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JeIMIbema 4YHMjy OCHOBHY CTPYKTYpy 4YMHE [Ba WM BHIIE
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TOKCHYHOCT U AYTOTPAjHO MPHUCYCTBO y JKUBOTHO] CPEIMHU, BAXKHO je
NPAaTUTH BBUXOB CAAPKaj] y CBUM JICIIOBMMA JXUBOTHE CpEAHHE, a
MOCEOHO Y BOJH, OJJAKJIe MOTY IPEKO JIaHIA UCXPaHE WIN JTUPEKTHO,
JIOCHEeTH J0 JbyAu. Y OKBHUPY OBE€ JIOKTOPCKE JAucepTaiuje
ONITUMH30BAHA j€ U BaJM0BaHa MeTofa 3a oapehusame [IAY y Boau
METOZIOM TacHe Xpomartorpaduje — MaceHe CcHeKTpoMerpuje. Y
TEeXHULM TPUIPEME Yy30paKa, JUCIEP3UBHO] MHKPOEKCTPaKIHUjH
YBpCTOM (pa3oM, NPUMEHEHH Cy HOBH COPOEHTH HPUIIPEMIbEHH
TEPMUYKOM U XEMH]CKO-TEPMHUYKOM MOJAU(PUKAIIMJOM TMPUPOIHOT
3€0JINTa, KIIMHONTIIIONNTA. HaKOH ONTHMU3aIIMOHUX U BAJTUAAMOHUX
eKCTIepUMEHaTa 3aKJbYUEHO je /1a C€ MPHUMEHOM KHUCEITMHCKO-TePMHUYIKE
Monupukanuje mace 200 mg (mpunpemibeHe MoJudUKaI]oOM
KIuHONTUIOMMTa yrnotpebom 1,5 mol L xnoposogonnune kucenune
U TePMUYKH TpeTupane Ha Temneparypu oz 500 °C) mocTrxy Hajoosbe
aHAJIMTUYKE KapakTepucTuke. BpemHocTH epukacHOCTH Ouie cy y
uHTepBay on 69 % (mubenso[a,h]antpanen) mo 123 % (mupen).
JloOujeHn aHaIUTHYKM NapaMeTpH Bajlujaluje MeToje Ouin cy y
rpaHIlaMa  BAJIWJANMOHWUX  KpuTepujyma. ONTUMH30BaHA W
BaJIMI0OBaHA METO/IA j€ KOpUIITNEHA 3a aHAJIM3y PEATHUX y30paKa BOJIe
peke HwummaBe W WeEHUMX TPUTOKA HA TEPUTOPHjU  OMIITHHA
Humutposrpan, Ilupor, bena Ilamanka nu Hum. Y cBuM y3opnuma
OuM cy NpucyTHU HadTaleH, alleHadTUIIeH, aleHadTeH u QiryopeH, a
yKynHa KoHueHTpauuja [IAY Bapupana je y 3aBUCHOCTH O]l MecTa
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1 Uvod

Prirodni procesi u zivotnoj sredini, ljudske aktivnosti i industrijski procesi dovode do
zagadenja prirodnih voda, vazduha i zemljista. Ukoliko dode do promene u jednom od medijuma
zivotne sredine, dolazi do promene i u ostalim zbog njihove medusobne povezanosti. Zagadenje
zivotne sredine moze biti razli¢itog porekla, a putem vode i vazduha zagadujuée supstance se mogu
akumulirati u zemljiStu, sedimentima i dospeti u biljke i zivotinje. Spiranjem sedimenata i
zemljista usled padavina, zagadujuce supstance mogu u odredenoj meri dospeti do podzemnih i
povrsinskih voda pri ¢emu dolazi do bioakumulacije i u akvatiénim organizmima. Putem lanca
ishrane, zagadivaci se prenose u zivotinjska tkiva potencijalno uzrokujuéi Stetne posledice po

njihovo zdravlje, i na kraju po zdravlje ljudi.

Zagadenjem vode smatra se prisustvo u vodenim sistemima (rekama, jezerima, morima,
okeanima i podzemnim vodama) supstanci koje nisu njen prirodni deo. Do kontaminacije vodenih
sistema dolazi zbog ispustanja zagadujucih supstanci u vodeni sistem. Izvori organskog zagadenja
vodenih sistema uglavnom su otpadne vode koje mogu biti komunalne, industrijske i
poljoprivredne. Veliki izvor zagadenja predstavljaju izlivanja nafte i1 indirektna zagadenja koja
ukljuéuju emisiju zagadujucih supstanci iz saobracaja, i onu nastalu sagorevanjem fosilnih i ¢vrstih

goriva.

Medu mnogim zagadujuc¢im supstancama koje se mogu nalaziti u vodi, dugotrajni organski
zagadivaci (eng. Persistent Organic Pollutants-POPs), u koje se ubrajaju i policikli¢ni aromatiéni
ugljovodonici (PAU), predstavljaju najvecu opasnost po zivotnu sredinu zbog svojih toksi¢nih i
potencijalno toksi¢nih karakteristika. Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici predstavljaju grupu
rasprostranjenih organskih zagadivaca i obuhvataju organska hemijska jedinjenja sa dva ili vise
kondenzovanih prstenova. Zbog perzistentnosti, biodostupnosti, bioakumulativnosti, i dokazanog
Stetnog delovanja, PAU predstavljaju opasnost po zivotnu sredinu, te zbog toga postoji potreba za
konstantnim prac¢enjem koncentracija ovih zagadivaca. Prac¢enje koncentracija PAU postize se
primenom postojecih 1/ili primenom novih analiti€¢kih metoda. Kod postojecih analitickih metoda
za analizu PAU tehnike pripreme uzoraka u vecini slucajeva nisu u skladu sa zahtevima ,,zelene
analiticke hemije* Sto uslovljava teznju za razvijanjem novih analiti¢kih metoda koje su pouzdane

I ponovljive, a ujedno brze, ekonomicne, precizne i tatne. Pobolj$anje postojecih kao i razvijanje
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i validacija novih metoda za analizu PAU je od presudne vaznosti zbog konstante potrebe za
pracenjem koncentracije ovih zagadujuéih supstanci u vodi, ali i u svim ostalim delovima Zivotne

sredine.

Kao ciljeve doktorske disertacije postavljeni su:

e Priprema novih sorbenata na bazi prirodnog zeolita, klinoptilolita za primenu u
pripremi uzoraka vode disperzivnom mikroekstrakcijom ¢vrstom fazom;

e Optimizacija disperzivne mikroekstrakcije ¢vrstom fazom PAU iz uzoraka vode
primenom novih sorbenata dobijenih termickom modifikacijom prirodnog zeolita,
klinoptilolita;

e Optimizacija disperzivne mikroekstrakcije ¢vrstom fazom PAU iz uzoraka vode
primenom novih sorbenata dobijenih kiselinsko — termickom modifikacijom
prirodnog zeolita, klinoptilolita;

e Optimizacija mase primenjenog sorbenta;

e Validacija optimizovanih tehnika pripreme uzoraka za analizu PAU; i

e Kvantitativno odredivanje sadrzaja PAU u uzorcima reke NiSave i njenih pritoka
na teritoriji opstina Dimitrovgrad, Pirot, Bela Palanka i Ni§ primenom nove

optimizovane i validovane analiti¢ke metode.



Teorijske osnove



2 Teorijske osnove

2.1 Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici, definicija, struktura i nomenklatura

Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici (PAU) su organska jedinjenja koja u strukturi sadrze
dva ili viSe kondenzovanih benzenovih prstenova. Sastavljeni su od ugljenika i vodonika, a kod
derivata PAU, atomi ugljenika su zamenjeni hetero atomima (kiseonika, sumpora i azota) gradeci
heterocikli¢na jedinjenja. PAU koji sadrze cetiri ili viSe aromati¢nih prstenova se nazivaju
,teskim” PAU, dok se oni sa manje od cetiri prstena nazivaju ,,Jakim*“ PAU. Agencija za zastitu
zivotne sredine Sjedinjenih ameri¢kih drzava (eng. United states Environmental Protection
Agency, US EPA) definisala je 16 prioritetnih jedinjenja iz grupe PAU koji se naj¢esce nalaze u

uzorcima zemljista, vazduha i vode, pa je i njihova kvantifikacija najpotrebnija.

Nazivi, strukturne formule, molekulske formule, CAS broj (Chemical Abstracts Service

number) i molekulske mase 16 prioritetnin PAU prikazani su u tabeli 1:

Tabela 1. Nazivi, strukturne formule, molekulske formule, molekulske mase, CAS brojevi 16
prioritetnih PAU

Molekulska Molekulska
formula masa

Naftalen “ 2 CioHs 128 91-20-3

Acenaften I

Fluoren 3 CisHio 166 86-73-7

Fenantren OO‘ 3 CuHio 178 85-01-8
Antracen OOO 3 C14H1o 178 120-12-7

Naziv Strukturna formula Broj prstenova CAS broj

Acenaftilen C12Hs 152 208-96-8

w

Ci2H1o 154 83-82-9

w




Molekulska Molekulska

Naziv Strukturna formula Broj prstenova
formula masa

CAS broj

.0 4 Ci6H10 202 206-44-

Fluoranten O Q 00
Piren O“Q 4 CisH1o 202 129-00-0
Benzo[a]antracen OOO‘ 4 CigH12 228 56-55-3
Hrizen OC‘O 4 CigH12 228 218-01-9
Benzo[b]fluoranten Oé“c 5 CaoH12 252 205-99-2
Benzo[k]fluoranten OO‘g 5 CaoHus 252 207-08-9
Benzo[a]piren OO“O 5 CaoH12 252 50-32-8
Indeno[1,2,3-cd]piren O‘O% 6 Ca2H12 276 193-39-5
Dibenzo[a,h]antracen ‘OO 5 CxH14 278 53-70-3
Benzo[g,h,ilperilen (L1 6 CaHr: 276 191-24-2




2.1.1 Nomenklatura PAU

Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici imenuju se primenom IUPAC nomenklature

(International Union of Pure and Applied chemistry — IUPAC) prema slede¢im pravilima:

e Prilikom pisanja strukture najveci broj prstenova nalazi se u vodoravnom nizu;

e Povlacenjem ose kroz centar molekula moguce je orijentisati molekul vodeéi raCuna o tome
da maksimalan broj prstenova koji ne leze u vodoravnom nizu bude u gornjem desnom, a
najmanji broj prstenova treba da bude u donjem levom kvadrantu;

e Ugljenikovi atomi numeriSu se u smeru kazaljke na satu. Numeracija ugljenikovih atoma
pocinje od onog atoma ugljenika koji nije deo ni jednog drugog prstena. Ugljenikovi atomi
koji izgradjuju dva ili vise prstenova se ne numerisu;

e Ugljenikovi atomi koji ¢ine vezu i koji ne izgrduju veze sa drugim prstenom ili prstenovima
numerisu se brojem ,,1“ odnosno brojem ,,2* (Slika 1);

e Supstituisani poiciklikli¢ni aromati¢ni ugljovodonci imenuju se tako da se ispred naziva
supstituenta koji se nalazi u zagradi piSe odgovarajuci broj C atoma. Na taj na¢in oznac¢ava

se onaj C atom, odnosno mesto, na kome je doslo do supstitucije.

Pravilo kojim se numeriSu ugljenikovi atomi kod 16 prioritetnih policikli¢nih aromati¢nih

ugljovodonika prikazano je naslici 1.



1 2 ' 2 3
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3 2
6 3 6 5 8
p ‘ 7 4 i 4 7 10 - ¢ 7‘
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Naftalen Acenaften Acenaftilen Fenantren Fluoren Piren

Antracen Benzo[a]antracen Dibenzo[a,h]antracen Hrizen Benzo[a]piren

Fluoranten Benzo[k]fluoranten Benzo[b]fluoranten Indeno[1,2,3-c,d]piren Benzo[g,h,i]perilen

Slika 1. Pravilo numerisanja ugljenikovih atoma kod policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika
(Wang i saradnici, 2007)

2.1.2 Fizicko-hemijske osobine i toksi¢nost policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika

Hemijski posmatrano, PAU se sastoje od dva ili viSe kondenzovanih benzenovih prstenova
povezanih u linearni, angularni ili klasterni raspored (Arey i saradnici, 2003; Di — Toro i saradnici,

2000) kako je prikazano na slici 2.

OOO Lincarni raspored (primer - antracen)
‘O‘ Angularni raspored (primer - dibenzo|a.h|aniracen)

OO Klasterni raspored (primer - piren)

Slika 2. Linearni, angularni i klasterni raspored PAU

PAU su veoma stabilna jedinjenja sa karakteristicnim UV spektrima i odlikuju se
fotosenzitivno$c¢u i sposobnoscu fluoresciranja. Prema nekim istrazivanjima utvrdeno je da kada
PAU apsorbuje svetlost dolazi do procesa fotoksidacije i fotolize, odnosno, dolazi do
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fotomodifikacije PAU pri ¢emu su proizvodi fotomodifikacije jedinjenja koja su toksi¢nija od
polaznih jedinjenja (Sabate i saradnici, 2001; Sanches i saradnici, 2011).

Tabela 2. Fizicko - hemijske karakteristike 16 PAU prioritetnih za analizu (Monaco i saradnici,
2017; Nollet, 2005)

Rastvorljivost Temperatura  Temperatura  Log

PAU " ml“_‘_}’f]g'zs o toPlienial’Cl  Kijutanja ['C]  Kow
Naftalen 31,6 81 218 3,37
Acenaftilen 16 92 265 3,98
Acenaften 4,5 96 278 4,07
Fluoren 1,8 116 295 4,18
Fenantren 1,3 101 339 4,45
Antracen 0,07 216 340 4,45
Fluoranten 0,24 111 375 4,90
Piren 0,14 156 360 4,88
Benzo[a]antracen 0,01 160 435 5,61
Hrizen 0,003 255 448 5,16
Benzo[b]fluoranten <0,001 168 481 6,04
Benzo[K]fluoranten <0,001 217 481 6,06
Benzo[a]piren <0,001 175 495 6,06
Indeno[1,2,3-cd]piren <0,001 164 536 6,58
Dibenzo[a,h]antracen <0,001 267 524 6,50
Benzo[g,h,i]perilen <0,001 277 n.p. 6,84

Log Kow - vrednost logaritma koeficijenta raspodele u sistemu oktanol-voda; n.p. —nije pronadeno

Cisti PAU su nepolarne &vrste supstance koje imaju visoku temperaturu klju¢anja (Maagd
I saradnici, 1998). Rastvorljivost PAU u vodi opada sa porastom molekulske mase, odnosno sa
povecanjem broja kondenzovanih aromaticnih prstenova. Sa povecanjem broja kondenzovanih
prstenova i angularnosti u strukturi PAU poveéava im se tacka kljucanja i lipofilnost, koja se
izrazava preko koeficijenta raspodele oktanol/voda, $to ukazuje na njihov visok potencijal
adsorpcije na Cvrstim suspendovanim ¢esticama i moguénost akumulacije u zZivim sistemima.

(Stogianndis i Laane, 2014; Achten i Andersson, 2015).

PAU imaju umerenu do visoku akutnu toksi¢nost za akvati¢ne organizme i ptice, dok se
njihovim prisustvom u zemljistu jedino u visokim koncentracijama ispoljavaju toksi¢ni efekti po
kopnene zivotinje. NeZeljeni efekti koje ova jedinjenja izazivaju jesu kancerogeni efekti, uti¢u na

reprodukciju, razvoj i imunitet (Abdel-Shafu i saradnici, 2016). Do nezeljenih efekata kod sisara
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dolazi usled udisanja, dermalnog kontakta ili gutanjem ovih jedinjenja (Dong i saradnici, 2012;
Veltman i saradnici, 2012; Bayer i saradnici, 2010). S druge strane, biljke mogu apsorbovati PAU
iz zemljista kroz svoje korenje pri ¢emu se PAU mogu preneti na druge delove biljaka.
Apsorbovanje PAU iz zemljista od strane biljaka zavisi od njihove koncentracije, rastvorljivosti u
vodi, fizicko-hemijskog stanja kao i od tipa zemljista u kome se ova jedinjenja nalaze. Fitotoksi¢ni
efekti izazvani PAU jedinjenjima su retki ali ukoliko Zivotinje koriste biljku koja je apsorbovala
PAU za ishranu mogu se ispoljiti Stetni efekti ovih jedinjenja kod zivotinja. Glavni putevi
izlozenosti PAU jedinjenjima u opstoj populaciji je udisanjem vazduha, konzumiranjem hrane koja
sadrzi PAU, puSenjem cigareta i udisanjem dima sa otvorenih ognjista (ACGIH, 2005). Uticaj
PAU na Zivotnu sredinu 1 javno zdravlje izaziva zabrinutost zbog njihovih mutagenenih 1
kancerogenih svojstava. Izlaganje genotoksi¢nim PAU jedinjenjima izaziva oksidativni stres koji
moze dovesti do oste¢enja DNK i poremecaja u replikaciji DNK. Promene u replikaciji DNK mogu
izazvati mutacije i dovesti do kancerogenih efekata. (Sopian i saradnici, 2017; Hisamuddin i
saradnici, 2021).

PAU predstavljaju potencijalno kancerogena jedinjenja (Colins i saradnici, 1998; Devi i
saradnici, 2016; Rengarjan i saradnici, 2015), pa je zato Medunarodna agencija za istrazivanje
kancera (IARC, 2000) klasifikovala tri policikli¢na aromati¢na ugljovodonika: benzo[a]piren,
benzo[a]antracen i dibenzo[a,h]antracen kao dokazano kancerogena jedinjenja (Bekki i saradnici.
2009). Pored toga, od stotinu poznatih PAU, Agencija za zaStitu zivotne sredine Sjedinjenih
americkih drzava (US EPA) odredila je 16 prioritetnih PAU Ccije se koli¢ine moraju pratiti u
zivotnoj sredini zbog njihove Stetnosti, potencijalne toksi¢nosti po zdravlje ljudi i drugih zivih bi¢a

kao i njihove perzistentnosti u zivotnoj sredini (ATSDR, 2008).
2.2 lzvori policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika i njihova sudbina u Zivotnoj sredini

PAU predstavljaju ubikvitarna jedinjenja u zivotnoj sredini i u ve¢oj koncentraciji se nalaze
u urbanim oblastima u odnosu na ruralne. 1zvori PAU se mogu podeliti na prirodne i antropogene.
U prirodne izvore se ubrajaju Sumski pozari, curenje nafte, vulkanska aktivnost, erozija
sedimentnih stena, sinteze od strane mikroorganizama, algi i biljaka i razgradnja vegetacije
(Zakaria i saradnici, 2002; Jiao i saradnici, 2009; Nikolau i saradnici, 2009). U antropogene izvore
PAU ubrajaju se nepotpuno sagorevanje fosilnih goriva i drveta, naftne mrlje, prerada nafte,



emisija gasova iz motornih vozila (saobracaj), sagorevanje otpada i industrijski procesi (Haapea i
saradnici, 2006; Harvey, 1997).

Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici, bilo da su nastali prirodnim ili antropogenim putem,
dospevaju u atmosferu odakle se mogu transportovati vazdusnim kretanjem daleko od izvora
emisije. U atmosferi, PAU su u gasnoj fazi ili su adsorbovani na aerosolima $to zavisi od njihovi
fizicko — hemijskih karakteristika kao i od karakteristika sredine u kojoj se nalaze (temperatura,
vlaznost vazduha, prisustvo ¢vrstih Cestica). Laki PAU su u gasovitoj fazi dok se teski PAU
adsorbuju na Cestice prisutne u atmosferi (Ravindra i saradnici, 2008). Na povrsinu zemljista PAU
dospevaju posredstvom atmosferske depozicije pri ¢emu se zadrzavaju U zemljiStu ili se

bioakumuliraju.

Hemijske reakcije koje se odvijaju tokom trasnformacije i degradacije PAU katalizovane
su svetlos¢u 1 ukljucuju procese isparavanja, oksidacije, nitrovanja i druge hemijske procese koji
se odvijaju pri interakciji izmedu PAU, vazduha, zemiljista i vode (Fu i saradnici, 2012; Kamens
1 saradnici, 1998; Kim i saradnici, 2009). PAU se akumuliraju u prometnim podruc¢jima kao $to
su, na primer, putevi i parkinzi odakle se prenose u vodenu fazu spiranjem kiSom i otapanjem
snega §to rezultira neprekidnim snadbevanjem PAU jedinjenjima od izvora emisije do vazduha,

vode 1 zemljista (Neary i Bovig, 2011).

U zavisnosti od biodostupnosti PAU, proces bioakumulacije od strane Zivih organizama
dovodi do njihovog transporta putem lanca ishrane preko biljaka i Zivotinja do ¢oveka. PAU se u

zivotnoj sredini transformiSu posredstvom hemijskih 1 bioloskih procesa.
2.3 Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici u vodi

Zbog porasta antropogenih aktivnosti i industrijalizacije dolazi do sve veéeg zagadenja
voda perzistentnim zagaduju¢im jedinjenjima. U vodenu sredinu, PAU dospevaju putem
atmosferske depozicije, putem spiranja sa povr§ine zemljiSta tokom padavina, izlivanjem otpadnih
industrijskih voda, izlivanjem nafte i sagorevanjem fosilnih goriva u blizini voda (Karyab i
saradnici, 2013). Kada jednom dospeju u vodu, PAU ostaju u njoj, bilo u rastvorenom obliku,
vezani za rastvorenu organsku materiju ili se adsorbuju na sitnim suspendovanim cesticama ili
sedimentima (Akkanen i saradnici, 2012; Qin i saradnici, 2014). Raspodela PAU izmedu vode i

sedimenata je proces koji odreduje dalju sudbinu PAU i njihov potencijalni Stetni efekat na



akvati¢ni ekosistem. Ova raspodela se objasnjava preko koeficijenata raspodele sediment - voda
(Yang i saradnici, 2019) i zavisi od nekoliko faktora koji uklju¢uju adsorpciju PAU na
sedimentima i njihovu re-suspenziju. Do re-suspenzije PAU dolazi usled procesa kretanja vode ili
prisustva akvaticnih organizama pri ¢emu se sa povecanjem re-suspenzije PAU povecava
potencijalni Stetni u¢inak PAU na akvati¢ne organizme, narocito na akvati¢ne organizme koji zive
u regiji sediment-voda (Yang i saradnici, 2008; Dong i saradnici, 2016). U vodenim sredinama,
PAU se mogu bioakumulirati u akvati¢énim organizmima (Meador i saradnici, 1995), a zbog niske
rastovrljivosti u vodi, vezuju se za ¢vrste supstance (Kumar i saradnici, 2014; Kafilzadeh i
saradnici, 2011). Koncentracije PAU vece su u blizini sedimenata pri dnu, nego u vodi blize
povrsini (Zhang i saradnici, 2011), §to moze usloviti pokretanje PAU usled kretanja vode (Lei i
saradnici, 2016).

Procesi bioakumulacije i desorpcije PAU sa ¢vrstih Cestica usled strujanja vode odgovorni
su za proces kruzenja PAU u vodenim sredinama. U vodenim ekosistemima PAU su podlozni
procesima transfomacije i degradacije usled fotoksidacije. Proces fotoksidacije PAU odigrava se
u gornjim slojevima vode zbog toga Sto je proces fotoksidacije intenzivniji u prisustvu svetlosti i
pri ve¢im koncentracijama rastvorenog kiseonika (Xiao i Shao, 2017). Proizvodi fotooksidacije
mogu biti razli¢iti - tako fotoksidacijom PAU mogu nastati fenoli, hinoni i kiseline (Stucki i
Alexander, 1987; Beltran i saradnici, 1996). Ovi proizvodi fotoksidacije se odlikuju ve¢om
rastvorljivo$éu u vodi i ve¢om toksi¢noséu (Huang i saradnici, 1993; E1 — Alawi i saradnici, 2002).
PAU i proizvodi njihove fotoksidacije toksi¢ni su po akvati¢ne organizme (Honda i saradnici,
2020). Toksi¢nost PAU zavisi od biodostupnosti. PAU koji su adsorbovani na sedimentu nisu
biodostupni akvati¢nim organizmima (Endo i saradnici, 2020), dok su PAU desorbovani sa
sedimenata i rastvoreni PAU biodostupni i mogu izazvati $tetne efekte po akvati¢ne organizme
(Tuikka i saradnici, 2016).

Pretrazivanjem literature (tabela 3) 0 koncentracijama PAU uocava se da se u vodama u
mnogo veéem postotku nalaze laki PAU u odnosu na teSke PAU. Razlog prisustva vece
koncentracije lakih PAU u odnosu na koncentracije teskih PAU je u vecoj rastvorljivosti lakih
PAU u vodi u odnosu na teske PAU.
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Tabela 3. Koncentracija PAU u vodi - pregled literature

Ukupna koncentracija PAU Laki PAU .
Poreklo i Literatura
[ng L] [%0]
Evropa
Evoikos zaliv, Greka 0,0009-0,14 68,6 Triantafyllaki i
saradnici, 2005
Malliakos zaliv, Greka 0,002-0,05 75.0 Triantafyllaki i
saradnici, 2005
Povrsinske vode u severnoj Grekoj 0,001-0,68 85,2 Mano"z'osoagad“'c"
Azija
Kafilzadeh i
Reka Kor, Iran 0,0003-0,24 81,6 saradnici, 2011
Povrsinske vode u Hangzhou, Kina 0,99-9,66 n.d. Chen ;S%rjdmc"
Reka Gao-ping, Tajvan 0,01-9,40 n.d. Doongzlozegadmu
Reke severnog Tajlanda 225042 350 n.d. Hajisamoh, 2013
N . Cao i saradnici,
Reka Tianjin, China 1,80-35 95,9 2005
Afrika
: : Al-Agroudy i
Suecki kanal, Egipat 0,01-0,5 16,2 saradnici, 2017
Reka Mvudi, Juzna Afrika 126-7510 25,3 Edokpayi i
saradnici, 2016
Reka Nzhelele , Juzna Afrika n.d. — 7805 23.1 Edokpayi i
saradnici, 2016
Reka Tema Harbour, Gana 33,20-84,50 n.d. Gorlekuz(l)ijradnlcu
. . . Nekhavhambe i
Reka Limpopo, Juzna Afrika 0,10-137 n.d. saradnici, 2014
Amerika
. . . Azevedo i
Reka Paraiba do Sul, Brazil 0,255 (benzo[a]piren) n.d. saradnici, 2004
Reka Mississippi, USA 0,06-0,15 nd. Zhang i saradnici,
2007
Countway i
Reka York, USA 0,002-0,12 n.d. saradnici, 2003
Otpadne vode pe_trohemus_ke industrije, 3,50-44,30 52.4 Bispo i saradnici,
Sergipe, Brazil 2011

n.d. - nije detektovano

Naucne studije su pokazale da se koli¢ine PAU u rekama nalaze u opsegu od 0.0003 pg L
! (Reka Kor u Aziji) do 42 350 pg L™ za reke severnog Tajlanda (Sairubi, Pattani, Thepba i Sungai

Golok reka). Za vecinu analiziranih reka na sadrzaj PAU propisana maksimalno dozvoljena
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vrednost za povrsinske vode od 0,05 pg L™ za svaki od 16 prioritetnih PAU je prekora¢ena (WHO,
1998). Veca koli¢ina PAU od dozvoljene pripisuje se poveéanoj urbanizaciji, industrijalizaciji i
ispustanju nepreciscenih ili delimi¢no pre¢iséenih otpadnih voda u reke. Drugi moguéi izvori
povecanih koli¢ina PAU u vodi ukljucuju emisije iz izduvnih gasova vozila kopnenog i vodenog

saobracaja. (Cao 1 saradnici, 2005, Li i saradnici, 2020).

Republika Srbija nema zvani¢nu regulativu koja propisuje maksimalno dozvoljene koli¢ine
prioritetnin PAU za reke i vodu za ljudsku upotrebu. EU 98/83/EC (Evropski savet za kvalitet
vode za ljudsku upotrebu) direktiva propisuje grani¢nu vrednost sume svih 16 prioritetnih PAU od
0,1 pg L za vodu koja se koristi za ljudsku upotrebu dok svetska zdravstvena organizacija
propisuje koncentraciju od 0,05 pg L™ za svaki od 16 prioritetnih PAU pojedina¢no za sve
povrsinske vode (WHO, 1998). Americka agenicija za zastitu zivotne sredine (US-EPA) propisuje
maksimalnu dozvoljenu kolli¢inu od 0,1 pug L™ za benzo[a]antracen, od 0,2 pug L™ benzo[a]piren,
benzo[b]fluoranten, benzo[k]fluoranten i hrizen, 0,3 pg L dibenzo[a,h]antracen i 0,4 od pg L*
za indeno[1,2,3-c,d]piren. Nacionalni Institut za javno zdravlje i Zivotnu sredinu u Holandiji 2012.
(RIVM - the Netherlands National Institute for Public Health and the Environment) godine objavio
je za svaki od prioritetnin PAU maksimalno prihvatljive i riziéne koncentracije (tabela 4), a
izvedene su na osnovu dvadeset petogodis$njeg istrazivanja uticaja Stetnog delovanja PAU za slatku
vodu kao deo Zivotne sredine 1 akvati¢ne organizme (RIVM, 2012). Sve vode u kojima je sadrzaj

PAU ve¢i od propisane smatraju se zagadenim vodama.

U tabeli 4 prikazane koncentracije PAU ukazuju da su ova $tetna jedinjenja u vodi prisutna
u tragovima. Ovako niska koli¢ina PAU svrstava ih u mikro-polutante, a sama analiza mikro-
polutanata predstavlja izazov istraziva¢ima, zbog toga $to je za njihovu kvantifikaciju potrebna

osetljiva metode analize.
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Tabela 4. Ekotoksikoloski limiti 16 prioritetnih PAU za slatkovodne akvati¢ne ekosisteme
(RIVM, 2012)

Maksimalno prihvatljiva Rizi¢na koncentracija

PAU koncen'lc_r_?m ja g L]
Naftalen 130 518
Acenaftilen 33 72
Acenaften 3.8 102
Fluoren 34 117
Fenantren 6,7 43
Antracen 0,10 4.2
Fluoranten 0,12 12
Piren 0,023 472
Benzo[a]antracen 0,10 3,1
Hrizen 0,070 1,6
Benzo[b]fluoranten n.p. 1,3
Benzo[k]fluoranten n.p. 0,93
Benzo[a]piren 0,010 0,87
Indeno[1,2,3-cd]piren n.p. 0,64
Dibenzo[a,h]antracen 0,014 0,14
Benzolg,h,i]perilen 0,0082 0,16

n.p. — nije prihvatljivo

2.4 Uzorkovanje vode za analizu - prikupljanje realnih uzoraka vode

Uzorkovanje voda je postupak uzimanja reprezentativnih uzoraka u cilju fizicko-
hemijskog ili mikrobioloskog ispitivanja voda, a u svrhu kontrole kvaliteta. Reprezentativni uzorak

je uzorak koji reprezentuje aktuelni sastav vode. Kljucni faktori uzorkovanja su:

e Odabir lokacije uzorkovanja;
e Pravilno uzorkovanje (priprema i terenske analize);
e Konzerviranje;

o Cuvanje i transport uzoraka.

Za adekvatan odabir lokaliteta na kome se realizuje uzorkovanje primenjuju se sledece

smernice:

e Lokacija uzorkovanja bira se na osnovu literaturnih podataka o opterecenosti povrsinskih
voda policikliénim aromati¢nim ugljovodonicima na teritoriji Srbije;
e Uzorkovanje je potrebno realizovati uzvodno i/ili nizvodno u zavisnosti od tacke uliva

nekog vodotoka i/ ili ispusta zagadujuc¢ih supstanci; i
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e Uzorke povrsinskih voda potrebno je prikupiti na mestima gde je brzina vode dovoljna da

spreci taloZenje ¢vrstih supstanci pri uzorkovanju.

Uzorci povrsinskih voda za odredivanje fizicko-hemijskih parametara se uzimaju u boce
od polietilena ili od borsilikatnog stakla, u zavisnosti od vrste parametra koji se analizira. Za
organska jedinjenja (pesticide, lakoisparljiva i poluisparljiva organska jedinjenja, ukupne
ugljovodonike i drugo), obavezno je koristi staklenu ambalazu zbog moguce kontaminacije,
adsorpcije na zidovima kao i poroznosti plastike i isparenja organskih jedinjenja. Uzorci se mogu
uzimati i u Majerovim bocama. Majerove boce su staklene boce koje pri gornjem delu imaju
konopac za spustanje i uzorkovanje na ve¢im dubinama. Pri uzorkovanju povsinskih voda koriste
se 1 automatski uzorkivaci. Vrsta i zapremina ambalaze je odredena vrstom 1 obimom ispitivanja.
Pre uzorkovanja vode, ambalaza za uzorkovanje se ispere 2-3 puta vodom koja se uzorkuje, izuzev
ako u bocu nije ve¢ dodato sredstvo za konzerviranje. Za pojedine parametre ispitivanja,

neophodno je da ambalaza za Cuvanje uzoraka bude napunjena do samog vrha uzorkom.

Uzimanje uzoraka vode je proces uzimanja reprezentativnih uzoraka koji prethodi fizi¢ko-
hemijskom i/ili mikrobioloskom ispitivanju vode u svrhu kontrole odredenih hemijskih jedinjenja
koja mogu biti prisutna u uzorcima i ¢ije je koncetracije je potrebno pratiti (kontrola kvaliteta
zivotne sredine). Da bi se izabrao uzorak koji ¢e biti reprezentativan kao celina, on mora imati ista
hemijska, fizicka i bioloSka svojstva kao celina. Reprezentativan uzorak vode treba da poseduje
sva bitna obelezja analizirane celine koja se uzorkuje (na primer reke), pri ¢emu je potrebno da
uzorak bude homogen. Kada se uzimaju uzorci povrSinskih voda potrebno je sa odredenih mesta
uzeti viSe uzoraka. Kada se uzorak uzima iz staja¢ih voda, voda se uzorkuje uzorkiva¢em (sonda
za uzorkovanje) na razli¢itim dubinama. Uzorkovanje tekuc¢ih voda se vrsi sondom 1 bocama za
uzorkovanje, ili automatskim uzorkivac¢em. Nakon uzimanja uzoraka kada se kao oprema koristi
boca, na boci se upisuje redni broj uzorka, lokacija, datum, vremenski uslovi, nekada prema
zahtevima analize se uzorak konzervira, a potom se bezbedno transportuje do laboratorije gde se

ostavlja najcesce u frizider do vremena izvodenja eksperimenata.
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2.5 Tehnike pripreme uzoraka za analizu PAU

Pri analizi PAU u vodi, priprema uzoraka najcesce se vrsi te¢no — te¢nom ekstrakcijom, ili
metodom ekstrakcije ¢vrstom fazom kao alternativnom metodom koja prevazilazi nedostatke koje
ima ekstrakcija te¢no — te¢no (teska automatizacija procesa, stvaranje emulzija, upotreba velike
zapremine rastvara¢a visoke c¢isto¢e, mala ekonomicnost, itd). Primarna prednost tehnike
ekstrakcije ¢vrstom fazom, pored selektivnosti, ukljucuje brzinu, efikasnost, reproduktivnost,

ekonomicnost i bezbednost.
2.6 Ekstrakcija ¢vrstom fazom (eng. Solid phase extraction SPE)

Ekstrakcija ¢vrstom fazom je metoda koja se koristi za izolovanje analita iz gasa, fluida ili
teCnosti selektivnim (i reverzibilnim) vezivanjem na ¢vrstoj podlozi (sorbentu). Ekstrakcioni
sistem je obi¢no konfigurisan kao upakovan disk ili kertridz, i sastoji se od kratke kolone koja je

ispunjena sorbentom odredene veli¢ine Cestica, upakovanim izmedu poroznih diskova.

