0,049)  MEOQ i op
2 (0,018)
= Plod <uLOD <nLOD <nLOD <aLOD  <uLOD
4
§ Zlatni Deliges  Kora <mLOD <mLOD <mLOD ?8"583 <mLOD
;-)' Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD 0,012 <mLOD
Plod 0,005 <mLOD 0,021 0,012 <mLOD
Ajdared Kora <mLOD <mLOD 0,052 <nLOD  <yLOD
Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <pLOD  <yLOD
Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin ~ Boskalid
Plod <mLOD <mLOD <mLOD <nLOD  <yLOD
= Greni Smit  Kora <mLOD 0,040 0,033 <nLOD  <yLOD
Z; Pulpa  <yLOD <nLOD <nLOD <nLOD  <,LOD
i Plod ?5"682? ?gtgg <nLOD <sLOD  <sLOD
g ZamiDeliSes o0 < LoD <nLOD <nLOD 0025  <uyLOD
g Pulpa  <nLOD <nLOD <nLOD 0,004 <nLOD
% Plod 0,005 ?g;g’g <L OQ (0,022) ?8“'6(133? <nLOD
(&)
& Ajdared e <,LOD <nLOD <nLOD ?8“7'685 <nLOD
Pulpa <nLOD <nLOD 0,100 0,030 <mLOD
Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin  Boskalid
Plod <mLOD <mLOD <mLOD <nLOD  <yLOD
2 Grenismit Kora  <pLOD <nLOD <nLOD 0040  <nLOD
§ Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD
'73 Plod  <u,LOD 0,014 <nLOD <8“,'6(13§ <nLOD
G Aamibelises o < oD <nLOD <nLOD 0029  <nLOD
g Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <wLOD  <yLOD
g Plod <mLOD <mLOD <mLOD <nLOD  <nLOD
P _ <nLOQ
< Ajdared Kora <mLOD <mLOD 0,026 <mLOD
= (0,012)
Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <nLOD  <nLOD
Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin ~ Boskalid
s Plod <mLOD <mLOD <mLOD <wLOD  <yLOD
2 Greni Smit  Kora <mLOD <mLOD <mLOD <nLOD 0,162
52 Pulpa  <nLOD <nLOD <nLOD <nlOD  <nLOD
=5 Plod  <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD 0,041
i Zlatni Delises <mLOQ
N Kora <nLOD (0.019) <nLOD <nLOD 0,141
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Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD

<mLOQ
Plod <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD
. (0,012)
Ajdared
Kora <nLOD 0,046 <nLOD <mLOD 0,173
Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD

4.1.3 Rezultati razvoja metode MET-GC-Q

Odabrana varijanta QUEChERS metode (AOAC
2007.1 metoda sa utroskom 50 mg sorbenata i 150
mg MgSOs po 1 mL ekstrakta) komercijalno se
koristi za analizu voca i povréa sa ve¢im udelom
masti i voskova (npr. komercijalni set Agilent cat.
no. 5982-5122). Slika 4.1-33 ilustruje primenjenu
metodu. Uocava se da je u acetonitrilnom ekstraktu
prisutna velika koli¢ina vode (korak 4), iako je u
koraku ekstrakcije koris¢en MgSQOs4. Primenjeni
sorbenti uklanjanju obojenje u odredenoj meri
(korak 5).

Slika 4.1-33 Ilustracija QUEChERS procedure kroz razli¢ite
korake:

1 — homogenizovani uzorak

2 — uzorak nakon koraka ekstrakcije

3 — uzorak nakon centrifugiranja ekstrakta

4 — uzorak nakon zamrzavanja centrifugiranog ekstrakta

5 — izgled smese sorbenata nakon koraka d-SPE

4.1.3.1 Rezultati ispitivanja parametara validacije

Selektivnost. U finalnom ekstraktu ne uocavaju se interference pesticidima; moze se zakljuditi
da je metoda selektivna (Slika 4.1-34).

9.E+03

—— Blank ekstrakt
8.E+03

Spajkovani ekstrakt

Retenciono vreme, min

Slika 4.1-34 SIM hromatogram blank i spajkovanog ekstrakta ploda jabuke (0,50 pgmL™)
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Odzivi pesticida ekstraktu i matriks efekat. Posmatraju¢i odziv standarda pesticida u
rastvaraéu kroz opseg koncentracija 0,00 — 5,00 pgmL* mozZe se zakljugiti da osetljivost u SIM
rezimu raste u nizu boscalid < trifloksistrobin < bifentrin < ciprodinil < pirimetanil (Tabela
4.1-15). Koeficijent korelacije se kre¢e od 0,9526 za boskalid do 0,9893 za bifentrin.

U standardima pripremljenim u QUEChERS ekstraktu kore Greni Smita uocava se sli¢an trend
u promeni osetljivosti (Tabela 4.1-15). Osetljivost raste u nizu boscalid < trifloksistrobin <
bifentrin = ciprodinil < pirimetanil, s tim da su osetljivosti prema bifentrinu i ciprodinilu
prakti¢no izjednacene. Koeficijent korelacije se kre¢e od 0,9202 za ciprodinil do 0,9723 za
bifentrin.

Tabela 4.1-15 Parametri kalibracionih kriva pesticida (0,00 — 5,00 ugmL™) u &istom rastvaraéu i U QUEChERS
ekstraktu kore Greni Smita

Parametri krive Pirimetanil Ciprodinil  Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid
Rastvarac
Nagib 345810 220210 48612 155964 31751
Odsecak -99388 -68635 -11218 -27720 -9625
Kg:a;u;:g;:t 0,9675 0,9638 0,9809 0,9893 0,9526
Greni Smit
Nagib 406373 260544 92852 281173 57042
Odsegak -98578 -54573 -16442 -36574 -14805
'ﬁ(oorfefl';’gfgt 0,9451 0,9202 0,9677 0,9723 0,9528
Matriks efekat za trifloksistrobin, bifentrin i Koncentracija pesticida, pg/mL
boskalid je izraGunat prema izrazu broj 1, na 0 1 ) 3 2 5
osnovu nagiba kalibracionih  krivi  koje
pokrivaju opseg koncentracija 0,50 — 5,00 e *°
ugmL? u okviru kojeg je na bazi graficke 350
zavisnosti utvrdeno da ne postoji znacajna -

promena ME sa koncentracijom analita. Za sva
tri analita ME je pozitivan i iznosi 150,70 %,
90,38 % i 83,03 % za boskalid, trifloksistrobin i
bifentrin, respektivnho. Za ciprodinil i
pirimetanil je utvrdeno da je ME promenljiv u . ) o

.- . .. —C—Pirimetanil  —— Ciprodinil

Citavom testiranom opsegu koncentracija, pa su Slika 4.1-35 Promena ME u QUEChERS ekstraktu u

njegove Yrednostl izraCunate  za  svaku ayisnosti od koncentracije pirimetanila i ciprodinila
koncentraciju pojedinacno odnosno prema

izrazu broj 2 i prikazane su na slici 4.1-35. Za ove analite se uocava sli¢an trend u promeni ME
sa koncentracijom odnosno ME je posebno izrazen u vidu pojacanja signala u oblasti srednjih
koncentracija (0,25 — 1,00 ugmL™), dok je za 0,10; 2,50 i 5,00 ugmL* slabo izrazen.

150

50

Matriks efekat, %

-50

Linearnost. Linearnost metode pokriva nekoliko redova veli¢ine koncentracije pesticida.
Metoda je linearna u opsegu koncentracija 0,025 — 5,00 mgkg™* za pirimetanil i ciprodinil; u
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opsegu 0,050 — 1,50 mgkg™ za bifentrin i u opsegu 0,075 — 5,00 mgkg™* za boskalid (Tabela
4.1-16). Testirani analiti¢ki opseg trifloksistrobina se sastoji od nekoliko uzih linearnih opsega,
u oblasti niskih (0,025-0,1 mgkg™), srednjih (0,25 — 0,75 mgkg™) i visokih koncentracija (1,25
— 5,00 mgkg™). Odsustvo linearnosti u okviru analitickog opsega je posledica razli¢itosti u
nagibima krivi (osetljivosti), koji je najveci u oblasti srednjih koncentracija (Tabela 4.1-16).

Tabela 4.1-16 Parametri kalibracionih krivi koje pokrivaju linearni opseg metode MET-GC-Q

Linearnost Opseg, mgkg® Broj standarda ~ Nagib Odsedak Koeficijent korelacije
Pirimetanil 0,025 -5,00 8 1724975 -17837 0,9994
Ciprodinil 0,025 -5,00 11 992479 -3724 0,9865
Trifloksistrobin 0,025-10,10 4 217440 19107 0,9896
Trifloksistrobin 0,25-0,75 4 645997 -100880 0,9969
Trifloksistrobin 1,25-5,00 4 363216 -51757 0,9985
Bifentrin 0,050 -1,50 9 1408472 -5631 0,9930
Boskalid 0,075-5,00 9 249400 -2567 0,9965

Taénost i preciznost. Prinos ekstrakcije u oblasti nizih koncentracija (spajk 0,10 mgkg™?), za
pirimetanil iznosi oko 107 %, za bifentrin oko 38 %, dok je za ostale analite izuzetno nizak i
krece se od 7,31 do 12,45 % (Tabela 4.1-17). Prinos ekstrakcije u oblasti srednjih koncentracija
(1,00 mgkg™) je iznad 50 % za sve analite osim za trifloksistrobin i boskalid. U oblasti visih
koncentracija (5,00 mgkg™) prinos je iznad 66 % za sve analite izuzev boskalida. Trend niskog
prinosa ekstrakcije za boskalid, koji se krec¢e od oko 12 do oko 25 %, uocava se kroz itav opseg
koncentracija. Ponovljivost je dobra za 1,00 i 5,00 mgkg™, a nesto je losija za nivo 0,10 mgkg™;
krecée se od 3,02 do 28,29 %.

Tabela 4.1-17 Prinos ekstrakcije pesticida (%) i ponovljivost (RSD, %)

Nivo spajkovanja,

mgkg* Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid
0,10 107,18 10,57 7,31 50,43 12,45
RSD, % 20,52 24,82 27,40 28,29 6,49
1,00 77,05 53,92 47,36 61,42 17,13
RSD, % 6,20 5,12 5,61 7,45 18,80
5,00 77,70 66,65 68,60 70,73 24,77
RSD, % 10,01 8,18 8,75 6,76 3,02
Srednja taénost, %" 87,31 43,71 41,09 60,86 18,12
Srednja preciznost, %™ 19,71 67,26 75,74 16,70 34,33

*Suma ta¢nosti za 3 koncentracije podeljena sa brojem koncentracija
** Koeficijent varijacije ta¢nosti za 3 koncentracije

Granice detekcije i granice kvantifikacije. Granice su procenjene za metodu bez uparavanja
i sa uparavanjem kao krajnjim korakom analize. Vrednosti iz Tabela 4.1-18 sugeri$u da korak
koncentrovanja uzorka uparavanjem snizava granicu detekcije 1 kvantifikacije za boskalid,
trifloksistrobin, ciprodinil i pirimetanil, dok su granice za bifentrin uporedive.
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Zakljucak izveden na bazi samih hromatograma odgovaraju¢ih proceduralnih standarda
(vizuelizacija pikova, uspesna autointegracija) ukazuje da do snizavanja granice detekcije
realno dolazi za trifloksistrobin, ciprodinil i boskalid:

e Najniza koncentracija proceduralnog standarda trifloksistrobina u kome je mogucée njegovo
ocitavanje, za metodu bez uparavanja iznosi 0,075 mgkg™, a sa uparavanjem 0,025 mgkg™.

e Najniza koncentracija proceduralnog standarda ciprodinila u kome je moguée njegovo
ocitavanje, za metodu bez uparavanja iznosi 0,10 mgkg™, a sa uparavanjem 0,025 mgkg™.

e Najniza koncentracija proceduralnog standarda boskalida u kome je mogucée njegovo
oditavanje, za metodu bez uparavanja iznosi 0,50 mgkg™, a sa uparavanjem 0,10 mgkg™.

e Pirimetanil i bifentrin je moguée o¢itati po¢ev od proceduralnog standarda 0,025 mgkg™ za
obe metode.

Granice detekcije metode sa koncentrovanjem uzorka koje su procenjene na 0sSnovu parametara
kalibracionih krivi u oblasti odgovarajucih koncentracija su vrlo bliske granicama odredenim
vizuelnom procenom.

Tabela 4.1-18 Granice detekcije i granice kvantifikacije metode sa korakom i bez koraka koncentrovanja uzorka
i parametri pripadajucih kalibracionih krivi

arlit OPEQIOKGT KON gy ogesak MO0 MLOQ
Metoda bez koncentrovanja uzorka
Pirimetanil 0,025 - 0,250 (5) 0,9842 283242 4898 0,031 0,093
Ciprodinil 0,100 - 0,750 (6) 0,9876 182552 6862 0,085 0,257
Trifloksistrobin 0,075 — 0,550 (6) 0,9911 42317 2204 0,053 0,162
Bifentrin 0,025 - 0,100 (5) 0,9336 284696 3324 0,031 0,095
Boskalid 0,500 - 1,500 (6) 0,9805 19765 1832 0,231 0,700
Metoda sa koncentrovanjem uzorka
Pirimetanil 0,025 - 0,100 (4) 0,9918 2189208 -35892 0,015 0,044
Ciprodinil 0,025 - 0,100 (4) 0,9933 962816 5468 0,013 0,040
Trifloksistrobin 0,025 — 0,075 (3) 0,9780 225320 18778 0,027 0,081
Bifentrin 0,025 - 0,250 (5) 0,9847 787970 60209 0,030 0,092
Boskalid 0,100 - 0,550 (5) 0,9695 258629 -8813 0,126 0,383

4.2 Ispitivanja na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-2

Poglavlje sadrzi rezultate ispitivanja performansi instrumentalne konfiguracije CONF-2 u
odnosu na targetirane pesticide i rezultate razvoja i primene metoda koje ukljuuju ovu
instrumentalnu konfiguraciju.

4.2.1 Performanse instrumenta u odnosu na ispitivane analite

Karakterizacija analita. Fragmentacija protonovanog molekulskog jona pirimetanila rezultuje
fragmentima m/z 107 i 183 vece zastupljenosti i nekolicinom fragmenata manje zastupljenosti
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(Slika 4.2-1a). Fragmentacija najzastupljenijeg MS? fragmenta m/z 107 rezultuje MS3
fragmentom m/z 80 (Slika 4.2-1b), a fragmentacija MS? fragmenta m/z 183 rezultuje
nekolicinom MS? fragmenata od kojih je najzastupljeniji fragment m/z 156 (Slika 4.2-1c).

Fragmentacija protonovanog molekulskog jona ciprodinila rezultuje ve¢im brojem fragmenata
sli¢ne zastupljenosti, od kojih je najzastupljeniji MS? fragment m/z 210, a sledi ga m/z 185
(Slika 4.2-2a). Fragmentacija MS? fragmenta m/z 210 rezultuje MS2 fragmentima m/z 193 i 169
(Slika 4.2-2b), a MS? fragmenta m/z 185 MS2 fragmentom m/z 158 (Slika 4.2-2c).

Fragmentacija protonovanog molekulskog jona boskalida rezultuje najzastupljenijim MS?
fragmentom m/z 307 (Slika 4.2-3a). Sukcesivna fragmentacija m/z 307 rezultuje MS?®
fragmentom m/z 271 (Slika 4.2-3b).

Fragmentacija protonovanog molekulskog jona trifloksistrobina rezultuje MS? fragmentima
m/z 186 i 206 uporedive zastupljenosti (Slika 4.2-4a). Sukcesivna fragmentacija m/z 186
rezultuje MS?® fragmentom m/z 145 (Slika 4.2-4b).

Fragmentacija pseudomolekulskog jona bifentrina (adukta molekulskog jona pesticida i
amonijum jona) rezultuje MS? fragmentima m/z 181 i 422 (Slika 4.2-5a). Sukcesivna
fragmentacija m/z 181 rezultuje MS® fragmentom m/z 166 (Slika 4.2-5b). Potencijalne strukture
nastalih fragmenata su prikazane u prilogu (poglavlje 8.5) i komentarisane u poglavlju 4.3.

100-. 107.00 NL: 1.81E4
1 a 183.08 200 FULL MS2#119 RT: 0.39
. 20010 AV:1T:ITMS + c ESI Full ms2
] Y 200.10@cid45.00 [55.00-210.00]
50
] 82.00 143.12 159.06
] 79.98| 9407 | 14210 ‘ 17321
1 . I | P I
1087 156.08 NL: 3.09E2
] A 200 FULL MS3_2#119 RT: 0.45
B AV:1T:ITMS + ¢ ESI Full ms3
] 183.18
] 200.10@cid38.00
50 183.10@cid39.00 [50.00-400.00]
] 14312 | 16810
1087 107.07 NL: 4.61E2
] 80.04 200 FULL MS3_1#119 RT: 0.45
. ¢ AV: 1 T: ITMS + ¢ ESI Full ms3
] 200.10@cid34.00
50 107.00@cid32.00 [50.00-400.00]
1 66.07
o ““\“!‘\““““\““\““\““““““\““\““\““““““\““\“
100 150 200
m/z

Slika 4.2-1 Direct injection HESI | MS? (a), HESI | MS? (b i ¢) full scan spektri rastvora pirimetanila
(molekulska masa — 199,26) koncentracije 5,00 pgmL™* u metanolu; pozitivan jonizacioni mode
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100 210.09 NL: 6.74E4
] 185.00 a 226 FULL MS2#1 RT: 0.00
b 144.07 AV: 1 T:ITMS + c ESI Full ms2
: ' 211.10 226.10@cid47.00
50t 108.01 226.12 [60.00-300.00]
B 159.12
b 105.99 ‘ ‘
O i H‘ ‘ ‘ HH ‘ Il \H L L w‘\‘ M‘ m\”\ I
100 210.10 NL: 2.56E2
b 226 FULL MS3_1#1 RT: 0.00
. AV:1T:ITMS + ¢ ESI Full ms3
] 226.10@cid35.00
50 210.10@cid51.00
1 169.11 193:28 [55.00-300.00]
. | |
00— 185.08 NL: 6.41E3
226 FULL MS_2#1 RT: 0.00
b c AV: 1 T:ITMS + c ESI Full ms3
] 226.10@cid35.00
50 158.05 185.10@cid38.00
] [50.00-200.00]
] 819 157.13 ‘
o—+—r—r—r+r it
50 100 150 200 250 300

Slika 4.2-2 Direct injection HESI | MS? (a), HESI | MS2 (b i ¢) full scan spektri rastvora ciprodinila (molekulska

m/z

masa — 225,16) koncentracije 5,00 pgmL™* u metanolu; pozitivan jonizacioni mode

100— 307.10 NL: 4.72E5
1 343 FULL MS2#1 RT:
] 0.00 AV: 1 T: ITMS + ¢
807 a ESI Full ms2
. 343.10@cid17.00
60 [90.00-350.00]
1 343.06
40—
20
o 11202 1399 205.07 27219 |308.12
100 27111 NL: 7.52E4
] 343 FULL MS3#1 RT:
] 0.00 AV: 1 T: ITMS + ¢
807 b ESI Full ms3
] 307.08 343.10@cid77.00
60— 272.14 307.10@cid44.00
1 [80.00-307.60]
40
20|
1 289.08
o] 140.12 177.02 212.10  254.09 |
T T T T T [ T T T T [ T 1T 1 T [ T 0T 1T T [ T T T T
100 150 200 250 300 350
m/z

Slika 4.2-3 Direct injection HESI | MS? (a), HESI | MS2 (b) full scan spektri rastvora boskalida (molekulska
masa — 343,10) koncentracije 5,00 pgmL* u metanolu; pozitivan jonizacioni mode

148



100

186.03
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Slika 4.2-4 Direct injection HESI | MS? (a), HESI | MS2 (b) full scan spektri rastvora trifloksistrobina

100

T
200

e
300
m/z

rrerprrerrrerT
400

NL: 3.00E5

409 FULL MS2#110 RT:
0.41 AV:1T:ITMS +c
ESI Full ms2
409.00@cid16.00
[110.00-450.00]

NL: 7.71E3

409 FULL MS3#1 RT:
0.00 AV:1T:ITMS + ¢
ESI Full ms3
409.00@cid19.00
186.00@cid41.00
[50.00-410.00]

(molekulska masa — 408,38) koncentracije 5,00 pgmL™ u metanolu; pozitivan jonizacioni mode
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60
40

20—
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Slika 4.2-5 Direct injection HESI | MS? (a), HESI | MS2 (b) full scan spektri rastvora bifentrina (molekulska

m/z

T
400

440 FULL MS2#1 RT:
0.00 AV:1T:ITMS + ¢
ESI Full ms2
440.00@cid22.00
[120.00-450.00]

NL: 1.37E2

440 FULL MS3#1 RT:
0.00 AV:1T:ITMS + ¢
ESI Full ms3
440.00@cid43.00
181.10@cid21.00
[50.00-441.00]

masa — 422,87) koncentracije 5,00 pgmL* u metanolu; pozitivan jonizacioni mode
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Parametri hromatografskog razdvajanja. Najbolji kompromis izmedu razdvajanja analita i
ukupnog vremena analize se postize na HPLC koloni 2 (Tabela 3.3-5, str. 84) sa metanolom i
vodenim rastvorom pufera kao kombinacijom eluenata (Slika 4.2-6, M04), gde se svi analiti
eluiraju sa kolone pre 35 minuta analize uz optimalno razdvajanje. Na HPLC koloni 1 (Tabela
3.3-5, str. 84), koja ima punjenje veceg promera u odnosu na HPLC kolonu 2, sa protokom od
500 pLmin, razdvajanje analita nije potpuno; takode bifentrin se dosta kasno eluira sa kolone
(Slika 4.2-6, M0O1 i M03). Sli¢an zakljucak se moze izvesti i za HPLC kolonu 3 (Slika 4.2-6,
M19 i M22) koja ima punjenje najmanjeg promera. U dalje postupke optimizacije uvrSena je
HPLC kolona 2 sa metanolom i vodenim rastvorom pufera kao kombinacijom eluenata.

Dalja optimizacija je podrazumevala promenu gradijenta (metode 23 i 27) ili promenu brzine
protoka eluenta (metode 34, 35 i 37) sa ciljem postizanja brzeg eluiranja pesticida u cilju
skradenja vremena analize. Prva modifikacija gradijenta u odnosu na metodu 04 je
podrazumevala znatno brzu promenu sastava gradijenta do 100 % D 1 odsustvo platoa na ovom
sastavu mobilnih faza (Tabela 3.4-6, str. 82). Rezultat je 50 % kraca analiza (30 min) i eluiranje
svih analita u roku od 25 minuta (Slika 4.2-6, M23). Dalja modifikacija gradijenta u smislu
uvodenja dva platoa — u trajanju od 2 minuta na A:D = 25 %:75 % i 3 minuta na 100 % D,
rezultuje neSto brzem eluiranju trifloksistrobina i bifentrina uz ofuvanost rezolucije ostalih
pesticida, §to omogucava dalje skracenje analize za 5 minuta (Slika 4.2-6, M27).

Povecéanje brzine protoka eluenta ne rezultuje zna¢ajnom promenom retencionih vremena
analita (Slika 4.2-6, M34, M35 i M37) i ne vodi skracenju vremena analize. Pored toga, porast
brzine protoka uzrokuje pad signala analita (Slika 4.2-7), verovatno zbog nedovoljnog protoka
sheath/aux gasa. S obzirom da izmena brzine protoka iziskuje vecu potrosnju azota kao i samog
eluenta, kao metoda za dalji rad odabrana je metoda 27 sa brzinom protoka eluenta od 300
puLmin i trajanjem od 25 min.

Pirimetanil L
- i 7 Vo B . [ Trajanje analize, min Pirimetanil
A - vodeni rastvor 0,3% Ciprodinil 1jan) ,
HCOOH + 0,01% ©- Boskalid
HCOONH4 Tc'ilokl strobi Ciprodinil © Boskalid
B - AcN, D - MeOH oksistrobin
60 © Bifentrin Trifloksistrobin O Bifentrin
30
o o
z 50 ©
2 [ 24 o
E“ -}
40 °
-]
% 18 o 0
% 30 o
o f
7
= [} 12
5 20 [ o °
[} -]
8 0
6
10 o
@
0 0
MO1 MO02 MI19 MO3 MO4 M22 M23 M27 M34 M35 M37

Slika 4.2-6 Perfomanse koris¢enih metoda u pogledu razdvajanja analita i ukupnog vremena analize
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Metoda 27 kao mobilnu fazu A . EM27 EM34 ®M35 BM37
sadrzi vodeni rastvor pufera sa
udelom amonijum-formijata od
0,010 %. S obzirom da bifentrin
kao pretezni jon u ESI/MS
spektru daje adukt sa amonijum
jonom, ispitana je zavisnost
zastupljenosti ovog adukta od

procenta amonijum formijata u 0 0

mObl Ino- faZi, kaO | ZaVisnOSt . Pirimetanil. . C%prodinjl Trifloksistrobin ) Bos!{al.id Bifentrin
. ) . Slika 4.2-7 Uticaj brzine protoka eluenta na odziv pesticida (rastvor
zastupljenosti adukta od vrste

) T koncentracije 15 pgmL* u 0,050 % AMF u metanolu)
mobilne faze u kojoj je

amonijum-formijat rastvoren. Slika 4.2-8 prikazuje uticaj navedenih varijacija na zastupljenost
adukta pri razli¢itim koncentracijama bifentrina. Pri koncentracijama bifentrina od 0,10 i 1,00
ugmL?* porast koncentracije AMFa u vodi sa 0,010 na 0,050 % nema uticaj na zastupljenost
adukta (Slika 4.2-8, M27 i M38), kao ni isti porast koncentracije AMFa u metanolu (Slika 4.2-8,
M39 i M40), dok je pri koncentraciji bifentrina od 10,00 ugmL™* situacija obrnuta. Posmatrajuéi
vrstu mobilne faze u kojoj je AMF rastvoren uocava se da je povoljnija faza voda, a ne metanol
(Slika 4.2-8, M27/M339 ili M38/M40).

Finalni zaklju¢ak bi bio da kao mobilnu

fazu treba koristiti vodeni rastvor puferasa 2 LE+07 mM27 BM38 mM39 mM40
ve¢im udelom AMFa, medutim ako se %
sagledaju retenciona vremena ostalih % LE+07
pesticida, uocava se da porast udela AMFa gb 8.E+06
u bilo kojoj od faza (M38 ili M40) pomera £ S E406
retenciona  vremena  pirimetanila i §
ciprodinila u smislu njihovog kasnijeg 2 4.E+06
eluiranja i vodi preklapanju retencionih ;g 2 F406
vremena ciprodinila i boskalida (Slika & IL
£ 0E+00 = Mtremmm

4.2-9). 1z ovog razloga je kao radna metoda 0.1 ) 10
zadrzana metoda 27 sa mobilnom fazom A
koja predstavlja vodeni rastvor pufera sa
udelom AMFa od 0,010 % i mobilnom  Slika 4.2-8 Zastupljenost adukta bifentrina sa amonijum

fazom D koja predstavlja 100 % metanol jonom u zavisnosti od procenta AMF-a u mobilnim
) fazama

Koncentracija rastvora bifentrina, pgml.-!
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Slika 4.2-9 Pregled odziva i retencionih vremena pesticida nakon analize rastvora pesticida koncentracije 1,00
pgmLt metodama koje se razlikuju u procentu AMF-a u mobilnim fazama

Optimizacija parametara za MS" analize. SRM analiza. Rezultati optimizacije Sirine
izolacije, Act. Q vrednosti i perioda aktivacije parent jona prikazani su na primeru SRM
tranzicije boskalida na slikama 4.2-10 — 4.2-12. Promena $irine izolacije parent jona boskalida
ima znacajan uticaj na zastupljenost kvantifikacionog fragmenta ovog pesticida (Slika 4.2-10).
Pri $irini izolacije 1 m/z zastupljenost fragmenta je zanemarljiva; povecanje $irine izolacije sa
2 na 4 m/z rezultuje oko 7% ve¢om zastupljenos¢u fragmenta. Kao optimalna vrednost Sirine
izolacije odabrana je Sirina od 4 m/z.

Odabir finalne Act.Q vrednosti je vrSen prate¢i zastupljenost 1 kvalifikacionog 1
kvantifikacionog fragmenta boskalida. Porast vrednosti Act.Q parametra iznad default
vrednosti od 0,250 ne vodi boljoj detekciji kvantifikacionog fragmenta, a istovremeno rezultuje
gubitkom detekcije kvalifikacionog fragmenta (Slika 4.2-11); kao optimalna vrednost Act.Q
parametra odabrana je vrednost od 0,250.

Porast perioda aktivacije parent jona boskalida ne utiCe znaCajno na zastupljenost
kvantifikacionog fragmenta (Slika 4.2-12); koeficijent varijacije u odzivima fragmenta iznosi
oko 8 %. S obzirom da promena perioda aktivacije sa default vrednosti na 50 ms rezultuje
najve¢em porastu zastupljenosti fragmenta od oko 11 %, kao optimalna vrednost perioda
aktivacije odabrana je vrednost od 50 ms. Optimizovane vrednosti kolizione energije su
prikazane u tabeli 4.2-1.
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RT: 0.00-8.00 SM: 158

Relative Abundance

100 MA: 65959322 MA: 78088563 N';
80— MA: 10811337 .

] \ 07.50 MS
60 \ IsoWidth_B
40

7 ISO WIDTH 2 m/z
20| ISOWIDTH 1 mz

0_-‘ T ] MlA:\ 75;1_1|1

Time (min)

Slika 4.2-10 Zastupljenost SRM kvantifikacionog fragmenta boskalida (m/z 307) u zavisnosti od $irine izolacije
parent jona (rastvor smese pesticida u 0,050 % metanolnom rastvoru AMFa sa koncentracijom boskalida 10

HgmL™)
Rér: 0.00-6.00 SM: 15B
MA: 2849163 NL:

8 100 2.97E4

= ] miz=

2 59 ActQ = 0.350 ActQ = 0.370 139.50-

< 14150 MS
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@ 100 MA: 63922309 MA: 77873925 MA: 81303097 7.
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Slika 4.2-11 Zastupljenost SRM fragmenata boskalida (m/z 307 i m/z 140) u zavisnosti od vrednosti Act.Q
parametra (rastvor smese pesticida u 0,050 % metanolnom rastvoru AMFa sa koncentracijom boskalida 10

HgmL™)

RT: 0.00 -8.00 SM: 15B
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. MA: 41832296 NL:
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Slika 4.2-12 Zastupljenost SRM kvantifikacionog fragmenta boskalida (m/z 307) u zavisnosti od perioda
aktivacije parent jona (rastvor smese pesticida u 0,050 % metanolnom rastvoru AMFa sa koncentracijom

boskalida 10 pgmL™1)
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Tabela 4.2-1 Optimizovani parametri SRM tranzicija pesticida

Parametri Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
Kvalifikacioni prelaz ~ 200—107 226—185 343—140 409—206 440—166
K"a”;:zl:éc'on' 200183 226210 3435307 4095186 440181
Koliziona
- 57 60 84 94 40
energija, %
IW, m/z 2 3 4 4 2
ActQ 0,350 0,450 0,250 0,250 0,250
Act. Time, ms 90 90 50 50 50

CRM analiza. Rezultati optimizacije Sirine izolacije, Act.Q i perioda aktivacije parent jona za
su prikazani na primeru CRM tranzicije boskalida na slikama 4.2-13 — 4.2-15. Promena §irine
izolacije parent jona boskalida ima znacajan uticaj na zastupljenost kvantifikacionog fragmenta
ovog pesticida (Slika 4.2-13). Povecanje $irine izolacije sa 1 na 4 m/z rezultuje oko 6x ve¢om
zastupljenos$cu fragmenta. Kao optimalna vrednost Sirine izolacije odabrana je Sirina od 4 m/z.

Odabir finalne Act.Q vrednosti je vr$en prateéi zastupljenost jedinog MS? fragmenta boskalida.
Najveci porast zastupljenosti fragmenta u iznosu od 88 % je uocen pri promeni vrednosti Act.Q
parametra sa default vrednosti na vrednost od 0,450 (Slika 4.2-14); kao optimalna vrednost
Act.Q parametra odabrana je vrednost od 0,450.

Porast perioda aktivacije parent jona boskalida ne uti¢e znafajno na zastupljenost
kvantifikacionog fragmenta (Slika 4.2-15); koeficijent varijacije u odzivima fragmenta iznosi
oko 4,60 %. Kao optimalna vrednost perioda aktivacije odabrana je vrednost od 50 ms, koja
rezultuje uveéanjem zastupljenosti fragmenta za 8 %. Optimizovane vrednosti kolizione
energije u okviru MS?® analize pesticida su prikazane u tabeli 4.2-2.
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Slika 4.2-13 Zastupljenost CRM kvantifikacionog fragmenta boskalida (m/z 271) u zavisnosti od §irine izolacije
parent jona (rastvor smese pesticida u 0,050 % metanolnom rastvoru AMFa sa koncentracijom boskalida 10

HgmL™)

154



RT: 0.00 -8.00 SM: 15B

MA: 44887224 NL:
100 4.10E5
9 80| CRM_ActQ
g - A “BOSC
g
= —
é 60 1 MA: 11824224
2 40
g
g 201 ' e
. MA: 5590360 ActQ = 0.450 ActQ = 0.650 ActQ =0.750 ‘iJ
G N T T T | T T 1 ‘ T T T 1 T T T = | T T T T ‘ 1 | T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
Time (min)

Slika 4.2-14 Zastupljenost CRM kvantifikacionog fragmenta boskalida (m/z 271) u zavisnosti od vrednosti Act.Q
parametra (rastvor smese pesticida u 0,050 % metanolnom rastvoru AMFa sa koncentracijom boskalida 10
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Slika 4.2-15 Zastupljenost CRM kvantifikacionog fragmenta boskalida (m/z 271) u zavisnosti od perioda
aktivacije parent jona (rastvor smese pesticida u 0,050 % metanolnom rastvoru AMFa sa koncentracijom

boskalida 10 pgmL™1)

Sistematizovani pregled optimizovanih parametara MS" analize pesticida je prikazan u
tabelama 4.2-1 i 4.2-2. U MRM MS? analizu pesticida uvritene su po dve tranzicije (Tabela
4.2-1), jedna kvantifikaciona koja ukljucuje najzastupljeniji jon u spektru i jedna kvalifikaciona
koja ukljucuje jon koji je naredni po zastupljenosti.

MRM MS?2 analiza pirimetanila i ciprodinila zbog prirode fragmentacije ovih pesticida takode
ukljucuje jedan kvantifikacionu i jednu kvalifikacionu tranziciju, dok MS? analiza boskalida,
trifloksistrobina i bifentrina ukljucuje samo jednu tranziciju (Tabela 4.2-2), jer fragmentacija
proizvoda prve fragmentacije daje isklju¢ivo jedan jon.
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Tabela 4.2-2 Optimizovani parametri CRM prelaza pesticida

Parametri Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
Kvalifikacioni prelaz 183—143 210—169 / / /
Kvan;:illzimonl 183—156 210—196 3075271 1865145 1815166
Koliziona energija, % 52 52 77 47 53
IW, m/z 3 3 4 1 2
ActQ 0,450 0,650 0,450 0,450 0,450
Act.Time, ms 90 50 50 50 50

Instrumentalna osetljivost, granica detekcije i granica kvantifikacije u razli¢itim
reZimima rada analizatora. Sistematizovane vrednosti granica detekcije i granica
kvantifikacije pesticida se nalaze u Tabela 4.2-3. Granice detekcije pirimetanila se krec¢u od
0,008 pgmL™t za CRM do 0,020 ugmL? za SRM rezim rada. Osetljivost prema pirimetanilu je
najveca u full scan rezimu; sledi je osetljivost u SIM rezimu koja je istog reda veli¢ine;
osetljivost je najmanja u CRM rezimu, oko 12 puta je niza nego u SRM rezimu (Slika 4.2-16).

Granice detekcije ciprodinila se Full scan

SIM
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iznosi 0,009 }.,lgml__l. Najb0|ja 0025 0.050 0.075 0.100 0025 0050 0075 0.100
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; -1y i e = = 46863x + 1659.4
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. ! L4 5.6403 :
7 - 6.E+04 ;
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- 3.E+04 _—
42'17) g 26000 1 ® y = 558975x + 26488 ‘% 28403
o LE+04 R?=0.9339 8 1E:03
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Granice detekcije boskalida se
kre¢u od 0,007 pgmL™? za SRM
do 0,013 pgmL?t za full scan
rezim rada. Najbolja

0.000 0.025 0.050 0.075 0.100

Koncentracija standarda, pgmL™

0.000 0.025 0.050 0.075 0.100

Koncentracija standarda, pgmL™’

Slika 4.2-16 Promena odziva pirimetanila sa koncentracijom u MS
rezimima razlicite selektivnosti

diskriminacija najnizih koncentracija pesticida (blank; 0,005 1 0,010 pgmL™) je u SRM rezimu,
a slede ga full scan, SIM, pa CRM rezim (Slika 4.2-18). Osetljivost je najvec¢a u full scan
rezimu, dok je nesto niza i prakti¢no ista za ostala tri rezima (Slika 4.2-18).
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Granice detekcije trifloksistrobina se kreéu od 0,004 pgmL™ za SIM do 0,012 ugmL™ za SRM
rezim rada. Najbolja diskriminacija najnizih koncentracija pesticida (blank; 0,005 i 0,010
ugmL™?) je u CRM rezimu, a slede ga full scan, SIM, pa SRM rezim (Slika 4.2-19). Osetljivost
je najveca u full scan rezimu, a najmanja u CRM rezimu i to za red veli¢ine (Slika 4.2-19).

Granice detekcije bifentrina u
full scan odnosno SIM rezimu
su iste i iznose 0,25 pgmL™.

Odziv  pseudomolekularnog
jona bifentrina pri niskim
koncentracijama (< 0,10
pugmL?) ne pokazuje
korelaciju sa  promenom
koncentracije ovog pesticida
(Slika  4.2-20).  Granica

detekcije bifentrina u SRM
reZimu je procenjena na 0,015
ugmL™?, a u CRM rezimu na
0,021 pgmL™. Diskriminacija
niskih koncentracija bifentrina
(blank; 0,005 i 0,010 pgmL™)
je izuzetna u CRM rezimu, pri
¢emu je osetljivost 3 do 4 puta
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Slika 4.2-17 Promena odziva ciprodinila sa koncentracijom u MS
rezimima razli¢ite selektivnosti

veca od osetljivosti procenjene na ¢itavom opsegu testiranih koncentracija (0,000 — 0,100
ugmL™) (Slika 4.2-20); osetljivost u SRM je oko 1,30 puta veéa od osetljivosti u CRM rezimu.

Iz daljeg razvoja metode
iskljuéeni su full scan i SIM
rezimi rada analizatora, zbog
male selektivnosti. Izmedu
SRM i CRM rezima, za analizu
pirimetanila i ciprodinila
pogodan je SRM rezim. lako je
procenjena granica detekcije
pesticida nesSto niza u CRM
rezimu,  osetljivost  prema
pesticidima je znatno veca u
SRM rezimu. Takode, iako je
selektivnost veéa u CRM
rezimu, smatra se da je
selektivnost u SRM rezimu
zadovoljavajuca, jer je priroda
fragmentacije pirimetanila i
ciprodinila takva da rezultuje
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Slika 4.2-18 Promena odziva boskalida sa koncentracijom u MS
rezimima razliCite selektivnosti

kvantifikacionim i kvalifikacionim fragmentima slicne zastupljenosti Sto omogucava efikasnu
MRM analizu na MS? nivou i pri niskim koncentracijama pesticida, a time i njihovu pouzdanu

identifikaciju.
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Izmedu SRM i CRM rezima, za analizu boskalida i bifentrina pogodan je CRM rezim. lako je
procenjena granica detekcije neSto niza u SRM rezimu, selektivnost je ve¢a u CRM rezimu.
Veca selektivnost u CRM rezimu ima vecu tezinu u analizi ovih pesticida, jer iako SRM analiza
prakti¢no predstavlja MRM analizu na MS? nivou, zastupljenost fragmenta koji je odabran kao
kvalifikacioni je izuzetno niska u poredenju sa kvantifikacionim fragmentom (zastupljenost
kvalifikacionog fragmenta boskalida je 4,50 % zastupljenosti kvantifikacionog fragmenta;
zastupljenost kvalifikacionog fragmenta bifentrina je 8,00 % zastupljenosti kvantifikacionog

fragmenta), Sto bi pri analizi
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Slika 4.2-19 Promena odziva trifloksistrobina sa koncentracijom u MS
rezimima razli¢ite selektivnosti

zbog prirode MS? Full scan am
fragmentacije  bifentrina i = o I ] % s py
boskalida nije moguce E LEs06 /. ® 1e0s :
implementirati MRM analizu na g e .. g /
MS® nivou, to ne predstavijia ... L

problem u pouzdanosti & +eos g o ) ’
IdentlfikaCije peStiCIda S g-HOEO.OOO 0.025 0.050 0.075 0.100 O-HO(())_OOO 0.025 0.050 0.075 0.100

obzirom da se ve¢ radi o visoko
selektivnoj MS?® analizi.

Koncentracija standarda, pgmL™

Koncentracija standarda, pgmL™

. GE+04 SRM . SE04 CRM
. .. oy y = 441490x + 7981.9 " 404 Y =329248x + 8564.5
Izmedu SRM i CRM rezima, za £ *%*  gr-oge13 * f£.a0 R-09329 *
- - - - o AE404 o5 3E+
analizu trifloksistrobina pogodan 8 o . ; s
je  SRM  rezim.  Priroda 2., R S
- - - - - ’ n' -
fragmentacije trifloksistrobina je 2 ic.. S 2 1804
. @ © 5.E+03
takva da se kao njen rezultat ™ oswo ogi0
0.000 0.025 0.050 0.075 0.100 0.000 0.025 0.050  0.075 0.100

dobijaju samo dva fragmenta
sli¢ne zastupljenosti.

Ovo  omogucava  efikasnu

Koncentracija standarda, pgmL™

Koncentracija standarda, pgmL™

Slika 4.2-20 Promena odziva bifentrina sa koncentracijom u MS
rezimima razlicite selektivnosti

primenu MRM analize na MS? nivou odnosno dobru selektivnost i pri niskim koncentracijama
pesticida, ali ne i preveliki gubitak osetljivosti u odnosu na MS?* analizu. Granice detekcije
trifloksistrobina u SRM 1 CRM rezimu su uporedive.
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Tabela 4.2-3 Instrumentalne granice detekcije i granice kvantifikacije pesticida u pgmL™ u zavisnosti od rezima
rada analizatora

Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
Full scan rezim

LOD 0,010 0,006 0,013 0,010 0,250

LOQ 0,030 0,018 0,041 0,029 0,756
SIM rezim

LOD 0,011 0,007 0,009 0,004 0,250

LOQ 0,035 0,021 0,027 0,013 0,756
SRM reZzim

LOD 0,020 0,013 0,007 0,012 0,015

LOQ 0,038 0,038 0,022 0,036 0,047
CRM rezim

LOD 0,008 0,009 0,010 0,009 0,021

LOQ 0,026 0,028 0,031 0,027 0,062
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4.2.2 Rezultati razvoja i primene metode MET-LC-R1

4.2.2.1 Analiza ekstrakata jabuke — ops$ta zapaZanja

Ekstrakcija kore vodom metodom simultanog
usitnjavanja u blenderu, rezultuje ekstraktom koji
je zamucen (Slika 4.2-21). Centrifugiranje ovog
ekstrakta dovodi do suspenzije odredenog udela
Cvrste faze, ali mikrocestice kore ostaju u vodenoj
fazi. Cedenje ovakvog ekstrakta kroz mikrofilter je
tesko i dovodi do brzog zapusenja filtera (otprilike
posle procedenog 1 mL), §to u krajnjoj liniji vodi
vecoj potrosnji filtara ukoliko je potrebno
obezbediti vecu zapreminu procedenog ekstrakta.
Zbog teze pripreme finalnog ekstrakta, voda kao
ekstrakciono sredstvo nije uzeta u dalje
razmatranje. Metanolni i acetonitrilni ekstrakti
kore su relativno bistri nakon centrifugiranja (Slika
4.2-21). Mikrofiltracija ovih ekstrakata je laksa u
odnosu na vodeni ekstrakt kore.

) ~ Slika 4.2-21 Izgled centrifugiranih ekstrakata kore
UV/VIS  spektri  vodenog, metanolnog i Zlatnog Deliesa: 1-vodeni; 2-metanolni; 3-

acetonitrilnog ekstrakta kore Greni Smita, acetonitrilni ekstrakt

Zlatnog Delisesa i Ajdareda pokazuju odredene razlike u UV oblasti i grani¢ne UV/VIS oblasti
spektra (Slika 8.10-1 - Slika 8.10-3, Prilog, str. 344-346). U odnosu na vodene spektre koji
pokazuju apsorpcioni maksimum na ~200 nm, apsorpcioni maksimumi metanolnih i
acetonitrilnih ekstrakata su prosireni na oblast od ~200 do ~400 nm. Kada se posmatra u okviru
istog tipa ekstrakta, a kroz razli¢ite sorte, u zoni od ~320 nm do ~400 nm uocava se razlika u
intenzitetu apsorpcije u ekstraktu DeliSesa u odnosu na Greni Smit i Ajdared. Razlike su uocene
u metanolnom 1 acetonitrilnom ekstraktu, dok vodeni ekstrakt nije pokazao znacajne razlike u
spektrima kod sve tri sorte. S obzirom na prirodu ekstrakcionih sredstava, moze se zakljuciti da
se kod DeliSesa uocava veca koncentracija jako apsorbujucih nepolarnih jedinjenja iz grupe
pigmenata.

Slika 4.2-22 i Slika 4.2-23 prikazuju hromatograme metanolnog i acetonitrilnog ekstrakta kore
Zlatnog Delisesa, analiziranog u full scan rezimu u trajanju od 60 min (metoda MET-LTQ-04)
i 25 min (metoda MET-LTQ-27). U odnosu na hromatogram acetonitrilnog ekstrakta, u
hromatogramu metanolnog ekstrakta se moze identifikovati veca koli¢ina primesa koje se
eluiraju na samom pocetku (ret.vreme 2-3 min), a manji broj primesa na retencionim
vremenima preko 30 min.

Slika 8.9-1 - Slika 8.9-4 (Prilog, str. 340-343) prikazuju hromatograme metanolnog i
acetonitrilnog ekstrakta kore Ajdareda i Greni Smita. Metanolni hromatogrami ekstrakta kore
razli¢itih sorti su u velikoj meri sli¢ni, ali koli¢ina primesa koje se eluiraju na ret. vremenu 2-3
min, procenjena preko NL vrednosti, najveca je u ekstraktu Zlatnog DeliSesa, a najmanja U
ekstraktu Greni Smita. Acetonitrilni ekstrakti kore razlicitih sorti se razlikuju u koli¢ini primesa
na retencionim vremenima preko 30 min (metoda MET-LTQ-04) odnosno u oblasti 20-23 min
(metoda MET-LTQ-27). Porede¢i NL vrednosti ili baznu liniju hromatograma ekstrakata
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analiziranih metodom MET-LTQ-27, uocava se da primesa ima najvise u acetonitrilnom
ekstraktu kore Greni Smita, a najmanje u ekstraktu kore Ajdareda.
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Slika 4.2-22 Hromatogrami metanolnog ekstrakta kore Zlatnog Delisesa bez dodatih pesticida (blank)

analiziranog u full scan rezimu metodom MET-LTQ-04 (1) i metodom MET-LTQ-27 (2)
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Slika 4.2-23 Hromatogrami acetonitrilnog ekstrakta kore Zlatnog Deliesa bez dodatih pesticida (blank)
analiziranog u full scan rezimu metodom MET-LTQ-04 (1) i metodom MET-LTQ-27 (2)
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4.2.2.2 Rezultati ispitivanja parametara validacije

Osnovni parametri validacije su procenjeni za dva ekstrakciona sredstva — metanol i acetonitril;
na osnovu procenjenih parametara izabrano je pogodnije ekstrakciono sredstvo.

