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Doktorska disertacija Ana D. Durovié¢

1 UVvOD

Savremena poljoprivredna proizvodnja ne moze se zamisliti bez upotrebe pesticida, jer
gotovo da nema biljne kulture koja bi opstala bez zastite. Pored dominantne primene u
poljoprivredi u cilju povecanja prinosa, pesticidi se koriste u Sumarstvu, a U znatno manjoj meri
u veterini i komunalnoj higijeni. Za razliku od vecine zagaduju¢ih materija koje pretezno
dospevaju u Zivotnu sredinu u cilju oslobadanja od otpadnih materija, pesticidi se unose sa

namerom da pomognu ¢oveku, povecanjem prinosa i suzbijanjem Stetnih organizama.

Nepravilnom upotrebom pesticida, ukljucujuci vrstu i koli¢inu aktivne materije, kao i
nepostovanjem vremena karence, najve¢i deo ovih materija dospeva u Zivotnu sredinu,
prvenstveno u zemljiste. Pesticidi koji su rastvorljivi u vodi spiranjem ili ispiranjem mogu lako
dospeti do povrsinskih i podzemnih voda, i tako predstavljaju veliki rizik po zdravlje ljudi,
naro¢ito ako se takva voda koristi za pice. Stetni zdravstveni efekti koje pesticidi mogu izazvati
zavise od stepena izloZenosti, 1 mogu biti akutni kao Sto su mucnina, glavobolja, iritacije koze
i oCiju, i hroni¢ni, kao $to su razni tumori, neuroloski poremecaji, poremecaji u razvoju i
reproduktivnom sistemu, dijabetes, kardiovaskularne bolesti. Zbog toga, pracenje pesticida u
uzorcima vode iz Zivotne sredine predstavlja jedan od najvaznijih zadataka sa kojima se susrece

moderna analiticka hemija.

U literaturi se, kao najée$ce primenjivane tehnike za odredivanje sadrzaja pesticida u
vodi, navode hromatografske metode. I pored brojnih prednosti koje omogucavaju ove metode,
postoji potreba za razvojem alternativnih, jednostavnih 1 brzih nac¢ina detekcije ovih jedinjenja,
koji bi se mogli primeniti direktno, bez prethodne kompleksne pripreme uzorka.
Elektroanaliticke metode su se prethodnih nekoliko decenije pokazale kao pogodna alternativa

za odredivanje razli¢itih grupa ovih jedinjenja.

Cilj ove doktorske disertacije je ispitivanje mogucénosti primene hronopotenciometrije
u analizi odabranih pesticida u uzorcima vode iz Zivotne sredine, kao i njihovim komercijalnim

formulacijama koje se koriste u poljoprivredi, a dostupne su na domacem trzistu. U tom smislu,
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ispitana je mogucénost primene elektrode od staklastog ugljenika i tankoslojne Zivine elektrode,
koje su koris¢ene za odredivanje insekticida imidakloprida, kao i herbicida metamitrona i
metribuzina. Za svaki ispitivani pesticid i koris¢enu radnu elektrodu, optimizacija metode
podrazumevala je ispitivanje elektrohemijskog ponasanja pesticida (oksidacija/redukcija),
optimizaciju uslova hronopotenciometrijskog odredivanja, validaciju razvijene metode, kao i
primenu na uzorke vode i razli¢ite komercijalne formulacije pesticida. Optimizacija uslova
obuhvatila je ispitivanje najpogodnije metode za uklanjanje rastvorenog kiseonika iz rastvora,
uticaja vrste pomoc¢nog elektrolita, njegove pH vrednosti i koncentracije na analiti¢ki signal,
ispitivanje i definisanje optimalnog opsega potencijala i struje. U okviru validacije ispitani su i
definisani opsezi linearnosti, odredene su vrednosti granice detekcije i granice kvantifikacije,

ispitana je preciznost, tacnost, robusnost i selektivnost metode.