Ekstrakcija ¢vrstom fazom se izvodi u nekoliko koraka (slika 3). Prva faza je faza
kondicioniranja sorbenta koja se izvodi pripremanjem (aktiviranjem) sorbenta za proces
ekstrakcije propustanjem odredene zapremine rastvara¢a. Nakon faze kondicioniranja, odnosno
aktivacije sorbenta, sledi faza nanoSenja uzorka. Odredena zapremina uzorka propusta se kroz sloj
sorbenta pri ¢emu se analiti od interesa zadrzavaju na koloni, a ometaju¢e komponente uzorka
(interferencije) prolaze bez zadrzavanja, ili se za sorbent vezuju interferencije, a analiti od interesa
neometano i bez vezivanja prolaze kroz sloj sorbenta. Nakon faze nanos$enja uzorka sledi faza

ispiranja sorbenta i faza eluiranja sorbenta (ukoliko su analiti od interesa vezani za sorbent).
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Slika 3. Sema ekstrakcije &vrstom fazom (Dawadi i saradnici, 2021)

SPE ekstrakciona procedura se moze posmatrati kao gruba hromatografska metoda, tako
da se primenjuju isti principi i stacionarne faze. Odabrani sorbent moze vezati analite jonskim,
vodoni¢nim vezama, ili dipol - dipol, dipol-indukovani dipol interakcijama. Izbor sorbenta kod
ekstrakcije ¢vrstom fazom zavisi od prirode analita, odnosno, fizicko — hemijskih osobina analita
na osnovu kojih se defini$e nacin interakcije sa sorbentom. Sorbenti koji se $iroko primenjuju za
SPE se mogu klasifikovati kao (Luci i saradnici, 2012): sorbenti na bazi silicijum i magnezijum
oksida, sorbenti na bazi silika gela (C8 i C18), sorbenti na bazi polimera (polistirendivinil benzen
PSDVB) i imunosorbenti.

Za analizu PAU u uzorcima vode, SPE ekstakcija je pouzdanija u odnosu na klasi¢nu
ekstrakciju te¢no - te¢no (eng. LLE). Kao sorbenti za SPE u analizi PAU iz vode koriste se C8,
C18, i polistiren/divinil benzen (Marce i Borrull, 2000; Martinez i saradnici, 2004). SPE
predstavlja konvencionalnu metodu ekstrakcije PAU iz uzoraka vode (Bruzzoniti i saradnici,
2010), pri cemu se glavni nedostatak ove metode ogleda u velikoj zapremini utroSenog rastvaraca
za ekstrakciju. Takode, SPE ekstrakcija se u odnosu na konvencionalnu LLE ekstrakciju PAU u
vodi odlikuje moguénos¢u automatizacije, ve¢im vrednostima efikasnosti ekstrakcije i boljom

ponovljivoscu (Sargent i McNair, 1998).
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2.7 Mikroekstrakcije

Novi trendovi u analizi perzistentnih organskih zagadujucih supstanci, u koje se ubrajaju i
PAU, ogledaju se u prevazilazenju nedostataka konvencionalnih ekstrakcionih pristupa i
postovanju pravila ,,zelene* analiticke hemije, te se mikroesktrakcije sve vise koriste. Prednost
mikroekstrakcionih postupaka pripeme uzoraka za analizu ogleda se u smanjenom utrosku kako
rastvaraca za ekstrakciju, tako i povecanoj brzini pripreme uzorka i smanjenom vremenu trajanja
postupka. Pri analizi mikropolutanata (uklju¢uju¢i i PAU) koriste se razli¢ite tehnike
mikroekstrakcije u postupcima pripreme uzoraka za analizu. Prethodne dve decenije, nekoliko

mikroekstrakcionih tehnika nasle su primenu u pripremi uzorka vode za analizu PAU.

2.7.1 Mikroekstrakcija pakovanim sorbentom (eng. Microextraction by packed sorbent -
MEPS)

Novi domet na polju pripreme uzorka predstavlja mikroestrakcija pakovanim sorbentom
(eng. microextraction by packed sorbent — MEPS) (Abdel-Rehim i Zeneca, 2003; Abdel-Rehim,
2004). MEPS je minijaturizovana SPE tehnika u kojoj se ekstrakcija vrsi propustanjem uzorka
kroz $pric, odnosno kroz pakovanje sorbenta (oko 1 mg). Pakovanje sorbenta moze biti unutar
Sprica ili u nastavku koji se nalazi na igli (Slika 4) (Moein i saradnici, 2015). MEPS moze da bude
u potpunosti automatizovana, pri ¢emu se isti Spric koristi za ekstrakciju i1 ubacivanje uzorka u

hromatografsku kolonu. (Abdel-Rehim, 2010).
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Slika 4. Sema mikroekstrakcije pakovanim sorbentom (Casado i saradnici, 2020)

MEPS procedura se izvodi na isti na¢in kao SPE (slika 4) sa razlikom u smeru kretanja
teCnosti - kod SPE se rastvor uzorka i rastvara¢ za kondicioniranje, ispiranje i eluiranje krece u
jednom smeru, odozgo nanize, dok se kod MEPS procedure te¢nost kre¢e u oba smera (slika 4).

Za ekstrakciju se obi¢no koristi 10 - 250 pL vodenog rastvora, Sto omogucava koncentrovanje
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analita na odabranom sorbentu. Kod MEPS tehnike se koriste isti sorbenti kao i kod
konvencionalne SPE. Eluacija analita se obi¢no obavlja sa 20 — 50 pL odgovarajuceg rastvaraca,
koji moze direktno da se prebaci vijalu za gasnu ili te¢nu hromatografiju. U poredenju sa drugim
tehnikama pripreme uzoraka, MEPS omogucava znacajno kra¢e vreme ekstrakcije i koriséenje
znacajno manje koli¢ine uzorka i rastvaraca (oko 10 puL) u odnosu na klasi¢énu SPE (Fu i saradnici,

2012).

MEPS tehnika pripreme uzoraka se primenjuje za odredivanje PAU u vodi (El-Beaqqali i
saradnici, 2006; Fu i saradnici, 2012). Fu i saradnici (2012) su opisali metodu za pripemu uzoraka
za analizu PAU, primenom MEPS tehnike koja sadrzi $pric sa sorbentom C18. Pre svake
ekstrakcije uzorka MEPS sorbent je kondicioniran sa 80 uL metanola i 100 puL vode visoke ¢istoce.
Autosempler propusta uzorak vode (50 uL) kroz $pric 40 puta, brzinom od 5 pL s1. Zatim se
sorbent ispira ¢istom vodom (100 pL) i susi se propustanjem vazduha u 10 ciklusa. Na kraju, analiti
se eluiraju sa 50 uL. metanola direktno u injektor gasnog hromatografa. MEPS ima sli¢ne rezultate
efikasnosti ekstrakcije kao SPE metoda. Medutim, koriS¢enjem MEPS metode dobija se veca
osetljivost. Takode, MEPS metoda smanjuje koli¢inu organskog rastvaraca koji se koristi za
eluaciju, kao i koli¢inu uzorka. Predlozena MEPS metoda primenjena je kao tehnika pripreme
uzoraka za odredivanje PAU u vodi primenom gasne hromatografije sa masenom spektrometrijom
(Fu i saradnici, 2012).

2.7.2 Mikroekstrakcija ¢vrstom fazom (eng. Solid phase microextraction — SPME)

Studije mikroekstrakcije ¢vrstom fazom (solid-phase microextraction — SPME) su
zapocete pre 30 godina. Ova tehnika je prihvac¢ena kao alternativa postoje¢im metodama pripreme
uzorka i danas se Siroko primenjuje za ekstrakciju razli¢itih analita (Arthur i Pawliszyn, 1990;
Pawliszyn, 1997). SPME je brza metoda pripreme uzoraka za gasnu i te¢nu hromatografiju bez
upotrebe sorbenta. Osnovni deo SPME tehnike predstavlja SPME S$pric, koji podse¢a na
hromatografski, s tom razlikom §to sadrzi 1 cm dugo vlakno smesteno unutar igle Sprica, koje je
napravljeno od odgovarajuc¢eg polimera nanetog na nosac¢ od istopljenog SiO2, precnika od 110
um. Proces mikroekstrakcije se zasniva na raspodeli analita izmedu ekstrakcionog medijuma
(vlakno) i matriksa uzorka, odnosno na selektivnoj adsorpciji ciljanih analita u aktivnom sloju

vlakna i direktnoj desorpciji u injektoru hromatografa (Purovic, 2011).
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SPME se sastoji iz dva osnovna koraka:

e raspodela analita izmedu ekstrakcione faze i matriksa uzorka; i

e desorpcija koncentrovanog uzorka u analiti¢ki instrument.

| @ g o o
e © °

[}

o]

oo AP

o 8. 5 e
o“'_\o-—o

Slika 5. Mikroekstrakcija ¢vrstom fazom (SPME) (Schmidt i Podmore, 2015)

Postoje dva tipa SPME: vlakno za SPME i cev¢ica za SPME (Kataoka 2003; Hinshaw
2003). Teorije koje stoje u osnovi ove dve SPME tehnike su slicne. Pomo¢u vlakna analiti se
vezuju na spoljasnoj povrsini vlakna iz homogenizovanog rastvora uzorka, dok se kod cevcice
vezuju na unutra$njoj povrsini koja je oblozena sorbentom. Kod SPME sa cev¢icom potrebno je
da se filtriranjem rastvora uzorka pre ekstrakcije spre¢i zapusavanje kapilarne kolone. S druge
strane, vlaknom za SPME mora da se pazljivo rukuje prilikom ubacivanja i homogenizacije jer je
veoma lomljivo (Pawliszyn 1997; Lord i Pawliszyn 2000). SMPE pomocu vlakna ograni¢ena je
na analizu isparljivih i termicki stabilnih jedinjenja. SPME sa cevéicom, povezana sa LC sistemom
se koristi za analizu slabo isparljivih 1 termicki labilnih jedinjena koja nisu pogodna za GC (Lord

and Pawliszyn 2000; Zambonin 2003).

Koli¢ina sorbenta kod SPME je veoma mala (< 0.7 ug), $to ograni¢ava koli¢inu
ekstrahovanih analita i umanjuje primenljivost tehnike za analite prisutne u tragovima (Baltussen
i saradnici, 1999). Osim toga, efikasnost ekstrakcije je mala, ¢ak i za analite koji imaju relativno

veliki podeoni koeficijent izmedu gasne i tecne faze, Sto ¢ini kvantifikaciju osetljivom na matriks
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efekat. 1z ovih razloga, izvodenje SPME metode nije bez komplikacija, ali jednostavnost i lakoc¢a
primene ove tehnike je ¢ini pogodnom za primenu (Baltussen i saradnici, 1998; Mol i saradnici,
1995). Razlike u karakteristikama izmedu SPE, MEPS i SPME su predstavljene u tabeli 5 (Abdel
—Rehim, 2011).

Tabela 5. Pregled karakteristika SPE, MEPS i SPME

SPE MEPS SPME
‘Koliginasorbenta ~~ 50-2000mg ~ 2-4mg  vlakno debljine 150 um
Vreme 15 min 1 min 20 —40 min
Efikasnost ekstrakcije dobra dobra niska
Osetljivost dobra dobra niska
Ponovno kori$¢enje sorbenta 1 ekstrakcija 100 ekstrakcija 50 ekstrakcija

Pri SPME proceduri za analizu PAU u vodi, vlakna od polidimetilsiloksana (PDMS
debljine filma od 100 pm) se kondicioniraju u injektoru 3 sata na 270 °C. Zapremina od 8 mL
uzorka vode se stavlja u vijale od 100 mL zatvorene septom prevuc¢enom politetrafluoroetilenom
(PTFE). Vlakna se potapaju u uzorak vode, meSaju 60 minuta i onda se termicki desorbuju 10
minuta u injekcioni sistem (Rami i saradnici, 2012). Sprovodeni su razli¢iti eksperimenti kako bi
se utvrdili optimalni uslovi za primenu SPME za analizu PAU u vodi, kao §to su temperatura, pH
i koncentracija jedinjenja (King i saradnici, 2003). Publikacija Cena (Chen, 2004) pokazuje da u
optimizovanim uslovima SPME predstavlja veoma jednostavnu, brzu, osetljivu i preciznu tehniku
za ekstrakciju PAU iz uzoraka vode, gde su visoka efikasnost ekstrakcije i dobra reproduktivnost

postignute koris¢enjem PDMS vlakana.



2.7.3 Sorpciona ekstrakcija meSanjem (eng. stir bar sorptive extraction — SBSE)

Sorpcionu ekstraciju meSanjem (SBSE) kao tehniku pripreme uzoraka je uveo Baltusen
(Baltussen i saradnici, 1999.) 1999. godine. Ova tenika je razvijena za ekstrakciju organskih analita
iz teCnog uzorka i zasnovana je na soprciji analita na tanak film polidimetilsiloksana (PDMS) koji

je nanet na gvozdenu Sipku (Popp i saradnici, 2001). Sastoji se iz dva koraka:

e ekstrakcija analita iz uzorka na PDMS polimer; i

e desorpcija analita sa sorbenta u hromatografski sistem.

Termalna
desorpcija

Rastvor
uzorka

Ietna, —» GEILE
desorpcija

PDMS

Ekstrakcija Desorpcija

Slika 6. Sema sorptivne ekstrakcije mesanjem (SBSE) (Ochiai i saradnici, 2018)

Te¢ni uzorak se meSa Sipkom, koja se nakon ekstrakcije uklanja i suSi mekom krpom.
Analiti se desorbuju bilo termicki (za GC analizu) ili pomocu te¢nosti (uglavnom za LC analizu).
Za razliku od SPME, potreban je poseban pristup za termicku desorpciju. Proces desorpcije je
relativno spor zbog velike debljine PDMS filma. Vreme desorpcije je 10 minuta, i obi¢no se izvodi
u programiranom temperaturnom isparivau (programmed temperature vaporizer — PTV) sa
hladenjem. Za poluisparljive analite sa tackom kljuc¢anja iznad 200 °C, sobna temperatura je
dovoljna za koncentrovanje, dok se za isparljive analite moZe koristiti temperatura do 150 °C

kombinovana sa hladenjem te¢nim azotom (Kawaguchi i saradnici, 2006).

Nekoliko studija je pokazalo da se SBSE moZe primenjivati za ekstrakciju razli¢itih
organskih jedinjenja iz vodenog rastvora (Kolahgar i saradnici, 2002) i vina (Sandra i saradnici,
2001). Medutim, tehnika nije u Sirokoj primeni kako bi se o¢ekivalo, verovatno zbog organic¢enog

broja komercijalno dostupnih materijala za oblaganje Sipke i zbog problema sa potpunom
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automatizacijom. Trenutno se paznja usmerava na razvoj dvofaznog/hibridnog ,,uzeta®, gde se
konvencionalna PDMS faza kombinuje sa jo$ jednim sorbentom da bi se povecala selektivnost i/ili
efikasnost ekstrakcionog procesa (Ibrahim i saradnici, 2011) kao i na razvoj novih materijala koji

bi imali bolje analiti¢ke karakteristike (Faraji i saradnici, 2011).

SBSE se uspesno primenjuje za prekoncentrovanje isparljivih organskih jedinjenja u
tragovima, PAU, polihlorovanih bifenila (PHB), pesticida, hormona, alkilfenolima i bisfenola A
(Rykowska i Wasiak, 2013).

SBSE tehnika je pokazala veliki potencijal za ekstrakciju PAU iz vode (Popp saradnici,
2001; Hauser i saradnici, 2002). Procedura za SBSE za analizu PAU iz vode, onako kako je opisuje
Pop (Popp i saradnici, 2001) sastoji se od koris¢enja novih ili koris¢enih Sipki koje su
kondicionirane na sledeéi nacin: Sipka se stavlja u vijalu koja sadrzi 1 mL meSavine metilen hlorida
I metanola (1:1, v/v) i tretira se 5 minuta ultrazvukom. Zatim se rastvor odbacuje i procedura se
ponavlja tri puta. Sipka se susi u eksikatoru na sobnoj temperaturi i zagreva 90 minuta na 280 °C
u struji azota (100 mL min). Za prekoncentrovanje PAU, 10 mL vodenog rastvora (uzorka koji
sadrzi PAU) se stavlja u staklene kivete od 10 mL i ekstrahuje 60 min pri brzini meSanja od 1000
rpm. Nakon ekstrakcije Sipka se uklanja ¢istom pincetom, susi i prebacuje u vijalu u koju se dodaje
150 uL acetonitrila( ACN) pri ¢emu se desopcija PAU vrsi uz pomo¢ ultrazvuka u trajanju od 10
min. Nakon desopcije PAU, Sipka se uklanja, i vijala u kojoj se nalaze PAU u rastvoru acetonitrila
se prebacuje u autosempler LC aparata. Vreme ekstrakcije i desorpcije se mogu optimizovati u

cilju povecanja osetljivosti odredivanja PAU u uzorcima vode.

2.7.4 QUuECheRS (eng. Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) tehnika pripreme

uzoraka

Brza, jednostavna, relativno nova i veoma efikasna tehnika pripreme uzoraka —
QUEChERS predstavljena je od strane Anastassiades i saradnika 2003. Postupak pripreme pocinje
ekstrakcijom analita iz uzorka. Sledi prec¢is¢avanje kod koga se sorbent nalazi u kiveti u koju se
dodaje ekstrakt. Ovaj deo QUEChERS tehnike se naziva disperzivna ekstrakcija ¢vrstom fazom.
Postupak ekstrakcije i precis¢avanja se sastoji samo od muckanja i centrifugiranja, §to tehniku Cini

pristupa¢nom za analizu velikog broja analita iz razli¢itih uzoraka.
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Slika 7. Razlika izmedu ekstrakcije ¢vrstom fazom i disperzivne ekstrakcije ¢vrstom
fazom (Suk-Hang Lam, 2016).

Vise od 50 sorbenata je testirano za primenu u dSPE, ali uobi¢ajno se koriste Cetiri tipa
sorbenata i to: primarni-sekundarni amin (PSA), grafitizirani ugljenik (eng. graphitized carbon
black—GCB), oktadecilsilan (C18) i aluminijum-oksid (Anastassiades, 2006). Pri izboru sorbenta
obicno treba imati u vidu prirodu interferencija. Prema tome, PSA se koristi za uklanjanje polarnih
organskih kiselina, Secera, pigmenata 1 masnih kiselina, dok se GCB koristi za uklanjanje
aromati¢nih 1 polarnih jedinjenja; C18 je pogodniji za uklanjanje skroba, Secera i lipofilnih
jedinjenja, aluminijum oksid za uklanjanje vitamina, glikozida i fitosterola (Lagana i saradnici
2002; Lagarda saradnici, 2006). PSA u kombinaciji sa GCB daje odlicne rezultate za uzorke sa
visokom koncentracijom karotenoida ili hlorofila (Anastassiades, 2006).

QuEChERS tehnika, ukljucuju¢i i dSPE, se koristi za analizu PAU u razli¢itim uzorcima.
Neke publikacije opisuju analizu 16 prioritetnih PAU (Cvetkovi¢ i saradnici, 2016; Kao i saradnici,
2014; Madureira i saradnici, 2014; Ramalhosa saradnici, 2009), dok druge opisuju analizu samo
pojedinih PAU (Sadowska-Rociek i saradnici, 2014; Surma i saradnici, 2014; Yoo i saradnici,
2014).
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2.7.5 Disperzivna mikroekstrakcija ¢vrstom fazom (eng. dispersive micro-solid phase
extraction — D-u-SPE)

Disperzivna mikroekstrakcija ¢vrstom fazom (D-p-SPE) kao minijaturizovana verzija
disperzivne ekstrakcije ¢vrstom fazom (dSPE) se pocela koristiti za ekstrakciju i1 precis¢avanje
uzoraka pri analizi mnogih analita (tetraciklina, organofosfatnih pesticida, policikli¢nih
aromati¢nih ugljovodonika, triazina i jona teSkih metala) (Khezeli i Daneshfar, 2017). D-u-SPE,
kao novi tip ekstrakcije ¢vrstom fazom koristi se za prekoncentrovanje, precis¢avanje i ekstrakciju.
Kod ove tehnike, ¢vrsti sorbent se dodaje rastvoru uzorka. Moze se dodati pre ili nakon dodavanja
uzorka bez prethodnog kondicioniranja, tako da se postupak prekoncentracije, preciS¢avanja ili
ekstrakcije sastoji samo iz muckanja i1 centrifugiranja, Sto ovu metodu odlikuje brzinom,

jednostavnoscu, robustnoséu, ekonomicnoscu i sigurnoséu.

Sorbent se od te¢nog uzorka odvaja centrifugiranjem, gde u zavisnosti od prirode sorbenta,
analiti se nalaze ili u supertanatu ili vezani za sorbent. Ukoliko se analiti od interesa selektivno
zadrzavaju na sorbentu, sa sorbenta se odgovaraju¢im rastvarac¢em desorbuju. Posle centrifugiranja
suspenzije ¢vrsta faza je na dnu mikroektrakcione kivete. Zatim se koristi odgovarajuci organski
rastvara¢ za eluiranje analita iz ¢vrstog sorbenta. Nakon eluiranja absorbovanih analita oni se
termicki desorbuju ili se direktno odreduju odgovaraju¢om tehnikom. Na slici 8 je prikazano

izvodenje D-p-SPE procedure.

Sorbent

Ekstrakt za
analizu

Dodavanje
» .' s rastvaraca
" Dispergovanje (@ | p— Uklanjanje za eluiranje
sorbenta 2 Centrifugiranje R - supertanata analita
v - E v . ' L '
' % ) :

)

Analit

Slika 8. Sema disperzivne mikroekstrakcije ¢vrstom fazom (D-p-SPE) (Khezeli and
Daneshfar, 2017)
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Zbog brze reakcije izmedu analita i sorbenta vreme pripreme uzorka je skra¢eno. Kontakt
izmedu analita i sorbenta mnogo je veci nego kod konvencionalne SPE. Jednostavnost operacije i
fleksibilnost radnih uslova za SPE metodu zavisi u mnogome od dobrog izbora sorbenta. Cvrsti
sorbenti koji se koriste u D-p-SPE moraju da imaju veliki kapacitet i veliku specifi¢énu povrsinu
kakobi omogucili brzu sorpciju i eluiranje velike koli¢ine analita. Takode, moraju da imaju visoku

disperzibilnost u te¢nim uzorcima (Kocot i saradnici, 2013).
Prednosti D-p-SPE nad konvencionalnim metodama su:

e Omogucava se direktan kontakt izmedu analita i intereferencija zahvaljujuci
homogenoj disperziji sorbenta u te¢noj fazi uzorka,

e Veca selektivnost metode;

e Veca osetljivost metode koja se postize odabirom odgovarajuceg sorbenta;

e Koriste se znatno manje koli¢ine sorbenata i rastvaraca u poredenju sa ostalim
tehnikama pripreme uzoraka;

e Jednostavnost primene; i

e Upotreba jeftine opreme.

Glavne razlike izmedu SPE i D-p-SPE su:

e Tip primenjenog sorbenta; Kod D-u-SPE metode pripreme uzoraka moguce je koristiti
sirok spektar sorbenata dok je SPE metoda ograni¢ena na upotrebu komercijalnih
sorbenata, $to kao posledicu ima ograni¢enu mogucnost selektivnog odvajanja analita od
interesa;

e Razlika u ekstrakcionoj proceduri: Kod SPE ekstrakcije te¢ni uzorak se propusta kroz
kolonu u kojoj se nalazi sorbent na kome se zadrzavaju analiti od interesa, i obi¢no proces
propustanja uzorka traje dugo. U slucaju D-p-SPE, mala koli¢ina sorbenata (reda veli¢ine
ug ili mg) se disperguje u rastvor uzorka iz kojeg se ekstrahuju analiti od interesa;

e Vreme ekstrakcije: SPE metoda traje relativno dugo, dok kod D-pu-SPE metode ne postoje
kertridzi za ekstrakciju kao kod SPE, pa se ekstrakcija izvodi u kiveti, meSanjem sorbenta
I rastvora uzorka. U poredenju sa SPE, kod D-u-SPE analiti iz uzorka interaguju sa

sorbentom kvantitativnije jer se sorbent disperguje jednako kroz rastvor. Na taj nacin je
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omoguceno da se svi analiti od interesa vezu za sorbent, dok kod konvencionalne SPE
metode moze do¢i do zapuSavanja kanala kertridza ili diska sa sorbentom;

e Upotreba nanomaterijala - kod SPE metode je komplikovano primeniti nano materijale
zato S§to mnogi nano materijali mogu izazvati visok pritisak kada bi se nalazili u kertridzu
s obzirom na dugo vreme propustanja uzorka kroz kertridz (Asgharinezhad i saradnici,
2015);

e Nano materijali imaju veliku specificnu povrSinu 1 smanjeno vreme difuzije $to za rezultat
ima veliku ekstrakcionu efikasnost i brzo izvodenje same ekstrakcije kada se kao tehnika
primenjuje D-u-SPE (Huang i saradnici, 2013); i

¢ Najbitnija razlika D-u-SPE u odnosu na SPE je §to se kod D-pu-SPE koriste manje koli¢ine
organskih rastvaraca i manje koli¢ine sorbenata. Takode je znacajna razlika krace vreme

izvodenja i1 bolja ekstrakciona efikasnost.

Za analizu PAU u vodi, primenjuju se razliciti sorbenti, kao §to su nanocestice najlon 6
kompozita (Reyes-Gallardo i saradnici, 2014), magnetni grafitni ugljenik nitrid (g-CsNa/Fez04)
(Rajabi i saradnici, 2016), kalicijum karbonat dobijen iz ljuske jajeta (Nuhu et al., 2012) i termicki

modifikovan prirodni zeolit, klinoptilolit (Ciri¢ i saradnici, 2018).
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2.8 lzbor sorbenta za disperzivnu mikroekstrakciju ¢vrstom fazom

Selekcija sorbenta se vrsi prema prirodi analita, koli¢ini uzorka, koncentraciji analita i
fizicko-hemijskim karakteristikama sorbenta. Sorbenti koji se koriste kod D-u-SPE tehnike
pripreme uzoraka imaju klju¢nu ulogu u procesu ekstrakcije analita iz uzorka. Efikasnost
ekstrakcije zavisi od afiniteta sorbenta prema analitu, odnosno od moguénosti zadrzavanja analita
od interesa na sorbentu koji se kasnije u procesu eluiranja mogu desorbovati. Korak vezivanja
analita za sorbent jednako je vazan kao i korak desoprcije analita sa sorbenta. Interakcija sorbent-
analit treba da bude reverzibilna pod razli¢itim uslovima kako bi se analiti lako desorbovali sa
analita. Efikasnost sorpcije analita za sorbent, odnosno desorpcije analita sa sorbenta zavisi od
kontaktne povrSine izmedu uzorka i sorbenta kao i izmedu sorbenta i rastvaraca kojim se vrsi
ekstrakcija, odnosno desorbovanje analita sa sorbenta. Zbog svega navedenog, razvoj novih
materijala kao sorbenata moze imati veliki uticaj pri poboljSanju efikasnosti i seliktivnosti kod

procesa u tehnikama mikroekstrakcije, ukljucujuéi i D-u-SPE.
Sorbenti koji se koriste u D-u-SPE se mogu podeliti u dve grupe (Chisvert i saradnici, 2019)

e Mikro-materijali — Mikro-materijali koji se primenjuju kod D-u-SPE tehnike pripreme su
svi oni materijali koji se mogu primenjivati kod svih mikro-ekstrakcionih procedura
zasnovanih na upotrebi sorbenta. Najcesce primenjivani mikro-materijali kao sorbenti su:
primarni-sekundarni amin (PSA), oktadecil silan (C18), grafitizirani ugljenik (GCB),
molekulski utisnuti polimeri (eng. molecularly imprinted polymers-MIPs) (Santoyo i
saradnici, 2022) i zeoliti koji predstavljaju alumosilikatne materijale sa velikom
poroznosc¢u i Koji se koriste kod D-p-SPE bilo da je njihova povrsina modifikovana, ili je
na nju nanet polianilin (Chisvert i saradnici, 2018)

e Nano-struktuirani sorbenti- nano-cestice - NPs (eng. nano particles) i magnetne nano
Cestice - MNPs (eng. Magnetic nano particles). Najc¢esce primenjivani nano-materijali kod
D-u-SPE tehnike priprema uzoraka su nano-cestice SiO2, Al2O3, ZrO> (Song i saradnici,
2011) TiO (Krawczyk i saradnici, 2016), ZnO (Stanisz i saradnici, 2017), i magnetni Fe3O4

(Casado-Carmona i saradnici, 2016).

U tabeli 6 prikazan je pregled literature o upotrebi D-u-SPE za odredivanje PAU u vodi

primenom razli¢itih analiti¢kih metoda.
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Tabela 6. Pregled literature odredivanja PAU razli¢itim analitickim metodama, primenom D-
p-SPE i razli¢itih sorbenata

. . Limit
Analit Rastvara¢ Sorbent Met.oda- Efikasnost  Preciznost detekcije Referenca
odredivanja [%0] [%%6] [tg L]
7 Xiai
ACN Fes04 HPLC-DAD 85,85-109,55 2,7-4,3 0,021-0,13 saradnici,
PAU
2018
16 Termicki Cirié i
PAU n-heksan tretiran GC-MS 63,5-132 0,03-6,49 0,01-0,92 saradnici,
Klinotpliloit 2018
Nascimento
16 2 propanol, c18 GC-MS 501-110  1,03-733 20008 o radnici,
PAU n-hexan 0,0015
2019
7 Nuhu i
DCM CaCOs3 GC-FID 84-110 2,71-11,21 0,004-0,022 saradnici,
PAU
2012
Reyes-
4 Aceton MNP- — UpLc-DAD 80-111 3468 005058  oalardoi
PAU najlon 6 saradnici,
2014

MNP — Magnetne nano-cestice
2.9 Osnovne karakteristike i primena zeolita

Zeoliti predstavljaju hidratisane, kristalne i mikroporozne alumosilikate alkalnih i
zemnoalkalnih elemenata. Alumosilikatna mreza zeolita izgradena je od tetraedara SiOs i AlO4
(primarne gradivne jedinice) koji su medusobno povezani zajedni¢kim atomomima kiseonika u
sekundarnu izgradivacku jedinicu (slika 9). Povezivanjem sekundarnih gradivnih jedinica dobijaju
se poliedri (tercijarne gradivne jedinice) prikazani na slici 10. (Breck, 1997; Meier i Olson, 1987;
i Kasi¢ i saradnici, 2018).

29



i ) £
g . @ 5 s
01- g 9. g ) OZ. 02
2 (60} ~ 0
(0} (od o o*
n
Primarna gradivna jedinica Sekundarna gradivna jedinica

Slika 9. Primarne i sekundarna gradivna jedinica zeolita (Emami Moghaddam i saradnici
2018)

ADOOX/\\//D//Q]

Slika 10. Sekundarne i tercijarne izgradivacke jedinice zeolita (Baerlocher i saradnici,
2007)

Struktura zeolita sastoji se od alumosilikatne mreze ([(Al203)x ¢ (SiO2)y)]), izmenljivih

katjona (Mxn ™) i vode (mH20).

Opsta formula zeolita je: Myn " [(Al203)x ¢ (SiO2)y)] * mH20

M — izmenljivi katjon;

n — valenca katjona,

m — broj molekula vode,

x 1y su ukupni brojevi tetraedara po zeolitnoj ¢eliji.

Negativno naelektrisana struktura alumosilikata neutralisana je katjonima M™ Kkoji su

najées¢e zemnoalkalni ili alkalni metali (Na*, K*, Ca*, Mg?*). Ti joni su izmenljivi katjoni koji
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su pokretljivi i nalaze se u Supljinama i kanalima zeolita, $Sto omogucava primenu zeolita kao

izmenjivaca jona (Inglezakis i Zorpas, 2012).

Slika 11. Prostorna mreZa zeolita (Baerlocher i saradnici, 2007)

Mikroporozna struktura zeolita predstavlja njihovu glavnu karakteristiku. Kanali i Supljine
kod zeolita su veli¢ine 0,2-1 nm. Unutar kanala i Supljina nalaze se izmenljivi katjoni i voda.

Adsorbovana voda se moze ukloniti zagrevanjem zeolita na temperaturi do 100 °C, dok se
zeolitna voda koja se nalazai u strukturi zeolita, moze ukloniti zagrevanjem zeolita na temperaturi
od 100-300 °C. Kristalna voda zeolita uklanja se zagrevanjem zeolita na temperaturi od 350-400
°C. U zavisnosti od veli¢ine otvora i kanala zeoliti mogu selektivno zadrzavati odnosno propustati
molekule zbog ¢ega se zeoliti nazivaju molekulskim sitima (Weitkamp, 2000; Sidheswaran i Bhat,
1997; Carey i Bis, 1996; Inglezakis i Zorpas, 2012).

Kristalna struktura, veli¢ina, oblik 1 udeo kanala 1 Supljina, udeo vode i vrsta izmenljivih
katjona su karakteristike zeolita od kojih zavise adsorpciona, jonoizmenjivacka i kataliticka

svojstva zeolita (Armbruster, 2001; Pabalan i Bertetti, 2001).