Selektivnost. U hromatogramima blank metanolnog ekstrakta (Slika 4.2-24 - Slika 4.2-29) i
blank acetonitrilnog ekstrakta kore Zlatnog Delisesa, Ajdareda i Greni Smita (Slika 4.2-30 -
Slika 4.2-35), analiziranih i u SRM i u CRM rezimu rada analizatora, ne uocavaju se pikovi na
retencionim vremenima analita, na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da je metoda MET-LC-R1
selektivna i1 u slucaju kada se kao ekstrakciono sredstvo koristi metanol i u slucaju kada se
koristi acetonitril.
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Slika 4.2-24 Hromatogrami metanolnih ekstrakata kore Zlatnog DeliSesa u SRM rezimu (metoda MET-LTQ-44):
bez dodatih pesticida — blank (1) i standard u matriksu - 1,00 pugmL-1 (2)

162



RT: 0.00 - 25.00
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Slika 4.2-25 Hromatogrami metanolnih ekstrakata kore Zlatnog Deli§esa u CRM rezimu (metoda MET-LTQ-
45): bez dodatih pesticida — blank (1) i standard u matriksu - 1,00 pgmL™ (2)
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Slika 4.2-26 Hromatogrami metanolnih ekstrakata kore Greni Smita u SRM rezimu (metoda MET-LTQ-44): bez

dodatih pesticida — blank (1) i standard u matriksu - 1,00 ugmL™ (2)
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RT: 0.00 - 25.00
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Slika 4.2-27 Hromatogrami metanolnih ekstrakata kore Greni Smita u CRM rezimu (metoda MET-LTQ-45): bez
dodatih pesticida — blank (1) i standard u matriksu - 1,00 ugmL™ (2)
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Slika 4.2-28 Hromatogrami metanolnih ekstrakata kore Ajdareda u SRM rezimu (metoda MET-LTQ-44): bez
dodatih pesticida — blank (1) i standard u matriksu - 1,00 ugmL™ (2)
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RT: 0.00 - 25.00
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Slika 4.2-29 Hromatogrami metanolnih ekstrakata kore Ajdareda u CRM rezimu (metoda MET-LTQ-45): bez
dodatih pesticida — blank (1) i standard u matriksu - 1,00 pgmL™* (2)

RT: 0.00 - 25.00
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Slika 4.2-30 Hromatogrami acetonitrilnih ekstrakata kore Zlatnog Delisesa u SRM reZimu (metoda MET-LTQ-
44): bez dodatih pesticida — blank (1) i standard u matriksu - 1,00 pgmL™ (2)
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RT: 0.00 - 25.00
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Slika 4.2-31 Hromatogrami acetonitrilnih ekstrakata kore Zlatnog Deliesa u CRM rezimu (metoda MET-LTQ-
45): bez dodatih pesticida — blank (1) i standard u matriksu - 1,00 ugmL- (2)

RT: 0.00 - 25.00
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Slika 4.2-32 Hromatogrami acetonitrilnih ekstrakata kore Greni Smita u SRM rezimu (metoda MET-LTQ-44):
bez dodatih pesticida — blank (1) i standard u matriksu - 1,00 pugmL™* (2)
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RT: 0.00 - 25.00
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Slika 4.2-33 Hromatogrami acetonitrilnih ekstrakata kore Greni Smita u CRM rezimu (metoda MET-LTQ-45):
bez dodatih pesticida — blank (1) i standard u matriksu - 1,00 pgmL* (2)

RT: 0.00 - 25.00
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Slika 4.2-34 Hromatogrami acetonitrilnih ekstrakata kore Ajdareda u SRM rezimu (metoda MET-LTQ-44): bez
dodatih pesticida — blank (1) i standard u matriksu - 1,00 ugmL™ (2)

167



RT: 0.00 - 25.00
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Slika 4.2-35 Hromatogrami acetonitrilnih ekstrakata kore Ajdareda u CRM reZimu (metoda MET-LTQ-45): bez
dodatih pesticida — blank (1) i standard u matriksu - 1,00 pgmL™ (2)

Odzivi pesticida u ekstraktima kore i matriks efekat. Posmatrajuc¢i odziv standarda
pesticida u metanolu kroz opseg koncentracija 0,00 — 5,00 pgmL™? moze se zakljugiti da
osetljivost u SRM reZimu raste u nizu bifentrin < pirimetanil < ciprodinil < boskalid <
trifloksistrobin. Koeficijent korelacije se krece od 0,9929 za bifentrin do 0,9994 za boskalid
(Tabela 4.2-4). Osetljivost prema pesticidima u CRM rezimu je donekle izmenjena; osetljivost
raste u nizu ciprodinil < pirimetanil < bifentrin < trifloksistrobin < boskalid odnosno osetljivost
prema bifentrinu je uporediva sa onom u SRM reZimu, osetljivost prema boskalidu je nesto
manja, dok je osetljivost prema trifloksistrobinu, ciprodinilu i pirimetanilu znaajno manja od
osetljivosti u SRM rezimu. Koeficijent korelacije se kre¢e od 0,9730 za boskalid do 0,9914 za
bifentrin (Tabela 4.2-5). Trend u promeni osetljvosti pesticida za standarde u acetonitrilu je
analogan onome za standarde u metanolu. Koeficijent korelacije u SRM rezimu se kre¢e od
0,9891 za pirimetanil do 0,9963 za ciprodinil, a u CRM rezimu od 0,9714 za trifloksistrobin do
0,9972 za ciprodinil (Tabela 4.2-6 i Tabela 4.2-7).

U standardima pripremljenim u metanolnim ekstraktima kore Zlatnog DeliSesa, Greni Smita 1
Ajdareda osetljivost u SRM rezimu raste u nizu bifentrin < pirimetanil < ciprodinil < boskalid
< trifloksistrobin; osetljivost u CRM rezimu raste u nizu ciprodinil < pirimetanil < bifentrin <
trifloksistrobin < boskalid (Tabela 4.2-4 i Tabela 4.2-5). Isti trend u promeni osetljvosti se
uocava 1 za standarde pripremljene u acetonitrilnim ekstraktima kore Zlatnog DeliSesa, Greni
Smita i Ajdareda (Tabela 4.2-6 i Tabela 4.2-7). Trend u promeni osetljivosti u ekstraktima kore
je analogan trendu za standarde u rastvaracu.
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Tabela 4.2-4 Parametri kalibracionih kriva pesticida (0,00 — 5,00 pgmL™) u SRM rezimu u metanolu i
metanolnim ekstraktima kore Zlatnog DeliSesa, Greni Smita i Ajdareda

Parametri krive Pirimetanil Ciprodinil Boskalid  Trifloksistrobin Bifentrin
Metanol
Nagib 746747 1033536 1902847 2656962 262546
Odsecak 107212 148813 92479 411252 44227
Koeficijent korelacije 0,9934 0,9958 0,9994 0,9933 0,9929
Zlatni Delises
Nagib 438592 792907 1564875 2186036 251264
Odsecak 135223 175181 281818 735976 39226
Koeficijent korelacije 0,9780 0,9901 0,9913 0,9756 0,9962
Greni Smit
Nagib 323139 586991 1169180 2100707 234856
Odsedak 45826 91407 216364 458199 49461
Koeficijent korelacije 0,9964 0,9965 0,9902 0,9889 0,9822
Ajdared
Nagib 294299 541719 1174334 1874915 229141
Odsedak 42585 77174 112034 372752 22847
Koeficijent korelacije 0,9963 0,9955 0,9979 0,9917 0,9920

Tabela 4.2-5 Parametri kalibracionih kriva pesticida (0,00 — 5,00 ugmL?) u CRM reZimu u metanolu i
metanolnim ekstraktima kore Zlatnog DeliSesa, Greni Smita i Ajdareda

Parametri krive Pirimetanil Ciprodinil Boskalid  Trifloksistrobin Bifentrin
Metanol
Nagib 63048 48487 1194945 751381 229454
Odsecak 17932 10062 221307 187189 48659
Koeficijent korelacije 0,9753 0,9851 0,9730 0,9861 0,9914
Zlatni DeliSes
Nagib 48844 37801 1366669 745478 225015
Odsecak 11319 11295 164156 184252 46620
Koeficijent korelacije 0,9868 0,9761 0,9963 0,9846 0,9750
Greni Smit
Nagib 38687 32364 1095758 672379 209034
Odsecak 3540 7 062 130670 134426 31324
Koeficijent korelacije 0,9989 0,9831 0,9958 0,9885 0,9942
Ajdared
Nagib 33278 28567 992868 606095 193324
Odsecak 4864 6 656 139668 130052 43521
Koeficijent korelacije 0,9950 0,9812 0,9958 0,9885 0,9786
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Tabela 4.2-6 Parametri kalibracionih kriva pesticida (0,00 — 5,00 ugmL™) u SRM rezimu u acetonitrilu i
acetonitrilnim ekstraktima kore Zlatnog Delisesa, Greni Smita i Ajdareda

Parametri krive Pirimetanil Ciprodinil Boskalid  Trifloksistrobin Bifentrin
Acetonitril
Nagib 596335 841831 1585747 3036134 290358
Odsecak 81094 104285 151110 577091 38397
Koeficijent korelacije 0,9891 0,9963 0,9947 0,9859 0,9894
Zlatni Delises
Nagib 366692 528545 1270897 1985964 88809
Odsecak 90003 186831 202628 529799 17184
Koeficijent korelacije 0,9817 0,9678 0,9926 0,9819 0,9937
Greni Smit
Nagib 242458 624404 803953 1658877 38933
Odsedak 49747 89245 125583 289284 9136
Koeficijent korelacije 0,9563 0,9944 0,9941 0,9927 0,9959
Ajdared
Nagib 230494 454276 803997 1540015 131196
Odsedak 42810 84558 157193 324651 16873
Koeficijent korelacije 0,9902 0,9932 0,9885 0,9894 0,9991

Tabela 4.2-7 Parametri kalibracionih kriva pesticida (0,00 — 5,00 ugmL*) u CRM reZimu u acetonitrilu i
acetonitrilnim ekstraktima kore Zlatnog Delisesa, Greni Smita i Ajdareda

Parametri krive Pirimetanil Ciprodinil Boskalid  Trifloksistrobin Bifentrin
Acetonitril
Nagib 45954 40746 845752 732353 295303
Odsecak 11754 4383 246130 199453 -1993
Koeficijent korelacije 0,9795 0,9972 0,9468 0,9714 0,9946
Zlatni DeliSes
Nagib 43127 33665 1088449 656331 110576
Odsecak 10440 8899 233168 163286 -9648
Koeficijent korelacije 0,9744 0,9788 0,9697 0,9728 0,9464
Greni Smit
Nagib 25999 25809 831367 521351 50822
Odsecak 2663 4980 85441 88287 8126
Koeficijent korelacije 0,9983 0,9941 0,9972 0,9932 0,9920
Ajdared
Nagib 27729 24303 767413 490071 104627
Odsecak 5293 5975 127828 106569 4864
Koeficijent korelacije 0,9890 0,9835 0,9883 0,9872 0,9798
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Kada se poredi osetljivost nekog
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. . o . Slika 4.2-37 Matriks efekat u acetonitrilnim ekstraktima kore
Matriks efekat za ciprodinil se krece Zlatnog Delisesa, Greni Smita i Ajdareda u SRM i CRM rezimu
od -22 % u ekstraktu kore Zlatnog rada analizatora za opseg koncentracija 0,00 — 5,00 pgmL™

Delisesa analiziranog u CRM rezimu do -47 % u ekstraktu kore Ajdareda analiziranog u SRM
rezimu. Kada se matriks efekat posmatra u okviru jednog matriksa, on je prakti¢no identi¢an za
oba reZima rada analizatora.

Matriks efekat za boskalid se kre¢e od +14 % u ekstraktu kore Zlatnog DeliSesa analiziranog u
CRM rezimu do -38 % u ekstraktima kore Greni Smita i Ajdareda analiziranih u SRM reZzimu.
Kada se matriks efekat posmatra u okviru jednog matriksa, za matriks Zlatnog Delisesa se
uocava inverzija matriks efekta sa prelaskom iz SRM u CRM rezim, ali on ostaje u granicama
neznatnog, dok se za ostale matrikse sa prelaskom iz SRM u CRM rezim matriks efekat
smanjuje.

Matriks efekat za trifloksistrobin se krece od 0 % u ekstraktu kore Zlatnog DeliSesa analiziranog
u CRM rezimu do -29 % u ekstraktu kore Ajdareda analiziranog u SRM rezimu. Kada se matriks
efekat posmatra u okviru jednog matriksa, on je uporediv za oba rezima rada analizatora.

Matriks efekat za bifentrin se kre¢e od -2 % u ekstraktu kore Zlatnog DeliSesa analiziranog u
CRM rezimu do -15 % u ekstraktu kore Ajdareda analiziranog u CRM rezimu. Kada se matriks
efekat posmatra u okviru jednog matriksa, on je prakti¢no identiCan za oba rezima rada
analizatora.
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Kada se poredi osetljivost nekog pesticida u acetonitrilu sa osetljivoséu u acetonitrilnim
ekstraktima kore uocava se sledece: matriks efekat za sve pesticide u acetonitrilnim ekstraktima
sve tri vrste kore i u oba rezima analize pretezno je negativan. Prisutna je umerena supresija
signala pirimetanila, ciprodinila, boskalida i trifloksistrobina (-20 %<ME<+20 %), dok se nesto
izrazenija supresija signala uocava za bifentrin (-50 %<ME<-20 %) (Slika 4.2-37).

Matriks efekat za pirimetanil se kre¢e od -6 % u ekstraktu kore Zlatnog Delisesa analiziranog
u CRM rezimu do -61 % u ekstraktu kore Ajdareda analiziranog u SRM rezimu. Kada se matriks
efekat posmatra u okviru jednog matriksa, on je manje izrazen u CRM rezimu rada analizatora
ito za oko 32 % za matriks Zlatnog DeliSesa i za oko 17 % za matriks Ajdareda i Greni Smita.

Matriks efekat za ciprodinil se kre¢e od -17 % u ekstraktu kore Zlatnog DeliSesa analiziranog
u CRM rezimu do -46 % u ekstraktu kore Ajdareda analiziranog u SRM rezimu. Kada se matriks
efekat posmatra u okviru jednog matriksa, on je prakticno identiCan za oba rezima rada
analizatora za matriks Ajdareda, oko 10 % manji za SRM rezim za matriks Greni Smita i 20 %
manji za CRM reZzim Zlatnog DeliSesa.

Matriks efekat za boskalid se kre¢e od +29 % u ekstraktu kore Zlatnog Delisesa analiziranog u
CRM rezimu do -49 % u ekstraktima kore Greni Smita 1 Ajdareda analiziranih u SRM reZimu.
Kada se matriks efekat posmatra u okviru jednog matriksa, za matriks Zlatnog DeliSesa se
uoCava inverzija efekata sa prelaskom iz SRM u CRM rezim, ali on ostaje u granicama
neznatnog, dok se za ostale matrikse sa prelaskom iz SRM u CRM rezim matriks efekat
smanjuje.

Matriks efekat za trifloksistrobin se kre¢e od -10 % u ekstraktu kore Zlatnog DeliSesa
analiziranog u CRM rezimu do -49 % u ekstraktu kore Ajdareda analiziranog u SRM rezimu.
Kada se matriks efekat posmatra u okviru jednog matriksa, on je uporediv ne§to manje izrazen
u CRM rezimu rada analizatora.

Matriks efekat za bifentrin se krece od -55 % u ekstraktu kore Ajdareda analiziranog u SRM
rezimu do -87 % u ekstraktu kore Greni Smita analiziranog u SRM rezimu. Kada se matriks
efekat posmatra u okviru jednog matriksa, on je uporediv za oba rezima rada analizatora.
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Linearnost. Metoda MET-LC-R1 pokriva linearni opseg od nekoliko redova veli¢ine za sve
analite i u SRM i u CRM rezimu kada se kao ekstrakciono sredstvo koristi acetonitril (Tabela
4.2-8 i Tabela 4.2-9). Najsiri neprekidni linearni opseg metode u SRM rezimu (Tabela 4.2-8)
utvrden je za pirimetanil u matriksu Zlatnog DeliSesa i Greni Smita i obuhvata koncentracije
pesticida od 0,005 do 5,00 mgkg? kore. Zbog razligite osetljivosti u oblasti nizih i visih
koncentracija, linearni opseg metode za ostale analite je podeljen u dva ili tri uza opsega i to za
ciprodinil u matriksu Ajdareda, boskalid u sva tri matriksa i trifloksistrobin i bifentrin u
matriksu Greni Smita. Koeficijenti korelacije SRM odziva i koncentracije pesticida se kre¢u od
0,9706 do 1,0000.

Tabela 4.2-8 Parametri kalibracionih krivi pesticida u okviru linearnog opsega metode u SRM rezimu u
acetonitrilnim ekstraktima kore Zlatnog DeliSesa, Greni Smita i Ajdareda

Analit Opseg, mgkg?  Broj standarda Nagib Odsecak Koeficijent korelacije
Ajdared
Pirimetanil 0,005 - 1,000 8 453049 14781 0,9989
Ciprodinil 0,005 - 0,100 6 485992 2744 0,9985
0,075 -5,000 6 294852 16868 0,9960
Boskalid 0,005 - 0,100 5 580328 4576 0,9981
0,100 - 5,000 5 421211 3566 0,9997
Trifloksistrobin 0,010 - 5,000 8 439827 5048 0,9996
Bifentrin 0,025 - 5,000 7 23377 85 1,000
Zlatni DeliSes
Pirimetanil 0,005 - 5,000 10 355182 500 0,9984
Ciprodinil 0,025 - 2,500 8 276657 -238 0,9974
Boskalid 0,005 - 0,100 5 284375 35344 0,9948
0,100 - 2,500 5 612110 -7011 0,9972
Trifloksistrobin 0,025 - 5,000 8 328765 4817 0,9992
Bifentrin 0,005 - 0,500 7 13207 223 0,9993
Greni Smit
Pirimetanil 0,005 - 5,000 10 493136 -1785 0,9999
Ciprodinil 0,075 - 5,000 6 517959 -32394 0,9998
Boskalid 0,005 - 0,050 5 700661 3151 0,9999
0,050 - 0,500 5 1419470 -24706 0,9996
0,500 - 5,000 4 477939 382506 0,9964
Trifloksistrobin 0,005 - 0,100 6 463151 1880 0,9790
0,100 - 2,500 5 905859 -74657 0,9925
Bifentrin 0,010 - 0,500 6 12785 70 0,9985
0,500 - 5,000 4 6428 2714 0,9706
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Najsiri neprekidni linearni opseg metode u CRM rezimu (Tabela 4.2-9) utvrden je za bifentrin
u matriksu Greni Smita i obuhvata koncentracije pesticida od 0,005 do 5,00 mgkg™ kore. Zbog
razli¢ite osetljivosti u oblasti nizih i vi$ih koncentracija, linearni opseg metode za ostale analite
je podeljen u dva ili tri uza opsega i to za boskalid, trifloksistrobin i bifentrin u matriksu
Ajdareda, pirimetanil u matriksu Zlatnog DeliSesa i za boskalid i trifloksistrobin u matriksu
Greni Smita. Koeficijenti korelacije CRM odziva i koncentracije pesticida se kre¢u od 0,9727
do 0,9999.

Tabela 4.2-9 Parametri kalibracionih krivi pesticida u okviru linearnog opsega metode u CRM reZimu u
acetonitrilnim ekstraktima kore Zlatnog Delisesa, Greni Smita i Ajdareda

Analit Opseg, mgkg?  Broj standarda Nagib Odsecak Koeficijent korelacije
Ajdared
Pirimetanil 0,025 - 1,000 7 66229 643 0,9990
Ciprodinil 0,025 - 1,000 7 27715 -68 0,9906
Boskalid 0,005 - 1,000 8 254286 2266 0,9996
0,100 - 2,500 5 244860 5550 0,9996
Trifloksistrobin 0,005 - 0,100 6 262779 2536 0,9994
0,100 - 5,000 5 231769 10539 0,9996
Bifentrin 0,025 - 0,500 5 25632 373 0,9999
0,100 - 5,000 5 24290 -272 0,9983
Zlatni DeliSes
Pirimetanil 0,005 - 0,500 7 54103 40 0,9990
0,500 — 5,000 5 33208 11045 0,9974
Ciprodinil 0,005 - 2,500 6 23250 86 0,9994
Boskalid 0,025 - 2,500 7 358752 10685 0,9983
Trifloksistrobin 0,025 -1,000 6 364891 -3413 0,9984
Bifentrin 0,005 - 1,000 8 17794 57 0,9993
Greni Smit
Pirimetanil 0,005 - 1,000 8 33242 40 0,9990
Ciprodinil 0,005 - 1,000 6 11672 23 0,9998
Boskalid 0,010 -0,100 5 602361 -3005 0,9946
0,100 - 2,500 5 398501 26289 0,9966
Trifloksistrobin 0,005 - 0,100 6 263693 1339 0,9727
0,050 - 1,000 6 329570 -5658 0,9992
Bifentrin 0,005 - 5,000 9 14414 98 0,9999
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Metoda MET-LC-R1 pokriva linearni opseg od nekoliko redova veli¢ine za sve analite i u SRM
i u CRM rezimu kada se kao ekstrakciono sredstvo koristi metanol (Tabela 4.2-10 i Tabela
4.2-11). Najsiri neprekidni linearni opseg metode u SRM rezimu (Tabela 4.2-10) utvrden je za
bifentrin u matriksu Ajdareda i ciprodinil i trifloksistrobin u matriksu Zlatnog DeliSesa. Zbog
razlicite osetljivosti u oblasti nizih i vi§ih koncentracija, linearni opseg metode za ciprodinil u
matriksu Ajdareda je podeljen u dva uza opsega. Koeficijenti korelacije SRM odziva i
koncentracije pesticida se kre¢u od 0,9752 do 0,9999.

Tabela 4.2-10 Parametri kalibracionih krivi pesticida u okviru linearnog opsega metode u SRM reZzimu u
metanolnim ekstraktima kore Zlatnog DeliSesa, Greni Smita i Ajdareda

Analit Opseg, mgkg?  Broj standarda Nagib Odsecak Koeficijent korelacije
Ajdared
Pirimetanil 0,025 - 2,500 8 64682 -976 0,9987
Ciprodinil 0,025 - 0,500 5 274862 -5308 0,9972
0,250 — 5,000 5 192859 26182 0,9997
Boskalid 0,025 - 5,000 8 352313 -3309 0,9999
Trifloksistrobin 0,050 - 5,000 8 368100 -8635 0,9991
Bifentrin 0,025 - 5,000 9 7072 -152 0,9974
Zlatni DeliSes
Pirimetanil 0,050 - 1,000 6 75010 -2010 0,9952
Ciprodinil 0,010 - 2,500 9 61699 286 0,9998
Boskalid 0,010 - 0,100 5 77756 393 0,9968
0,050 - 0,500 5 56283 1970 0,9991
Trifloksistrobin 0,005 - 2,500 9 80242 151 0,9999
Bifentrin 0,025 - 2,500 7 2483 46 0,9998
Greni Smit
Pirimetanil 0,025 - 2,500 8 58355 -352 0,9912
Ciprodinil 0,010 - 1,000 7 125564 535 0,9930
Boskalid 0,050 - 2,500 6 43484 128 0,9752
Trifloksistrobin 0,025 - 2,500 7 605011 -8219 0,9999
Bifentrin 0,100 - 5,000 6 2539 213 0,9976
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Najsiri neprekidni linearni opseg metode u CRM rezimu (Tabela 4.2-11) utvrden je za
trifloksistrobin u matriksu Ajdareda i Zlatnog DeliSesa i obuhvata koncentracije pesticida od
0,050 do 5,00 odnosno od 0,025 do 2,500 mgkg™ kore. Zbog razli¢ite osetljivosti u oblasti nizih
i visih koncentracija, linearni opseg metode za boskalid i trifloksistrobin je podeljen u dva uza
opsega u matriksu Greni Smita. Koeficijenti korelacije CRM odziva i koncentracije pesticida
se kre¢u od 0,9365 do 0,9998.

Tabela 4.2-11 Parametri kalibracionih krivi pesticida u okviru linearnog opsega metode u CRM rezimu u
metanolnim ekstraktima kore Zlatnog DeliSesa, Greni Smita i Ajdareda

Analit Opseg, mgkg™  Broj standarda Nagib Odsecak Koeficijent korelacije
Ajdared
Pirimetanil 0,050 - 1,000 6 38119 322 0,9902
Ciprodinil 0,050 - 2,500 7 15825 -34 0,9868
Boskalid 0,075 -1,000 5 158226 1851 0,9365
Trifloksistrobin 0,050 - 5,000 8 186250 3580 0,9963
Bifentrin 0,050 — 2,500 7 18755 602 0,9831
Zlatni Delises
Pirimetanil 0,010 -1,000 7 22633 858 0,9052
Ciprodinil 0,025 -1,000 6 18350 128 0,9964
Boskalid 0,050 — 2,500 6 258112 7645 0,9955
Trifloksistrobin 0,025 - 2,500 8 184191 2428 0,9994
Bifentrin 0,075 -1,000 5 10115 855 0,9886
Greni Smit
Pirimetanil 0,050 - 1,000 6 33822 156 0,9933
Ciprodinil 0,075 -1,000 5 22652 285 0,9899
Boskalid 0,025 - 0,250 5 202551 905 0,9954
0,250 - 2,500 5 325818 6259 0,9963
Trifloksistrobin 0,005 - 0,075 5 148458 2206 0,9837
0,075 -2,500 6 275890 9049 0,9998
Bifentrin 0,025 - 1,000 7 9856 53 0,9885
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Tacnost i preciznost. Ta¢nost metode MET-LC-R1, izrazena preko prinosa ekstrakcije analita,
kada se kao ekstrakciono sredstvo koristi acetonitril se kre¢e od 39 % za koncentraciju
bifentrina 0,10 mgkg™ u matriksu Ajdareda do 120 % za koncentraciju pirimetanila 0,10 mgkg"
! w matriksu Zlatnog DeliSesa (Tabela 4.2-12). Prinosi ekstrakcije su prihvatljivi prema
definisanim kriterijumima SANTE direktive za validaciju. Srednja ta¢nost metode kroz opseg
koncentracija pesticida od 0,10 do 5,00 mgkg™ kreée se od 68 do 90 % za matriks Zlatnog
DeliSesa, od 48 do 98 % za matriks Ajdareda i od 60 do 95 % za matriks Greni Smita. Preciznost
metode se krece od 1 do 25 %. Srednja preciznost metode koja svedoci o eventualnoj varijaciji
prinosa ekstrakcije sa koncentracijom analita je zadovoljavaju¢a za vecinu analita; za
pirimetanil i bifentrin u matriksu Zlatnog DeliSesa, pirimetanil u matriksu Ajdareda i za
trifloksistrobin u matriksu Greni Smita je oko 30 %, $to ukazuje da se prinos ekstrakcije ovih
pesticida u datim matriksima u ve¢oj menja sa koncentracijom pesticida.

Tabela 4.2-12 Prinos ekstrakcije metode sa korakom ekstrakcije acetonitrilom i analizom u SRM rezimu

Pirimetanil  Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin ~ Bifentrin
Koncentracija, mg kg Zlatni Delises
0.10 Taénost, % 120,62 92,56 95,14 82,98 91,65
Ponovljivost, % 12,39 11,08 22,88 26,83 10,74
100 Taénost, % 76,64 82,00 87,78 96,57 56,20
Ponovljivost, % 3,39 3,90 6,88 3,72 22,57
500 Taénost, % 73,90 79,62 70,48 84,22 56,42
Ponovljivost, % 2,06 5,97 6,11 3,10 16,82
Srednja ta¢nost, %* 90,39 84,73 84,47 87,92 68,09
Srednja ponovljivost, %** 29,01 8,13 14,98 8,55 29,97
Koncentracija, mg kg™ Ajdared
0.10 Taénost, % 63,24 72,07 88,64 81,78 39,02
Ponovljivost, % 1,75 2,44 11,46 14,37 14,39
100 Taénost, % 106,79 83,21 99,81 76,07 55,19
Ponovljivost, % 8,93 3,18 17,54 16,77 8,69
500 Taénost, % 70,23 69,58 105,29 62,50 48,52
Ponovljivost, % 3,92 1,71 7,05 3,45 4,03
Srednja ta¢nost, % 80,90 74,95 97,91 73,45 47,58
Srednja ponovljivost, % 29,21 9,69 8,67 13,48 17,08
Koncentracija, mg kg Greni Smit
010 Tacnost, % 57,79 68,86 69,11 81,60 117,72
Ponovljivost, % 12,79 22,90 9,96 17,72 12,25
100 Taénost, % 61,80 45,53 56,05 43,89 72,05
Ponovljivost, % 6,37 18,31 6,25 1,00 11,02
500 Tacnost, % 61,69 67,55 67,08 62,95 96,60
Ponovljivost, % 2,09 22,46 5,19 13,48 25,98
Srednja ta¢nost, % 60,43 60,68 64,08 62,81 95,46
Srednja ponovljivost, % 3,78 21,65 10,96 30,02 23,94

*Suma ta¢nosti za 3 koncentracije podeljena sa brojem koncentracija
** Koeficijent varijacije ta¢nosti za 3 koncentracije
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Tacnost metode MET-LC-R1, izrazena preko prinosa ekstrakcije analita, kada se kao
ekstrakciono sredstvo koristi metanol se kreée od 5 % za koncentraciju bifentrina 0,10 mgkg™
u matriksu Greni Smita do 85 % za koncentraciju pirimetanila 1,00 mgkg™ u istom matriksu
(Tabela 4.2-13). Prihvatljiv prinos ekstrakcije metanolom procenjen je za koncentraciju
boskalida i trifloksistrobina 0,10 mgkg™ u matriksu Ajdareda i za sve analite i koncentracije u
matriksu Zlatnog DeliSesa i Greni Smita, sem za bifentrin. Ostale vrednosti prinosa ekstrakcije
nisu prihvatljive prema definisanim kriterijumima SANTE direktive za validaciju, jer su ispod
donje definisane granice od 30 %. Srednja tatnost metode izraZzena kao srednja vrednost prinosa
ekstrakcije za tri nivoa koncentracije pesticida kre¢e se od 10 do 45 % za matriks Zlatnog
DeliSesa, od 8 do 31 % za matriks Ajdareda i od 10 do 63 % za matriks Greni Smita. Preciznost
metode se krece od 0,21 do 23 %. Srednja preciznost metode koja svedoCi o eventualnoj
varijaciji prinosa ekstrakcije sa koncentracijom analita je zadovoljavajuéa za vecinu analita; za
boskalid u matriksu Ajdareda iznosi 44 %, za pirimetanil i bifentrin u matriksu Greni Smita
iznosi 32 1 81 %, respektivno, Sto ukazuje da se prinos ekstrakcije ovih pesticida u datim
matriksima u ve€oj menja sa koncentracijom pesticida.

Porede¢i prinose ekstrakcije acetonitrilom i metanolom zakljucuje se da je bolje ekstrakciono
sredstvo acetonitril.

Tabela 4.2-13 Prinos ekstrakcije metode sa korakom ekstrakcije metanolom i analizom u SRM rezimu

Pirimetanil  Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin  Bifentrin
Koncentracija, mg kg* Zlatni Delises
0.10 Taénost, % 34,27 40,10 34,02 41,40 8,54
Ponovljivost, % 10,37 1,36 9,70 5,29 15,84
100 Taénost, % 37,98 30,39 48,21 39,47 9,91
Ponovljivost, % 19,74 8,13 1,25 0,21 2,29
500 Taénost, % 39,69 32,55 51,60 42,84 12,86
Ponovljivost, % 10,97 11,00 2,10 3,23 2,45
Srednja tacnost, %* 37,31 34,35 44,61 41,24 10,44
Srednja ponovljivost, %** 7,42 14,84 20,91 4,10 21,17
Koncentracija, mg kg Ajdared
0.10 Tacnost, % 18,32 16,32 46,41 32,25 8,30
Ponovljivost, % 8,95 22,90 4,94 9,54 10,09
100 Tacnost, % 12,56 15,96 24,14 24,53 5,88
Ponovljivost, % 5,20 6,15 2,54 8,23 5,24
5,00 Taénost, % 22,65 16,63 21,77 22,77 8,85
Ponovljivost, % 11,42 7,84 5,38 20,36 10,37
Srednja ta¢nost, % 17,84 16,30 30,77 26,52 7,68
Srednja ponovljivost, % 26,23 2,07 44,18 19,03 20,57
Koncentracija, mg kg Greni Smit
010 Taénost, % 45,15 35,58 67,58 45,24 4,65
Ponovljivost, % 21,67 18,21 16,47 15,13 8,96
100 Tacnost, % 85,44 53,87 64,72 58,51 6,26
Ponovljivost, % 10,74 19,88 6,36 8,95 12,13
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Tacnost, % 59,88 48,28 54,90 4231 19,66

5,00 N
Ponovljivost, % 9,40 10,06 11,45 10,90 1,53
Srednja ta¢nost, % 63,49 45,91 62,40 48,69 10,19
Srednja ponovljivost, % 32,11 20,42 10,66 17,73 80,83

*Suma ta¢nosti za 3 koncentracije podeljena sa brojem koncentracija

** Koeficijent varijacije ta¢nosti za 3 koncentracije

Granica detekcije i granica kvantifikacije. Granice detekcije pirimetanila metodom
ekstrakcije acetonitrilom kre¢u se od 0,003 mgkg™* u CRM rezimu za matriks Ajdareda odnosno
SRM rezimu za matriks Greni Smita do 0,008 mgkg? u SRM rezimu za matriks Ajdareda
(Tabela 4.2-14). Granice detekcije ciprodinila metodom ekstrakcije acetonitrilom krecu se od
0,9 pugkg* za matriks Greni Smita u SRM rezimu do 0,009 mgkg™ za matriks Zlatnog Delisesa
u SRM rezimu (Tabela 4.2-14). Granice detekcije boskalida metodom ekstrakcije acetonitrilom
kre¢u se od 0,006 mgkg™ za vise matriksa do 0,033 mgkg™ za matriks Delisesa u CRM rezimu
(Tabela 4.2-14). Granice detekcije trifloksistrobina metodom ekstrakcije acetonitrilom krecu se
od 0,001 mgkg™ za matriks Ajdareda u CRM rezimu do 0,009 mgkg™ za matriks Greni Smita
u SRM rezimu (Tabela 4.2-14). Granice detekcije bifentrina metodom ekstrakcije acetonitrilom
kre¢u se od 0,004 mgkg™ za matrikse Ajdareda i Greni Smita u SRM rezimu do 0,010 mgkg™
za matriks Ajdareda u SRM rezimu (Tabela 4.2-14).

Tabela 4.2-14 Granice detekcije i granice kvantifikacije metode (mgkg) sa postupkom ekstrakcije acetonitrilom
u zavisnosti od rezima rada analizatora

Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
Ajdared
SRM rezim
LOD 0,008 0,002 0,006 0,003 0,010
LOQ 0,026 0,008 0,019 0,010 0,036
CRM rezim
LOD 0,003 0,006 0,006 0,001 0,004
LOQ 0,010 0,020 0,020 0,005 0,014
Zlatni Delises
SRM rezim
LOD 0,006 0,009 0,025 0,008 0,009
LOQ 0,022 0,030 0,086 0,027 0,031
CRM rezim
LOD 0,005 0,003 0,033 0,008 0,005
LOQ 0,016 0,009 0,111 0,028 0,017
Greni Smit
SRM rezim
LOD 0,003 0,0009 0,007 0,009 0,005
LOQ 0,013 0,003 0,021 0,032 0,018
CRM rezim
LOD 0,006 0,002 0,006 0,005 0,004
LOQ 0,020 0,007 0,018 0,016 0,015
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Granice detekcije pirimetanila metodom ekstrakcije metanolom kre¢u se od 0,008 mgkg™ u
CRM rezimu za matriks Deliesa 0,016 mgkg™ u SRM rezimu za matriks Greni Smita (Tabela
4.2-15). Granice detekcije ciprodinila metodom ekstrakcije metanolom kre¢u se od 0,011
mgkg™ u CRM rezimu za matriks Ajdareda do 0,016 mgkg™ u CRM rezimu za matriks Zlatnog
Delisesa (Tabela 4.2-15). Granice detekcije boskalida metodom ekstrakcije metanolom krecu
se od 0,010 mgkg™ u SRM rezimu za matriks Greni Smita do 0,037 mgkg™ u CRM rezimu za
matriks Ajdareda (Tabela 4.2-15). Granice detekcije trifloksistrobina metodom ekstrakcije
metanolom krecu se od 0,003 mgkg™ u SRM rezimu do 0,021 mgkg™ u CRM rezimu za matriks
Ajdareda (Tabela 4.2-15). Granice detekcije bifentrina metodom ekstrakcije metanolom kre¢u
se od 0,011 mgkg™ u CRM rezimu za matriks Greni Smita do 0,021 mgkg™ u SRM rezimu za
matriks Ajdareda (Tabela 4.2-15).

Tabela 4.2-15 Granice detekcije i granice kvantifikacije metode (mgkg™) sa postupkom ekstrakcije metanolom u
zavisnosti od rezima rada analizatora

Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
Ajdared
SRM rezim
LOD 0,015 0,014 0,024 0,003 0,021
LOQ 0,050 0,047 0,081 0,010 0,070
CRM rezim
LOD 0,009 0,011 0,037 0,021 0,013
LOQ 0,031 0,036 0,122 0,071 0,042
Zlatni Delises
SRM rezim
LOD 0,009 0,015 0,017 0,005 0,020
LOQ 0,030 0,050 0,056 0,017 0,066
CRM rezim
LOD 0,008 0,016 0,024 0,009 0,018
LOQ 0,026 0,053 0,080 0,030 0,060
Greni Smit
SRM rezim
LOD 0,016 0,012 0,010 0,007 0,015
LOQ 0,053 0,040 0,033 0,023 0,050
CRM rezim
LOD 0,011 0,014 0,013 0,006 0,011
LOQ 0,036 0,046 0,043 0,020 0,036
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4.2.2.3 Rezultati ispitivanja jabuka sa trZiSta metodom MET-LC-R1

Targetirani pesticidi nisu detektovani u vecini ispitivanih uzoraka odnosno njihove koli¢ine su
ispod granice detekcije metode (Tabela 4.2-16).

Pirimetanil i ciprodinil nisu detektovani ni u jednom segmentu nijednog ispitanog uzorka.

Trifloksistrobin je detektovan ukupno 4 puta, jednom u kori Greni Smita i Zlatnog Delisesa, i
jednom u kori i plodu Ajdareda, na 2 od 5 mesta uzorkovanja. Koli¢ina trifloksistrobina prelazi
granice kvantifikacije metode u 3 slucaja i kreée se od 0,010 mgkg™ ploda do 0,020 mgkg™
kore. Najveéa koli¢ina trifloksistrobina je izmerena u kori Ajdareda i iznosi 0,17 mgkg™. Ni u
jednom sluéaju izmerena koli¢ina ne prelazi MDK od 0,70 mgkg™ ploda.

Bifentrin je detektovan ukupno 3 puta, u kori Zlatnog Delisesa i u plodu i kori Ajdareda.
Koli¢ina bifentrina kre¢e se od 0,004 mgkg™ ploda do 0,026 mgkg™ kore. Ni u jednom slu¢aju
izmerena koli¢ina ne prelazi MDK od 0,10 mgkg™ ploda.

Boskalid je detektovan ukupno 4 puta u uzorcima sa dva mesta uzorkovanja, u plodu i Kori
Zlatnog DeliSesa i plodu i kori Ajdareda. Izmerene koli¢ine kreéu se od 0,012 mgkg™ ploda do
0,23 mgkg™* kore. Ni u jednom sluéaju izmerena koli¢ina ne prelazi MDK od 2 mgkg™ ploda.

Uzimajuéi u obzir samo plod, pesticidi su detektovani u Ajdaredu i Zlatnom DeliSesu, ali je u
svakom slu¢aju njihova koli¢ina znacajno ispod MDK i ne predstavlja zdravstveni rizik po
konzumente.

Tabela 4.2-16 Koli¢ina ispitivanih pesticida u mgkg™ izmerena u plodu, kori i pulpi jabuka sa trzista

Pirimetanil ~ Ciprodinil  Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid

Plod <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD

Greni Smit Kora <mLOD <mLOD  <uLOQ (0,015) <mLOD <mLOD

» Pulpa <mLOD <mLOD <nLOD <mLOD <nLOD
) Plod  <,LOD <nLOD <nLOD <nLOD <mLOD
E Zlatni Delises  Kora <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD
‘§ Pulpa  <,LOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD
Plod <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD

Ajdared Kora <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD

Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD

Pirimetanil ~ Ciprodinil  Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid

Plod <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD

Greni Smit Kora <nLOD <mLOD <nLOD <mLOD <nLOD

= Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD
Z Plod  <,LOD <nLOD <nLOD <nLOD <mLOD
E, Zlatni Delises  Kora <nLOD <nLOD <mLOD <nLOQ (0,007) <nLOD
§ Pulpa  <uLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD
Plod <mLOD <nLOD <mLOD <nLOD <mLOD

Ajdared Kora <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD

Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD
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Pijaca 2 (pijaca Pantelej) Pijaca 1 (pijaca Durlan)

Pijaca 3 (pijaca Tvrdava)

Pirimetanil ~ Ciprodinil ~ Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid

Plod <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD

Greni Smit Kora <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD
Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD

Plod  <pnLOD  <pLOD <nLOD <nLOD ?8“'6(738?

ZlamiDeliSes 00 < lOD  <,LOD <nLOD <nLOD 0,23
Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD

Plod <mLOD <mLOD <mLOD <nLOQ (0,004) <,LOD

Ajdared Kora <mLOD <mLOD <mLOD 0,026 <mLOD
Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD

Pirimetanil ~ Ciprodinil ~ Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid

Plod <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD

Greni Smit Kora <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD
Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD

Plod <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD

Zlatni Delises  Kora <mLOD <nLOD  <uLOQ (0,020) <mLOD <mLOD
Pulpa <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD

Plod  <sLOD  <nLOD  <sLOQ (0,010) <,LOD ?8“'6(132?

Ajdared ora <)LOD <uLOD 0,17 <nLOD 0,18
Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD

Pirimetanil ~ Ciprodinil  Trifloksistrobin Bifentrin Boskalid

Plod <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD

Greni Smit Kora <mLOD <mLOD <nLOD <mLOD <nLOD
Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD

Plod <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD

Zlatni DeliSes  Kora <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD
Pulpa <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD <nLOD

Plod <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD

Ajdared Kora <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD
Pulpa <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD <mLOD
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4.2.2.4 Rezultati komparativne analize uzoraka metodama MET-LC-R1 i MET-LC-Q

Spajkovani uzorci kore, ploda i pulpe su uporedno analizirani razvijenom metodom (MET-LC-
R1) i zvani¢nom, sertifikovanom metodom (MET-LC-Q), odnosno citratnom verzijom
QUEChERSa, kao referentnom metodom koja ima prihvacen nivo ta¢nosti i preciznosti. Ta¢nost
razvijene metode je procenjena medusobnim poredenjem povrsina hromatogramskih pikova
analita, koje proizvodi proceduralni standard sa 50 mgkg™ pesticida, analiziran dvema
metodama.

Posmatrajuéi u okviru istog matriksa, povrsine hromatogramskih pikova pesticida izmerene
metodom MET-LC-R1 i metodom MET-LC-Q su uporedive (Tabela 4.2-17). PovrSine pikova
pirimetanila, ciprodinila i bifentirna merene u kori analiziranoj metodom MET-LC-R1 se
razlikuju za 13-15% od povrsine pikova merene u kori analiziranoj metodom MET-LC-Q.
Procentualna razlika za boskalid iznosi oko 6 %, a za trifloksistrobin oko 0,6 %. Procentualne
razlike u matriksu pulpe se kre¢u od 14-20 %, a u matriksu ploda od 4-13 %. Preciznost
(RSD, %) izraCunata na bazi 5 replikata je odli¢na; kre¢e se od 2,08 do 7,96 % za uzorke
analizirane razvijenom, odnosno od 1,76 do 7,63 % za uzorke analizirane zvani¢cnom metodom.

Moze se zakljuciti da je razvijena metoda podjednako pouzdana u analizi realnih uzoraka, kao
1 zvani¢na metoda.

Tabela 4.2-17 Povrsine hromatogramskih pikova pesticida u spajkovanim uzorcima kore, pulpe i ploda sorte
Greni Smit (50 mgkg®, n=5), analiziranih razvojnom (MET-LC-R1) i zvani¢nom metodom (MET-LC-Q)

Matriks Kora Pulpa Plod
Metoda MET-LC-R1
Pirimetanil 6,54x107 (4,36)* 6,85x107 (5,38) 7,13x107 (3,86)
Ciprodinil 9,60x107 (7,96) 1,11x10%(6,65) 1,10x108 (4,35)
Boskalid 2,49x10° (2,85) 2,61x106 (2,24) 2,62x10° (3,55)
Trifloksistrobin 2,94x107 (2,08) 3,04x107 (4,06) 3,06x107 (2,64)
Bifentrin 7,37x10° (2,88) 6,97x106(7,52) 7,26x108 (4,13)
Metoda MET-LC-Q
Pirimetanil 7,74x107 (2,27) 8,73x107(1,76) 8,27x107(3,16)
Ciprodinil 1,15x108 (2,84) 1,33x108 (2,16) 1,23x108 (3,02)
Boskalid 2,64x106 (4,53) 3,15x106 (2,45) 2,93x106 (4,74)
Trifloksistrobin 2,96x107 (3,45) 3,54x107(1,92) 3,18x107(1,86)
Bifentrin 8,54x10° (7,63) 8,70x10° (3,53) 8,09x10° (4,47)

*(relativna standardna devijacija (RSD, %) na bazi 5 replikata)
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4.2.3 Rezultati razvoja metode MET-LC-Q

4.2.3.1 Rezultati ispitivanja parametara validacije

Selektivnost. U hromatogramima blank ekstrakata ploda Greni Smita dobijenih metodom
MET-LC-Q po varijanti 1 (Slika 4.2-38) i varijanti 2 (Slika 4.2-39), na retencionim vremenima
targetiranih pesticida ne uocavaju se pikovi, na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da je metoda
MET-LC-Q selektivna.
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Slika 4.2-38 Hromatogrami nespajkovanog — 1 i spajkovanog — 2 (0,50 pgmL™) blank ekstrakta ploda Greni
Smita pripremljenog po metodi MET-LC-Q (varijanta 1)
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Slika 4.2-39 Hromatogrami nespajkovanog — 1 i spajkovanog — 2 (0,50 ugmL?) blank ekstrakta ploda Greni
Smita pripremljenog po metodi MET-LC-Q (varijanta 2)

Matriks efekat. Matriks efekat u ekstraktima
ploda tretiranim sa PSA (Varijanta 1) je

@ Varjjanta 2 @ Varijjanta 1

zanemarljiv u odnosu na 4 od 5 pesticida i krece Bifentrin

se od -7,52 % (trifloksistrobin) do -15,49 % Trifloksistrobin
(boskalid) (Slika 4.2-40). Matriks efekat u Boskalid
odnosu na bifentrin je jako negativan i iznosi - Ciprodini
63,76 %. U ekstraktima ploda tretiranim

kombinacijom sorbenata (Varijanta 2), matriks Pirimetanil
efekat u odnosu na bifentrin ima sli¢nu vrednost ~ -70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 0

Matriks efekat, %o

Slika 4.2-40 Matriks efekat u ekstraktima ploda
Greni Smita pripremljenog po metodi MET-LC-Q
(varijante 1 2)

(-60,39 %). U odnosu na ostale analite matriks
efekat je skoro zanemarljiv i krece se od -21,10
% (trifloksistrobin) do -31,89 % (pirimetanil)
(Slika 4.2-40).

Tacnost metode. Prinos ekstrakcije pesticida u uzorcima pripremljenim metodom MET-LC-Q
sa korakom dSPE sa PSA (Varijanta 1) je visok i u okviru je prihvatljivih granica (Tabela
4.2-18). Srednja ta¢nost metode kroz opseg koncentracija pesticida od 0,10 do 5,00 mgkg™ je
iznad 84 %. Srednja preciznost, koja ukazuje na eventualne varijacije u prinosu ekstrakcije sa
promenom koncentracije pesticida, je dobra za 4 od 5 analita; za pirimetanil ova vrednost iznosi
32 %, jer postoje merljive razlike u prinosu ekstrakcije ovog pesticida sa promenom
koncentracije. Prinos ekstrakcije pirimetanila se kreée od 69 % (0,10 mgkg™) do 128 % (1,00

mgkg™).
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Prinos ekstrakcije pesticida u uzorcima pripremljenim metodom MET-LC-Q sa korakom dSPE
sa PSA, C18 1 GCB (Varijanta 2) je u okviru je prihvatljivih granica. Srednja ta¢nost metode
kroz opseg koncentracija pesticida od 0,10 do 5,00 mgkg™ je iznad 74 %. Srednja preciznost je
dobra za 3 od 5 analita; za pirimetanil i ciprodinil ove vrednosti iznose 35 i 55 %, respektivno,
jer postoje merljive razlike u prinosu ekstrakcije pesticida sa promenom koncentracije. Prinos
ekstrakcije pirimetanila se kre¢e od 50 % (0,10 mgkg™) do 102 % (1,00 mgkg™). Prinos
ekstrakcije ciprodinila se krece od 58 % (5,00 mgkg™) do 141 % (0,10 mgkg™). Za oko 20 %
nizi prinos ekstrakcije pirimetanila i ciprodinila po varijanti 2 u odnosu na varijantu 1 moze biti
posledica koris¢enja GCB u koraku ekstrakcije, koji ima ve¢i afinitet za sorpciju planarnih
jedinjenja; u ovom slucaju planarnost ima veci udeo u strukturi anilinopirimidina, zbog dva
benzenova jezgra u odnosu na strukture ostala tri pesticida.