Rad se sastoji iz sledeéih celina: Uvod, Teorijski deo, Eksperimentalni deo, Rezultati i
diskusija i Zakljucci. Teorijski deo obuhvata kratak pregled literature o karakteristikama
pesticida, njihovoj klasifikaciji, vidovima razgradnje, Stetnim uticajima na zivotnu sredinu, kao
i analitici ovih jedinjenja. Posebno su istaknuti pesticidi koji su predmet proucavanja ove
doktorske disertacije. U Eksperimentalnom delu opisani su kori$éeni rastvori, hemikalije,
instrumentacija, posude, ispitivani uzorci, kao i priprema uzoraka. Deo Rezultati i diskusija
sastoji se iz nekoliko potpoglavlja koji su koncipirani prema odredivanom analitu i radnoj
elektrodi koja je koris¢ena u eksperimentima. U svakom potpoglavlju postupno su opisani
postupci optimizacije i validacije metode, a na kraju, razvijene metode primenjene su na
komercijalne formulacije pesticida i uzorke vode. Pored rezultata dobijenih
hronopotenciometrijom, prikazani su i rezultati analize uzoraka vode dobijenih komparativnom

hromatografskom metodom.
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2 TEORIJSKI DEO

2.1 Pesticidi i njihova klasifikacija

Pesticidi predstavljaju sredstva namenjena za sprecavanje, suzbijanje, ili kontrolu bilo
koje vrste StetoCina, ukljucujuéi vektore humanih i animalnih bolesti, nepozeljne biljne i
zivotinjske vrste koje izazivaju Stetu, ili na bilo koji drugi nac¢in uti¢u na proizvodnju, obradu,
skladistenje, ili transport Zivotnih namirnica i poljoprivrednih kultura (Stephenson i sar., 2006).
U Republici Srbiji, za pesticide koristi se termin sredstva za zastitu bilja, ¢ija su registracija,
kontrola, promet, uvoz i primena u poljoprivrednoj proizvodnji i Sumarstvu, regulisana

Zakonom o sredstvima za zastitu bilja (Sluzbeni glasnik RS, 41/2009).

Jo§ od davnina ¢ovek je spoznao da odredena hemijska sredstva mogu biti efikasna u
zastiti useva. Prvobitno, neorganske materije kao §to su sumpor, arsen, ziva 1 olovo, koriS¢ene
su kao pesticidi. Pocetkom XX veka Paul Miiller otkrio je insekticidna svojstva DDT-a (dihlor-
difenil-trihloretan), nakon ¢ega je usledila masovna upotreba ovog pesticida Sirom sveta,
narocito u kontroli bolesti kao §to su malarija i kuga, koje su do tada dovele do smrti velikog

broja ljudi. Otkrice DDT-a predstavlja poc¢etak industrijske proizvodnje pesticida.

Prema trenutnim podacima, na trZiStu Evropske Unije registrovano je 1355 aktivnih
materija (EU Pesticides database, 2017), dok se prema podacima Ministarstva poljoprivrede i
zastite zivotne sredine u Republici Srbiji na listi odobrenih supstanci nalazi ukupno 327
aktivnih supstanci, sadrzanih u 1106 registrovanih sredstava za zastitu bilja (Sluzbeni Glasnik
49/2017).

Pesticidi se mogu klasifikovati na razli¢ite nac¢ine (prema vrsti organizma koji se
suzbija, hemijskoj strukturi, nadinu primene, nainu prodiranja u organizam, toksi¢nosti,
fizickom stanju), a najcesce se koristi klasifikacija prema vrsti organizma koji se suzbija, pa

tako razlikujemo:
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insekticide;
e fungicide;
e baktericide;
e herbicide i

e regulatore rasta biljaka (Greene i Pohanish, 2005).

U praksi, pesticidi se retko koriste u Cistom stanju. Vecina savremenih pesticida
podrazumeva odgovaraju¢u pripremu koja mozZe obuhvatati razli¢ite postupke (mlevenje,
rastvaranje, razblaZivanje, ili razredenje inertnim materijama), ¢ime se omogucuje
ekonomicnija primena ovih materija, pravilna raspodela na tretiranoj povrSini i povecana
efikasnost u zastiti. Ovaj proces prevodenja pesticida, tj. aktivne materije, u proizvod koji moze
da se koristi u prakticnim uslovima, naziva se formulisanje, pri ¢emu formulacija moze biti

smesa jedne ili vi$e vrsta aktivnih materija (Sovljanski i Lazi¢, 2007).