Fizi¢ko-hemijske karakteristike zeolita zavise od odnosa molskog odnosa Si/Al odnosno
odnosa mase SiO2/Al>03 (Jiang i saradnici, 2018), pa se tako zeoliti u odnosu na odnos silicijuma
i aluminijuma mogu podeliti u tri grupe (Csicsery, 1986): nisko silikatne, srednje silikatne i visoko

silikatne zeolite.

e Zeoliti sa niskim sadrzajem Si (molski odnos Si/Al = 1-2, odnos masa SiO2/Al,03=1,18-
2,35)

e Zeoliti sa srednjim sadrzajem silicijuma (moslki odnos Si/Al = 3-10, odnos masa
SiO2/Al203 = 3,53-11,76)
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e Zeoliti sa visokim sadrzajem silicijuma (molski odnos Si/Al = 10-c0, odnos masa
SiO2/Al203 0 = 11,76-00)

Fizicko-hemijske karakteristike zeolita odredene su sadrzajem Al u zeolitu, tacnije
odnosom SiO2/Al>Oz (Li i saradnici, 2017). Nize vrednosti ovog odnosa uslovljavaju hidrofilnu
povrsinu zeolita koja je uzrok bolje interakcije ovakvih zeolita sa polarnim molekulima, na primer
vodom (Castilo i saradnici, 2013). Vece vrednosti SiO2/Al>O3 odnosa uslovljavaju hidrofobna
svojstva povrsine zeolita (Jiang i saradnici, 2018; Wang i saradnici, 2019) pri ¢emu ovakve vrste
zeolita ostvaruju bolje interakcije sa nepolarnim molekulima, na primer isparljivim organskim

molekulima (Kuwahara i saradnici, 2012).

Zeoliti sa visokom vredno$¢u odnosa SiO2/Al;03, koji su pogodni za sorpciju organskih
nepolarnih mikropolutanata mogu se dobiti procesom dealuminacije. Proces dealuminacije
definise se kao proces pri kome dolazi do uklanjanja atoma Al iz alumosilikatne resetke pri cemu
ne dolazi do naruSavanja mikroporozne strukture zeolita. Proces dealuminacije postize se
hidrolizom Al-O-Si veza primenom termickog tretmana (Muller i saradnici, 2000) i Kiselinskim
tretmanom (Boveri i saradnici, 2006). Usled procesa dealuminacije dolazi do promene Si/Al
odnosa u zeolitu. Nasuprot procesu dealuminacije, proces desilikonizacije (desilicijacija)
predstavlja proces uklanjanja atoma Si iz alumosilikatne resetke zeolita s tom razlikom da se kod

procesa desilikonizacije koriste alkalni rastvori (Meunier i saradnici, 2012).

2.9.1 Primena zeolita

Zeoliti se karakteriSu kao materijali sposobni da reverzibilno vezuju/otpustaju vodu
(Chibani i saradnici, 2016), te se mogu koristiti kao sredstva za suSenje. Takode, zeoliti Siroku
primenu nalaze u procesima precis¢avanja otpadnih voda, i to u uklanjanju prioritetnih toksi¢nih
metala (Cr, Ni, Zn, Cu i Cd) iz otpadnih voda metalopreradivacke industrije (Ayuso i saradnici,
2003), iz otpadnih voda iz rudnika (Motsi i saradnici, 2009), u uklanjanju amonijum jona iz
komunalnih i poljoprivrednih voda (Mumpton i saradnici, 1999), u uklanjanju radionuklida iz
otpadnih voda nuklearnih elektrana (Borai i saradnici, 2009). Zeoliti se primenjuju i u precesima
remedijacije zemljista (Shia i saradnici. 2009) i adsorpciji mikotoksina (Tomasevi¢-Canovi¢ i

saradnici, 2003).
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2.9.2 Klinoptilolit

Klinoptiloit priprada grupi zeolita hejlanditskog tipa (Mumpton, 1960). Hemijski sastav
klinoptilolita prikazan je sledecom emirijskom formulom: (Na, K)e[AleSizoO72] 24H.0 (Breck,
1974). Klinoptilolit ima strukturu koja je izomorfna hejlanditu. Hejlandit i klinoptilolit se razlikuju
po odnosu Si/Al §to za posledicu ima njihovu razli¢itu termicku stabilnost. Hejlandit ima odnos
Si/Al = 2,5-3,7 i njegovim zagrevanjem na 350-450 °C dolazi do naruSavanja kristali¢nosti u
strukturi. Klinoptilolit ima odnos Si/Al = 4,0-5,3 i termicki je stabilan do 800 °C (Armbruster,
2001; Sprynskyy i saradnici, 2010).

U strukturi Klinopitlolita postoje tri vrste kanala: A, B i C. Kanal A izgraden je od
desetoclanih, a kanali B i C izgradeni su od osmoclanih prstenova. Deseto¢lani kanal A veli¢ine
0,44 x 0,72 nm i jedan osmoclani kanal (Supljina) veli¢ine 0,41 x 0,47 nm su paralelni
kristalografskoj osi ¢, a drugi osmoclani kanal veli¢ine 0,40 x 0,55 nm paralelan je kristalografskoj

osi a (Ming i Mumpton, 2018) Na slici 12 prikazani su polozaj i1 vrsta kanala kod klinoptilolita.

Slika 12. Vrsta i polozaj kanala kod klinoptilolita-presek (Margeta i saradnici, 2009)

U Supljinama i mikroporama trodimenzionalne i kristalne strukture klinoptilolita se nalazi

voda i izmenljivi katjoni: Na*, K* i Ca?" ili drugi (Mg?*, Sr?*, Ba?*) u zavisnosti od porekla
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odnosno sastava klinoptilollita. Klinoptilolit se moze okarakterisati razli¢itim Stepenima
poroznosti, pa tako postoje mikroporozni (<2 nm), mezoporozni (2-50 nm) i makroporozni (>50
nm) klinoptiloliti. Primarna poroznost (mikroporoznost) uslovljena je gradenjem kristala
klinoptilolita, dok je sekundarna poroznost (makro-i mezoporoznost) uslovljena i prisustvom

drugih minerala u sastavu klinoptilolita (Tsitsishvili i saradnici, 1992).

Klinoptilolit, kao jedan od najée$¢e primenjivanih zeolita nalazi primenu kao sorbent,
izmenjivac jona, a zbog zbog svoje porozne strukture nalazi primenu kao molekulsko sito (Grce i
Paveli¢, 2005). Ovakve karakteristike klinoptilolita omoguc¢avaju mu primenu u razliitim
oblastima kao $to su: agrikultura i hortikultura, zastita zivotne sredine, farmacija, tehnologija nafte
i gradevina. U agrikluturi i hortikulturi, klinoptilolit se koristi kao nosa¢ koji sporo oslobada
dubrivo, insekticide, pesticide, antibakterijske agense i stimulatore rasta (Rehakova i saradnici,
2004). U oblasti zastite zivotne sredine, klinoptilolit nalazi primenu u uklanjanju teskih metala
(Jovanovi¢ i saradnici, 2012), boja iz vode tekstilne industrije (Stankov-Jovanovié¢ i saradnici,
2003), za uklanjanje toksi¢nih gasova (Ahmadi i saradnici, 2017). U oblastima farmacije i
medicine, klinoptilolit nalazi primenu kao antidijaroik (Rodriguez-Fuentes i saradnici, 1997), kod
antivirusnih lekova (Gree i Paveli¢, 2005), antikancer terapiji (Tomeckova i saradnici. 2012) i kao
nosa¢ aktivnih komponenti lekova (Nezamzades-Ejhieh i Thavakoli Ghikani, 2014). Klinoptilolit
se ne koristi samo kao materijal u svojoj inicijalnoj ve¢ i u modifikovanoj formi pri ¢emu se areal

upotrebe klinoptilolitnog materijala proSiruje.
2.10 Modifikacija zeolita

U proteklih nekoliko godina, zeoliti dobijaju sve ve¢u paznju u oblasti nauke zbog svojih
specifi¢nih osobina, pristupacnosti i niske cene. lako su se zeoliti pokazali kao efikasni sorbenti u
primeni za preciS¢avanje ili ekstrakciju polutanata iz vode, u poslednje vreme sve veca paZnja
posvecena je procesima modifikacije zeolita. Modifikacijom zeolita dobijaju se materijali kojima
su uklonjene necistoce i povecana specifi¢na povrsSina, kao poboljSane osnovne fizi¢ko-hemijske

karakteristike (Duola i saradnici, 2006).

Uopsteno, svi procesi modifikacije zeolita mogu se podeliti na fizicke i hemijske procese
modfikacije. Fizickom i hemijskom modifkacijom moguce je kontrolisati strukturne i morfoloske

karakteristike (Cheong i saradcnici, 2020).
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Fizicka modifikacija zeolita ukljucuje termicke i ultrazvu¢ne modifikacije (Shi 1 saradnici,
2018). Termicka modifikacija se izvodi u peci za zarenje ili mikrotalsnoj pec¢i, pri ¢emu se na

poviSenim temperaturama smanjuje povrsinska optornost zeolita i povecava kapacitet adsorpcije.

Termi¢kom obradom zeolitnog materijala postiZze se uklanjanje vode iz Supljina i kanala
zeolita, Sto dovodi do promene teksture i specificne povrSine (Margeta i saradnici, 2013).
Ultrazvu¢nom modifikacijom dolazi do uklanjanja necistoca i povecanja adsorpcione efikasnosti

(Zielinski i saradnici, 2015).

Hemijska modifikacija zeolita odvija se neorganskim kiselinama (najc¢es¢e HC1 1 HoSOg),
bazama (NaOH, KOH, NHsOH), neorganskim solima (NaCl, NH4Cl, Na>COs, CoCl) i
katjonskim surfaktantima (Inglezakis, 2012).

2.10.1 Modifikacija zeolita kiselinama

Delovanjem kiseline na zeolit uklanjaju se necistoce koje se nalaze u porama sto dovodi
do dekajtonizacije, odnosno do zamene izmenljivih metalnih katjona, H* jonima iz kiseline.
Kiselina deluje na Al-O veze pri ¢emu dolazi do procesa dealuminacije zeolitne strukture. H* joni
iz kiseline napadaju Al-O vezu pri ¢emu dolazi do odvajanja AIOH?* i uspostavljanja novih Si-O-
Si na mestima tetraedarskih Supljina §to uzrokuje povecanje otvora zeolitskih kanala, odnosno
dolazi do povecanja mikroporoznosti i u manjoj meri mezoporoznosti u strukturi, Samim tim i do
povecanja specifiéne povrsine zeolita (Wang i Peng, 2010; Christidis i saradnici, 2003; Margeta i
saradnici, 2013; Wang i saradnici, 2012; Beyer, 2002). Dejstvo kiseline na zeolit zavisi od odnosa
SiO2/AlxO3.

Klinoptilolit sadrzi veée koli¢ine Si (Si/Al > 4) i karakteriSe se visokom kiselinskom
stabilno$¢u, pri ¢emu zadrzava silicijumsku kristalnu strukturu i pod dejstvom jakih kiselina
(Barrer, 1978; Basabe i saradnici, 2010). Reakcija po kojoj se vrSi modifikacija zeolitnog

materijala kiselinom prikazana je na slici 13.
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Slika 13. Reakcija zeolita sa hlorovodoni¢nom kiselinom (Valdes i saradnici, 2012)

U reakciji zeolita i HCI dolazi do oslobadanja molekula AICIz i pri tome dolazi do
povecanja otvora pora u zeolitu. Kod kiselinski modifikovanog zeolita zbog znatno manjih

dimenzija H* neometano se vrsi difuzija sorbata (Matijasevi¢ i saradnici, 2009).

U istrazivanju Matijasevica i saradnika (2009) ispitivan je uticaj jacine kiseline na strukturu
klinoptilolita u procesu dealuminacije hlorovodoni¢nom, oksalnom i limunskom kiselinom.
Potvrdeno je da je najveci stepen dealuminacije postignut upotrebom hlorovodoniéne kiseline.
Misaelides (1996) je ispitivao uticaj koncentracije hlorovodoni¢ne kiseline na dealuminaciju
klinoptilolita koris¢enjem HCI molariteta od 0,001 do 2 mol L™, pri ¢emu je ustanovljeno da za
uzorke koji su tretirani 1 i 2 mol L kiselinom dolazi do smanjenja koncentracije Al, a Tsitsishvili
i saradnici (1992) su dokazali da klinoptilolit tretiran 1 mol L™* HC1 gubi najveéi deo tetraedarski

vezanog aluminijuma u izmenljivim polozajima.

2.10.2 Termicka i kiselinsko termicka modifikacija klinoptilolita

Klinoptilolit je prirodni zeolit koji je termicki stabilan do 800 °C (Sprynskyy i saradnici,
2010; Armbruster i saradnici, 2001). Zagrevanjem klinoptilolita na teperaturi do 300 °C ne dolazi
do promene u strukturi, dok na temperaturama od 350-550 °C dolazi do delimi¢nog razaranja
kristalne strukture. Tek na temperaturi od 900 °C dolazi do potpunog razaranja kristalne strukture
(Vasylechko i saradnici, 2003). U temperaturnom intervalu od 300-500 °C gubi se najveéa koli¢ina
vode (Vasylechko i saradnici, 2015).

Zagrevanjem kiselinski modifikovanog klinopotiloita kristalna struktura se razara na
temperaturi od 150 °C dok se znacajne promene u strukturi primeéuju na temperaturama izmedu
350 i 450 °C. I u slucaju kiselinski modifikovanog klinoptilolita na temperaturi od 900 °C dolazi
do razaranja kristalne strukture (Vasylechko i saradnici, 2003).
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Na slikama 14 i 15 prikazan je mehanizam transformacije kiselinski modifikovanog
klinoptilolita na razli¢itim temperaturama u tri stepena (Tomazovi¢ i1 saradnici, 1995; Tomazovic¢
i saradnici, 1996). Termicki tretman kiselinski modifikovanog klinoptilolita na temperaturi od 300

°C prikazan je naslici 14.
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Slika 14. Termicki tretman kiselinski modifikovanog zeolita na temperaturi od 300 °C
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Slika 15. Termicki tretman kiselinski modifikovanog zeolita na temperaturama vec¢im od

400 °C

U prvom stepenu dolazi do delimi¢ne transformacije kiselinski modifikovanog
klinoptilolita. U drugom stepenu dolazi do procesa dealuminacije, a u trecem do gradenja novih

Si-O-Si veza na dealuminisianim mestima (Tomazovi¢ i saradnici, 1996).

Si-OH + HO-Si — Si-0O-Si + H20
2.11 Analiticke metode za odredivanje PAU u vodi

Standardne procedure za odredivanje PAU u vodi imaju istoriju koja traje nekoliko
decenija, a jedna od prvih zvani¢nih metoda za odredivanje PAU u vodi publikovana je 1985.
godine (HMSO, 1985). US-EPA je 1986 godine publikovala EPA proceduru 8310 (EPA 8310,
1986) za odredivanje PAU u vodi metodom HPLC. Novija EPA publikacija iz 2007. godine
predlaze proceduru 8270 D (EPA-8270D, 2007), pri ¢emu je metoda odredivanja GC-MS. Metoda
odredivanja PAU u vodi preporucena od strane internacionalne organizacije za standardizaciju (the

International Organization for Standardization-ISO) zasniva se na odredivanju PAU u vodi HPLC-
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FD metodom (ISO, 2002). U tabeli 7 prikazane su zvani¢ne standardne procedure za odredivanje
PAU u vodi.

Tabela 7. Standardne procedure za odredivanje PAU u vodi (Wolska, 2008)

Naziv

Vrsta uzorka Priprema uzoraka Metoda odredivanja
zmetode

PAU iz gradskih i

industrijskih otpadnih voda LLE HPLCIli GC

EPA-610

EPA 3500 serija metoda zasnovana na
ekstrakciji tecno-tecno; ekstrakcija tecno
te¢no (EPA 3510), kontinualna HPLC
ekstrakcija te¢no-te¢no (EPA 3520) i
ckstrakcija ¢vrstom fazom (EPA 3535)

EPA-8310 Podzemne vode i otpadne
(1986) vode

EPA 3500 serija metoda za analizu voda
zasnovana na ekstrakciji te¢no-te¢no;
EPA-8270D Uzorci vode ekstrakcija te¢no-teéno (EPA 3510), GC-MS uz primenu
(2007) kontinualna te¢no-te¢no eksrakcija (EPA  deuterisanih standarda
3520) i ekstrakcija ¢vrstom fazom (EPA
3520)

I1SO Voda za piée, podzeme,

17993:2002  povrsinskei otpadne vode: Ekstrakeija teéno-tecno HPLC-FD

2.11.1 Te¢na hromatografija visokih performansi (eng. High-performance Liquid
Chromatography, HPLC)

Tec¢na hromatografija visoke efikasnosti, HPLC, predstavlja analiticku metodu koja se
koristi za odvajanje, identifikaciju i odredivanje komponenata u smesi. Princip HPLC metode
zasniva se na propustanju uzorka i mobilne faze pod pritiskom uz pomo¢ pumpe kroz stacionarnu
fazu, odnosno kolonu sa odgovaraju¢im sorbentom (slika 16). Svaka komponenta iz uzorka
interaguje sa sorbentom na razli¢it nacin $to rezultuje razli¢itim vremenom zadrazavanja svake od
komponenti iz uzorka na stacionarnoj fazi i njihovo razdvajanje eluiranjem (Pitigoi, 2022). Vreme
eluiranja komponente sa kolone je retenciono vreme. Identifikacija komponenata zasniva se na
poredenju dobijenih retencionih vremena sa retencionim vremenima standarda. HPLC uredaj
povezan je sa detektorskom jedinicom i racunarom pomocu kojih se dobijaju i analiziraju
hromatogrami i vr$i kvalitativna 1 kvantitativna analiza. Razdvojeni analiti transportovani
mobilnom fazom sa kolone dolaze u detektorsku jedinicu (slika 16). Zadatak detektorske jedinice
je da registruje vreme i koli¢inu supstance koja se eluira iz kolone i da posalje elekti¢ni signal

racunaru (Meyer, 2010).

38



| ‘ i iUzorak
) e . e
Pumpa Injektor Kolona :u—b Detektor
I Ratunar

Rastvaraé

Otpad

Slika 16. Sema HPLC sistema (Czaplicki, 2013)

Kolone koje se koriste za HPLC analize su najéesc¢e duzine 10, 15 ili 25 cm unutra$negi
prec¢nika 4,6 ili 5 mm i ispunjene su najéesce silicijum oksidom ili sinteti¢kim organskim smolama
(Reuhs, 2017; Swadesh, 2000). Nakon odabira odgovarajuée stacionarne i mobilne faze, vrsi se
eluiranje i razdvajanje komponenata iz uzorka. Proces eluiranja sa kolone moze se vrSiti u
izokratskom rezimu gde se sastav mobilne faze ne menja sa vremenom trajanja analize, ili se
proces moze vrsiti gradijentno pri ¢emu dolazi do promene sastava mobilne faze tokom trajanja
analize. Gradijentnim eluiranjem postiZe se bolje odvajanje komponenata iz uzorka pri ¢emu se za

eluiranje mogu koristiti dva ili viSe rastvaraca raziliite polarnosti. (Skoog i West, 1999).

Za odredivanje PAU u vodi HPLC metodom najcesce se koristi C18 kolona 1 gradijentno
eluiranje smeSom acetonitrila i vode (Chen, 2004), dok se kao detektori najéesc¢e koriste koriste
UV-VIS detektor, detektor sa nizom dioda (diode array detector - DAD) i fluorescentini detektor
(FLD), ali je zbog boljih karakteristika odredivanja najcesce u primeni FLD detektor. (Santana-
Rodriguez i Padron Sanz, 2000). U tabeli 8 prikazan je pregled publikacija koje se bave

odredivanjem PAU u uzorcima voda HPLC metodom sa razli¢itim tipovima detektora.
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Tabela 8. Odredivanje PAU u vodi HPLC metodom sa razli¢itim tipovima detektora- pregled

Analizirani Metoda Tehnika pripreme LOD RSD Referenca
PAU odredivanja uzoraka [ug LY [%0]

HPLC-UV-VIS- Lima i saradnici,
16 PAU CAD SPE 0,0003-0,001 21-17,9 ho1s
16 PAH HPLC-FLD MSPE 0,0022-0,0091 22-91 Wang égi;ad”'c"
16 PAU HPLC-DAD USAEME 5,40-16,44 1,01-13,08 Ak"anz'osfgad“'c"
16 PAU HPLC-UV DLLME 0,0005-0,88 27-74  Zhoui Gao, 2014
10 PAU HPLC-UV SPE 0.007-0.048 <00 Khaili-Fard, 2012
6 PAU HPLC-FLD SPE 0,0001-0,003  485-1039  "an 'fgﬁd“'c"
6PAU HPLC-FLD LPME 0,0030-0,015 3,5-10,4 Sun '258238(’”'0"
5 PAU HPLC-FLD SPME 0,0034-0,006 2348  chen ;g%rj‘d“'c'*

LPME — Mikroekstrakcija te¢nom fazom, USAEME - Ultrazvu¢na emulzifikaciona mikroekstrakcija

2.11.2 Gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom (GC-MS)

Kuplovanjem gasne (GC) hromatografije i masene spektormetrije (MS), dobija se
analiticka tehnika - gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom (GC-MS) koja se koristi
za razdvajanje, identifikaciju i kvantifikaciju lako isparljivih organskih jedinjenja.

Gasna hromatografija predstavlja analiticku tehniku koja se koristi za razdvajanje,
kvalitativnu 1 kvantitativnu analizu komponenata iz uzorka smese organskih isparljivih jedinjenja.
Stacionarna faza kod ovog tipa hromatografije moze biti ¢vrst adsorbent koji se nalazi u koloni
(gasno-¢vrsta hromatografija) ili sloj tenosti na inertnom nosacu u hromatografskoj koloni
(gasno-te¢na hromatografija). Mobilna faza je hemijski inertan gas, najce$ce argon ili helijum, ili
gas koji ne reaguje sa uzorkom (azot). Uzorak se pre analize na odgovarajucoj temperaturi prevodi
u gasovito stanje i noSen mobilnom fazom, prolazi kroz kolonu - stacionarnu fazu gde dolazi do
razdvajanja koponenata iz smeSe uzorka na osnovu razli¢itog adsorpcionog afiniteta prema
mobilnoj i stacionarnoj fazi. Svaka razdvojena komponeneta eluira se mobilnom fazom i prolazi
kroz detektorsku jedinicu gde se registruje elektri€ni signal proporcionalan koncentraciji
komponente u mobilnoj fazi. Detektorska jedinica je povezana sa ra¢unarom na kome se prikazuje
hromatogram koji predstavlja zavisnost jacine signala od retencionog vremena. Na slici 17

prikazana je Sema gasnog hromatografa.
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Slika 17. Sema gasnog hromatografa (Castro Vasconcellos i saradnici, 2015)

Kolone koje se koriste u gasnoj hromatografiji se prema dimenzijama i na¢inu pripreme dele na:

e Punjene kolone: sa dimenzijama od 0,5-3 m, unutrasnjeg pre¢nika 0,25 mm. Izradene su
od bakra ili nerdajuceg Celika u obliku cevi namotane u spiralu. ObloZene su sa unutrasne
strane te¢nom ili ¢vrstom stacionarnom fazom; i

e Kapilarne kolone: sa dimenzijama od 50-300 m, unutrasnjeg pre¢inika 0,25 mm. Kolona
je izradena od nerdajuceg Celika ili stakla, a unutrasnja povrsina obloZena je tankim slojem

stacionarne faze.

Detektori koji se najéesce koriste u GC mogu biti: detektor toplotne provodljivosti (eng.
Thermal conductivity detector — TCD) ¢iji se princip rada zasniva na merenju promene tolotne
provodljivosti mobilne faze u smesi sa uzorkom, plameno jonizacioni detektor (eng. Flame
ionization detector — FID) ¢iji se princip rada zasniva na uvodenju smeSe mobilne gasovite faze sa
uzorkom u plamen, $to dovodi do jonizacije anlizirane komponente. a generisana jonizujuca struja
proporcionalna je koncentraciji analizirane komponente iz smese, i maseni spektrometar (eng.
mass spectrometer - MS) sa velikom sposobnoscu razlaganja jona razli¢itih masa. MS razdvaja
naelektrisane Cestice u magnetnom polju prema odnosu mase i naelektrisanja (m/z). Kod FID
detekcije dolazi do sagorevanja uzorka u plamenu - destruktivna detekcija, dok je TCD
nedestruktivan tip detekcije Sto mu daje prednost u odnosu na FID detekciju. Za analizu PAU u

vodi se naj¢esce primenjuju MS i FID detektori.
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Kuplovanjem masene spektrometrije kao detekcione metode sa gasnom hromatofijom,

dobija se analiti¢ka tehnika gasna hromatografija sa masenom sepktrometrijom (GC-MS) koja je

najvise u upotrebi zbog niskih vrednosti granica detekcije ispitivanih analita, osetljivosti i brzine

odredivanja. Upotrebom GC moguce je izvrSiti proces razdvajanja zeljenih analita iz smeSe

uzorka, dok je upotrebom MS moguce izvrSiti identifikaciju analita. Svaki MS se sastoji od:

sistema za uvodenje uzorka, jonskog izvora, masenog analizatora i detektora.

U jonskom izvoru nastaju joni molekula analiziranih analita. U zavisnosti od nacina

jonizacije razlikuju se:

Jonizacione tehnike:

o Jonizacija elektronima (eng. Electron ionization — El);

o Hemijska jonizacija (eng. Chemical ionizacion — Cl); i

o Elekro ili nano elektrosprej jonizacija (eng. Electrospray ionization — ESI; Nano
ESI)

Desorpcione tehnike:

o Bombardovanje brzim atomima (Fast atom bombardment — FAB);

o Laserska desorpcija/jonizacija potpomognuta matriksom (eng. Matrix assisted
lasser desorptio/ ionization - MALDI);

o Desorpcija elektrosprej jonizacijom (eng. Desoprtion electrospray ionization —
DESI); i

o Direktna analiza u realnom vremenu (eng. Direct analysis in real time).

U masenom analizatoru joni analita koji su nastali u jonskom izvoru se pod dejstvom

elektricnog 1/ili magnetnog polja razdvajaju na osnovu odnosa mase i naelektrisanja (m/z).

Razlikuju se slede¢i maseni analizatori:

Magnetni analizator sa jednostrukim fokusiranjem;

Magnetni analizator sa dvostrukim fokusiranjem;

Analizatori na bazi vremena preletanja (eng. Time of flight — TOF);
Jonski trap (eng. lon trap); i

Kvadrupolni analizator
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Za analizu PAU u uzorcima voda najviSe je u primeni kvadrupolni analizator. Na slici 18

prikazana je Sema kvadrupolnog masenog analizatora. Ovakav tip analizatora sacinjen je od Cetiri

elektrode cilindri¢nog oblika koje su medusobno paralelne i prikljucene na izvor naizmeni¢ne

struje, pri ¢emu su dve suprotno orijentisane elektorde sa istim intenzitetom, ali razliitim

naelektrisanjem. Razdvajanje na osnovu razli¢itih m/z odnosa vr$i se promenom napona ili jacine

magnetnog polja.

Elektroda Detektor

Izlazni razrez

Rezonantni joni
(detektovani)

Joni

Nerezonantni joni

Ulazni razrez ’
(nedetektovani)

Slika 18. Sema kvadrupolnog masenog analizatora (Argoti, 2008)

U tabeli 9 prikazan je pregled literature najcesce koriS¢enih tipova detektora pri

odredivanju PAU u vodi.
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Tabela 9. Odredivanje PAU gasnom hromatografijom sa razli¢itim tipovima detektora- pregled

Analizirani ':'/:etrct)e?r?e Metoda LOD [ug L] RSD [%] Referenca
PAU prip odredivanja HY 0
uzorka
16 PAU USAELLE GC-MS 0,0005-0,05 0,10-0,18 Temerdashev i
saradnici, 2018
16 PAU SPE GC-FID 0,024-0,113 <5.0 Carvalho i
saradnici, 2019
16 PAU SPE GC-MS 0,002-0,0085 12121 Ma |;gr1a61mcu,
16 PAU SPE GC-FID 0,02-0,04 1,15-2,04 Adetunji |
saradnici, 2020
8 PAU MEPS GC-MS 0,8-8,2 1,0-76 Fui Z&(\)rfgnlm,
10 PAU MSPE GC-MS 000033-00051 31133 <UPsaradnicl
10 PAU USAEME GC-FID 0,02-0,05 58.146  Sdlen |2 (S)&(l)rgadnlu,

USAELLE - ultrazvu¢na emulzifikaciona ekstrakcija te¢no-te¢no, USAEME - ultrazvu¢na emulzifikaciona
mikroekstrakcija; (USAEME); MSPE-magnetna ekstrakcija ¢vrstom fazom

2.12 Validacija analitickih metoda

Metode koje se koriste u analitickoj laboratoriji procenjuju se i ispituju sa ciljem
utvrdivanja pouzdanosti dobijenih rezultata. Validacijom analitcke metode dokazuje se da je
analiticka procedura odgovaraju¢a za predvidenu primenu i ponovljiva od strane drugog
analitiCara. Tokom sprovodenja validacionih eksperimenata i1 analize dobijenih rezultata utvrduju

se izvori greSaka koje mogu nastati prilikom izvodenja analize.

Validnost odabrane analiticke metode dokazuje se sprovodenjem validacionih
eksperimenata pri ¢emu se koriste standardi koji pokazuju sli¢nost sa analiziranim uzorcima.
Nakon sprovedenih validacionih ekperimenata vrsi se validacija analiticke metode u cilju (Kalra,
2011):

e Razvijanja nove analiticke metode;

e Poboljsanja i prilagodavanja validovane metode novim zahtevima;

e Mogucnosti primene validovane metode u drugoj laboratoriji, od strane drugog analitiCara
i na drugom instrumentu; i

e Kada je potrebno korigovati validovanu metodu u cilju upotrebe u druge svrhe.
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Razvoj nove analiticke metode predstavlja proces odabira tacne procedure za kvalitativno
1 kvantitativno odredivanje odabranog analita u odabranom uzorku i predstavlja proces
dokazivanja da je analiticka metoda pogodna za Siru primenu u laboratorijama u kojima se vrsi
analiza istih uzoraka i prati prisustvo i koli¢ina istog analita. Preduslovi za razvoj analiticke metode

su (Bhratti Mirttu i Chauhan, 2015; McDowall, 2005):

e |zbor uzorka za analizu;
e |zbor analita iz uzorka koji se istrazuju;
e Referentni standardi; i

e Kalibrisani instrumenti.

Razvoj nove analiti¢ke metode vrsi se kada (Swartz 1 Krull, 1997);

e Ne postoji odgovarajuc¢a metoda za kvalitativnu i kvantitativnu analizu analita iz uzorka od
interesa;

e Kada su postoje¢e metode neekonomicne i vreme analize dugo traje;

e Kada su postojece metode nepouzdane;

e Kada postoji nova instrumentacija ili tehnika pripreme uzorka koje pruzaju vecu tacnost i
preciznost;

e Kada postoji potreba za alternativnom metodom koja bi potvrdila analiticke podatke
postoje¢ih metoda;

e Kada je potrebna ta¢na, precizna i ponovljiva kvantifikacija analita od interesa u tragovima;

e Kada je potrebno smanjiti troskove analize upotrebom jednostavnih procedura;

e Kada je potrebna nova procedura koja se lako primenjuje i postoji mogucénost analize
velikog broja uzoraka; i

e Kada je potrebna nova priprema uzoraka kojom je skra¢eno vreme analize, sSmanjena

upotreba materijala i koli¢ine utroSenog uzorka.

Nova analticka metoda treba detaljno da opisuje korake i tehnike neophodne za obavljanje
analize kao $to su: nacin na koji je izvrSena priprema uzoraka, priprema standardnih rastvora 1

uslova rada instrumenata za analizu.
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Prilikom validacije nove analiticke metode odreduju se slede¢i parametri:

e selektivnost
e linearnost
e analiticki opseg metode (radno podrucje)
e preciznost
o ponovljivost (eng. repeatability)
o medupreciznost (eng. intermediate precision)
o reproduktivnost (eng. reproducibility)
e tacnost
e granica kvantifikacije
e granica detekcije
e robusnost
e matriks efekat

e nesigurnost merenja

2.12.1 Selektivnost

Selektivnost predstavlja validacioni parametar kojim se dokazuje da se tatno moze odrediti
analit u prisustvu interferencija za koje se ocekuje da budu prisutne u matriksu uzorka pod
definisanim uslovima odredivanja (Rao, 2018). Specificnom metodom smatra se ona metoda
kojom se vrsi odredivanje jednog specificnog analita. Selektivnom metodom smatra se ona metoda
kojom se vrsi odredivanje viSe analita istovremeno. Pri odredivanju selektivnosti metode potrebno
je ispitati uticaj svih komponenata koje mogu dati isti analiticki signal kao odredivani analit.
Odredivanje specifi¢nosti izvodi se dodatkom potencijalnih ometaju¢ih komponenata 1

utvrdivanjem da li interferencije daju analiticki signal.

Selektivnost metode se mozZe proceniti kvalitativno odredivanjem indeksa selektivnosti:
ban/bint, gde je ban nagib kalibracione krive analita, a bint nagib ometaju¢e komponente. bint je
parametar koji se priblizno odreduje analizom slepe probe kojoj se dodaju potencijalno ometajuce
supstance, u odsustvu analita (Thompson i saradnici, 2002). Kod hromatografskih metoda, procena

selektivnosti vrsi se poredenjem dobijenih hromatograma uzorka sa analitom i slepe probe,
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poredenjem hromatograma uzorka koji ne sadrzi interferencije i uzorka koji sadrzi interferencije
pri ¢emu je odustvo analitiCkog signala u oblastima retencionih vremena analiziranih analita dokaz

da je metoda selektivna.

Specifi¢nost metode moze se proceniti dodavanjem interferencija u uzorak koji sadrzi
analit. Procenom prisustva/odsustva analitickog signala moze se utvrditi specifi¢nost metode. U
slucaju hromatografskih metoda, specificnost zavisi od koli¢ine (koncentracije) i moze se odrediti

za nizak sadrzaj (koncentracija) kalibracionih standarda.

2.12.2 Linearnost

Linearnost analiticke metode definise se kao sposobnost metode da se unutar radnog
opsega koncentracije analita dobije linearna zavisnost signala od koncentracije analita. Opseg
linearnosti u zavisnosti je od prirode analita i tipa detektora. Linearnost je sposobnost metode da
se dobiju direktni rezultati, ili rezultati koje je moguce matematicki transformisati tako da budu

porpocionalni koncentraciji analita u datom opsegu koncentracija.

U analiti¢koj laboratiji linearnost se odreduje merenjem odziva metode za razlicite unapred
izabrane poznate koncentracije analita, standardne serije, konstruisanjem kalibracione prave.
Linearnost je potrebno proceniti racunski 1 graficki. Racunski se mozZe izvrsiti primenom linearne
regresije gde se za datu metodu izrazi jednadina prave zavisnosti analitickog signala (y) od
koncentracije analita (x): y = ax + b. Iz jednacine prave rac¢una se koeficijent korelacije (r). Nagib
prave (a) predstavlja osetljivost analiticke metode. Metoda je osetljivija ukoliko je vredenost
nagiba veca jer se za manje promene koncentracije dobija veci signal, 1 obrnuto. Odsecak prave
(b) pokazatelj je sistematske greske. Ukoliko je vrednost b > 0, na signal analita uti¢e matriks
uzorka. Ako se efekat matriksa ukloni, a vrednost odsecka je i dalje veca od 0, metoda je
optere¢ena sistematskom greskom. Ukoliko je b < 0 metoda je opterec¢ena greSkom instrumenta
kojim je izvrSeno merenje. Metoda nije optere¢ena greskom ukoliko je b = 0. Za koeficijent
korelacije kriterijum iznosi: r > 0,99, a za niske koncentracije analita (analite prisutne u tragovima)

je prihvatiljiva vrednost r > 0,98.