Tabela 4.2-18 Tacnost i preciznost MET-LC-Q metode

Koncentracioni nivo, mg kg Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
Varijanta 1
010 Tacnost, % 69,34 114,57 100,09 117,65 82,72
Repetabilnost, % 2,56 3,99 4,37 4,50 6,39
100 Taénost, % 128,13 80,93 91,34 79,95 87,29
Repetabilnost, % 5,50 4,20 5,72 7,42 7,42
5,00 Tacnost, % 86,48 84,00 89,78 89,78 82,83
Repetabilnost, % 3,72 3,66 4,68 6,38 6,25
Srednja taénost, %* 94,65 93,17 93,73 95,80 84,28
Srednja preciznost, %** 31,94 19,97 5,93 20,41 3,09
Varijanta 2
010 Tacnost, % 50,40 141,53 73,45 118,18 95,96
Repetabilnost, % 2,28 7,20 1,24 2,33 4,13
100 Taénost, % 102,41 59,60 89,17 84,44 114,95
Repetabilnost, % 5,53 3,38 6,29 7,96 6,87
5,00 Tacnost, % 69,76 58,73 77,46 86,60 84,80
Repetabilnost, % 3,34 1,62 0,06 3,29 3,49
Srednja ta¢nost, % 74,19 86,62 80,03 96,41 98,57
Srednja preciznost, % 35,43 54,90 10,21 19,59 15,47

*Suma ta¢nosti za 3 koncentracije podeljena sa brojem koncentracija
** Koeficijent varijacije tacnosti za 3 koncentracije

Linearnost metode. Metoda MET-LC-Q je linearna u opsegu nekoliko redova veli¢ine za sve
analite (Tabela 4.2-19). Najsiri neprekidni linearni opseg za varijantu 1 metode utvrden je za
bifentrin i obuhvata koncentracije od 0,010 do 2,50 mgkg! ploda. Linearni opseg
trifloksistrobina obuhvata dva uZa opsega, opseg u oblasti nizih i opseg u oblasti visih
koncentracija. Najsiri neprekidni linearni opseg za varijantu 2 metode utvrden je za boskalid i
bifentrin i obuhvata koncentracije od 0,010 do 1,00 mgkg™? ploda. Koeficijenti korelacije za
varijantu 1 metode kre¢u se od 0,9914 do 0,9999, a za varijantu 2 metode od 0,9972 do 0,9999.
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Tabela 4.2-19 Parametri kalibracionih krivi pesticida u okviru linearnog opsega metode MET-LC-Q

Analit Opseg, mgkg™  Broj standarda Nagib Odsecak Koeficijent korelacije

Varijanta 1

Pirimetanil 0,005 - 0,500 6 106495 288,46 0,9996

Ciprodinil 0,025 - 2,500 8 88688 11986 0,9999

Boskalid 0,025 - 2,500 8 60681 -506,86 0,9999

Trifloksistrobin 0,005 - 0,100 6 125474 820 0,9914

0,100 - 2,500 5 106401 6667 0,9987

Bifentrin 0,010 - 2,500 9 12053 11,26 0,9998
Varijanta 2

Pirimetanil 0,005 - 1,000 7 65554 -114,13 0,9999

Ciprodinil 0,025 - 0,500 5 46424 4652 0,9988

Boskalid 0,010 - 1,000 8 47869 -114 0,9994

Trifloksistrobin 0,005 - 0,250 7 104107 583 0,9972

Bifentrin 0,010 - 1,000 8 14560 24 0,9993

Granica detekcije i granica kvantifikacije metode. Granice detekcije pesticida su medusobno

uporedive i ispod korespondiraju¢ih MDK vrednosti za plod jabuke i kre¢u se od 0,004 do 0,010
mgkg? (varijanta 1) odnosno od 0,002 do 0,017 mgkg™ (varijanta 2) (Tabela 4.2-20).

Tabela 4.2-20 Granice detekcije i granice kvantifikacije (mgkg) metode MET-LC-Q

Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
Varijanta 1
mLOD 0,004 0,004 0,004 0,005 0,010
mLOQ 0,014 0,013 0,015 0,016 0,035
Varijanta 2
mLOD 0,003 0,017 0,005 0,002 0,007
mLOQ 0,009 0,058 0,017 0,008 0,024

4.3 Ispitivanja na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-3

Poglavlje sadrZi rezultate ispitivanja performansi instrumentalne konfiguracije CONF-3 u
odnosu na targetirane pesticide i1 rezultate razvoja i primene metoda koje uklju¢uju ovu
instrumentalnu konfiguraciju.

4.3.1 Performanse instrumenta u odnosu na ispitivane analite

Karakterizacija analita. U ESI/MS spektru pirimetanila, ciprodinila, boskalida i
trifloksistrobina dominantni joni su protonovani molekulski joni [M+H*] ovih pesticida (Slika
4.3-1a - Slika 4.3-4a). U spektru bifentrina, bilo da je u pitanju rastvor ovog pesticida u
metanolu ili u rastvoru amonijum-formijata u metanolu, dominantan jon je adukt molekula
bifentrina i amonijum jona na m/z 439,7 pri ¢emu se protonovani molekulski jon se ne uocava
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(Slika 4.3-5al i a2). Ocigledno je da postoji jaka tendencija bifentrina ka gradenju adukta sa
amonijum-jonom s obzirom da je ovaj adukt prisutan i u metanolnom rastvoru bifentrina
(tragovi amonijum jona verovatno poticu iz HPLC/MS sistema). Slika 4.3-6 prikazuje spektar
rastvora smeSe svih pesticida; najuo€ljiviji joni su [M+H'] odnosno [M+NH4*] adukti. U
odnosu na sve ostale spektre u ovom spektru se uocavaju i novi joni na m/z 359,5 i m/z 387,7.

MS? eksperimenti pokazuju da se ponaSanje pesticida prilikom fragmentisanja razlikuje;
uocava se nesto drugaciji fragmentacioni ishod za pirimetanil i ciprodinil u odnosu na ostale
pesticide. Razlika se pre svega uocava u kolizionoj energiji (CE, %) koju je potrebno zadati da
bi se pseudomolekularni joni pesticida fragmentisali. Za pirimetanil i ciprodinil ta vrednost CE
je iznad 50 %, tacnije 54 i 55 %, respektivno. MS? spektar boskalida pokazuje da je [M+H"]
jon ovog pesticida u potpunosti fragmentisan na CE = 45 %. [M+H*] jon trifloksistrobina je
preteZzno fragmentisan na CE = 40 %, a [M+NH4*] jon bifentrina fragmentacijom na CE =50 %
pored MS? fragmenta m/z 181 daje u malom procentu i MS? fragment m/z 166.

Razlika se uoc¢ava i u brojnosti MS? fragmenata. Fragmentacija [M+H"] jona pirimetanila
ishoduje karakteristicnim fragmentima na m/z 183,3 i 107,4; a ciprodinila karakteristi¢nim
fragmentom na m/z 210,3. Pored ovih fragmetata uocava se i veci broj fragmenata uporedive
zastupljenosti. Fragmentacija [M+H*] jona boskalida i bifentrina ishoduje jednim
karakteristi¢nim fragmentom na m/z 307,1 i m/z 181,2; respektivno; fragmentacija [M+H"] jona
trifloksistrobina ishoduje karakteristiénim fragmentima na m/z 186,3 i m/z 206,1 uporedive
zastupljenosti. Sem navedenih jona ne uocavaju se drugi fragmenti.

Fragmentacija protonovanog molekulskog jona pirimetanila rezultuje ve¢im brojem MS?
fragmenata od kojih su najzastupljeniji m/z 107 i 183 (Slika 4.3-1b). Prema predloZzenom
mehanizmu fragmentacije pirimetanila (Slika 8.5-1, str. 314) fragment m/z 107 strukturne
formule CeéH7N2" predstavlja pirimidinsko jezgro nastalo gubitkom anilinskog dela pesticida.
Fragment m/z 183 strukturne formule Ci2H1iN2" nastaje gubitkom molekula amonijaka.
Sukcesivna fragmentacija MS? fragmenta m/z 183 rezultuje MS® fragmentima m/z 156 i 142
(Slika 4.3-1c); pretpostavka je da m/z 156 strukturne formule Ci11H1oN™ nastaje gubitkom
molekula cijanovodonika. Fragmentacija MS? fragmenta m/z 107 rezultuje MS® fragmentom
m/z 80 (Slika 4.3-1c1); pretpostavka je da MS?® fragment strukturne formule CsHsN* takode
nastaje gubitkom molekula cijanovodonika iz fragmenta roditelja.

Fragmentacija protonovanog molekulskog jona ciprodinila rezultuje ve¢im brojem fragmenata
sli¢ne zastupljenosti, od kojih je najzastupljeniji MS? fragment m/z 210, a sledi ga m/z 185
(Slika 4.3-2b). Prema predlozenom mehanizmu fragmentacije ciprodinila (Slika 8.5-2, str. 314),
fragment m/z 210 strukturne formule C13H12Ns* nastaje gubitkom molekula metana, a fragment
m/z 185 strukturne formule Ci2Hi13N2" gubitkom molekula acetonitrila iz protonovanog
molekulskog jona pesticida. Fragmentacija MS? fragmenta m/z 210 rezultuje MS® fragmentima
m/z 195 i 183 (Slika 4.3-2c). Prema predlozenom mehanizmu fragmentacije ciprodinila
fragment m/z 195 ima strukturnu formulu Ci2H9Ns™ i nastaje gubitkom metilradikala iz
roditeljskog jona.

Fragmentacija protonovanog molekulskog jona boskalida rezultuje MS? fragmentom m/z 307
(Slika 4.3-3b). Prema predloZzenom mehanizmu fragmentacije boskalida (Slika 8.5-3, str. 315)
ovaj fragment strukturne formule CisH12CIN2O™ nastaje gubitkom molekula HCI iz
protonovanog molekulskog jona m/z 343. Sukcesivna fragmentacija m/z 307 rezultuje MS3
fragmentom m/z 271 (Slika 4.3-3c). Prema predloZzenom mehanizmu fragmentacije boskalida
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ovaj fragment strukturne formule CigH11N.O* nastaje gubitkom molekula HCI iz MS?
fragmenta m/z 307.

Fragmentacija protonovanog molekulskog jona trifloksistrobina rezultuje MS? fragmentima
m/z 186 i 206 uporedive zastupljenosti (Slika 4.3-4b). Prema predlozenom mehanizmu
fragmentacije trifloksistrobina (Slika 8.5-4, str. 315) fragment m/z 186 ima strukturnu formulu
CoH7F3N™ i nastaje cepanjem O-N veze izmedu dva prstena. Sukcesivna fragmentacija m/z 186
rezultuje MS2 fragmentima m/z 163, 145 i 172 (Slika 4.3-4c1). Prema predlozenom mehanizmu
fragmentacije pretpostavljeno je da fragment m/z 145 strukturne formule C;H4F3" nastaje
gubitkom CH3CN molekula iz fragmenta m/z 186. MS? fragment m/z 206 strukturne formule
C11H12NOs" nastaje cepanjem veze izmedu kiseonika i benzilnog ugljenika sa jednog od
prstenova u molekulu trifloksistrobina. Sukcesivna fragmentacija m/z 206 rezultuje MS3
fragmentima m/z 146, 175 i 116 (Slika 4.3-4c2).

Fragmentacija pseudomolekulskog jona bifentrina rezultuje MS? fragmentom m/z 181 (Slika
4.3-5b). Sukcesivna fragmentacija m/z 181 rezultuje MS® fragmentom m/z 166 (Slika 4.3-5c).
Prema predlozenom mehanizmu fragmentacije bifentrina (Slika 8.5-5, str. 316) MS? fragment
strukturne formule Ci4Hi3" nastaje cepanjem veze izmedu kiseonika i benzilnog ugljenika.
Pretpostavka je da MS® fragment nastaje gubitkom metil radikala iz MS? fragmenta i da
predstavlja monomernu radikal-katjon vrstu strukturne formule CisHio™ ili dimernu
dvostrukonaelektrisanu vrstu strukturne formule C2sHz0?* i mase 332.
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Slika 4.3-1 Direct injection ESI MS* (A), ESI MS? (B) | ESI MS® (C i C1) full scan spektri rastvora pirimetanila
(molekulska masa — 199,26) koncentracije 5,00 pgmL* u metanolu; pozitivan jonizacioni mode
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5,00 #1014 RT: 19.55 AV: 1 NL: 1.03E3
T: + ¢ ESI Full ms3 226.00@c 5.00-300.00]
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Slika 4.3-2 Direct injection ESI MS! (A), ESI MS? (B) i ESI MS2 (C) full scan spektri rastvora ciprodinila
(molekulska masa — 225,30) koncentracije 5,00 ugmL* u metanolu; pozitivan jonizacioni mode
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Slika 4.3-3 Direct injection ESI MS! (A), ESI MS? (B) i ESI MS? (C) full scan spektri rastvora boskalida
(molekulska masa — 343,10) koncentracije 5,00 ugmL™* u metanolu; pozitivan jonizacioni mode
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Slika 4.3-4 Direct injection ESI MS! (A), ESI MS? (B) i ESI MS? (C1 i C2) full scan spektri rastvora
trifloksistrobina (molekulska masa — 408,38) koncentracije 5,00 pgmL™ u metanolu; pozitivan jonizacioni mode
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Slika 4.3-5 Direct injection ESI MS! full scan spektar rastvora bifentrina (molekulska masa — 422,87)
koncentracije 5,00 pgmL™* u metanolu (A1), u 0,050 % rastvoru amonijum-formijata u metanolu (A2), ESI MS?
(B) i ESI MS? (C) full scan spektri; pozitivan jonizacioni mode
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Slika 4.3-6 Direct injection MS? full scan spektar rastvora smese pirimetanila, ciprodinila, boskalida,
trifloksistrobina i bifentrina koncentracije 5,00 pgmL™ u 0,050 % rastvoru amonijum-formijata u metanolu;
pozitivan jonizacioni mode

4.3.1.1 Rezultati ispitivanja sa direct injection metodom unosenja uzoraka

Ispitivanje uticaja vrste mobilne faze na osetljivost. Slika 4.3-7 prikazuje uticaj HPLC
eluenata - eluenta B (metanola) i eluenta A (smesSe 0,3 % mravlje kiseline i 0,01 % amonijum-
formijata) - na signale pesticida, pri protoku od 50 pLmin* paralelno sa protokom rastvora
pesticida iz $prica (25 pLmin™). Negativan uticaj paralelnog protoka metanola se ispoljava za
boskalid i bifentrin, jer dovodi do odredenog stepena supresije signala u odnosu na signal koji
se beleZi bez ubrizgavanja metanola u ESI izvor. Sa prestankom ubrizgavanja metanola signal
ovih pesticida se vraca priblizno na prethodni nivo. Paralelni protok pufera ne utice na signal
bifentrina, dok signal boskalida pospeSuje. Hronogrami pirimetanila, ciprodinila 1
trifloksistrobina pokazuju da paralelni protok oba eluenta pospeSuje signale ovih pesticida. U
dalja ispitivanja uvrstena je metoda snimanja sa puferom, zbog negativnog efekta paralelnog
protoka metanola na osetljivost instrumenta prema boskalidu i bifentrinu.
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Slika 4.3-7 Extract ion hronogrami rastvora smeSe ciprodinila (m/z 226), pirimetanila (m/z 200), boskalida (m/z
343), trifloksistrobina (m/z 409) i bifentrina (m/z 440) koncentracije 5,00 ugmL* u 0,050 % rastvoru amonijum-
formijata u metanolu; A — $pric ukljuéen; B — protok eluenta B uklju¢en; C — protok eluenta B iskljuéen; D —
protok eluenta A ukljucen; E — protok eluenta A iskljuéen; F — $pric iskljucen.

Ispitivanje carryover-a. Na bazi nekoliko uzastopnih injekcija rastvora pesticida moze se
ustanoviti vreme potrebno da se sistem kapilara koji vodi uzorak od Sprica do ESI izvora ispuni
novim uzorkom ili o€isti od prethodno analiziranog uzorka i time zaobide carryover. Razlika u
vremenskom intervalu pojave signala nakon poc¢etka prve i svake naredne injekcije (Slika 4.3-8)
pokazuje da vreme potrebno da se sistem kapilara ispuni uzorkom i analiti detektuju iznosi 1
minut od ukljudivanja $prica. To znaci da je, da bi se izbegao carryover, potrebno pre svake
naredne analize minimum 1 minut ispirati sistem kapilara, bilo mobilnom fazom sa HPLC-a ili
rastvorom sledeceg uzorka.
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Slika 4.3-8 Total ion hronogram rastvora smese pesticida koncentracije 10,00 pgmL* u 0,050 % rastvoru
amonijum-formijata u metanolu

Instrumentalna osetljivost i granice detekcije. U MS! full scan rezimu osetljivost u oblati
nizih i vi$ih koncentracija raste u slede¢em nizu bifentrin < boskalid < pirimetanil < ciprodinil
< trifloksistrobin (Tabela 4.3-1). Koeficijenti korelacije u oblasti nizih koncentracija se krecu
od 0,8375 za bifentrin do 0,9764 za ciprodinil, a u oblasti visih koncentracija od 0,8287 za

bifentrin do 0,9888 za ciprodinil.

Tabela 4.3-1 Parametri kalibracionih kriva za odziv protonovanih molekulskih jona (full scan rezim, MSY);
integrisana povrsina u trajanju od 2 minuta

Parametri krive Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
Oblast koncentracija 0,00 - 0,075 ugmL™*
Nagib (x10%) 3,776 7,586 2,990 11,472 1,058
Odsecak (x10°) 6,970 6,162 6,825 33,399 8,426
Koeficijent korelacije 0,9418 0,9764 0,9529 0,9493 0,8375
Oblast koncentracija 0,10 - 5,00 ugmL™
Nagib (x10%) 0,982 3,365 0,543 3,702 0,203
Odsecak (x10°) 50,847 87,244 56,506 312,532 29,345
Koeficijent korelacije 0,9859 0,9888 0,8838 0,9051 0,8287

U MS? full scan rezimu osetljivost u oblasti nizih koncentracija raste u slede¢em nizu
pirimetanil<ciprodinil<bifentrin<trifloksistrobin<boskalid, a u oblasti viSih koncentracija u
nizu pirimetanil<ciprodinil<bifentrin<boskalid<trifloksistrobin (Tabela 4.3-2). Koeficijenti
korelacije u oblasti nizih koncentracija se kre¢u od 0,9028 za pirimetanil do 0,9799 za boskalid,
a u oblasti visih koncentracija od 0,7808 za bifentrin do 0,9905 za ciprodinil.
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Instrumentalne granice detekcije u MS? full scan rezimu su medusobno ujednadene i kreéu se
od 0,010 pgmL? za ciprodinil do 0,028 pgmL™? za bifentrin (Tabela 4.3-3). Instrumentalne
granice detekcije u MS? full scan rezimu se kreéu od 0,009 pngmL™? za boskalid do 0,021 pgmL-
! za pirimetanil.

Tabela 4.3-2 Parametri kalibracionih kriva za odziv fragmenata pesticida (full scan rezim, MS?); integrisana
povrsina u trajanju od 2 minuta

Parametri krive Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin

Oblast koncentracija 0,00 - 0,075 pgmL*

Nagib (x10°) 1,217 5,808 147,35 114,70 98,38

Odsecak (x10%) 4,49 4,23 105,52 1,80 27,33

Koeficijent korelacije 0,9028 0,9381 0,9799 0,9158 0,9778
Oblast koncentracija 0,10 - 5,00 pgmL™*

Nagib (x10°) 0,117 2,32 73,62 149,90 16,65

Odsecak (x10°) 2,09 6,93 565,67 959,50 289,24

Koeficijent korelacije 0,8895 0,9905 0,8804 0,8671 0,7808

Tabela 4.3-3 Instrumentalne granice detekcije i kvantifikacije (ugmL-1) u full scan rezimu u MS* i MS?

Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
MS?
iLOD 0,016 0,010 0,014 0,015 0,028
iLOQ 0,048 0,030 0,043 0,045 0,085
MS?
iLOD 0,021 0,016 0,009 0,019 0,010
iLOQ 0,064 0,050 0,028 0,059 0,029

4.3.1.2 Rezultati ispitivanja sa LOOP injection metodom unoSenja uzoraka

Za uvodenje mobilne faze u LOOP koja nosi uzorak ka ESI izvoru, najces¢e se koriste MS
pumpa ili $pric pumpa koja je sastavni deo masenog spektrometra. U ispitivanje perfomansi
LOORP injection analize uvrsteno je uvodenje mobilne faze preko $pric pumpe u oba rezima
rada i preko MS pumpe sa brzinom protoka koja iznosi 50 pLmin™.

Spric pumpa ima normalan rezim rada sa brzinom protoka koja iznosi 1 % i purge rezim rada
sa brzinom protoka koja iznosi 5 % zapremine koriS¢enog Sprica po minutu. To znaci da ako se
koristi $pric zapremine 500 pL, brzina protoka u normalnom rezimu iznosi 5 pLmin, a u purge
rezimu 25 pLmin?. Kada se radi sa MS pumpom moguée je proizvoljnije menjati brzine
protoka pocevsi od 10 pLmin pa navise.

Dinamika LOOP injection analize. Na osnovu hronograma serije standarda u rastvaracu (0,10
— 5,00 pgmL™?) analiziranih pri razli¢itim brzinama protoka mobilne faze kroz petlju, utvrdeno
je sledece:

e kada je brzina protoka pufera 50 uLmin porast signala analita se javlja nakon 2 do 7
sekundi od trenutka injekcije, a bazna linija se uspostavlja nakon 30 — 50 sekundi, u
zavisnosti od koncentracije standarda. Ukoliko se za formiranje bazne linije na pocetku
i kraju analize predodredi po 30 sekundi i ukoliko je vreme analize pika minimum 60
sekundi, minimalno vreme trajanja ukupne analize bi bilo 1 min + Nx1 min, pri ¢emu
je N broj LOOP injekcija (Tabela 4.3-4).
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e kada je brzina protoka pufera 25 pLmin porast signala analita se javlja nakon 18 do
24 sekundi od trenutka injekcije, a bazna linija se uspostavlja nakon 36 — 90 sekundi, u
zavisnosti od koncentracije standarda. Za minimalno vreme analize pika od 90 sekundi,
minimalno vreme trajanja ukupne analize bi bilo 1 min + Nx1,5 min.
e kada je brzina protoka pufera 5 uLmin* porast signala analita se javlja nakon 102 do
108 sekundi od trenutka injekcije, a bazna linija se uspostavlja nakon 160 — 180 sekundi
u zavisnosti od koncentracije standarda (prose¢ne vrednosti za injekcije 6 standarda su
date u tabeli). Za minimalno vreme analize pika od 180 sekundi, minimalno vreme
trajanja ukupne analize bi bilo 1 min + Nx3 min.
Ukoliko se analiza radi sa Spric pumpom u normalnom rezimu, ukupno trajanje analize npr. 10
uzoraka bi iznosilo 31 minut, a u purge rezimu sa 5x ve¢om brzinom protoka bi iznosilo 16
min odnosno bilo bi redukovano za oko 50 %. Ukoliko se analiza radi sa brzinom protoka 50
pL/min zadatom od strane MS pumpe, njeno ukupno trajanje bi iznosilo 11 minuta.

Tabela 4.3-4 Parametri LOOP injection analize i njena dinamika u zavisnosti od varijabilnosti u brzini protoka
mobilne faze

Vrsta pumpe za Brzina protoka Procenjeno minimalno vreme
uvodenje mobilne mobilne faze, V1, sek* V2, sek** . .J . .
. trajanja ukupne analize, min
faze pL/min
LC pumpa 50 4,3 36 1,0+ Nx1,0
Syringe pumpa - 25 23 70 1,0 + NXL5
purge rezim
Syringe pumpa - 5 106 169 1,0 + Nx3,0

normalan rezim

*V1 — vreme koje prode od trenutka LOOP injekcije standarda do porasta signala analita (pocetak pika)

**\/2 — vreme koje prode od trenutka LOOP injekcije standarda do ponovnog uspostavljanja bazne linije (kraj pika). V1 i
V2 su izraCunati kao prose¢na vrednost perioda za 6 injekcija serije standarda (0,10 — 5,00 pg/mL)

N — broj LOOP injekcija

Integritet pikova. Na slikama 4.3-9 — 4.3-11 prikazani su hronogrami sa nekoliko uzastopnih
injekcija standarda, dobijeni nakon ekstrakcije protonovanog molekulskog jona pirimetanila
m/z 200 iz skeniranog opsega m/z 197-500. Pikovi su autointegrisani sa default parametrima
integracije koji postoje u okviru programa Xcalibur.

Najbolji integritet pikova se uocava za LOOP injekcije sa protokom mobilne faze od 50 uLmin
(Slika 4.3-11). Pikovi su najuzi i pokazuju najstabilniji signal u oblasti maksimuma, $to
rezultuje najefikasnijom autointegracijom — sa jednom integrisanom povrs$inom koja zahvata
najvedi procenat pika. Pikovi sa slike 1 1 2 bi radi postizanja efikasnije autointegracije zahtevali
prethodnu obradu u smislu smoothing-a, ili bi integracija trebalo da bude prilagodena svakom
piku.
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RT: 0.00 - 20.03

Inj_1 (0 pg/mL): 0,50 min RT:17.85 NL:
1007 1nj"2 (0,1 pg/mL): 3,00 min ey 1.89E6

-11nj_3 (0,25 pg/mL): 5,50 min S m/z=
9 80 Inj_4 (0,5 pg/mL): 8,20 min 199.0-
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Slika 4.3-9 Extract ion LOOP hronogram serije standarda pirimetanila, protok pufera 5 pLmin-!

RT: 0.00-11.53

Inj_1 (0 pg/mL): 0,5 min RT:10.08 NL:
1007 nj "2 (0,1 pg/mL): 2,0 min 3.35E6
11nj_3 (0,25 pg/mL): 3,5 min m/z=
9 80 Inj_4 (0,5 pg/mL): 5,0 min 10.01 199.0-
= 11nj_5 (1,0 ug/mL): 6,5 min ) ’ 201.0 F:
T 5o N8 (25 pg/mL): 8,0 min RT: 8.58 ~T. 1117 MS ICIS
3 4Inj_7 (5,0 pg/mL): 9,5 min Serija_25uL
< _MeOH
2 40+
w ] RT:7.02 RT:7.12 o \I
[0] 1 . R
€ 20 : RT:4.17  RT:566 7.41 \
1  RT:114 RT:249 4.46 5.92 1913 \
B U TR S iy o ST S RE
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)
Slika 4.3-10 Extract ion LOOP hronogram serije standarda pirimetanila, protok pufera 25 pLmin*
RT: 0.00-10.72

Inj_1 (0,1 pg/mL): 1,15 min RT: 9.68 NL:
100 1nj "2 (0,25 pg/mL): 2,34 min 6.60E6
1Inj_3 (0,5 pg/mL): 3.76 min m/z=
8 80-Inj_4 (1,0 pg/mL): 5,56 min 199.00-
S Inj_5 (2,5 pg/mL): 7,48 min 201.00 MS
T 60 Inj_6 (5 pg/mL): 9,36 min RT: 7.81 ICIS
= Serija_High
< ] Cc
(]
2 40— RT: 591
E o] s B RT:4.11 8.06
7 067 RT:149 280 437 3 8
:’_,.w' .y “““""P:QE P ‘f“%’“‘“" ~~~~~~~~~~~~ b e o “‘”~~«u presneniy N
0 | I R ] [ T T ] | o ] | . L ) | | B S IS i T [ T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Slika 4.3-11 Extract ion LOOP hronogram serije standarda pirimetanila, protok pufera 50 uLmin-

Osetljivost. U tabelama 4.3-5 — 4.3-7 su prikazani parametri dobijeni linearnim fitovanjem
merenih odziva pesticida u metanolu sa njithovim koncentracijama, pri razli¢itim brzinama
protoka pufera. Analiza je vrSena u full scan rezimu u opsegu m/z 197-500, kao najuzem opsegu
koji omogucava istovremenu analizu svih testiranih pesticida. Korelacija odziva sa
koncentracijama analita je dobra; koeficijent korelacije se kre¢e od 0,8146 za bifentrin (protok
pufera 50 pLmin?) do 0,9962 za boskalid (protok pufera 5 pLmin™). Sa porastom brzine
protoka mobilne faze, uocava se pad osetljivosti za vecinu analita.
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Tabela 4.3-5 Parametri kalibracione krive u rastvaracu, protok pufera sa $prica 5 uLmin™* (linear fit; opseg 0,10
—5,00 pgmL™?)

Parametar Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin

Nagib 15323914 35437801 19303954 70644452 7200287

Odsecak 978335 1667573 7761273 72565865 31976583
Koeficijent korelacije 0,9929 0,9877 0,9962 0,9873 0,9083

Tabela 4.3-6 Parametri kalibracione krive u rastvara¢u, protok pufera sa $prica 25 uLmin™! (linear fit; opseg 0,10
—5,00 pgmL™)

Parametar Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin

Nagib 14051004 22927603 5783542 36214381 3207061

Odsecak 2951100 7505084 2194320 18407925 4861483
Koeficijent korelacije 0,9954 0,9946 0,9926 0,9943 0,9464

Tabela 4.3-7 Parametri kalibracione krive u rastvaracu, protok pufera sa pumpe hromatografa 50 uLmin™ (linear
fit; opseg 0,10 — 5,00 ugmL1)

Parametar Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
Nagib 16307229 23575498 3485636 26018452 954070

Odsedak 3156261 2694413 1519859 5129374 1306074
Koeficijent korelacije ~ 0,9877 0,9947 0,9593 0,9825 0,8146
Pad OsetljiVOSti se moie objasniti S#:2284 IT:47.58 ST:0.63 #A: 10 NL: 1.23e+005

prisustvom primesnih jona iz sistema [0 *'}°
(m/z 211, 231, 280) koji u ESI izvor ’
ulaze zajedno sa mobilnom fazom — sto ] 2790
je ve€a brzina protoka mobilne faze, |7
veca je zastupljenost ovih jona (Slika :
4.3-13 - Slika 4.3-15, NL vrednosti). :Jk J o I e e

Dominacija primesnih jona loSe uti¢ena | °~ l"j' SR k'???lrﬁ”':ﬁf&iﬁ'%'AIL'VIA'J'L*'TTT;{%lﬂwﬁrl
osetljivost analize jer se u relativno | %0 wmoEm o
kratkom intervalu dostize podeSena Slika 4.3-13 Joni koji se beleze u scan rezimu (m/z 197-500)

AGC vrednost broja jona u trapu (Slika Pri dotoku pufera brzinom od 5 pLmin bez LOOP injekcije

43_14) 1 tlme Skraéuje vreme punjenja [ S#: 2486 IT: 26.48 ST: 0.57 #A:10 T NL:558e+005 |
trapa (injection time — IT) sa default |0 ?'}7
vrednosti od 50 ms na 7,51 ms (50 ] |20 0

uLmin?), 26 ms (25 uLmin™?) i 48 ms _
(5 uLmin™) (Slika 4.3-13 - Slika 4.3-15, | s0-
IT vrednosti). Ovo se deSava jer trap -

prestaje sa punjenjem kad se dostigne | | | | o m;‘Dj“ R
zadata vrednost bilo kog od dva | °~fr e e s
parametra (IT ili AGC vrednost). R B | O, B W

Situacija je skoro identicna ako se  gjika 4.3-12 Joni koji se beleze u scan rezimu (m/z 197-500)
promeni sastav mobilne faze koja se pri dotoku pufera brzinom od 25 pLmint bez LOOP injekcije
koristi u LOOP analizi. Kada se koristi

miks pufera i metanola u odnosu 50:50 % vol ponovo se uocavaju joni m/z 211 i 280 nesto
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manjeg intenziteta, ali se javlja jon m/z
332 koji nije zanemarljivog intenziteta i
poti¢e iz metanola, a IT se sa 50 ms
smanjuje na 8,18 ms pri protoku 50
puLmin (Slika 4.3-16).

Jedna od opcija za povecanje osetljivosti
je manipulacija zadatih AGC vrednosti,
medutim u tom slucaju treba biti obazriv
zbog moguée pojave space charge

S# 349 IT. 7.51 ST.0.50 #A 10 NL 3.82e+006
100 o 2117
50 2789
230.9
405.4
T 7. 1.
1 3079 3457 3919 461.9 4915
200 250 300 350 400 450 500

efekta. Druga opcija je suzavanje opsega

Skeniranja é¢ime se zaobilaze primesni Slika 4.3-15 Joni kO_]l se beleze u scan rezimu (m/Z 197'500)

joni.
podeli na dva opsega — opseg m/z 197-230
koji  pokriva jone pirimetanila i
ciprodinila i opseg m/z 340-450 koji
pokriva jone boskalida, trifloksistrobina i
bifentrina. SuZenjem opsega skeniranja na
oblast m/z 340-450 postize se zadato
vreme punjenja trapa (Slika 4.3-17), ali se
u opsegu m/z 197-230 i dalje ne postize
zadato vreme, zbog primesnih jona (Slika
4.3-18). Mogucée resenje problema je
analiza pirimetanila i ciprodinila u SIM
reZimu, pri ¢emu se izolacijom Zeljenih
jona eliminiSe uticaj dominantnih
primesnih jona.

Slika 4.3-16 Joni koji se beleze u scan rezimu (m/z
197-500) pri dotoku smesSe pufera i metanola
(50:50, % vol) brzinom od 50 pLmin bez LOOP|
injekcije

Pocetni opseg bi mogao da se pri dotoku pufera brzinom od 50 pLmin bez LOOP injekcije

Rl
—AGC
& ir O oK
—BGC On Settings
 [Gernn7
Full b5 Target: |2 =
SIM Target |2e+007 j
M5 MS Target; |4e+007 j
Zoom Target, |4e+007 j
—AGC Off Setting
Injection Time (ms]; |5.00 :ll
Apply | ak I Cancel | Help

Slika 4.3-14 Default target AGC vrednosti za razlicite

100 < 2117

50 4

2309

200 250

rezime rada analizatora

S#.1827 IT.8.18 ST. 0.50 #A10

2789

369.0 4054

300 350 400

NL: 2.90e+006

4751
4621

450 500
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S#: 660 IT:49.98 ST: 0.46 #A: 10 NL: 8.55e+004

100 = 4055
50 4
4 391.8
] 3457 388‘; 4245
Slika 4.3-17 Joni koji se beleze u scan rezimu (m/z Nﬁj‘ﬁ' =8 SA‘WUMM) 20 4o
340-450) pri dotoku pufera brzinom od 50 pLmin J MWW J W&J}u\»‘w
— g 351 B .21 [NEIE 2 L

0

bez LOOP IHJEKCIJG 340 360 380 400 420 440

S# 3362 IT:12.74 ST.0.30 #A10 NL: 2.46e+006

100 = 2117

50
2103 226.4
Slika 4.3-18 Joni koji se beleze u scan rezimu (m/z 2003 2039 208.0 2178 2221 2263
197-230) pri dotoku pufera brzinom od 50 pLminY| ° “FErTTIIITT I I I TTIIR T T T AT TR
bez LOOP injekcije 200 205 210 215 220 225 230

Granica detekcije. Granice detekcije pesticida za razliCite brzine protoka mobilne faze su
medusobno uporedive i pretezno su istog reda veli¢ine (Tabela 4.3-8). Granice detekcije
pirimetanila se kre¢u od 0,035 do 0,103 pgmL™; ciprodinila od 0,024 do 0,088 pgmL™;
boskalida od 0,051 do 0,235 pgmL; trifloksistrobina od 0,051 do 0,358 pgmL?, bifentrina od
0,398 do 0,527 pgmL™.

Tabela 4.3-8 Instrumentalne granice detekcije i kvantifikacije pesticida za razliite brzine dotoka pufera

Granica detekcije, pgmL™* Granica kvantifikacije, pgmL™*
Brzina dotoka pufera = 5 uLmin’!
Pirimetanil 0,103 0,344
Ciprodinil 0,069 0,229
Boskalid 0,195 0,650
Trifloksistrobin 0,358 1,195
Bifentrin 0,527 1,757
Brzina dotoka pufera = 25 pLmin*
Pirimetanil 0,102 0,340
Ciprodinil 0,024 0,079
Boskalid 0,051 0,170
Trifloksistrobin 0,225 0,750
Bifentrin 0,398 1,326
Brzina dotoka pufera = 50 pLmin*
Pirimetanil 0,035 0,118
Ciprodinil 0,088 0,292
Boskalid 0,235 0,785
Trifloksistrobin 0,051 0,170
Bifentrin 0,485 1,618
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4.3.2 Rezultati razvoja metode MET-DI-R

Metoda se moze koristiti za preliminarnu kvalitativnu analizu jabuka. Ukoliko se ovom
metodom potvrdi prisustvo pesticida, pristupa se njihovoj kvantifikaciji drugim razvijenim
metodama. Parametri znacajni za ovakvu vrstu analize, ispitani prilikom razvoja metode su
Cisto¢a finalnog ekstrakta, nacin injektovanja uzorka i prenos uzorka iz jedne injekcije u
narednu (carryover).

4.3.2.1 Analiza ekstrakata kore

Odredivanje koli¢ine suvog ostatka u finalnom ekstraktu. Primarna ekstrakcija matriksa
kore je vrSena vodom, s ciljem da se izbegne ekstrakcija visoko zastupljenih voskova. Pre
postupka te¢no-te¢no ekstrakcije sa heksanom, vodeni ekstrakt je osloboden komadi¢a kore
cedenjem kroz filter papir da bi se sukcesivni heksanski ekstrakt rasteretio od voskova; ovo je
optimalni postupak s obzirom da se njime ne uklanja 100 % cestica kore, ali takode nije
vremenski zahtevan, kao $to je npr. cedenje kroz mikrofilter.

Cilj izmene nosaca matriksa kore voda — heksan je bio da se izbegne ekstrakcija neorganskih
soli iz primarnog ekstrakta. Korak izmene nosaca heksan — metanol uparavanjem je obezbedio
nize granice detekcije pesticida i uobicajenu te¢nu fazu za rad sa ESI/MS sistemima.

Krajnji cilj pripreme uzorka je bio da se obezbedi ekstrakt koji je u dovoljnoj meri ili u
potpunosti osloboden komponenti iz hemijskog profila kore (voskovi, soli i sli¢no) koji bi
doveli do eventualnog zapuSenja sistema kapilara ili zaprljanja ESI izvora usled formiranja
depozita.

Koli¢ina suvog ostatka u finalnom ekstraktu izmerena je nakon 24h uparavanja ekstrakta do
suva na sobnoj temperaturi i sukcesivnog dogrevanja suvog ostatka po pola sata na 50 °C i na
100 °C. Rezultati pokazuju da koli¢ina suvog ostatka koja potic¢e od 50 g kore, nakon uparavanja
na sobnoj temperaturi iznosi oko 1 mg, ta¢nije 1,1540,12 mg u ekstraktu Zlatnog DeliSesa,
0,98+0,11 mg u ekstraktu Ajdareda i 1,12+0,17 mg u ekstraktu Greni Smita. Nakon pola sata
dogrevanja na 50 °C koli¢ina suvog ostatka se smanjuje na oko 0,2 mg, a daljim dogrevanjem
na 100 °C postaje prakti¢no nemerljiva. Rezultati merenja koli¢ine suvog ostatka sugerisu da je
njegova akumulacija u ESI izvoru pri analizi ekstrakata malo verovatna, s obzirom da masa
kore koja se uzima za analizu iznosi 10 g i da je najniza temperatura u ESI izvoru obi¢no 200 °C
Sto bi obezbedilo isparavanje eventualno prisutnog suvog ostatka.

MS! analiza. Analiza ekstrakata kore jabuka je vriena preko sistema prikazanog na slici 3.4-3
(str. 94) u purge rezimu rada Spric pumpe (za Spric zapremine 500 pL brzina protoka je 25
uLmint) uz paralelni protok eluenta (vodeni rastvor 0,30 % mravlje kiseline i 0,01 %
amonijum-formijata) preko MS pumpe (50 pLmin™). Slika 4.3-19 prikazuje ESI/MS spektar
neposredno pre snimanja ekstrakata kore (reflektuje pozadinski signal) i ESI/MS spektre
ekstrakata kore tri sorte jabuka bez dodatih pesticida (tzv. blank ekstrakti). Joni koji poticu iz
ekstrakta kore se uocavaju uglavnom na m/z vrednostima veé¢im od 290. Pozadinski spektar i
spektri blank ekstrakata kore se razlikuju u 5-6 dodatnih jona vece zastupljenosti.

Slika 4.3-20 prikazuje ESI/MS spektre spajkovane kore Zlatnog DeliSesa. U masenim
spektrima spajkovane kore gde je koncentracija pesticida 0,50 mgkg™ i 0,75 mgkg™ jasno se
uocavaju pseudomolekulski joni (protonovani molekulski joni) pirimetanila, ciprodinila i
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trifloksistrobina na m/z 200,3; 226,3 i 408,7; joni boskalida (protonovani molekulski jon) i
bifentrina (adukt sa amonijum jonom) se na ovim koncentracijama ne uocavaju jasno. Iz ovog
razloga vizuelna identifikacija jona pesticida sama po sebi nije kriterijum dovoljan za potvrdu
prisustva/odsustva pesticida, ve¢ kvalitativna analiza treba da se sastoji iz koraka ekstrakcije
jona pesticida iz opsega skeniranja (m/z 150 — 600) i poredenja signala Koji oni proizvode sa
pozadinskim signalom. MS! spektri spajkovane kore sorte Ajdared i Greni Smit su dati u

prilogu (Slika 8.7-1 1 Slika 8.7-2, str. 318 i 319).

ID blank #69 RT: 0.87 AV: 1 NL: 6.16E5
T: + p ESI Full ms [ 150.00-60

ID blank #447 RT: 7.23 AV: 1 NL: 8.10E5
T: + p ESI Full ms [ 150.00-60

100 1951 1 100, 195.1 )
80 80 278.9
60 60
40 40
a a 211.9
20-] 278.9 204 Lzsog 2920 404
- 211.8 d . © 4239
07 . X 32?.5 . 419'4 47?'5 578.2 0 N ‘1\ . h[ sl JMAMLJ\ I ILL NI 50L.1.6|. 5..9?5
Y Y O B et A N O
200 300 400 500 600 200 300 400 500 600
m/z m/z
GD blank #117 RT: 3.27 AV: 1 NL: 5.17E5 GS blank #545 RT: 11.79 AV: 1 NL: 1.02E6
T: + p ESI Full ms [ 150.00-60 T: + p ESI Full ms [ 150.00-60
195.0 278.9
1005 278.9 3 1003 4
a a 387.7
807 807 1951
60 60
] 390.8 .
40
- 370.9
d 388.6
20— 211.9 336.0 5354
] }L LJ 457.7 |536.5
L L ptul b " 0 ‘ “ “1 “‘1 u‘l-ﬂ
200 300 400 500 600 200 300 400 500 600
m/z m/z

Slika 4.3-19 Full scan MS! spektar rastvora 0,30 % mravlje kiseline i 0,01 % amonijum-formijata u vodi
neposredno pre injektovanja ekstrakata kore (1), full scan MS* spektar blank ekstrakta kore sorte Ajdared (2),
sorte Zlatni Delises (3) i sorte Greni Smit (4)
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0,05#59 RT: 0.62 AV:1 NL: 1.59E6
T: + p ESI Full ms [150.00-60(C

100- 278.93
1 21167 1
80
60
40 295.60
] 336.00
o,
. | ]k : 535.80
S WU 1, I N . T O e bl
N L
200 300 400 500 600
m/z
GD_0,20 #192 RT: 1.98 AV: 1 NL: 1.02E6
T: + p ESI Full ms [150.00-60(
100, 21173 27893
80 3
60
40 295.67
201 429.13
] L l 504.20 594.07
0 ol skin bbb
P T |
200 300 400 500 600
m/z
GD_0,75#186 RT: 1.91 AV: 1 NL: 1.33E6
T: + p ESI Full ms [150.00-60C
100~ 211.73
. 278.93
80
60
20 29207 33600

0,10 mgkg #344 RT: 6.29 AV: 1 NL: 5.34E5
T: + p ESI Full ms [150.00-60(C

100, 198.07
E 2
80
1 279.00
60|
40
20{ 211.93
0 , 1‘ . ‘AJLM‘ v A A " "
200 300 400 500 600

GD_0,50#194 RT: 1.99 AV:1 NL: 1.09E6
T: + p ESI Full ms [150.00-60(C
100 211.73

279.00

200

380.07 409.00

m/z

Slika 4.3-20 Full scan MS?! spektar ekstrakta spajkovane kore sorte Zlatni Delises 1 - 0,05 mgkg™; 2 - 0,10
mgkg™; 3 - 0,25 mgkg™; 4 — 0,50 mgkg™?; 5 — 0,75 mgkg™
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MS? analiza. Pseudomolekulski joni pesticida koji su detektovani u ekstraktima kore su
fragmentisani uz primenu Kkolizione energije optimalne za svaki pesticid. Poredenje
fragmentacije pesticida u proceduralnom standardu Zlatnog Delisesa (Slika 4.3-22) sa
fragmentacijom u neproceduralnom analogu za istu sortu (Slika 8.7-18, str. 335) ukazuje na
sledece:

— Fragmentacija pirimetanila ishoduje jonima m/z 183,173,131 i 85, od kojih jon m/z 183 i
verovatno jon m/z 173 mogu biti povezani sa pesticidom; jon m/z 107 se ne uocava. Na
vecoj vrednosti kolizione energije (55 %) jon m/z 183 postaje dominantan. U ekstraktu kore
spajkovane sa 0,75 mgkg™ (Slika 4.3-23) mogu se uoditi 3 karakteristicna fragmenta
pirimetanila (m/z 183,107 i 125) koji potvrduju prisustvo pesticida. Na osnovu MS? spektara
rastvora pirimetanila (u rastvaracu ili ekstraktu jabuke) moze se zakljuciti da je pri veéim
koncentracijama pesticida nakon fragmentacije dominantan fragment m/z 107, a pri manjim
fragment m/z 183.

— Prisustvo ciprodinila u kori moze se pouzdano utvrditi, jer se uoCava minimum 4
karakteristi¢na fragmenta ovog pesticida i to m/z 210, 133, 159 i 108 (Slika 4.3-22).

— Prisustvo boskalida, trifloksistrobina i bifentrina se takode moze pouzdano utvrditi
uocavanjem karakteristi¢nih jona ovih pesticida (Slika 4.3-22).

U blank ekstraktima kore Zlatnog DeliSesa, Ajdareda 1 Greni Smita, nakon fragmentacije
pseudomolekulskih jona ispitivanih pesticida ne uocavaju se fragmenti karakteristi¢ni za

pesticide (Slika 4.3-21; Slika 8.7-3 i Slika 8.7-6).

Kvalifikacija boskalida, trifloksistrobina i bifentrina u ekstraktima kore je pouzdana, jer je
obrazac fragmentacije ovih pesticida ofuvan i1 uglavnom nepromenjen pri razli¢itim
koncentracijama pesticida u kori. Fragmentacija pirimetanila i ciprodinila je izmenjena u
odnosu na fragmentaciju u rastvaracu, jer se uo¢ava manji diverzitet fragmenata. Ova pojava je
izraZenija za pirimetanil, posebno pri niskim koncentracijama, Sto moze otezati identifikaciju
ovog pesticida. Isti zakljucci se mogu izvesti i za sortu Ajdared i Greni Smit (Poglavlje 8.7,

prilog).
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Slika 4.3-21 Full scan MS? spektar (1) pirimetanila, (2) ciprodinila, (3) boskalida, (4) trifloksistrobina i (5)
bifentrina u blank ekstraktu kore sorte Zlatni DeliSes

207



0,05 #283 RT: 3.89 AV:1 NL: 1.30E2
T: + p ESI Full ms2 200.10@c

100 182.73
] 1
807 109.27
o 139.20
607 111503
40
] 118.80
20—
] k 121.07 | 145.00 158.93
O—— YT T r T T T T T
120 140 160 180 200
m/z
0,05 #420 RT:6.85 AV:1 NL: 6.88E3
T: + p ESI Full ms2 343.00@c
100, 307.20
1 3
80—
60
1106.13
40
20{ 283.27 | 326.27
11 14013 4747 240{27 L | |
O o [Tt “{“\' bt
150 200 250 300
m/z

0,05 #640 RT: 12.13 AV: 1 NL: 5.35E3
T: + p ESI Full ms2 439.00@c
100, 181.13

80 5
60|

216.87

7 132.93 166.20

150

200

246.00 263.27

250

0,05 #363 RT: 5,55 AV:1 NL: 1.66E2
T: + p ESI Full ms2 226.20@c

210.73
100 195.00
1107.93 2

[02)
T

183.07
133.07

o]
o

159.07

118.47

N H
o o
pr b b P

o

227.40

I
150
m/z

0,05#484 RT: 839 AV:1 NL: 5.53E4
T: + p ESI Full ms2 408.00@c

100+

391.15

80— 4

60—

40

263.01 338.99

O At e B Es B Ry By Ry B S

>
300 400

m/z

423.13

383.07

300 350 400

m/z

Slika 4.3-22 Full scan MS? spektar (1) pirimetanila, (2) ciprodinila, (3) boskalida, (4) trifloksistrobina i (5)
bifentrina u ekstraktu spajkovane kore sorte Zlatni Deliges (0,050 mgkg™)
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Slika 4.3-23 Full scan MS? spektar (1) pirimetanila, (2) ciprodinila, (3) boskalida, (4) trifloksistrobina i (5)
bifentrina u ekstraktu spajkovane kore sorte Zlatni Deliges (0,75 mgkg™)
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4.3.2.2 Rezultati ispitivanja parametara validacije

Selektivnost. Metoda MET-DI-R je selektivna prema svim ispitivanim analitima. U MS?
spektrima blank ekstrakata kore sve tri ispitivane sorte jabuka ne uocavaju se fragmenti
karakteristi¢ni za ispitivane analite.

Matriks efekat. Matriks efekat u o

finalnom ekstraktu moze se klasifikovati Q@@ 05\';& & & &
kao umereno negativan. Matriks efekat se &G o &

u ekstraktima kore Zlatnog DeliSesa se ‘ U

krec¢e od -15 % za bifentrin do -38 % za I I
pirimetanil; u ekstraktima kore Greni

Smita matriks efekat se krece od -10 % za
trifloksistrobin do -37 % za pirimetanil,

dok se u ekstraktima kore Ajdareda krece 0 o
od -18 % za boskalid do -28 % za B Zlatni DeliSes B Greni Smit 8 Ajdared
pirimetanil. Zaklju¢ak je da matriks

efekat nije znaCajnije izraZzen za 4 od 5 4.3-24 Matriks efekat u ekstraktima kore Zlatnog Deligesa,
analita 1 moZe se zanemariti. Za Ajdaredai Greni Smita pripremljenim prema metodi MET-
pirimetanil matriks efekat spada u DI-R

kategoriju izrazenog (>+20 %), tako da bi ga trebalo uzeti u obzir.