Prema podacima Ujedinjenih Nacija, procenjeno je da ¢e do 2030. godine ljudska
populacija dosti¢i broj od 8,5 milijardi (United Nations, 2015). Uz takav rapidan rast broja
stanovnika, potreba za hranom Sirom sveta ¢e se povecati, $to uslovljava i povecanu upotrebu
pesticida. Nakon upotrebe, pesticidi dospevaju u zivotnu sredinu, zemljiste i vodu i preko lanca
ishrane ulaze u ljudski organizam. Dugotrajna izlozenost pesticidima kod ljudi moze narusiti
funkcionisanje nervnog, endokrinog, imunog, reproduktivnog, renalnog, kardiovaskularnog i
respiratornog sistema (Mostafalou i Abdollahi, 2013). U cilju smanjenja Stetnih uticaja
pesticida na Zivotnu sredinu, kao i na zdravlje ljudi, uvedene su regulative po pitanju registracije
1 nacina upotrebe pesticida, a doSlo je 1 do znatne revizije regulativa po pitanju maksimalno
dozvoljenih koli¢ina (MDK) ostataka pesticida u namirnicama (EU Pesticides database, 2017).
U cilju uskladivanja zakona sa Evropskom Unijom, i Republika Srbija donosi Pravilnik kojim
se vrednosti MDK za namirnice uskladuju sa vrednostima u Evropskoj Uniji (Sluzbeni glasnik
RS, 29/2014).

2.2 Toksicnost pesticida

Kada se govori o toksi¢nosti pesticida, onda se pod tim terminom ozna¢ava sposobnost
pesticida da izazove $tetan efekat. Stetni efekti do kojih dovode pesticidi mogu varirati od

blagih simptoma kao $to je glavobolja, do ozbiljnih kao §to su konvulzije, koma ili smrt. lako
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se pesticidi primenjuju u cilju povecanja poljoprivredne proizvodnje, fizioloska i biohemijska
slicnost organizama koji nisu predmet delovanja pesticida ¢ini ih osetljivim na toksicno
delovanje pesticida. Pre stavljanja u promet, pesticidi prolaze veoma detaljna ispitivanja koja
se, pored fizi¢ko-hemijskih karakteristika, odnose i na potencijalne toksi¢ne efekte na Coveka i

Zivotnu sredinu.

U zavisnosti od nacina izlozenosti, pesticidi mogu na razli¢ite nacine da dospeju u
organizam: oralno, dermalno, ili inhalacijom. U najve¢em broju slu¢ajeva do izlaganja ¢oveka
dolazi preko disajnih organa prilikom primene pesticida, udisanjem $tetnih materija u vidu pare,
gasova, aerosola. U manjem broju slucajeva dolazi do dermalne ekspozicije, usled nekoriséenja
zaStitne odece i opreme, dok su oralna trovanja najreda, a uglavnom su posledica nesreénog
slucaja. Ispitivanje toksicih efekata pesticida na ljude veoma je sloZen proces. Kao test-Zivotinje
koriste se zamorci: miSevi, pacovi, zeCevi i psi. Na osnovu rezultata toksikoloSkih testova na
test-zivotinjama, procenjuje se toksi¢nosti pesticida na ljude. U zavisnosti od vremenskog
intervala izlaganja i koncentracije Stetne supstance, razlikujemo akutnu i hroni¢nu toksi¢nost.
Akutna toksi¢nost nastaje nakon kratkotrajnog izlaganja Stetnoj supstanci u velikoj dozi, a javlja
se u relativno kratkom vremenskom intervalu, dok se hroni¢na toksi¢nost javlja usled
dugotrajnog izlaganja supstanci u manjoj koncentraciji, a javlja se nakon duzeg vremenskog

perioda.

Standardni termin na osnovu kojeg se definiSe akutna toksi¢nost neke supstance je LDso
(lethal dose) i oznacava onu dozu, odnosno koli¢inu supstance koja dovodi do smrti 50% od
ispitivane populacije, a izrazava se u mg supstance po kg telesne tezine. Pored LDso, za
definisanje toksic¢nosti koristi se i LCso (lethal concentration), odnosno srednja smrtna
koncentracija (mg/1), Sto predstavlja onu koncentraciju supstance koja dovodi do smrti 50% od
ispitivane populacije. Za svaku iskazanu vrednost LDsp mora se naglasiti na¢in primene, kao i
vrsta Zivotinja koja je koris¢ena u eksperimentima. Prema preporukama Svetske zdravstvene
organizacije, u zavisnosti od LDsp oralne i dermalne vrednosti, predlozena je klasifikacija

pesticida u 5 grupa (Tabela 1).