Za konstruisanje kalibracione prave potrebno je snimiti zavisnost analitickog signala za
kalibracionu (standardnu) seriju analita. Za validaciju analiticke metode snima se najmanje Sest ili

viSe rastvora standardnih koncentracija u minimalno tri ponavljanja. Intervali koncentracija
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standardnih rastvora treba da budu najmanje 80 a najvise 120 % od ocekivane koncentracije analita

u uzorku.

2.12.3 Radno podrucje analiticke metode

Radno podru¢je metode predstavlja interval koncentracije odredivanog jedinjenja i/ili
smese jedinjenja u uzorku u kome se analiza moze izvrsiti sa odredenom preciznoscu, tacnoscu i
linearnos¢u. Donja granica intervala je granica kvantifikacije, a gornja je koncentracija pri kojoj
dolazi do znacajnih odstupanja od linearnosti. U radnom podruc¢ju metode, instrument kojim se
vr$i analiza moze pokazivati linearnu, kvadratnu ili logaritamsku zavisnost. Za definisanje radnog
podrugja analiticke metode ne koriste se posebni eksperimenti jer se radno podrué¢je moze odrediti

na osnovu ispitivanja linearnosti, tacnosti 1 preciznosti metode.

2.12.4 Preciznost

Preciznost analiticke metode predstavlja parametar koji pokazuje slaganje rezultata na
osnovu serije merenja istog uzorka izvedenih na isti na¢in pod definisanim uslovima (Bharti Mittu
i Chauhan, 2015; 1SO, 2004). Eksperimenti preciznosti vr§e se na homogenom autentiénom
uzorku, dok se postupak merenja izvodi najmanje pet puta. Preciznost analiticke metode izrazava
se vrednostima standardne devijacije (S), vrednostima relativne standardne devijacije (RSD), i

vrednostima varijanse S :

S = ’Zn‘ln(;_‘l_f)z (Jednacina 1)

S - standardna devijacija
Xi — pojedina¢na vrednost rezultata merenja analita
X- srednja vrednost rezultata merenja
RSD (%) = f—c « 100 (Jednagina 2)
RSD - relativna standardna devijacija
S - standardna devijacija
X- srednja vrednost rezultata merenja

48


file:///D:/Application%20Data/Microsoft/Downloads/ISO,%202004.pdf

Sz — E?=1(xi_f)2

— (Jednacina 3)

S? - varijansa

Xi - pojedinacni vrednost rezultata merenja analita
n - broj merenja

X- srednja vrednost rezultata marenja

Preciznost analiticke metode izrazava se kao:

e standardna devijacija ponovljivosti — predstavlja nacin izrazavanja preciznosti merenja
gde dolazi do poklapanja rezultata merenja istog uzorka, istom metodom, od strane istog
analiti¢ara u istoj laboratoriji na istom instrumentu u kratkom vremenskom intervalu.

e standardna devijacija reproduktivnosti — predstavlja nacin izrazavanja preciznosti u
uslovima reproduktivnosti gde dolazi do poklapanja rezultata uzastopnih merenja istog
uzorka, istom metodom, od strane drugog analitiara u drugoj laboratoriji na drugoj opremi
u dugotrajnom vremenskom periodu;

e srednje mere preciznosti — predstavlja nadin izrazavanja preciznosti metode pod
promeniljivim uslovima gde se merenje istog uzorka, istom metodom u istoj laboratoriji
vr$i na razliCitoj opremi od strane drugog analitiarau srednje dugom vremenskom

intervalu.

2.12.5 Tacnost (efikasnost)

Tacnost analiticke metode odnosi se na stepen saglasnosti izmedu vrednosti dobijene
analitiCkom procedurom za odreden broj ponavljanja i stvarne vrednosti (ISO, 1994). Ta¢nost

analiti¢ke metode se odreduje (Raposo i Ibeli Bianco, 2020):

e Analizom uzorka ta¢no poznate koncentracije (upotreba sertifikovanog referentnog

materijala);

e Uporedivanjem rezultata odredivanja sa alternativnom i pouzdanom analitiCkom

metodom;

e Spajkovanjem/dodavanjem ta¢no poznate koncentracije u matriks uzorka koji ne sadrzi

odredivani analit/e; 1
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e Metodom standardnog dodatka.

Tac¢nost analiticke metode zavisi od nacina pripreme uzoraka, koncentracije odredivanih
analita u uzroku i od matriksa uzorka. Odredivanje ta¢nosti analiticke metode vr$i se U najmanje
devet merenja (minimalno tri koncentracije i minimalno tri ponavljanja), a racuna se kao (ICH,
2005):

signal (uzorak +dodatak)

efikasnost (%) = * 100 (Jednacina 4)

signal (dodatak)

2.12.6 Granica detekcije

Granica detekcije (eng. Limit of Detection - LOD) analiticke procedure predstavlja najnizu
koncentraciju analita koja se mozZe detektovati u uzorku, ali ne i kvantitativno odrediti.

Odredivanje ovog parametra je vazno prilikom analize analita prisutnog u tragovima.
Postoji nekoliko pristupa odredivanju LOD:

e Vizuelno — granica detekcije se odreduje odredivanjem analita taéno poznate
koncentracije utvrdivanjem minimalnog nivoa na kojem se analit moZze pozdano

detektovati (vazi za neisntrumentalne i instrumentalne metode);

e Na osnovu odnosa signal/Sum bazne linije (S/N) — za granicu detekcije se uzima vrednost
koncentracija koje daju S/N = 3/1 ili S/N = 2/1 (primenjuje se kod metoda gde postoji

bazna linija); i

e Na osnovu standardne devijacije (S) — granica detekcije se odreduje izraGunavanjem

odnosa standardne devijacije i nagiba kalibracione prave (a) prema formuli:

LOD =— (Jednacina 5)

a

S — standardna devijacija dobijena izrac¢unavanjem na 0Snovu meranja serije slepih proba

a - nagib kalibracione prave
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2.12.7 Granica kvantifikacije

Granica kvantifikacije ili limit kvantifikacije (eng. Limit of Quantification, LOQ) definiSe se
kao najmanja koli¢ina analita u analiziranom uzorku koju je moguée kvantitativno odrediti sa
prihvatljivom ta¢noS¢u i preciznos¢u pod definisanim uslovima analiticke metode. LOQ se

odreduje:

e Vizuelno - granica kvantifikacije odreduje se odredivanjem analita poznate koncentracije

1 utvrdivanjem minimalnog nivoa na kojem se analit moze pouzdano kvantifikovati;
e Upotrebom odnosa S/N - za granicu kvantifikacije uzima se odnos S/N = 10/1; i

e |z standardne devijacije (S): granica kvantifikacije se odreduje iz odnosa S i nagiba

kalibracione prave (a) prema formuli:
LOQ = — (Jednacina 6)

S - standardna devijacija dobijena izraCunavanjem na 0Snovu merenja serije slepih proba

a - nagib kalibracione prave

2.12.8 Robustnost

Robustnost analiticke metode predstavlja sposobnost analiticke metode da zadrZi svoje
karakteristike pri namernim malim varijacijama u proceduralnim postupcima navedenim u
validacionoj dokumentaciji. Kod hromatografskih metoda, primeri varijacija u proceduri ukljuc¢uju
uticaj promene pH vrednosti mobilne faze, promene u sastavu mobilne faze, promena kolone,
temperature ili pritska. Ukoliko promena ekperimentalnih uslova ne uti¢e znacajno na rezultate
merenja, metoda je u podruc¢ju robustnosti. (Gupta, 2015). Definisanjem varijabli koje znacajno
uticu na rezultate potrebno je takve varijable strogo kontrolisati pri izvodenju eksperimenata sa

validovanim metodama.

2.12.9 Efekat matriksa

Efekat matriksa definiSe se kao efekat komponenata sadrzanih u uzorku koje mogu ometati

odredivanje analita. Efekat matriksa moZe uticati na preciznost odredivanja, promenu retencionog

51



vremena analita ili na povecanje bazne linije. Odabir metode pripreme uzorka u cilju smanjenja
efekta matriksa uslovljen je vrstom uzorka. Ukoliko se kao metoda pripreme uzorka primenjuje
ekstrakcioni postupak moze doci ko-ekstrakcije necistoca prisutnih u uzorku koje se kod
hromatografskih odredivanjaja eluiraju zajedno sa analitom. Pri tome, do pozitivnog efekta
matriksa dolazi kada se analiticki signal povec¢ava ili u situaciji da dolazi do supresije analitickog
signala javlja se negativan efekta matriksa. Da bi se efekat matriksa izbegao u postupcima
pripreme uzoraka neophodno je uvesti korak pre¢is¢avanja dobijenog ekstrakta. Smanjenje efekta
matriksa kod hromatografskih odredivanja postize se dodatkom unutra$njih standarda,
kalibracijom u matriksu, uvodenjem faktora korekcije kalibracije i dodavanjem hemijskih
jedinjenja koja imaju ulogu protektanta analita od interesa (Zhou i Wang, 2017; Sousa i saradnici,
2012).

2.12.10 Merna nesigurnost

Merna nesigurnost se definiSe kao validacioni parametar povezan sa rezultatima
odredivanja (Thompson i saradnici, 2002) i predstavlja kvanitatativan podatak pouzdanosti
validovane metode koji pruza podatke pri proceni izbora validovane metode za analizu ili za
poredenje rezultata odredivanja dobijenih drugim validovanim metodama u razli¢itim
laboratorijama 1 na razli¢itim instrumentima. Mernom nesigurno$¢u odreden je interval u kome se
merene vrednosti nalaze sa odredenom verovatno¢om. Do nesigurnosti merenja dolazi kada izvor
greSke nije poznat ili je nemogucée jednozna¢no odrediti izvor greSke pri merenju, ukoliko ih ima
vise.

Za izazavanje vrednosti merne nesigurnosti koriste se standardna merna nesigurnost (u) i
prosirena merna nesigurnost (U). Pojedina¢na standardna nesigurnost merenja racuna se osnovu

standardne devijacije za merenja u minimalno 3 ponavljanja.

Standardna merdna nesigurnost se ra¢una kao: (Thompson 1 saradnici, 2002).

uly(xq, %2, ..)] = \/Zi:l,ncizu(xi)z (Jednacina 7)

v(xq, x5, ... ) -funkcija nekoliko nezavisnih varijabli x4, x5, ...

ci -koeficijent osetljivosti
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u(x;) -standardna merna nesigurnost merenja izrazena preko standardne devijacije.

uly(xq, x5, ...)] —funkcija nekoliko zasebno procenjenih nesigurnosti naziva se kombinovana

standardna nesigurnost merenja i proSirena merna nesigurnost.

Prosirena merna nesigurnost racuna se kao:

U= ku, (Jednacina 8)

Nakon odredivanja standardne nesigurnosti, kombinovana merna nesigurnost dobija se

mnozenjem standardne nesigurnosti faktorom pokrivenosti (eng. coverage factor, k), pri ¢emu se

za k najceSc¢e uzima vrednost 2. Kombinovana merna nesigurnost naziva se jo$ i proSirena merna

nesigurnost i obi¢no se procenjuje za nivo poverenja 95% (Janska i saradnici, 2006).

2.12.11. Medusobna zavisnost parametara validacije

Cilj svakog analitickog merenja je dobijanje konzistentnih, pouzdanih i taénih podataka.

Dobro definisan i dokumentovan proces validacije dokazi su da je analiticka metoda pogodna za

primenu. Validacija analitiCke metode je obavezan korak koji se koristi za procenu karakteristika

razvijenih novih metoda. Parametri validacije medusobno su povezani i uslovljeni su preciznoscéu

instrumenta, odzivom analitickog signala i kalibracijom (slika 19).

Efikasnost
ekstrakcije

<O

~—

IPRF.( TZNOST INS’I‘UMEN’[‘Al

e P

Raduo podruéje
Reproduktivnost

1 I
Selektivnost

Selektivnost

Sranica detekeije

Merna nesigurnost

Ponovljivost

Preciznost

Slika 19. Zavisnost validacionih parametara (Raposo i Ibelli-Bianco, 2020)
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Eksperimentalni deo



3 Eksperimentalni deo

3.1 Hemikalije i reagensi

U tabeli 10 prikazane su upotrebljavane hemikalije i reagensi.

Tabela 10. Hemikalije i reagensi

Hemikalija Dobavljac¢

Heksan (HPLC ¢istoca)

Acetonitril (HPLC ¢istoca) Sigma Aldrich
HCI (ICP cistoca)

PAU miks (ampula u acetonitrilu 1pg /mL
svakog PAH — a pojedina¢no) koji sadrzi:
naftalen, acenaftilen, acenaften, fluoren,
fenantren, antracen, fluoranten, piren, benzo[a]
antracen, hrizen, benzo[b]fluoranten,
benzo[k]fluoranten, benzo[a]piren, indeno[1,2,3-
c,d]piren, dibenzo[a,h]antracen,
benzo[g,h,i]perilen)

Supelco, Bellefonte, Pennsylvania

Unutrasnji standardi:
perilen di2

fenantren dio
acenaften dio

Supelco, Bellefonte, Pennsylvania

Surogat standardi
2-hlorfenol-3,4,5,6-d4
2,4,6-tribromofenol
2-fluorobifenol

Supelco, Bellefonte, Pennsylvania

Dejonizovana voda specifi¢ne provodljivisti
0,05 pS cm™

3.2 Aparatii pribor

U toku eksperimentalnog rada kori$¢eni su slede¢i aparati i pribori:
o Triple Quadrupole GC/MS system — Agilent 7000 Series;
o Centrifuga, Humax 14Kk, Srbija;
o Automatske pipete (Brand GMBH)
o Mikroekstrakcione tube sa koni¢nim dnom (Sigma corning ®)

J Magnetna mesalica i magnet (DLAB EcoStir)
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3.3 Program eksperimentalnog rada

Program eksperimentalnog rada je obuhvatao:

e pripremu novih sorbenata;

e pripremu model uzoraka vode za disperzivnu mikroekstrakciju ¢vrstom fazom;

e primenu novih sorbenata za pripremu uzoraka vode za analizu primenom gashe
hromatografije sa masenom spektrometrijom;

e Optimizaciju i validaciju metode gasne hromatografije sa masenom spektrometrijom za
odredivanje 16 prioritetnih PAU u uzorcima voda

e Kvantifikaciju PAU metodom gasne hromatografije sa masenom spektrometrijom u model
uzorcima voda;

e Pripremu uzoraka re¢ne vode disperzivnim mikroekstrakcionim postupkom ¢vrstom fazom
uz primenu sorbenata koji su u validacionim eksperimentima pokazali najbolje analiticke

parametre i analiza primenom GC-MS
3.4 Priprema novih sorbenata

Sorbenti korisc¢eni za ekstrakciju PAU iz model i realnih uzoraka vode odabrani su u
zavisnosti od prirode analita i uzorka. Za potrebe ovog istrazivanja koriS¢en je prirodni zeolit,

klinoptilolit sa preko 90 % sadrzaja klinoptilolita nabavljen iz rudnika Zlatikop, Vranje, Srbija.

Termicki modifikovan prirodni zeolit, (sa sadrzajem klinoptilolita preko 90 %) pripremljen
je tako $to je zeolitni materijal veli¢ine ¢estica 0,063 — 0,1 mm ispiran dejonizovanom vodom.
Nakon ispiranja i susenja na 120 °C, klinoptilolitni materijal modifikovan je termicki na

temperaturama od 120, 300, 400, 500, 600, i 700 °C i trajanju od 3h.

Kiselinsko - termicki modifikovan prirodni zeolit, klinoptilolit pripremljen je tako Sto je
klinoptilolitni materijal najpre ispran dejonizovanom vodom u cilju uklanjanja u vodi rastvorenih
necisto¢a. Nakon ispiranja, klinoptilolit je osuSen na temperaturi od 120 °C. Kiselinsko - termicke
modifikacije pripremljene su tako Sto je 5 g klinoptilolita tretirano sa 500 mL hlorovodoni¢ne
kiseline (0,01, 0,1, 1, 1,5, 3 i 6 mol L) u trajanju od 30 min uz konstantno mesanje na magnetnoj
mesalici na sobnoj temperaturi, a potom je klinoptilolit proceden i ispiran dejonizovanom vodom

do negativne reakcije na hloride. Nakon uklanjanja hloridnih jona i postizanja neutralne sredine
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klinoptilolit je termicki tretiran na temperaturama 120, 300, 400, 500 , 600 i 700 °C u trajanju od

3h.

U tabeli 11 prikazani su nacini pripreme svake od modifikacija i njihove oznake.

Tabela 11. Nacini pripreme modifikacija i njihove oznake
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3.5 Priprema standardnih rastvora policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika

Za pripremu serije standardnih rastvora PAU razli¢itih koncentracija koris¢en je standardni
rastvor smese PAU u acetonitrilu, koji sadrzi 16 prioritetnih PAU (naftalen, acenaftilen, acenaften,
fluoren, fenantren, antracen, fluoranten, piren, benzo[a]antracen, hrizen, benzo[b]fluoranten,
benzo[k]fluoranten, benzo[a]piren, indeno[1,2,3-c,d]piren, dibenzo[a,h]antracen i
benzo[g,h,i]perilen) u ukupnoj koncentraciji 16 pg mL™. Svi standardni i radni rastvori ¢uvani su
na 4 °C u bocicama od tamnog stakla sa teflonskim zatvara¢ima do pocetka eksperimenata. Rastvor
smeSe unutrasnjih standarda acenaftena dio, fenantrena dio i perilena di> pripremljen je u
dihlormetanu i ukupna koncentracija rastvora unutrasnjih standarda iznosila je 30 ng mL*. Rastvor
surogat standarda 2-hlorfenola-3,4,5,6-ds, 2,4,6-tribromofenola i 2-fluorobifenola pripremljen je u

acetonitrilu i ukupna koncentracija rastvora surogat standarda je bila 30 ug mL ™.

Kalibracione prave analiziranih 16 PAU konstruisane su snimanjem serije standardnih
rastvora odmeravanjem standardnog rastvora koji sadrzi 16 PAU (pojedinacne koncentracije
svakog od PAU u ovom rastvoru iznosile su 1 pg mL™?) i dodatkom rastvarata n-heksana do
odredene zapremine. U svaku vijalu dodato je po 100 pL rastvora unutra$njeg standard i 100 pL
rastvora surogat standarda. Sva merenja su radena u tri ponavljanja. U tabeli 12. prikazani su
postupci pripreme serije standardnih rastvora i koncentracije pojedinacnih i ukupnih PAU koji su

kori$c¢eni za konstruisanje kalibracionih pravih.

Tabela 12. Odmerene zapremine standardnog rastvora PAU i n-heksana; pojedinac¢na i ukupna
koncentracija PAU

Redni broj Zapremina Zapremina Pojedina¢na Ukupna
kalibracionog rastvora 16 PAU rastvaraca n- koncentracija PAU u koncentracija
standarda [uL] heksana [uL] vijali PAU u vijali [ug
[pg mL7 mL]

0 0 400 0 0

1 1,25 398,75 0,0021 0,0336

2 2,5 3975 0,0042 0,0672

3 12,5 387,5 0,0208 0,3328

4 25 375 0,0417 0,6672

5 50 350 0,0833 1,3328

6 75 325 0,1250 2

7 100 300 0,1667 2,6672

8 125 275 0,2083 3,3328
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3.6  Priprema model uzoraka voda

Za pripremu model uzoraka vode koriS¢ena je dejonizovana voda. U dejonizovanu vodu
zapremine 400 pL i specifiéne provodljivosti 0,05 puS cm™ dodavan je standardni rastvor koji
sadrzi 16 PAU — postupak poznat kao spajkovanje. Model uzorci su pripremani dodavanjem
razli¢itih koli¢ina PAU, tako da je ukupna koncentracija PAU bila 0,5, 1,5 i 3 pg mL™%. Model
uzorcima vode dodavano je 100 pL rastvora smese surogat standarda koji sadrzi 2-hlorfenol-
3,4,5,6-d4, 2,4,6-tribromofenol i 2-fluorobifenol. Ukupna koncentracija smeSe surogat
standardnog rastvora u model uzorku bila je 6 pg mL™. Slepe probe pripremljene su na isti nacin,

ali bez dodavanja rastvora smese PAU.
3.7 Prikupljanje realnih uzoraka vode

Realni uzorci - uzorci reéne vode prikupljeni su januara 2018. godine na teritoriji
jugoistoéne Srbije (slika 20) na teritoriji 4 opstine (Dimitrovgrad, Pirot, Bela Palanka i Nis). Uzorci
reke NiSave i njenih pritoka prikupljeni su na 40 lokacija. Detaljni opisi lokaliteta gde su

prikupljeni uzorci prikazani su u tabeli 13. Lokaliteti uzorkovanja prikazani su na mapi (slika 21).

Slika 20. Mapa Srbije sa oznac¢enim regionom uzorkovanja
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Tabela 13. Opis mesta uzorkovanja

Lokalitet Opis mesta uzorkovanja

1 Nisava na ulazu u Dimitrovgrad

Nisava na izlazu iz Dimitrovgrada

NiSava pre uSca reke Jerme

NiSava posle u$ca reke Jerme

Jerma kod Sukovskog manastira

Jerma u Trnskim Odorovcima

2
3
4
5 Jerma u selu Sukovu
6
7
8

Kusovranska reka 1 km uzvodno od u$¢a u Jermu

9 Reka Blatasnica kod sela Zvonce

10 Nisava na ulazu U Pirot

11 Nisava kod zelezniCkog mosta u Pirotu

12 Nisava pre uséa Gradasnicke reke u Nisavu

13 NiSava posle us¢a Gradasnicke reke u NiSavu

14 Gradasnicka reka iznad Gradasnice

15 Kosturska reka na izlazu iz Pirota

16 Nisava kod fabrike ,,Tigar* u blizini autoputa

17 Nisava kod Zukova

18 NiSava pre u$c¢a reke Temstice

19 Nisava na ulazu u Belu Palanku pre usc¢a Vrelske reke
20 Nisava posle us¢a Vrelske reke kod autobuske stanice Bela Palanka
21 Nisava na izlazu iz Bele Palanke

22 Nisava pre uséa Crvene reke u blizini autoputa

23 NiSava na ulazu u Si¢evacku klisuru u blizini kamenoloma
24 Nisava u Si¢evackoj klisuri kod brane Ostrovica
25 Nisava pre uséa reke Studene kod Jelasnice

26 Reka Studena na izlazu iz Jelasnice

27 Reka Studena pre ulaza u selo Jela$nica

28 Kanjon reke Studene

29 Nisava kod Niske Banje

30 Nisava kod Brzog Broda pre us¢a Kutinske reke
31 Nisava - Medijana posle us¢a Kutinske reke

32 NiSava U Duvanistu

33 Gabrovacka reka kod mosta na Bulevaru Nemanji¢a
34 Gabrovacka reka kod mosta u blizini Prirodno-matematickog fakulteta Nis§
35 Gabrovacka reka u Gabrovcu

36 Nisava na opStini Medijana u blizini Toplane

37 NiSava kod fabrike ,,Niteks*

38 Nisava kod Tvrdavskog mosta

39 Nisava kod zelezni¢ki mosta u NisSu

40 Nisava pre us¢a u reku Juznu Moravu




Slika 21. Mapa lokaliteta sa kojih su prikupljani realni uzorci vode iz reke Nisave i njenih pritoka:
a) Dimitrovgrad i Pirot; b) Si¢evacka klisura i Bela Palanka; c) Ni§
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3.8 Disperzivna mikroekstrakcija ¢vrstom fazom (D-p-SPE) policikli¢nih aromati¢nih
ugljovodonika u vodi

Kao metoda za pripremu uzorka primenjena je disperzivna mikroekstrakcija ¢vrstom
fazom (D-p-SPE) gde je kao ekstraktant koris¢en heksan, a kao disperzer smesa rastvaraca
acetonitril/voda (1:4 v/v). Odmeravano je po 400 pL spajkovane dejonizovane vode (koja sadrzi
PAU u ukupnim koncentracijama 16 PAU od 0,5, 1,5 i 3 ug mL™, i mesani surogat standardni
rastvor u koncentraciji od 6 pg mL™* po model uzorku) u mikroekstrakcione kivete koje sadrze
ispitivane sorbente (460 mg). Nakon muckanja (1 min) i centrifugiranja (6000 rpm) u trajanju od
5 min, voda je uklanjana pipetiranjem i dodavano je 500 uL ekstraktanta i 100 pL disperzera.
Nakon muckanja (5 min) i centrifugiranja (6000 rpm) u trajanju od 15 min, ekstrakti (400 pL) su
prebacivani u staklene vijale za GC i dodavano je po 100 pL rastvora unutra$njih standarda.
Ekstrakti pripremljeni na ovakav nacin su analizirani gasno-hromatografskom metodom sa
masenom spektrometrijom na aparatu Triple Quadrupole GC/MS system — Agilent 7000 Series.

Svi eksperimenti radeni su u tri ponavljanja.
39 GC-MSanaliza

Snimanje je vrSeno na aparatu Triple Quadrupole GC/MS system — Agilent 7000 Series,

pod slede¢im radnim uslovima (Stankov Jovanovi¢ 1 saradnici 2017):

e Triple Quadrupole GC/MS system - Agilent 7000 Series

e noseci gas - helijum

e temperatura 75 °C prvih 3 minuta a zatim linearno poveéanje temperature od 6 °C min™ do
temperature od 300 °C 10 minuta

e pritisak 15.44 psi

e protok gasa 3 mL min'

e kolona 5 % Fenil metal siloksan - HP-5SMS (dimenzije kolone 30 m x 250 um x 0.25 um).

Snimanje je vrSeno prvo u SCAN modu kako bi se odredila retenciona vremena
analiziranih komponenti i odredili joni koji ¢e se koristiti za kvantifikaciju (tabela 14). Snimanje
je zatim vrseno u SIM modu u cilju kvantifikacije PAU. Za kvantifikaciju svakog pojedinacnog

PAU koriscéen je softver Mass hunter (Agilent Technologies, SAD).
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Tabela 14. Retenciona vremena i odnos m/z kvantifikacionih jona pojedina¢nih PAU

Rt Kvantifikacioni jon

PAU [min] [m/z]
Naftalen 11,16 128
Acenaftilen 16,08 152
Acenaften 17,07 152
Fluoren 19,96 165
Fenantren 23,28 178
Antracen 23,65 178
Fluoranten 27,74 202
Piren 28,51 202
Hrizen 33,20 228
Benzo[a]antracen 33,53 228
Benzo[b]fluoranten 37,19 252
Benzo[Kk]fluoranten 37,29 252
Benzo[a]piren 38,24 252
Indenol[1,2,3-cd]piren 41,75 277
Dibenzo[a,h]antracen 41,79 278
Benzo[g,h,i]perilen 42,40 276
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4  Rezultati i diskusija

4.1 Optimizacija i validacija disperzivne mikro-ekstrakcije ¢vrstom fazu

Disperzivna mikro-ekstrakcija ¢vrstom fazom (D-U-SPE) policiklicnih aromati¢nih
ugljovodonika iz uzoraka vode zasnovana je na tehnici pripreme uzoraka vode koju su opisali
Nuhu i saradnici (2012). D-u-SPE kao novi tip mikro-ekstrakcije koristi se za koncentrovanje,
preciS¢avanje i mikro-ekstrakciju analita iz uzoraka vode. Kod ove tehnike pripreme uzoraka,
modifikacija klinoptilolita se nalazi u rastvoru uzorka i moze se dodati pre ili nakon dodavanja
uzorka, te se na taj na¢in postupak koncentracije, preci§¢avanja i desorpcije analita sa sorbenta
sastoji samo iz muckanja i centrifugiranja, Sto ovakvu tehniku pripreme uzoraka vode za analizu

PAU odlikuje brzinom, jednostavnos¢u, robustno$¢u, ekonomicnoscu i sigurnoscu.

Kao sorbent je primenjivan termicki i kiselinsko-termicki tretiran prirodni zeolit, sa preko

90% klinoptilolita. Oznake svake od modifikacija su prikazane u tabeli 11.

Ispitivanje nacina pripreme sorbenta klinoptilolita na moguénost primene modifikacija za
D-p-SPE PAU iz vode izvrieno je iz sledeéih razloga (Cirié i saradnici, 2018; Margeta i saradnici,
2013; Vasylechko i saradnici, 2015; Wang i Peng, 2010; Christidis i saradnici, 2003; Wang i
saradnici, 2012; Beyer, 2002; Matijasevic i saradnici, 2009; ):

e Natemperaturi od 300-500 °C klinoptilolit gubi najvecu koli¢inu vezane vode ¢ime
je omoguceno zadrzavanje PAU u mikro-porama;

e Uticajem kiseline na klinoptilolit vrs$i se uklanjanje ne€istoca iz mikro-pora i
dekatjonizacija izmenljivih katjona i njihova zamena H* jonima ¢ime je zbog malih
dimenzija H* jona omogucena reverzibilna sorpcija PAU;

e Uticajem kiseline dolazi do dealuminacije strukture klinoptilita Sto dovodi do
otvaranja novih mikro-pora — dolazi do povec¢avanja mikro-poroznosti;

e Procesom dealuminacije povecavaju se hidrofobne karakteristike klioptilolita ¢ime

je omoguceno reverzibilno vezivanje PAU.

Sve pripremljene modifikacije primenjene su u D-p-SPE proceduri pripreme uzoraka vode
spajkovane u tri razli¢ita nivoa koncentracija (0,5, 1,5 i 3 pug mL™). Kao ekstraktant kori$éen je n-

heksan, kao disperzer smesa acetonitril/'voda (1:4 v/v). Ekstrakti dobijeni D-Y-SPE tenikom
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prebacivani su u GC vijale i dodavano im je po 200 pL unutra$njeg standardnog miksa za

kvantifikaciju primenom gasne hromatografije sa masenom spektrometrijom. Sema izvodenja D-

/

M-SPE procedure prikazana je na slici 22.

Dodavanje Prebacivanje
Uklanjanje ekstraktanta i ekstrakta u =
Model Lt : e - -
Muckanje vode disperzera vijalu za GC
uzorak
vode Centrifugiranje Muckanje i
centrifugiranje -t

Klinoptiloit

Slika 22. Sema disperzivne mikroektrakcije &vrstom fazom za odredivanje PAU uvodi
upotrebom modifikacija klinoptilolita

Optimizacioni ekperimenti sastojali su se u testiranju 42 modifikacije klinoptilolita: 6
termickih 1 36 kiselinsko - termickih. Termicke modifikacije dobijene su termickom obradom
klinoptilolita na temperaturama 120, 300, 400, 500, 600 i 700 °C. Kiselinsko - termicke
modifikacije dobijene su modifikacijom klinoptilolita hlorovodoni¢énom kiselinom razlicitih
koncentracija (0,01, 0,1, 1, 1,5, 3 6 mol L) i termi¢kom obradom na temperaturama od 120, 300,
400, 500, 600 i 700 °C. Na taj nac¢in dobijeno je 7 grupa modifikacija za koje je vrSeno ispitivanje
tacnosti procenom efikasnosti. Vrednosti efikasnosti koje se nalaze u intervalu od 70 — 130 %
smatraju se analiti¢ki prihvatljivim (US EPA, 1996). Rezultati dobijeni ispitivanjem efikasnosti
prikazani su tabelarno kao srednja vrednost efikasnosti+SD (tabele 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27 i 29).
Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanjem efikasnosti metode za 7 grupa modifikacija, sorbenti
koji su pokazali najbolje vrednosti efikasnosti za 16 odredivanih PAU kori$éeni su za validacione
eksperimente koji su podrazumevali odredivanje linearnosti, preciznosti, merne nesigurnosti i
granica detekcije i kvantifikacije. Rezultati validacije za sedam najboljih sorbenata prikazani su u
tabelama 16, 18, 20, 22, 24, 26 i 28. Sve numericke vrednosti u tabelama prikazane su prema
referenci Taylor (1997).
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Kalibracione prave za odredivanje pojedina¢nih PAU Kkonstruisane su snimanjem serije
standardnih rastvora razli¢itih koncentracija. Linearnost metode prikazana je koeficijentom
korelacije i jednac¢inom kalibracione prave za analizirana jedinjenja i odredena je snimanjem serije
standardnih rastvora gde su koncentracije PAU bile u opsegu od 2,1 do 208,3 pug L. Kriterijum
koeficijenta korelacije je r>0,99, dok se za analizu jedinjenja prisutnih u tragovima tolerise

vrednost r>0,98.

Preciznost metode procenjena je studijom ponovljivosti i izrazena je kao relativna
standardna devijacija (RSD), koja je odredena analizom jednog uzorka, istog dana i od strane istog
analiticara pod identicnim uslovima pri ¢emu su sve analize vrSene u tri ponavljanja (Stankov —
Jovanovi¢ i saradnici, 2017). Postavljen kriterijum za RSD vrednosti je < 20 % (Brito i saradnici,
2002).

Mernom nesigurno$¢u odreden je interval u kome se merene vrednosti nalaze sa
odredenom verovatno¢om. Pojedinacna standardna nesigurnost merenja izracunata je na osnovu
standardne devijacije za merenja izvedena u tri ponavljanja. Rezultati merne nesigurnosti izrazeni
su kao prosirena merna nesigurnost koja se dobija mnozenjem standardne merne nesigurnosti i
faktora pokrivenosti k. Za faktor pokrivenosti se najées¢e uzima k=2 (Janska i saradnici, 2006).

Kriterijum intervala proSirene nesigurnosti je < 50% (Santos i saradnici, 2020).

Granica detekcije (LOD) izracunata je kao trostruka vrednost odnosa signal/Sum za
kalibracionni standard najniZze koncentracije. Granica kvantifikacije (LOQ) izracunata je kao

desetostruka vrednost odnos signal/Sum kalibracionog standarda najniZe koncentracije.