-10

Matriks efekat, %
S

-40

Linearnost metode. Metoda je linearna u testiranom analitickom opsegu (0,00 — 0,75 mgkg™).
Mereni odziv pesticida dobro korelise sa koncentracijom pesticida u ekstraktima kore. Izmereni
su odzivi pseudomolekulskih jona pesticida (MS? analiza) i odzivi najzastupljenijih fragmenata
pesticida (MS? analiza). Integrisana je povr$ina u trajanju od 2 min; parametri linearnog
fitovanja su prikazani u tabeli 4.3-9. Osetljivost u MS? rezimu u svim matriksima se smanjuje
u nizu trifloksistrobin>ciprodinil>pirimetanil>boskalid>bifentrin. Koeficijenti korelacije se
krec¢u od 0,9442 za pirimetanil u matriksu Greni Smita do 0,9985 za boskalid u matriksu
Ajdareda. Osetljivost u MS? rezimu u svim matriksima se smanjuje u nizu trifloksistrobin>
boskalid >bifentrin >pirimetanil> ciprodinil. Koeficijenti korelacije se krecu od 0,8269 za
pirimetanil u matriksu Zlatnog Delisesa do 0,9849 za boskalid u istom matriksu.

Najveca osetljivost postoji je prema trifloksistrobinu. Na istom MS nivou, osetljivost je
uporediva za parove pirimetanil/ciprodinil i boskalid/bifentrin. Posmatrajuci kroz razli¢ite MS
nivoe, osetljivost je uporediva za boskalid, bifentrin i trifloksistrobin tj. osetljivost prema
boskalidu i bifentrinu u MS? rezimu je otprilike upola manja nego oseltjivost u MS! rezimu,
dok je osetljivost prema trifloksistrobinu u MS? rezimu skoro % manja od osetljivosti u MS*
rezimu. Za razliku od njih osetljivost prema pirimetanilu tj. ciprodinilu je oko 1000, tj. 2000
manja od osetljivosti u MS?! rezimu.

Korelacija izmedu odziva pesticida i njihove koncentracije u kori otvara moguénost za
(semi)kvantitativnu analizu kore; zbog veée osetljivosti, pogodnije je da se analiza vrsi u MS*
rezZimu.
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Tabela 4.3-9 Parametri linearnosti izmedu odziva pesticida i njihove koncentracije u kori (koncentracioni opseg
0,00 — 0,75 mgkg™)

Pirimetanil Ciprodinil Boskalid ~ Trifloksistrobin Bifentrin
Matriks: Zlatni Delises
Parametar krive Kriva u MS! rezimu
Nagib (x108) 1,185 2,083 0,831 7,219 0,303
Odsecak (x107) 2,011 1,415 1,234 7,655 1,342
Koeficijent korelacije, R? 0,9488 0,9729 0,9968 0,9826 0,9854
Parametar krive Kriva u MS? rezimu
Nagib (x10%) 1,204 1,059 453,33 1800,02 156,96
Odsecak (x10%) 2,93 3,30 392,36 1196,4 252,31
Koeficijent korelacije, R? 0,8269 0,8948 0,9849 0,9589 0,9356
Matriks: Ajdared
Parametar krive Kriva u MS! rezimu
Nagib (x108) 1,855 2,535 0,935 7,852 0,508
Odsecak (x107) 1,018 1,151 1,008 6,525 0,995
Koeficijent korelacije, R? 0,9778 0,9785 0,9985 0,9889 0,9896
Parametar krive Kriva u MS? rezimu
Nagib (x10%) 1,315 1,254 389,95 1545,28 183,56
Odsecak (x10%) 2,05 2,58 286,14 1068,5 182,34
Koeficijent korelacije, R? 0,8558 0,9056 0,9779 0,9626 0,9450
Matriks: Greni Smit
Parametar krive Kriva u MS! rezimu
Nagib (x108) 2,056 2,996 1,018 7,565 0,785
Odsecak (x107) 0,988 1,544 0,996 6,028 0,554
Koeficijent korelacije, R? 0,9442 0,9625 0,9896 0,9956 0,9874
Parametar krive Kriva u MS? rezimu
Nagib (x10%) 1,954 1,899 486,63 2053 172,55
Odsecak (x10%) 0,912 1,216 288,11 1154,21 118,04
Koeficijent korelacije, R? 0,8998 0,9141 0,9784 0,9799 0,9553
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Tacnost i preciznost. Tacnost metode MET-DI-R za testirane analite u kori Zlatnog Delisesa,
Ajdareda i Greni Smita je izmedu 45 1 90 % (Tabela 4.3-10). Nema znacajnije promene u
tacnosti sa promenom testirane koncentracije analita. Ta¢nost metode za koru Zlatnog DeliSesa
se krece od 46 % za bifentrin do 88 % za trifloksistrobin, za koru Ajdareda se krec¢e od 50 % za
bifentrin do 83 % za trifloksistrobin, a za koru Greni Smita od 54 % za bifentrin do 78 % za
boskalid. UoCava se manji prinos bifentrina iz svakog matriksa, $to se moZe objasniti
upotrebom vode kao primarnog ekstrakcionog sredstva pesticida iz kore. Zbog najmanje
polarnosti, u odnosu na ostale analite, bifentrin se u najmanjoj meri ekstraktuje. Ponovljivost
metode je prihvatljiva i krece se u opsegu RSD od 9 do 21 %.

Tabela 4.3-10 Ta¢nost metode MET-DI-R za koru Zlatnog Deli$esa, Ajdareda i Greni Smita

Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
Koncentracija, mg kg™ Zlatni Delises
0.05 Tacnost, % 68,00 74,25 77,56 72,53 46,84
Ponovljivost, % 14,53 13,87 11,88 14,44 16,90
0.75 Taénost, % 74,36 63,20 62,00 88,56 58,52
Ponovljivost, % 11,85 9,57 15,55 11,18 12,55
Srednja tacnost, %" 71,18 68,73 69,78 80,55 52,68
Srednja ponovljivost, %™ 0,06 0,11 0,16 0,14 0,16
Koncentracija, mg kg Ajdared
0.05 Taénost, % 69,55 59,00 78,65 83,25 50,55
Ponovljivost, % 17,36 13,36 9,98 13,38 11,18
075 Tacnost, % 66,28 65,05 82,43 71,22 58,52
Ponovljivost, % 12,22 18,00 14,42 10,89 9,63
Srednja ta¢nost, % 67,92 62,03 80,54 77,24 54,54
Srednja ponovljivost, % 0,03 0,07 0,03 0,11 0,10
Koncentracija, mg kg™ Greni Smit
0.05 Taénost, % 59,36 62,38 78,00 69,37 53,85
Ponovljivost, % 15,55 10,11 12,22 18,35 21,36
075 Taénost, % 67,55 75,82 70,05 66,58 63,12
Ponovljivost, % 12,28 8,88 15,89 12,54 12,12
Srednja tacnost, % 63,46 69,10 74,03 67,98 58,49
Srednja ponovljivost, % 0,09 0,14 0,08 0,03 0,11

*Suma tacnosti za 3 koncentracije podeljena sa brojem koncentracija
** Koeficijent varijacije taénosti za 3 koncentracije

Granice detekcije metode. Uzorci kore su spajkovani slede¢im koncentracijama: 0,05; 0,10;
0,20; 0,50 i 0,75 mg po kg kore, koje korespondiraju koncentracijama od 0,005; 0,010; 0,020;
0,050 0,075 mg po kg ploda, s obzirom da kora doprinosi masi ploda sa oko 10 %. S obzirom
da se pesticidi mogu pouzdano identifikovati i u spajkovanom standardu sa najmanjom
koncentracijom pesticida (0,05 mgkg™ kore), ova koncentracija se moze usvojiti kao granica
detekcije metode MET-DI-R.
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4.3.3 Rezultati razvoja metode MET-LI-R

4.3.3.1 Analiza analiti¢kih standarda pesticida tretiranih citratnim QUEChERS-om

Statisticko poredenje odziva pirimetanila, ciprodinila i trifloksistrobina u netretiranim
standardima i standardima tretiranim QUEChERS-om koncentracije 1,00 ugmL* (Slika 4.3-25
i Slika 4.3-26) pokazuje da znaajne razlike ne postoje, odnosno da pri ovoj koncentraciji
QUEChAERS procedura nema uticaja na polaznu koli¢inu datih pesticida.

Poredenje merenih odziva standarda boskalida koncentracije 1,00 pgmL pokazuje da postoji
statisti¢ki zna¢ajno povecanje odziva ovog pesticida u standardu nakon tretiranja citratnim
solima i standardu nakon celokupne procedure sa dSPE sa PSA+C18+GCB, u odnosu na
netretirani standard (Slika 4.3-26). Statisticki znacajno poveéanje odziva bifentrina, pri istoj
koncentraciji, uocava se u standardu tretiranom celokupnom QUEChERS procedurom kada se
za korak dSPE koristi PSA.

U svim standardima boskalida se uo¢ava porast odziva u odnosu na netreritani standard, s tim
Sto povecéanje odziva nije statisti¢ki znac¢ajno kod svih QUEChERS procedura. S obzirom da se
poveéan odziv javlja odmah nakon tretiranja standarda citratnim solima, bez tretiranja
sorbentima za preciS¢avanje, moze se zakljuéiti da uzrok promenjenog odziva lezi u prvom
koraku QUEChERS procedure. Za bifentrin se takode uocava porast odziva u odnosu na
netretirani standard, ali preteZno on nije statisticki znacajan, tako da se moze zakljuciti da
QUEChERS procedura u manjoj meri uti¢e na polaznu koli¢inu bifentrina.
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Pirimetanil Ciprodinil  Trifloksistrobin

Slika 4.3-25 Izmereni odzivi pirimetanila, ciprodinila i trifloksistrobina u analitickom standardu koncentracije
1,00 pugmL pre i nakon tretiranja citratnim QUEChERS-om
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Slika 4.3-26 1zmereni odzivi boskalida i bifentrina u analitickom standardu koncentracije 1,00 pgmL™ pre i
nakon tretiranja citratnim QUEChERS-om; *statisti¢ki znacajna razlika izmedu odziva tretiranog i netretiranog
standarda

Statisticko poredenje odziva pirimetanila, ciprodinila i trifloksistrobina u netretiranim
standardima i standardima tretiranim QUEChERS-om koncentracije 10,00 pgmL™* (Slika 4.3-27
i Slika 4.3-28) pokazuje da znac¢ajne razlike postoje. UocCava se statisti¢ki znacajno smanjenje
odziva pirimetanila u standardima tretiranim citratnim solima i celokupnom QUEChERS
procedurom (PSA varijanta), ciprodinila u standardima tretiranim svim varijantama
QUEChERS-a i trifloksistrobina u standardima tretiranim ve¢inom varijanti (Slika 4.3-27).

Sto se ti¢e standarda boskalida, statisticki znacajan porast signala uo¢ava se u standardu
tretiranom celokupnom QUEChERS procedurom (varijanta PSA+C18+GCB), dok se odzivi
standarda bifentrina statisticki znacajno ne menjaju (Slika 4.3-28).

Moze se zakljuditi da se nakon QUECHhERS procedure manifestuje pozitivan matriks efekat na
boskalid, negativan matriks efekat na pirimetanil, ciprodinil i trifloksistrobin i da prakti¢no
nema efekta na bifentrin.
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Slika 4.3-27 1zmereni odzivi pirimetanila, ciprodinila i trifloksistrobina u analitickom standardu koncentracije
10,00 pgmLt pre i nakon tretiranja citratnim QUEChERS-om; *statisticki znac¢ajna razlika izmedu odziva
tretiranog i netretiranog standarda
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Slika 4.3-28 Izmereni odzivi boskalida i bifentrina u analitickom standardu koncentracije 10,00 pugmL™ pre i
nakon tretiranja citratnim QUEChERS-om; *statisti¢ki znacajna razlika izmedu odziva tretiranog i netretiranog
standarda

Eventualno objaSnjenje za ovakve efekte moze se dati posmatranjem LOOP spektara ispitivanih
standarda, kao i LOOP spektara acetonitrila koji je tretiran QUEChERS procedurom (reagent
blank). Poredenje spektra netretiranog standarda (Slika 4.3-29) sa spektrima tretiranih
standarda ukazuje na prisustvo novih jona u spektrima tretiranih standarda (Slika 4.3-31, Slika
4.3-33, Slika 4.3-35, Slika 4.3-37). Ovi joni se pretezno javljaju na m/z vrednostima ve¢im od
420. Posmatranjem spektara netretiranog i tretiranog acetonitrila (Slika 4.3-30, Slika 4.3-32,
Slika 4.3-34, Slika 4.3-36, Slika 4.3-38) moze se zakljuciti da joni pretezno poticu iz sastavnih
komponenti QUEChERSa, mada se u spektru standarda pesticida tretiranog citratnim solima
(Slika 4.3-31) moze uociti jon m/z 431 koji predstavlja adukt trifloksistrobina i jona natrijuma.
Takode jon m/z 459, koji se najintenzivniji u spektru standarda tretiranog QUEChERS
procedurom (varijanta PSA) (Slika 4.3-33), a ne javlja se u ostalim spektrima, moze
predstavljati adukt nekog od pesticida sa komponentama QUEChERSa.
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1| 21453 258.27 2791 330.20 343.20 359.80 381.80 425.8 459.27 481'20

O b I e B B B B A foncop iy B R e s |

200 250 300 350 400 450 500

m/z

Slika 4.3-29 LOOP spektar netretiranog acetonitrilnog standarda smese 5 pesticida (10 pgmL™?) kao rezultat
oduzimanja spektra pozadine; protok formijatnog pufera=25 pLmin
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Blank AcN_0 #100-105 RT: 0.88-0.92 AV: 6 SB: 6 0.01-0.06 NL: 5.04E5
T: + p ESI Full ms [ 197.00-50

100- 279.0

80

60

40

20 2199 5956 209.1
12043 2199 2479 2759 b 3279 3479 3761 | aap0 4583 4701 4991

0 ‘4 Lol g i ‘AA‘A bt e .lu.n‘ht s Jr‘h.l\mlu‘ll. jl‘ .m‘um.ﬂxm. oy llh‘ o ..‘.A.H it il e “h. M‘A.m .J‘A. o m.A‘n. JA‘

200 250 300 350 400 450 500

m/z

Slika 4.3-30 LOOP spektar netretiranog acetonitrila kao rezultat oduzimanja spektra pozadine; protok
formijatnog pufera=25 pLmin

10,00_5 #270-274 RT: 2.41-2.45 AV:5 SB: 10 0.03-0.11 NL: 1.18E6
T: + p ESI Full ms [ 197.00-50!

100 409.0

200 250 300 350 400 450 500
m/z

Slika 4.3-31 LOOP spektar acetonitrilnog standarda smese 5 pesticida (10 pgmL™) kao rezultat oduzimanja
spektra pozadine nakon tretiranja citratnim solima; protok formijatnog pufera=25 pLmin*

Blank AcN_1 #100-102 RT: 0.88-0.90 AV: 3 SB: 6 0.01-0.05 NL: 1.20E6
T: + p ESI Full ms [ 197.00-50

100 279.1
7 278.9
80—
60
40 469.9
B 280.0 489.9
20 234.1 354.2 450.2
0 .‘ M‘ A‘ ; J‘uu‘ “‘ H‘Jh) !
200 250 300 350 400 450 500
m/z

Slika 4.3-32 LOOP spektar acetonitrila kao rezultat oduzimanja spektra pozadine nakon tretiranja citratnim
solima; protok formijatnog pufera=25 pLmin
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Rastvor 2 #336-345 RT: 2.99-3.07 AV: 10 SB: 18 0.06-0.21 NL: 2.42E6
T: + p ESI Full ms [197.00-50C

100 459.33
80—
b 487.27
60—
. 408.93
40— 230.27
] 226.27 258.20 274.27 470.00
20*: 233.93 450.07
11 214.40 h 242.33 0 288.13 318.20 360.07 379.93 432.80 M
O T L e T H T e R e R
200 250 300 350 400 450 500

m/z

Slika 4.3-33 LOOP spektar acetonitrilnog standarda smese 5 pesticida (10 pgmL1) kao rezultat oduzimanja
spektra pozadine nakon tretiranja QUEChERS procedurom (varijanta PSA); protok formijatnog pufera=25
pLmin?

Blank AcN_2 #95-97 RT: 0.84-0.85 AV: 3 SB: 4 0.02-0.04 NL: 6.60E5
T: + p ESI Full ms [ 197.00-50

100, 279.0
. 278.8
80—
60
40 279.9
] 234.1 278.5
20— 310.0
] 221.9 235.0 278.2 ZQT M.
O’M‘\um i m‘tjm ! Am‘ L.,‘Am‘u‘m “1 . h.mw IJﬁA‘.m‘ bl
200 250 300

Slika 4.3-34 LOOP spektar acetonitrila kao rezultat oduzimanja spektra pozadine nakon tretiranja QUEChERS
procedurom (varijanta PSA); protok formijatnog pufera=25 pLmin

Rastvor 3 #324-330 RT: 2.89-2.94 AV: 7 SB: 20 0.04-0.21 NL: 2.91E6
T: + p ESI Full ms [197.00-50C

100 409.00
80;
60%
40% 470.07
20~ 258.20
] 280.07 32213 35507 400.40
07200 250 300 350 400 450 500

m/z

Slika 4.3-35 LOOP spektar acetonitrilnog standarda smese 5 pesticida (10 pgmL™?) kao rezultat oduzimanja
spektra pozadine nakon tretiranja QUEChERS procedurom (varijanta PSA+C18); protok formijatnog pufera=25
pLmin?
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Blank AcN_3 #105-108 RT: 0.92-0.95 AV: 4 SB: 4 0.02-0.05 NL: 2.66E6
T: + p ESI Full ms [ 197.00-50

100 470.1
80
60| 490.0
40
& 471.1
20 279.0 491.0
B 304.1 3223 354.3 391.1 409.1
0; . ac Liani TRLTOL AT W WS S Maadnlhe e ol N L s PRVOR. 0 VA T Aot Wil b bl bhsed o i
200 250 300 350 400 450 500

m/z

Slika 4.3-36 LOOP spektar acetonitrila kao rezultat oduzimanja spektra pozadine nakon tretiranja QUEChERS
procedurom (varijanta PSA+C18); protok formijatnog pufera=25 pLmin!

10,00_4a #274-278 RT: 2.41-2.45 AV:5 SB: 5 0.05-0.08 NL: 3.73E6
T: + p ESI Full ms [ 197.00-50!

100 409.0
80
60|
- 200.2
40— 226.3
205 234.0 410.0 450.0 470.0
1] 201.2 )t 266.1 2791 9g43 3221 3441 379.1 388.0 432.0 }V%ﬁ 4712 490,
07\ L I B e e e o \M\ 7 AT' g - ot \“A"\ e )
200 250 300 350 400 450 500

m/z

Slika 4.3-37 LOOP spektar acetonitrilnog standarda smese 5 pesticida (10 pgmL1) kao rezultat oduzimanja
spektra pozadine nakon tretiranja QUEChERS procedurom (varijanta PSA+C18+GCB); protok formijatnog
pufera=25 pLmin!

Blank AcN_4 #93-96 RT: 0.82-0.85 AV: 4 SB: 5 0.01-0.04 NL: 6.00E5
T: + p ESI Full ms [ 197.00-50

100-. 234.0
. 279.0
80—
60
E 235.0
20 278.4
* 216.7 253.9
Oi.m.mn (N RIS L RO [ T i s dtesMinihn by o s " R X ot s st it stend st thon e
I 1 f 1 f ] I T
200 250 300 350 400 450 500

Slika 4.3-38 LOOP spektar acetonitrila kao rezultat oduzimanja spektra pozadine nakon tretiranja QUEChERS
procedurom (varijanta PSA+C18+GCB); protok formijatnog pufera=25 pLmin*
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4.3.3.2 Analiza ekstrakata jabuke — ops$ta zapaZanja

Slika 4.3-39 ilustruje EN15662 proceduru
na primeru kore Zlatnog DeliSesa,
Ajdareda i Greni Smita. Nakon koraka
ekstrakcije acetonitrilom (1) i dodata
citratnin  soli (2) dolazi do jasnog
izdvajanja acetonitrilne faze iznad cvrste
faze ekstrakta. Najociglednija razlika medu
ekstraktima kore je njihova obojenost, koja
potice od razli¢itog udela antocijana 1
karotenoida u razli¢itim sortama jabuka
(prilog, Poglavlje 8.1, str. 297). Nakon
koraka dSPE sa PSA kao sorbentom dolazi
do gubitka crvene boje ekstrakta kore
Ajdareda, verovatno zbog promene pH
vrednosti ekstrakta i promene hemijske
forme prisutnih antocijana. Uocava se da
dolazi do delimi¢ne sorpcije pigmenata na
PSA (4).

)
2
o
o
3
2

Slika 4.3-39 QUEChERS procedura (EN 15662) kroz
korake: kora nakon ekstrakcije acetonitrilom (1); kora
nakon sukcesivnog dodatka citratnih soli i muckanja (2):
ekstrakti kore nakon centrifugiranja (ekstrakt spreman za
dSPE) (3); ekstrakti kore nakon koraka dSPE sa PSA (4);
ZD - Zlatni Delises; ID — Ajdared; GS — Greni Smit

Blank ekstrakti kore bez koraka preci§¢avanja postupkom dSPE. Slika 4.3-40 - Slika
4.3-42 prikazuju total ion hronograme (m/z 197-500) sa 5 uzastopnih injekcija blank ekstrakta
kore Ajdareda, Zlatnog DeliSesa i Greni Smita, pripremljenog prema EN 15662 proceduri bez
koraka dSPE. S obzirom da pri protoku pufera brzinom od 50 pLmin™ postoji veda
zastupljenost primesnih jona iz sistema (background joni), na svim hronogramima se uocava
visoka bazna linija. Maksimumi pikova koji poticu od injekcija ekstrakta su prakti¢no najnize
tacke na hronogramu. Inverzija u obliku pikova postoji, jer se nakon injekcije ekstrakta kore
zastupljenost background jona postepeno smanjuje, a zastupljenost jona iz ekstrakta postepeno
raste do maksimalne vrednosti koja odgovara minimalnoj zastupljenosti background jona
(minimum na hronogramu).

Maseni spektri koji su prikazani na slikama 4.3-40 — 4.3-42 predstavljaju prosek od nekoliko
scan-a u oblasti maksimuma poslednjeg pika (ret.vreme ~ 11-12 min) od kojeg je oduzet
uprosecen spektar pozadine sa pocCetka analize (bazna linija, ret.vreme =~ 0,5 min). Rezultujuc¢i
spektri sadrze jone koji poticu isklju¢ivo iz ekstrakta jabuke. Spektri ekstrakata svih sorti
pokazuju da su joni iz ekstrakta pretezno prisutni u oblasti iznad m/z 280 i da najveca
zastupljenost ovih jona postoji u ekstraktu kore Zlatnog Delisesa (Slika 4.3-41), a najmanja u
ekstraktu kore Greni Smita (Slika 4.3-42).
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RT: 0.00 - 13.02

. NL:
100+ 1.88 10.77 B.A8E7
1 119 143 13.01 TIC MS
80 IDpeel_blan
] k_NOdSPE
60
40
20
L0 e e e L e e e e e e |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Time (min)

IDpeel_blank_ NOdSPE #856-868 RT: 8.45-8.58 AV: 13 SB: 109 0.05-1.04 NL: 3.39E4
T: + p ESI Full ms [197.00-50C

100, 426.07
80
] 470.07
60~ 414.07
40|
] 282.00 355.13 37007
20| 325.80
] 287.13
0 7 | " il A’HAN‘A r.th W
T T T T T T T | T 1 ! f ] 1
200 250 300 350
m/z

Slika 4.3-40 Total ion hronogram sa 5 uzastopnih injekcija (slika gore) i background substracted maseni spektar
(prosek 13 scan-a) (slika dole) blank ekstrakta kore Ajdareda prema EN15662 proceduri bez koraka dSPE;
protok pufera 50 uLmin!
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RT: 0.00 - 15.30

9.42 NL:

100 1.24 12.22 1.15E8

] TIC MS
80— GDpeel_bla

] 1465 %27 i
60 14.09 NOdSPE
40
20

0 T ] T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
Time (min)

GDpeel_blank_ NOdSPE #1331-1341 RT: 12.45-12.55 AV: 11 SB: 22 0.10-0.28 NL: 2.23E5
T: + p ESI Full ms [197.00-50C

00— 426.07
80
60
40
20 370.07
] 398.13 470.00
] 276.07 318.13 351.20 442.00 493.87
00— L L I R e e e R o A\L’Ml“\ J'AMM “‘Am pultl =it ?A. Al\ M by
200 250 300 350 400 450 500
m/z

Slika 4.3-41 Total ion hronogram sa 5 uzastopnih injekcija (slika gore) i background substracted maseni spektar
(prosek 11 scan-a) (slika dole) blank ekstrakta kore Zlatnog Delisesa prema EN15662 proceduri bez koraka
dSPE; protok pufera 50 pLmin*
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RT: 0.00 - 12.61

. NL:
1004 1.00 1.41 9.85E7

] TIC MS
B 10.76

80 10.67 GSpeel_bla
] 10.24 12.59 -

60 12.27 /" NOdSPE
] 12.03

40

20

0 TT T T T T T T T [T T T T [T T T T [ T T T T [ T T T T[T T T T [T T T T [ T T T T T T T T T T T T [T TTT TT]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Time (min)

GSpeel_blank_ NOdSPE #1173-1187 RT: 11.04-11.19 AV: 15 SB: 35 0.06-0.37 NL: 9.55E3
T: + p ESI Full ms [197.00-50C
434.87
100+ 470.07

80 456.07
] 429.07

60 481.33

40

207 316.93 342.73 371.27 394.2

o0 — : : — 1‘“‘ ‘“lll ‘{I i‘ i ‘|m “1 (‘IMM\ m,h‘,l\u “
200

7 413.13

Jul@

2&‘30 300 350 400
m/z
Slika 4.3-42 Total ion hronogram sa 5 uzastopnih injekcija (slika gore) i background substracted maseni spektar
(prosek 15 scan-a) (slika dole) blank ekstrakta kore Greni Smita prema EN15662 proceduri bez koraka dSPE;
protok pufera 50 pLmin!

500
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Post-extraction fortification standardi bez koraka precis¢avanja postupkom dSPE. Analiza
spajkovanih ekstrakata kora (Slika 4.3-43) pokazuje da je u neprecis¢enom ekstraktu moguce
jasno identifikovati jedino pikove trifloksistrobina. Pikovi pirimetanila, ciprodinila, boskalida i
bifentrina nije moguce identifikovati ni u ekstraktima sa manjom koncentracijom pesticida, a
pikovi trifloksistrobina su jasno vidljivi kroz citav opseg koncentracija. PovrSine pikova

pesticida vrlo dobro korelisu sa njegovom koncentracijom (Slika 4.3-44).

1. 2.
RT: 0.00-9.13 SM: 9B RT: 0.00-9.13 SM: 9B
1.02 NL: 1.03 NL:
100 1.37E6 1007 311 7.13 1.80E6
] m/z= ] ’ m/z=
80 199.00- 80— soa’ 700|596 225.00-
201.00 MS ] 2.86 ' 1227.00 MS
601 ID_peel_5, 60 N |4.42 6.47 8.61 / ID_peel_5,
00_NOdSP - [ 00_NOdSP
] E ] E
40 40
20 20
0 E T T [ T T T [ T T T [ T T T [ 11 0 E T T [ T T T [ T T T [ T T T [ 11
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Time (min) Time (min)
3. 4.
RT: 0.00-9.13 SM: 9B RT: 0.00-9.13 SM: 9B
1.03 NL: 3.15 NL:
100 6.30E5 1007 105 7.15 3.76E6
] 8.81 m/z= 1 - 516 m/z=
80 342.00- 80 : 408.00-
10|24 312 627 792 199 N 50400 MsS ] 410.00 MS
; ID_peel_5, ] ID_peel_5,
607 00_NOdSP 607 00_NOdSP
] i E ] E
40 ol 40
] ] 146 || 360 || 804 ||7.81
20 20 ] e, e Y
] T ornn v
0 E T T [ T T T [ T T T [ T T T [ 11 0 E T T [ T T T [ T T T [ T T T [ 11
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Time (min) Time (min)
5.
RT: 0.00-9.13 SM: 9B
1007 3 67E5
] m/z=
soj 8.69 439.00-
] 3.13 4.38 441.00 MS
60; ID_peel_5,
. . . : oo NOdSP
Slika 4.3-43 Extract ion hronogrami (m/z 197-500), sa 4 ]
sukcesivne injekcije spajkovanog EN15662 ekstrakta 407
kore Ajdareda (5,00 ugmL?, bez dSPE); ekstrakcija 20;
protonovanog molekulskog jona - pirimetanila (1), ]
ciprodinila (2), boskalida (3) i trifloksistrobina (4) i T —
pseudomolekulskog jona bifentrina (5); protok pufera 0 2 4 6 8
50 pgmL* Time (min)
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Slika 4.3-44 Korelacija izmedu odziva trifloksistrobina 0'61-0
u ekstraktu kore Ajdareda (EN15662 procedura bez °-E+000 0 Loo 200 300 400 500
koraka dSPE) kroz opseg koncentracija 0,10 — 5,00 ' ' ' : ' '
pgmL-t Koncentracija pesticida u ekstraktu, pgmI !

Blank ekstrakti kore sa korakom preci§¢avanja postupkom dSPE. Maseni spektri sa slika
4.3-45 — 4.3-47 pokazuju da se 1 u ekstraktu prec¢iS¢enom disperznom ekstrakcijom sa PSA joni
matriksa javljaju pretezno iznad m/z 280 i da su prisutni prakti¢no isti joni kao u nepre¢iséenom
ekstraktu. Zastupljenost jona je veca u ekstraktu kore Zlatnog DeliSesa (Slika 4.3-46) u odnosu
na ekstrakte ostale dve sorte (Slika 4.3-45 i Slika 4.3-47).

RT: 0.00 - 14.41
0.91 2.94 NL:
1007 1.49E8
] TIC MS
80 IDpeel_blan
] k_dSPE
60
40
20
0 I I I I I I i
0 2 4 6 8 10 12 14
Time (min)

IDpeel_blank_ dSPE #976-995 RT: 8.84-9.03 AV: 20 SB: 69 0.10-0.70 NL: 9.98E4
T: + p ESI Full ms [197.00-50C

100, 426.13
80~ 470.00
60
40
20

] 282.07 327.07 3‘ﬁ-13 |

(e [ — — P by ‘\"““ L
200 250 300 350
m/z

Slika 4.3-45 Total ion hronogram sa 5 uzastopnih injekcija (slika gore) i background substracted maseni spektar
(prosek 20 scan-a, RT 8,84-9,03) (slika dole) blank ekstrakta kore Ajdareda prema EN15662 proceduri sa
korakom dSPE (PSA)
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RT: 0.00 - 15.32

100

1.41

111

8.69

10.87

3.37

12.19

1352 14.62

NL:
1.44E8
TIC MS

15.15 GDpeel_bla

nk_ dSPE

I I I T T T T
4 6 8

Time (min)

GDpeel_blank_ dSPE #1242-1247 RT: 11.08-11.13 AV: 6 SB: 27 0.05-0.28 NL: 3.33E5
T: + p ESI Full ms [197.00-50C

425.93

100
80
60
40 274.33

] 234.00 28787
20

] 272.00

J 21453 ol

0 . R

200 250

470.00

Slika 4.3-46 Total ion hronogram sa 5 uzastopnih injekcija (slika gore) i background substracted maseni spektar
(prosek 20 scan-a, RT 8,84-9,03) (slika dole) blank ekstrakta kore Zlatnog Deliesa prema EN15662 proceduri

sa korakom dSPE (PSA)
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RT: 0.00 - 11.25
1.57 NL:
1.01E8
TIC MS
11.21 GSpeel_bla
10.75 nk_ dSPE
10.26
9.93

100

005 064

80—

60
40—

20

L0 e e e e e e e e e e e e

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Time (min)

GSpeel_blank_ dSPE #1018-1030 RT: 9.24-9.37 AV: 13 SB: 50 0.05-0.49 NL: 5.89E4
T: + p ESI Full ms [197.00-50C
100 234.00

801 470.13
1 450.07

60—

40+

20 322.13 358.27 370.80

] 300.40
‘ “.‘l. I ‘KHIUAIA‘A Al}“ n.‘mm JM.L il oy LU

| 26??07. wdt afl
T T T T T T T T I N R A R o I
200 250 300 350 400 450 500
m/z
Slika 4.3-47 Total ion hronogram sa 5 uzastopnih injekcija (gore) i background substracted maseni spektar
(prosek 20 scan-a, RT 8,84-9,03) (dole) blank ekstrakta kore Greni Smita prema EN15662 proceduri sa korakom
dSPE (PSA)

0
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Post-extraction fortification standardi sa korakom preciSéavanja postupkom dSPE.
Hronogrami saslike 4.3-48 pokazuju da se pikovi svih pesticida mogu jasno identifikovati.
Pikovi boskalida, trifloksistrobina i bifentrina se mogu identifikovati kroz citav opseg
koncentracija, dok uocavanje i integracija pikova pirimetanila i ciprodinila postaju teski pocevsi
od koncentracije 1,00 pgmL™ pa prema nizim koncentracijama. Zbog toga su pikovi boskalida,
trifloksistrobina i1 bifentrina autointegrisani (ICIS autointegracija sa default parametrima), a
pikovi pirimetanila i ciprodinila su integrisani prema prilagodenoj integraciji. Tako dobijene
povrsine pirimetanila, ciprodinila i trifloksistrobina dobro koreliSu sa koncentracijom ovih
pesticida, dok je korelacija slaba za boskalid i bifentrin (Slika 4.3-49).

1. 2.
RT: 0.00 - 8.67 SM: 9B RT: 0.00 - 8.67 SM: 9B
0.73 NL: 0.73 NL:
100 271 476 2.34E6 1007 2.72 3.76E6
] miz= ] 4.76 6.71 miz=
80 6.70 199.00- 80— 225.00-
] 201.00 MS ] 227.00 M:
] ID_peel_5, ] ID_peel_5
607 254 || 450 /| 649 gag 00_dSPE 507 243 | 32 [ o 00_dSPE
AR WA / - U Non
40— M 40 \/ 7.55
i J // i f/\/V\NV
20 - 20
0 . T T T [ T T T [ T T T [ T T [ T 0 . T T T [ T T T [ T T T [ T T T [ T
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Time (min) Time (min)
3. 4.
RT: 0.00 - 8.67 SM: 9B RT: 0.00 - 8.67 SM: 9B
2.73 6.72 NL: 6.72 NL:
1007 e 4.78 1.10E6 1007 208 4m 8.32E6
1 miz= ] miz=
80 342.00- go| 074 408.00-
] 344.00 MS ] 410.00 M:
] ID_peel_5, ] ID_peel_5
607 00_dSPE 607 00_dSPE
n 605 || 771 n
8 3.31 : 8
40— 2.43 M/\ 40|
] A \wwx\ A n
20 20 133 | \ 345| \>40 |\ 7.48
0 . T T T [ T T T [ T T T [ T T [ T 0 . T T T [ T T T [ T T T [ T T T [ T
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Time (min) Time (min)
5.
RT: 0.00 - 8.67 SM: 9B
4.78 NL:
100
273 6.12E5
] m/z=
80— 0.76 6.73 439.00-
] 441.00 M:
] ID_peel_5
60: 00_dSPE
) ) ) 40; 2.48 334 5.63 7.66
Slika 4.3-48 Extract ion hronogrami (m/z 197-500), sa 4 N : A\(
sukcesivne injekcije spajkovanog EN15662 ekstrakta kore 5
Ajdareda (5,00 pugmL?, sa korakom dSPE); ekstrakcija ]
protonovanog molekulskog jona - pirimetanila (1), O
ciprodinila (2), boskalida (3) i trifloksistrobina (4) i 0 2 4 6 8
pseudomolekulskog jona bifentrina (5) Time (min)
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Slika 4.3-49 Korelacija izmedu odziva pesticida u o
ekstraktu kore Ajdareda (EN15662 procedura sa korakom 3E+06
dSPE PSA) kroz opseg koncentracija 0,00 — 5,00 pgmL?; 0.00  1.00- 200 300 400 500
opseg skeniranja m/z 197-500 Koncentracija bifentrina, pgmI !

4.3.3.3 Rezultati ispitivanja parametara validacije

Selektivnost. Metoda MET-LI-R je selektivna prema svim ispitivanim analitima. U MS?
spektrima blank ekstrakata kore sve tri ispitivane sorte jabuka ne uocCavaju se fragmenti
karakteristi¢ni za ispitivane analite.

Odzivi pesticida u ekstraktima i matriks efekat. U tabelama 4.3-11 — 4.3-13 su prikazani
parametri dobijeni linearnim fitovanjem merenih odziva pesticida i njihove koncentracije u
spajkovanim ekstraktima kore Ajdareda, Zlatnog DeliSesa i Greni Smita za merenja sa
razli¢itim brzinama protoka pufera.

Dobre karakteristike linearne zavisnosti dve varijable se mogu uociti preko vrednosti odsecka i
nagiba, pri ¢emu u slucaju dobre korelacije nagib treba da ima vecu vrednost od odsecka koji
treba da tezi nuli, pri tome koeficijent korelacije treba da bude §to blizi jedinici. Odredivanje
boskalida 1 bifentrina nije moguce, jer se ne uocava prakticno nikakva veza izmedu
koncentracije ovih pesticida sa odzivom merenim u EN 15662 ekstraktu. Korelacija izmedu
odziva i koncentracije pirimetanila, ciprodinila i trifloksistrobina je dobra u ekstraktima svih
sorti pri protoku pufera brzinom od 50 pLmin, sa koeficijentom korelacije iznad 0,9263. Pri
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promeni brzine protoka
pufera na 25 ili 5 pLmin
korelacija za pirimetanil i
trifloksistrobin postaje
losija u ekstraktima
pojedinih sorti. Medutim,
najbolja korelacija, prema
parametrima definisanim na
pocetku, uocCava se za
trifloksistrobin pri protoku
pufera od 50 pLmin. Kako
se  linearna  zavisnost

Greni Greni Greni
AjdaredDelises Smit Ajdared Delises Smit AjdaredDelises Smit
0.00
&
= -40.00
2
&
L
2
= -80.00
g
=
120.00 Protok pufera Protok pufera Protok pufera
o 5 pL/min 25 pL/min 50 pL/min

B Pirimetanil @ Ciprodinil @ Trifloksistrobin

Slika 4.3-50 Matriks efekat u ekstraktima kore Ajdareda, Delisesa i Greni
Smita pri razli¢itim brzinama protoka pufera

postepeno degradira, tako vrednosti odsecka i1 nagiba postaju bliske ili ¢ak dolazi do inverzije,
a koeficijent korelacije se smanjuje. U sluéajevima potpunog odsustva linearnosti (boskalid i
bifentrin) odsecak je znacajno ve¢i od nagiba, a koeficijent korelacije je znatno ispod 1. Najveca
osetljivost prema pesticidima se uoc¢ava za LOOP analizu sa protokom pufera brzinom od 50
uLmin™, §to je prakti¢no suprotno od zaklju¢ka dobijenih analizom standarda u rastvaracu. Pri
brzini protoka pufera od 50 i 25 pLmin®, osetljivost prema pesticidima opada u nizu
trifloksistrobin>ciprodinil>pirimetanil. Pri brzini protoka pufera od 5 pLmin™ osetljivost je
najveca prema ciprodinilu u ekstraktima Ajdareda i Zlatnog DeliSesa.

Porede¢i nagibe kalibracionih krivi pesticida u rastvaracu i ekstraktima kore (full scan analiza
m/z 197-500), uocava se jako negativan matriks efekat (Slika 4.3-50). Najmanje izrazen matriks
efekat se javlja za trifloksistrobin u ekstraktima sve tri sorte, pri protoku pufera brzinom od 50

uLmin? i kreée se od 39 do
99 %.

53 %. Matriks efekat u svim ostalim varijantama se kre¢e od 78 do

Tabela 4.3-11 Parametri kalibracione krive u EN15662 ekstraktima kore Ajdareda, DeliSesa i Greni Smita, LC

protok pufera 50 pLmin* (linear

fit; opseg 0,10 — 5,00 pgmL1)

Parametar Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
Ajdared
Nagib 1728914 2881674 224611 14258247 121051
Odsecak 5648365 5223891 6635560 3833943 3555156
Koeficijent korelacije 0,9504 0,9617 0,4662 0,9922 0,2907

Zlatni DeliSes

Nagib 2142690 3259918 -29547 12065959 329258
Odsecak 3329873 2287444 9217662 5007004 4374288
Koeficijent korelacije 0,9263 0,9827 0,0018 0,9906 0,3124
Greni Smit
Nagib 2376437* 4695709* -103113 15837479 19699
Odsecak 2382286 -658201 4935546 4684946 1279605
Koeficijent korelacije 0,9395 0,9340 0,0088 0,9994 0,0272

*Prikazani su parametri za suZeni opseg koncentracija 0,50 — 5,00 (pirimetanil) i 1,00 — 5,00 pgmL™* (ciprodinil) zbog
nemogucnosti identifikacije pikova pri nizim koncentracijama pesticida.
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Tabela 4.3-12 Parametri kalibracione krive u EN15662 ekstraktima kore Ajdareda, DeliSesa i Greni Smita,
protok pufera 25 uLmin! (linear fit; opseg 0,10 — 5,00 pgmL™?)

Parametar Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
Ajdared
Nagib 248258 562632 -3834 2992181 200129
Odsecak 1536403 1269694 4072777 3497179 2709019
Koeficijent korelacije 0,9511 0,9939 0,0000 0,9532 0,3890
Zlatni Delises
Nagib 197337 479872 135014 2671648 163270
Odsecak 1361112 2487349 3735836 4918750 2997649
Koeficijent korelacije 0,3334 0,8224 0,4786 0,9564 0,1532
Greni Smit

Nagib 205714 1246470 122546 5548066 131723
Odsecak 1532619 1368731 2561183 4387990 1528463
Koeficijent korelacije 0,6768 0,9638 0,1780 0,9767 0,4444

Tabela 4.3-13 Parametri kalibracione krive u EN15662 ekstraktima kore Ajdareda, DeliSesa i Greni Smita,

protok pufera 5 pLmin* (linear fit; opseg 0,10 — 5,00 pgmL1)

Parametar Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
Ajdared
Nagib 776803 1777051 -308015 686327 430464
Odsedak 250087 1140523 3670689 7458736 3525524
Koeficijent korelacije 0,9517 0,8468 0,9165 0,5203 0,5014
Zlatni DeliSes
Nagib 506978 1814224 -42555 964339 433093
Odsecak 641362 -120918 3055337 19803011 9451371
Koeficijent korelacije 0,9472 0,9721 0,0240 0,1468 0,0927
Greni Smit

Nagib 561085 1686512 -73506 3423765 326057
Odsecak 159735 80986 2513874 4386981 2677209
Koeficijent korelacije 0,9396 0,9301 0,0061 0,9596 0,3140

U slucaju pirimetanila i ciprodinila porast brzine protoka pufera pogorSava odnos signala i Suma,
ali vodi nesto boljoj detektabilnosti i boljem integritetu pikova (Slika 4.3-51 i Slika 4.3-52).

Najstabilniji signal, najbolji integritet pika 1 najbolja detektabilnost odnosno najveca osetljivost

postoje pri analizi ova dva pesticida u SIM rezimu, pri protoku pufera od 50 pLmin*. Na
primeru trifloksistrobina zakljucuje se da porast brzine protoka pufera poboljSava odnos signala
1 Suma i detektabilnost. Najbolji odnos signala i Suma se dobija kada se suzi opseg analiziranja

(Slika 4.3-53).
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Opseg m/z 197-500, 5 pLmin! Opseg m/z 197-500, 25 pLmin"!

RT: 15.80 - 17.80 RT: 12.00- 13.00
AA: 3202469 NL: AA: 2822250 NL:
100 SN: 1367 2.51E5 100 SN: 316 2.75E5
- AA 1240143 m/z= B m/z=
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Opseg m/z 197-500, 50 pLmin-! Opseg m/z 199-201, 50 pLmin-!
RT: 4.49-5.10 RT: 1.02 - 3.31
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Slika 4.3-51 Extract ion hronogrami pirimetanila u spajkovanom ekstraktu kore Ajdareda (5,00 pgmL™?)
snimljeni sa varijacijama u protoku pufera i opsegu skeniranja; pikovi su autointegrisani (default parametri
integracije)
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Opseg m/z 197-500, 5 pLmin-! Opseg m/z 197-500, 25 pLmin'!

RT: 16.20-17.29 RT: 11.99-13.01
AA: 6001401 NL: AA: 4156518 NL:
100 SN: 1476 5.80_E5 100 SN: 407 5.20_E5
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o -7 225.00- o .7 225.00-
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46 48 5.0 52 15 20 2.5
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Slika 4.3-52 Extract ion hronogrami ciprodinila u spajkovanom ekstraktu kore Ajdareda (5,00 pgmL?) snimljeni
sa varijacijama u protoku pufera i opsegu skeniranja; pikovi su autointegrisani (default parametri integracije)

232



Opseg m/z 197-500, 5 pLmin-! Opseg m/z 197-500, 25 pLmin’!

RT: 16.19-16.93 RT: 12.00-13.00
AA: 10003485 NL: AA: 18845324 NL:
100 SN: 1056 1.14;E6 100 SN: 1074 2.35_E6
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Slika 4.3-53 Extract ion hronogrami trifloksistrobina u spajkovanom ekstraktu kore Ajdareda (5,00 pgmL™?)
snimljeni sa varijacijama u protoku pufera i opsegu skeniranja; pikovi su autointegrisani (default parametri
integracije)

Slika 4.3-54 prikazuje korelaciju izmedu odziva pesticida i njihovih koncentracija u ekstraktu
kore Ajdareda, sa parametrima kalibracionih pravi dobijenih linearnim fitovanjem, kada se
odziv pirimetanila 1 ciprodinila belezi u SIM rezimu, a odziv ostala tri pesticida u full scan
rezimu suzenog opsega. Osetljivost prema pirimetanilu je dvostruko ve¢a u SIM rezimu u
odnosu na full scan rezim, $to pokazuju nagibi prava pirimetanila u ova dva rezima (Slika 4.3-49
I Slika 4.3-54). Isto se moze zakljuciti i za ciprodinil. Pored toga korelacija odziva i
koncentracije ova dva pesticida u ekstraktu je poboljsana analizom u SIM rezimu. Suzenje
opsega skeniranja vodi vecoj osetljivosti prema boskalidu; nagibi prava se ne mogu porediti s
obzirom da korelacija izmedu odziva i koncentracije boskalida prakticno ne postoji, ali se
uodava da se odziv boskalida u standardima povecava sa ~6-7x10° (Slika 4.3-49) na ~7-
10x10°%, kada se opseg skeniranja suzi sa m/z 197-500 na m/z 340-450 (Slika 4.3-54). Osetljivost
prema bifentrinu i trifloksistrobinu je nepromenjena.

Tabela 4.3-14 prikazuje parametre kalibracionih krivi pesticida u optimizovanim rezimima
detekcije i sa optimizovanom brzinom protoka pufera.
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Slika 4.3-54 Korelacija izmedu odziva pesticida u ekstraktu
kore Ajdareda (EN15662 procedura sa korakom dSPE) kroz
opseg koncentracija 0,00 — 5,00 pugmL!; opseg skeniranja
m/z 199-201 (pirimetanil), m/z 225-227 (ciprodinil) i m/z
340-450 (boskalid, trifloksistrobin i bifentrin).
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Tabela 4.3-14 Parametri kalibracione krive u EN15662 ekstraktima kore Ajdareda, DeliSesa i Greni Smita, LC
protok pufera 50 uLmin! (linear fit; opseg 0,10 — 5,00 pgmL™?)

Parametar Pirimetanil* Ciprodinil* Boskalid** Trifloksistrobin**  Bifentrin**
Ajdared
Odsecak 1154946 227640 9211360 4642179 3712869
Nagib 4201395 6317467 273400 11629074 344929
Koeficijent korelacije 0,9905 0,9734 0,2418 0,9850 0,4272
Zlatni Delises
Odsecak 1903719 886999 9836216 5555620 4678864
Nagib 5755864 8097510 -429390 10833846 -67227
Koeficijent korelacije 0,9960 0,9990 0,1239 0,9932 0,0071
Greni Smit

Odsecak 1430023 1,283,996 6123383 5561301 1577453
Nagib 4457376 8793901 -444204 13371703 42420
Koeficijent korelacije 0,9764 0,9938 0,0891 0,9903 0,0309
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*Analiza u SIM rezimu (m/z 199-201; m/z 225-227)

** Analiza u full scan rezimu (m/z 340-450)

Linearnost. Metoda je linearna u testiranom opsegu koncentracija od 0,01 do 5,00 mgkg™ kore,
koji pokriva preko dva reda veli¢ine koncentracija. Koeficijenti korelacije se krecu od 0,9825

za ciprodinil u matriksu Zlatnog Delisesa do 0,9989 za trifloksistrobin u matriksu Ajdareda
(Tabela 4.3-15).