Standardne vrednosti za izrazavanje hroni¢ne toksi¢nosti nisu definisane. Stetni efekti
koji nastaju usled hroni¢ne toksicnosti ukljucuju karcinogenost (sposobnost supstance da
izazove maligni tumor), teratogenost (strukturne i funkcionalne anomalije koje izaziva
supstanca tokom fetalnog razvoja), mutagenost (promene u genetskoj strukturi) i smanjenje

reproduktivnosti.
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Tabela 1. Klasifikacija pesticida u zavisnosti od LDsg vrednosti prema preporukama Svetske

zdravstvene organizacije (WHO, 2009)

LDso za pacove

Grupa (mg/kg telesne teZine)
Oralno Dermalno
la Ekstremno opasni <5 <50
Ib VVeoma opasni 5-50 50 - 200
I Umereno opasni 50 - 2000 200 - 2000
i Malo opasni > 2000
U Malo verovatno da predstavljaju akutnu opasnost 5000 ili vece

2.3 Procesi i karakteristike koji uti¢u na sudbinu pesticida u Zivotnoj

sredini

Dok je efikasnost i toksi¢nost skoro svih pesticida dobro poznata, njihova sudbina i
ponasanje u zivotnoj sredini nakon primene i dalje nije dovoljno ispitana. Prema istraZivanju
koje je sproveo David Pimentel pre vise od 20 godina, manje od 0,1% primenjenog pesticida je
zaista efikasno, dok ostatak odlazi u Zivotnu sredinu (Pimentel, 1995). Razvojem poljoprivrede
u praksi se primenjuju mnogo bolje aplikacione tehnologije, a savremene formulacije
omogucéavaju primenu mnogo manjih koli¢ina pesticida nego ranije (Collier i sar., 2016). Bez
obzira na na¢in primene, najveci deo pesticida nakon primene i dalje dospeva u zivotnu sredinu.
Razlike u hemijskoj strukturi aktivnih materija mogu da ukazuju kako ¢e se odredena materija
ponasati u zivotnoj sredini. Neki pesticidi su rastvorljivi u vodi, $to znaci da iz zemljiSta
procesima ispiranja ili spiranja mogu lako dospeti do podzemnih i povr$inskih voda. Ukoliko
su pesticidi lako isparljivi, mogu lako preéi u gasovito stanje. Takode, pesticidi mogu i da se
razgrade u zivotnoj sredini bioloskim putem (uz pomo¢ mikroorganizama iz zemljista), ili
hemijskim putem, pri ¢emu moze do¢i do potpune detoksikacije, ili u nekim slucajevima
novonastali degradacioni produkti mogu biti jo§ opasniji oblici od primarnih komponenata.

Procesi kretanja i transformacije pesticida prikazani su na Slici 1.
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Slika 1. Procesi koji odreduju sudbinu pesticida u zemljistu

Fizi¢ko-hemijske karakteristike pesticida primarni su faktori u definisanju ponasanja
pesticida u Zivotnoj sredini, kao i za njihovo odredivanje. U nastavku ovog dela disertacije

nabrojani su najznacajniji faktori koji uti¢u na sudbinu pesticida u zemljistu.

2.3.1 Rastvorljivost pesticida u vodi

Rastvorljivost pesticida u vodi je fundamentalna hemijska karakteristika pesticida, a
definise se kao koncentracija hemikalije rastvorene u vodi u mg/l, pri ¢emu je voda u kontaktu,
i u hemijskoj ravnotezi sa ¢istom hemikalijom (Barcel6 i Hennion, 1997). Ova karakteristika je
u funkciji temeperature, pH vrednosti vodenog rastvora kao i od prisustva drugih organskih
materija. Rastvorljivost pesticida u vodi ukazuje na sklonost pesticida da spiranjem sa zemljista,

ili ispiranjem dospeju do izvora vode. lako ova karakteristika sama po sebi nije dovoljna za
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predvidanje ponasanja pesticida u zivotnoj sredini, pesticidi ¢ija je rastvorljivost manja od

1 mg/l uglavnom ostaju na povrsini zemljista (Gavrilescu, 2005).