Na slikama 23, 24 i 25 prikazani su primeri GC - MS hromatograma ekstrakata dobijenih
D-p-SPE (snimljenih u SIM modu) tehnikom pripreme uzoraka vode spajkovane u tri razlicite
koncentracije i primenom termic¢ke modifikacije klinoptilolita tretiranog na temperaturi od 300 °C
(A2 modfikacija). GC - MS hromatogrami ekstrakata (snimljenih u SIM modu) dobijenih D-p-
SPE tehnikom pripreme uzoraka vode spajkovane u tri razli¢ite koncentracije i primenom Sest
kiselinsko - termic¢kih modifikacija koje su u optimizacionim eksperimentima pokazale najbolje
vrednosti efikasnosti (B1, C4, D1, E4, F3 i G4 modifikacije) prikazani su u prilogu (slike 26-31).
Na hromatogramima esktrakata snimljenih u SIM modu pod definisanim uslovima, postignuto je
optimalno razdvajanje svih analiziranih jedinjenja, a u oblastima retencionih vremena u kojima se

nalaze pikovi koji poticu od analiziranih komponenti nisu uo€eni znacajni Sumovi.
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4.1.1 Optimizacija i validacija D-u-SPE tehnike pripreme uzoraka za GC-MS analizu PAU
iz vode upotrebom termicki modifikovanog klinoptilolita na temperaturama od 120,

300, 400, 500, 600 i 700 °C

Rezultati dobijeni ispitivanjem efikasnosti disperzivne mikro-ekstrakcije ¢vrstom fazom i

primenom termickih modifikacija klinoptilolita prikazani su u tabeli 15.

Tabela 15. Efikasnost odredivanja 16 prioritetnih PAU dobijena GC - MS analizom ekstrakata
nakon D-p-SPE primenom klinoptilolita termicki tretiranog na temperaturama od 120 °C (Al),
300 °C (A2), 400 °C (A3), 500 °C (A4), 600 °C (A5) i 700 (A6) °C kao sorbenta za tri nivoa
spajkovanja

PAU spaijL\(/Oanja '?)‘1 A2 A3 Ad AS A

(g mL-] [%] [%] [%] [%] [%] [%]

0,5 650 80+0 90,6+0,1 56,3+0,1 87,5+0,6 66,1+0,1

Naftalen 15 89,8+0,3 88,5+0,8 84+0 75,0£0,5 74,0+0,5 72,1+0,2

3 55,0+0,1 71,5+0,6 68,1+0,2 60,3+0,6 59,9+0,3 55,1+0,7

0,5 45,5+0,2 73,1+0,5 66,7+0,2 54,9+0,2 50,4+0,3 41,1+0,2

Acenaftilen 1,5 65,9+0,1 93,3+0,3 81+1 74,9+0,7 54,0+0,5 45,3+0,5
3 41,3+0,3 75,5+0,2 73,840,8 55+1 46+1 43+1

0,5 63,7+0,2 83,2+0,1 84+0,1 55,83+0,02 57,9+0,1 72,4+0,1

Acenaften 15 87,7+0,3 88+1 85,6+0,4 83,5+0,2 76,2+0,4 57,9+0,1

3 66,0+0,2 75,13+0,05 58+2 59,9+0,3 65,6+0,4 66,8+0,6

0,5 67,3+0,2 87,5+0,5 92,2+0,4 93,9+0,1 72,5+0,5 67,3+£0,4

Fluoren 1,5 97,1+0,2 88+1 86,1+0,4 85,0+0,4 82,7+0,7 57,2+0,4
3 66,7+0,1 73,36+0,05 67,9+0,2 64,7+0,2 61,3+0,7 52+1

0,5 104,4+0,4 129,1+0,8 92,5+0,1 96,2+0,3 95,13+0,05  82,7+0,5

Fenantren 1,5 106+2 86+2 85,5+0,1 89,8+0,4 94,0+0,4 73,1+0,4
3 68,5+0,5 80,4+0,5 71,2+0,4 64,4+0,8 69+1 731
0,5 43,7+0,3 70,8+0,3 67,1+0,2 47,5+0,1 52+1 52+1

Antracen 15 72,411 93,3+0,4 95+2 74,510,2 53,8+0,9 57,3+0,6

3 47+1 101+2 99+3 731 78,8+0,3 65,5+0,3

0,5 97,38+0,05  132,0£0,3 118,1+0,4 83,6+0,3 106,4+0,3 93,6+0,4

Fluoranten 15 100,5+0,2 116+1 108+1 131+1 122+1 66,7+0,8

3 72+1 96+1 82+1 84+2 102+2 73,4109

Piren 0,5 62,2+0,1 97,7+0,4 78,7+0,1 66,88+0,05 42,0+0,2 64,9+0,5

1,5 88+1 66,9+0,9 86,1+0,4 81,4+0,4 60,54+0,03  49,8+0,6



Nivo

AU spajkovanja AL A2 A3 A4 A5 A6
ploven o) (%] (%] (%] (%] (%]
3 65,610,2 63504  612%02 68+2 632 511
0,5 708405 117,302 113105  94,6+03 88,803  43,140,2
Hrizen 15 742408  89,84+008  881+04  788+04 71,9403 42,4403
3 1002+0,7  1116+04  834+03  63,740,8 68,6:0,6  51,640,3
0,5 4829+0,07 7747005  87,6+01  64,9+0,1 54+0 51,940,
Eﬁgzggﬂ 15 71,4404 88+1 840t05 770805 68103 43305
3 61,3t0,L  1035:0,1  84,7+06  747%02 67+1 60,6+0,3
0,5 56,6:03  77,9+0,1 105702  64,4+0,1 579401  67,140,6
B%r;f;’n[a] 15 80,600  954:04  1028+03  883%02  651%09  758+13
3 583:0,7  96,3%0,8  100,8+0,4 92+2 864+1,2 108,303
0,5 67,4107 1082405  972+01  659+0,2 682402  62,840,1
fElguec?rZ%[tZL 15 7741 117,2+0,9 112+1 92,7+0,1 86,140,1  70,240,4
3 55,90+005 112,306  98,5:0,7 83+3 85,4+0,3 7941
0,5 88,9+0,6 1208403 116303  90,5+0,3 80,9404  101,7+0,5
fllauec?rzz[tg 1,5 755:0,3  981#09 102,104  89,8£0,4 91,7405 87+1
3 746101  86,8+0,4 86+0 62,640,5 62+1 78,540,5
indeno 0.5 63,8+0,L 9395007 105405  955:05  73,64+00L  70,00,1
[1,2,3-cd] 15 65,6103 87,6102  117,4%04  69,6+0,4 50,9403 84,5401
piren 3 6722 11621 107,620,1 64,70, 8622 89,240,8
0,5 915¢03 119,140,  958+01  111,3+0,1 94+1 129,5+0,5
Digﬁt”égg?{h] 15 76,4:0,3  895:0,1  1055:04 102,840, 68,8:0,5  84,8+0,1
3 63,605  91,740,7  88,8+0,2 101+1 70,402  117,70+0.1
Benzo[g.n.i] 0,5 60,5¢0,2  887+04  101,6+07  932+02 842403  74,4%0,3
perilen 15 647+0,1 1044402 91,7407  94.2+0.4 80,3:0,8  83,3+0,4
3 5153:001 830  67,16+0,01  69,30+0,04 650  64,60+0,01

Poredenjem vrednosti efikasnosti za sve PAU i razli¢ite nivoe spajkovanja, dolazi se do
zakljucka da su modifikacije klinoptilolita pripremljene na temperaturama od 300 °C (A2) i 400
°C (A3) pokazale najbolje vrednosti efikasnosti. Termickim tretmanom Kklioptilolita do
temperature od 300 °C ne dolazi do promene u strukturi, dok zagrevanjem klinoptilolita na
temperaturama od 350-550 °C dolazi do delimi¢nog razaranja kristalne strukture (Vasylechko i
saradnici, 2003). Termickom obradom klinoptilolita u temperaturnom intervalu od 300-500 °C

gubi se najveca koli¢ina vode (Vasylechko i saradnici, 2015) §to dovodi do promene teksture 1



specifi¢ne povrsine i povecanja adsopcione efikasnosti, odnosno moguénosti vezivanja PAU za
sorbent. Sa povecanjem temperature tretmana klinoptilolita na temperaturama ve¢im od 400 °C
povecava se stepen razaranja kristalne strukture klinoptilolita koji je termi¢ki stabilan do 800 °C
(Sprynskyy 1 saradnici, 2010; Armbruster i saradnici, 2001). U slucaju primene modifikacija
dobijenih termi¢kom obradom klinoptilolita na temperaturama veé¢im od 400 °C zbog narusavanja
kristalne strukture, vrednosti efikasnost su nize od 70 % za neke PAU. Moze se zakljuditi da je
obrada klinoptilolita na temperaturama od 300 i 400 °C (A2 i A3 modifikacije) optimalna za
ekstrakciju PAU iz vode. S obzirom da je razlika u vrednostima efikasnosti za A2 i A3
modifikaciju zanemarljiva, za validacione eksperimente izabrana je modifikacija A2 koja je
pripremljena termickim tretmanom klinoptilolita na nizoj temperaturi (300 °C) iz ekonomskih
razloga i postizanja boljih vrednosti efikasnosti lakin PAU u odnosu na primenu A3 modifikacije.
Primenom A2 modifikacije kao sorbenta kod svih lakih PAU i svih teskih PAU osim fluorantena
pri nivou spajkovanja 0,5 pg mL™ (132,0+0,3 %) i pirena pri nivoima spajkovanja 1,5 i 3 pug mL"
1(66,9+0,9 i 63,5+0,4 %) postignut je odgovarajuéi kriterijum efikasnosti. Vrednosti efikasnosti
dobijene primenom ove modifikacije bile su u intervalu od 63,5+0,4 (piren) do 132,0+0,3 %
(fluoranten). Dobijeni rezultati ispitivanjem efikasnosti u saglasnosti su sa rezultatima dobijenim
od strane Nuhu i saradnika (2012) pri odredivanja PAU u vodi D-p-SPE-GC-FID metodom koji

su u proceduri pripreme uzoraka koristili CaCOs3 kao sorbent.

Na slikama 23, 24 i 25 prikazani su GC — MS hromatogrami snimljeni u SIM modu
ekstakata dobijenih disperzivnom mikroekstrakcijom ¢vrstom fazom gde je kao sorbent primenjen
klinoptilolit termicki modifikovan na temperaturi od 300 °C (modifikacija A2) za sva tri nivoa

spajkovanja.
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Slika 23. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog disperzivnom
mikroekstrakcijom &vrstom fazom za nivo spajkovanja od 0,5 pg mL™ gde je kao sorbent
primenjen klinoptilolit modifikovan na 300 °C (modifikacija A2).

1. 2-hlorfenol-3,4,5,6-ds (surogat standard), 2. naftalen, 3. 2-fluorobifenol (surogat standard), 4. acenaftilen, 5.
acenaften dio (unutra$nji standard), 6. acenaften, 7. 2,4,6- tribromofenol (surogat standard), 8. fluoren, 9. fenantren
d1o (unutrasnji standard), 10. fenantren, 11. antracen, 12. fluoranten, 13. piren, 14. hrizen, 15. benzo[a]antracen, 16.
benzo[b]fluoranten, 17. benzo[k]fluoranten, 18. benzo[a]piren, 19. perilen di2 (unutrasnji standard), 20. indeno[1,2,3-
cd] piren, 21. dibenzo[a,h]antracen,22. benzo[g,h,i]perilen

Relativni i
o
wm
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5 17 18} 20,21,22
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Slika 24. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog disperzivnom
mikroekstrakcijom &vrstom fazom za nivo spajkovanja od 1,5 pug mL*? gde je kao sorbent
primenjen klinoptilolit modifikovan na 300 °C (modifikacija A2).

1. 2-hlorfenol-3,4,5,6-ds (surogat standard), 2. naftalen, 3. 2-fluorobifenol (surogat standard), 4. acenaftilen, 5.
acenaften dio (unutras$nji standard), 6. acenaften, 7. 2,4,6- tribromofenol (surogat standard), 8. fluoren, 9. fenantren
d1o (unutrasnji standard), 10. fenantren, 11. antracen, 12. fluoranten, 13. piren, 14. hrizen, 15. benzo[a]antracen, 16.
benzo[b]fluoranten, 17. benzo[k]fluoranten, 18. benzo[a]piren, 19. perilen di2 (unutrasnji standard), 20. indeno[1,2,3-
cd] piren, 21. dibenzo[a,h]antracen,22. benzo[g,h,i]perilen
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Slika 25. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog disperzivnom
mikroekstrakcijom &vrstom fazom za nivo spajkovanja od 3 pg mL* gde je kao sorbent primenjen
klinoptilolit modifikovan na 300 °C (modifikacija A2):

1. 2-hlorfenol-3,4,5,6-ds (surogat standard), 2. naftalen, 3. 2-fluorobifenol (surogat standard), 4. acenaftilen, 5.
acenaften dio (unutra$nji standard), 6. acenaften, 7. 2,4,6- tribromofenol (surogat standard), 8. fluoren, 9. fenantren
dio (unutradnji standard), 10. fenantren, 11. antracen, 12. fluoranten, 13. piren, 14. hrizen, 15. benzo[a]antracen, 16.

benzo[b]fluoranten, 17. benzo[k]fluoranten, 18. benzo[a]piren, 19. perilen di» (unutrasnji standard), 20. indeno[1,2,3-
cd] piren, 21. dibenzo[a,h]antracen,22. benzo[g,h,i]perilen

Pri datim uslovima snimanja postignuto je optimalno razdvajanje svih analiziranih
komponenti. U oblastima retencionih vremena gde se nalaze pikovi analiziranih jedinjenja ne
postoje Sumovi.

Parametri validacije metode prikazani su u tabeli 16.
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Tabela 16. Analiticki parametri validacije D-p-SPE — GC-MS analize prioritetnin PAU u
uzorcima vode, primenom termicki modifikovanog klinoptilolita (300 °C) kao sorbenta

Kvantifi

L Jednacina
PAU R.t ka_C|on| kalibracione r RSD U LO[_)l LO%
[min]  jon [%]  [%] [ugL7] [ugL7]

prave

[m/z]

Naftalen 11,16 128 y=11,39*x 0,99 0,03 0,02 0,01 0,02
D Acenaftilen 16,08 152 y=6,49*x 098 6,49 0,59 0,26 0,78
E Acenaften 17,07 152 y=7,99*x 099 126 0,13 0,05 0,14
'_g Fluoren 19,96 165 y=6,59*x 098 568 061 0,27 0,81
- Fenantren 23,28 178 y=3,95*x 0,99 476 0,93 0,67 2,04
Antracen 23,65 178 y=2,30*Xx 098 4,19 0,37 0,45 1,38
Fluoranten 27,74 202 y=1,07*x 099 185 0,30 0,80 2,42
Piren 28,51 202 y=1,81*x 098 346 042 0,66 2,00
Hrizen 33,20 228 y=0,82*x 0,99 182 0,26 0,92 2,17
3 Benzo[a]antracen 33,53 228 y=1,19*x 0,99 0,63 0,06 0,15 0,44
&~ Benzo[b]fluoranten 37,19 252 y=1,33*x 0,99 1,04 0,09 0,19 0,56
;—S Benzo[Kk]fluoranten 37,29 252 y=0,71*x 098 394 0,53 0,72 2,18
& Benzo[a]piren 38,24 252 y=5,01*x 0,97 2,09 0,33 0,19 0,58
Indeno[1,2,3-cd]piren 41,75 277 y=0,90*x 0,97 0,69 0,08 0,25 0,76
Dibenzo[a,hlantracen 41,79 278 y=1,15%x 099 188 0,28 0,69 2,10
Benzo[g,h,i]perilen 42,40 276 y=1,65*x 099 390 043 0,74 2,24

X - relativni intenzitet signala; y - koncentracija analita; m/z - odnos mase i naelektrisanja jona;

Linearnost metode predstavljena je jednaCinama kalibracionih pravih 1 koeficijentima
korelacije Cije su vrednosti bile u odgovaraju¢em intervalu za sve odredivane PAU osim za

benzo[a]piren i indeno[1,2,3-cd]piren (r = 0,97).

Preciznost metode bila je u saglasnosti sa odgovaraju¢im kriterijumom za preciznost
analiticke metode. Dobijene RSD vrednosti u i intervalu od 0,03 (naftalen) do 6,49 % (acenaftilen)
u saglasnosti su sa RSD vrednostima dobijenim od strane Nuhu i saradnika (2012) pri odredivanju
PAU u vodi GC-MS metodom analize gde je kao tehnika pripreme uzoraka primenjena D-u-SPE,

a kao sorbent je koris¢en CaCOs.

Merna nesigurnost izrazena kao proSirena merna nesigurnost bila je u granicama
odgovarajuceg Kriterijuma, a vrednosti prosirene merne nesigurnosti bile su izmedu 0,02 %

(naftalen) i 0,93 % (fenantren).

Vrednosti granica detekcije bile su u opsegu od 0,01 (naftalen) do 0,92 ug L™ (hrizen).
Granice kvantifikacije bile su u intervalu od 0,02 (naftalen) do 2,42 pg L (fluoranten). Dobijene



LOD i LOQ vrednosti u saglasnosti su sa rezultatima dobijenim od strane Abboud i saradnika
(2018) za D-p-SPE-GC-MS analizu PAU u vodi gde je kao sorbent kori$¢en kalcijum alginat.

4.1.2 Optimizacijaivalidacija D-pu-SPE tehnike pripreme uzoraka za GC-MS analizu PAU
iz vode upotrebom hemijsko - termi¢ki modifikovanog klinoptilolita (0,01 mol Lt HCI
i temperature od 120, 300, 400, 500, 600 i 700 °C)

Rezultati dobijeni ispitivanjem efikasnosti prikazani su u tabeli 17.

Tabela 17. Efikasnost odredivanja 16 prioritetnih PAU dobijena GC - MS analizom ekstrakata
nakon D-p-SPE gde su kao sorbenti primenjene modifikacije pripremljene tretmanom
Klinoptilolita 0,01 mol L't HCI i na razli¢itim temperaturama: 120 °C (B1), 300 °C (B2), 400 °C
(B3), 500 °C (B4), 600 °C (B5) i 700 (B6) °C

B AH spajlﬁlo\iloanja B1 B2 B3 B4 B5 B6
[ig ML [%0] [%0] [%0] [%0] [%0] [%0]
0,5 106+3 88+7 86+3 82+13 82+3 89+4
Naftalen 15 80+2 59+11 6745 66+10 62,4+0,7 68+5
3 85+1 80+2 67+2 61+2 58+7 T4+4
0,5 95+7 7646 87+10 84+8 90+6 10249
Acenaftilen 15 88+2 50+3 58+9 64+4 62,0+0,7 84,7+0,3
3 86,9+0,5 80+6 54+1 7043 79+3 69+6
0,5 11443 11748 11148 98+9 7948 104+2
Acenaften 15 85+6 79+10 80+9 93+6 90+5 103+12
3 119+7 84+4 84+3 89+4 7344 95+1
0,5 102+1 113+1 112+11 11746 123+7 129+4
Fluoren 1,5 97+9 T77+7 7615 95+7 91+1 106+5
3 129+1 80+3 94+10 11143 7947 98+9
0,5 109+8 80+4 80+7 7549 7145 7642
Fenantren 15 82+4 61+8 58+6 6718 57+1 66+6
3 113+2 67,5+0,8 82+8 108,1+0,5 76+7 85+3
0,5 11249 134+7 13749 12945 12249 130+4
Antracen 15 106+7 88+7 88+1 113+4 98+1 114+7
3 117,9+0,7  115+1 120+1 12045 124+6 139+3
0,5 12142 91+4 94+3 104+8 9446 106+1
Fluoranten 15 9745 63+8 7045 103+10 84+3 10449
3 101+8 88,6+0,2 90+4 101+2 83+7 94+2
Biren 0,5 10645 83+4 89+8 9746 88+7 99+2
1,5 69+7 65+7 111+4 102411  81,2+0,7 90+9




Nivo
PAH spajkovanja
[ug mL]

B1 B2 B3 B4 B5 B6
[%0] [%0] [%0] [%0] [%0] [%0]

UZX 10 VES ot UZx UoXo gyax
05 105£10 8622 89+1 10645 6945 8746
Hrizen 15 85+7 6445 63+3 12345 89+1 118+4
3 119+4 10443 94+2 124+10 90+6 844
05 7749 7145 74+7 7043 63+2 63+7
Eﬁt?gggﬁ] 15 56+8 56+8 5743 7042 50+1 8315
3 80+8 50+4  58,4+0,8 5945 57¢10  61#11
05 108+1 99+3 105+9 108+3 114+4  108+4
Benzo[a]piren 15 101+8 104+1 102+7 95+7 101+2 102+11
3 103+4 100£1 100£2 98,1403  98+2 100£2
05 10245 90+6 91+7 95+7 92+6 83+6
Benzo[b] 15 9547 94+6 64+9 79,6403  62+4 6745
fluoranten
3 96212 105+10 9545 5845 56211 81+3
05 94+7 87+3 8948 8242 8740 5646
ﬁenzo["] 15 92+3 9143 8245 66+1 58+3 52+10
uoranten
3 11146 6046 59+3 6647 6945 42412
Indeno 05 11542 11144 94+3 104+8 94+6 106+1
[1,2,3-cd] 15 8621 79+10 80+2 9246 90+5  103+12
piren 3 112+1 80+3 94+4 11143 79+7 88+9
_ 05 9427 87+3 89+8 82+2 87+0 5646
aDn'tbr‘;rgZﬁ[a'h] 15 95+7 94+6 54+9 79,603  62+4 5745
3 11244  88,6£02  90+4 10142 83+7 74+2
Benzo[g,h, ] 0.5 92+6 852 92+1 8745 82+3 9145
perilen 15 9624 7846 67+11 66+3 62,4407 6845
3 95+1 84+4 84+3 89+3 7314 91+7

Modifikacija klinoptilolita upotrebom HCl dovodi do uklanjanja necisto¢a iz pora
klinoptilolita pri ¢emu dolazi do dekatjonizacije izmenljivih katjona - dolazi do izmene metalnih
katjona H* jonima iz kiseline i poveéanja otvora kanala u klinoptilolitu - povecavanja specifi¢ne
povrsine (Wang i Peng, 2010; Christidis i saradnici, 2003; Margeta i saradnici, 2013). Klinoptilolit
se karakteriSe kao materijal koji ima visoku stabilnost prema dejstvu jakih kiselina pri ¢emu
zadrzava silicijumsku strukturu. U reakciji klinoptilolita i HCI oslobada se AlClz (dealuminacija),
a povecavaju se hidrofobne karakteristike, specificna povrSina i1 dolazi do povecavanja
mikroporoznosti u strukturi §to za rezultat ima reverzibilnu sorpciju PAU. Upotrebom niske

koncentracije kiseline (0,01 mol L) i niske temperature obrade (120 °C) za pripremu sorbenta
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dobijen je jeftin sorbent ¢ijom primenom u D-U-SPE pri analizi PAU iz vode se postizu najbolje
vrednosti efikasnosti iz ove grupe sorbenata. Vrednosti efikasnosti primenom ove modifikacije
bile su u saglasnosti sa odgovaraju¢im kriterijjumom efikasnosti i u granicama od 56+8 %
(benzo[a]antracen) do 129+1 % (fluoren). Ovakve vrednosti efikasnosti u saglasnosti su sa
rezultatima Xia i saradnika (2018) za D-p-SPE-HPLC-DAD metodu analize PAU i primeni FezO4
kao sorbenta za pripremu uzoraka voda. Na vi§im temperaturama obrade kiselinom modifikovanog
klinoptilolita zabelezene su loSije vrednosti efikasnosti. Zbog svega navedenog, optimalna
temperatura, kada se za pripremu sorbenta koristi 0,01 mol L™ HCI u reakciji sa klinoptilolitom je

120 °C - B1 modifikacija. Ova modifikacija kori$¢ena je za dalje validacione eksperimente.

Analiticki parametri validacije prikazani su u tabeli 18.
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Tabela 18. Analiticki parametri validacije D-pu-SPE — GC-MS analize PAU dobijenim analizom
ekstrakata pripremljeni upotrebom sorbenta koji je pripremljen modifikacijom hlorovodoni¢nom

kiselinom 0,01 mol L™ i termicki tretiran na temperaturi od 120 °C (B1).

Kvantifika

Jednacina

. L . . RSD U LOD LOQ
PAU Rt [min] CIC[)rI;I]I/ ;j)n kaéli:?\(/:éon r [%] [%] oLy [ug LY
Naftalen 11,065 128 y=12,264*x 0,98 135 1,92 0,45 1,35
Acenaftilen 16,926 152 y=7,207*x 098 214 230 0,91 2,76
5 _Acenaften 17,633 152 y=8,867*x 099 485 6,90 2,22 6,74
g Fluoren 19,565 165 y=7,318*x 0,98 8,28 9,97 3,89 11,79
'z _Fenantren 23,321 178 y=4,390*X 099 298 4,60 2,99 9,07
S Antracen 23,323 178 y=2,554*x 097 917 767 8,58 25,99
Fluoranten 27,699 202 y=1,885%*x 0,97 3,81 5,48 8,31 25,19
Piren 28,502 202 y=2,007*x 098 6,09 8,03 11,43 34,63
Hrizen 33,173 228 y=0,880*x 097 647 757 24,58 74,49
Benzo[a]antracen 33,315 228 y=2,143*X 098 730 920 12,27 37,18
Benzo[b]fluoranten 37,815 252 y=1,427*X 0,97 8,88 7,01 14,03 42,52
Benzo[k]fluoranten 36,311 252 y=0,770*x 098 6,82 8,43 31,29 94,83

= Benzo[a]piren 38,281 252 y=b,728*x 098 338 3,83 1,91 5,80
§ Indeno[1,2,3-cd]piren 41,586 277 y=1,004*x 0,97 982 9,82 27,95 84,71
& _Dibenzo[a,h]antracen 41,746 278 y=1,295*x 09 6,40 8,43 18,61 56,41
& Benzo[g,h,i]perilen 42,335 276 y=1,761*x 0,97 4,98 4,98 8,09 24,51

X - relativni intenzitet signala; y - koncentracija analita; m/z - odnos mase i naelektrisanja jona; r — koeficijent

korelacije

Koeficijenti korelacije, kao pokazatelji linearnosti, bili su u okviru postavljenog

kriterijuma za vecinu odredivanih PAU. Koeficijenti korelacije koji su odstupali od zahtevanog

kriterijuma su zabelezeni kod antracena, fluorantena, hrizena, benzo[b]fluorantena, indeno[1,2,3-

cd]pirena i benzo[g,h,i]perilena (0,97) i dibenzo[a,h]antracena (0,96).

Vrednosti preciznosti merenja izrazene kao RSD (%) bile su u opsegu 1,35 % (naftalen)

do 9,82 % (indeno[1,2,3-cd]piren) i bile su odgovaraju¢em intervalu preciznosti. Dobijene RSD

vrednosti slazu se sa rezultatima koje su dobili Xia i saradnici, 2018 pri analizi PAU iz vode D-p-

SPE -HPLC-DAD (upotrebom FezO4 kao sorbenta pri pripremi uzoraka vode).

Merna nesigurnost izraZzena proSirenom mernom nesigurnoséu bila je u opsegu od 1,92 %

(naftalen) do 9,82 % (indeno[1,2,3-cd]piren). Sve vrednosti proSirene merne nesigurnosti bile su

U odgovarajuc¢em intervalu.



NajniZa granica detekcije zabeleZena je za naftalen i iznosila je 0,45 pg L, dok je najveéa
vrednost granice detekcije iznosila 27,95 pg L™ za indeno[1,2,3-cd]piren. Granice kvantifikacije
bile su opsegu od 1,35 g L za naftalen do 94,83 pg L™ za benzo[k]fluoranten. Vrednosti granica
detekcije 1 kvantifikacije bile su ve¢e u odnosu na dobijene vrednosti od strane Xia i saradnici,
2018 pri analizi PAU iz vode D-p-SPE -HPLC-DAD (upotrebom FesO4 kao sorbenta pri pripremi

uzoraka).

4.1.3 Optimizacijaivalidacija D-p-SPE tehnike pripreme uzoraka voda za GC- MS analizu
PAU iz vode upotrebom hemijsko - termicki modifikovanog klinoptilolita (0,1 mol L
L HCI i temperature od 120, 300, 400, 500, 600 i 700 °C)

Optimizacija metode D-p-SPE-GC-MS izvrSena je primenom sorbenata pripremljenih
modifikacijom klinoptilolita 0,1 mol L™t HCI i termicki tretiranog na temperaturama od 120, 300,
400, 500, 600 i 700 °C.

Razultati dobijeni procenom efikasnosti metode prikazani su u tabeli 19 kao srednja

vrednost efikasnosti£SD.

Tabela 19. Efikasnost odredivanja 16 prioritetnih PAU dobijena GC - MS analizom ekstrakata nakon D-
M-SPE metode gde su primenjeni sorbenti bili klinoptilolitne modifikacije pripremljene modifikacijom
klinoptiloita 0,1 mol L™ HCI i na razli¢itim temperaturama: 120 °C (C1), 300 °C (C2), 400 °C (C3), 500
°C (C4), 600 °C (C5) i 700 °C (C6).

AN Spaj':'(:)‘(/‘;nja c1 c2 c3 ca C5 C6

A Pl 4] ool (%) 0] %)
0,5 77+4 74+3 882 02+3 92+3 894
Naftalen 15 683 59+1 57+1 6613 624407  68+3
3 85+1 80+2 57+2 6142 60+2 7443
05 96:+4 76+3 582 062 804 67+1

Acenaftilen 15 882 60+3 48+3 6413 62,1407 84,703
3 87,0:05  80+4 541 70+3 69+3 63+1
05 79+1 10743 11147 117,906 7948 10442
Acenaften 15 76+8 7942 805 92+1 90+5 103+1
3 90+7 84+2 84+3 89+1 73+4 95:+1
05 67+4 113+1 11242 117+2  123+7  131#4
Fluoren 15 804 77+3 76:+4 952 91+1 106+4
3 85+1 80+3 042 111+3 7942 88+3
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Nivo

BAH spajkovanja c1 c2 c3 c4 Cc5 C6
e o] %] o] el e (%)
05 83+2 90+4 80+6 75+4 71+4 7642
Fenantren 1,5 5845 61+2 59+6 67+3 57+1 66+5
3 7542 67,6+0,8  82+4 98,105 76+4 85+2
05 7541 5742 9245 120+4 122+2 129+4
Antracen 15 80+3 7142 88+1 11343 98+1 11443
3 99+6 86+1 12042 99+1 89+1 11543
05 7345 91+4 94+3 10443 94+6 106+1
Fluoranten 15 93+1 6843 602 103+1 8443 103+2
3 10741 88,6202 9043 1011 83+4 94+2
05 86+5 83+4 89+3 97+2 88+7 99+2
Piren 15 64+2 69:+2 96+2 10241 81,2407 90+3
3 8245 7942 7842 102+1 12543 9442
05 55+3 86+2 89+1 10645 6945 77+2
Hrizen 15 63+4 64+3 63+3 12245 80+1 71+4
3 58+4 84+3 94+2 124+4 9045 84+3
05 77+2 7142 60+2 69+3 63+2 63+7
Benzo[a] 15 56+8 58+3 4743 68+2 50+1 83+5
antracen
3 80+3 6142  444+08  64+4 57+2 61+1
05 7545 9942 10543 108+3 114+4 8045
Eifgrz]o[a] 15 78+2 10421 10243 95+1 101+2 78+2
3 80+2 10021 10042  98,1+03 98+2 1002
05 10245 90+1 9142 95+2 91+1 103+1
Benzo[b]
fluoranten 15 95+3 94+2 63+3  79,620,3 6243 57+3
3 96+2 105+2 95+4 58+1 56+1 7143
05 94+7 87+3 89+8 82+2 7243 56+6
ﬁenzo[k] 15 0143 0143 8245 66+1 48+3 52+10
uoranten
3 99+3 60+4 50+3 66+3 49+3 42+12
Indeno 05 115+4 91+3 94+3 104+8 94+2 106+1
[1,2,3-cd] 15 76+1 79+1 80+2 92+6 9045 103+2
piren 3 97+3 80+3 9442 11143 7942 88+3
_ 05 65+4 87+3 89+3 82+2 87+1 56+6
s:rri]lzeon[g’hll] 15 95+7 04+3 63+4 79,6403 62+3 5745
3 10047 88,6202 9043 10142 83+3 74+2
_ 05 63+4 84+2 92+1 8745 82+3 9145
Dibenzo[a,h] 15 96+4 7845 67+1 66+3 62,4407 6845
antracen
3 95+1 84+4 84+3 89+3 73+4 91+7
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Ukoliko se poveca koncentracija primenjene HCI za modifikaciju Klinoptilolita sa 0,01 na
0,1 mol L, a temperature obrade ostanu nepromenjene, dobijaju se 6 novih sorbenata. Njihovom
primenom u D-p-SPE tehnici pripreme uzoraka spajkovane vode za GC - MS analizu PAU,
odredena je ta¢nost metode. Na osnovu dobijenih rezultata zakljuCuje se da je optimalna
temperatura kiselinom modifikovanog klinoptilolita 500 °C (C4 modifkacija). Primenom ove
modifikacije adekvatna efikasnost postignuta je za tri laka PAU (acenaften, fluoren i antracen) i
Sest teSkih PAU (fluoranten, piren, hrizen, benzo[a]piren, indeno[1,2,3-cd]piren i
benzo[g,h,i]perilen). Vrednosti efikasnosti primenom ove modifikacije bile su u intervalu od 58+1
% (benzo[b]fluoranten) do 129+4 % (antracen). Dobijene vrednosti efikasnosti bile su nize u
odnosu na rezultate dobijene od strane Nuhu i saradnika (2014) za D-u-SPE - GC - FID analizu

PAU iz uzoraka vode gde je kao sorbent koris¢en CaCOz.
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Tabela 20. Analiti¢ki parametri validacije metode D-p-SPE — GC-MS analize dobijenim analizom
ekstrakata gde je pri pripemi uzoraka primenjen klinoptilolit modifikovan 0,1 mol L HCI i
termicki tretiran na temperaturi od 500 °C (C4 modifikacija)

Kvanti

o Jednacina
PAU R.t fll_<a_10|0 kalibracione r RSD U LOD_l LOQl
[min]  nijon Kri [%0]  [%] [mgL*] [pglL?]

rive

[m/z]

Naftalen 11,056 128 y=12,264*x 098 235 3,35 0,78 2,36
D Acenaftilen 16,909 152 y=7,208*x 097 215 231 0,92 2,77
g Acenaften 17,617 152 y=8,667*x 099 049 0,69 0,23 0,69
';_/; Fluoren 19,55 165 y=7,224*X 098 566 681 2,70 8,17
- Fenantren 23,201 178 y=7,329*Xx 0,99 6,73 10,39 4,05 12,28
Antracen 23,307 178 y=2,639*x 099 644 566 6,13 18,56
Fluoranten 27,687 202 y=1,900*x 098 642 924 13,89 42,10
Piren 28,483 202 y=1,970*x 097 526 6,93 10,05 30,46
Hrizen 33,302 228 y=0,917*x 099 493 577 17,99 54,51
i Benzo[a]antracen 33,452 228 y=2,132*X 098 2,75 346 4,64 14,07
& Benzo[b]fluoranten 37,124 252 y=1,427*X 0,96 4,39 3,46 6,94 21,02
&£ Benzo[K]fluoranten 37,724 252 y=0,786*x 099 654 8,08 29,40 89,08
= Benzo[a]piren 38,079 252 y=5,494*x 0,98 2,04 2,31 1,20 3,64

Indeno[1,2,3-cd]piren 41,61 276 y=0,981*x 09 924 924 26,92 81,59

Dibenzo[a,h]Jantracen 41,787 278 y=1,284*x 099 175 231 514 15,58

Benzo[g,h,i]perilen 42,381 276 y=1,762*x 0,97 5,66 5,66 9,18 27,81

X - relativni intenzitet signala; y - koncentracija analita; m/z - odnos mase i naelektrisanja jona; r — koeficijent
korelacije

Linearnost metode je izraZena jednac¢inama kalibracionih pravih i koeficijentima korelacije
(r). Koeficijenti korelacije bili su ve¢i od 0,98 za vecinu odredivanih PAU osim za acenaftilen,

piren, benzo[g,h,i]perilen (0,97) i benzo[b]fluoranten i indeno[1,2,3-cd]piren (0,96).