Tabela 4.3-15 Parametri linearnosti odziva pesticida u proceduralnim standardima sa opsegom koncentracije
0,01 — 5,00 mgkg™

Parametar Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin
Zlatni Delises
Nagib (x109) 2,12 2,34 4,72
Odsegak (x10°) 6,08 8,24 17,38
Koeficijent korelacije, R? 0,9887 0,9825 0,9896
Ajdared
Nagib (x10°) 3,08 2,85 5,12
Odsegak (x10°) 5,54 7,36 15,36
Koeficijent korelacije, R? 0,9923 0,9905 0,9989
Greni Smit

Nagib (x10°) 2,39 2,52 4,44
Odsecak (x10%) 6,57 8,91 18,29
Koeficijent korelacije, R? 0,9891 0,9857 0,9925

Tacnost i preciznost. Tacnost metode MET-LI-R za pirimetanil, ciprodinil i trifloksistrobin u
korama sve tri sorte jabuka je zadovoljavajuca (Tabela 4.3-16). Prinos ekstrakcije za koru
Zlatnog DeliSesa se kre¢e od 69 % za proceduralni standard trifloksistrobina koncentracije 5,00
mgkg? do 112 % za proceduralni standard ciprodinila iste koncentracije (Tabela 4.3-16).
Srednja tacnost metode za koru Zlatnog DeliSesa se krece od 74 % za pirimetanil do 92 % za
ciprodinil. Ponovljivost metode sa vrednoS¢u RSD<10% je zadovoljavaju¢a. Srednja
ponovljivost metode koja svedoci o eventualnoj promeni prinosa ekstrakcije sa koncentracijom
analita iznosi oko 20 %, odnosno ukazuje da odredeni stepen varijacije u prinosu postoji.

Prinos ekstrakcije za koru Ajdareda se kre¢e od 68 % za proceduralni standard pirimetanila
koncentracije 1,00 mgkg™ do 118 % za proceduralni standard trifloksistrobina koncentracije
5,00 mgkg™? (Tabela 4.3-16). Srednja ta¢nost metode za koru Ajdareda se kreée od 77 % za
pirimetanil do 98 % za ciprodinil. Ponovljivost metode sa vrednos¢u RSD < 9% je
zadovoljavajuca. Srednja ponovljivost metode za pirimetanil i ciprodinil iznosi oko 12 %,
odnosno ukazuje da ne postoji znacajniji stepen varijacije u prinosu, dok za trifloksistrobin
iznosi 26 % 1 svedoCi u konkretnom slucaju, o porastu prinosa ekstrakcije sa porastom
koncentracije ovog pesticida.

Prinos ekstrakcije za koru Greni Smita se kreée od 69 % za proceduralni standard
trifloksistrobina koncentracije 1,00 mgkg™? do 111 % za proceduralni standard ciprodinila
koncentracije 5,00 mgkg™ (Tabela 4.3-16). Srednja taénost metode za koru Greni Smita se kreée
od 73 % za trifloksistrobin do 98 % za ciprodinil. Ponovljivost metode sa vredno$¢u RSD<12%
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je zadovoljavajuéa. Srednja ponovljivost metode se krece od 6 do 23 %. Nesto veca varijacija
u prinosu sa promenom koncentracije analita se uoc¢ava za pirimetanil.

Tabela 4.3-16 Ta¢nost metode MET-LI-R za koru Zlatnog Delisesa, Ajdareda i Greni Smita

Pirimetanil Ciprodinil Trifloksistrobin
Koncentracija, mg kg* Zlatni DeliSes
0.20 Taénost, % 74,40 88,56 106,18
Ponovljivost, % 2,12 9,36 7,45
1.00 Taénost, % 107,25 76,51 81,54
Ponovljivost, % 3,46 9,50 4,48
5,00 Tacnost, % 83,12 112,83 69,73
Ponovljivost, % 8,36 5,55 8,01
Srednja tacnost, %* 74,40 92,63 85,82
Srednja ponovljivost, %** 19,28 19,97 21,67
Koncentracija, mg kg* Ajdared
0.20 Tacnost, % 79,00 109,69 74,05
Ponovljivost, % 6,63 7,08 8,56
1.00 Tacnost, % 68,25 98,95 80,93
Ponovljivost, % 5,25 5,00 4,38
5,00 Tacnost, % 85,58 86,13 118,50
Ponovljivost, % 7,72 3,28 4,05
Srednja tac¢nost, % 77,61 98,26 91,16
Srednja ponovljivost, % 11,27 12,00 26,25
Koncentracija, mg kg* Greni Smit
0.20 Tacnost, % 70,84 89,25 73,91
Ponovljivost, % 6,80 7,77 4,53
1.00 Tacnost, % 77,45 93,00 69,34
Ponovljivost, % 8,93 5,26 4,08
5,00 Taénost, % 107,55 111,56 78,00
Ponovljivost, % 4,44 11,56 8,97
Srednja ta¢nost, % 85,28 97,94 73,75
Srednja ponovljivost, % 22,95 12,20 5,87

*Suma tacnosti za 3 koncentracije podeljena sa brojem koncentracija

** Koeficijent varijacije taénosti za 3 koncentracije
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Granice detekcije i granice kvantifikacije metode sa najpovoljnijim parametrima. Granice
su procenjene analizom proceduralnih standarda pesticida 0,00 — 1,00 mgkg™? u SIM rezimu
(pirimetanil i ciprodinil) i suzenom full scan rezimu (trifloksistrobin) pri brzini protoka pufera
od 50 pLmin. Granice detekcije se kre¢u od 0,017 mg po kilogramu kore za ciprodinil u
matriksu Greni Smita, do 0,303 mg po kilogramu kore za trifloksistrobin u istom matriksu
(Tabela 4.3-17).

Tabela 4.3-17 Granice detekcije i kvantifikacije pesticida metode MET-LI-R u odabranim rezimima

Analit 1. Granica detekcije, mgkg™ 2. Granica kvantifikacije, mgkg™
kore kore
Greni Smit
Pirimetanil 0,120 0,364
Ciprodinil 0,017 0,052
Trifloksistrobin 0,303 0,917
Zlatni Delises
Pirimetanil 0,152 0,461
Ciprodinil 0,025 0,076
Trifloksistrobin 0,227 0,688
Ajdared

Pirimetanil 0,096 0,291
Ciprodinil 0,019 0,058
Trifloksistrobin 0,185 0,561

Analiza boskalida i bifentrina u kori svih testiranih sorti jabuka nije mogu¢a metodom MET-
LI-R. Ocigledno je da u prisustvu matriksa ovi joni podlezu interakcijama koje se odrazavaju
na zastupljenost pseudomolekulskih jona ovih pesticida i ¢ine kvantitativnu analizu prakti¢no
nemoguc¢om. Parametri metode MET-LI-R za pirimetanil, ciprodinil i trifloksistrobin su
najbolji kada se pirimetanil i ciprodinil analiziraju u SIM rezimu, dok je analiza trifloksistrobina
pouzdana u full scan rezimu bilo da se radi sa Sirim ili uzim opsegom skeniranja. Analiza ovog
pesticida je moguca i u QUEChERS ekstraktima koji nisu precis¢eni postupkom dSPE.

Ukoliko se pri analizi stavi akcenat na osetljivost, onda se analiza mora sastojati od dve injekcije
po uzorku, pri ¢emu se pri jednoj analiziraju pirimetanil i ciprodinil, a pri drugoj trifloksistrobin;
ukoliko to nije slucaj analiza se moze zavrSiti nakon jedne LOOP injekcije uz primenu scan
rezima koji opsegom pokriva sve analite.

4.4 lIspitivanja na instrumentalnoj konfiguraciji CONF-4

Poglavlje sadrzi rezultate ispitivanja performansi instrumentalne konfiguracije CONF-4 u
odnosu na targetirane pesticide i rezultate razvoja i primene metoda koje ukljucuju ovu
instrumentalnu konfiguraciju.
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4.4.1 Performanse instrumenta u odnosu na ispitivane analite

Karakterizacija analita. MS* analiza rastvora analita koncentracije 1,00 ugmL™* na APCI
proba, pokazuje da je ishod jonizacije isti kao i sa upotrebom ESI proba ili (Heated) ESI proba
(HESI), odnosno pokazuje da su glavni joni u spektru protonovani molekulski joni odnosno
adukti molekulskih jona sa odredenim katjonima.

U spektrima pirimetanila, ciprodinila, boskalida i trifloksistrobina uocavaju se protonovani
molekulski joni m/z 200,12; 226,13; 343,12 i 409,16 (Slika 4.4-1, Slika 4.4-2 i Slika 4.4-4). U
spektrima pirimetanila i ciprodinila se uocava jon veceg intenziteta m/z 214,08, za koji se
pretpostavlja da je primesni jon. Medutim, za jon m/z 371,12 koji je najveceg intenziteta u
spektru boskalida, se moze pretpostaviti da je adukt molekula boskalida, molekula azota i
protona (Slika 4.4-3). Ova pretpostavka izvesno je ispravna, ako se uzme u obzir drugacija
priroda APCI u odnosu na ESI jonizaciju.

U spektru bifentrina se uocava postojanje nekoliko adukata (Slika 4.4-5). Pretpostavka je da
jon m/z 440,18 predstavlja adukt bifentrina sa amonijum jonom, jon m/z 445,16 adukt sa jonom
natrijuma, jon m/z 461,16 adukt sa jonom kalijuma i jon m/z 477,24 adukt sa molekulom
metanola i jonom natrijuma.

Pyr_MeOH #55 RT: 1.84 AV: 1 NL: 3.84E6
T: + ¢ APCI Q1IMS [150.000-6'

100 214.08

80

60

40

ZOiZOO 1 215.08 226.13

il 20509 || 217.12 | 23110 53918 25113 257.21 271.23 27917  289.27 297.25
L R I L L L L L e R R
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290

m/z

Slika 4.4-1 Direct injection APCI MS? spektar rastvora pirimetanila koncentracije 1,00 ugmL-* u metanolu;
pozitivan jonizacioni rezim

Cyp_MeOH #54 RT: 1.81 AV: 1 NL: 4.05E6
T: + ¢ APCI Q1MS [150.000-6

100 214.09
80—
60
40~
20 21508 226.13
il | PS B | gsito 2724 arioe Zode a2
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

m/z

Slika 4.4-2 Direct injection APCI MS! spektar rastvora ciprodinila koncentracije 1,00 pgmL™ u metanolu;
pozitivan jonizacioni rezim
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Boscalid_MeOH #181 RT: 3.08 AV: 1 NL: 1.92E5
T: + ¢ APCI Q1MS [300.000-5

100 371.12
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20-| 303.33 45026 39L.32
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Slika 4.4-3 Direct injection APCI MS? spektar rastvora boskalida koncentracije 1,00 ugmL™ u metanolu;
pozitivan jonizacioni rezim

TFX_MeOH #78 RT: 2.66 AV:1 NL: 2.43E5
T: + ¢ APCI Q1MS [300.000-6
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Slika 4.4-4 Direct injection APCI MS* spektar rastvora trifloksistrobina koncentracije 1,00 pgmL-* u metanolu;
pozitivan jonizacioni rezim

Bifentrin_MeOH #117 RT: 1.96 AV: 1 NL: 1.01E4
T: + c APCI Q1MS [415.000-5

100, 445.16 461.16
] 447.15
80 440.18
] 463.24
60|
] 464.22 477.24
& 448.20
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Slika 4.4-5 Direct injection APCI MS? spektar rastvora bifentrina koncentracije 1,00 pgmL™* u metanolu;
pozitivan jonizacioni reZim
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MS? analiza pesticida na Heated ESI proba 1l (HESI 1) (Slika 4.4-6) pokazuje da analiti daju
iste jone kao i na ostalim tipovima ESI proba. MS? analiza pesticida na spektrometru Maseni
spektrometar TSQ Quantum Ultra (Thermo Electron Corporation, USA) koji se snabdeva
argonom kao kolizionim gasom, pokazuje da je fragmentacioni ishod odredenih analita nesto
drugaciji nego na spektrometrima poput Maseni spektrometar LCQ Advantage (Thermo
Finnigan, USA) i Maseni spektrometar LTQ XL/LTQ Orbitrap (Thermo Electron Corporation,
USA), koji kao kolizioni gas koriste helijum. Razlika se uoCava za fragmentaciju pirimetanila
I ciprodinila. Dok kolizijom sa helijumom kao najzastupljeniji fragmenti pirimetanila nastaju
joni m/z 107 i 183 (Slika 4.3-1, str.190), a ciprodinila joni m/z 210 i 185 (Slika 4.3-2, str.191),
prilikom kolizije sa argonom najzastupljeniji fragmenti pirimetanila su joni m/z 181 i 77 (Slika
4.4-7), a ciprodinila jon m/z 93 (Slika 4.4-8). Fragmentacija boskalida, trifloksistrobina i
bifentrina (Slika 4.4-9 - Slika 4.4-11) pretezno je ista za oba koliziona gasa, s tim §to se kod
fragmentisanja boskalida kolizijom sa argonom u maloj meri uocava i jon m/z 271, koga nema
u MS? spektru nakon kolizije sa helijumom, veé je glavni proizvod MS? fragmentacije (Slika
4.3-3, str.191).

MSn spektri #543 RT: 10.78 AV: 1 NL: 8.95E7
T: + ¢ ESI Q1MS [150.000-60(
100 226.16

80

60— 200.15
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Slika 4.4-6 Direct injection HESI 1l MS? spektar rastvora smese pet pesticida koncentracije 5,00 pgmL™ u
metanolu; pozitivan jonizacioni rezim

MSn spektri #104 RT: 2.00 AV: 1 NL: 8.17E6
T: + c ESI Full ms2 199.910@
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Slika 4.4-7 Direct injection HESI 11 MS? spektar pirimetanila koncentracije 5,00 pgmL™ u metanolu; pozitivan
jonizacioni rezim
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MSn spektri #214 RT: 4.14 AV: 1 NL: 2.48E7
T: + ¢ ESI Full ms2 225.950@
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Slika 4.4-8 Direct injection HESI 11 MS? spektar ciprodinila koncentracije 5,00 pgmL™ u metanolu; pozitivan
jonizacioni rezim

MSn spektri #352 RT: 6.78 AV: 1 NL: 3.38E6
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Slika 4.4-9 Direct injection HESI Il MS? spektar boskalida koncentracije 5,00 pgmL™ u metanolu; pozitivan
jonizacioni rezim

MSn spektri #434 RT: 8.39 AV: 1 NL: 1.03E7
T: + ¢ ESI Full ms2 409.195@
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Slika 4.4-10 Direct injection HESI 11 MS? spektar trifloksistrobina koncentracije 5,00 pgmL™* u metanolu;
pozitivan jonizacioni rezim
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MSn spektri #597 RT: 11.81 AV: 1 NL: 1.49E6
T: + ¢ ESI Full ms2 440.223@

100+, 181.06
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Slika 4.4-11 Direct injection HESI 1l MS? spektar bifentrina koncentracije 5,00 ugmL-* u metanolu; pozitivan
jonizacioni rezim

Parametri hromatografskog razdvajanja. Eluenti i gradijent sastava eluenata preuzeti su iz
metode 27 (Tabela 3.4-6, str.89) koja je razvijena na HPLC koloni 2 (Tabela 3.3-5, str.84) i
primenjeni su na HPLC kolonu 4 (Tabela 3.3-5, str.84). Uz smanjenje brzine protoka eluenata
sa 300 na 200 pL.min, a s ciljem rada pri optimalnim HPLC pritiscima, postignuto je uspesno
razdvajanje analita na HPLC koloni 4 (Slika 4.4-12).

RT: 0.00 - 24.97
£ NL: 5.07E7
100 £ 1841
] < m/z=
7 o 199.00-201.00+
80 2 225.00-227.00+
. = 342.00-344.00+
60— S = 408.00-410.00+
] Pirimetanil Ciprodinil 439.00-441.00 MS
] 13.42 5,00_FS
404 9.21
] Boskalid B';i”érl'”
20 15.15 ;
4 173 519 6.97 7.78
O T \ 1T \ 1T \ 1T \ | \ | \ | \ 1T \ 1T \ 1T \ | \ | \ T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Time (min)

Slika 4.4-12 Extract ion hromatogram rastvora smese pesticida koncentracije 5,00 pgmL™ u metanolu nakon
prolaska analita kroz HPLC kolonu 4

Optimizacija parametara za MS" analize. Finalni parametri SRM analize prikazani su u
Tabela 4.4-1. Za razliku od SRM analize pirimetanila i ciprodinila naMaseni spektrometar LTQ
XL/LTQ Orbitrap (Thermo Electron Corporation, USA), koja ukljucuje tranzicije 200 — 183
(107), SRM analiza ovih pesticida na Maseni spektrometar TSQ Quantum Ultra (Thermo
Electron Corporation, USA) ukljucuje tranzicije 200 — 181 (77). Tranzicije za ostale analite
su iste na oba instrumenta. Rezultat autooptimizacije kolizione energije, prikazan je na slici
Slika 4.4-13 na primeru pirimetanila.
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Tabela 4.4-1 Optimizovani parametri SRM tranzicija pesticida

Parametri Pirimetanil ~ Ciprodinil  Boskalid  Trifloksistrobin  Bifentrin
Kvalifikacioni prelaz 200—77 226—210 343—140 409—206 440—166
Kvantifikacioni prelaz 200—181 226—93 343307 409—186 440—181
Koliziona energija, % 36 33 20 19 15
Tube lens voltaza, V 120 120 166 140 140

Pritisak kolizionog gasa, mmTor 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50
Sirina izolacije parent jona, m/z 1 1 1 1 1
Vreme skeniranja, s 1 1 1 1 1

Instrumentalna osetljivost sa ESI i APCI nadinom jonizacije. Osetljivost prema analitima
je znacajno veca kada se koristi ESI tip jonizacije (Tabela 4.4-2). Osetljivost prema pirimetanilu
je oko 20 puta veca, pream ciprodinilu oko 40 puta, a prema trifloksistrobinu 100 puta veca pri
ESI nego pri APCI jonizaciji. Osetljivost prema boskalidu i bifentrinu pri APCI jonizaciji u
datom koncentracionom opsegu nije bilo moguée proceniti, jer se sigmali ovih pesticida ne
detektuju, zbog nisko efikasne jonizacije.

Tabela 4.4-2 Osetljivost prema pesticidima u rastvaratu u opsegu koncentracija 0,10 — 5,00 pugmL? sa
upotrebom razli¢itih vrsta jonskih izvora

Pirimetanil ~ Ciprodinil ~ Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
Vrsta jonizacije: ESI

Osetljivost (nagib krive), x108 62,35 79,57 5,66 73,00 5,50
Vrsta jonizacije: APCI
Osetljivost (nagib krive), x108 3,04 2,27 n.d. 0,76 n.d.

n.d. — nije detektovan

F ; Breskdown Qurve of lon 2001 miz
Instrumentalna osetljivost sa ESI i HESI rtersity. 917 Ty —

nafinom jonizacije. Osetljivost prema = Rese1smior 1811z BV
pirimetanilu 1 ciprodinilu je prakti¢no ista u
ESI 1 HESI rezimu sa temperaturom

isparivaca 200 °C; osetljivost se malo o
povecava kada se nacin jonizacije promeni sa 2>
ESI na HESI sa temperaturom isparivaca 350 % 60_|
°C (Tabela 4.4-3). Procenat povecanja nagiba g ]
iznosi 13 % (pirimetanil) i 29 % (ciprodinil). g o

Osetljivost prema boskalidu progresivno raste ]
pri primeni HESI jonizacije; osetljivost je 20|
veca za oko 50 % (HESI, 200 °C) i 200 %
(HESI, 350 °C). Sli¢no se moze zakljuciti za

osetljivost prema trifloksistrobinu, gde se, pri 5 0 5 0 & @
promeni rezima sa ESI na HESI (200 °C) @llisionEnergy (V)

osetljivost povecava za oko 65 %, a sa ESIna  gjika 4.4-13 Rezultat autooptimizacije kolizione energije
HESI (350 °C) za 200 %. pri fragmentaciji pirimetanila na instrumentu sa

trosktrukim kvadrupolom kao analizatorom
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Nagib krive bifentrina je odreden u opsegu koncentracija 1,00 — 5,00 pgmL™, jer se pri HESI
uslovima jonizacije u standardima manjih koncentracija pik bifentrina ne uocava, odnosno
odziv jona m/z 440 na datom retencionom vremenu je blizak odzivu Suma. Poredenje
osetljivosti u suzenom opsegu, pokazuje da zagrevanje elektrospreja dovodi do smanjenja
odziva bifentrina koji proizvodi adukt m/z 440; osetljivost se kroz opseg koncentracija smanjuje
za oko 21 % pri zagrevanju spreja na 200 °C i za 35 % pri zagrevanju spreja na 350 °C (Tabela
4.4-3).

Tabela 4.4-3 Osetljivost prema pesticidima u rastvaratu u opsegu koncentracija 0,10 — 5,00 pgmL? pri razli¢itim
temperaturama zagrevanja elektrospreja

Pirimetanil ~ Ciprodinil ~ Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
Uslovi pri jonizaciji: ESI; Vaporizer Temp. =0 °C

Osetljivost (nagib krive), x10° 1,076 0,856 0,067 0,327 0,014
Uslovi pri jonizaciji: HESI; Vaporizer Temp. =200 °C

Osetljivost (nagib krive), x10° 1,039 0,942 0,119 0,547 0,011
Uslovi pri jonizaciji: HESI; Vaporizer Temp. =350 °C

Osetljivost (nagib krive), x10° 1,221 1,104 0,212 0,980 0,009

Slika 4.4-14 ilustruje degradaciju hromatogramskog signala bifentrina (retenciono vreme
19,83-20,10 min), koji proizvodi rastvor bifentrina koncentracije 1,00 pgmL™ pri porastu
temperature zagrevanja elektrospreja.
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RT: 0.00 -24.98
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Slika 4.4-14 Extract ion hromatogrami standarda bifentrina (m/z 440) koncentracije 1,00 ugmL™ u ESI rezimu
(temp. isparivaca 0 °C) i HESI rezimu jonizacije sa temperaturama ispariva¢a 200 °C i 350 °C.

Instrumentalna osetljivost, granice detekcije i

granice kvantifikacije u razli¢itim rezimima e Full scan e SIM
rada analizatora. Sistematizovane vrednosti 2.7

granica detekcije i granica kvantifikacije pesticida i e S
se nalaze u tabeli 4.4-4. Granice detekcije ; e Full scan _ X )
pirimetanila se kre¢u od 0,005 pgmL™ u SRM do § 8.E+06 : T
0,009 pgmL™* u full scan rezimu rada. Osetljivost &, ., Ly 1Esosx 145403
prema pirimetanilu je najveca u full scan odnosno E P R® =Sf|’£38?

SIM rezimu, dok je osetljivost u SRM rezimu oko 0.E+00 @

. 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10
10 puta niza od prethodne dve. - i
Koncentracija standarda, pgmL?

Granice detekcije ciprodinila se kre¢u od 0,004

ugmL™? u SRM rezimu rada do 0,014 ugmL? u SRM
SIM rezimu rada. Osetljivost prema ciprodinilu je | 2.E+06

najveca u full scan odnosno SIM rezimu rada, dok -g Vo i{i{);;;im .‘
je osetljivost u SRM rezimu oko 6 puta niza od ¢ LE+06
prethodne dve (Slika 4.4-16). g =

Slika 4.4-15 Promena odzi\;a pirimetanila sa

Granice detekcije boskalida kroz razlicite rezime koncentracijom u MS reimima razlicite

su medusobno uporedive i iznose oko 0,020 o - selektivnosti

ugmL. Osetljivost je najvec¢a u full scan odnosno 0.00 002 004 006 008 0.10
SIM rezimu, ali je osetljivost u SRM rezimu Koncentracija standarda, pgmL?

svega upola niza (Slika 4.4-17); najbolja
diskriminacija niskih koncentracija (0,00 — 0,04 pgmL™) se uo¢ava za SRM rezim.

Granice detekcije trifloksistrobina se kreéu od 0,015 pugmL™* u SRM rezimu do 0,038 pgmL™*
u full scan rezimu rada. Osetljivost prema trifloksistrobinu je uporediva medu rezimima (Slika
4.4-18).

Granice detekcije bifentrina u SIM rezimu je najniza procenjena i iznosi 0,021 pgmL™; granica
detekcije se kreée do 0,627 ugmL™ u SRM rezimu. Pri niskim koncentracijama (0,00 — 0,10
ugmL™) najbolja diskriminacija odziva koji proizvode ove koncentracije analita postoji u SIM
rezimu, dok je u full scan i SRM rezimima ona slaba (Slika 4.4-19). U SRM rezimu dobra
diskriminacija se javlja pocevsi od priblizno 0,50 pgmL™, a u full scan rezimu podevsi od 0,10
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ugmL™. Moguéi razlog za relativno stalan odziv bifentrina sa promenom koncentracije je
trosenje molekula bifentrina na formiranje adukata sa nekim drugim jonima, a ne samo sa
amonijum jonom.

Tabela 4.4-4 Instrumentalne granice detekcije i granice kvantifikacije u MS reZimima razlidite selektivnosti

Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
Full scan rezim
LOD 0,009 0,013 0,021 0,038 0,049
LOQ 0,029 0,042 0,070 0,125 0,165
SIM rezim
LOD 0,008 0,014 0,028 0,025 0,021
LOQ 0,027 0,046 0,093 0,082 0,071
SRM rezim
LOD 0,005 0,004 0,025 0,015 0,627
LOQ 0,016 0,014 0,082 0,051 2,091
e Full scan o SIM @ Fullscan o SIM
2.E+07 . 3.E+06
= y = 2E+08x + 502909 oy y = 2E+07x + 203423
=] 3 ’ ‘E 2_ ’
S 2.E+07 R?=0.9723 0. . R?=0.9285 e |
o Full scan e o 2B Full scan O
@ 1.E+07 e § I 0 -
2 8 E+06 e = 1 406
S ' y = 2E+08x - 347219 g~ e Y 2E407X - 74668
E 4. E+06 .: s RZ= 0.9682 4% _'. I R2=0.8798
N 0.E+00 ¢ SIM N 0.E+00 ® SIM
0.00 002 0.04 006 008 0.10 0.0 o002 0.04 006 0.08 010
Koncentracija standarda, pgmL! Koncentracija standarda, pgmL*
SRM SRM
_ AE+06 _ LE+06
:E- y= 3E:0?x -120729 .. E 1106 | V= 1{5420{?]265835
: 3.E+06 R*=0.9967 pe : 1 E+06 =0. ° o ®
173 17
2 2.E+06 o g BB
2 8, 6.E+05
5 9eros o S aE05 et
E . E 2.E+05 .._..‘5"
0.6400 @@ 0.E+00 @
000 002 004 006 0.08 0.10 000 002 0.04 006 0.08 0.10
Koncentracija standarda, pgmL™1 Koncentracija standarda, pgmL1
Slika 4.4-16 Promena odziva ciprodinila u MS reZimima Slika 4.4-17 Promena odziva boskalida u MS
razliCite selektivnosti rezimima razli¢ite selektivnosti
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Koncentracija standarda, pgmL™* Koncentracija standarda, pgmlL?
Slika 4.4-18 Promena odziva trifloksistrobina u MS Slika 4.4-19 Promena odziva bifentrina u MS
rezimima razliite selektivnosti rezimima razliite selektivnosti

4.4.2 Rezultati razvoja metode MET-LC-R2

Osetljivost u ekstraktima kore sa ESI i HESI na¢inom jonizacije. Osetljivost prema
pirimetanilu i ciprodinilu blago raste, kada se nacin jonizacije promeni sa ESI na HESI.
Procenat povecanja osetljivosti pri promeni temperature zagrevanja elektrospreja na 350 °C
iznosi 18 % (pirimetanil) i 28 % (ciprodinil).

Osetljivost prema boskalidu i trifloksistrobinu znacajnije raste pri primeni HESI nacina
jonizacije; pri temperaturi od 200 °C osetljivost u odnosu na osetljivost pri ESI jonizaciji raste
za 51 % (boskalid) i za 49 % (trifloksistrobin), a pri temperaturi od 350 °C za 72 % (boskalid)
I za 63 % (trifloksistrobin).

Osetljivost prema bifentrinu za ESI uslove jonizacije je procenjena za opseg koncentracija 1,00
— 5,00 ugmL?, zbog degradacije signala pesticida pri zagrevanju elektrospreja; osetljivost za
HESI uslove jonizacije kada je temperatura zagrevanja elektrospreja 350 °C nije moguce
proceniti, jer se kroz Citav ospeg koncentracija ne moze identifikovati pik bifentrina.
Pretpostavka je da udruzeni negativan efekat matriksa i HESI uslova jonizacije dovode do
znacajne supresije odziva bifentrina.
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Tabela 4.4-5 Osetljivost u acetonitrilnom ekstraktu kore Greni Smita u opsegu koncentracija 0,10 — 5,00 pgmL™*
pri razli¢itim temperaturama zagrevanja elektrospreja

Pirimetanil Ciprodinil Boskalid  Trifloksistrobin  Bifentrin
Uslovi pri jonizaciji: ESI; Vaporizer Temp. =0 °C
Osetljivost (nagib krive), x10° 0,801 0,634 0,052 0,222 0,006
Uslovi pri jonizaciji: HESI; Vaporizer Temp. =200 °C
Osetljivost (nagib krive), x10° 0,893 0,771 0,107 0,437 0,010
Uslovi pri jonizaciji: HESI; Vaporizer Temp. = 350 °C
Osetljivost (nagib krive), x10° 0,975 0,881 0,189 0,595 n.a.

Osetljivost u ekstraktima kore sa APCI i ESI nacinom jonizacije. Osetljivost prema
analitima je znacajno veca kada se koristi ESI tip jonizacije (Tabela 4.4-6). Osetljivost prema
pirimetanilu je oko 20 puta veéa, prema ciprodinilu oko 40 puta, a prema trifloksistrobinu oko
50 puta veca pri ESI nego pri APCI jonizaciji. Osetljivost prema boskalidu i bifentrinu pri APCI
jonizaciji u datom koncentracionom opsegu nije bilo moguce proceniti, jer se sigmali ovih
pesticida ne detektuju, zbog nisko efikasne jonizacije.

Tabela 4.4-6 Osetljivost u acetonitrilnom ekstraktu kore Greni Smita u opsegu koncentracija 0,10 — 5,00 pgmL*
sa upotrebom razli¢itih vrsta jonskih izvora

Pirimetanil ~ Ciprodinil  Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
ESI jonizacija

Osetljivost (nagib krive), x108 67,67 88,50 6,15 79,19 5,35
APCI jonizacija
Osetljivost (nagib krive), x10° 2,86 1,93 n.d. 1,60 n.d.

n.d. — nije detektovan
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4.4.2.1 Rezultati ispitivanja parametara validacije

Selektivnost. Slika 4.4-20 i Slika 4.4-21 prikazuju SRM hromatograme blank acetonitrilnih
ekstrakata kore Zlatnog DeliSesa, Ajdareda i Greni Smita. Poredenjem sa spajkovanim
ekstraktom kore Zlatnog Delisesa (Slika 4.4-20, donji hromatogram) moze se zakljuciti da je
razvijena metoda selektivna, odnosno da se ne uocavaju interferencije sa signalima analita.
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Slika 4.4-20 Hromatogrami acetonitrilnih ekstrakata kore Zlatnog DeliSesa U SRM rezimu: bez dodatih pesticida
— blank (gornji hromatogram) i standard u matriksu - 1,00 pgmL™* (donji hromatogram)
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RT: 0.00 - 24.94
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Slika 4.4-21 SRM hromatogrami blank acetonitrilnih ekstrakata kore Ajdareda (gornji hromatogram) i Greni
Smita (donji hromatogram)

Odzivi u ekstraktima kore i matriks efekat. Razlika u osetljivosti prema analitima u matriksu
Zlatnog Delisesa prati trend trifloksistrobin > ciprodinil > boskalid > bifentrin > pirimetanil
(Tabela 4.4-7). Koeficijenti korelacije kalibracione krive u ovom matriksu kre¢u se od 0,9904
do 1,0000. U matriksu Greni Smita trend je skoro identi¢an, sa razlikom u nesto vecoj
osetljivosti prema pirimetanilu u odnosu na bifentrin; koeficijenti korelacije se kre¢u od 0,9863
do 0,9985. U matriksu Ajdareda razlika u osetljivosti prema analitima je drugacija; najveca
osetljivost je uocena za trifloksistrobin, a prate ga ciprodinil, bifentrin, boskalid i pirimetanil.
Koeficijenti korelacije se kre¢u od 0,9932 do 0,9990.

Tabela 4.4-7 Parametri kalibracionih kriva pesticida (0,10 — 5,00 ugmL-?) u SRM rezimu u acetonitrilu i
acetonitrilnim ekstraktima kore Zlatnog DeliSesa, Greni Smita i Ajdareda

Parametri krive Pirimetanil Ciprodinil Boskalid  Trifloksistrobin Bifentrin
Acetonitril
Nagib 16830500 43395385 26859038 120245082 34189895
Odsecak 1725134 5732745 -1390126 116760888 32184579
Koeficijent korelacije 0,9974 0,9946 0,9997 0,9933 0,9777
Zlatni DeliSes
Nagib 13931503 45316873 31369606 129819193 18627802
Odsecak 1379408 5171216 569572 96381732 15227341
Koeficijent korelacije 0,9992 0,9983 1,0000 0,9971 0,9904
Greni Smit
Nagib 9211069 58535877 20854007 108438600 8411247
Odsecak 922069 8107089 360221 85507411 6675112
Koeficijent korelacije 0,9899 0,9912 0,9903 0,9985 0,9863
Ajdared
Nagib 8455016 38945100 19845996 100685440 27521551
Odsec¢ak 851064 4455588 354221 73744175 23477080
Koeficijent korelacije 0,9982 0,9988 0,9955 0,9990 0,9932
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Razlike u osetljivosti prema
analitima poticu od matriks

mAjdared @ Greni Smit @ Zlatni DeliSes

efekta razliCitog intenziteta. U Bifentrin —
acetonitrilnim ekstraktima kore, o —E

N . . . . Trifloksistrobin
uocen je pretezno negativan 1 ™
pretezno srednje izrazen matriks Boskalid :

. . m——
efekat. U kori Zlatnog Delisesa o ———
. > Ciprodinil 2_—_|

matriks efekat se krece od oko
4 % za pirimetanil do -45 % za Pirimetanil
bifentrin. U kori Greni Smita J100 -80 60 40 20 0 20 40

matriks efekat je negativan i
krece se od -10 % za
trifloksistrobin do -76% za Slika 4.4-22 Matriks efekat u acetonitrilnim ekstraktima kore Zlatnog
bifentrin. U kori Ajdareda Delisesa, Ajdareda i Greni Smita analiziranih na instrumentu sa

' konfiguracijom 4

Matriks efekat, %

matriks efekat je takode
negativan; najizrazeniji matriks efekat je uocen za pirimetanil i iznosi -48 %; najmanje izrazen
matriks efekat je uocen za ciprodinil i iznosi -10 %. Analiti ¢iji je odziv znacajnije izmenjen u
acetonitrilnim ekstraktima kore (ME>50 %) su pirimetanil i bifentrin, dok se za ostale analite
matriks efekat moze zanemariti (Slika 4.4-22).

Linearnost. U okviru testiranog analitickog opsega koji obuhvata tri reda veliCine
koncentracija (0,005 — 5,00 mgkg™), najsiri neprekidni linearni opseg metode MET-LC-R2 u
matriksu Ajdareda utvrden je za pirimetanil i obuhvata raspon koncentracija od 0,005 do 1,00
mgkg?. Za boskalid i bifentrin analiticki opseg je podeljen u dva linearna podopsega, Koji
obuhvataju oblast nizih i visih koncentracija (Tabela 4.4-8). Za trifloksistrobin je utvrdena
linearnost metode u opsegu od 0,010 do 0,25 mgkg™. Najsiri neprekidni linearni opseg metode
MET-LC-R2 u matriksu Zlatnog DeliSesa utvrden je za pirimetanil sa rasponom koncentracija
od 0,010 do 2,50 mgkg™ i za boskalid sa rasponom koncentracija od 0,020 do 5,00 mgkg™. Za
ciprodinil, trifloksistrobin i bifentrin, analiticki opseg je podeljen u dva podopsega koji
obuhvataju oblast visih i nizih koncentracija (Tabela 4.4-8). Za analite u matriksu Greni Smita,
analitiki opseg je podeljen u dva podopsega koji obuhvataju oblast niZih i viSih koncentracija.
Sumarno, najsiri linearni opseg u matriksu Greni Smita utvrden je za pirimetanil (0,005 — 2,50
mgkg™) i za boskalid (0,010 — 5,00 mgkg™) (Tabela 4.4-8).

Tabela 4.4-8 Parametri linearne regersije i linearni analiti¢ki opseg metode MET-LC-R2 u kori Ajdareda,
Zlatnog Delisesa i Greni Smita

Analit Opseg, mgkg™  Broj standarda Nagib Odsecak  Koeficijent korelacije
Ajdared

Pirimetanil 0,005 - 1,00 9 25343006 168513 0,9990
Ciprodinil 0,005 - 0,50 8 38862888 36744 0,9991
Boskalid 0,01-0,10 5 13180303 303245 0,9873
0,10-2,50 5 22291639 -525482 1,0000
Trifloksistrobin 0,01-0,25 6 172216955 59158565 0,9949
Bifentrin 0,025 -1,00 6 25623632 14424904 0,9968
0,10-2,50 5 21307183 16404709 0,9955
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Zlatni DeliSes

Pirimetanil 0,01-2,50 10 28990865 185028 0,9987
Ciprodinil 0,01-0,10 6 35181264 -105608 0,9946
0,10-2,50 5 26595198 840758 0,9984
Boskalid 0,02 -5,00 9 18705612 94102 0,9998
Trifloksistrobin 0,01-0,10 6 504975698 17108212 0,9877
0,10-5,00 7 84420256 61901324 0,9800
Bifentrin 0,01-0,10 5 57227612 1987400 0,9919
0,10-2,50 5 17630817 7501442 0,9857

Greni Smit
Pirimetanil 0,005 -0,25 7 24804430 33668 0,9992
0,10-2,50 5 19210056 1714960 0,9979
Ciprodinil 0,005 - 0,075 5 35982071 36086 0,9987
0,075-1,00 5 35700657 967493 0,9952
Boskalid 0,01-0,075 5 8714520 9025460 0,9898
0,10-5,00 6 17615878 4620244 0,9996
Trifloksistrobin 0,01-0,25 6 170351889 63492392 0,9920
0,10-2,50 5 184894908 55008196 0,9937
Bifentrin 0,005 - 0,075 5 83469740 10595484 0,9445
0,05-1,00 6 22950862 14501857 0,9856

Tacnost i preciznost. Ta¢nost metode MET-LC-R2, izrazena kao prinos analita, U matriksu
Zlatnog delidesa kreée se od 62 % za koncentraciju bifentrina 5,00 mgkg™ do 94 % za
koncentraciju trifloksistrobina 1,00 mgkg™ (Tabela 4.4-9). Srednja ta¢nost metode kreée se od
72 % za bifentrin do 86 % za trifloksistrobin. Preciznost metode je dobra i krec¢e se od 2 do 7 %.
Srednja preciznost metode koja svedo¢i o eventualnoj varijaciji prinosa ekstrakcije sa
koncentracijom analita je zadovoljavajuca za sve analite i krece se od 3 do 14 %, $to prakti¢no
znaci da koncentracija analita ne utie na prinos ekstrakcije.

Tacnost metode MET-LC-R2, izraZena kao prinos analita, u matriksu Ajdareda krece se od 49%
za koncentraciju bifentrina 0,10 mgkg™ do 98 % za koncentraciju pirimetanila 1,00 mgkg™
(Tabela 4.4-9). Srednja tacnost metode krece se od 54 % za bifentrin do 88 % za boskalid.
Preciznost metode je dobra i krece se od 1 do 15 %. Srednja preciznost metode koja svedoci o
eventualnoj varijaciji prinosa ekstrakcije sa koncentracijom analita je zadovoljavajuca za
vecinu analita i krece se od 9 do 23 %.

Tacnost metode MET-LC-R2, izraZzena kao prinos analita, u matriksu Greni Smita kreée se od
52 % za koncentraciju boskalida i trifloksistrobina 1,00 mgkg™ do 93 % za koncentraciju
bifentrina 0,10 mgkg™? (Tabela 4.4-9). Srednja taénost metode iznosi 64-65 % za pirimetanil,
ciprodinil, trifloksistrobin i boskalid, i 87 % za bifentrin. Preciznost metode je dobra i krece se
od 1,55 do 12,15 %. Srednja preciznost metode koja svedo€i o eventualnoj varijaciji prinosa
ekstrakcije sa koncentracijom analita je zadovoljavajuca za veéinu analita i kre¢e se od 8 do
20 %.

Poredenje srednje ta¢nosti metode za razlicite sorte, zakljucuje se da nema znacajne razlike u
prinosu ekstrakcije sa promenom matriksa. Srednja ta¢nost metode je najmanje ujednacena za
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bifentrin, jer se kre¢e od 54 % za koru Ajdareda do 87 % za koru Greni Smita. Tacnost metode
MET-LC-R2 je prihvatljiva prema definisanim kriterijumima SANTE direktive za validaciju.

Tabela 4.4-9 Ta¢nost metode MET-LC-R2 za koru Zlatnog DeliSesa, Ajdareda i Greni Smita

Pirimetanil ~ Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin  Bifentrin
Koncentracija, mg kg* Zlatni DeliSes
0.10 Tacnost, % 80,37 82,91 84,87 87,46 82,67
Ponovljivost, % 1,97 13,35 19,64 0,45 2,53
1.00 Tacnost, % 78,56 84,08 72,62 94,50 71,54
Ponovljivost, % 3,50 0,30 0,58 1,50 2,08
5,00 Tacnost, % 67,12 71,20 69,34 77,35 62,36
Ponovljivost, % 2,82 7,44 3,78 2,04 4,55
Srednja tanost, %* 75,35 79,40 75,61 86,44 72,19
Srednja ponovljivost, %** 9,53 8,97 10,83 9,97 14,09
Koncentracija, mg kg* Ajdared
0.10 Tacnost, % 68,14 78,00 78,66 71,22 49,00
Ponovljivost, % 1,05 2,18 15,06 4,37 12,55
1.00 Tacnost, % 98,79 89,21 89,85 76,50 55,75
Ponovljivost, % 6,93 2,56 7,58 10,24 6,69
5,00 Tacnost, % 67,13 65,52 95,20 72,80 58,43
Ponovljivost, % 5,08 7,75 3,05 1,45 2,03
Srednja tacnost, % 78,02 77,58 87,90 73,51 54,39
Srednja ponovljivost, % 23,06 15,28 9,60 3,69 8,93
Koncentracija, mg kg* Greni Smit
0.10 Tacnost, % 65,25 72,44 65,66 75,48 93,00
Ponovljivost, % 2,54 5,63 8,52 9,35 8,22
1.00 Tacnost, % 69,57 58,45 52,12 52,45 78,45
Ponovljivost, % 10,05 4,88 5,21 512 1,55
5,00 Tacnost, % 58,92 62,36 78,31 65,43 89,81
Ponovljivost, % 2,01 3,87 2,36 6,16 12,15
Srednja tacnost, % 64,58 64,42 65,36 64,45 87,09
Srednja ponovljivost, % 8,29 11,21 20,04 17,91 8,78

*Suma tacnosti za 3 koncentracije podeljena sa brojem koncentracija
** Koeficijent varijacije taénosti za 3 koncentracije
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Granice detekcije i kvantifikacije. Granice detekcije i granice kvantifikacije metode MET-
LC-R2 su prikazane u tabeli 4.4-10. Granice detekcije pirimetanila kreéu se od 0,002 mgkg™
za matriks Greni Smita do 0,008 mgkg™? za matriks Ajdareda i Zlatnog Delisesa. Granice
detekcije ciprodinila kreéu se od 0,003 mgkg™ za matriks Greni Smita do 0,008 mgkg™? za
matriks Zlatnog Delisesa. Granice detekcije boskalida su ujednacene kroz sva tri matriksa i
kre¢u se od 0,007 do 0,009 mgkg™. Granice detekcije trifloksistrobina su vise u odnosu na
pirimetanil, ciprodinil i boskalid kre¢u se od 0,012 mgkg™ za matriks Ajdareda do 0,021 mgkg"
! za matriks Greni Smita. Granice detekcije bifentrina su vise u odnosu na granice detekcije
ostalih analita i kre¢u se od 0,014 mgkg™ za matriks Greni Smita do 0,039 mgkg™ za matriks
Ajdareda.

Tabela 4.4-10 Granice detekcije i granice kvantifikacije metode MET-LC-R2 (mgkg™)

Pirimetanil Ciprodinil Boskalid Trifloksistrobin Bifentrin
Ajdared
LOD 0,008 0,005 0,007 0,012 0,039
LOQ 0,024 0,015 0,021 0,036 0,12
Zlatni DeliSes
LOD 0,008 0,008 0,008 0,013 0,025
LOQ 0,024 0,024 0,024 0,039 0,075
Greni Smit
LOD 0,002 0,003 0,009 0,021 0,014
LOQ 0,006 0,009 0,027 0,063 0,042
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5 DISKUSIJA



5.1 Hemijsko-tehni¢ki aspekt razvijenih metoda

Razvijeno je ukupno 7 metoda, koje se razlikuju u proceduri pripreme uzoraka i instrumentalnoj
tehnici analize (Tabela 5.1-1). Od 7 metoda, kod 4 metode je razvijena nova priprema uzorka,
a kod 3 metode priprema uzorka uklju¢uje QUEChERS varijante.

Metode MET-GC-R i MET-GC-Q ukljucuju zasnivaju se na analizi uzoraka instrumentalnom
tehnikom gasne hromatografije kuplovane sa masenom spektrometrijom, a razlikuju se u
proceduri pripreme uzoraka. Metoda MET-GC-Q implementira acetatnu verziju QUEChERS
procedure za pripremu uzoraka, dok se metoda MET-GC-R zasniva na te¢no-¢vrsto ekstrakciji
kore heksanom i sukcesivnoj izmeni heksanskog ekstrakta u metanolni ekstrakt metodom
uparavanja do suva i rekonstitucije suvog ostatka u metanolu. S obzirom da se heksanom iz
kore pretezno ekstraktuju voskovi i ostala jedinjenja nepolarne prirode, ovaj postupak
omogucava njihovo uklanjanje iz finalnog ekstrakta, a time i zastitu analitickog instrumenta,
prevashodno inleta i kolone gasnog hromatografa. Uzorci pripremljeni prema procedurama
obeju metoda su analizirani u SIM rezimu masenog spektrometra u trajanju od 15,50 minuta.

Metode MET-LC-R1, MET-LC-Q i MET-LC-R2 zasnivaju se na analizi uzoraka
instrumentalnom tehnikom te¢ne hromatografije kuplovane sa masenom spektrometrijom.
Metode MET-LC-R1 i MET-LC-Q se razlikuju u proceduri pripreme uzoraka, dok se metode
MET-LC-R1 i MET-LC-R2 razlikuju u tipu masene detekcije, odnosno implementiraju masene
spektrometre razlic¢itih karakteristika i performansi (Tabela 5.1-1). Metoda MET-LC-Q
implementira citratnu verziju QUEChERS procedure za pripremu uzoraka, dok se metode MET-
LC-R1 i MET-LC-R2 zasnivaju na te¢no-¢vrsto ekstrakciji kore acetonitrilom. U postupku
razvoja metode MET-LC-R1 uporedene su karakteristike metanola i acetonitrila kao
ekstrakcionog sredstva, pri ¢emu se je acetonitril pokazao kao bolje ekstrakciono sredstvo, jer
rezultuje ve¢im prinosom analita. Posledi¢no, acetonitril je kao ekstrakciono sredstvo uvrsten
u postupak prireme uzorka u metodi MET-LC-R2, bez prethodnog uporedivanja sa ostalim
rastvara¢ima. Uzorci pripremljeni prema procedurama sve tri metode su analizirani u SRM i
CRM rezimima masenih spektrometara u trajanju od 25 min.
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Metode MET-DI-R i MET-LI-R medusobno se razlikuju u proceduri pripreme uzorka i nacinu
injekcije uzorka. U odnosu na ostale metode, pored pripreme i na¢ina injekcije uzorka, metode
se razlikuju po tome $to ne obuhvataju hromatografsko razdvajanje analita pre ulaska u maseni
spektrometar. Metode ukljucuju direktno ubrizgavanje uzorka u maseni spektrometar, putem
Spric pumpe masenog spektrometra (metoda MET-DI-R) ili direktno ubrizgavanje uzorka u
maseni spektrometar putem LOOP sistema masenog spektrometra (metoda MET-LI-R),
odnosno ubrizgavanje unapred definisane zapremine uzorka (odredene zapreminom petlje) u
struju mobilne faze koja se krece prema jonskom izvoru masenog spektrometra. S obzirom na
prirodu unoSenja uzorka metoda sa direktnim ubrizgavanjem bi trebalo da pokaze vecu
osetljivost i nize granice detekcije od metode sa LOOP ubrizgavanjem.

S obzirom da metoda sa direktnim ubrizgavanjem uzorka podrazumeva unos uzorka u vecoj
zapremini i duZem trajanju u maseni spektrometar, procedura pripreme uzorka za analizu mora
rezultovati krajnjim ekstraktom zadovoljavajuce cistoce, kako bi se sprecila akumulacija
koekstrakata iz kore jabuka u jonskom izvoru i posledi¢ni Stetni efekti. |1z tog razloga procedura
pripreme uzorka u okviru metode MET-DI-R ukljuéuje ekstrakciju analita iz kore vodom,
sukcesivnu ekstrakciju analita iz vodenog ekstrakta heksanom i krajnju izmenu noseée faze
ekstrakta iz heksana u metanol. Svrha prvog koraka pripreme uzorka je da se omoguéi
ekstrakcija analita ekstrakcionim sredstvom koje ne dovodi do istovremene ekstrakcije
voskova, a ujedno pruza mogucnost za izvodenje ekstrakcije po principu simultane
homogenizacije kore i ekstrakcije, odnosno ekstrakciju kore vodom usitnjavanjem u blenderu.
S obzirom da voda kao ekstrakciono sredstvo iz kore povlaci i rastvorne soli, naredni korak
te¢no-te¢no ekstrakcije sa heksanom ima za cilj da iz kranjeg ekstrakta eliminiSe soli, koje se
ako se unesu u ESI jonski izvor u kratkom vremenu mogu deponovati na njegovim delovima i
dovesti do problema u radu. Lako isparljivi heksan ujedno omogucava brze uparavanje
sekundarnog ekstrakta do suva, radi izmene nosece faze. Izmena nosece faze iz nepolarnog
heksana u neki polarniji rastvara¢ je pozeljna, radi povecanja efikasnosti jonizacije analita u
izvorima na principu ESI jonizacije. Metoda MET-LI-R implementira citratnu verziju
QUECHERS procedure za pripremu uzoraka.