2.3.2 Oktanol/voda podeoni koeficijent Kow

Kow koeficijent ukazuje na obrnut odnos izmedu rastvorljivosti organskog jedinjenja u

vodi i oktanolu, a definiSe se na sledeéi naéin:

__ koncentracija organske hemikalije u oktanolu (mg/1)
KOW -

1)

koncentracija organske hemikalije u vodi (mg/1)

Ovaj koeficijent Cesto se iskazuje i kao logaritamska vrednost (log Kow), a karakteristika je
lipofilnosti molekula, i ukazuje na tendenciju hemikalije da se akumulira u bioloskim
membranama i zivim organizmima. Generalno vazi pravilo da kod supstanci sa vredno$c¢u log
Kow vec¢om od 3, dolazi do akumulacije. Polarnost molekula takode je povezana sa vrednoscu
Kow. Tako nepolarni analiti imaju vrednost log Kow iznad 4 ili 5, dok polarni imaju log Kow
nizu od 1 ili 1,5 (Barcel6 i Hennion, 1997).

2.3.3 Tendencija pesticida da se adsorbuje za zemljiste

Adsorpcija pesticida za zemljiSte veoma je vazna fizicko-hemijska karakteristika koja
ukazuje na sudbinu pesticida u Zivotnoj sredini, a odvija se kao rezultat interakcije izmedu
hemikalije 1 Cestica zemlje. Adsorpciona svojstva zemljiSta mogu znacajno da utiCu na
mobilnost hemikalija duz zemljisnog profila kao i na njihovu postojanost, bioaktivnost,
ispiranje, isparavanje i bioraspolozivost. Tendencija pesticida da se adsorbuje za zemljiSte
izrazava se adsorpcionim koeficijentom (Koc), Sto predstavlja odnos koncentracije pesticida u
adsorbovanom obliku (vezanog za Cestice zemlje) i u rastvoru (rastvorenog u vodi). Velike Koc
vrednosti ukazuju na tendenciju hemikalije, odnosno pesticida da se adsorbuje za Cestice
zemljista. U zavisnosti od vrednosti Koc pesticidi se smatraju veoma mobilnim (Koc < 50),
umereno mobilnim (Koc: 150 - 500) i neznatno mobilnim (Koc < 2000) (Barcel6 i Hennion,
1997).
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2.3.4 VVreme poluzivota

Vreme poluzivota (DTsg, ili t12), odreduje postojanost pesticida u zemljistu, a definise
se kao vreme potrebno da koncentracija pesticida opadne na polovinu od pocetne vrednosti
(Stephenson i sar., 2006). Sto je vreme poluZivota pesticida duZe, pove¢ava se i moguénost
njegovog kretanja u zemljistu. Tako se pesticidi koji imaju vreme poluzivota krace od 30 dana
smatraju nepostojanim, a oni sa vremenom poluzivota duzim od 30, odnosno od 100 dana
umereno postojanim i postojanim (Gavrilescu, 2005). Kod postojanih pesticida koji u zivotnoj
sredini opstaju duze vreme, povecava se i mogucnost spiranja i kontakta sa povrSinskim
vodama. U literaturi se mogu naci brojni podaci o vremenu poluzivota pesticida, dobijeni u
laboratorijskim ili realnim uslovima merenja, pri ¢emu treba naglasiti da veci znacaj treba
davati merenjima izvedenim u realnim uslovima, s obzirom da ona ukljucuju sloZzene procese

bioticke i abioti¢ke razgradnje, isparavanje, spiranje, ispiranje, adsorciju od strane biljaka, itd.

2.3.5 Isparavanje

Isparavanje predstavlja proces prevodenja ¢vrstih i te¢nih pesticida u gasovitu fazu, a
njegovo odvijanje odredeno je strujanjem vazduha. Tendencija pesticida ka isparavanju,

odnosno prelasku u gasovitu fazu izrazava se Henrijevom konstantom:

napon pare

H = me (2)

rastvorljivost

Sto je veéa vrednost ove konstante za datu aktivnu materiju, veéa je i njena tendencija ka
isparavanju. Za vecinu pesticida, gubici isparavanjem zanemarljivi su u poredenju sa

ispiranjem. Brzina isparavanja pesticida zavisi od nekoliko faktora:

e temperature — viSe temperature intenziviraju proces isparavanja;
e vlaznosti — kod niske vlaznosti veéa je mogucnost isparavanja;
e kretanja vazduha — ubrzava procese isparavanja;

e nacina primene pesticida;

o karakteristika zemljista (tekstura, sadrzaj organske materije, vlaga, i dr.).
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2.3.6 Uticaj karakteristika zemljiSta na sudbinu pesticida