Preciznost metode koja je izrazena RSD vrednostima bile su u saglasnosti sa
odgovaraju¢im Kriterijumom RSD vrednosti za analizu niskih koncentracija analita i bile su u
opsegu od 0,49 % (acenaften) do 6,73 % (fenantren). Dobijene RSD u saglasnosti su sa rezultatima
dobijenim od strane Nascimento i saradnika (2019) pri D-u-SPE-GC-MS analizi PAU u vodi gde

je kao sorbent koris¢en C18.

Prosirene merne nesigurnosti (U) bile su u opsegu od 0,69 % (acenaften) do 10,39 %
(fenantren). Sve dobijene vrednosti proSirene nesigurnosti bile su u okviru odgovarajuceg

kriterijuma.

Najniza granica detekcije zabeleZena je za acenaften (0,23 pg L), dok je najveéa vrednost

granice detekcije iznosila za benzo[k]fluoranten (29,40 ug L™). Granice kvantifikacije bile su u
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opsegu od 0,69 pg L (acenaften) do 89,08 pg L (benzo[K]fluoranten). Vrednosti granica

detekcija i kvantifikacija bile su ve¢e u odnosu na dobijene vrednosti od strane Nascimento i

saradnika (2019).

4.1.4 Optimizacija i validacija D-u-SPE tehnike pripreme uzoraka za GC-MS analizu PAU

iz vode upotrebom hemijsko - termicki modifikovanog kllinoptilolita (1 mol L' HCI i
temperature od 120, 300, 400, 500, 600 i 700 °C)

Rezultati dobijeni procenom efikasnosti metode za 6 razli¢ito pripremljenih sorbenata

prikazani su u tabeli 21 kao srednja vrednost efikasnosti+SD.

Tabela 21. Efikasnost odredivanja 16 prioritetnih PAU dobijena GC-MS analizom ekstrakata
nakon D-u-SPE fazom gde su primenjeni sorbenti bili klinoptilolitne modifikacije pripremljene
tretmanom sa 1 mol L hlorovodoni¢ne kiseline i na razli¢itim temperaturama: 120 'C (D1), 300
°C (D2), 400 °C (D3), 500 °C (D4), 600 °C (D5) i 700 (D6) °C

Nivo

PAH spajkovanja D1 D2 D3 D4 D5 D6
g mL-] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
0,5 100+2 11042 119+2 84+4 121,2+0,6 763
Naftalen
15 78,9+0,8 83+4 90,0+0,5 94+2 86+2 53,4+0,5
3 81+1 81+1 79,7+0,7 66,8+0,2 131,9+0,4 51,9+0,2
. 0,5 72+3 76+1 81+4 46+1 39+1 47,0+0,7
Acenaftilen
15 51+2 51+6 60,2+0,5 41,46%0,05 35,6+0,5 37,8+0,2
3 64+2 51,1+0,8 55+4 38,1+0,7 50+1 36,3+0,1
0,5 11544 96+2 124+1 82+2 78,8+0,1 85,8+0,8
Acenaften 15 87+3 94+6 92,5+0,1 85,55+0,03 75,4+0,2 74,0+0,2
3 100+1 90+1 98,02+0,03 74+1 115+1 72,4+0,1
Fluoren 0,5 105+1 109+3 94,5+0,6 95,1+0,2 118+0,3 7243
15 99+1 92+6 96+2 89,3+0,5 11142 54,6+0,2
3 105,1+0,6 88+2 92+2 68,5+0,6 101+1 52,7+0,5
0,5 108+2 90,2+0,2 103,3+0,9 78+2 92+1 63+1
Fenantren 15 85+2 64+3 792 66,30,5 67,4+0,7 48+1
3 100,9+0,4 7942 82+1 56,0+0,6 87,9+0,1 48,0+0,1
0,5 102+2 86,2+0,1 109,2+0,8 112,2+0,9 90+2 110+3
Antracen
15 11743 119+2 117+4 116,5+0,8 101+2 81+3
3 114,76810,0 116+3 131,23+0,01 98,1+0,5 114,1+0,7 84,1+0,2
Fluoranten 0,5 88+1 119,7+0,5 119,1+0,1 12845 11843 61,5+0,3
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Nivo

PAH spajkovanja [())1 D2 D3 D4 D5 D6
e [%] [%] [%] [9%] [%] [%]
15 109,0£0,9 1142 11744 9413 87+1 71£1
3 107,9+0,7 11842 11842 86+1 11142 72,73+0,5
05 11842 98,920,1 79,7408 74%3 61,2405 5742
Piren 15 71£1 6742 63£1 51,49:0,02  56,0+0,4 4321
3 863 65,840,3 73£3 50,11 71,3201  45,740,6
Hriven 05 10542 6944 91,740,2 11542 10644  59,1#0,3
15 114+1 101£1 58,240,5 105£3 87+1 42,940,8
3 981 95+1 57+1 88,90,3 8514 5142
Benzo[a] 0,5 70£2 7142 36,520,8 5542 7647 7624
antracen 1,5 5643 61+1 26+2 4611 6748 5415
3 59,240, 58+2 32,6£0,6 474 58+3 55+1
Benzo[a]pire 05 99+1 115,4+0,9 11941 913 774 92+1
n 1,5 96,50£0,02  99,1%0,2 93,5£0,5 92,3+0,4 101£2 92,9401
3 102,3t0,6 118,105  106,5:0,1 91,3203 95+1 9743
Benzo[b] 05 60£1 4621 4621 4241 42,120,1 4542
fluoranten 1,5 48,740,2 64+1 4943 51+2 50,9+0,7 54+2
3 575804  48,6£04 70,420,3 56,240,3 6521 40,820,1
05 79,120,1 662 4622 59+1 41,840,4 81+2
f?uec:‘rzz[t'g] 1,5 50,2¢0,4  89,3%0,7 58+2 68+2 57+1 62,7407
3 66,740,5 8424 60,98£0,05  64,4£0,6 33+1 63,840,3
Indeno 05 558102  76,6£0,8 68+1 7242 7445 8748
[l’si’fe',f d] 15 50,31 64+2 54,2+0,9 67,3207  54,1:0,5 5843
3 5541 5243 57+1 55+1 90,0+0,6 60+2
_ 05 70£2 58+2 65,040,8 68+2 65+1 65£3
Sn'tbrzgz;’[a'h] 1,5 63+2 76,3%0,6 7742 10644 7242 8742
3 7843 1002 8542 110+1 79,540,2 94+1
05 74,740,8 62+2 69,8+0,5 54+3 11541 73+1
Benzo[g,h,i]
erilon 1,5 60,370,07 7242 10943 60+6 1062 7240,5
3 68+2 88,930,01 105+1 7243 117,1#0,7 101+l

Ukoliko se za pripremu sorbenta primeni 1 mol L™ HCI, a temperature termicke obrade
ostaju iste, optimalna temperatura obrade kiselinom modifikovanog klinoptilolita je 120 °C (D1)
za postizanje odgovarajuce efikasnosti pri analizi PAU iz vode spajkovane u tri razlicite

koncentracije. Upotrebom 1 mol L™ HCI za modifikaciju klinoptilolita Tsitsishvili i saradnici



(1992) dokazali su da se gubi veliki deo tetracdarski vezanog aluminijuma. Na taj nacin povecane
su hidrofobne karatkeristike povrsine klinoptilolita, poveéani su otvori pora u klinoptilolitu, a zbog
znatno manjih dimenzija H* omogucena je reverzibilna sorpcija nepolarnih PAU kao sorbata
prilikom pripreme uzoraka $to je uslovilo postizanje odgovarajuce efikasnosti. Primenom D1
modifikacije kao sorbenta odgovarajuca efikasnost postignuta je za 5 lakih PAU (naftalen,
acenaften, fluoren, fenantren i antracen) i 4 teSka PAU (fluoranten, hrizen, piren i benzo[a]piren),
a vrednosti efikasnosti bile su u intervalu od 48,7+0,2 % (benzo[b]fluoranten) do 118+2 % (piren).
Na viSim temperaturama obrade kiselinom modifikovanog klinoptilolita zbog razaranja kristalne
strukture smanjene su adsorpcione karakteristike (Vasylechko i saradnici, 2003) $to je uslovilo da
se primenom modifikacija D2-D7 kao sorbenata u D-p-SPE tehnici pripreme uzoraka spajkovane

vode dobijaju vrednosti efikasnosti nize od 70 %.

D1 modifikacija primenjena je za validacione eksperimente. Analiticki parametri

validacije prikazani su u tabeli 22.
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Tabela 22. Analiticki parametri validacije metode D-y-SPE — GC-MS analize dobijeni analizom
ekstrakata gde je pri pripremi uzoraka primenje soberbens pripremljen modifikacijom
klinoptilolita 1 mol L™ hlorovodoni¢nom kiselinom i termi¢ki tretiran na temperaturi od 120 °C
primenjeni sorbent (D1 modifikacija)

Kvantifi

. kacioni , Jednacina RSD  Uc LOD LOQ

PAU Rt [min] jon kallsrr:\(/:éone r [%] [%] gLy [ug LY

[m/z]

Naftalen 11,054 128 y=12,102*x 0,98 189 2,69 0,63 1,92
D Acenaftilen 16,905 152 y=7,465*x 0,99 1,38 1,48 0,57 1,72
§ Acenaften 17,710 152 y=9,078*x 0,99 199 283 0,89 2,70
'_g Fluoren 19,543 165 y=7,318*x 0,98 252 3,03 1,18 3,59
- Fenantren 23,201 178 y=4,494*x 0,99 0,16 0,24 0,16 0,47

Antracen 23,299 178 y=2,639*x 0,99 001 0,10 0,10 0,32

Fluoranten 27,676 202 y=1,900*x 0,97 041 0,59 0,89 2,71

Piren 28,475 202 y=2,058*x 0,99 0,09 011 0,16 0,48

Hrizen 33,157 228 y=0,917*x 0,99 401 4,69 14,62 44,30
3 Benzo[a]antracen 33,295 228 y=2,215*x 0,99 160 202 2,60 7,88
& Benzo[b]fluoranten 37,047 252 y=1,347*x 0,97 1,36 1,07 2,28 6,90
= Benzo[k]fluoranten 37,139 252 y=0,766*x 0,98 0,90 111 4,15 12,57
= Benzo[a]piren 38,099 252 y=5,804*x 0,98 2,02 229 1,13 3,42

Indeno[1,2,3-cd]piren 41,564 276 y=1,043*x 0,99 098 0,98 2,68 8,13

Dibenzo[a,h]antracen 41,769 278 y=1,284*x 0,99 447 589 13,11 39,73

Benzo[g,h,i]perilen 42,484 276 y=1,761*x 0,97 2,17 2,17 3,53 10,68

X - relativni intenzitet signala; y - koncentracija analita; m/z - odnos mase i naelektrisanja jona; r - korelacionni

koeficijent

Koeficijenti korelacije su za ve¢inu odredivanih PAU bili ve¢i od 0,98 dok su za fluoranten,

benzo[b]fluoranten i benzo[g,h,i]perilen iznosili 0,97.

Preciznost metode bila je u okviru odgovarajuéeg kriterijuma preciznosti pri cemu su RSD

vrednosti bile najnize za antracen (0,01 %), fenantren (0,16 %), piren (0,09 %), dok su najvece
vrednosti RSD zabelezene za hrizen (4,01 %) i dibenzo[a,h]antracen (4,47 %). RSD vrednosti u

saglasnosti su RSD vrednostima dobijenim od strane Galan-Cano i saradnika (2011) prilikom D-

M-SPE - GC-MS odredivanja PAU u vodi uz primenu C18 kao sorbenta.

Vrednosti proSirene nesigurnosti bile su u opsegu od 0,10 % (antracen) do 5,89 % za

(dibenzo[a,h]antracen), $to je u saglasnosti sa kriterijumom za proSirenu mernu nesigurnost.

Granice detekcije bile su najnize za antracen (0,10 pg L), fenantren (0,16 pg L) i piren

(0,16 pg L) a najvise za hrizen (14,62 pug L) i dibenzo[a,h]antracen (13,11 pg L™?). Granice

kvantifikacije bile su najnize za antracen (0,32 pug L), fenantren (0,47 pg L) i piren (0,47 pg L
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1), dok su najvise vrednosti iznosile 44,30 pug L™ (hrizen) i 39,73 ug L (dibenzo[a,h]antracen).

Dobijene vrednosti granica detekcije i kvantifikacije bile su ve¢e u odnosu na Reyes-Gallardo i
saradnika (2014) za D-p-SPE - UPLC-DAD analizu PAU i upotrebu najlona 6 kao sorbenta.

415 Optimizacijaivalidacija D-pu-SPE tehnike pripreme uzoraka voda za GC-MS analizu

PAU upotrebom hemijsko - termicki modifikovanog kllinoptilolita (1,5 mol Lt HCI i
temperature od 120, 300, 400, 500, 600 i 700 °C)

Optimizacioni eksperimenti su podrazumevali ispitivanje tacnosti metode procenom

efikasnosti. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 23.

Tabela 23. Efikasnost odredivanja 16 prioritetnih PAU dobijena GC MS analizom ekstrakata
nakon D-u-SPE gde su primenjeni sorbenti bili Kklinoptilolitne modifikacije pripremljene
modifikacijom 1,5 mol L™t HCI i na razli¢itim temperaturama: 120 °C (E1), 300 °C (E2), 400 °C
(E3), 500 °C (E4), 600 °C (E5) i 700 (E6) °C.

Nivo

PAH spajkovanja El E2 E3 E4 ES E6
[ug mL-1] [%0] [%6] [%0] [%6] [%0] [%6]
0,5 1141 102,1+0,2 104+1 111+2 99,8+0,6 103,9+0,5
Naftalen 1,5 102+4 99+2 11242 124+2 96,5+0,3 108+5
3 9244 89+2 105,5+0,8 121,940,2 101+1 125+4
0,5 8612 90+2 87+1 95+2 96+9 90+0,9
Acenaftilen 1,5 66+3 6212 61+1 10145 77+0,1 61+4
3 91+1 90+2 89+1 11042 8812 8712
0,5 127+2 116+1 136+1 134+3 140+2 1341
Acenaften 15 97+3 95+3 105+1 101+4 118+1 101+4
3 8814 99+2 109+3 119,7+0,7 103+2 11741
0,5 98+1 106+1 11542 11842 11844 9845
Fluoren 1,5 86+0,7 99,740,3 98+1 102+4 100,7+0,3 11144
3 9142 93+1 100+1 102+1 10446 11647
0,5 11745 106+2 108+1 108+1 107+2 119+1
Fenantren 1,5 9513 88+1 89+1 119+2 99+2 106+2
3 9312 87,2+0,8 99+2 10143 10242 113+2
0,5 9413 99,4+0,7 101,5+0,2 111,9+0,9 97,0+0,3 88,8+0,9
Antracen 15 10544 118+1 119+1 12642 10443 94,3+0,7
3 1032 99,9+0,5 116+2 113+1 103+4 89,2+0,7
0,5 10143 103+2 10742 116+1 105+3 90,8+0,9
Fluoranten
15 64+1 89+3 95+1 102+3 99+4 73t4
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Nivo

PAH spajkovanja E1 E2 E3 E4 E5 E6
[Lig mL"] [%0] [%0] [%0] [%0] [%0] [%0]
3 7446 97,920,7 10946 107+1 92,620,5 90+2
0,5 603 81,740,2 106+1 11242 88+1 84,4+0,1
Piren 15 87,8+0,7 805 85+1 11444 88+2 902
3 82,020,2 911 10443 119+1 108,8+0,8 10245
0,5 11243 73,2440,02 103+2 1102 96+2 911
Hrizen 15 7642 89+1 9442 99,440,5 95+1 89+3
3 7947 1133 104,1%0,5 12041 11145 1154
05 696 63+2 8945 10442 96+3 70+4
Benzo[a]
15 76+2 90+4 9045 90+2 94:+4 80,9+0,3
antracen
3 48+2  57,65+0,04 9842 91,240,8 104+1 9545
0,5 10748 1033 105+4 118,9+0,9 1006 95,8+0,2
Benzo[a]piren 15 9442 9945 115,1%0,7 90+4 95,3+0,7 97,2401
3 93+4 7241 79,540,2 911 72,240,2 712
0,5 65+4 93+10 78109 111,30, 99+3 68+3
Benzo[b] 15 94,4+0,6 81+11 71,4401  107,120,7  96,10,2 7945
fluoranten
3 87+4 86+8 56,3+0,1  100,6+0,2 97+1  81,47+0,05
0,5 83,020,1 68+9 85+3 96,8+0,4 95,2+0,8 88+3
Benzo[k] 15 76,1401 10247 69+1 94+1 7145 92:+4
fluoranten
3 99,2405  90,0%0,8 85+1 10743 76+1 94+4
Indeno 05 1013 85,92+6 77,540,1 1062 75+1 76,1%0,1
1,2,3-cd
[ piren ] 15 7741 60,8+0,3 86,620,3 90+2 72,120,3 622
3 68,8+0,1 75+4 86,7+0,5 89,240,3 66,7401 74,4403
_ 0,5 57,2402  73,2%0,1 58+1 82,240,7 53+7 66:+4
Dibenzo[a,h] 15 78+1 6411 41,10,2 8843 47+1 711
antracen
3 56+1 57,3%0,3 4242 92+2 64+3 56+1
Benzo[g,h,i] 0,5 76+4 865 62+2 119+1 68+4 7145
oerilen 15 5443 63+2 93+3 96+1 76+4 56,8+0,2
3 51,7405  61,1%0,1 7143 93,8+0,2 65+6 53+4

Ukoliko se poveca koncentracija HCI od 1 do 1,5 mol L™ za modifikaciju klinoptilolita a
temperature obrade ostanu iste, dobija se Sest novih kiselinsko-termic¢kih modifikacija. Njihovom
primenom u optimizacionim eksperimentima dobijene su znatno bolje vrednosti efikasnosti u
odnosu na grupe sorbenata dobijenih modifikacijom sa HCI nizih koncentracija od 1,5 mol L™.

Ovakve razlike u efikasnosti mogu se objasniti izrazenijim stepenom dealuminnacije pri vecoj
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koncentraciji kiseline usled ¢ega se povecava Si/Al odnos pa su izrazenija hidrofobna svojstva
povrsine klinoptilolita (Jiang i saradnici, 2018; Wang i saradnici, 2019) pri ¢emu Se ostvaruje bolja
interakcija sa nepolarnim molekulima (Kuwahara i saradnici, 2012), u ovom sluc¢aju reverzibilna
sorpcija nepolarnih PAU jedinjenja, samim tim dobijaju se dobre vrednosti efikasnosti. Usled
delovanja HCI koncentracije 1,5 mol L™ na klinoptilolit postize se uklanjanje necisto¢a iz pora
klinoptilolita i pored procesa dealuminacije proces dekatjonizacije doprinosi poveéanju otvora
pora i dolazi do povecavanja mikro-poroznosti samim tim i do povecavanja specifi¢ne povrsine
(Tomazovi¢ i saradnici, 1996). Usled procesa dekatjonizacije, zbog male veli¢ine H" na
izmenljivim mestima omogucena je neometana difuzija i lakih i ve¢ih molekula teskih PAU kao
sorbata. Na osnovu rezultata dobijenih ispitivanjem efikasnosti modifikacija koja je pokazala
najbolje vrednosti tretirana je na temperaturi od 500 °C. Na temperaturi obrade HCI kiselinom
modifikovanog klinoptilolita od 500 °C dokazano je od strane Vasylechko i saradnika (2003) da
je najvecéa zapremina pora u strukturi, dok pri viSim temperaturama dolazi do smanjenja zapremine
pora. Nakon detaljne analize rezultatata dobijenih ispitivanjem efikasnosti, ustanovljeno je da je
optimalna temperatura obrade hlorovodoni¢nom kiselinom (koncentracije 1,5 mol L)
modifikovanog klinoptilolita 500 °C - E4 modifikacija za pripremu uzoraka vode za odredivanje
PAU.

Vrednosti efikasnosti PAU primenom ove modifikacije bile su u intervalu od 82,2+0,7 %
(dibenzo[a,h]antracen) do 134+3 % (acenaften). Vrednosti efikasnosti bile su u skladu sa
efikasnostima dobijenim od strane Nascimento i saradnika (2019) pri D-u-SPE-GC-MS analizi
PAU gde je pri pripremi uzoraka primenjivan C18 kao sorbent za pripremu uzoraka voda.
Modifikacija E4 iskoris¢ena je za validaciju metode. Analiticki parametri validacije metode

prikazani su u tabeli 23.
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Tabela 23. Analiti¢ki parametri validacije metode D-p-SPE — GC-MS analize PAU dobijenih
analizom ekstrakata primenom sorbenta pripremljenog modifikacijom klinoptilolita 1,5 mol L i
termicki tretiranog na 500 °C (E4 modifikacija)

Kvantifika Jednacdina

PAU Rt [min] cioni jon kalibracio r ?OZI]D [OL/:) 1 [Lll_gOLD‘l] [Lll_gol?l]
[m/z] ne prave

Naftalen 10,995 128 y=12,657*x 0,99 0,14 0,20 0,14 0,45

D Acenaftilen 16,844 152 y=7,208*x 097 196 249 0,99 3,00
E Acenaften 17,553 152 y=8,667*x 0,99 0,58 0,81 0,27 0,81
< _Fluoren 19,48 165 y=7531*x 099 113 134 0,51 1,54
- Fenantren 23,226 178 y=4,390*x 0,99 2,79 3,26 2,12 6,42
Antracen 23,232 178 y=2,554*x 098 087 114 1,28 3,88
Fluoranten 27,597 202 y=1967*x 098 139 172 2,50 7,57
Piren 28,393 202 y=2,058*x 0,99 126 174 2,42 7,34
Hrizen 33,062 228 y=0,917*x 0,99 110 154 4,78 14,50

3 Benzo[a]antracen 33,205 228 y=2215*x 099 0,89 094 121 3,66
&~ Benzo[b]fluoranten 36,948 252 y=1,483*x 0,99 146 154 2,96 8,97
Z Benzo[K]fluoranten 37,033 252 y=0,779*x 0,99 0,22 0,25 0,93 2,83
& Benzo[a]piren 37,976 252 y=5,490*x 0,99 3,09 3,83 2,00 6,05
Indeno[1,2,3-cd]piren 41,424 276 y=1,043*x 0,99 0,37 0,38 1,04 3,16
Dibenzo[a,h]Jantracen 41,561 278 y=1,284*x 0,99 2,00 211 4,70 14,25
Benzolg,h,i]perilen 42,201 276 y=1,761*x 0,97 0,18 0,20 0,32 0,97

X - relativni intenzitet signala; y - koncentracija analita; m/z - odnos mase i naelektrisanja jona; r — koeficijent
korelacije

Koeficijenti korelacije, kao pokazatelji linearnosti metode, su za sve odredivane PAU bili

>(),98 osim za acenaftilen i benzo[g,h,i]perilen za koje su iznosili 0,97.

Preciznost metode, izraZzena kao relativna standardna devijacija (RSD), bila je u granicama
odgovarajuceg kriterijuma preciznosti. RSD vrednosti bile su u opsegu od 0,14 % (naftalen) do
3,09 % (benzo[a]piren). Dobijene RSD vrednosti bile su nize od RSD vrednosti Reyes-Gallardo i
saradnika (2014) za D-p-SPE - UPLC-DAD analize PAU u vodi (gde je kao sorbent koris¢en
MNP-najlon 6 pri pripremi uzoraka vode) i nize od RSD vrednosti Nascimento i saradnika (2019)
za D-p-SPE-GC-MS analizu PAU u vodi (gde je kao sorbent koris¢en C18).

Vrednosti prosirene nesigurnosti bile su u opsegu od 0,20 % (naftalen i benzo[g,h,i]perilen)
do 3,83 % za benzo[a]piren. Dobijene vrednosti prosirene nesigurnosti zadovoljile su odgovarajuéi

kriterijum za nesigurnost merenja.

Najnize LOD zabelezene su za naftalen (0,14 pg L) i acenaften (0,27 pg L™?) dok su
najvece bile za hrizen (4,78 pg L?) i dibenzo[a,h]antracen (4,70 pg L™?). Najnize vrednosti LOQ
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bile su 0,45 ug L (naftalen) i 0,81 pg L™ (acenaftilen), dok su najvece bile za hrizen (14,50 pg
L) i dibenzo[a,h]antracen (14,25 pg L™Y). Dobijene LOD i LOQ vrednosti u skladu su sa
rezultatima koje su dobili Liu i saradnici (2009) pri MSPE-GC-MS (upotrebom C18 kao sorbenta).

4.1.6 Optimizacijaivalidacija D-pu-SPE tehnike pripreme uzoraka voda za GC-MS analizu

prikazani su u tabeli 25.

PAU upotrebom hemijsko - termicki modifikovanog kllinoptilolita (3 mol L HCI i

temperature od 120, 300, 400, 500, 600 i 700 °C)

U optimizacionim eksperimentima ispitivana je efikasnost metode. Dobijeni rezultati

Tabela 25. Efikasnost odredivanja 16 prioritetnih PAU dobijenih GC-MS analizom ekstrakata
nakon D-u-SPE gde su primenjeni sorbenti bili Kklinoptilolitne modifikacije pripremljene
modifikacijom sa 3 mol L™ HCI na temperaturama: 120 °C (F1), 300 °C (F2), 400 °C (F3), 500 °C
(F4), 600 °C (F5) i 700 (F6) °C.

PAH spajlﬂlo\iloan ja Fl F2 F3 P4 Fo F6
e [%] [%] [9%] [9%] [%]
0,5 116+2 102,2+0,3 105,7+0,9 105+1 104+2 102+2
Naftalen 15 7415 93,1+0,4 115+1 105,23+0,05 95+7 95+1
3 753 77,4+0,8 92+1 122,1+0,3 96+6 13212
0,5 5542 66,4+0,8 58,6+0,1 78,2+0,6 49,9+0,3 49,9+0,4
Acenaftilen 15 502 58,0+0,3 66,9+0,4 72,8+0,3 6712 69,7+0,2
3 58+2 55,9+0,5 62,710,1 811 61+2 68,7+0,2
0,5 88+2 134+1 115+1 1078 120+3 105,3+0,4
Acenaften 15 833 102,1+0,3 119,5+0,6 126+3 118+3 129,3+£0,2
3 9243 94+1 106,1+0,9 100,3+0,2 97,5+0,4 95,6+0,9
0,5 86,3+0,7 103+2 101+2 118,2+0,4 904 1042
Fluoren 15 100£1 105,2+0,6 118+2 100,1+0,5 90+3 125,52+0,01
3 8412 791 89,1+0,3 9314 964 92+1
0,5 105+1 123+0,7 98,0+0,6 88,4+0,7 84+2 103,6+0,9
Fenantren 15 7612 81,9+0,7 86,8+0,7 77,1+0,2 76,9+0,2 94,7+0,9
3 77,920,7 68,3+0,5 74,310,1 83,3+0,8 82,83+0,04 84,2+0,1
0,5 110+4 1063 98+1 110+2 103+4 108+2
Antracen 15 105,2+0,9 110+2 119+1 115,5+0,9 114+6 116+2
3 111+1 117,9+0,9 129,0+£0,5 119,0+0,8 118,740,2 122,6+0,1
Fluoranten 0,5 119+3 122,3+0,7 95+2 86+2 88+1 1153
15 104,3+0,2 93,8+0,3 101+1 89+6 110,7+£0,4 120,2+0,1
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Nivo

PAH spajkovanja F1 F2 F3 F4 F5 F6
L [9%] [9%] [9%] [%] [%]
3 10343 85,1£0,5 9542 69,2+0,9 122410 111,705
0,5 69+1 58+2 44,4+0 4 48+4 47+3 51+1
Piren 15 49+1 511 55,9+0,5 54+1 582 63,8£0,5
3 54+1 49+0,4  544%01  55450,01 661 64,6£0,3
v 05 713 739+0,9  61,4£0,5 241 7545 4642
15 4743 54+2 43+1 20,7+0,1 4742 31,4£0,9
3 52+3 5542 462 19,3t0,1  536£0,7  389:0,6
0,5 66,7+0,1 54+3 4244 71,1£0,5 666 5811
Eﬁ{‘égg?]] 15 46,940,2 39+1 382 38+1 48+1 47,1404
3 45£6  36,03£0,02 2810 39,2405 4615 45+1
0,5 98+1 99,740,3 99+3 93+6 88+3 1011
B‘g}fgga} 15 96,0+03 103703  83+4  111,6:07 11042 107+2
3 97,6¢0,7  975$03 107,304  99,7+t0,7  102,240,1 1001
0,5 24+1 8515 692 37+1 44+1 42+2
Benzo[b] 15 36,8+0,2 59+1 48+2 38,7+0,8 48+1 49+2
fluoranten
3 36,802 542409 529404  56,6+0,2 54+2 54,4+0,7
0,5 29,10,1 5545 4142 20,609  33,9+0,9 4242
f?ueg‘r;%[tg 1,5 36,8£0,2 58+1 38+2 38+1 37,4202  47,1:0,4
3 361 535:0,4 349408 33,601 35+1 38+1
Indeno 05 637 54+3 452 3142 49+6 5543
[1,2,3-cd] 15 55+4 625 56+1 24,3+0,8 43+3 55+1
piren 3 61+1 50+0,6 6416 354201 61,4201 4642
_ 05 661 74,8+0,2 7643 46,1£0,5 651 47+6
D':ﬁgggg?{h] 15 74+3 6524¢0,8 98,2405 53,608 81,507 9743
3 10142 56,1£0,9 87+7 47,905  95,0%0,5 912
_ 0,5 121+6  108,06+0,05  96+3 11845 10146 11142
Bengi[lg*nh"] 15 106+2 124,240,7 11642 1286 124+2 97,0£0,9
3 94,8+0,1 10542 94,8+0,4 89+3 10741 93,240,3

Kada se koncentracija HCI poveéa sa 1,5 na 3 mol L™ za modifikaciju klinoptilolita uz

zadrzane temperature obrade, primecuje se da se primenom svih 6 dobijenih modifikacija u D-p-

SPE pripreme uzoraka dobijaju niZze vrednosti efikasnosti PAU naroc€ito ve¢ih molekula PAU.

Ovakva promena u vrednostima efikasnosti objasnjava se pove¢anim stepenom dealuminacije uz

izgradnju veéeg broja Si-O-Si veza na dealuminisanim mestima §to uslovljava smanjenje pora u

strukturi kllinoptilolita (Tomazovi¢ i saradnici, 1996). Na taj nacin stepen reverzibilne sorpcije
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PAU je manji nego u slu¢aju primene 1,5 mol L™ za modifikaciju klinoptilolita. Primenom svih
testiranih modifikacija postignuta je adekvatna efikasnost veceg broja lakih PAU (naftalena,
acenaftena, fluorena, fenantrena, antracena) i samo tri teSka PAU (fluorantena, benzo[a]pirena i
benzo[g,h,i]perilena) za sva tri nivoa spajkovanja. Upotrebom modifikacije pripremljenom
termickim tretmanom na 400 °C nakon kiselinske modifikacij (F3) ciljana efikasnost je postignuta
za sve lake PAU osim acenaftilena, i za 4 teSka PAU, i to: fluoranten, benzo[a]piren,
dibenzol[a,h]antracen i benzo[g,h,i]perilen, a dobijene vrednosti efikasnosti bile su u intervalu od
2810 % (benzo[a]antracen) do 129+0,5 % (antracen). Ova modifikacija pokazala je nabolje
vrednosti efikasnosti i upotrebljena je za validacione eksperimente. Analiti¢ki parametri validacije

prikazani su u tabeli 26.
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Tabela 26. Analiticki parametri validacije D-p-SPE-GC-MS analize dobijeni analizom ekstrakata
primenom sorbenta pripremljenog modifikacijom 3 mol L? i termicki tretiranog na 400 °C (F3
modifikacija)

Kva_n tif.i Jednacina
PAU R.t ka_C|on| kalibracione r RSD U LOD LOQ
[min] jon [%] [%] [WgL*] [mWgL']

m/z prave
Naftalen 10,995 128 y=12,264*x 098 081 0,99 0,23 0,70
D Acenaftilen 16,844 152 y=7,459*x 099 0,10 0,07 0,06 0,16
§ Acenaften 17,553 152 y=8,867*x 099 121 161 0,52 1,58
% Fluoren 19,480 165 y=7,318*x 098 231 2,69 1,05 3,19
- Fenantren 23,226 178 y=4,171*x 099 064 0,72 0,49 1,49
Antracen 23,232 178 y=2,639*x 098 118 134 1,45 4,40
Fluoranten 27,597 202 y=1,900*x 098 254 2,77 4,17 12,64
Piren 28,393 202 y=2,007*x 097 0,78 0,40 0,57 1,74
Hrizen 33,062 228 y=0,878*x 097 080 0,63 2,04 6,17
3 Benzo[a]antracen 33,205 228 y=2,132*x 098 9,70 471 6,32 19,14
A&~ Benzo[b]fluoranten 36,948 252 y=1,427*X 096 301 345 6,91 20,94
Z  Benzo[k]fluoranten 37,033 252 y=0,766*x 098 335 2,70 10,07 30,52
= Benzo[a]piren 37,976 252 y=5,730*x 098 2,78 2,70 1,35 4,08
Indeno[1,2,3-cd]piren 41,424 276 y=1,043*Xx 0,97 3,87 2,00 5,49 16,64
Dibenzo[a,h]antracen 41,561 278 y=1,229*x 0,97 8,64 3,56 8,29 25,12
Benzo[g,h,i]perilen 42,201 276 y=1,647*X 097 346 3,84 6,67 20,20

X - relativni intenzitet signala; y - koncentracija analita; m/z - odnos mase i naelektrisanja jona; r - koeficijent korelacije

Koeficijenti korelacije, kao pokazatelji linearnosti metode, bili su u opsegu od 0,96
benzo[b]fluoranten do 0,99.