Metode MET-DI-R i MET-LI-R obuhvataju analizu na masenom spektrometru sa 3D jonskom
zamkom u full scan rezimu, u trajanju od 13 odnosno 2 minuta po uzorku, respektivno (Tabela
5.1-1).

Tabela 5.1-1 Pregled razvijenih metoda i njihovih osnovnih karakteristika

Tehnika mas. Komercija i:;:lrjagéfa
Oznaka . Nagin injekcije ~ Hrom. spektr. Ini naziv ;
Priprema uzorka . Lo . analize po
metode uzorka tehnika  (jonizacija/analizat mas.
.. uzorku,
or/rezim) spektr. .
min
1.te¢no-Cvrsto
ekstrakcija . A
MET- heksanom Autqma‘uzgva Gasna El/transmisioni HP MSD 1550
GC-R . 5 na injekcija hrom. kvadrupol/SIM 5973
2.izmena rastvaraca
uparavanjem
MET- Oficijelnametoda  Automatizova Gasnha El/transmisioni HP MSD 15,50
GC-Q AOAC 2007.1 na injekcija hrom. kvadrupol/SIM 5973 ‘
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ESI/2D jonska

ot N o I T
JEKC] ' SRM+CRM
MET- Oficijelna metoda Autqm_atlz_c?va Tecéna ESI/2D jonska LTQ XL 2500
LC-Q EN15662 na injekcija hrom. zamka/SRM+CRM
1.te¢no-cvrsto
ekstrakcija vodom
2.te¢no-te¢no Delimicno
MET- ekstrakelija automatlzovna ESI/3D jonska LCQ
DI-R heksanom direktna nema zamka/full scan Advantage 13,00
‘ injekcija preko (MSt | MS?) g
3. izmena $pric pumpe
rastvaraca
uparavanjem
Delimic¢no
MET- Oficijelna metoda  automatizovan nema ESI/3D jonska LCQ 200
LI-R EN15662 a injekcija zamka/full scan Advantage '
preko LOOP-a
. . y . TSQ
MET- Ekstrakcija Automatizova Tecéna ESl/trostruki Quantum 25,00
LC-R2 acetonitrilom na injekcija hrom. kvadrupol/SRM Ultra ’
**k*

Razvijene metode implementiraju razli¢ite instrumentalne tehnike odnosno razli¢ite nacine
jonizacije analita, razli¢ite rezime analize masa i principe detekcije. Samim tim, one pruzaju
Sirok spektar varijacija na polju instrumentalne analize, Sto moZe biti od znacaja ukoliko se
uzme u obzir razli¢it nivo opremljenosti laboratorija u Srbiji u pogledu kapitalne opreme.

Razvijene metode pokazuju zadovoljavaju¢e performanse analize na instrumentima starije
generacije poput HP MSD 5973 ili LCQ Advantage masenog spektrometra i na instrumentima
novije generacije poput LTQ XL ili TSQ Quantum Ultra masenog spektrometra. Dve od 7
metoda pruzaju mogucnost skrininga tehnikama bez hromatografskog razdvajanja, Sto je
zna€ajno u slucajevima kada su hromatografski delovi analiti¢ke opreme na servisu ili Su
nedostupni iz drugih razloga.

Razli¢itost u nacinima pripreme uzoraka 1 duZini trajanja instrumentalne analize po uzorku,
pruza fleksibilnost na polju hemijskih reagenasa koji se trose i brzine skrininga.

5.2 Hemijsko-analiti¢ki aspekt razvijenih metoda

Selektivnost. Kriterijum za potvrdu selektivnosti metoda je odsustvo signala analita na datom
vremenu eluiranja analita sa kolone ili na datom vremenu injektovanja uzorka. Vizuelizacija
Kriterijuma za potvrdu selektivnosti metode kod metoda koje ukljucuju primenu hromatografije
podrazumeva odsustvo hromatogramskog pika na retencionom vremenu analita u
hromatogramu blank ekstrakta kore jabuke. Kod razvijenih gasno-hromatografskin metoda,
odsustvo hromatogramskog pika znaci da na datom retencionom vremenu nema detekcije
ciljanih analita, odnosno jona zadatih prilikom definisanja parametara SIM rezima masenog
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spektrometra. Kod razvijenih te¢no-hromatografskih metoda, odsustvo hromatogramskog pika
znaci da na datom retencionom vremenu nema detekcije ciljanih analita, odnosno daughter jona
zadatih prilikom definisanja parametara SRM ili CRM rezima masenih spektrometara. S
obzirom da razvijene te¢no-hromatografske metode ukljucuju instrumentalnu analizu na visem
MS nivou (MS? nivo — SRM ili MS? nivo — CRM) u odnosu na gasno-hromatografske metode
(MS! nivo — SIM), moze se reéi da su razvijene te¢no-hromatografske metode selektivnije.

Vizuelizacija kriterijuma za potvrdu selektivnosti metode kod razvijenih metoda koje ne
ukljucuju primenu hromatografije podrazumeva odsustvo hronogramskog pika na vremenu
injektovanja uzorka u MS? hronogramu blank ekstrakta kore jabuke. Odsustvo hronogramskog
pika zna¢i da na datom vremenu injektovanja nema detekcije MS? karakteristi¢nih fragmenata
analita. Kod ovih metoda, posle implementacije full scan detekcije, ukoliko je prisutan jon na
m/z ciljanog analita, potrebno je naknadno MS" eksperimentom potvrditi prisustvo/odsustvo
analita.

Tabela 5.2-1 prikazuje pregled ishoda validacije razvijenih metoda prema selektivnosti kao
validacionom parametru.

Tabela 5.2-1 Pregled ishoda validacije razvijenih metoda prema selektivnosti kao validacionom parametru

Metoda Kriterijum za potvrdu selektivnosti Ishod procene selektivnosti
MET-GC-R Selektivna za 4 analita”
MET-GC-Q Odsustvo hromatogramskog pika na retencionom Selektivna

MET-LC-R1 vremenu analita u hromatogramu blank ekstrakta kore Selektivna

MET-LC-Q Selektivna

MET-DI-R Odsustvo hronogramskog pika na vremenu injektovanja  Selektivna

MET-LI-R uzorka u MS? hronogramu blank ekstrakta kore Selektivna za 3 analita™
MET-LC-R2 Odsustvo hromatogramskog pika na retencionom Selektivna

vremenu analita u hromatogramu blank ekstrakta kore
*delimi¢no selektivna za trifloksistrobin; *nije selektivna za boskalid i bifentrin

Matriks efekat. Metoda ¢ija priprema uzorka rezultuje u neznatnom matriks efektu je metoda
MET-GC-R, gde matriks efekat, nezavisno od sorte jabuke, ima maksimalnu vrednost do 4%
(poglavlje 4.1.2.2, str. 119). Priprema uzorka metode MET-GC-Q rezultuje u jako izrazenom
pozitivnom matriks efektu za sve analite, koji se krece i do 450 % za pirimetanil i ciprodinil, u
zavisnosti od koncentracije ovih pesticida (poglavlje 4.1.2.2, str. 119). U metodama koje se
zasnivaju na ESI/MS detekciji, matriks efekat je pretezno negativan, $to je i ocekivano s
obzirom na drugaciji mehanizam manifestacije matriks efekta u odnosu na manifestaciju kod
GC/MS metoda. Matriks efekat se krece od -30 do -90 % za metodu MET-LC-R1, od -10 do -30
za Cetiri analita 1 oko -70 % za bifentrin za metodu MET-LC-Q, od +5 do -70 % za metodu
MET-LC-R2 i od -40 do -89 % za metodu MET-LI-R. Najmanje izrazen negativan matriks
efekat je procenjen za metodu MET-DI-R i krece se od -10 do -38 %.

Za vecéinu metoda, i razvijenih i oficijelnih, uocen je jako izrazen matriks efekat. Ukoliko se
ovakav matriks efekat ne uzme u obzir, moze predstavljati problem prilikom kvantifikacije
analita. Uzimanje u obzir u praksi podrazumeva kvantifikaciju standardima pripremljenim u
blank ekstraktima kore, jer kvantifikacija standardima na bazi rastvarata ne daje
zadovoljavajuce rezultate, zbog znacajno promenjenog odziva analita u ekstraktima uzorka.
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Linearni opseg. Razvijene metode su linearne u testiranom analitickom opsegu koji pokriva
jedan ili vise redova veli¢ine koncentracija analita (Tabela 5.2-2). Utvrdeni linearni opseg
metoda zadovoljava potrebe skrininga. Najsiri linearni opseg metode MET-GC-R obuhvata
koncentracije od 0,01 do 5,00 mgkg™ i utvrden je za pirimetanil u kori Greni Smita, za ciprodinil
u kori Zlatnog DeliSesa i Greni Smita, za trifloksistrobin u kori Ajdareda i Zlatnog Delisesa, za
boskalid u kori Zlatnog Delisesa i za bifentrin u kori Ajdareda. Najuzi linearni opseg ove
metode obuhvata koncentracije od 0,01 do 0,25 mgkg™ i utvrden je za boskalid u kori Ajdareda.
U zavisnosti od toga da li osetljivost (nagib krive) varira sa koncentracijom pesticida, linearne
oblasti predstavljaju jednu neprekidnu oblast (u tabeli oznafene superskriptom a) ili su
podeljene u dve i vise podoblasti koncentracija (u tabeli oznacene superskriptima b i ).

Najsiri linearni opseg metode MET-GC-Q obuhvata koncentracije od 0,025 do 5,00 mgkg™ i
utvrden je za pirimetanil, ciprodinil i trifloksistrobin. Dok je za pirimetanil i ciprodinil ovaj
opseg neprekidan, za trifloksistrobin je podeljen u tri podopsega zbog razli¢itog nagiba krive u
oblasti visih, srednjih i niZih koncentracija. Razli¢it nagib potice od varijacije prinosa
trifloksistrobina sa promenom koncentracije ovog pesticida, Sto potvrduje visok koeficijent
varijacije prinosa (Slika 5.2-1). Najuzi linearni opseg ove metode obuhvata koncentracije od
0,05 do 1,50 mgkg™ i utvrden je za bifentrin. Porede¢i linearne opsege metoda MET-GC-R i
MET-GC-Q u okviru matriksa Greni Smita moze se zakljuciti da metoda MET-GC-R sa
novorazvijenom metodom pripreme uzoraka pokazuje nesto bolje performanse u odnosu na
metodu MET-GC-Q sa QUEChERS metodom pripreme uzoraka, za pirimetanil, ciprodinil,
boskalid i trifloksistrobin, dok su im za bifentrin performanse u pogledu linearnosti izjednacene.

Najsiri linearni opseg metode MET-LC-R1 obuhvata koncentracije od 0,005 do 5,00 mgkg™ i
utvrden je za pirimetanil u kori Zlatnog DeliSesa i Greni Smita, za ciprodinil u kori Ajdareda i
za bifentrin u kori Greni Smita. NajuZi linearni opseg ove metode obuhvata koncentracije od
0,075 do 5,00 mgkg™ i utvrden je za ciprodinil u kori Greni Smita. Najsiri linearni opseg metode
MET-LC-R2 obuhvata koncentracije od 0,005 do 2,50 mgkg™ i utvrden je za pirimetanil u kori
Greni Smita. Najuzi linearni opseg ove metode obuhvata koncentracije od 0,01 do 0,25 mgkg
1 i utvrden je za trifloksistrobin u kori Ajdareda.

Najsiri linearni opseg metode MET-LC-Q obuhvata koncentracije od 0,005 do 2,50 mgkg™ i
utvrden je za trifloksistrobin za varijantu 1 metode koja ukljucuje korak dSPE sa PSA. Najuzi
linearni opseg ove metode obuhvata koncentracije od 0,025 do 0,50 mgkg™ i utvrden je za
ciprodinil. Poredec¢i linearne opsege metoda MET-LC-R1, MET-LC-R2 i MET-LC-Q u okviru
matriksa Greni Smita moze se zakljuciti da metode MET-LC-R1 i MET-LC-R2 sa novo-
razvijenom metodom pripreme uzoraka pokazuju nesto bolje performanse u odnosu na metodu
MET-LC-Q sa QUEChERS metodom pripreme uzoraka za pirimetanil, boskalid i bifentrin, dok
su im performanse za ciprodinil i trifloksistrobin u pogledu linearnosti izjednacene.

Najsiri linearni opseg metoda MET-DI-R i MET-LI-R jednak je testiranim analitickim
oblastima u okviru ovih metoda. Ovaj linearni opseg isti je za sve analite i matrikse.
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Tabela 5.2-2 Oblasti koncentracija pesticida u kori jabuka (mgkg™) u okviru kojih je potvrdena linearnost

metoda
Metoda Matriks Pirimetanil Ciprodinil  Trifloksistrobin Boskalid Bifentrin
MET- Ajdared 0,01-1,00° 0,01-1,00° 0,01-5,00 ° 0,01-0,25% 0,01-5,00 °
GC-R Zlatni Delises 0,01-1,00° 0,01-5,00° 0,01-5,00 ¢ 0,01-5,00° 0,01-1,00°
Greni Smit 0,01-5,00¢  0,01-5,00° 0,015-5,00 0,025-5,00°  0,02-1,00 ¢
'(\SA(IZE—-I(-Q Greni Smit 0,025-5,00% 0,025-5,002 0,025-5,00 ¢ 0,075-5,00*  0,05-1,50%
MET- Ajdared 0,005-1,00®  0,005-5,00° 0,01-5,002 0,005-2,50° 0,025-5,00°
LC-R1 Zlatni DeliSes 0,005-5,00* 0,025-2,50 @ 0,025-5,00® 0,025-2,502 0,005-1,002
Greni Smit 0,005-5,00% 0,075-5,002 0,005-2,50 ° 0,01-250°  0,005-5,00 2
Greni Smit, i a i a i b i a i a
MET-  Vari 0,005-0,50 0,025-2,50 0,005-2,50 0,025-2,50 0,01-2,50
@ rent smit 0,005-100° 0025-050°  0005025°  001-100°  0,01-1,00°
MET- Ajdared 0,005-1,00® 0,005-0,50? 0,01-0,25% 0,01-2,50®  0,025-2,50°
LC-R2 Zlatni DeliSes 0,01-250%  0,01-2,50° 0,01-5,00 0,02-500%  0,01-2,50°
Greni Smit 0,005-2,50°  0,005-1,00 ° 0,01-2,50 0,01-5,00°  0,005-1,00°
Ajdared,
'\S'IE_L' Zlatni Deliges, 0,05-0,75 2
Greni Smit
Ajdared,
MET- Zlami Delises, 0,01-5,00
LI-R .
Greni Smit

2jedan neprekidni linearni opseg; Psastoji se iz 2 linearna podopsega; °sastoji se iz 3 linearna podopsega

Tacnost. Tacnost razvijenih metoda je procenjena postupkom spajkovanja uzoraka kore
analitima u najranijoj fazi analize, kompletnom obradom uzoraka po datoj metodi i
kvantifikacijom analita u spajkovanom uzorku, uzimajuci u obzir efekat matriksa. Izracunati
prinosi analita izraZzeni u procentima, uporedeni su sa kriterijumom za prihvatljivu tacnost
metode SANTE direktive za validaciju. Tacnost metode je prihvatljiva ukoliko metoda rezultuje
prinosima ekstrakcije analita u granicama od 70 — 120 % sa varijacijom u odredivanju <20 %.
To u praksi znaci da rezultate kvantifikacije analita nije potrebno korigovati u skladu sa
prinosom ekstrakcije karakteristi¢cnim za datu metodu. Prema SANTE direktivi prihvatljiva
tacnost se moze prosiriti na opseg 30 — 140 %, ukoliko je varijacija u odredivanju i dalje <20 %.
U slucajevima kada metoda rezultuje prinosima izvan definisanih granica, potrebno je pri
kvantifikaciji analita uzeti u obzir Cinjenicu da metoda ima nizak prinos, odnosno u
kvantifikaciju analita treba da se uvrste proceduralni standardi.

Na slikama 5.2-1 i1 5.2-2 prikazani su prinosi ekstrakcije pesticida izrazeni kao srednja vrednost
prinosa ekstrakcije za 3 nivoa spajkovanja. Brojevi prikazani iznad svake od kolona
predstavljaju koeficijent varijacije prinosa ekstrakcije za 3 nivoa spajkovanja, odnosno ovi
procenti reprezentuju eventualnu zavisnost prinosa ekstrakcije analita sa promenom njegove
koncentracije u uzorku. Gornja granica koeficijenta varijacije nije definisana, ali se moze
smatrati da varijacije do oko 20 % nisu znacajne, odnosno da se prinos ekstrakcije analita ne
menja sa promenom njegove koncentracije u uzorku.

Prinosi ekstrakcije analita po metodi MET-GC-R se kre¢u od 37 % (bifentrin u kori Zlatnog
Delisesa) do 110 % (trifloksistrobin u kori Ajdareda). Prinosi ekstrakcije analita po metodi
MET-GC-Q kre¢u se od 18 % za boskalid do 87 % za pirimetanil. Prema navedenim
koeficijentima varijacije moze se tvrditi da prinosi ekstrakcije vecine analita ne zavise od
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njihove koncentracije u uzorku. Znatno veéa varijacija U prinosima ciprodinila i
trifloksistrobina javlja se za metodu MET-GC-Q. Ova varijacija poti¢e od niskog prinosa
pesticida za koncentraciju 0,10 mgkg™ u odnosu na prinos za ostale dve ve¢e koncentracije
(Tabela 4.1-17, str. 145).

Prema kriterijumu SANTE direktive metoda MET-GC-R ima prihvatljivu ta¢nost. Metoda
MET-GC-Q, koja implementira QUEChERS pripremu uzoraka ima prinos ekstrakcije boskalida
znatno izvan Sire definisane granice (30 — 140 %), dok su prinosi ekstrakcije ciprodinila,
trifloksistrobina i bifentrina izvan granice 70 — 120 %. Na slici Slika 5.2-1 se uocava da su
prinosi analita iz kore Greni Smita sli¢ni, nezavisno od metode i uvek nizi od prinosa iz kore
Ajdareda i DeliSesa, $to ukazuje na uticaj sastava kore razlicitih sorti na prinos analita. Metoda
MET-GC-R pokazuje prihvatljive performanse u pogledu tac¢nosti i ujednacenosti u prinosu
analita. Performanse ove metode su uporedive, a u slucaju boskalida i bolje u odnosu na
performanse metode MET-GC-Q.

Prinosi ekstrakcije analita po metodi MET-LC-R1 se kre¢u od 47 % (bifentrin u kori Ajdareda)
do 95 % (bifentrin u kori Greni Smita). Prinosi ekstrakcije analita po metodi MET-LC-Q kre¢u
se od 84 % za bifentrin do 96 % za trifloksistrobin. Prema navedenim koeficijentima varijacije,
moze se tvrditi da prinosi ekstrakcije analita ne zavise od njihove koncentracije u uzorku. Nesto
veca varijacija (~30 %) uocava se za prinos pirimetanila po obe metode i za prinos trifloksi-
strobina i bifentrina po metodi MET-LC-R1. Kada se uporede prinosi ekstrakcije metoda za
koru Greni Smita, uocava se za oko 30 % bolji prinos ekstrakcije 4 od 5 analita po metodi koja
implementira QUEChERS pripremu uzorka. Prema kriterijumu SANTE direktive obe metode
imaju prihvatljivu tacnost.
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Slika 5.2-1 Prinosi ekstrakcije analita iz uzoraka obradenih po razvijenim metodama pripreme uzoraka (metode
MET-GC-R i MET-LC-R1) i iz uzoraka obradenih oficijelnim metodama pripreme uzoraka (metode MET-GC-Q
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i MET-LC-Q); prinos ekstrakcije je izraZen kao srednja vrednost prinosa za 3 nivoa koncentracije analita; brojevi
iznad kolona predstavljaju koeficijent varijacije prinosa za 3 nivoa koncentracije

Prinosi ekstrakcije analita po metodi MET-DI-R kreéu se od 53 % (bifentrin u kori Delisesa)
do 80 % (boskalid u kori Ajdareda). Prinosi ekstrakcije analita po metodi MET-LI-R krecu se
od 73 % (trifloksistrobin u kori Greni Smita) do 98 % (ciprodinil u kori Ajdareda). Prinosi
ekstrakcije analita po metodi MET-LC-R2 kre¢u se od 54 % (bifentrin u kori Ajdareda) do 88
% (boskalid u kori Ajdareda). Maksimalni koeficijent varijacije prinosa ekstrakcije sa
koncentracijom analita iznosi 26 %, tako da se moze smatrati da sve metode pruzaju
ujednacenost u prinosu analita, nezavisno od njihove koncentracije. Prema kriterijumu SANTE
direktive sve tri metode imaju prihvatljivu ta¢nost. Nezavisno od metode, prinos za 4 od 5
analita priblizno spada u granice 70 — 120 %. Prinos za bifentrin spada u Sire definisane granice
prinosa 30 — 140 %, jer se njegov prinos ekstrakcije iz razli¢itih sorti po metodi MET-DI-R
kre¢e oko 55 %. Nesto nizi prinos bifentrina po ovoj metodi u odnosu na ostale dve moze se
objasniti drugac¢ijom pripremom uzorka, koja u okviru metode MET-DI-R startuje ekstrakcijom
kore vodom. VVoda kao polarno ekstrakciono sredstvo manje efikasno ekstraktuje najnepolarniji
bifentrin, u odnosu na acetonitril koji je po¢etno ekstrakciono sredstvo kod ostale dve metode.
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Prinos ekstrakcije, %

Slika 5.2-2 Prinosi ekstrakcije analita iz uzoraka obradenih po razvijenim metodama pripreme uzoraka (metode
MET-DI-R, MET-LI-R i MET-LC-R2) izrazeni kao srednja vrednost prinosa za 3 nivoa koncentracije analita;
brojevi iznad kolona predstavljaju koeficijent varijacije prinosa za 3 nivoa koncentracije

Granice detekcije. Kada se procenjene granice detekcije razvijenih metoda (mg po kg kore)
preracunaju na masu ploda (mg po kg ploda), uzimajuéi u obzir da kora doprinosi sa oko 10 %
celokupnoj masi ploda, moguce ih je porediti sa maksimalno dozvoljenim koli¢inama
ispitivanih pesticida u jabukama, koje se, prema pravilnicima, uvek izrazavaju u odnosu na
celokupnu masu ploda (Tabela 5.2-3). Granice detekcije pesticida svim razvijenim metodama
su ispod kriti¢nih vrednosti ispitivanih pesticida u jabukama.
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Granice detekcije pesticida metodom MET-GC-R su od 25 do 50000 puta nize, a metodom
MET-GC-Q od 3 do 10000 puta nize od propisanih MDK.

Granice detekcije pesticida metodama MET-LC-R1 i MET-LC-R2 su od 25 do 50000 i od 7 do
75000 puta nize od propisanih MDK. Granice detekcije pirimetanila su od 18000 do 50000 puta
nize od MDK granice pirimetanila, u zavisnosti od sorte; granice detekcije ciprodinila su od
2000 do 22000 puta nize od MDK vrednosti za ciprodinil, a boskalida od 600 do 3000 puta nize
od MDK granice ovaj pesticid; granice detekcije trifloksistrobina su od nekoliko stotina do
nekoliko hiljada puta nize od MDK granice za trifloksistrobin, dok su granice detekcije
bifentrina za oko 20 puta niZe od propisane MDK vrednosti za bifentrin.

Granice detekcije pirimetanila metodom MET-LC-R2 su i do 75000 puta nize od MDK granice
pirimetanila; granice detekcije ciprodinila i boskalida su do nekoliko hiljada puta nize od MDK
granica za ove pesticide; granice detekcije trifloksistrobina su nekoliko stotina puta nize od
MDK granice za trifloksistrobin, dok su granice detekcije bifentrina od 4 do 7 puta nize od
propisane MDK vrednosti za bifentrin. Granice detekcije pesticida varijantom 1 metode MET-
LC-Q su od 10 do 37500 puta nize, a varijantom 2 iste metode su od 14 do 50000 nize od
propisanih MDK grani¢nih vrednosti.

Metoda MET-DI-R ima zadovoljavajuce niske granice detekcije, s obzirom da pruza moguénost
detekcije pesticida u uzorku kore sa najmanjom koncentracijom pesticida, koja je dva puta niza
od MDK bifentrina, nekoliko hiljada puta niza od MDK ciprodinila, trifloksistrobina i boskalida
13000 puta niza od MDK pirimetanila.

Metodom MET-LI-R je moguce detektovati koli¢inu pirimetanila i ciprodinila koja je od 1000
do 2000 puta niza i koli¢inu trifloksistrobina koja je od 20 do 30 puta niza od MDK vrednosti
utvrdenih za ove pesticide.

Tabela 5.2-3 Granice detekcije pesticida razvijenim metodama izraZzene na masu kore i na masu ploda i njihovo
poredenje sa MDK grani¢nim vrednostima za pesticide

1. Granica 2. Granica detekcije )
Metoda Analit detekcije, mgkg?  preracunata na masu ploda, 13 IIVIEK' mgkg Odnos
kore mgkg* ploda ploda 3./2.
Zlatni DeliSes
Pirimetanil 0,0052 0,0005 15,00 30000
Ciprodinil 0,0073 0,0007 2,00 2857
Trifloksistrobin ~ 0,0004 0,00004 0,70 17500
Bifentrin 0,0039 0,0004 0,01 25
Boskalid 0,0037 0,0004 2,00 5000
Ajdared
g Pirimetanil 0,0050 0,0005 15,00 30000
Q Ciprodinil 0,0082 0,0008 2,00 2500
n Trifloksistrobin ~ 0,0102 0,0010 0,70 700
= Bifentrin 0,0081 0,0008 0,01 12,5
Boskalid 0,0006 0,00006 2,00 33333
Greni Smit
Pirimetanil 0,0112 0,0011 15,00 13636
Ciprodinil 0,0056 0,0005 2,00 4000
Trifloksistrobin  0,0095 0,0009 0,70 777
Bifentrin 0,0105 0,0010 0,01 10
Boskalid 0,0096 0,0009 2,00 2222
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1. Granica 2. Granica detekcije ;

Metoda Analit detekcije, mgkg?  preradunata na masu ploda, 13 'I\A(?K mgkg Odnos
kore mgkg* ploda ploda 3.12.

Greni Smit
8 Pirimetanil 0,015 0,0015 15,00 10000
o Ciprodinil 0,013 0,0013 2,00 1538
UI—'J Trifloksistrobin 0,027 0,0027 0,70 260
S Bifentrin 0,030 0,0030 0,01 3,33
Boskalid 0,126 0,012 2,00 166

Zlatni DeliSes
Pirimetanil 0,006 0,0006 15,00 25000
Ciprodinil 0,009 0,0009 2,00 2222
Boskalid 0,033 0,0033 2,00 606
Trifloksistrobin 0,008 0,0008 0,70 875
Bifentrin 0,005 0,0005 0,01 20
Ajdared

= Pirimetanil 0,008 0,0008 15,00 18750
%) Ciprodinil 0,002 0,0002 2,00 10000
= Boskalid 0,006 0,0006 2,00 3333
i Trifloksistrobin 0,003 0,0003 0,70 2333
= Bifentrin 0,004 0,0004 0,01 25

Greni Smit
Pirimetanil 0,003 0,0003 15,00 50000
Ciprodinil 0,0009 0,00009 2,00 22222
Boskalid 0,006 0,0006 2,00 3333
Trifloksistrobin 0,009 0,0009 0,70 777
Bifentrin 0,004 0,0004 0,01 25

Greni Smit
Pirimetanil 0,004 0,0004 15,00 37500
MET- Ciprodinil 0,004 0,0004 2,00 5000
LC-Q Boskalid 0,004 0,0004 2,00 5000
(VAR 1) Trifloksistrobin 0,005 0,0005 0,70 1400
Bifentrin 0,010 0,0010 0,01 10
Pirimetanil 0,003 0,0003 15,00 50000
MET- Ciprodinil 0,017 0,0017 2,00 1176
LC-Q Boskalid 0,005 0,0005 2,00 4000
(VAR 2) Trifloksistrobin 0,002 0,0002 0,70 3500
Bifentrin 0,007 0,0007 0,01 14

Zlatni DeliSes
Pirimetanil 0,008 0,0008 15,00 18750
Ciprodinil 0,008 0,0008 2,00 2500
Boskalid 0,008 0,0008 2,00 2500
Trifloksistrobin 0,013 0,0013 0,70 538
Bifentrin 0,025 0,0025 0,01 4
Ajdared

> Pirimetanil 0,008 0,0008 15,00 18750
%) Ciprodinil 0,005 0,0005 2,00 4000
= Boskalid 0,007 0,0007 2,00 2857
E Trifloksistrobin 0,012 0,0012 0,70 583
= Bifentrin 0,039 0,0039 0,01 2,56

Greni Smit
Pirimetanil 0,002 0,0002 15,00 75000
Ciprodinil 0,003 0,0003 2,00 6666
Boskalid 0,009 0,0009 2,00 2222
Trifloksistrobin 0,021 0,0021 0,70 333
Bifentrin 0,014 0,0014 0,01 7,14
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1. Granica 2. Granica detekcije ;
Metoda Analit detekcije, mgkg?  preradunata na masu ploda, 13 'I\A(?K mgkg Odnos
kore mgkg* ploda ploda 3.12.
Zlatni DeliSes

Pirimetanil 0,152 0,015 15,00 1000
Ciprodinil 0,025 0,002 2,00 1000
Trifloksistrobin 0,227 0,023 0,70 30,43

o Ajdared
= Pirimetanil 0,096 0,010 15,00 1500
= Ciprodinil 0,019 0,002 2,00 1000
'-éJ Trifloksistrobin 0,185 0,018 0,70 38,88

Greni Smit
Pirimetanil 0,120 0,012 15,00 1250
Ciprodinil 0,017 0,001 2,00 2000
Trifloksistrobin 0,303 0,030 0,70 23,33
Zlatni DeliSes/Ajdared/Greni Smit
o Pirimetanil 0,05 0,005 15,00 3000
a Ciprodinil 0,05 0,005 2,00 400
o Boskalid 0,05 0,005 2,00 400
> Trifloksistrobin 0,05 0,005 0,70 140
Bifentrin 0,05 0,005 0,01 2
* k%

Pregled validacionih parametara razvijenih metoda potvrduje da metode koje se zasnivaju na
tehnici masene spektrometrije poseduju zadovoljavajucu selektivnost i osetljivost koje su
potrebne za analizu pesticida u jabukama i opravdava c¢injenicu da tehnika masene
spektrometrije i dalje predstavlja prvi izbor za tu namenu. Uz eventualne modifikacije metode
se mogu primeniti i u analizi sli¢nih matriksa.

Pouzdana detekcija i identifikacija analita je moguca upotrebom bilo kog od ispitivanih rezima
masene detekcije, po¢evsi od najmanje selektivnog full scan rezima do najselektivnijeg CRM
rezima. lako je stepen selektivnosti implementiranih rezima razli¢it, oni rezultuju
zadovoljavaju¢om selektivnoS$¢u analize prema targetiranim analitima i zbog toga pruzaju
mogucnost izbora rezima u zavisnosti od aktuelnih moguénosti i potreba.

Upotreba full scan rezima uz naknadnu potvrdu prisustva analita MS" monitoringom je vrlo
korisna u slu¢ajevima kada je potreban brzi skrining veceg broja uzoraka na veci broj ciljanih
analita, kao i u sluCajevima non-target analiza, jer ne zahteva definisanje parametara
karakteristi¢nih za svaki analit, kao ostali rezimi. Ukoliko se analit kvalifikuje u uzorku na ovaj
nacin, moze se pristupiti njegovoj kvantifikaciji u istom ili u selektivnijem rezimu.

Zadovoljavajuca ta¢nost razvijenih metoda 1 linearnost koja je potvrdena u domenu targetiranih
koncentracija osnovni su faktori koji doprinose niskim granicama detekcije i pouzdanoj
kvantifikaciji pesticida u jabukama. Utvrdene granice detekcije pesticida u kori odnosno plodu
jabuke, znacajno su nize od propisanih MDK vrednosti za pesticide, tako da se razvijene metode
mogu uspesno koristiti u domenu preliminarnog skrininga za utvrdivanje koncentracije
pesticida u jabukama i procene kvaliteta plodova u odnosu na MDK.
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GC/MS analiza heksanskih ekstrakata i UV/VIS analiza vodenih, metanolnih i acetonitrilnih
ekstrakata kore ispitivanih sorti jabuka, pokazale su da postoje razlike u sortama. Kora sorte
Greni Smit se istiCe po vecem sadrzaju voskova, a kora sorte Zlatni Delises po vecem sadrzaju
pigmenata. Imajuéi u vidu da je povecan udeo voskova Greni Smita pokazao uticaj na prinos
ekstrakcije bifentrina, kao i na manifestaciju matriks efekta (metoda MET-GC-R), opravdano
je u pojedinim slucajevima ispitivane sorte posmatrati kao razli¢ite matrikse.

5.3 Ekonomski aspekt razvijenih metoda

U okviru ovog istrazivanja sagledane su finansijske komponente razvijenih metoda i prikazana
je metodologija obracuna priblizne cene skrininga na primeru jedne metode. IzvrSena je
komparativna analiza ekonomicnosti razvijenih i oficijelnih metoda.

5.3.1 Finansijska analiza skrining metoda i metodologija obra¢una cene skrininga

5.3.1.1 Kategorizacija finansijskih troskova

Za razvijene metode izvrSeno je poredenje ukupnih troskova skrininga po uzorku u zavisnosti
od broja obradenih uzoraka u datom periodu (jedna godina). Najveci udeo u ukupnom trosku
skrininga se odnosi na fiksni deo troskova, koji je zajednicki za obe metode u okviru jednog
para, a odnosi se na troskove vezane za potros$nju struje, odrzavanje analitickih 1 pomo¢nih
instrumenata i na rezijske troskove koji ukljuuju naknade za rad drugih sektora u okviru
institucije (Tabela 5.3-1). Varijabilni troskovi kao deo ukupnih troskova skrininga ukljucuju
troskove vezane za angazovanje analitiCara, za potro$nju materijala i uklju¢uju amortizaciju za
koriS¢enje analiti¢kih instrumenata.

TroSkovi su kategorisani prema Svojoj prirodi i prema prirodi operacija na koje se odnose.
Fiksni troskovi su podeljeni na ukupno 4 kategorije (Tabela 5.3-1). U kategoriju 1 spada iznos
za utroSak elektricne energije na godiSnjem nivou potreban za funkcionisanje hemijske
laboratorije i za obradu i analizu uzoraka, u kategoriju 2 spada iznos za troSak godiSnjeg
odrZavanja instrumenata, u kategoriju 3 spada iznos za tro$ak godi$njeg odrzavanja pomo¢nih
instrumenata, poput analitickih vaga, blendera, ultrazvu¢nih kupatila, automatskih pipeta,
vakuum isparivaca, isparivaca na principu zagrevanja itd. Kategorija 4 obuhvata godiSnje
rezijske troSkove poput naknada za obracun i isplatu zarada, odrzavanje higijene prostorija i
majstorske usluge itd.

Varijabilni troskovi su podeljeni na narednih 5 kategorija (Tabela 5.3-1). Prva kategorija
varijabilnih troSkova (kategorija 5) ukljucuje naknadu za angaZovanje analitiCara/tehnicara.
Procenjene cene radne snage se odnose na Republiku Srbiju; procenjena cena rada analiticara
je za oko 33 % viSa u odnosu na cenu rada tehnicara. U zemljama zapadne Evrope najéesce
postoji jasna razlika u opisu posla tehnicara i analiti¢ara, pri ¢emu se tehnicar striktno bavi
segmentima analize poput pripreme uzoraka, kondicioniranja analitickih instrumenata i
instrumentalne analize, a analiticar se bavi segmentima obrade, tumacenja i izdavanja rezultata.
U naucno-istrazivackim sektorima fakulteta i namenskim laboratorijama u Republici Srbiji
poslovi tehni¢ara i analiti¢ara su neretko objedinjeni i obavljaju se od strane analiti¢ara, tako
da je u procenu ukupnih troskova analize uklju¢ena naknada isklju¢ivo za rad analitiCara.
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Naredna kategorija (kategorija 6) obuhvata naknade za amortizaciju za kori$¢enje analitickih
instrumenata. Amortizacije za koriS¢enje razli¢itih instrumentalnih  konfiguracija
implementiranih u razvoj metoda su procenjene za radni vek instrumenata jednak 100000
uzoraka. Osnovna razlika u ceni amortizacije za razli¢ite konfiguracije poti¢e od razlicitih
trziSnih cena samih instrumenata i razli¢itog broja obradenih uzoraka u okviru jednog radnog
sata, $to zavisi od trajanja instrumentalne analize kao karakteristike analiticke metode 1 od
drugih faktora. S obzirom da se raspon cena za instrumentalne konfiguracije krece od priblizno
200000 € (CONF-1) do priblizno 450000 € (CONF-2) i da se broj obradenih uzoraka u radnom
satu instrumenta kre¢e od 2,4 (metode MET-LC-R1, MET-LC-Q i MET-LC-R2) do 30 uzoraka
(metoda MET-LI-R), cene za amortizaciju se kre¢u od 14 do 148 RSD po radnom minutu
instrumentalne konfiguracije (Tabela 5.3-1).

Kategorije 7, 8 i 9 se odnose na tro§kove vezane za potro$nju hemijskih resursa. Ovi troskovi
su podeljeni u razli¢ite kategorije da bi se ukazalo na razli¢itu prirodu njihovog obracuna, koja
zavisi od prirode operacija koje prate. U kategoriju 7 svrstani su resursi ¢ija potroSnja raste
linearno sa porastom broja obradenih uzoraka, a vezana je za segment instrumentalne analize
(helijum se koristi kao nose¢i gas u GC/MS analizi i kao kolizioni i damping gas u LC/MS/MS
analizi; azot se koristi kao sheath/aux gas u ESI/MS analizi; metanol, voda i formijatni pufer se
koriste kao mobilne faze u LC/MS analizi itd.).

Kategorija 8 obuhvata resurse koji se u okviru jedne analize, bilo da ona uklju¢uje jedan ili veci
broj uzoraka, koriste samo jednom i to za pripremu reagenasa. Tako se 1 mg svakog analitickog
standarda pesticida upotrebljava za pripremu primarnog stock rastvora, koji se dalje koristi za
pripremu sekundarnih stock rastvora, neophodnih u kvantifikaciji koli¢ne pesticida u uzorcima
ili u validacionim procedurama. Kalibranti se upotrebljavaju za regularne periodi¢ne kalibracije
analitickih instrumenata. Glacijalna sir¢etna kiselina se upotrebljava za pravljenje ekstrakci-
onog sredstva za metodu MET-GC-Q, dok se mravlja kiselina i amonijum-formijat koriste za
pravljenje mobilne faze za metode koje ukljucuju upotrebu HPLC-a.

Kategorija 9 obuhvata hemijske resurse Cija potro$nja raste linearno sa porastom broja
obradenih uzoraka, a vezana je za segment pripreme uzoraka. Azot i metanol su svrstani u
kategorije 7 19, za $ta je pojasnjenje dato u zaglavlju tabele Tabela 5.3-1.

Tabela 5.3-1 Pregled i specifikacija troskova ukljuéenih u finalnu cenu analize svih razvijenih metoda

Troskovi Kategorija tro§kova** Iznos, RSD
Fiksni troskovi*

Cena struje? 1 100000
Odrzavanje instrumentalne konfiguracije 1° 2 50000
Odrzavanje instrumentalne konfiguracije 2, 3 ili 4° 2 150000
Amortizacija za pomoc¢ne instrumente 3 40000
Rezijski troskovi® 4 25000
Varijabilni troskovi

Radni sat hemicara analiti¢ara (bruto) 5 600
Amortizacija za instr. konf. 4/radni min.*** 6 14
Amortizacija za instr. konf. 2/radni min.*** 6 22
Amortizacija za instr. konf. 3/radni min. (MET-DI-R)*** 6 25
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Amortizacija za instr. konf. 3/radni min. (MET-LI-R)*** 6 148
Amortizacija za instr. konf. 1/radni min.*** 6 16
Helijum ¢isto¢e 5.0 (8 000 L) 7 32000
Azot ¢istoée 5.0 (8 000 L) 7,9 2900
Argon ¢istoce 5.0 (8 000 L) 7 3600
Analiti¢ki standard pirimetanila (100 mg) 8 9272
Analiticki standard ciprodinila (100 mg) 8 9272
Analiticki standard boskalida (100 mg) 8 9272
Analiticki standard trifloksistrobina (100 mg) 8 9272
Analiticki standard bifentrina (100 mg) 8 9272
ProteoMass LTQ/FT ESI+ CalMix (10 mL) 8 28000
Heksan HPLC c¢istoc¢e (2 500 mL) 9 3000
Acetonitril HPLC ¢&istoce (2 500 mL) 9 3282
Metanol HPLC ¢istoée (2 500 mL) 7,9 1162
Voda HPLC ¢&istoée (2 500 mL) 7 1188
Glacijalna sircetna kiselina, (500 mL) 8 4673
Mravlja kiselina (1 000 mL) 8 4814
Formirana cena za formijatni pufer (1 000 mL) 7 490
QUEChERS paket 1 (50 kom.) 9 5900
QUEChERS paket 2 (100 kom.) 9 8903
QUEChERS paket 3 (50 kom.) 9 6490
QUEChERS paket 4 (50 kom.) 9 6782
QUEChERS paket 5 (50 kom.) 9 8330
QUECHERS paket 6 (50 kom.) 9 15930
Nastavci za automatsku pipetu (500 kom.) 9 1340
Mikrofiltri (100 kom.) 9 4000
Viale za instrumentalu analizu (100 kom.) 9 1800
Konusne viale za ekstrakciju (50 kom.) 9 1404
Amonijum-formijat (250 g) 8 1660

*Troskovi na godis$njem nivou (* Cena kWh za pravna lica; ® Godisnji servis instrumenta od strane
ovlaséenog servisa; ¢ Troskovi ukljucuju usluge drugih sektora unutar institucije)

**Troskovi su kategorisani prema prirodi operacije koju prate (redni broj kategorije je nasumi¢no dodeljen
i nema veze za iznosom troska); u kategoriju 8 spadaju troSkovi za hemikalije koje se u okviru analize
upotrebe jednom za pravljenje reagenasa; u kategoriju 7 spadaju troSkovi za hemikalije ¢ija potroSnja raste
linearno sa porastom broja analiziranih uzoraka, ali se ne koriste u okviru postupka pripreme uzorka, ve¢
kao resursi za instrumentalnu analizu; u kategoriju 9 spadaju troskovi za hemikalije ¢ija potro$nja raste
linearno sa porastom broja analiziranih uzoraka i koriste se u okviru postupka pripreme uzorka. Troskovi za
azot i metanol se svrstavaju u dve kategorije, jer se trose u dve razli¢ite operacije u zavisnosti od metode —
azot se tro$i kao gas za uparavanje do suva kod MET-GC-R metode i kao sheath/aux gas kod metoda sa
instrumentalnim konfiguracijama 2-4, dok se metanol trosi kao sekundarno ekstrakciono sredstvo kod MET-
GC-R metode i kao mobilna faza kod metoda sa instrumentalnim konfiguracijama 2-4.

***Amortizacija (A, RSD/min) je izraunata za radni vek instrumenta od 100000 uzoraka:

cena instrumenta u evrima 60 min
_ X119 RSD

. X —— — X
radni vek trajanje instrum. analize 60 min

Cena od 25 RSD za amortizaciju za instrumentalnu konfiguraciju 3 se odnosi na metodu MET-DI-R, a cena
od 148 RSD se odnosi ha metodu MET-LI-R
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5.3.1.2 Radne operacije u okviru metoda i metodologija obratuna cene skrininga

Radne operacije i njihova klasifikacija prema promeni njihovog trajanja sa porastom broja
obradenih uzoraka na primeru metode MET-GC-R prikazani su u tabeli Tabela 5.3-2. Tabela
takode prikazuje koja radna operacija zahteva angazovanje analitiCara i ukupan utrosak
vremena analitiara po operaciji po jednom uzorku.

U kategoriju 1 radnih operacija spadaju one operacije ¢ije je trajanje fiksno i ne zavisi od broja
obradenih uzoraka. Tako ¢e se samo jednom, u odredenom trajanju, izvsiti priprema hemikalija
i pribora za analizu, priprema Kkalibranta i kalibracija instrumenta, priprema serije
kvantifikacionih standarda koja ¢e pokriti kvantitativnu analizu kako jednog tako i veceg broja
uzoraka, izrada kvantifikacione metode, kao i automatska softverska obrada rezultata, Cije je
trajanje zbog raCunarske automatizacije priblizno isto i za jedan i za veci broj uzoraka.

U kategoriju 2 radnih operacija spadaju operacije ¢ije trajanje zavisi od broja obradenih uzoraka
i raste linearno sa porastom broja obradenih uzoraka.

U kategoriju 3 spadaju radne operacije koje su automatizovane, kao ekstrakcija muckanjem
upotrebom Sejkera, centrifugiranje ili uparavanje uzoraka na uparivacu. Trajanje ovih operacija
ne raste u celom toku linearno sa porastom broja obradenih uzoraka, jer se istovremeno moze
izvrsiti ekstrakcija ili centrifugirati do 50 uzoraka, odnosno istovremeno se moze upariti do 20
uzoraka, sve zavisno od kapaciteta pomoénih instrumenata.

Ukupno trajanje angazovanja radne snage tokom analize je ~55 minuta 1 krace je od celokupnog
trajanja analize, jer postoje radne operacije koje ne zahtevaju angazovanje analitiCara, poput
automatizovanih radnih operacija, trajanja same instrumentalne analize, kao i softverske
obrade rezultata. Trajanje angaZovanja radne snage sa brojem obradenih uzoraka (parametar S,
Tabela 5.3-3), a time i naknada za rad, ne prati prostu linearnu zavisnost, zbog postojanja radnih
operacija koje uklju¢uju rad analiticara, ali se ne menjaju sa porastom broja obradenih uzoraka.
Iz sli¢nog razloga se i varijabilni deo naknade za utro$ene resurse (parametar B, Tabela 5.3-3)
ne menja po prostoj linearnoj zavisnosti. U okviru metode MET-GC-R postoji fiksni trosak od
463 RSD Kkoji se ne menja sa porastom broja obradenih uzoraka, a obuhvata naknadu za utroSak
analitiCkih standarda pesticida pri pravljenju kvantifikacionih standarda.