Pesticidi dospevaju u zemljiste direktnim ili indirektnim putem. Direktno dospevanje
pesticida javlja se kao posledica kontrolisane primene, pri suzbijanju Stetocina, a sprovodi se
razli¢itim formulacijama. Indirektan put podrazumeva dospevanje pesticida zalivanjem, ili
navodnjavanjem vodom kontaminiranom pesticidima. Sudbina pesticida u zemljistu pod
uticajem je kompleksnih dinamickih, fizi¢kih, hemijskih i1 bioloskih procesa, ukljucujuci
sorpciju-desorpciju, isparavanje, hemijsku, foto- i biolosku degradaciju, usvajanje od strane
biljaka, spiranje i ispiranje (Estévez i sar., 2008). Procena kontaminacije zivotne sredine
pesticidima moguca je samo sagledavanjem i razumevanjem ovih kompleksnih procesa koji se

odvijaju u zemljistu.

Zemljiste predstavlja slozeni polidisperzni trofazni sistem Koji ¢ine Cvrsta, te¢na i
gasovita faza. Cvrsta faza (mineralna i organska materija) ¢ini do 50% zapremine zemljista,
dok drugu polovinu ¢ine zemlji$ni rastvor i vazduh. Sto se ti¢e samog sadrzaja ¢vrste faze,
mineralne materije ¢ine 90 - 95% celokupne zemljisSne mase, dok na organske materije otpada
svega 1 - 5%. Mineralne materije zemljiSta ¢ine pesak, mulj i glina i ove materije su, izuzev
gline, inertne u pogledu hemijskih reakcija sa pesticidima. Organska materija zemljista
predstavlja slozenu smes$u huminskih i nehuminskih supstanci nastalih procesima raspadanja
biljaka, zivotinja i mikroorganizama. Nehuminske supstance ¢ine ugljeni hidrati, proteini,
organske i amino-kiseline, masti, smole, lignin i pigmenti. Veéinu ovih supstanci lako usvajaju
mikroorganizmi, te one imaju kratak zivotni vek u zemljistu. Sa druge strane, huminske materije
(huminska kiselina, fulvinska kiselina i humin) su stabilne, i ¢ine veéi deo organske materije
zemljista (do 90%). Cvrste &estice zemljista formiraju se uglavnom od minerala i organske
materije zemljista, dok je prostor izmedu njih ispunjen Supljinama koje su znacajne za kretanje

vode, rastvorenih materija i vazduha.

Transportni procesi pesticida u zemljistu zavise od strukture zemljista kao i1 od njegove
teksture (sadrzaj peska, mulja i gline). Zemljista koja imaju vecu specificnu povrsinu (fina
tekstura) i manju propustljivost ¢e imati na raspolaganju vecu povrsinu sorpcije za vezivanje
pesticida i upravo zbog toga kod takvih zemljista za ocekivati je duze vreme kontakta pesticida
i zemljiSta. Na procese adsorpcije pesticida najveci uticaj ima sadrzaj organske materije i gline
u zemljistu, fizicko-hemijske karakteristike pesticida, kao i pH vrednost zemljisnog rastvora i

vlaznost zemljista. Adsorpcijom molekula pesticida za zemljisne Cestice smanjuje se mobilnost

10



Doktorska disertacija Ana D. Durovié¢

pesticida, mikrobioloska degradacija, kao i usvajanje pesticida. Shodno tome, kod zemljista sa
visokim sadrzajem organske materije i gline dolazi do usporenog kretanja vode kroz slojeve
zemljista, izraZeni su procesi adsorpcije, a generalno takva zemljiSta sadrze i raznovrsne
populacije mikroorganizama koji mogu da metaboliSu pesticide. Sa druge strane, kod
peskovitih zemljista procesi adsorpcije i mikrobioloSke razgradnje su zanemarljivi, a velika

propustljivost omogucuje da pesticidi lako dospeju do podzemnih voda.

Pored strukture zemljista, postoji jo§ nekoliko parametara koji utiCu na ponaSanje
pesticida u zemljiStu, a to su propustljivost, pH vrednost zemlji$nog rastvora, nagib i dubina

zemljista.

Propustljivost (permeabilnost) zemljiSta predstavlja brzinu kretanja vode kroz slojeve
zemljista, a zavisi od strukture zemljiSta. Usporenim kretanjem vode vreme kontakta pesticida

i Cestica zemljista se produzava, pa su samim tim i procesi njihove razgradnje izvesniji.