Vrednosti RSD bile su u opsegu od 0,1 % (acenatilen) do 9,7 % (benzo[a]antracen) ¢ime
je postignut odgovarajuci kriterijum za preciznost metode. RSD vrednosti u skladu su sa
vrednostima koje su dobili Xu i saradnici (2014) za MSPE-GC-MS odredivanje PAU u vodi uz

primenu FesO4 kao sorbenta.

Vrednosti U bile su u opsegu od 0,07 % za acenatilen do 4,71 % za benzo[a]antracen i

nalazile su se u granicama kriterijuma propisanog za nesigurnost merenja

Najniza LOD metode zabeleZena je za acenaftilen (0,06 pg L) i naftalen (0,23 pg L) dok
su najveée vrednosti LOD za benzo[K]fluoranten (10,07 ug L) i dibenzo[a,h]antracen (8,29 pg L
1. LOQ vrednosti bile su najnize za acenaftilen (0,16 pg L) i naftalen (0,70 pg L) dok su za
benzo[Kk]fluoranten (30,52 pg L) i dibenzo[a,h]antracen (25,12 pg L) bile visoke. Dobijene
LOD i LOQ vrednosti bile su vece u odnosu na LOD i LOQ vrednosti Xia i saradnika (2018) pri
D-u-SPE - HPLC-DAD za analizu PAU u vodi i primenu FesO4 kao sorbenta.
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4.1.7 Optimizacija i validacija D-u-SPE tehnike pripreme uzoraka voda za GC-MS analizu
PAU upotrebom hemijsko - termicki modifikovanog kllinoptilolita (6 mol L HCI i
temperature od 120, 300, 400, 500, 600 i 700 °C)

Rezultati dobijeni procenom efikasnosti metode prikazani su u tabeli 27.

Tabela 27. Efikasnost odredivanja 16 prioritetnih PAU dobijena GC-MS analizom ekstrakata
nakon D-u-SPE gde su primenjeni sorbenti bili Kklinoptilolitne modifikacije pripremljene
modifikacijom sa 6 mol L™* HCI i na temperaturama od: 120 °C (G1), 300 °C (G2), 400 °C (G3),
500 °C (G4), 600 °C (G5) i 700 (G6) °C.

Nivo

PAH spajkovanja G1 G2 G3 G4 G5 G6

% % % % % %

[ug ML [%0] [%0] [%0] [%0] [%0] [%0]
05 99,8£0,5  112,1#0,7 1204 108+7 105£1  103,60,4

Naftalen 15 85+6 119,9+0,3 114+3 119+2 1052401  115#3
3 78,520,3 105+4 11622 126+2 1121303  130,0+0,3

05 48,420,9 484 58+1 78+1 61+2 56+2

Acenaftilen 15 46+2 61,540,4 65601 79308  728+03 64+3
3 50,420,1 71£3 77,2404 75+2 81+l  71,850,05

05 109,1#05  119,8+0,7 11544 10742 11642 93,740,1

Acenaften 15 96,1+0,6  1183%0,1  116,7+0,6 123+2 116+3 12242
3 92+1 1266 118+2 119+2 117,302  123,0£0,2
05 84,62+0,02 112,840, 10746 12244  1182+0,4  111,4+0,8

Fluoren 15 901 11247 12148 116£3  100,0£05  115%6
3 81,5+0,2 11246 126,41+0,05 11243 93#5 112,540,2

05 10512 93+7 99+3 101+1 88,420,7 111#1

Fenantren 15 75£2 79+2 81,28+0,04 1004 67,1402 72,9202
3 79,00,3 76+3 83,4+0,8 82+2 83,3+0,8  73,43+0,02

05 963 99+1 10145 10742 962 10146

Antracen 15 111+3 11644 109,9+0,2 113+7  1155%0,9 12442
3 101,307 12246 105+1 113+3  1189+0,8 127,1:0,1

05 130+4 80+6 98+3 93,47+0,04 8612 114+4

Fluoranten 15 84,420,8 91+6 98,3+0,6 11545 89+6 89,3%0,7
3 81+2 103+3 11442 111+4 69,209 95240,

05 47,9801  41,120,3 4443 41,507 48+4 51,8+0,1

Piren 15 41,8#0,3 51,7408  53,79:0,03 67+2 54+1 4743
3 44,8+0,8 60+2 66,1+08  64,0+08  554#0,1 59,105
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Nivo

PAH spajkovanja ?1 ?2 ?3 ?4 (035 (036
A S U0 (%] (%] (%] (%] (%]
0,5 40+5 336 27.8+0,6  27,1%0,1 24+1 33+2
Hrizen 1,5 25,1+0,9 2245 19,3+0,6 28+0,7 20,7+0,1 38+1
3 20+2 2542 286 20,7401  195:03  24,840,9
05 36,6£0,6 32+4 35,30,7 37+1 55,1:05  41,0¢0,9
Benzo[ﬂamra‘:e 15 26,9+0,2 34+1 34+1 42+1 38+1 3244
3 28/4+08 37510, 304 30,5:0,1 39,2405  27,9+0,3
_ 0,5 11143 101,2+0,6 9545 10745 9346 10143
Benzo[a]piren
15 97+1 10741 11241 11641 11949 11241
3 101,140,4 10543 106+2 112,1404  92,6¢0,7 11648
0,5 51,1+0,4 54+2 55+1 50,4+0,2 6741  54,160,03
Benzo[tg'”ora” 15 63:+2 662:02 56,7403 565 58,240, 50+
3 85,6£0,3 90+1 84,7:02 77,1401 80,102  80,62+0,01
0,5 48+2 3243 459409 24,907 65+1 41%3
Benzo[tgﬂ”ora” 15 28,0+0,3  245:0,1  2453+004  28+10  40,4+0,7 28,6205
3 355:0,1  36,1%0,4 272408 325402 424401  33,5%0,1
Indeno[L,2,3- 0,5 31,240,5 33+1 3545 42+8 3142 361
cd]piren 1,5 29+1 37+1 36,3+0,4 39+1 243+0,8 24,2404
3 2643 38+2 30+2 350+0,1 35401  27,1%0,2
_ 0.5 52+4 46+1 44,9+0,7 65+1 46,140,5 48+2
D'ber;g[;’h]a”t 15 48+1 49,8+0,4 44+3 453405  52,80,7 611
3 535:0,5  72,240,6 50+2 416+0,6  47,9¢t05 56,2401
0.5 11945 8143 8945 81,3:t0,7 11845 12646
Benzo[lg*nh'i]pe” 15 11542 11743 119,440,6  122,9+0,6 11747  120,0:0,5
3 99,008 119504  117,4+09 10526+0,2  89+3 91,240,1

Kada se primeni najveéa koncentracija (6 mol L) HCI za modifikaciju klinoptilolita
dobijene vrednosti efikasnosti ukuzuju da sa poveéanjem koncetracije od 1,5 - 6 mol L™ dolazi do
smanjivanja vrednosti efikasnosti §to se moze objasniti razaranjem Kristalne strukture klinoptilolita
usled dejstva visoke koncetracije HCI §to dovodi do smanjivanja broja i zapremine pora, 0dnosno
adsorpcione efikasnosti, narocito teskih PAU ¢iji molekuli su veci u odnosu na molekule lakih
PAU. Sorbenti pripremljeni na ovaj nacin se ne mogu pouzdano koristiti pri pripremi uzoraka vode
za analizu PAU. Primenom svih sorbenta Zeljena efikasnost dobijena za lake PAU bila je za:

naftalen, acenaften, fluoren, antracen 1 za teSke PAU: fluoranten, benzo[a]piren 1



benzo[g,h,i]perilen dok su vrednosti efikasnosti preostalih PAU bile znatno nize od 70 %.
Modifikacija koja se izdvojila kao najbolja u pogledu efikasnosti bila je modifikacija termicki
obradena na 500 °C nakon kiselinskog tretmana. VVrednosti efikasnosti primenom ove modifikacije
bile su u intervalu od 24,9+0,7 % (benzo[k]fluoranten) do 126+2 % (naftalen). Ova modifikacija
iskoriS¢ena je za proces validacije metode. Analiti¢ki parametri validacije metode prikazani su u

tabeli 28.

Tabela 28. Analiti¢ki parametri validacije metode D-u-SPE — GC-MS analize dobijeni analizom
ekstrakata gde je primenjeni sorbent klinoptilolit modifikovan 6 mol L (G4 modifikacija)

Rt Kvantifikac Jednacdina

. L . . RSD Uc LOD LOQ

PAU P L L S TN COO I T T

Naftalen 10,988 128 y=12,264*x 0,98 297 411 0,96 2,90
D Acenaftilen 18,84 152 y=7,207*x 0,98 252 170 0,67 2,04
g Acenaften 17,541 152 y=8,867*x 0,99 3,11 4,14 1,34 4,05
X _Fluoren 19,479 165 y=7,318*x 098 577 713 2,78 8,43
- Fenantren 23,228 178 y=4,390*x 0,99 293 336 2,19 6,63
Antracen 23,236 178 y=2,639*x 0,99 497 578 6,25 18,95
Fluoranten 27,592 202 y=1,900*x 098 324 365 5,50 16,66
Piren 28,388 202 y=2,058*x 0,99 7,88 4,00 5,56 16,85
Hrizen 33,228 228 y=0,880*x 0,97 233 0,75 2,43 7,36

3 Benzo[a]antracen 33,319 228 y=2,215*x 099 195 0,79 1,03 3,11
& Benzo[b]fluoranten 36,959 252 y=1,427*x 096 4,79 5,28 10,57 32,03
;% Benzo[K]fluoranten 37,047 252 y=0,779*x 0,99 6,12 1,07 3,93 11,89
& Benzo[a]piren 37,968 252 y=5,493*x 0,99 196 104 0,54 1,64
Indeno[1,2,3-cd]piren 41,458 276 y=1,043*x 0,99 13,79 553 15,16 45,93
Dibenzo[a,h]antracen 41,610 278 y=1,229*x 097 164 0,85 1,98 5,99

Benzo[g,h,i]perilen 42,329 276 y=1,829*x 0,99 6,07 6,23 9,74 29,52

x - relativni intenzitet signala; y - koncentracija analita; m/z - odnos mase i naelektrisanja jona; r - koeficijent
korelacije

Koeficijenti korelacije, kao pokazatelji linearnosti metode, bili su >0,98 za sve analizirane

PAU osim za hrizen i dibenzo[a,h]antracen (0,97) i za benzo[b]fluoranten (0,96).

RSD se nalazila u opsegu od 1,64 % (dibenzo[a,h]antracen) do 13,29 % za indeno[1,2,3-
cd]piren ¢ime je postignuta adekvatna preciznost metode. RSD vrednosti uporedivi su sa
rezultatima koje su dobili Nuhu i saradnici (2012) za D-u-SPE-GC-FID analizu PAU i primenu

CaCOz kao sorbenta za pripremu uzoraka vode.



Vrednosti proSirene nesigurnosti bile su u opsegu od 0,75 % (hrizen) do 7,13 % (fluoren)

¢ime je postignut odgovarajuci kriterijum za nesigurnost merenja.

Najnize LOD su zabeleZene za benzo[a]piren (0,54 pg L) i acenaftilen (0,67 pg L), dok
Su najvise zabeleZene za indeno[1,2,3-cd]piren (15,16 pg L) i benzo[b]fluoranten (10,57 ug L™Y).
NajniZe vrednosti LOQ registrovane su za benzo[a]piren (1,64 pg L), acenaftilen (2,04 ug Ly
dok su za indeno[1,2,3-cd]piren, (45,93 pg L), benzo[b]fluoranten (32,03 pg L) i
benzo[g,h,iJperilen (29,52 pg L) bile najveée. LOD i LOQ vrednosti bile su veée u odnosu na
istrazivanje Nascimento i saradnika (2019) pri D-p-SPE - GC-MS analizi PAU i primeni C18 kao

sorbenta za pripremu uzoraka vode.

4.1.8 Optimizacija mase sorbenta za disperzivnu mikroekstrakciju ¢vrstom fazom

Nakon optimizacionih i validacionih eksperimenta gde su ispitivane termi¢ke modifikacije
(ukupno 6) i kiselinsko - termicke modifikacije (ukupno 36), kiselinsko - termic¢ka modifikacija
klinoptilolita (E4 ) pripremljena dejstvom 1,5 mol Lt HCI na klinoptilolit i termicki tretirana na
temperaturi od 500 °C pokazala je najbolje analiticke karakteristike u D-p-SPE tehnici pripreme
uzoraka voda za GC-MS analizu PAU dok je sa pove¢anjem koncentracije kiseline od 1,5 - 6 mol
L1 za pripremu sorbenta zabelezeno smanjivanje vrednosti efikasnosti. Pri optimizaciji i validaciji
masa sorbenata koja je bila primenjivana u D-u-SPE bila je 460 mg (Ciri¢ i saradnici, 2018). U
cilju smanjenja upotrebe mase sorbenta, ispitana je efikasnost metode za mase od 100 i 200 mg
primenjenog sorbenta za analizu spajkovanih uzoraka voda u tri nivoa koncentracija. Ekstrakti

pripremljeni na ovaj nacin analizirani su GC-MS metodom.

Tacnost metode procenjena je racunanjem efikasnosti za svaki od 16 prioritetnih PAU za
tri nivoa spajkovanja model uzoraka voda (0,5, 1,5 i 3 ug mL™) gde je u D-u-SPE proceduri
pripreme uzoraka primenjeno 100 mg (E4-100), odnosno 200 mg (E4-200) modifikacije E4 pri

¢emu su sva odredivanja izvedena u tri ponavljanja. (tabela 29).
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Tabela 29. Efikasnost odredivanja 16 prioritetnih PAU dobijena GC-MS analizom ekstrakata
nakon D-p-SPE gde je primenjena koli¢ina od 100 i 200 mg sorbenta pripremljenog modifikacijom
klinoptilolita primenom 1,5 mol LY HCI i termi¢ki tretiranog na 500 °C

PAH Nivo spajkovanja Efikasnost [%6] Efikasnost [%6]
[ug mL1] E4100 E4200
0,5 95+1 104+2
Naftalen 15 117+4 118,4+0,5
3 101+3 108,9+0,5
. 0,5 98+5 102+2
Acenaftilen
15 72+1 92+1
3 103+0 90+1
0,5 83+3 104+2
Acenaften 15 62,2+0,7 994
3 64,1+0,6 85,6+0,6
0,5 91+1 1174
Fluoren 1,5 98,8+0,3 98+3
3 95+1 101+1
0,5 105+1 117+3
Fenantren 1,5 11145 11143
3 100,6+0,2 104+2
0,5 119+1 95+4
Antracen
15 111,5+0,3 111+3
3 121,7+0,3 108+6
0,5 116+1 105+1
Fluoranten
15 97+7 119+6
3 118,5+0,3 99,9+0,9
0,5 124+4 89+2
Piren 1,5 117,2+0,4 108,0+0,5
3 108,8+0,9 123+1
. 0,5 11142 100+2
Hrizen
15 111+7 110+6
3 11145 102+4
0,5 97+2 83+1
Benzo[a]antracen
15 95+2 81,1+0,8
3 107+4 97+1
. 0,5 107+4 99+3
Benzo[a]piren
15 98+2 100+4
3 75%3 82,3+0,6
0,5 85+3 79+2
Benzo[b]fluoranten
15 99+3 89+1




Nivo spajkovanja Efikasnost [%6] Efikasnost [%6]

PAH [ug mL1] E4100 E4200
3 100+1 86+2
0,5 9545 96+4
Benzo[Kk]fluoranten 1,5 88+1 108+1
3 66+3 108+2
0,5 86+7 9343

Indeno[1,2,3-cd]piren
15 55+1 104+3
3 6842 80+1
) 0,5 53+2 82+2
Dibenzo[a,h]antracen 15 7643 8743
3 65+3 69+1
0,5 7349 9043
Benzo[g,h,i]perilen 15 59,1+0,4 7812

3 50,4+0,2 92,6+0,6

Primenom 200 mg sorbenta postignuta je odgovaraju¢a efikasnost za sva analizirana
jedinjenja. Vrednosti efikasnosti bile su u intervalu od 69+1 % za dibenzo[a,h]antracen (nivo

spajkovanja 3 ug mL™) do 123+1 za piren (nivo spajkovanja od 3 pg mL™1).

Primenom 100 mg sorbenta adekvatna efikasnost postignuta je za pet lakih PAU - naftalen,
acenaftilen, fluoren, fenantren i antracen i Sest teskih PAU, i to: fluoranten, piren, hrizen,
bezo[a]antracen, benzo[a]piren i benzo[b]fluoranten za sva tri nivoa spajkovanja. Vrednosti
efikasnosti bile su u opsegu od 50,4+0,2 % (benzo[g,h,i]perilen) do 124+4 % (piren).

Validacioni parametri metode prikazani su u Tabeli 30.



Tabela 30. Analiticki parametri validacije D-pU-SPE — GC-MS analize dobijenih analizom ekstrakata gde je primenjeni sorbent
klinoptilolit modifikovan sa 1,5 mol L™ HCI i termi¢ki tretiran na temperaturi od 500 °C - 100 i 200 mg

100 mg sorbenta

200 mg sorbenta

Kvantifi- "
Rt kacioni Jednacina
PAU . - kalibracione r
[min] jon
[m/z] prave RSD U LOD LOQ RSD U LOD LOQ
[%] [%] [wgL?] [ugL7] [%] [%] [ugL']  [ngL?]
Naftalen 10,995 128 y=12,657*x 099 6,70 0,59 0,14 0,43 2,40 0,20 0,05 0,16
- Acenaftilen 16,844 152 y=7,208*x 0,97 13,22 1,10 0,47 1,42 1,83 0,15 0,06 0,20
é Acenaften 17,553 152 y=8,667*x 099 845 0,72 0,25 0,77 1,58 0,14 0,05 0,14
% Fluoren 19,48 165 y=7,531*x 0,99 16,92 1,75 0,74 2,23 2,46 0,25 0,11 0,32
- Fenantren 23,226 178 y=4,390*x 0,99 19,50 1,88 1,22 3,69 2,78 0,27 0,17 0,53
Antracen 23,232 178 y=2,554*x 0,98 19,14 1,56 1,88 5,70 3,85 0,30 0,36 1,09
Fluoranten 27,597 202 y=1,967*x 0,98 11,70 1,01 0,77 2,34 1,22 0,11 0,08 0,24
Piren 28,393 202 y=2,058*x 099 7,84 0,57 0,88 2,65 2,22 0,16 0,25 0,75
Hrizen 33,062 228 y=0,917*x 0,99 1520 1,25 4,37 13,23 1,60 0,13 0,46 1,39
3 Benzo[a]antracen 33,205 228 y=2,215*x 0,99 13,23 0,90 1,29 3,91 1,31 0,09 0,13 0,39
~  Benzo[b]fluoranten 36,948 252 y=1,483*x 099 839 0,68 0,39 1,18 3,08 0,25 0,14 0,43
&£  Benzo[k]fluoranten 37,033 252 y=0,779*x 0,99 18,50 1,20 2,67 8,09 7,28 0,47 1,05 3,18
= Benzo[a]piren 37,976 252 y=5,490*x 0,99 18,70 1,47 5,93 17,98 4,29 0,34 1,36 4,13
Indeno[1,2,3-cd]piren 41,424 276 y=1,043*x 0,99 19,92 151 4,61 13,97 3,01 0,23 0,70 2,11
Dibenzo[a,h]antracen 41,561 278 y=1,284*x 0,99 10,98 0,72 1,24 3,75 5,99 0,39 0,67 2,04
Benzo[g,h,i]perilen 42,201 276 y=1,761*x 0,97 1527 1,12 2,76 8,35 3,27 0,24 0,59 1,79

X - relativni intenzitet signala; y - koncentracija analita; m/z - odnos mase i naelektrisanja jona; r - koeficijent korelacije




Koeficijent korelacije, kao pokazatelj linearnosti metode, bio je >0,98 za sve odredivane

PAU osim za acenaftilen i benzo[g,h,i]perilen za koje je iznosio 0,97.

Preciznost predlozene analiticke metode iskazana je preko RSD (%). Vrednosti RSD za
E4100 bile su intervalu od 6,70 % (naftalen) do 19,92 % (indeno[1,2,3-cd]piren). Vrednosti RSD
za E4o00 bile su u intervalu od 1,22 % (fluoranten) do 7,28 % (benzo[k]fluoranten). RSD za metodu
gde je koris¢eno 200 mg sorbenta su niZze u odnosu na vrednosti za metodu analize gde je masa
sorbenta bila 100 mg. Moze se zakljuciti da je preciznost metode veca ukoliko se pri proceduri
koristi 200 mg sorbenta. Dobijene vrednosti RSD za obe mase sorbenta bile su u granicama

odgovarajuceg kriterijuma preciznosti.

Vrednosti prosirene nesigurnosti bile su od 0,57 % (piren) do 1,88 % (fenantren), kada je
u procesu pripreme uzoraka koris¢eno 100 mg sorbenta, dok su za primenu 200 mg sorbenta
vrednosti prosirene nesigurnosti bile nize u odnosu na mernu nesigurnost gde je koris¢eno 100 mg
sorbenta, i bile su u granicama od 0,11 % (fluoranten) do 0,47 % (benzo[k]fluoranten). Za obe

primenjene mase sorbenta zadovoljen je postavljen kriterijum za nesigurnost merenja.

Za metodu odredivanja PAU gde je upotrebljeno 100 mg sorbenta LOD vrednosti bile su
od 0,14 pg Lt (naftalen) do 5,93 pg L (benzo[a]piren). LOD vrednosti pri odredivanju PAU gde
je upotrebljeno 200 mg sorbenta bile su od 0,05 pg L™ (naftalen i acenaften) do 1,36 pg L™
(benzo[a]piren). LOQ vrednosti za masu sorbenta od 100 mg sorbenta primenjenu u pripremi
uzoraka bile su u opsegu od 0,43 pg L (naftalen) do 17,98 pg L™ (benzo[a]piren). LOQ vrednosti
PAU gde je masa koriséenog sorbenta bila 200 mg bile su u rasponu od 0,16 pg L (naftalen) do
4,13 ug Lt (benzo[a]piren).

Poredenjem analitickih parametra za metodu gde je koris¢eno 460 mg i 200 mg sorbenta
zakljuCuje se da je neznatno veca preciznost merenja za metodu gde je kao sorbent primenjeno
460 mg, dok su vrednosti nesigurnosti, granice detekcije i granice kvantifikacije znatno nize za
metodu gde je primenjeno 200 mg sorbenta. Nakon svih optimizacionih i validacionnih
eksperimenata utvrdeno je da je sorbent mase 200 mg pripremljen modifikacijom
hlorovodoni¢nom kiselinom (1,5 mol L) i termicki tretiran na temperaturi od 500 °C pokazao
najbolje analiticke parametre validacije metode i predloZen je za primenu u D-U-SPE PAU iz

realnih uzoraka vode. Na slici 44 predloZena je Sema metode analize PAU u uzorcima vode.
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Automatskom pipetom odmeriti 400 pL vode i
prebaciti u mikroekstrakcionu tubu koja sadrzi
200 mg sorbenta i dodati surogat standardni
rastvor

Muckati 1 min i centrifugirati 5 min na 6000 rpm

Ukloniti vodu i dodati 500 pL ekstraktanta (n-
heksan) i 100 pL disperzera (1:4 v/v acetonitril —
voda)

Muckati 5 min i centrifugirati 15 min na
centrifugirati na 6000 rpm

Prebaciti 400 pL supertanata u GC vijalu i dodati
200 pL unutrasnjeg standarda

Injektovati 2,5 pL u GC-MS

Slika 44. Sema optimizovane i validovane D-p-SPE metode predloZene za pripremu uzoraka
vode i analizu PAU primenom GC-MS
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4.2. Analiza realnih uzoraka

Nakon optimizacije i validacije metode analizirani su realni uzorci voda reke NiSave i
njenih pritoka. Uzorci reéne vode su prikupljani na ulazu i izlazu iz svakog grada, u ruralnim i
urbanim oblastima, pri ¢emu su uzimani i uzorci pritoka Nisave. Uzorci u urbanim lokalitetima
uzimani su pored prometnih saobracajnica, toplana i naseljenih mesta koja za grejanje koriste
fosilna goriva jer je pretpostavljeno da postoji zagadenje policikliénim aromati¢nim
ugljovodonicima na ovim mestima. Lokaliteti uzorkovanja planirani su tako da se uzorci uzimaju
pre i posle uliva pritoka u Nisavu da bi se video doprinos svake pritoke u ukupnom optereéenju
policikli¢nim aromati¢nim ugljovodonicima u NiSavi. Mapa lokacija uzorkovanja vode 1 njenih
pritoka prikazana je na slici 21. Prikupljeni uzorci voda pripremljeni su D-u-SPE tehnikom
primenom 200 mg kiselinsko - termicki modifikovanog klinoptilolita (dobijenog modifikacijom
hlorovodoni¢nom kiselinom 1,5 mol L™ i termi¢ki tretiranog na temperaturi od 500 °C). Ekstrakti

uzoraka analizirani su GC - MS metodom. Rezultati analize prikazani su u tabeli 31.

Najvece koncentracije PAU u reci Nisavi i njenim pritokama zabelezene su za grad Nis,
potom za grad Pirot, Belu Palanku i Dimitrovgrad. Ovakav redosled ukupnih PAU na teritoriji
gradova je ocekivan zbog toga $to su veéi gradovi vise optereceni potencijalnim izvorima emisije

PAU kao $to su: prometne saobracajnice, toplane, individualna lozista i industrijske aktivnosti.

Koli¢ina PAU u svim analiziranim uzorcima bila je u rasponu od 6,47+0,04 do 33,6+0,2
ug L. Ukoliko se uporede ukupne koncetracije PAU u analiziranim uzorcima sa teritorije
Dimitrovgrada, Pirota, Bele Palanke i NiSa, moze se uociti slicnost dobijenih ukupnih
koncentracija sa ukupnim koncentracijama PAU dobijenim od strane Ardag i saradnika (2011)
koji su odredivali PAU u reci Menderes u Turskoj pri ¢emu su uzorke prikupljali na lokalitetima
blizu industrijske zone. Oni su odredili ukupnu koncentraciju 13 analizarnih PAU u rasponu od
1,8 - 24,9 ug Lt Guo i saradnici (2012) odredivali su PAU iz 7 re¢nih slivova reke Basin u Kini,
pri ¢emu su ukupne koncetracije 15 odredivanih PAU bile u opsegu od 3,09 do 38,139 pg L.
Znatno vece koli¢ine PAU pronadene su od strane Adenija i saradnika (2019), pri analizi Bufalo
reke u Juznoj Africi. Koncentracije PAU prikazane u njihovom istraZivanju bile su u rasponu od
14,91 do 206 pg L. Oni visoke koncentracije PAU u reci pripisuju urbanoj sredini sa prometnim

saobracajnicama duz toka reke kao 1 izlivanju ulja iz brodova 1 ¢amaca.
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Tabela 31. Koncentracije policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika u analiziranim uzorcima vode izrazene kao srednja vrednost + standardna devijacija

-1

(Mg L™)

£ 5 §

g = g 3 3 g k5

S« =] o o o ) = =

=7 c c c = = = ~ < =

S s £ 2 g 5 £ s 5 T 5 2 g% 5

= c = 3 = S, =2 = S, 5 2

£E 3 i i £ 5 S g 5 g S g g T 2 & 3 2
38 & 3 3 = S £ 3 g T g S S S 5 8 S %

xr 5 z g < i i < i T T M ) ) ) £ fa) i) N

1 1,2+0,1 0,5+0,3 1,2+0,9 4,7+0,6 0,8+0,3 1,6£0,4 i 0,6+0,1 n.d. n.d. n.d. 0,72+0,01 @ 1,35+0,01 | n.d. n.d. n.d. n.d. 12,7+£0,2
2 1,9+0,4 0,9+0,9 1,4+0,2 2,9+0,9 n.d. n.d. 0,64+0,06 i 0,78+0,05 | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 8,5+0,2
3 2,610,8 3,1+0,3 0,5+0,2 2,540,1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 8,70+0,09
4 2,4+0,3 3,2+0,2 0,6+0,2 3,7+0,3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 9,90+0,06
5 2,0£0,5 2,910,4 0,6+0,2 2,4+0,1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 7,90+0,08
6 4,3+0,5 3,3+0,7 0,740,1 1,02+0,04 | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 9,32+0,08
7 1,5+0,2 3,1+0,3 0,73+£0,05 | 1,14+0,03 | n.d. n.d. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. n.d. n.d. 6,47+0,04
8 1,4+0,4 3,31+0,07 | 0,76+0,08 : 1,2+0,1 n.d. n.d. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. n.d. n.d. 6,67+0,04
9 2,42+0,08 | 3,2+0,3 0,7£0,2 2,08+0,06 : n.d. n.d. nd. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. n.d. n.d. 8,4+0,2
10 1,3+0,6 2,6+0,6 0,9+0,2 0,9+0,1 0,5+0,1 n.d. 0,95+0,05 : 1,25+0,01 : 1,41+0,02 : 0,8+0,4 n.d. 0,91+0,01 | n.d. n.d. n.d. n.d. 11,5+0,1
11 0,69+0,05 | 3,4+0,4 0,82+0,03 : 0,90+0,04 : n.d. n.d. 0,85+0,01 | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 6,66+0,03
12 0,70,2 3,3+0,3 0,75+0,05 : 1,3+0,1 0,610,1 n.d. 1,03£0,01 | n.d. n.d. n.d. n.d. 0,53+0,01 | n.d. n.d. n.d. n.d. 8,21+0,05
13 2,6+0,7 2,1+0,4 0,27+0,04 : 1,53+0,03 | n.d. n.d. 0,85+0,04 i 0,93+0,02 | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 8,28+0,08
14 1,6+0,6 3,1+0,6 0,46+0,01 : 1,44+0,01 | 0,56+0,04 : n.d. 0,66+0,04 i n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 7,82+0,08
15 7,3+0,6 3,540,2 0,37+0,02 | 4,64+0,08 : 0,60+0,01 : n.d. 0,61+0,06 | 1,21+0,02 : n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 18,23+0,06
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|
16 3,8+0,6 3,940,1 1,7+0,2 9,740,3 1,06£0,08 | 1,2+0,6 | 1,3%0,1 1,81+0,02 | 2,51+0 1,9+0,6 1,25+0,01 : 3,51+0,02 | n.d. n.d. n.d. n.d. 33,6+0,2
17 1,9+0,1 3,3+0,2 1,240,3 3,46+0,03 | 0,85+0,07 : n.d. 0,78+0,01 : 0,98+0,01 : 1,870 1,0+0,1 0,59+0,01 : 2,43+0,02 | n.d. n.d. n.d. n.d. 18,36+0,05
18 1,08+0,06 : 2,5+0,9 0,69+0,07 : 1,28+0,02 | 0,59+0,06 : n.d. 0,91+0,04 : 0,98+0,01 | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 8,03+0,07
19 1,3+0,1 3,02+0,08 : 0,73+0,04 : 0,90+0,03 : n.d. n.d. 0,58+0,04 i n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 6,53+0,02
20 0,68+0,02 | 3,1+0,4 0,78+0,03 : 1,42+0,08 | 0,55+0,03 | n.d. 0,86+0,04 : 0,85+0 n.d. 0,82+0,05 : 0,74+0,01 | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 9,8+0,04
21 1,8+0,4 3,3+0,8 0,77+£0,08 : 0,72+0,02 | n.d. n.d. 0,93+0,05 | 0,84+0,01 | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 8,36+0,09
22 0,83+0,04 : 3,1+0,7 0,82+0,05 : 1,01+0,02 | n.d. n.d. 0,66+0,02 i 0,67+0,01 | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 7,09+0,05
23 0,88+0,05 | 3,1+0,2 0,95+0,04 : 1,74+0,09 : n.d. n.d. 0,69+0,08 : 0,70+0,01 | n.d. 0,63+0,05 : 0,63+0,01 | 1,89+0,09 : n.d. n.d. n.d. n.d. 11,21+0,04
24 1,24+0,05 | 3,3+0,1 0,77+£0,06 @ 1,13+0,02 | n.d. n.d. 0,58+0,08 i 0,65+0,01 | n.d. n.d. 0,67+0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 8,34+0,02
25 1,7£0,2 3,2+0,7 0,66+0,04 : 2,2+0,6 n.d. n.d. n.d. 0,86+0,03 : n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 8,610,1
26 0,70+0,01 | 3,18+0,6 0,79+0,04 @ 2,08+0,03 | n.d. n.d. nd. 0,83+£0,01 | n.d. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. n.d. n.d. 7,58+0,04
27 1,5+0,7 2,910,5 0,85+0,05 | 1,6+0,8 n.d. n.d. 0,59+0,02 : 0,71+0,05 | n.d. 0,75£0,01 : n.d. nd. n.d. n.d. n.d. n.d. 8,9+0,13
28 1,6+0,3 3,2+0,8 3,240,3 5,6+0,5 n.d. 1,5+0,3 | n.d. n.d. nd. 0,91+£0,04 : n.d. nd. n.d. n.d. n.d. n.d. 16,0+£0,1
29 0,940,1 3,240,6 0,8+0,2 1,240,2 0,55+0,06 | n.d. 0,60+0,01 : 0,65+0,01 | n.d. n.d. n.d. 0,62+0,03 i n.d. n.d. n.d. n.d. 8,52+0,08
30 2,940,8 3,240,3 0,83+0,07 | 1,6%0,2 n.d. n.d. 0,77+£0,09 : 0,77+0,02 | n.d. 0,88+0,01 : 0,68+0,01 : 1,17+0,06 | n.d. n.d. n.d. n.d. 12,8+0,1
31 2,740,3 3,310,7 2,4+0,3 1,34+0,04 i n.d. n.d. 0,57+0,01 | 0,56+0,01 | n.d. 1,2+0,4 0,91+0,01 : 1,52+0,03 | n.d. n.d. n.d. n.d. 14,5+0,1
32 0,74+0,04 : 2,92+0,5 0,92+0,03 | 1,3+0,1 n.d. n.d. 0,64+0,01 | 0,75%£0,02 | n.d. n.d. 0,58+0,01 | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 7,85+0,04
33 0,68+0,01 : 3,05+0,07 : 1,05+0,01 : 1,3%+0,2 n.d. n.d. 0,69+0,01  n.d. n.d. 0,98+0,01 : n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 7,75%0,02
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34 0,7120,03 | 25+0,4 | 0,90+0,05 | 2,33£0,08 | n.d. n.d. 0,76£0,01 | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 7,2020,04
35 0,75+0,03 : 3,0+0,6 1,41+0,09 : 2,60+0,05 : n.d. n.d. 0,58+0,01 : n.d. n.d. 0,83+0,01 : 0,72+0 0,7940,01 | n.d. n.d. n.d. n.d. 10,68+0,05
36 28403 2.94+0,05  1,24+0,00 1 1,902 70,55+0,02 | n.d. 0,62+0,01 | n.d. n.d. 0.90+0,01" n.d. 0,71+0,01 | n.d. n.d. n.d. n.d. 11,66+0,04
37 0.70+0,07 | 31401 70,06+0,01 | 1,9140,01 | n.d. n.d. 0,63+0,01 | 0,85+0,01 " n.d. 0,640,011 0,76+0,02 " 1,62+0,01 | n.d. n.d. n.d. n.d. 11,20+0,02
38 3,050,031 34+0,0 " 0,58+0,01 | 1,27+0,07 | n.d. n.d. 0,79+0,01 | 0,08+0,02 " nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 10,07+0,07
39 4,3+0,5 3,4+0,4 0,46+0,05 : 2,1+0,2 0,61+0,09 | n.d. 1,1740,01 i 1,16+0,06 | n.d. 1,19+0,01 i 0,98+0,01 | 2,11+0,01 : n.d. n.d. n.d. n.d. 17,48+0,08
40 87406 370+0,03 0,68+0,02 | 128+0,02 | 0,58+0,06 | n.d. 129%0 1384001 nd. 0,64+0 0,85+0,01 " 2,24+0,03  n.d. nd. nd. nd. 2134%0,05

Brojevima od 1-40 predstavljeni su lokaliteti uzorkovanja (slika 21)
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Najveca koncentracija ukupnih PAU dobijena je analizom uzorka reke NiSave prikupljenog
u blizini autoputa i industrijske zone u Pirotu (16) i iznosila je 33,6+0,2 pug L. Visoke
koncentracije ukupnih PAU dobijene su i analizom uzoraka 15 i 17 (18,23+0,06 i 18,36+0,05 ug
L1). Uzorak na lokalitetu 15 prikupljen je na izlazu iz Pirota, dok se lokalitet uzorkovanja 17 nalazi

nizvodno od lokaliteta sa najve¢om ukupnom koncentracijom PAU.