Krajnja formula (Tabela 5.3-3) po kojoj je vrsen prorac¢un ukupne cene analize po uzorku (y-
ose grafika, poglavlje 5.3.2) obuhvata naknade za rad analitiCara i za utroSeni materijal za N
broj obradenih uzoraka i fiksne troskove.
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Tabela 5.3-2 Radne operacije, angazovanje opreme i utro$ak materijala prema kategorijama na primeru metode MET-GC-R

Redni broj operacije  Radna operacija UtroSeno vreme za jedan uzorak, min Zahteva utro$ak iz kategorije
1. Priprema hemikalija i pribora za rad* 10,00 5
Faza pripreme uzorka
2. Merenje mase uzorka (1 kg jabuka)? 0,50 1,35
3. Ljustenje kore (1 kg jabuka)? 3,00 5
4, Homogenizacija kore? 2,00 1,35
5. Odmeravanje alikvota uzorka za analizu? 0,30 1,35
6. Ekstrakcija — dodavanje heksana? 0,20 3,59
7. Ekstrakcija — muékanje/mesanje® 10,00 1,3
8. Centrifugiranje® 10,00 1,3
9. Uparavanije do suva® 12,00 19
10. Izmena rastvaraca (dodavanje metanola+vorteksiranje)? 1,20 1,359
11. Mikrofiltriranje? 0,50 5,9
12. Odmeravanje u viale za analizu? 0,10 3,59
13. Obelezavanje viala® 0,10 5,9
Faza instrumentalne analize
14. Priprema kalibranta® 2,00 58
15. Kalibracija instrumenta? 10,00 1,5,6,7,8
16. Priprema kvantifikacionih standarda* 7,00 3,58
17. Formiranje sekvence? 0,30 1,5
18. Trajanje instrumentalne analize? 15,00 1,6,7
Faza obrade rezultata

19. Izrada kvantifikacione metode! 15,00 15
20. Softverska obrada rezultata® 2,00 1
21. Tumacdenje rezultata® 3,00 1,5
UKupni utrosak vremena analiti¢ara po uzorku, min - s* 55,20 /

Trajanje operacije se ne menja sa porastom broja obradenih uzoraka;  ?Trajanje operacije raste linearno sa porastom broja obradenih uzoraka;
3Trajanje operacije ne raste u celom toku linearno sa porastom broja obradenih uzoraka;
* Suma trajanja svih operacija izuzev operacija 7, 8, 9, 18 i 20 (zbir trajanja svih operacija koje zahtevaju utro$ak iz kategorije 5).
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Tabela 5.3-3 Formule za izra¢unavanje ukupnog troska analize po uzorku na primeru metode MET-GC-R

Parametar Formula Napomena
. A+B C _ .
Cena analize po uzorku, RSD N + N y-osa na graficima, poglavlje 5.3.2
N — broj obradenih uzoraka / /
v . oy
A — naknada za rad analitiCara, RSD = § X radni sat analiticara (bruto) /

S — utro$eno vreme analiti¢ara za N uzoraka,
min

B — naknada za utro$ene resurse (varijabilni
troskovi), RSD

C — naknada za utroSene resurse na godiSnjem
nivou (fiksni troSkovi), RSD

60 min

S =11,2 min X N + 44 min

B =413 RSD X N + 463 RSD
odnosno

B = N X X (jedini¢na cena materijala
X utro$ena koli¢ina)

¥ fiksnih troskova

44 min je ukupno trajanje operacija koje zahtevaju angazovanje
analitiCara i Cije trajanje se ne menja sa porastom broja obradenih
uzoraka (operacije obelezene gornjim indeksom 1 izuzev operacije
20, Tabela 5.3-2)

11,2 min je ukupno trajanje operacija koje zahtevaju angaZovanje
analitiCara i Cije trajanje raste linearno sa porastom broja obradenih
uzoraka (operacije obelezene gornjim indeksom 2 izuzev operacije
br. 18, Tabela 5.3-2)

463 RSD je ukupni troSak za materijal ¢ija se potroS$nja ne menja sa
brojem obradenih uzoraka (cena za po 1 mg svakog od analitickih
standarda pesticida);

413 RSD je ukupni troSak za materijal ¢ija potro$nja raste linearno
sa porastom broja obradenih uzoraka

Suma troskova iz kat. 1, 2 (instr. konf. 1), 3 i 4 (215000 RSD)
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5.3.2 Komparativna analiza ekonomicnosti skrining metoda

Sa porastom broja uzoraka u seriji datih na 7500
skrining isplativost postupka skrininga raste ¢ —e— Metoda MET-GC-R
(Slika 5.3-1). Sa porastom broja analiziranih
uzoraka sa 50 na 100 na godiSnjem nivou,
proseCna cena skrininga po uzorku se @ Metoda MET-LC-R2
smanjuje za 2000 do 3000 dinara; sa
porastom broja analiziranih uzoraka sa 100 na
200 cena skrininga se smanjuje za jo§ 1000 do
1500 dinara u zavisnosti od metode. Cena
skrininga po uzorku postaje manje zavisna od
broja uzoraka ako on prelazi 600 godis$nje. Sa
porastom broja uzoraka sa 600 na 800 cena
analize po uzorku se smanjuje za 180 do 260
dinara, a sa porastom broja uzoraka sa 800 na
1,000 cena se smanjuje za 50 do 80 dinara u
zavisnosti od metode. Kao i u drugim 1,500
komercijalnim  oblastima, velikoserijske

analize obi¢no donose ustedu, te je i ovde o0
najisplativije vrsiti skrining na 800 do 1000 0 200 400 600 800 1000
uzoraka godi$nje, odnosno sa kontigentom na
mesecnom nivou od najmanje 60-80 uzoraka.

6.500 —— Metoda MET-LC-R1

5,500 Metoda MET-DI-R

L4 —a— Metoda MET-LI-R
4.500 |

3,500

2,500

Ukupna cena analize po uzorku, RSD

Broj analiziranih uzoraka na godisnjem nivou

.. . Slika 5.3-1 Ekonomiénost skrininga metodama sa
Kada se cene skrininga razvijenim metodama razvijenom pripremom uzorka u zavisnosti od broja

sa pojednostavljenom pripremom uzorka uzoraka obuhvaéenog planom skrininga na godisnjem
medusobno uporede, uocava se da najjeftiniji nivou

skrining pruza metoda MET-GC-R (Slika 5.3-1). Za skrining serije N = 50 uzoraka ovom
metodom potrebno je izdvojiti sredstva u iznosu od 4845 dinara po uzorku, dok je za skrining
istog broja uzoraka npr. metodom MET-LC-R1 potrebno izdvojiti 7135 dinara po uzorku.

Cena skrininga po uzorku metodom MET-GC-R, nezavisno od broja obradenih uzoraka je u
proseku za 20 % niza od cene skrininga metodom MET-LI-R, za oko 23 % niza od cene
skrininga metodama MET-DI-R i MET-LC-R2 i za oko 34 % niza od cene skrininga metodom
MET-LC-R1. Niza cena skrininga metodom MET-GC-R u odnosu na ostale metode, pretezno
poti¢e od nize cene nabavke i odrzavanja instrumentalne konfiguracije CONF-1 koju ova
metoda implementira u odnosu na cenu nabavke i odrzavanja ostalih konfiguracija.

Varijacija u cenama skrininga (50 uzoraka) za metode MET-LC-R1, MET-LC-R2, MET-DI-R
I MET-LI-R, koje implementiraju ostale instrumentalne konfiguracije iznosi oko 2 %.

Ujednacenost u cenama skrininga potice od uporedivih troskova odrzavanja instrumentalnih
konfiguracija CONF-2, CONF-3 i CONF-4.
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Ekonomi¢nost metoda MET-GC-R i MET-LC-R1 procenjena je takode i u odnosu na troskove
skrininga metodama MET-GC-Q i MET-LC-Q koje predstavljaju zvani¢ne metode, ali su i
analogne metode sa metodama MET-GC-R i MET-LC-R1 u pogledu implementiranih
instrumentalnih konfiguracija.

Metoda MET-GC-R je isplativija od metode MET-GC-Q (Slika 5.3-2). Ukupna cena skrininga
metodom MET-GC-R je za 3,5 % (50 uzoraka) odnosno 19 % (1000 uzoraka) niza od cene
skrininga metodom MET-GC-Q. Apsolutna usteda u finansijskim sredstvima koja se ostvaruje
implementacijom razvijene u odnosu na zvani¢nu metodu, procenjena je na bazi varijabilnog
dela troskova, po kome se ovaj par metoda najvise i razlikuje. lako varijabilni troSak za jedan
uzorak obraden metodom MET-GC-R iznosi 1430 dinara, a metodom MET-GC-Q 1648 dinara,
ukupna usteda na godis$njem nivou za nije zanemarljiva (za npr. 1000 obradenih uzoraka iznosi
169000 dinara odnosno oko 1420 €).

——Metoda MET-GC-R Ukupni varijabilni trogkovi, RSD
—+— Metoda MET-GC-Q 0 100,000 200,000 300,000 400,000 500,000 600,000 700,000
5,500 o
41000
g
500 I
5,000 g
= 600 I
=
n 4500 I 400
17 =
=4 S 200 |
= 4,000 =
g 100
g A s m
= 3,500
2 1
v 1 50 100 200 400 600 800 1000
= 3,000 # Ukupm vargabilm trofkow <
g (MET.GCR) 1429  27.165 53426 105949 210994 316,038 421083 526128
= 5 500 Usteda 219 8508 16967 33,884 67717 101551 135384 169218
g 2,
[:¥]
5] . . - .. .
o * Grafik levo ilustruje ekonomi¢nost skrininga jabuka metodama MET-GC-R
g, 2:000 i MET-GC-Q na targetirane pesticide u zavisnosti od broja uzoraka datih na
:% skrining na godisnjem nivou; skaliranje na godisnji nivo je izvrieno zbog
1,500 fiksnih troskova.
1,000 ** Grafik gore desno prikazuje stepen ustede finansijskih sredstava ako se u
skrining uzoraka implementira razvijena metoda (MET-GC-R) umesto
500 oficijelne metode (MET-GC-Q); deo sredstava oznacen kao "usteda’
0 500 1000 predstavlja razliku u varijabilnim trofkovima oficijelne i razvijene metode tj.
Broj analiziranih uzoraka na Var.troskovi MET-GC-Q = Var. troskovi MET-GC-R + Usteda
godidnjem nivou

Slika 5.3-2 Poredenje ekonomi¢nosti skrininga razvijenom i zvani¢nom metodom (instr. konf. CONF-1) u
zavisnosti od broja uzoraka obuhvacenog planom skrininga na godi$njem nivou i usteda u finansijskim
sredstvima koja se ostvaruje implementacijom razvijene metode



Metoda MET-LC-R1 je isplativija od metode MET-LC-Q (Slika 5.3-3). Ukupna cena skrininga
metodom MET-LC-R1 je za 3,6 % (50 uzoraka) odnosno 19 % (1000 uzoraka) niza od cene
skrininga metodom MET-LC-Q. Usteda u finansijskim sredstvima koja se ostvaruje
implementacijom razvijene u odnosu na zvani¢nu metodu, procenjena je na bazi varijabilnog
dela troskova, po kome se ovaj par metoda najviSe i razlikuje. lako varijabilni trosak za jedan
uzorak obraden metodom MET-LC-R1 iznosi 1775 dinara, a metodom MET-LC-Q 2044

dinara, ukupna usteda na godi$njem nivou je znacajna (za npr. 1000 obradenih uzoraka iznosi
269000 dinara odnosno oko 2250 €).

—e—Metoda MET-LC-R1 Ukupni varijabilni troskovi, RSD
+ Metoda MET-LC-Q

(=]

200,000 400,000 600,000 $00,000 1,000,000
8,000

—_
(=]
=
(=]

7,000

g g
-II‘”|

Broj obradenih uzoraka
.
]

3,000 . . . S .
N * Grafik levo ilustruje ekonomiénost skrininga jabuka metodama MET-LC-RI i
. MET-LC-Q na targetirane pesticide u zavisnosti od broja uzoraka datih na skrining
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=
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na godinjem nivou; skaliranje na godisnji nivo je izvrieno zbog fiksnih troskova.

*
e e
o; —*  ** Grafik gore desno prikazuje stepen ustede finansijskih sredstava ako se u skrining
1,000 —*  uzoraka implementira razvijena metoda (MET-LC-R) umesto oficijelne metode
(MET-LC-Q); deo sredstava oznacen kao "usteda' predstavlja razliku u varijabilnim
trodkovima oficijelne i razvijene metode tj. Far.troskovi MET-LC-Q = Var. troskovi
0 MET-LC-RI + Usteda
0 500 1000

Broj analiziranih uzoraka na
godisnjem nivou

Slika 5.3-3 Poredenje ekonomicnosti skrininga razvijenom i zvani¢nom metodom (instr. konf. CONF-2) u
zavisnosti od broja uzoraka obuhvacenog planom skrininga na godisnjem nivou i uSteda u finansijskim
sredstvima koja se ostvaruje implementacijom razvijene metode
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*k*k

Cena skrininga implementiranim metodama pretezno zavisi od instrumentalne konfiguracije
koja se angazuje tokom skrininga. SKrining je isplativiji ukoliko obuhvata veéi broj uzoraka na
godisnjem nivou,; ukoliko se planirani broj uzoraka poveéa sa 50 na 1000 uzoraka na godi$njem
nivou, cena skrininga po uzorku se smanjuje za oko 85 %.

Implementacija metoda sa razvijenom pripremom uzoraka umesto zvani¢nih metoda doprinosi
znacajnoj ustedi finansijskih sredstava. Za planirani skrining do 1000 uzoraka godisnje
apsolutna usteda iznosi i vise od dve hiljade evra.

U cenu skrining metoda razvijenih u okviru ovog istrazivanja nije ukljucen troSak akreditacije
metoda i obezbedivanje ovlaséenja od nadleznih organa za rad laboratorije u smislu izdavanja
potvrda o zdravstvenoj ispravnosti namirnica. S obzirom da razvijene skrining metode imaju
zadovoljavajuce i uporedive performanse sa zvaniénim metodama, moze se zakljuciti da one u
krajnjem ishodu predstavljaju dobru preliminarnu alternativu i dopunu zvani¢nim metodama
koje se primenjuju u akreditovanim laboratorijama. To u praksi znaéi da razvijene metode mogu
biti prvi izbor skrininga koli¢ine pesticida u vo¢u za potrebe planske interne kontrole od strane
malih i srednjih proizvodaca, dobavljaca ili preradivacda voca ili za potrebe preliminarne
procene pred upucivanje uzoraka na zvani¢nu analizu u neku od akreditovanih laboratorija.

Ekonomicnost razvijenih metoda posebno dolazi do izraZaja u slucaju zahteva za ve¢im brojem
niskoserijskih analiza (sa manjim brojem razli¢itih tipova uzoraka u seriji), prema zahtevima
trziSta/narucioca skrininga. Za npr. 5-10 uzoraka u seriji relativna usteda po uzorku je znatno
veéa u odnosu na ustedu po uzorku u seriji od npr. 1000 analiza zvani¢nim metodama. Zbog
krace pripreme uzoraka 1 same analiticke instrumentalne tehnike, kao 1 jednostavnije
interpretacije rezultata, implementirane metode mogu imati prednost u pogledu fleksibilnosti
utroska vremena i laboratorijskih resursa i time na jeftiniji i efikasniji nacin odgovoriti
zahtevima u pogledu preliminarnog skrininga uzorkovanog materijala.

Pri aktuelnim uslovima jake globalne konkurencije u savremenoj poljoprivrednoj proizvodnji i
plasmanu hrane, sa jedne strane i pove¢anim zahtevima za ispitivanje zdravstvene ispravnosti
namirnica u pogledu reziduala pesticida, sa druge strane, rezultati sprovedenih istrazivanja
pokazuju da razvijene analitiCke metode mogu imati primenu kod Sireg spektra korisnika, od
individualnih proizvodaca do manjih i srednjih preduzeca, u pogledu podrske njihovim
privrednim aktivnostima.
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6 ZAKLJUCAK



U okviru istrazivanja razvijeno je i validovano 7 metoda za potrebe preliminarnog skrininga
pesticida u jabukama, baziranih na masenoj spektrometriji. Metode su razvijene
ispitivanjem pet pesticida koji se koriste u tretmanu zasada jabuka (ciprodinil, pirimetanil,
trifloksistrobin, boskalida i bifentrin).

Cetiri metode implementiraju novorazvijene — pojednostavljene nagine pripreme uzoraka,
a tri implementiraju razli¢ite verzije QuEChERS pripreme uzoraka. Pet metoda
implementiraju hromatografsko razdvajanje analita pre primene masene spektrometrije.
Dve metode ne ukljucuju hromatografiju, ve¢ se uzorci unose direktno u maseni
spektrometar direct i LOOP injection tehnikama uno$enja uzoraka.

Razvijene metode implementiraju 4 instrumentalne konfiguracije koje uklju¢uju masene
spektrometre razli¢itih generacija, cene 1 razli¢itih konstrukcija 1 performansi u domenu
osetljivosti i selektivnosti. Primenjeni su maseni spektrometri sa transmisionim i trostrukim
kvadrupolom i linearnim i 3D jonskim trapom kao analizatorom i El i ESI tehnike jonizacije
analita.

Pet od 7 metoda je pokazalo dobru selektivnost; metoda MET-GC-R je delimi¢no selektivna
za trifloksistrobin; metoda MET-LI-R, koja uklju¢uje analizu QuEChERS ekstrakata kore
jabuke bez hromatografskog razdvajanja, nije selektivna za boskalid i bifentrin.

Razvijene metode su linearne u opsegu koncentracija koji zadovoljava potrebe skrininga.
Razvijene metode poseduju osetljivost zadovoljavajucu za potrebe skrininga, s obzirom da
je detekcija analita u uzorcima moguca pri koncentracijama koje su od nekoliko puta do
nekoliko desetina hiljada puta nize od propisanih MDK vrednosti za targetirane pesticide.

Priprema uzoraka i razvijenim i zvani¢nim zahtevanim metodama rezultuje zadovoljava-
juéim prinosom analita, ali ne eliminiSe matriks efekat. Uzimajuéi u obzir ova dva ishoda
validacije, kvantifikaciju analita u uzorcima treba vrsiti prema standardima pripremljenim
u blank testiranim matriksima. S obzirom da je zavisnost matriks efekta od matriksa (kore
odredene sorte jabuke) uocena za GC/MS metodu, kvantifikacija po ovoj metodi zahteva
sagledavanje sorti kao zasebnih matriksa, dok se kvantifikacija po ostalim metodama moze
vrsiti u odnosu na koru bilo koje sorte, koja u tom slucaju predstavlja reprezentativan
matriks.
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Razvijene skrining metode imaju zadovoljavajuce i uporedive performanse sa zvani¢nim
metodama, pa predstavljaju dobru alternativu kao prvi izbor skrininga koli¢ine pesticida u
jabukama.

Precizne rezultate skrininga moguce je ostvariti i analizom kore, umesto ploda jabuke, s
obzirom da su rezultati ispitivanja migracije targetiranih pesticida kroz koru potvrdili njen
retencioni kapacitet. Ispitivanje migracije razvijenom metodom MET-GC-R, pokazalo je da
72 h nakon aplikacije pesticida znacajan procenat aplicirane mase ostaje u kori jabuke ili se
gubi usled isparavanja sa povrSine kore. Procenat zadrzan u kori iznosi od 30 %
(pirimetanil), 55 % (ciprodinil), >70 % (trifloksistrobin) do >80 % (boskalid). Procenat
mase bifentrina zadrzane u kori je 20 %, dok ostalih 80 % ¢ini gubitak nastao evaporacijom
ili degradacijom.

Implementacija razvijenih skrining metoda umesto zvani¢nih doprinosi znacajnoj ustedi
finansijskih sredstava. Ekonomi¢nost posebno dolazi do izraZaja u slu¢aju potrebe za ve¢im
brojem niskoserijskih analiza, kada je relativna usteda (uSteda po uzorku) znatno veca u
odnosu na relativnu ustedu u visokoserijskim analizama zvani¢énim metodama.

Razvijene metode mogu biti od posebnog znacaja za mala i srednja preduzeca i individualne
poljoprivredne proizvodace, jer predstavljaju brzu i ekonomiéniju alternativu za potrebe
preliminarne procene kvaliteta plodova u pogledu reziduala pesticida, koju je pozeljno
obaviti pre zakonom propisane analize u ovlas¢enim akreditovanim laboratorijama,
izdavanja sertifikata o ispravnosti i plasmana proizvoda na trziste.

Varijacije u na¢inima pripreme uzoraka i implementiranim instrumentalnim analitickim
tehnikama pruzaju moguénost izbora najadekvatnije metode za skrining u pogledu
oseltjivosti, brzine i isplativosti.

Skrining targetiranih pesticida u jabukama sa trzista vrsen je metodama MET-GC-R i MET-
LC-R1, koje implementiraju tehniku gasne i teéne hromatografije. Skrining koji je
obuhvatio uzorke jabuka iz tri supermarketa i pet pijaca sa teritorije grada Nisa i jedan zasad
jabuka van gradske teritorije nije pokazao prisustvo targetiranih pesticida iznad MDK
vrednosti.
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8 PRILOG



8.1 Profil bioaktivnih jedinjenja jabuke

Polifenolna jedinjenja ¢ine glavni deo profila bioaktivnih jedinjenja jabuke (Slika 8.1-1).
Osnovne klase ovih jedinjenja koja se mogu naci u jabukama su:

¢ hidroksi benzoeve kiseline - p-hidroksi benzojeva kiselina, protokatehinska, galna,
siringinska Kiselina;
e hidroksicinaminska kiselina i njeni derivati: p-kumarna, kafeinska, ferulinska,
hlorogenska kiselina;
e flavonoli - kvercetin i prateci glikozidi; dihidrohalkoni (florizin) i derivati;
e antocijanidini - cijanidini i odgovaraju¢i glikozidi;
¢ flavanoli — monomerni (epikatehin, katehin); oligomerni (procijanidini).
Flavanoli i pratec¢i oligomeri ¢ine i do 90 % ukupnih polifenola, fenolne kiseline do 31 %,
flavonoli do 10 %, a dihidrohalkoni i do 5 % (Wojdylo et al., 2008). Polifenolna jedinjenja su
glavni nosioci antioksidativne aktivnosti, a pokazalo se da je njihov ukupni sadrzaj u jakoj
korelaciji sa stepenom izrazenosti enzimskog tamnjenja (Persic et al., 2017).

COOH OH

/ﬁJ \%ii],/OH [:iji]:jOH
> T ) LA
h = ‘//\OH

OH oH 0O OH  katehin

p-kumarna kiselina kvercetin

OH
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Slika 8.1-1 Struktura odabranih polifenolnih jedinjenja iz hemijskog profila jabuke
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Derivati dihidrohalkona, kao S§to je florizin (floretin 2’-O-glukozid) i floretin 2’-O-
ksilozilglukozid mogu se naci u svim delovima ploda jabuke (kori, pulpi i srzi) te se smatraju
karakteristicnim jedinjenjima za rod Malus x domestica. Poznata je akumulacija ovih
jedinjenja u kori jabuke; koli¢ine mogu biti i do 10 puta vece nego u pulpi, a ¢esto su u korelaciji
sa sadrzajem flavanola i flavonola (Espley i Martens, 2013). Njihov sadrzaj, kao i sadrzaj drugih
polifenola moze varirati u zavisnosti od sorte jabuke. Primer je ekstrakt ploda Zlatnog DeliSesa
koji sadrzi manje floretin 2’-O-glukozida (146,8 mgkg™? suve mase) i floretin 2’-O-
ksilozilglukozida (7,3 mgkg-1 suve mase), od ekstrakta ploda novije sorte Mekfri (231,3 mgkg™*
suve mase floretin 2°-O-glukozida i 203 mgkg™ suve mase floretin 2’-O-ksilozilglukozida).
(Simmonds & Howes, 2015).

Od flavonola u jabukama se mogu na¢i kvercetin-3-O-glikozidi i to galaktozid (izokvercitrin),
glukozid (izokvercetrin), ramnozid (kvercitrin), rutinozid (rutin), ksilozid (reinoutrin),
arabinopiranozid (guiajaverin) i arabinofuranozid (avikularin), dok su glavni predstavnici
flavanola (-) Epikatehin i procijanidin B2 (Espley i Martens, 2013).

Prisustvo antocijana u jabukama, a prvenstveno u kori jabuka, varira u zavisnosti od sorte. Kod
sorti zelene ili Zute boje antocijani se obi¢no nalaze u malim (kora Greni Smita ili Zlatnog
Delisesa), a kod sorti crvene boje u znatno veéim koli¢inama. lako se prisustvo antocijana
obi¢no vezuje za koru, postoje sorte jabuka sa izrazenim sadrZzajem antocijana u pulpi — sorte
sa crvenom pulpom (van Nocker et al., 2012). Medu antocijanima koji su identifikovani u
sortama crvene boje najzastupljeniji su cijanidin-3-O-galaktozidi, dok su u manjim koli¢inama
prisutni i cijanidin-3-O-arabinozid, cijanidin-3-O-glukozid i cijanidin-7-O-arabinozid (Espley
i Martens, 2013).

Karotenoidi su u komercijalnim sortama jabuke prisutni u mnogo manjim koli¢inama (<2,50
1gg™t) nego kod ostalih vrsta voéa, kao §to su citrusi (25 pgg™) ili papaja (60 pgg™); prisutni su
i u kori i u pulpi, pri ¢emu je glavni karotenoid kore lutein, a pulpe beta-karoten ili neoksantin
(Espley i Martens, 2013). Jedna studija je otkrila sadrzaj 25 jedinjenja na bazi hlorofila i
karotenoida u 13 razli¢itih sorti; u najvecoj koli¢ini u pulpi su identifikovani dvostruko
esterifikovani ksantofili sa opsegom koncentracija od 3,90 pgg™ suvog voc¢a (Greni Smit) do
25 pgg suvog voca (Zlatna Montana) i hlorofil a, koji je varirao izmedu 0,80 pgg™ suvog voéa
(Fudzi) i 47 pgg™ suvog voca (Greni Smit) (Delgado-Pelayo et al., 2014). Rezultati iste studije
su pokazali da se sorte zelene boje, kao $to je Greni Smit isticu u visokom sadrZaju pigmenata
I to pogotovo u kori.

Karakteristi¢an predstavnik fenolnih kiselina u jabukama je hlorogenska kiselina, dok je druga
po zastupljenosti je p-kumaroilkininska kiselina. Sadrzaj hlorogenske kiseline, prema
rezultatima jedne studije varira medu sortama izmedu 118,30 mgkg? suvog voéa (sorta
Ambrozja) i 431,60 mgkg? suvog voéa (sorta Fudzi) (Simmonds & Howes, 2015). Fenolne
kiseline dominiraju u srzi jabuke, dok im je sadrzaj u kori zanemarljiv (Wojdylo et al., 2008).

Jedinjenja koja ne pripadaju klasi polifenola, a sastavni su deo bioaktivhog profila su
askorbinska kiselina 1 Seceri, koja takode daju doprinos antioksidativnoj aktivnosti i nutritivnoj
vrednosti jabuka. Medu sortama sadrzaj Secera moze varirati od 9,53 do 12,34 %, a sadrzaj
askorbinske kiseline od 25,75 do 77 mg/100g jabuke (Campeanu et al., 2009). Studija koja je
obuhvatila ispitivanje 64 sorti jabuka, medu kojima su komercijalne i stare sorte, sorte otporne
na krastavost, kao i sorte sa crvenom pulpom, pokazala je da je sadrzaj askorbinske kiseline po
pravilu ve¢i u kori, kao i u starim sortama, dok su komercijalne sorte znatno slabiji izvor
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askorbinske kiseline (Bassi et al., 2018). Secer koji dominira u sortama je fruktoza, a prate je
glukoza i sukroza (Wu et al., 2007).

Hemijskoj raznolikosti jabuke znafajno doprinosi i spektar isparljivih jedinjenja, koja su
odgovorna za karakteristiCan privlacan miris jabuka. GC/MS analiza organskih ekstrakata
jabuke, kao i ekstrakata sokova jabuke otkriva na desetine ovih jedinjenja, koja pripadaju
klasama estara, ketona, aldehida, alkohola i terpenoida (Tienpont et al., 2006; Tusaet al., 2012).
Sorte se kao 1 po pitanju sadrzaja ostalih jedinjenja, razlikuju i po sadrzaju isparljivih jedinjenja.
Jedna studija identifikuje estre kao glavnu klasu, sa prate¢im alkoholima i aldehidima (Marago
et al., 2016). Specifi¢an egzoti¢ni ukus koje poseduju pojedine sorte crvenih jabuka pripisuje
se prisustvu etil-heksanoata (Fraternale et al., 2011).

U sastav jabuka ulaze i zasi¢ene i nezasi¢ene masne kiseline sa 16 i 18 ugljenika u
ugljovodoni¢nom lancu, s tim Sto viSe od 70 % ukupnih masnih kiselina ¢ine one sa 18
ugljenika; glavne aminokiseline su serin i asparagin (Wu et al., 2007).

Hemijski i nutritivni profil jabuka nije ujednacen, tj. zavisi od mnogo faktora poput nacina
uzgajanja, agronomskih uslova pre i posle berbe kao i lokacije uzgajanja, vremenskih uslova,
sorte jabuke, zrelosti plodova, uslova skladiStenja, pretrpljenih oboljenja ili nacina pripreme
jabuénih preradevina (Mikulic Petkovsek et al., 2010), (Espley & Martens, 2013; Kalinowska
etal., 2014).

8.2 Bolesti jabuke i zaStita

Efikasna proizvodnja jabuka podrazumeva primenu tretmana i agrotehnickih mera tokom
Citavog razvoja jabuke. Na slici Slika 8.2-1 su prikazane osnovne faze u razvoju ploda jabuke.

Srebrni vrh

,:‘) LT

Precvetavanje

Slika 8.2-1 Fenofaze u razvoju

jabuke (preuzeto iz Obradovic¢ et al.,
2013) Plodovi zreli za berbu Pocetak zrenja
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Najzastupljenija i ekonomski najznacajnija oboljenja stabla ili ploda jabuke pripadaju grupi
mikoza i pseudomikoza. Uzro¢nici ovih oboljenja se aktiviraju u pogodnim uslovima, a to su
visoka vlaznost i srednje temperature, koje su karakteristicne za kiSovito vreme. Da bi se
delovalo preventivno po pitanju ovih infekcija, neophodno je znati nacin prodora patogena u
biljku, optimalne uslove razvoja patogena, kao i na¢in odrazavanja oboljenja.

Ekonomski najznacajnija mikoza je cadava pegavost i krastavost plodova, ¢iji je uzro¢nik
Venturia inaequalis. Ovo oboljenje je posebno izrazeno kada su zastupljena hladnija i vlazna
proleca i leta. Oboljenje se manifestuje slabim obrazovanjem pupoljaka, opadanjem nedovoljno
zrelih plodova, kao i gubitkom li§¢a. Suzbijanje oboljenja hemijskim tretmanima se vrsi u
specificnim intervalima tokom citave vegetacije. Vrlo je bitno da se suzbijanju pristupi na
samom pocetku vegetacije, u prolece, odnosno od fenofaze pucanja pupoljaka pa do
precvetavanja. Za suzbijanje se koriste sredstva iz klase fungicida. Poznato je da od ukupne
potro$nje hemijskih sredstava pri proizvodnji jabuke 75 % cini upotreba fungicida, a od toga
70 % u cilju suzbijanja ¢adave pegavosti i krastavosti ploda (Obradovi¢ et al., 2013). Od
fungicida se najceS¢e koriste nesistemicni fungicidi, koji se karakteriSu nespecificnim
mehanizmom delovanja i protektivnim dejstvom, iz razlicitih klasa kao $to su ditiokarbamati,
ftalimidi ili hinoni. Od sistemicnih fungicida, koji se karakteriSu specifiénim na¢inom delovanja
i protektivnim, ali i kurativnim dejstvom, Kkoriste se triazoli, strobilurini, anilinopirimidini,
piridinkarboksamidi.

Vazno je naglasiti da gljivice teSko razvijaju otpornost na nesistemicne, a znatno lakSe na
sistemi¢ne fungicide; razlog tome je razli¢it nacin delovanja. Nesistemi¢ni fungicidi ne prodiru
u biljku, a zaStitnu ulogu ispunjavaju obrazovanjem depozita na povrsini biljke; stoga je vazno
da se nanose u vise navrata u cilju obnavljanja depozita. Sistemi¢ni fungicidi prodiru u biljku 1
kre¢u se kroz nju; glavna odlika je specifican mehanizam delovanja Sto podrazumeva da
predstavljaju interference sa reakcijama u metabolizmu patogena. Rezultati jednog ispitivanja
su pokazali da su izolati V.inaequalis sa zasada koji je decenijski tretiran strobilurinima, koji
pripadaju grupi sistemic¢nih fungicida, manje osetljivi na krezoksim metil 1 trifloksistrobin od
izolata sa zasada koji nijednom nisu bili tretirani tim fungicidima (Stevic et al., 2015).

Od vecine sistemi¢nih fungicida, u suzbijanju V. inaequalis najefikasniji su fungicidi iz grupe
strobilurina. U poredenju sa anilinopirimidinima i triazolima efikasno suzbijaju patogena u
najranijoj fazi i to u malim koli¢inama, pa ih je najbolje upotrebiti preventivno dok se bolest
nije razvila. 1z ove klase fungicida u Srbiji su za zastitu jabuke registrovani preparati na bazi
trifloksistrobina, krezoksim metila i piraklostrobina (Obradovi¢ et al., 2013). Anilinopirimidini
se lako usvajaju preko kutikula i lako prolaze vostani sloj listova ili plodova. Jaki su inhibitori
rasta micelije. Na niZim temperaturama su efikasniji od na primer triazola, pa su Cest izbor za
tretmane na pocetku vegetacije, kada je temperatura niza. U Srbiji su za zaStitu useva jabuke iz
ove grupe fungicida registrovani preparati na bazi pirimetanila i ciprodinila (Obradovi¢ et al.,
2013). Sistemicni fungicidi - Inhibitori sukcinat dehidrogenaze predstavljaju relativno novu
grupu fungicida. U Srbiji su iz ove grupe za zastitu jabuke registrovani preparati na bazi
boskalida i fluopirama (Obradovi¢ et al., 2013).

Pepelnica jabuke je drugo ekonomski najznacajnije oboljenje jabuka, a izaziva¢ je P.
leucotricha. Jedan od nacina suzbijanja ovog oboljenja je i odabir sorti za uzgajanje koje su

otpornije na izazivaca bolesti. Medutim, posSto su najzastupljenije sorte poput Zlatnog DelisSesa,
Greni Smita i Ajdareda umereno otporne na P. Leucotricha, pomo¢ u suzbijanju u vidu

300



hemijskih preparata je neophodna. Od fungicida se koriste triazoli poput penkonazola,
tebukonazola, strobilurini (krezoksim metil), sulfamidi (tolilfluanid), hidroksipirimidini i
mnogi drugi (Obradovi¢ et al., 2013). Oni se primenjuju u intervalima od desetak dana pocevsi
od faze razvijenih cvetnih pupoljaka pa do punog razvijanja ploda. Zlatni DeliSes je osetljiv na
ovaj patogen, Sto znaci da se fungicidi primenjuju uobicajeno kada se utvrdi prisusutvo
patogena, dok Ajdared i Greni Smit spadaju u visoko osetljive sorte, koje u svakom slu¢aju
traze primenu funcigida.

Od bolesti iz grupe bakterioza najznacajnija je bakteriozna plamenjaca jabuke koja se javlja u
skoro svim sadnim regionima. Bolest je izuzetno Cesta, a suzbijanje je tesko, jer patogen pored
proizvodnje voc¢a ugrozava i proizvodnju sadnica, kao i podizanje novih zasada. Sam parazit
napada sve delove biljke, ali su simtomi najizraZeniji na cvastima; mladi plodovi se brzo
smezuraju, crne, ali ostaju na granama. Efikasna zaStita se postize jedino kombinacijom mera,
a pre svega u cilju uklanjanja izvora infekcije. Najbolja preventivna mera je sadnja i uzgajanje
otprornih sorti. Zlatni DeliSes je srednje otporan, dok su Jonatan i Ajdared izuzetno osetljive
sorte, ali se ipak uzgajaju. Ukoliko nije mogu¢ odabir otpornih sorti, preventivno se mogu
primenjivati baktericidi na bazi bakra u manjim dozama pre i tokom cvetanja. Najvecu ulogu u
kontroli isuzbijanju plamenjace imaju fizicke mere zastite, koje podrazumevaju rezidbu delova
ili uklanjanje ¢itavih obolelih stabala sa sadne povrSine.

Mere zastite jabuka koje se primenjuju u voénjaku su znacajne za zastitu voca tokom uzgajanja,
ali i zbog naknadne zastite plodova u skladiStima, jer su oboljenja uskladiStenog voca
identifikovana kao znacajan faktor gubitaka u proizvodnji. Takvi gubici mogu se pojaviti
ukoliko proizvodi nisu tretirani efikasnim inhibitorima razvoja patogena, ili uskladisteni u
uslovima nepovoljnim za njihov razvoj (Grahovac et al., 2011).

Dva osnovna problema koji se javljaju kod uskladiStenih plodova jabuke su gljivi¢ne bolesti i
fizioloski poremecaji. Klasi¢ne skladiSne gljiviéne bolesti su sve vrste trulezi, kao i zelena
plesan 1 efiksano se eliminiSu primenom fungicida u fazi uzgajanja, posebno poslednjim
tretmanima pred berbu. Bolesti skladiSnog voc¢a koje su ishod fizioloSkih poremecaja su skald,
plutaste i gorke pege i unutrasnje tamnjenje. Sorta posebno osetljiva na skald je Greni Smit,
dok je na pojavu pega osetljiv Zlatni 1 Crveni DeliSes.

Ostale vrste bolesti i Steto¢ina koje se javljaju na jabuci su dati u Tabela 8.2-1.
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Tabela 8.2-1 Pregled oboljenja i StetoCina jabuke

Oboljenje Uzro¢nik Osetljive sorte Zastita . Promgne ha y
jabuci/izazivad
Mikoze i pseudomikoze
Zlatni Delises,
Cadava pegavost . Ajdared, Sadnja otpornih sorti; fungicidi iz
. Venturia Jonagold, - ;
i krastavost . - A grupe ditiokarbamata, hinona,
inaequalis Greni Smit, o
ploda . strobilurina
Crveni
DeliSes, Fudzi
Zlatni Delises,
Greni Smit, o . .
. Podosphaera Fungicidi iz grupe triazola i
Pepelnica . Jonatan, L
leucotricha strobilurina
Jonagold,
Ajdared
Crna trules Botryosphaeria Vedina sorti Funglmdl iz grupe qltlokarpamata, A
obtusa hinona, strobilurina, ftalimida
Monilinia Fizi¢ke mere; fungicidi
Smeda trulez fructigena; / (ciprodinil+fludioksonil,
plodova monilinia boskalid+piraklostrobin,
fructicola trifloksistrobin)
Cadava
_mrljavost Kompleks  Kombinacija hemijskih i
taCkasta zonalna Vecéina sorti .
patogena agrotehni¢nih mera
pegavost
plodova
Agrotehnicke, fizi¢ke i hemijske
5 Glomerella S N
Gorka trulez - / mere (fungicidi iz grupe ftalimida i
cingulata L
strobilurina)
Pre berbe — fungicidi iz grupe
Penicilium strobilurina, boskalid,
Zelena plesan exXDANSUM / ciprodinil+fludioksonil; u 4
P skladistu — dezinfekcija skladista i |

opreme za pakovanje

Bela trulez dothidea

Botryosphaeria Zlatni Delises,

Crveni Delises

Jonatan, Fungicidi iz grupe ftalimida
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Promene na

Oboljenje Uzro¢nik Osetljive sorte Zastita
L Kombinacija preventivnih,
Vlazna trulez  Phytophthora Zleztg:];?aer??es, agrotehnickih i hemijskih mera
korenovog vrata cactorum Mekintos (odabir otpornih sorti i podloga,

preparati na bazi metalaksila)

AU Alternaria mali

Preventivne mere — pracenje
zastupljenosti grinja; fizicke mere

Sorte iz grupe o .
grup — uklanjanje zaraZenog lis¢a;

[EIEN P DeliSesa fungicidi — krezoksim-metil,
trifloksistrobin
Bakterioze
Agrotehnicke i fizicke mere —
Rak korenai  Agrobacterium up(_)_treba zd-ravog _s_adnog
/ materijala, dezinfekcija sadnog

korenovog vrata  tumefaciens

pribora, potapanje korena u rastvor
baktericida

Zlatni Delises,

Jonatan,
Bakteriozna Erwinia Ajdared, Greni  Kombinacija nekoliko mera,
plamenjaca amylovora Smit, Gala, blagovremeno primenjenih
Fudzi,
Jonagold
Fitoplazmoze
Preventivne mere — upotreba
Proliferacija Candidatus / zdravog materijala; fizi¢ke mere —
jabuke phytoplasma mali uklanjanje mladih zarazenih
stabala
Viroze
. . . . Preventivne mere - po$ i
Hloroti¢na lisna Virus hloroti¢ne . ¢ (? t .e ere postc?van]e__
. . - / fitosanitarnih mera pri proizvodnji
pegavost jabuke lisne pegavosti -
sadnog materijala
. . Preventivne mere - po$ j
Brazdavost  Virus brazdavosti Teve t ne mere POStqvanje .
/ fitosanitarnih mera pri proizvodnji
stabla stabla -
sadnog materijala
- L . Preventivne mere - postovanje
Jamicavost ~ Virus jamicavosti . S Lo .
/ fitosanitarnih mera pri proizvodniji
stabla stabla

sadnog materijala
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Promene na

Oboljenje Uzro¢nik Osetljive sorte Zastita . e
jabuci/izazivac
. . Jonatan, Zlatni  Preventivne mere - poStovanje %
- Virus mozaika o s S L .
Mozaik jabuke abuke Delises, Greni fitosanitarnih mera pri proizvodnji
] Smit sadnog materijala :
Insekti i grinje
Breskvin C. Molesta / Pracenje brojnosti Stetocine
smotavac
Upotreba akaricida iznad praga
Crveni pauk  Panonychus ulmi / Stetnosti, a u zavisnosti od
fenofaze razvoja jabuke
. Organofosforni insekticidi i
Drvotocac Cossus cossus / . -
piretroidi
Dudovac Hyphantria cunea / Insekticidi r_la_baz_l bacillus
thurigiensis
Granotocac Zeuzera pyrina / Oragnofos_fornl . n.SEkt'C'd' '
piretroidi
. . Anthonomus Upotreba insekticida iznad praga
Jabu¢ni cvetojed / P . . preg
pomorum Stetnosti
. . Hyponomeuta
Jabu¢ni moljac yp . / /
malinellus
Cvdia Preventivne mere — pracenje
Jabu¢ni Y insekta putem feromonske klopke;
(carpocapsa) / . . iy .
smotavac insekticidi razli¢itog nacina
pomonella

delovanja
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Promene na

Oboljenje Uzro¢nik Osetljive sorte Zastita . e
jabuci/izazivac

Kalifornijska  Quadraspidiotus

Preventivne mere — vizuelno
pracenje; suzbijanje insekticidima

Preventivne mere — vizuelno
pracenje, metoda otresanja, lepljivi
pojasevi; suzbijanje insekticidima

§titasta vas perniciosus
Eriosoma
Krvava vas .
lanigerum
Phyllobius sp.,
Lisne pipe polydrosus sp.,
peritelus sp.

Preventivne mere — vizuelno
pracenje, metoda otresanja, lepljivi
pojasevi; hemijsko suzbijanje -
retko

Mrki savija¢  Archips podana

Preventivne mere — vizuelno
pracenje

Upotreba akaricida iznad praga

e Tetranychus . . . .
Obic¢ni paucinar . Stetnosti, a u zavisnosti od
urticae L

fenofaze razvoja jabuke
Preventivne mere — vizuelno

. Hoplocampa L. .
Osa jabuke - pracenje, metoda otresanja,

testudinea

obojene klopke

Pepeljasta lisna Dysaphis

Preventivne mere — vizuelno

vas plantaginea pracenje, metoda otresanja
Preventivne mere — vizuelno
. Aculus . . . .
Rdasta grinja pracenje; suzbijanje — prirodni

schlechtendali

neprijatelji i akaricidi

Rutava buba  Epicometis hirta

Preventivne mere — vizuelno
pracenje, metoda otresanja,
mirisne klopke
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Promene na
jabuci/izazivac
TR AT

Oboljenje Uzro¢nik Osetljive sorte Zastita

Preventivne mere — vizuelno

Savija¢ pupoljka Archips rosana / pracenje
Smotavac Preventivne mere — vizuelno
.. Adoxophyes orana / ..
pokozice ploda pracenje
Jabukov Synantedon  Crveni Delises  Organosfosforni insekticidi u
staklokrilac myopaeformis i klonovi kombinaciji sa uljima
s Pandemis Preventivne mere — vizuelno
Uvijac lista / ..
heparana praéenje, feromonske klopke

Preventivne mere — vizuelno
Zelena vas . .. racenje, metoda otresanja;
- Aphis pomii / _ Pracenjs, meto I
jabuke insekticidi razli¢itog mehanizma
delovanja iznad praga Stetnosti

8.3 ldentifikacija masenih fragmenata nastalih El jonizacijom molekula
pesticida

Pirimetanil i ciprodinil su 2,4,6 supstituisani pirimidini koji kao naintenzivnije fragmente u El
spektru imaju [M-H®]" vrste na m/z 198 i m/z 224, respektivno. Po intenzitetu ih slede
molekulski radikal-katjoni [M]*" nastali jednostrukom jonizacijom molekula (Slika 8.3-1). S
obzirom na odsustvo slozenijih grupa u molekulu, najverovatniji nain nastajanja
najintenzivnijih fragmenata je uklanjanje radikala vodonika iz molekulskih radikal-katjona sa
azota anilino grupe. Ovako nastali katjon mozZe biti stabilizovan delokalizacijom u benzenskom
delu molekula (Slika 8.3-1).

Tri najintenzivnija jona u EI spektru trifloksistrobina su m/z 116, m/z 131 i m/z 59. Cetvrti po
zastupljenosti je jon m/z 145. Pretpostavka je da se prve fragmentacije molekulskog radikal-
katjona trifloksistrobina [M]*" desavaju kidanjem C—O i O—N veza koje spajaju aromati¢ne
delove molekula (Slika 8.3-2). Cepanjem C—O veze nastaje katjon C11H12NOs* (m/z 206) koji
je intermedijer u nastajanju najintenzivnijeg jona u spektru (m/z 116). Cepanjem O—N veze
mogu nastati fragmenti CoH7FsN*™ (m/z 186) i C11H12NO4* (m/z 222); intenzitet ovih jona u
spektru je prakti¢no isti (21 % 120,50 %). Pretpostavka je da je fragment m/z 186 intermedijer
u nastanku jona Cetvrtog po zastupljenosti (m/z 145) formule C7H4F3".
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Najintenzivniji fragment u EI spektru bifentrina (m/z 181) nastaje cepanjem C—O veze u
molekulskom radikal-katjonu [M]*" (Slika 8.3-3). Nastali katjon strukturne formule C14H13" je
stabilizovan delokalizacijom u okviru dela benzilne strukture. Pretpostavka je da fragment
uocen na m/z 165 ima strukturnu formulu CisHe" i da nastaje od fragmenta m/z 181 preko
intermedijernog radikal-katjona formule C13H10*" (m/z 166).

Najintenzivniji fragment u EI spektru boskalida uoCen na m/z 140, strukturne formule
CesH3CINO™ nastaje cepanjem heterogene C—N veze u molekulskom radikal katjonu [M]*", dok
fragment drugi po intenzitetu nastaje iz m/z 140 fragmentacijom C—C veze van prstena uz
gubitak ugljen-monoksida (Slika 8.3-4). Fragment tre¢i po intenzitetu je molekulski radikal-
katjon [M]*".

H N
N N
.
l N =N /
H,;,N,"
3 B ) CyoH N CpHppN;
CHy3N;y -¢ - mlf_ 11;9 ;1 - m/z 198.10
—_—
- et
Ne N
N N
7 \"/ \@ \r Y AN
N H
C H  N°
C H, 5N L H,sN . 144N
14thists CelisNs miz 224.12

miz225.13

Slika 8.3-1 Predlozeni mehanizam nastajanja EI fragmenata ciprodinila i pirimetanila

—f ICN
-C zHGO C;H;5”
m/z 89.04
CyHpNOy"
miz 206.08

CgHgN"
m/7 116.05

CoH,F;N>
mi/z 186.05

CHpNOY C7HFY ¢

mfz222.08 m/z 145,03

Slika 8.3-2 Predlozeni mehanizam nastajanja EI fragmenata trifloksistrobina
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N

F o)
F SIS
F F o) F 7
cl al .

i

Ca3H, CIF;0, g
422.13 E

=

J

@

CyHys"
m/z 181.10

-+
i g
RS

Cy3Hye"™
m/z 166.08

-H

(:|3H')+
miz 165.07

Slika 8.3-3 Predlozeni mehanizam nastajanja EI fragmenata bifentrina

l cl B -t
+ \
- M- C,H,CIN* 07 X o *
NH — —_— | — -
= Z
0 AN cl N Cl N
| o AN
cl T | Z CH;CINO* CsH;CINY
“ N m/z 139.99 m/z 111.99
C,5H;,CLN,0 — -
342.03

Slika 8.3-4 PredloZeni mehanizam nast

ajanja EI fragmenata boskalida
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8.4 Ildentifikacija jedinjenja u heksanskim ekstraktima kora (GC/MS analiza)

- 4
C15H24
a3
55 B9
50 107
79
119
20
123 ..
147 161
o AR | [T

o
20 30 40 50 60 7O B0 00 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
({Text File) .alpha.-Famesene

100 41
a3
55 68
50 70 107
119
123 435
204
. || | ,|,,4 il ur o 189 %
| | 3 W1 gy 175 18 204
55
70
50 41 69 w7 119
100+
Trr T TT TY LN BB T LLE B T TT L LB L TT T TT T TT TY LN BB T LLE B T TT L IITI
20 40 50 60 70 BO ©0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210

Head o Tail MF=363 RMF=868

20 30 40 30 60 TO B8O 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210

{Text File) Component at scan 304 (4.857 min) [Model = +93u] in D/\2020.11.00. GCMS DATA201BMIX 5
PEST SE LTPAGRANNY SMITHI2019.01.11. MB STDS UNPURIFIEDVGS HEX BLANK FULL D\DATA.MS ™

Slika 8.4-1 Rezultat pretrage NIST MS baze spektara za jedinjenje na Rt = 4,857 min iz hromatograma
heksanskog ekstrakta kore sorte Greni Smit
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a7
100+ 81

CqgHag0p

55

20 40 60 80 100 120 140 160 B0 200 220 240 260 230 300
(History) 8, 12-Dctadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl ester

204
178 263

I|I :* 191 205 2:?“234 [ 270 |I

| y7g 192205 230 234 ! [

263 204

100 a1
20 40 60 B0 1D 120 140 160 180 200 220 240 260 230 300

Head to Tail MF=030 RMF=958

100 87 gy

100

123135 150 263 204
184 178 102 205 220 334

20 40 60 BD W0 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

{Text File) Component at scan 856 (8.070 min) [Model = +67u] in D2020.11.09. GCMS DATA2018\MIX 5 PEST SE
LTAGRANNY SMITH2018.01.11. MB 5TDS UNPURIFIEDVGS HEX BLANK FULL_DADATAMS =

Slika 8.4-2 Rezultat pretrage NIST MS baze spektara za jedinjenje na Rt = 8,07 min iz hromatograma
heksanskog ekstrakta kore sorte Greni Smit
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1004 LA

83

i

] &0 o0 120 150 180 290 240 270 300 330 360 300 420 450

(Text File) Component at scan 1102 {9.502 min) [Model = +83u, -67u] in G:A2020.07.20. GCMS REZULTATI2018WMIY 5
PEST SE LTPWGRANNY SMITH2019.01.11. MB STDS UNPURIFIEDAGS HEX BLANK FULL.DADATAMS

100~ m
50- 83
265
220
0- s e 3 3w 445
T T1e3 s [28,g
152 206
] 180 oy
264
50-
100+

55

RN, I IR S L LR LA SR B LI SR LR SR SRR |
3o &0 B0 120 150 180 210 240 2¥0 300 330 350 300 420 450
Head to Tail MF=60T RMF=615

et

[#]
246 | 275206

30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 300 420 450
{mainlib) 9-Octadecenoic acid (Z}-, methyl ester

Slika 8.4-3 Rezultat pretrage NIST MS baze spektara za jedinjenje na Rt = 9,50 min iz hromatograma
heksanskog ekstrakta kore sorte Greni Smit
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1004 285

363

i3 —r
ErIEI 60 a0 120 150 180 210 240 270 300 330 360

(Text File) Component at scan 1222 (10_202 min)

100+ 84 «3
43
50 a1
% 267
129
o | 148 185 241 aa
u_ 1 L 1 2]3 1 | 1 aﬁ l
15 T T _r G
s | M3 171 | 19 227 | 295
2 241
a3 97 153 284
el 129
60
100 b T3
N B i

30 B0 90 120 150_ 180 210 240 270 300 330 380
Head to Tail MF=645 RMF=672

(=]

0 B0 @0 120 150 180 210 240 270 300 330 360
{mainlib) Octadecanoic acid

Slika 8.4-4 Rezultat pretrage NIST MS baze spektara za jedinjenje na Rt = 10,20 min iz hromatograma
heksanskog ekstrakta kore sorte Greni Smit
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100~ o
71
B85
43
50+
1 ag
169
. 197 725 253 281 300 337 35 408
0 60 o0 120 150 180 290 240 270 300 330 360 300 420
{Text File) Component at scan 1500 (12396 min) [Model = +57u] in GA2020.07.20. GCMS

REZULTATI20M1EB\MIX 5 PEST SE LTPUGRANNY SMITH2012.01.11. ME STDS UNPURIFIEDNGS HEX BLANK
FULL D'DATAMS

100~ ar
71
1 85
43
50+
] o
M3 g
0 | 4 ;199 197 225 253 281 300 337 365 408
| 1 T 1T T 1T _t—t_* - - -
zlg 1 '1111 160 197 225 253 281 300 337 365 O
] og 113
50+ 85
] az | T
100
Illg-Ilrr''''|''''|1"'|'1"|""|"'1|""""|"'|"'|"'|.]."