Najmanje koncentracije ukupnih PAU odredene su u reci Jermi u selu Trnski Odorovci (7)
(6,47+0,04 ug L), i Kusovranskoj reci (8) (6,67+0,04 pg L ™). Iako je u uzorcima 7 i 8 pronadena
najmanja koncentracija ukupnih PAU u odnosu na preostale analizirane uzorke, koncentracija
PAU u ovim uzorcima bila je vec¢a u odnosu na ukupnu koncentraciju PAU u Raba reci u

Madarskoj (Nagy i saradnici, 2013) i Evoikos zaliva u Grékoj (Triantafyllaki i saradnici, 2005).

Analizom uzorka reke NiSave uzetog na ulazu u Dimitrovgrad (1), ukupna koncentracija
odredenih PAU iznosila je 12,7+0,2 ug L2, dok je analizom uzorka reke Nisave prikupljenog na
izlazu iz grada (2), ukupna kolli¢ina PAU iznosila 8,5+0,2 pug L. Dobijeni rezultati analize uzorka
1 1 uzorka 2 pokazali su suprotno od ocekivanog, a Ovakva razlika u rezultatima moze se objasniti
jacim vezivanjem teskih PAU za re¢ne sedimente kao i visokom frekvencijom saobracaja na ulazu
u grad. Analizom uzoraka Nisave pre usca (3) i posle uséa reke Jerme (4) u NiSavu koncentracija
se povecala sa 8,70+0,09 pg L na 9,90+0,06 ug L. Dobijeni rezultati analize PAU u Nisavi na
podru¢ju Dimitrovgrada bili su veéi u odnosu na analizu PAU Zute reke u Kini (Liu i saradnici,
2020; Wang i saradnici, 2015; Sun i saradnici, 2009), a nizi u odnosu na analizu PAU Teme
Harbour reke u Gani (Gorleku i saradnici, 2014) i reka severnog Tajlanda (Saiburi, Pattani, Thepba
i Sungai Golok reke) (Hajisamoh, 2013).

Analizom uzorka reke Nisave prikupljenog na ulazu u grad Pirot (10) ukupna koncentracija
PAU iznosila je 11,5+0,1 pg L, dok je u uzorku pritoke Nigave - Kosturske Reke na izlazu iz
Pirota (15) odredena ukupna koncentracija PAU iznosila 18,23+0,06 pg L. Ovakva razlika u
ukupnim koncentracijama PAU u analiziranim rekama je ocekivana, i moZe se objasniti
povecanom emisijom PAU poreklom iz saobracaja u blizini lokaliteta uzorkovanja, a prolaskom
kroz grad reka se moze kontaminirati PAU nastalim sagorevanjem fosilnih i ¢vrstih goriva koja se
koriste za grejanje. Doprinos pritoka na podrucju Pirota ispitivan je analizom uzorka reke NiSave
pre uliva Gradagnicke reke (12), odredena ukupna koncentracija PAU (8,21+0,05 ug L) bila je

veca u odnosu na uzorak (13) nakon ulivanja Gradagnicke reke (8,28+0,08 ug L™?). Koncentracije
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PAU u uzorcima na podrucju Pirota bile su sli¢ne kao vrednosti dobijene pri analizi Menderes reke
u Turskoj (Ardag i saradnici, 2011) i Brzustowka reke u Poljskoj (Kabzinski i saradnici, 2002),
dok su bile ve¢e od ukupne koncentracije PAU za reku Misisipi u Americi (Zhang i saradnici,
2007), reku Limpopo u Juznoj Africi (Nekhavhambe i saradnici, 2014), Tiber u Italiji (Petrolecco
i saradnici, 2010), Sijene u Francuskoj (Fernandes i saradnici, 1997) i Baha Bianca reku u
Argentini (Arias i saradnici, 2009).

Analizom uzorka reke Nisave prikupljenog na ulazu u Belu Palanku (19) ukupna
koncentracija PAU iznosila je 6,53+0,02 pug L dok je ocekivano veca ukupna koncentracija
dobijena analizom uzorka reke NiSave prikupljenog na izlazu iz Bele Palanke (21) 8,36+0,09 pg
L. Doprinos pritoka na podru¢ju ovog grada ispitivan je analizom uzoraka pre i posle uséa
Vrelske i Crvene reke pri ¢emu je zaklju¢eno da su pritoke doprinosile povecanju ukupne
koncentracije. Ukoliko se uporede dobijene vrednosti ukupnih koncentracija PAU sa vrednostima
iz literature, zakljucuje se da je analizom uzoraka na podrué¢ju Bele Palanke koncentracija ukupnih
PAU bila veca u odnosu na analizu PAU u Malliakos zalivu u Grékoj (Triantafyllaki i saradnici,
2005), Gao - Ping reke u Tajvanu (Doong i saradnici, 2003) ali su bile nize od koncentracije PAU
u Mvudi reci u Juznoj Africi (Edokpayi i saradnici, 2016).

Analizom uzorka reke NiSave, prikupljenog kod Niske Banje (29) na ulazu u Ni§, ukupna
koncentracija PAU iznosila je 8,52+0,08 ug L. Analizom uzorka reke Nisave, prikupljenog na
izlazu iz Nisa pre neposrednog ulivanja Nisave u Juznu moravu (40), ukupna koncentracija PAU
iznosila je 21,34+0,05 pg L? i bila je znatno veca nego na ulazu u Ni§ ¢ime je dokazano da se
prolaskom kroz urbanu sredinu reka NiSava kontaminira PAU jedinjenjima. Analizom uzoraka
Nisave pre uS¢a (30) i posle us¢a Kutinske reke (31) ukupna koncentracija se povecala sa 12,8+0,1
ug Lt na 14,5+0,1 pg L2, ¢ime je dokazano da i na podrudju Nisa pritoke doprinose poveéanju
ukupne koncentracije PAU. Sve vrednosti ukupnih koncentracija PAU dobijene analizom uzoraka
na podrucju Nisa bile su vece u odnosu na reku York u Americi (Countway i saradnici, 2003), reku
Kor u Iranu (Kafilzadeh i saradnici, 2011), reku Nil u Egiptu (Badawy i Embaby, 2010) i Tripui
reku u Brazilu (Brum i Netto, 2009).

U svim analiziranim uzorcima zabelezeno je prisustvo naftalena, acenaftilena, acenaftena
i fluorena dok su koncentracije benzo[a]pirena, indeno[1,2,3-cd]pirena, dibenzo[a,h]antracena i

benzo[g,h,i]perilena bile ispod granice detekcije metode. Najveca pojedinacna koncentracija
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registrovana je za fluoren, a vrednosti njegovih koncentracija bile su u granicama od 0,72+0,02 pg
L1 (21) do 9,7+0,3 (16). Visoka koncentracija zabeleZena je i za naftalen ¢ije su koncentracije bile
u granicama od 0,68+0,01 pug L™ (20 i 33) do 8,7+0,6 pg L™ (40). Svetska zdravstvena organizacija
propisuje maksimalno dozvoljenu koncentraciju od 0,05 pg L™ za svaki od 16 prioritetnin PAU za
povrsinske vode (WHO, 1996). Koncentracije detektovanih PAU u svim uzorcima voda bile su
veée od propisanih i smatraju se zagadenim. US-EPA propisuje maksimalnu dozvoljenu
koncentraciju od 0,1 pg L™ za benzo[a]antracen, 0,2 pug L™ za benzo[a]piren, benzo[b]fluoranten,
benzo[Kk]fluoranten i hrizen, 0,3 pug L™ za dibenzo[a,h]antracen i 0,4 od pg L za indeno[1,2,3-
c,d]piren kao dokazano kancerogenih i potencijalno kancerogenih jedinjenja (ATSDR, 2008).
Koncentracije ~ potencijalno  kancerogenih benzo[a]antracena, benzo[b]fluorantena,
benzo[k]fluorantena i hrizena, detektovanih u analiziranim uzorcima, bile su vec¢e od dozvoljenih
koncentracija za povrSinske vode te se i prema ovoj regulativi zakljucuje da su analizirane vode
zagadene. Prema nacionalnom institutu za zivotnu sredinu u Holandiji, na osnovu dvadeset
petogodisnje studije o uticaju PAU na slatku vodu kao deo Zivotne sredine 1 akvati¢ne organizme
(RIVM, 2012), propisani su ekotoksikoloski limiti (Tabela 4). Prema ovoj regulativi sve dobijene
vrednosti koncentracija teskih PAU bile su ve¢e od dozvoljenih. Vrednosti koncentracija lakih
PAU naftalena, acenaftilena, acenaftena, fluorena i fenantrena bile su nize dok su koncentracije

antracena, u uzorcima u kojima je detektovan, bile vece od eko-toksikoloskih limita.

Prisustvo lakih PAU u svim analiziranim uzorcima bilo je ve¢e odnosu na teske PAU Sto
se moze pripisati slabijoj rastvorljivosti teSskih PAU u vodi 1 njihovim jaim vezivanjem za re¢ne
sedimente u odnosu na lake PAU. Ukupne koncentracije lakih i tekih PAU (ug L) i procentualni
doprinos koncentracija lakih i teSkih PAU u odnosu na ukupnu koncentraciju PAU u svakom od
uzoraka prikazani su u tabeli 32. Uzorci prikupljeni na lokalitetima od 3-9 nisu sadrzavali teske
PAU jer se nalaze na mestima na kojima je manje drumskog saobraé¢aja, odnosno ovo podrucje je

najmanje optereceno emisijom PAU.
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Tabela 32. Ukupne koncentracije lakih i teskih PAU (ug L) i njihov procentualni udeo u
uzorcima reéne vode

Koncentracija teskih

Redni broj Koncentracija lakih PAU Laki PAU Teski PAU

uzoraka PAU [ug L7 g L] [%%6] [9%6]
1 10,0+0,4 2,67+0,01 78,9 21,1
2 7,1+0,4 1,42+0,01 83,3 16,7
3 8,7+0,2 0 100,0 0
4 9,9+0,2 0 100,0 0
5 7,9+0,2 0 100,0 0
6 9,3+0,2 0 100,0 0
7 6,5+0,1 0 100,0 0
8 6,7+0,1 0 100,0 0
9 8,4+0,1 0 100,0 0
10 6,2+0,3 5,3240,05 53,8 46,2
11 5,81+0,09 0,85+0 87,2 12,8
12 6,6+0,1 1,560 81,0 19,0
13 6,5+0,2 1,78+0,01 78,5 215
14 7,240,2 0,66+0 91,6 8,4
15 16,4+0,2 1,82+0,01 90,0 10,0
16 21,4+0,3 12,28+0,08 63,5 36,5
17 10,7+0,1 7,65+0,02 58,3 41,7
18 6,1+0,2 1,89+0,01 76,5 23,5
19 5,95+0,04 0,5840 91,1 8,9
20 6,53+0,09 3,2740,01 66,6 33,4
21 6,6+0,2 1,77+0,01 78,8 21,2
22 5,8+0,1 1,33+0 81,2 18,8
23 6,67+0,06 4,54+0,02 59,5 40,5
24 6,44+0,04 1,90+0,01 77,2 22,8
25 7,8+0,3 0,86+0 90,0 10,0
26 6,7+0,1 0,8310 89,1 10,9
27 6,8+0,3 2,05+0,01 77,0 23,0
28 15,1+0,4 0,91+0 94,3 57
29 6,6+0,2 1,87+0,01 78,1 21,9
30 8,5+0,2 4,2740,02 66,6 33,4
31 9,7+0,2 4,76+0,05 67,2 32,8
32 5,9+0,1 1,97+0 74,8 25,2
33 6,08+0,05 1,67+0 78,5 215
34 6,44+0,09 0,7610 89,4 10,6
35 7,8+0,1 2,92+0 72,7 27,3
36 9,4+0,1 2,2310 80,9 19,1
37 6,7+0,03 4,5+0,01 59,8 40,2
38 8,3+0,2 1,770 82,4 17,6
39 10,9+0,2 6,61+0,01 62,2 37,8
40 14,9+0,1 6,4+0,01 70,0 30,0
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Ukupna koncentracija odredenih lakih PAU, izrazena procentualno, bila je u opsegu od
53,8-100 %. Sli¢ne vrednosti dobijene su analizom uzoraka vode na sadrzaj PAU od strane
Manolija i saradnika (2000) koji su analizirali povrSinske vode u severnoj Grckoj i pronasli da je
koli¢ina lakih PAU u analiziranim uzorcima bila 85,2 %. U uzorcima od 3-9, 14, 15, 19 i 28
koli¢ina PAU iznosila je od 90-100 %. U 20 od ukupno 40 uzoraka koli¢ina PAU bila je veca od
80 %, a u 32 uzorka od 40 koli¢ina lakih PAU bila je veéa od 70 %. Cao i saradnici (2005) pri
analizi povrSinskih voda Tanjina u Kini odredili su lake PAU u koli¢ini 95,9 %, Kafilzadeh i
saradnici (2011), analizom uzoraka reke Kor reke u Iranu odredili su sadrzaj lakih PAU u iznosu
od 81,6 % i Trianrafyllaki i saradnici (2005) prilikom analize uzoraka Maliakos zaliva u Grékoj
ustanovili su da je sadrzaj lakih PAU 75,0 %. U svim analiziranim uzorcima reke NiSave i njenih
pritoka odredene su veée ukupne koncentracije lakih u odnosu na teske PAU §to se objasnjava
boljim rastvaranjem lakih PAU u vodi, odnosno ja¢im vezivanjem teSkih PAU za ¢vrstu materiju.
Na osnovu dobijenih rezultata koji su uporedeni sa zvani¢nim propisima i rezultatima analize re¢ne
(zalivske) vode drugih autora, moze se zakljuciti da je reka Nisava svojim kompletnim tokom kroz
Srbiju zagadena policiklliénim aromati¢nim ugljovodonicima, pri ¢emu je predominantno

zagadenje izazvano sadrzajem lakih policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika.
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5 lzvod

Medu mnogobrojnim zagadivac¢ima koji se mogu nalaziti u vodi, perzistentni organski
zagadivaci, gde se ubrajaju i policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici (PAU), predstavljaju veliku
opasnost po zivotnu sredinu zbog njihovih toksi¢nih, potencijalno toksi¢nih i bioakumulativnih
osobina, te je njihove koncentracije potrebno pratiti u svim delovima Zivotne sredine, narocito u
vodi, odakle mogu putem lanca ishrane, ili direktno dospeti do ljudi. Pra¢enje koncentracija PAU
postize se primenom postojecih ili razvojem novih analitickih metoda. TeZnja za razvijanjem novih
analitickih metoda, koje su ta¢ne, precizne, ponovljive, selektivne a ujedno i ekonomiéne je stalno
prisutna kod analitiara. Razvoj novih analitickih metoda za analizu PAU, kao vrlo prisutne grupe
perzistentnih organskih zagadivaca u svim delovima zivotne sredine je od velike vaznosti. Kako
gotovo sve analiticke metode zahtevaju pripremu uzoraka za analizu, treba se koncentrisati na
usavrsavanje bas tih tehnika. Mikro-ekstrakcione procedure sve vise postaju popularne kao tehnike
pripreme uzoraka jer su brze, jednostavnije, efikasnije, ekonomicnije i mogu biti automatizovane.
U okviru ove doktorske disertacije opisana je optimizacija i validacija disperzivne mikro-
ekstrakcije ¢vrstom fazom (D-pu-SPE) kao tehnike pripreme uzoraka vode za analizu PAU
primenom gasne hromatografije - masene spektrometrije. D-pu-SPE tehnika pripreme uzoraka vode
predstavlja novi tip mikro-ekstrakcije koji se odlikuje brzinom, jednostavnoscu, robustnoscu,
ekonomiénoscu i sigurnoscéu i koju je moguée, uz upotrebu odgovarajuceg sorbenta, primeniti za

mikro-ekstrakciju PAU iz uzoraka voda.

Razvijanje nove analiticke metode realizovano je u slede¢im etapama:

e Pripremljeni su novi sorbenti na bazi prirodnog zeolita, klinoptilolita za primenu u tehnici
pripreme uzoraka vode disperzivnom mikroekstrakcijom ¢vrstom fazom;
o Termi¢kom modifikacijom; i
o Kiselinsko termi¢kom modifikacijom
e Optimizacioni eksperimenti podrazumevali su odredivanje ta¢nosti metode izrazene kao
efikasnost. Primenjeno je ukupno 42 modifikacije klinoptilolita i to: Sest termicki

modifikovanog klinoptilolita na temperaturama od 120, 300, 400, 500, 600 i 700 °C, i 36

110



kiselinsko termic¢ki modifikovanog klinoptilollita gde je kao kiselina za modifikaciju
koris¢ena hlorovodoniéna kiselina razli¢itih koncentracija (0,01, 0,1, 1, 1,5, 3, 6 mol LY).
Nakon modifikacije klinoptilollita kiselinom u razli¢itim koncentracija modifikacije su
termicki tretirane na temperaturama od 120, 300, 400, 500, 600 i 700 °C;

e Na osnovu optimizacionih eksperimenata utvrdeno je koji sorbenti su pokazali najbolje
vrednosti efikasnosti i oni su kori$¢eni za validaciju metoda. Primenom sorbenta koji je
pripremljen upotrebom 1,5 mol L™ za modifikaciju klinoptilolita koji je termi¢ki obraden
na 500 °C (E4 modifikacija) dobijene su najbolje validacione karakteristike;

e Optimizovana je masa E4 modifikacije sorbenta;

e Optimizovana i validovana metoda je primenjena za analizu PAU realnih uzoraka vode
reke NiSave u njenom kompletnom toku kroz Srbiju, kao i njenih pritoka na teritoriji

opstina Dimitrovgrad, Pirot, Bela Palanka i Nis.

Najbolje vrednosti efikasnosti od ukupno 42 testirana sorbenta dobijene su primenom
modifikacije pripremljene tretmanom 1,5 mol L' hlorovodoni¢nom Kkiselinom i termicki
tretiranom na 500 °C. Optimizacijom mase sorbenta zaklju¢eno je da je primenom 200 mg sorbenta
postignuta zahtevana analiticka efikasnost u intervalu od 70-130 % za sva analizirana jedinjenja.
Vrednosti efikasnosti bile su u intervalu od 69+1 (dibenzo[a,h]antracen) do 123+1 % (piren).
Granice detekcije bile su u opsegu od 0,05 pug L (naftalen i acenaften) do 1,36 pg L*
(benzo[a]piren). Granice kvantifikacije bile su u opsegu od 0,14 pg L (acenaften) do 4,13 pg L
(benzo[a]piren). Vrednosti preciznosti merenja bile su u intervalu od 1,22 % (fluoranten) do 7,28
% za benzo[k]fluoranten. Vrednosti merne nesigurnosti bile su u opsegu od 0,11 % (fluoranten)
do 0,47 % (benzo[k]fluoranten).

Optimizacionim i validacionim eksperimentima utvrdeno je da se primenom 200 mg
sorbenta (pripremljenog modifikacijom klinoptilolita 1,5 mol L i termi¢ki tretiranog na 500 °C)
u disperzivnoj mikroekstrakciji ¢vrstom fazom dobijaju najbolji analiticki parametri i ova
procedura je koris¢ena za analizu realnih uzoraka vode Nisave i njenih pritoka na teritoriji Cetiri

opstine - Dimitrovgrad, Pirot, Bela Palanka i Nis.

U svim analiziranim uzorcima reéne vode su bili prisutni naftalen, acenaftilen, acenaften i
fluoren. Ukupna koncentracija PAU varirala je u zavisnosti od mesta uzorkovanja i bila je u opsegu

od 6,47+0,04 pg L do 33,6+0,2 pug L pri ¢emu je zakljudeno da su analizirane pritoke Nisave
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doprinosile povecanju ukupne koncentracije PAU u Nisavi. Analizom uzoraka prikupljenih na
ulazu i izlazu iz Pirota, Bele Palanke i Nisa, ukupna koncentracija PAU bila je povecana §to je
potvrdilo da se proticanjem reke kroz veca naseljena mesta, ukupna zagadenost PAU jedinjenjima
povecava. Dobijene pojedinacne i ukupne koncentracije PAU bile su vece od dozvoljenih granica
koje propisuju zvani¢ni propisi i moze se smatrati da je reka Nisava u svom toku kroz Srbiju
kontaminirana policikli¢nim aromati¢nim ugljovodonicima od kojih su se u svim analiziranim

uzorcima nalazili laki PAU u vecoj koncentraciji u odnosu na teske PAU.
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6 Summary

Among various pollutants that can be present in water, persistent organic pollutants,
including polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS), represent the greatest danger for
environment due to their toxic, potentially toxic and bioaccumulative properties. Their
concentration should be monitored in all parts of the environment, especially in water, from where
they can reach humans via the food chain or directly. Monitoring of PAH concentration is achieved
by applying existing or developing new analytical methods. The intention to develop new
analytical methods, which are accurate, precise, repeatable, selective and at the same time
economical, is constantly present among analysts. The development of new analytical methods for
the analysis of PAHSs, as a very spread group of persistent organic pollutants in all parts of the
environment, is of great importance. As almost all analytical methods require the preparation of
samples for analysis, it is necessary to concentrate on perfecting those techniques. Microextraction
procedures are becoming increasingly popular as sample preparation techniques because they are
faster, simpler, more efficient, economical and can be automated. Microextraction procedures are
becoming increasingly popular as sample preparation techniques that are faster, simpler, efficient,
economical, and can be automated. This doctoral dissertation describes the optimization and
validation of dispersive micro-solid phase extraction (D-u-SPE) of water samples for PAHs
analysis using gas chromatography-mass spectrometry. The D-u-SPE technique represents a new
type of microextraction that is characterized by speed, simplicity, robustness, cheapness, and
safety, and with the use of a suitable sorbent, can be applied for the microextraction of PAHs from
water samples. In the D-u-SPE sample preparation technique, new sorbents based on natural

zeolite, clinoptilolite, were used.
The development of the new analytical method was carried out in the following stages:

e New sorbents for use in dispersive micro-solid phase extraction as water samples
pretreatment technique based on natural zeolite, clinoptilolite were prepared as;

e Thermal modifications; and

e Acid - thermal modifications

e Optimization experiments involved determining the accuracy of the method expressed as

efficiency. A total of 42 modifications of clinoptilolite were applied: six thermally
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modified clinoptilolite at temperatures of 120, 300, 400, 500, 600 and 700 °C, and 36 acid
- thermal modified clinoptilolite with hydrochloric acid in different concentrations (0.01,
0.1, 1, 1.5, 3, 6 mol L™). After the modification of clinoptilolite with acid in different
concentrations, the modifications were thermally treated at temperatures of 120, 300, 400,
500, 600 and 700 °C;

e Analyzing the results of optimization experiments, it was determined which sorbents
showed the best efficiency values and they were used for method validations. The best
validation characteristics were obtained for sorbent prepared using 1.5 mol L for the
modification of clinoptilolite that was thermally treated at 500 °C (E4 modification);

e The mass of the E4 modification sorbent was optimized; and

e The optimized and validated method was applied for PAHSs analysis of real water samples
of the river Nisava and its tributaries in Serbia in the territory of the cities Dimitrovgrad,
Pirot, Bela Palanka and Nis.

The best efficiency values from 42 total tested sorbents were obtained using modifications
prepared treating clinoptilolite with 1.5 mol L hydrochloric acid and thermally treated at 500 °C.
Mass of the applied sorbent was optimized and it was concluded that the required analytical
efficiency (70-130 %) was achieved with the use of 200 mg of sorbent for all analyzed compounds
except for dibenzo[a,h]anthracene at the spiking level of 3 pg mL* whose value was close to 70
% and amounted 69+1 %. Efficiency values ranged from 69+1 (dibenzo[a,h]anthracene) to 123+1
% (pyrene). Detection limits ranged from 0.05 pg L™ (naphthalene and acenaphthene) to 1.36 g
L (benzo[a]pyrene). Quantification limits ranged from 0.14 pg L™ (acenaphthene) to 4.13 pg L
1 (benzo[a]pyrene). The precision values ranged from 1.22 % (fluoranthene) to 7.28 % for
benzo[k]fluoranthene. The measurement uncertainty values ranged from 0.11 % (fluoranthene) to
0.47 % (benzo[K]fluoranthene).

Through optimization and validation experiments the best analytical parameters were
obtained by using 200 mg of sorbent (prepared by modifying clinoptilolite 1.5 mol L™ and
thermally treated at 500 °C) in dispersive micro-solid phase extraction and this procedure was used
for the analysis of real water samples of Nisava and its tributaries on the teritory of four cities
(Dimitrovgrad, Pirot, Bela Palanka and Nis) in Serbia.
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Naphthalene, acenaphthylene, acenaphthene and fluorene were detemined in all analysed
samples. The total PAHs concentration varied depending on the sampling site and ranged from
6.47+0,04 - 33.6+0,2 pug L™, where tributaries of Nisava contributed to the increase of total PAHs
concentration. The samples collected at the exit of Pirot, Bela Palanka and Nis showed higher total
PAHs concentration than analysed samples at the entrance in those cities which confirmed
increasing of PAHSs pollution in Nisava river by flowing through bigger urban areas. The obtained
individual and total concentration of PAHs were higher than the permissible limits determined by
official regulations and it can be considered that the river Nisava in Serbia is contaminated with

PAHSs, where light PAHs were predominantly present in all of analysed samples.
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7 Prilog

Za sve slike vaze brojcane oznake od 1-22 se odnose na sledeca jedinjenja:

1. 2-hlorfenol-3,4,5,6-ds (surogat standard), 2. naftalen, 3. 2-fluorobifenol (surogat standard), 4.
acenaftilen, 5. acenaften dio (unutrasnji standard), 6. acenaften, 7. 2,4,6- tribromofenol (surogat
standard), 8. fluoren, 9. fenantren dio (unutras$nji standard), 10. fenantren, 11. antracen, 12.
fluoranten, 13. piren, 14. hrizen, 15. benzo[a]antracen, 16. benzo[b]fluoranten, 17.
benzo[k]fluoranten, 18. benzo[a]piren, 19. perilen di> (unutra$nji standard), 20. indeno[1,2,3-cd]
piren, 21. dibenzo[a,h]antracen, 22. benzo[g,h,i]perilen

Relativni intenzitet

044 3 [

3 6
2 ’
= 1 i 8 " . 13 17,1
: . 18
" l 11 l] 14,15 16’__,J 20,21,22

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
Vreme (min)

a)

x101

1.1
11
0.9
0.8 10
0.7
0.64
0.54
0.44
0.3
0.24 ’ 11 12

13
i M 8 l 5 m 202122
4 - 1 14,15 16 20,21,22

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
Vreme (min)

Relativni intenzitet

(S}
&

b)

116



x101

1.1 : .

14
0.9

4 10

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

Relativni intenzitet

15
4 11 141 16 17,18 20,2122
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
Vreme (min)

Slika 26. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog disperzivnom
mikroekstrakcijom ¢vrstom fazom gde je kao sorbent primenjen klinoptilolit modifikovan 0,01
mol L™ HCl i termi¢ki tretiran na temperaturi od 120 °C (B1 modifikacija)

a) nivo spajkovanja od 0,5 ug mL™*!
b) nivo spajkovanja od 1,5 ug mL™?
c) nivo spajkovanja od 3 pg mL*
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Slika 27. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog disperzivnom
mikroekstrakcijom ¢vrstom fazom gde je kao sorbent primenjen klinoptilolit kiselinsko — termicki
modifikovan upotrebom 0,1 mol L™t HCI na temperaturi od 500 °C (C4 modifikacija)

a) nivo spajkovanja od 0,5 ug mL™?
b) nivo spajkovanja od 1,5 ug mL™*
c) nivo spajkovanja od 3 ug mL*
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Slika 28. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog disperzivnom
mikroekstrakcijom ¢vrstom fazom gde je kao sorbent primenjen klinoptilolit modifikovan sa 1 mol

Lt HCl i termicki tretiran na 120 °C (D1 modifikacija)

a) nivo spajkovanja od 0,5 ug mL™?
b) nivo spajkovanja od 1,5 ug mL™*
c) nivo spajkovanja od 3 ug mL*
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Slika 29. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog disperzivnom
mikroekstrakcijom ¢vrstom fazom gde je kao sorbent primenjen klinoptilolit modifikovan 1,5 mol
Lt HCI na temperaturi od 500 °C (E4 modifikacija)

a) nivo spajkovanja od 0,5 pg mL™*
b) nivo spajkovanja od 1,5 ug mL™*
c) nivo spajkovanja od 3 pg mL*
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Slika 30. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog
disperzivnom mikroekstrakcijom ¢vrstom fazom gde je kao sorbent primenjen klinoptilolit
modifikovan sa 3 mol L i termi¢ki tretiran na temperaturi od 400 °C (F3 modifikacija)

a) nivo spajkovanja od 0,5 ug mL™?
b) nivo spajkovanja od 1,5 ug mL™*

c) nivo spajkovanja od 3 pug mL™*
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Slika 31. GC — MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog disperzivnom
mikroekstrakcijom ¢vrstom fazom gde je kao sorbent primenjen modifikacija Klinoptilolita
pripremljena upotrebom 6 mol L™ i termicki tretirana na temperaturi od 500 °C (G4 modifikacija)

a) nivo spajkovanja od 0,5 ug mL™*!
b) nivo spajkovanja od 1,5 ug mL™?
c) nivo spajkovanja od 3 pg mL™*
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N3JABA O AYTOPCTBY

W3jaBibyjem N1a je TOKTOpCcKa qucepTauja, ol HacJIOBOM

PA3BOJ 1 BAIMJAIINIJA HOBE AHAJIMTUYKE METOJE 3A ITPUIIPEMY
Y30PAKA BOJE 3A KBAHTHOUKALIUJY ITOJUIUKINYHUX APOMATHYHHUX
YI'JbOBOJOHHUKA ITPUMEHOM I'ACHE XPOMATOI'PAO®UIE - MACEHE
CIIEKTPOMETPHUJE

® DpPE3YNTAT COICTBCHOT UCTPAXKUBAUKOT paaa,

® 12 OBy TUCEpTAlLlH]jy, HU Y LIEJIMHHU, HUTH Y JIEJIOBHMMa, HICAM IIpHjaBJbUBA0/Ia HA APYTHM
(axkyaTeTHMa, HUTH YHUBEP3UTETUMA,

e la HHCAM IIOBPEAMO/Jia AyTOPCKa IpaBa, HUTH 3JI0yIIOTPEONO/1a HHTENEKTYalHy CBOjUHY
IPYTHX JHLA.

Jlozro/baBaM aa ce o0jaBe MOJM JIMYHYW IMOJAlM, KOjH Cy y BE3W Ca ayTOPCTBOM H
Jo0ujameM aKaJeMCKOT 3Bama JIOKTOpa HayKa, Kao INTO CYy MME W IIPE3UME, TOJUHA U MECTO
pohema U naTyM oabpane paja, ¥ TO Y karanory buGmuoreke, [JUTUTATHOM PENO3UTOPUjyMY
YHausepsurera y Huimy, kao u y ny6sukanujama YHuBep3urera y Huiy.
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JOKTOPCKE JUCEPTAIIMJE

PA3BOJ " BAJIMJALIMJA HOBE AHAJIMTUYKE METO/IE 3A ITPUIIPEMY
Y30PAKA BOJE 3A KBAHTU®UKALIMJIY ITOJMIHUKINYHUX APOMATUYHUX
YI'bOBOJOHUKA ITIPUMEHOM I'ACHE XPOMATOI'PA®UJE - MACEHE
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HACJIOB JOKTOPCKE JUCEPTAIINJE
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00JIHKYy.

Y Humy, 11.10.2022.

H(\ nnnnnnnnnnnnnnnnn ”)TaIlHjeZ

ouh



HU3JABA O KOPHII'REBY

OpnamhyjeM VYuuBepsutercky OubOnuortexky ,Huxoma Tecna® pa y Jlurwraixu
perno3uTopujyM YHuBep3uTera y Huiry yHece Mojy JOKTOPCKY JHCEPTalH]y, 10J] HACIOBOM:

PA3BOJ H BAIMJALIMJA HOBE AHAJMTHYKE METOJE 3A IIPHUIIPEMY
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YI''bOBOAOHHKA IIPUMEHOM T'ACHE XPOMATOI'PAOUIJE - MACEHE
CIIEKTPOMETPUIJE
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Mojy nokTopcky amcepTauujy, yHeTy y JIUTHTaJlHH DPENO3UTOPHjyM YHHBEp3HTETa Y
Humry, Mory KOpPHCTUTH CBHM KOjH TOWITYjy ofpeade caiapxaHe y ogabpaHOM THITY JHLEHIE
Kpearusre 3ajennune (Creative Commons), 3a KOjy cam ce OIyqro/a.
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