T T
a0 60 a0 120 150 180 210 240 2F0 300 330 360 390 420
Head to Tail MF=821 RMF=R08

100

B o e e e e

141

169 197

205 351 281 300 337 3gs oM

30 60 20 120 130 180 210 240 270 300 330 30 390 420
(mainlib) Octacosane

Slika 8.4-5 Rezultat pretrage NIST MS baze spektara za jedinjenje na Rt = 12,39 min iz hromatograma
heksanskog ekstrakta kore sorte Greni Smit
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8.5 Identifikacija masenih fragmenata u okviru ESI/MS" analize pesticida

CiatlisNs CioHpaN3"
Exact Mass: 199.11 FExact Mass: 200 12
Molecular Weight: 199.26 m/z: 200.12 (100.0%), 20112 (13 0%), 201.12 (1.1%) A
N
N -HCN |
73 CHN W V4
My | S N Ms?
MS
/ MS! | -
ms!| +H* CeH7N> CsHgN
Exact Mass: 107.06 Exact Mass: 80.05

m/z: 107.06 (100.0%), 108.06 (6.5%)  m/z: 80.05 (100.0%), 81.05 (5.4%)

Wb{” N/\‘N HON
MSz R 1\153

CpH; N, CyyHyN
Exact Mass: 183.09 Exact Mass: 156.08

m/z: 183.00 (100.0%). 184.10 (13.0%) m/z: 156.08 (100.0%), 157.08 (11.9%)

Slika 8.5-1 PredloZeni mehanizam nastajanja ESI/MS" fragmenata pirimetanila

CaHNs"
Exact Mass: 226.13 H

m/z: 226.13 (100.0%), 227.14 (15.1%), 227.13 (1.1%), 228.14 (1.1%) N N\

H e
N N /

N
\( AN e
) -CH
N| 44> L. C3H pN;'

Z S MS2 Exact Mass: 210.10

CH;sN; m/z: 210.10 (100.0%), 211.11 (14.1%), 211.10 (1.1%)
Exact Mass: 225.13 .
MS?| -CH;
=
N
P—TN§/
C,HN;™ *

Exact Mass: 195.08
m/z: 195.08 (100.0%), 196.08 (13.0%), 196.08 (1.1%)

- X
CpHsNy* r
N

Exact Mass: 185.11
m/z: 185.11 (100.0%). 186.11 (13.0%)

2. CgHN,"
Exact Mass: 133.08
m/z: 133.08 (100.0%), 134.08 (8.7%)

Slika 8.5-2 Predlozeni mehanizam nastajanja ESI/MS" fragmenata ciprodinila
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cl cl
+H" -HCI -HCl ‘\/‘
NH ; NHy" —————> NH & ———— N

Ms! MS? MS3
o A o IS o X o X
cl N/ cl N/ cl N/ + N/
C1sH, CLN,0 C,gH;,CIN, 0"

Exact Mass: 342.03

Exact Mass: 307.06
Molecular Weight: 343.21 CyHl;;CLN,0° ract Mass

m/z: 307.06 (100.0%), 309.06 (32.0%), 308.07 (19.5%)

Exact Mass: 343.04 310.06 (6.2%), 309.07 (1.8%) .y, N, 0
m/z: 343.04 (100.0%), 345.04 (63.9%), 344.04 (19.5%),

346.04 (12.4%), 347.03 (10.2%), 348.04 (2.0%),
345.05 (1.8%), 347.04 (1.1%)

Exact Mass: 271.09
m/z: 271.09 (100.0%), 272.09 (19.5%), 273.09
(1.8%)

Slika 8.5-3 Predlozeni mehanizam nastajanja ESI/MS" fragmenata boskalida

o]
N
\O/ AN 0/
N F
o/ n
E (0]
F N
\O/ n O/
C20H19F3N204
Exact Mass: 408.13 rel + *
. MS' [+H
Molecular Weight: 408.38 O
o]
oM o \J\\X / C,H;,NO;*
H' F Exact Mass: 206.08
-~
S . m/z: 206.08 (100.0%), 207.08 (11.9%)
F
\ / /
CCHCN
F MH" - CyH;NO,
1\1%3
MS? CH,F3"
CooHpoFsN, 0, C,H,F,N" Exact Mass: 145.03
Fxact Mas;' 10914 Exact Mass: 186.05 m/z: 145.03 (100.0%), 146.03
121 /7 186.05 7.6%
m/z: 409.14 (100.0%), 410.14 (21.6%), 411.14 (2.2%) W2 186.05 (100.0%). 187.06 (9.7%) (7.6%)

Slika 8.5-4 Predlozeni mehanizam nastajanja ESI/MS" fragmenata trifloksistrobina
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Cp3H,,CIF;0, +NH 4+
Exact Mass: 422.13 C\f 3N01

F o CpHy5"
F Exact Mass: 181.10
F e o m/z: 181.10 (100.0%), 182.10 (15.1%), 183.11 (1.1%)
) \‘/‘
Molecular Weight: 422.87 MSI x C‘)ﬁ\
O = ‘/‘

-CH,
MS?

NerﬂA
F o
F
F = o
NH
cl
] 0

C,3H,CIF;NO,* Exact Mass: 166.08

Exact Mass: 440.16 m/z: 166.08 (100.0%), 167.08 (14.1%)
m/z: 440.16 (100.0%), 442.16 (32.0%)

441.16 (24.9%), 443.16 (8.0%), 442.17 (3.0%) (‘ZGHZO-
Exact Mass: 332.16
m/z: 166.08 (100.0%), 166.58 (28.1%), 167.08 (2.7%), 167.08 (1.1%)

Slika 8.5-5 PredloZeni mehanizam nastajanja ESI/MS" fragmenata bifentrina
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8.6 ESI/MS karakterizacija koriS¢enih reagenasa

ESI/MS! spektri dejonizovane vode, pufera i metanola, snimljeni na instrumentu sa
konfiguracijom 3 (Slika 8.6-1- Slika 8.6-3) pokazuju zadovoljavaju¢u CistoCu reagenasa za
potrebe ovog istrazivanja. Tri najzastupljenija jona uo¢ena u spektrima reagenasa (m/z 163,3
m/z 194,9 i m/z 278,5) najverovatnije poti¢u od sistema plasti¢nih kapilara koje vode mobilne
faze od hromatografa do masenog spektrometra.

DEJONIZOVANA VODA #83 RT: 0.75 AV:1 NL: 1.63E6
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [150.(

100, 19494

80

60

40

1 | 21134

20{ 230.78

o:"l‘“‘l' || 38921  634.93 880.57 973.30 1242.05 1472.02 1739.65 188457
L B s e B B B ) B B B BN B B B |
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

m/z

Slika 8.6-1 ESI/MS! full scan spektar dejonizovane vode; brzina protoka reagensa sa MS pumpe 50 pLmin!

PUFER 0,3 % FA + 0,01 % AMF #56 RT: 0.51 AV: 1 NL: 2.30E6
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [150.(

100-, 19501

80

60

40

1| 21162

20—

o:“ [ 404.45 488.40 773.61 1017.04  1222.08 1503.48 1663.54 1897.18
T 17T 1 T [ T T T [ T T T [ T T T [ T T T [ T T T [ T T T [ T T T ]
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

m/z

Slika 8.6-2 ESI/MS! full scan spektar pufera (0,30 % rastvor mravlje kiseline i 0,01 % rastvor AMF-a u vodi);
brzina protoka reagensa sa MS pumpe 50 pLmin*

METANOL #65 RT: 0.62 AV: 1 NL: 1.97E5
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [150.(

100, 19496

80

60

40|

1| 230.84

207

O: 278.99

ol H [ |, 41082 54806 e58.23 876.11 1101.74 1265.17 1548.56 1718.16 1956.59
B L L L L L
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

m/z

Slika 8.6-3 ESI MS! full scan spektar metanola HPLC &istoce; brzina protoka reagensa sa MS pumpe 50
pLmin?
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8.7 Metoda MET-DI-R- spektri ekstrakata kore

0,10#180 RT:1.89 AV:1 NL: 1.33E6 0,20 #175 RT: 1.84 AV:1 NL: 1.45E6
T: + p ESI Full ms [150.00-60¢ T: + p ESI Full ms [150.00-60(
100 278.93 100 278.93
J 211.73 1 ] 2
- - 211.73
80— 80—
60 60
40 295.60 407 295.73
20 320.73 535.87 20 380.07
e et T s
O I K l ol u.A)lL“l pubipesihnny 0— TJ\“J\“\“\L e pla \'\J'\ \“\"\‘\L\L\'\A\ |
200 300 400 500 600 200 300 400 500 600
m/z m/z
0,50 #196 RT: 2.05 AV: 1 NL: 1.50E6 0,75 #187 RT: 1.94 AV:1 NL: 1.70E6
T: + p ESI Full ms [150.00-60(C T: + p ESI Full ms [150.00-60(C
100 278.93 100, 278.93
] 3 1 211.73 4
g0 21173 801
60 60
401 401 295.67
7 295.60 i 336.00
B 380.00 B 380.07
20 { [ 408.93 20 ‘ ){409 .00
B B 502.00 578 87
07\ 1“ ]‘J‘.ll.‘, ‘ nw ‘.L%‘ ill\l' l JU. h47.92? ‘57360 07‘\‘ A‘ |‘_JA‘IJLJ‘M i ‘.hll L| A ‘ ]ul LJLII.LLL]. " um‘ hou
200 300 400 500 600 200 300 400 500 600
m/z m/z

0,05#86 RT: 0.90 AV:1 NL: 1.59E6
T: + p ESI Full ms [150.00-60C

278.93

100+ 211.73
80 5
60|
407 292.07

] 194.93 336.00
20; 179.87 230.87 319.93 k 381'00 424.20 468.13 50193 535.93

] . . . . 578.53

0 sy \M\ \”\JL“\"\ f \J"\'w\ L\”\AJ\L'\‘\M\‘L\L\ \“’T’”\"M\“\n&‘\" f \J‘\“L\ prosfpstoghitepe el o B e e |
200 250 300 350 400 450 500 550 600

m/z

Slika 8.7-1 Direct injection ESI MS? full scan spektar ekstrakta spajkovane kore sorte Ajdared 1 - 0,10 mgkg™;
2 - 0,20 mgkg™; 3 - 0,50 mgkg*; 4 — 0,75 mgkg™; 5 — 0,05 mgkg*
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0,10 #184 RT: 1.96 AV:1 NL: 4.49E5
T: + p ESI Full ms [150.00-60(C

0,20 #184 RT: 1.98 AV:1 NL: 5.85E5
T: + p ESI Full ms [150.00-60(C

278.93 279.00
1007 211.73 1007 211.73
] 1 ] 2
80 80|
60 60 295.67
. 295.60 .
40| 40|
] 336.07 408.93 ] 336.07
20 423.93 502.13 20— 380.13
] 578.87 ] l L 502.13 57g.80
Tt .hJ (1 Lk Ll Loy lu.hi,,m . L .1[“ M l‘llk RPN )
O e i i s e i i L0 s e i e e ey et it i
200 300 400 500 600 200 300 400 500 600
m/z m/z
0,50 #168 RT: 1.85 AV: 1 NL: 4.19E5 0,75 #39 RT:0.42 AV:1 NL: 7.65E5
T: + p ESI Full ms [150.00-60C T: + p ESI Full ms [150.00-60(
100- 279.00 100~ 211.73
211.67 ] 278.93 4
80 80
60 295.80 60
40 40 295.60
20| 07 20|
Ty 3370 409.07 535.93 1 355.07 407'93 45927 565,03
1 bk Ly whibhus uulml.ul ALLXM Dbl | i B y U ALu s il R L AN [ A
O e s e s it I i Lt e s e s i i ey
200 300 400 500 600 200 300 400 500 600
m/z m/z
0,05#182 RT:1.91 AV:1 NL: 1.40E6
T: + p ESI Full ms [150.00-60¢
100+ 278.93 ]
] 211.73
80
60
40|
] 291.93
. 194.93 33607 38913
20
] 230.87 319.87 408.00
1 180.00 j{ | 364.00 | 42933 468.00 535.80 57893
e futentgbateglionguiagutedy b \“\A“\ \LL\M‘\J"\J\ \M\'\ \}M" R e L s B B e R
200 250 300 350 400 450 500 550 600
m/z

Slika 8.7-2 Direct injection full scan ESI MS* spektar ekstrakta spajkovane kore sorte Greni Smit 1 - 0,10
mgkg™; 2 - 0,20 mgkg®; 3 - 0,50 mgkg™; 4 — 0,75 mgkg™; 5 — 0,05 mgkg™*
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Blank #259 RT: 3.73 AV: 1 NL: 3.90E1
T: + p ESI Full ms2 200.00@5

ID blank #343 RT: 5.07 AV: 1 NL: 4.88E2
T: + p ESI Full ms2 226.20@cid55.00 [60.00-300.00]

100+ 159.0 100- 200?170.17
80| 1 8 80~ 2 195,83
] 3
60 S 60
] = 186.25
20 95.0 2 a0 2
] B
20] S 5 8817 12425 15025 21425
: 155 | arps A
O T \ T T \ T \‘ T T \ 0 T T | T T T ‘ T T ! ‘ .
100 150 200 100 150 200
m/z m/z
ID blank #430 RT: .99 AV: 1 NL: 5.29E3 ID blank #517 RT: 9.09 AV: 1 NL: 2.55E4
T: + p ESI Full ms2 343.00@cid45.00 [90.00-350.00] T: + p ESI Full ms2 408.00@cid40.00 [110.00-500.00]
32517 29017
100 100 '
. \ ] 326.25
0} B 3 ]
8 80 8 80 4
[0} — g |
o) - -
S 60 | 261.17 2 50
8 7 3
3
é 40 o 40— 408.33
© ] =
i) | 3}
€ 20 247,08 P s e 0 94.00
121.47 16308~ = .‘\»J‘HLJ < 18233 23517 | 473.50
0 T | T [ T T ] 0 Mty 8 s s Ll""l-“"f ‘_...“Aull u‘|‘ ]
100 150 200 250 300 350 200 300 400 500
m/z
m/z
ID blank #598 RT: 11.04 AV: 1 NL: 2.94E3
T: +p ESI Full ms2 439.00@cid50.00 [120.00-500.00]
357.08
100
8 80~ 5
R 421.08
he) - .
S 60
0
< -
2 404
& 339.00
o 20 32517’ 377.00
] . 00 393.08
o 13475 19308 49508 25117 277.08 307.08 " 0P 42975 451.17 478.50
L5 e I I B S A O B N B
150 200 250 300 350 400 450 500
m/z

Slika 8.7-3 Direct injection full scan MS? spektar (1) pirimetanila, (2) ciprodinila, (3) boskalida, (4)

trifloksistrobina i (5) bifentrina u b

lank ekstraktu kore sorte Ajdared
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0,05#242 RT: 3.05 AV:1 NL: 1.49E2
T: + p ESI Full ms2 200.10@c

100 158.93
41
80|
60
] 183.27
40
1107.33
20—
] 12520 146.07 167.07
0\\\\\‘\\\\1\\1\\'\\\\\\\
120 140 160 180 200
m/z
0,05#400 RT: 6.36 AV: 1 NL: 7.94E3
T: + p ESI Full ms2 343.00@c
100 307.20
1 3
80
60
7 106.07

150

200 250

m/z

300

0,05#610 RT: 11.41 AV:1 NL: 4.68E3
T: + p ESI Full ms2 439.00@c

100
a 5 181.07

80—

175.07 230.87 253.00

129.93

150 250

275.07

0,05 #361 RT: 551 AV:1 NL: 2.02E2
T: + p ESI Full ms2 226.20@c

100, 210.73
1107.93 2
80 183.07
60— 133.07
,: 159.07
407 225.80
20 |118:47 185.27
o T T T T T ’ T u T \I
150 200
m/z
0,05 #504 RT: 8.87 AV: 1 NL: 5.69E4
T: + p ESI Full ms2 408.00@c
100 391.15
] 4
80|
60
N 186.11
40—
] 206.07
20—
146.12 217.11 281.18 338.99
O I e e B L A R
200 300 400
m/z
383.07
423.00
327.07
393.07
323.33

340.00 367.40
¥ ) [ L

350
m/z

440.47

Slika 8.7-4 Direct injection full scan MS? spektar (1) pirimetanila, (2) ciprodinila, (3) boskalida, (4)
trifloksistrobina i (5) bifentrina u ekstraktu spajkovane kore sorte Ajdared (0,050 mgkg™)
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0,75 #274 RT: 3.65 AV: 1 NL: 3.60E2
T: + p ESI Full ms2 200.10@c

100+

80

130.93

1

60
40

204

106.53
|
\

L

0

145.53 15940

183.40

73.00

n

160
m/z

T T
120 140

0,75 #461 RT: 7.77 AV:1 NL: 5.04E4
T: + p ESI Full ms2 343.00@c

100

80
60
40
20|

1 140,00 240.27

185.87
o4

L B R B
180 2

307.20

283.13

\
00

326.20

150 200 250

m/z

0,75 #623 RT: 11.65 AV:1 NL: 9.11E3
T: + p ESI Full ms2 439.00@c
100 181.07

80
60

166.07
203.07

149.13

150

200

239.00

250

) 1.}
N s B L O B

300

350

267.07

0,75 #376 RT:5.76 AV:1 NL: 4.07E2
T: + p ESI Full ms2 226.20@c

100~ 108.00
] 2
80 142.93 184.13
. 195.07
60 124.07 209.13
40— 169.67
20? A l 165‘2(1) J ‘ 211.20
Ofl‘ ]‘ ‘ ‘J.‘ ]‘ L ‘l“ll‘
150 200
m/z
0,75 #546 RT: 9.80 AV: 1 NL: 1.07E5
T: + p ESI Full ms2 408.00@c
100~ 186.11
g0 4 391.08
60 206.07
40
20
oiﬂ 14612 | ] 217.11 28104 338.92
L L
200 300 400
m/z
383.07
423.13

300
m/z

350

438.73

400

Slika 8.7-5 Direct injection full scan MS? spektar (1) pirimetanila, (2) ciprodinila, (3) boskalida, (4)
trifloksistrobina i (5) bifentrina u ekstraktu spajkovane kore sorte Ajdared (0,75 mgkg™)
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GS blank #302 RT: 6.33 AV: 1 NL: 1.58E2
T: + p ESI Full ms2 200.00@cid50.00 [60.00-300.00]

GS blank #350 RT: 5.88 AV: 1 NL: 1.80E2
T: + p ESI Full ms2 226.10@cid55.00 [60.00-300.00]

100 191.08 100 212.25
8 80 ! 8 80| 2
c — % :
S 3 1
S 60 S 60—
2 - 2 -
197.92
.g 40— 182.08 L 40
5 L 116.08
& 20 e & 20 218.25
107.17 : 8.
0o | LJ 20000 271,00 20500 S717 S Y
T T T ‘ T T T | T T T T T T T T T T T T T T T T | T T
100 150 200 250 300 100 150 200
m/z m/z
GS blank #421 RT: 7.56 AV: 1 NL: 5.50E2 GS blank #516 RT: 9.85 AV: 1 NL: 9.39E3
T: + p ESI Full ms2 343.00@cid45.00 [90.00-400.00] T: + p ESI Full ms2 408.00@cid40.00 [110.00-500.00]
100j 322.08 100 326.08 390.17
7 258.00 340.50 .
gs ° 8 80 4
T ] S 7
B g -
5 60— S 60
2 2
2 40 144.08 280.00 2 40
g - 5
¢ 20 12500 209.08 ‘ & 20 276.08 408.42
R 7 ) bl g 5217 o ears 2oz | | | PO as90
T T T T ‘ T T 1 ‘
100 200 300 400 200 300 400 500
m/z miz
GS blank #594 RT: 11.73 AV: 1 NL: 1.22E4
T: +p ESI Full ms2 439.00@cid50.00 [120.00-600.00] 42917
100 357.17
g 80 5
ko) -
S 60
el
2 -
2 407
& 7 325.25
@ 20— 341.08
] 20025 g5 05 26100 30692 ‘ 38367 40725 | 429,42
07 I T (il HLII Uhlkl”“h ul IJI hfl Ll ”J ll J |
LI T UL LI A 1 LN S A R R E A E R B | 1 1 1 T )
150 200 250 300 350 400 450 500
m/z

Slika 8.7-6 Direct injection full scan MS? spektar (1) pirimetanila, (2) ciprodinila, (3) boskalida, (4)
trifloksistrobina i (5) bifentrina u blank ekstraktu kore sorte Greni Smit
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0,05#214 RT: 2.47 AV:1 NL: 2.40E2
T: + p ESI Full ms2 200.10@c

100
4 1

183.33

146.07

7 157.93
40 125.20

214.80

0 T

I
150 200

m/z

0,05#393 RT: 6.19 AV: 1 NL: 9.68E3
T: + p ESI Full ms2 343.00@c

100

80

307.27

60

40—

20

-1 106.07

139.93

2
209.13

40.13

283.40

326.07

I L.k

Il

O—"— }“ I\ SR e R L e rt!
150 200 250
m/z

i
LI B R B

300

0,05 #575 RT: 10.58 AV:1 NL: 3.76E3
T: + p ESI Full ms2 439.00@c

100
80 5

181.07

133.13 166.20

150 250

0,05 #304 RT: 4.33 AV:1 NL: 2.85E2
T: + p ESI Full ms2 226.20@c

194.93
1007 208.80
1 2
80—+ 163.33
B 132.87
60
204 135.07
] 118.07
20 185.07
o T [ E— [ E—
150 200
m/z
0,05#476 RT: 8.20 AV: 1 NL: 5.99E4
T: + p ESI Full ms2 408.00@c
100 391.15
go-| *
60
405 186.11
] 206.07
20—
1 116.05 215.85 281.24 340.19
L0 e N e I e e e L A R
100 200 300 400
m/z
383.13
423.13
404.93
299.00 32813 432.47

350

m/z

Slika 8.7-7 Direct injection full scan MS? spektar (1) pirimetanila, (2) ciprodinila, (3) boskalida, (4)
trifloksistrobina i (5) bifentrina u ekstraktu spajkovane kore sorte Greni Smit (0,05 mgkg™?)
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0,75#217 RT: 2.47 AV:1 NL: 1.46E2
T: + p ESI Full ms2 200.10@c

0,75 #301 RT: 4.21 AV:1 NL:5.18E2
T: + p ESI Full ms2 226.20@c

100, 154.93 100, 209.00
- 104.80 153.13 E
—| - 2
80 E 1 80 E 166.07
b 142.27 ] 211.13
60— 60—
7 107.00 7 195.07
e AR 159.20 182.93 497 108.73 153.00
- 171.60
207 l ‘ 20 m 114.40 151.07
o T 1 T T T ] 11 T T T T T T o T ' T T T T T T T T T
120 140 160 180 200 150 200
m/z m/z
0,75#393 RT: 6.13 AV: 1 NL: 4.71E4 0,75 #478 RT: 8.18 AV:1 NL: 9.79E4
T: + p ESI Full ms2 343.00@c T: + p ESI Full ms2 408.00@c
100 307.20 100, 186.11
J 3 ]
80 801 391.15
] 14 206.07
60 60
40 40|
200 140.00 240.13 207
1 [ 20900 | 28320 | 34320 1, 1eed2 271.20  338.92
O e e st s sy e s s s e \‘\ O—Hrrtrpherprrty N R R RN R AR RN R N
150 200 250 300 350 200 300 400
m/z m/z
0,75 #563 RT: 10.21 AV: 1 NL: 1.18E4
T: + p ESI Full ms2 439.00@c
100 181.07
80
] 5
60—
: 383.07 423.07
40
20|
07

150

200

250 300 350 400

m/z

Slika 8.7-8 Direct injection full scan MS? spektar (1) pirimetanila, (2) ciprodinila, (3) boskalida, (4)
trifloksistrobina i (5) bifentrina u ekstraktu spajkovane kore sorte Greni Smit (0,75 mgkg™)
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0,10 #264 RT: 3.50 AV: 1 NL: 3.00E2
T: + p ESI Full ms2 200.10@c

0,10 #341 RT: 5.10 AV:1 NL: 2.38E2
T: + p ESI Full ms2 226.20@c

100 173.80 100 208.67
411 i
80— g0 2 191.00
60 185.80 60 186.20 226.20
40 145.13 407 11627
203 133.07 207 165.80
] 119.07 l ‘ | 159.40 7 144.07
0 S L By B Bt B B B A B 0 T — T I — T
120 140 160 180 200 150 200
m/z m/z
0,10 #446 RT: 7.48 AV: 1 NL: 1.48E4 0,10 #504 RT: 8.88 AV: 1 NL: 3.72E4
T: + p ESI Full ms2 343.00@c T: + p ESI Full ms2 408.00@c
100 307.20 100 186.11
g 3 go 4 391.21
60~ 240.20 60— 206.13
40 40
20| 20|
- 106.07 E
] | 159.00 208.87 283.13 SZE'W 7132.15 253.03 33?'86
O L s S B B B B B B ] T pher St O hpbpagty I I S s B S e B B
150 200 250 300 200 300 400
m/z m/z
0,10 #633 RT: 11.97 AV: 1 NL: 7.77E3
T: + p ESI Full ms2 439.00@c
100, 383.00
] 5
80—
%07 181.13 423.13
40; 327.13
20 166.07
] 16300 | 191.00 241.13 26313 .91 o7 340.33  368.47 405.00 || 439.47
0 e Lol vy A‘J\A.M.M.M‘h d‘x 1.‘m A‘l M‘u N W YRR o ‘ L‘l " n‘n.(‘ .h‘ il ‘MA‘U;MM ‘ | " M‘n
150 200 250 300 350 400
m/z

Slika 8.7-9 Direct injection full scan MS? spektar (1) pirimetanila, (2) ciprodinila, (3) boskalida, (4)
trifloksistrobina i (5) bifentrina u ekstraktu spajkovane kore sorte Zlatni Delises (0,10 mgkg™)

326



GD_0,20 #289 RT: 3.93 AV:1 NL: 1.62E2
T: + p ESI Full ms2 200.10@c

100

80

183.00

- 107.00

60

40—
5 159.13 168.80

20—
B 131.20 145.27

0 L [ | '
L I Y s N ) B B B B
120 140 160
m/z

GD_0,20 #399 RT: 6.23 AV: 1 NL: 1.73E4
T: + p ESI Full ms2 343.00@c

100+,
go] 3

7 240.27
60—

307.27

106.07

163.07 212.80

150

200 250

m/z

GD_0,20 #623 RT: 11.62 AV: 1 NL: 6.80E3
T: + p ESI Full ms2 439.00@c

300 350

100 181.07
] 5
80
60
40
20~ 166.27 | 191.13
223.33 249.20 271.13

150

0,20 mgkg #396 RT: 8.88 AV: 1 NL: 2.32E2
T: + p ESI Full ms2 226.00@5

100, 1435 5
80
GOE 199.1 5103
] 144.4 197.3
40—
] 119.5
20{ 146.3 170.5
. ” a4 fll-l
0 — I B e e s e
150 200

m/z

GD_0,20 #534 RT: 9.49 AV:1 NL: 5.64E4
T: + p ESI Full ms2 408.00@c

100— 186.17
] 4
80
] 391.08
60 206.07
40
20
. ] 144‘1-06 217.11 271.26 339.06
RS R R RS L R N RN RS RN AR AR RN RAE
200 300 400
m/z
423.07
383.07
327.00 405.00 |l 43953

450

350

m/z

Slika 8.7-10 Direct injection full scan MS? spektar (1) pirimetanila, (2) ciprodinila, (3) boskalida, (4)
trifloksistrobina i (5) bifentrina u ekstraktu spajkovane kore sorte Zlatni DeliSes (0,20 mgkg™)
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GD_0,50 #287 RT: 3.87 AV:1 NL: 1.85E2
T: + p ESI Full ms2 200.10@c

0,50 mgkg #338 RT: 7.39 AV: 1 NL: 1.42E2
T: + p ESI Full ms2 226.00@5

100 13297 182.80 100, 144.2 103
go| 1 80~
1 1 1453 1gg3
607 607 168.3
] 7 183.8
40 40
] 119.00 166.00 ] 133.4 211.2
| 106.93 . 195.3 224.5
20 207 1083
. ] 158.93 . P“ '
0 R \' T ] —— "\ e T T T ] 0 T T T T \l T T T
120 140 160 180 200 150 200
m/z m/z
GD_0,50 #434 RT: 7.06 AV: 1 NL: 2.91E4 GD_0,50#532 RT: 9.39 AV: 1 NL: 1.41E5
T: + p ESI Full ms2 343.00@c T: + p ESI Full ms2 408.00@c
100— 307.20 100— 186.11
13 i 4
80 80
60| 60— 206.07
404 40 391.15
20 240.27 20
1, MO 07 28333 | 326-13 ] 14619 217.04 28517 339.12
O A L A e T \J\ 0 w‘”ww”w"\H“\Hw‘wHwH\H‘\Hw”w”‘\m\”
150 200 250 300 350 200 300 400
m/z m/z
GD_0,50 #619 RT: 11.46 AV: 1 NL: 1.20E4
T: + p ESI Full ms2 439.00@c
100 & 181.13
80 383.13
. 423.13
60
40
20
4 13513 166.20 || 191.07 239.13 281.13 314.93 438.80
07

150

200

250

300 350 400 450

m/z

Slika 8.7-11 Direct injection full scan MS? spektar (1) pirimetanila, (2) ciprodinila, (3) boskalida, (4)
trifloksistrobina i (5) bifentrina u ekstraktu spajkovane kore sorte Zlatni DeliSes (0,50 mgkg™)
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0,10#285 RT: 3.93 AV:1 NL: 1.86E2

T: + p ESI Full ms2 200.10@c

145.33

100
11

80
60

40 131.13

20

182.87

173.80
185.80

L0 A e B R
120 140

| 1‘59‘.4(‘) ’ ‘ ‘ ‘\

m/z

160

0,10#462 RT:7.86 AV:1 NL: 1.21E4

T: + p ESI Full ms2 343.00@c
100

E n l 192.20

240.20
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Slika 8.7-12 Direct injection full scan MS? spektar (1) pirimetanila, (2) ciprodinila, (3) boskalida, (4)
trifloksistrobina i (5) bifentrina u ekstraktu spajkovane kore sorte Ajdared (0,10 mgkg™)
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0,20 #259 RT: 3.38 AV: 1 NL: 1.47E2
T: + p ESI Full ms2 200.10@c
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Slika 8.7-13 Direct injection full scan MS? spektar (1) pirimetanila, (2) ciprodinila, (3) boskalida, (4)
trifloksistrobina i (5) bifentrina u ekstraktu spajkovane kore sorte Ajdared (0,20 mgkg™)
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0,50 #262 RT: 3.36 AV: 1 NL: 1.10E2
T: + p ESI Full ms2 200.10@c
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Slika 8.7-14 Direct injection full scan MS? spektar (1) pirimetanila, (2) ciprodinila, (3) boskalida, (4)
trifloksistrobina i (5) bifentrina u ekstraktu spajkovane kore sorte Ajdared (0,50 mgkg™)
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0,10 #247 RT: 3.15 AV:1 NL: 1.59E2
T: + p ESI Full ms2 200.10@c

0,10 #346 RT: 520 AV:1 NL: 3.43E2
T: + p ESI Full ms2 226.20@c
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Slika 8.7-15 Direct injection full scan MS? spektar (1) pirimetanila, (2) ciprodinila, (3) boskalida, (4)
trifloksistrobina i (5) bifentrina u ekstraktu spajkovane kore sorte Greni Smit (0,10 mgkg™)
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0,20 #242 RT: 3.03 AV: 1 NL: 2.34E2
T: + p ESI Full ms2 200.10@c

0,20 #306 RT: 4.36 AV:1 NL: 1.31E2
T: + p ESI Full ms2 226.20@c
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Slika 8.7-16 Direct injection full scan MS? spektar (1) pirimetanila, (2) ciprodinila, (3) boskalida, (4)
trifloksistrobina i (5) bifentrina u ekstraktu spajkovane kore sorte Greni Smit (0,20 mgkg™)
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0,50#218 RT: 2.45 AV:1 NL: 2.26E2 0,50 #346 RT:5.10 AV:1 NL: 3.25E2

T: + p ESI Full ms2 200.10@c T: + p ESI Full ms2 226.20@c
100 183.27 100+, 209.20
i 1 i 2
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Slika 8.7-17 Direct injection full scan MS? spektar (1) pirimetanila, (2) ciprodinila, (3) boskalida, (4)
trifloksistrobina i (5) bifentrina u ekstraktu spajkovane kore sorte Greni Smit (0,50 mgkg™)
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0,25 spajk #283 RT:3.90 AV: 1 NL: 3.61E2
T: + pESI Full ms2 200.0 0@>50.00 [ 55.00-300.00]

0,25 spajk #446 RT:7.35 AV: 1 NL: 2.94E2
T: + pESI Full ms2 226.00@>55.00 [ 60.00-300.00]
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Slika 8.7-18 Direct injection full scan MS? spektar (1) pirimetanila, (2) ciprodinila, (3) boskalida, (4)
trifloksistrobina i (5) bifentrina u spajkovanom blank ekstraktu kore Zlatnog Deligesa (0,25 pgmL1)
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5,00_spajk #274 RT: 3.71 AV 1 NL: 2.8ZEZ
T: + pESIFullm=2 200.0 0@55.00 [ 55.00-300.00]
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Slika 8.7-19 Direct injection full scan MS? spektar (1) pirimetanila, (2) ciprodinila, (3) boskalida, (4)
trifloksistrobina i (5) bifentrina u spajkovanom blank ekstraktu kore Zlatnog Delisesa (5,00 pgmL™)
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8.8 Tune fajlovi LTQ/XL masenog spektrometra

Tabele Tabela 8.8-1 - Tabela 8.8-7 predstavljaju pregled tune fajlova, koji su primenjivani u
okviru postupaka optimizacije parametara rada masenog spektrometra prema ispitivanim
pesticidima.

Tabela 8.8-1 sadrzi parametre u okviru opSteg tune fajla takozvanog ESI tune fajla koji je
sistemski predefinisan i nije optimizovan prema pesticidima.

Tabele Tabela 8.8-2 - Tabela 8.8-6 sadrze parametre u okviru tune fajlova koji se u odnosu na
opsti tune razlikuju u vrednostima parametara jonske optike, koja je optimizovana prema
svakom od pesticida.

Tabela 8.8-7 sadrzi parametre u okviru finalnog tune fajla, postignute nakon optimizacije
voltaze spreja, jonske optike i protoka sheath/aux gasa; ovaj tune je odabran kao radni tune.

Tabela 8.8-1 Parametri opsteg tune fajla (tzv. ESI tune)

ESI Source
|Spray Voltage (kV): 5.00
Sheath Gas Flow Rate: 60.00 lon Optics
Aux Gas Flow Rate: 20.00 Multipole 00 Offset (V): -4.25
Sweep Gas Flow Rate: 0.00 Lens 0 (V): -5.00
Capillary Voltage (V): 35.00 Multipole 0 Offset (V): -4.75
Capillary Temp (°C): 275.00 Lens1 (V -38.00
Tube Lens (V): 110.00 Gate Lens (V): -34.00
lon Detection System Multipole 1 Offset (V -11.00
Conversion Dynode On Multipole RF (Vp-p): 400.00
Dynode (kV): -15.00 Front Lens (V): -5.25
Multiplier 1 (V): -1000.00
Multiplier 2 (V): -960.00

Tabela 8.8-2 Parametri tune fajla sa jonskom optikom optimizovanom prema jonu pirimetanila (m/z 200)

ESI Source
|Spray Voltage (kV)|: 5.00
Sheath Gas Flow Rate: 60.00 lon Optics
Aux Gas Flow Rate: 20.00 Multipole 00 Offset (V): -3.50
Sweep Gas Flow Rate: 0.00 Lens 0 (V): -4.00
Capillary Voltage (V): 41.00 Multipole 0 Offset (V): -4.75
Capillary Temp (°C): 275.00 Lens1 (V -9.00
Tube Lens (V): 65.00 Gate Lens (V): -64.00
lon Detection System Multipole 1 Offset (V -13.50
Conversion Dynode On Multipole RF (Vp-p): 400.00
Dynode (kV): -15.00 Front Lens (V): -5.75
Multiplier 1 (V): -1000.00
Multiplier 2 (V): -960.00
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Tabela 8.8-3 Parametri tune fajla sa jonskom optikom optimizovanom prema jonu ciprodinila (m/z 226)

ESI Source
|[Spray Voltage (kV)|:
Sheath Gas Flow Rate:
Aux Gas Flow Rate:
Sweep Gas Flow Rate:
Capillary Voltage (V):
Capillary Temp (°C):
Tube Lens (V):
lon Detection System
Conversion Dynode
Dynode (kV):
Multiplier 1 (V):
Multiplier 2 (V):

5.00

60.00 lon Optics
20.00 Multipole 00 Offset (V):
0.00 Lens 0 (V):

41.00 Multipole 0 Offset (V):
275.00 Lens1 (V

70.00 Gate Lens (V):

Multipole 1 Offset (V
On Multipole RF (Vp-p):
-15.00 Front Lens (V):
-1000.00
-960.00

-3.75
-4.50
-4.75
-39.00
-28.00
-9.50
400.00
-6.75

Tabela 8.8-4 Parametri tune fajla sa jonskom optikom optimizovanom prema jonu boskalida (m/z 343)

ESI Source
|Spray Voltage (kV)|:
Sheath Gas Flow Rate:
Aux Gas Flow Rate:
Sweep Gas Flow Rate:
Capillary Voltage (V):
Capillary Temp (°C):
Tube Lens (V):
lon Detection System
Conversion Dynode
Dynode (kV):
Multiplier 1 (V):
Multiplier 2 (V):

5.00
60.00 lon Optics
20.00 Multipole 00 Offset (V):
0.00 Lens 0 (V):
29.00 Multipole 0 Offset (V):
275.00 Lens1 (V
65.00 Gate Lens (V):
Multipole 1 Offset (V
On Multipole RF (Vp-p):
-15.00 Front Lens (V):
-1000.00
-960.00

-2.00
-2.50
-4.50
-12.00
-48.00
-15.00
400.00

-5.50

Tabela 8.8-5 Parametri tune fajla sa jonskom optikom optimizovanom prema jonu trifloksistrobina (m/z 409)

ESI Source
|Spray Voltage (kV)|:
Sheath Gas Flow Rate:
Aux Gas Flow Rate:
Sweep Gas Flow Rate:
Capillary Voltage (V):
Capillary Temp (°C):
Tube Lens (V):
lon Detection System
Conversion Dynode
Dynode (kV):
Multiplier 1 (V):
Multiplier 2 (V):

5.00

60.00 lon Optics
20.00 Multipole 00 Offset (V):
0.00 Lens 0 (V):

28.00 Multipole 0 Offset (V):
275.00 Lens 1 (V

85.00 Gate Lens (V):

Multipole 1 Offset (V
On Multipole RF (Vp-p):
-15.00 Front Lens (V):
-1000.00
-960.00
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-3.25
-4.00
-4.50
-22.00
-22.00
-14.00
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Tabela 8.8-6 Parametri tune fajla sa jonskom optikom optimizovanom prema jonu bifentrina (m/z 440)

ESI Source
|[Spray Voltage (kV)|:
Sheath Gas Flow Rate:
Aux Gas Flow Rate:
Sweep Gas Flow Rate:
Capillary Voltage (V):
Capillary Temp (°C):
Tube Lens (V):
lon Detection System
Conversion Dynode
Dynode (kV):
Multiplier 1 (V):
Multiplier 2 (V):

Tabela 8.8-7 Parametri radnog tune fajla

ESI Source
|Spray Voltage (kV)|:
Sheath Gas Flow Rate:
Aux Gas Flow Rate:
Sweep Gas Flow Rate:
Capillary Voltage (V):
Capillary Temp (°C):
Tube Lens (V):
lon Detection System
Conversion Dynode
Dynode (kV):
Multiplier 1 (V):
Multiplier 2 (V):

5.00
60.00
20.00

0.00
29.00

275.00
75.00

On
-15.00
-1000.00
-960.00

5.00
21.00
18.00

0.00
29.00

275.00
65.00

On
-15.00
-1000.00
-960.00

lon Optics
Multipole 00 Offset (V):
Lens 0 (V):
Multipole 0 Offset (V):
Lens1 (V
Gate Lens (V):
Multipole 1 Offset (V

Multipole RF Amplitude (Vp-p):

Front Lens (V):

lon Optics
Multipole 00 Offset (V):
Lens 0 (V):
Multipole 0 Offset (V):
Lens1 (V
Gate Lens (V):
Multipole 1 Offset (V
Multipole RF (Vp-p):
Front Lens (V):
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-1.00
-2.50
-4.00
-18.00
-50.00
-14.50
400.00
-5.75

-2.00
-2.50
-4.50
-12.00
-48.00
-15.00
400.00
-5.50



8.9 LC/MS hromatogrami ekstrakata kore

RT: 0.00 - 60.00 SM: 15B
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Slika 8.9-1 Hromatogrami metanolnog ekstrakta kore Greni Smita bez dodatih pesticida (blank) analiziranog u
full scan rezimu metodom 04 (1) i metodom 27 (2) (instrumentalna CONF-2)
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Slika 8.9-2 Hromatogrami metanolnog ekstrakta kore Ajdareda bez dodatih pesticida (blank) analiziranog u full
scan rezimu metodom 04 (1) i metodom 27 (2) (instrumentalna CONF-2)
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Slika 8.9-3 Hromatogrami acetonitrilnog ekstrakta kore Greni Smita bez dodatih pesticida (blank) analiziranog u
full scan rezimu metodom 04 (1) i metodom 27 (2) (instrumentalna CONF-2)
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Slika 8.9-4 Hromatogrami acetonitrilnog ekstrakta kore Ajdareda bez dodatih pesticida (blank) analiziranog u
full scan rezimu metodom 04 (1) i metodom 27 (2) (instrumentalna CONF-2)
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8.10 UV/VIS spektri ekstrakata kore
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Slika 8.10-1 UV/VIS spektri vodenog ekstrakta kore Ajdareda, Zlatnog DeliSesa i Greni Smita (1 g kore/1 mL
vode)
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Slika 8.10-2 UV/VIS spektri metanolnog ekstrakta kore Ajdareda, Zlatnog Delisesa i Greni Smita (1 g kore/1
mL metanola)
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Slika 8.10-3 UV/VIS spektri acetonitrilnog ekstrakta kore Ajdareda, Zlatnog Deliesa i Greni Smita (1 g kore/1
mL acetonitrila)
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N3JABA O AYTOPCTBY
N3jaBibyjem na je JOKTOpCKa IucepTaliyja, o1 HacIOBOM

PA3BOJ 1 IPUMEHA ITPEJIMMHUHAPHUX CKPUHUHI' METOJIA 3A IIPOLHEHY
CAIPKAJA PE3UAYAJIHUX IHNECTHHUIA Y JABYKAMA TEXHHKAMA
MACEHE CIIEKTPOMETPUJE

Koja je ogOpamena Ha [IpupogHo-mMaTemMaTnakoM dakyirety YHuBep3uTeTa y Humry:

® PE3yJTaT COIICTBCHOT UCTPAKUBAYKOI paja,

® Ja OBy AWCEpTanyjy, HU y LEJIWHU, HUTH Yy JEIOBHMA, HHCAM IpHjaBJbHBA0/Ia Ha
IpyruM QaxkyiaTeTuMa, HUTH YHHUBEP3UTCTUMA,;

® la HHCaM MOBPEIHO/Na ayTOpCcKa IpaBa, HUTHU 3J0YNOTPeOHO/Na HWHTEIEKTyaTHy
CBOJUHY JPYTHUX JIMIIA.

Jlo3BospaBaM Jia ce o0jaBe MOjHM JHMYHU IOJAlM, KOjU CYy Y BE3U ca ayTOPCTBOM U
J00MjambeM aKkaJeMCKOTI 3Bama JOKTOpa HayKa, Kao HITO Cy UMe U Mpe3uMe, TOMHA U MECTO
pohema u 1aTyMm on0paHe pajaa, u To y Karaiory bubnuoreke, J[urutaiHoM peno3uTopujymy
VYuusepsutera y Hunty, kao u 'y nybnaukanujama YHuBep3urera y Humry.

Y Humry, 01.06.2022.

[Tornuc ayTopa aucepranuje:

(JU/J\UV&/&«/CJ ,

Mumuna /1. Bpankosuh



N3JABA O ICTOBETHOCTH EJIEKTPOHCKOI' 1 IITAMITAHOI" ObJIMKA
JOKTOPCKE JUCEPTALIMIE

HacnoB aucepranuje:

PA3BOJ U ITIPUMEHA NTPEJIMMWHAPHUX CKPUHUHI METOJA 3A ITPOLHEHY
CAIPKAJA PEUAYAJIHUX HNECTHHUIA Y JABYKAMA TEXHHUKAMA
MACEHE CIIEKTPOMETPUJE

U3jaBpyjeM 1a je €NeKTPOHCKHM OOJHMK MOje JOKTOPCKE IucepTraidje, Kojy cam
npepao/na 3a yHouiewhe y Jlururaanu penosuropujym YHuBep3urera y Humry, croBeran
[ITAMIIAHOM OOJTUKY.

Y Humry, 01.06.2022.

[Totnuc ayTopa aucepranyje:

Mununa /JI. bpankosuh



N3JABA O KOPUIThHEBY

Osnamthyjem YHUBep3uTeTCKy 0MOIMOTEKY ,,Hukomna Tecna®™ na y Jlururamau perno3uTopujym
YuuBepsuteta y Hunry yHece Mojy TOKTOPCKY AMCEPTAIIH]y, IO HACIIOBOM:

PA3BOJ U ITIPUMEHA TPEJIMMUHAPHUX CKPUHUHI' METOJA 3A ITPOLHEHY
CAIPKAJA PE3UAYAJIHUX IHNECTHHUIA Y JABYKAMA TEXHHKAMA
MACEHE CIIEKTPOMETPUJE

Jucepranujy ca CBUM HpPUIO3UMa IpeAao/Ja caM y €IEeKTPOHCKOM OOJHKY, MOTOJHOM 3a
TPajHO apXUBUPAE.

Mojy AOKTOpPCKY AMCepTanujy, yHeTy y Jurutamnu penosutopujym YHuBep3utera y Humry,
MOTY KOPHCTHUTH CBU KOJU TIOINTYjy ojapeade caapkaHe y omaOpaHOM THUITy JIMIEHIIE
Kpeatusne 3ajeqnauie (Creative Commons), 3a KOjy caMm ce 0JTy4no/Jia.

1. AyropctBo (CC BY)
2. AytopctBo — Hekomepuujaintao (CC BY-NC)

3. AyropctBo — HekoMepuujaiaHo — 6e3 mpepae (CC BY-NC-ND)

4. AyTopcTBO — HEKOMEpIHjaaHO — aenuTh moj uctuM yceinosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 nipepane (CC BY-ND)

6. AytopcTtBo — nenutu noj uctum ycinosuma (CC BY-SA)

Y Humry, 01.06.2022.

[Tornuc ayTopa aucepranuje:
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