Dubina zemljista utice na koli¢inu 1 vreme kontakta pesticida i Cestica zemljista;

poveéanjem debljine zemljista vreme kontakta se produzava.

pH zemljiSta utice na rastvorljivost pesticida, kao 1 na brzinu bioloskih procesa koji
dovode do njihove razgradnje. UopSteno, u kiselim zemljiStima povecava se rastvorljivost

pesticida, a smanjuje se adsorpcija za Cestice zemlje i efikasnost bioloskih procesa u zemljistu.

Nagib zemljista uti¢e na koli¢inu vode koja ¢e dospeti u zemljiste. Koli¢ina vode, a
samim tim i kontaminanata koji dospevaju u zemljiste je veca kod ravnih u odnosu na strme

terene.

2.3.7 Procesi degradacije pesticida

Degradacija predstavlja osnovni proces razgradnje pesticida u Zivotnoj sredini koji se
odvija pod uticajem biotickih i abiotickih faktora, a ukljucuje razli¢ite interakcije izmedu
mikroorganizama, sastojaka zemljista i pesticida (Estévez i sar., 2008; Guo i sar., 2000). Veéina
pesticida se procesima razgradnje prevodi u manje toksi¢na jedinjenja, iako postoji mogucnost
da i novonastali produkti razgradnje budu izuzetno stetni (Aksu, 2005). Pojam degradacije
pesticida treba razlikovati od iS¢ezavanja, odnosno disipacije pesticida (eng. dissipation).

Pojam disipacija Cesto se koristi u slucajevima kada nije moguce utvrditi koji procesi dovode
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do smanjenja koncentracije pesticida, Sto moze biti posledica degradacije, isparavanja,

ispiranja, spiranja i usvajanja pesticida (Purovic¢, 2011).

2.3.7.1 Hemijska degradacija

Hemijska (abioticka) degradacija ima vaznu ulogu u razgradnji mnogih pesticida u
zemljistu, @ moze se odvijati razli¢itim hemijskim reakcijama kao $to su hidroliza, oksido-
redukcija i jonizacija (Gavrilescu, 2005; Khan, 1980). Veéina ovih reakcija odvija se u vodenoj
sredini tako da voda istovremeno predstavlja i medijum i reaktant. Najéesce reakcije hemijske
razgradnje podrazumevaju hidrolizu i oksidaciju. Reakcije razgradnje mogu biti katalizovane

na razli¢ite nacine: uz prisustvo Cestica gline, oksida metala, metalnih jona i organske materije.

Hidroliza predstavlja reakciju razgradnje veza u molekulu usled reakcije sa vodom, pri
¢emu dolazi do zamene odredene hemijske grupe sa hidroksilnom grupom. Brzina odvijanja
hidrolize u velikoj meri zavisi od pH vrednosti sistema. Usled promene strukture novonastale
komponente, u reakciji hidrolize dolazi i do promena njenih karakteristika, pri ¢emu ovom
reakcijom najcesce nastaju produkti koji su manje toksi¢ni od polazne supstance. Hidroliza

predstavlja kljuénu reakciju u razgradnji organofosfornih pesticida i s-triazina.

Brzina odvijanja redoks reakcija zavisi od pH sredine, kao i od vrednosti redoks
potencijala ispitivanog pesticida. Jonizovani oblici pesticida se znacajno razlikuju po fizicko-
hemijskim karakteristikama od neutralnih molekula u pogledu adsorpcije, rastvorljivosti i
reaktivnosti. Vrednost pH u vec¢ini vodenih sistema nalazi se u rasponu od 4 do 9, uz ekstremne

vrednosti pH do 2 i pH 11 (Gavrilescu, 2005).

2.3.7.2 Fotodegradacija

Fotodegradacija (fotoliza) je proces razgradnje pesticida pod uticajem sunceve svetlosti,
koji moze da se odvija na povrSini lista tretirane biljke, zemljista ili u vazduhu. Procesi
razgradnje pesticida fotodegradacijom mogu se odvijati direktnim ili indirektnim putem.
Direktna fotodegradacija podrazumeva direktnu apsorpciju fotona od strane pesticida, dok kod
indirektne fotolize molekul pesticida apsorbije energiju preko intermedijera, odnosno
takozvanog fotosenzitera. U kojoj meri ¢e doci do fotolize zavisi od duZzine trajanja izlaganja

pesticida, intenziteta i talasne duzine zracenja, karakteristika samog pesticida, prisustva vode,
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vrednosti pH i prisustva fotosenzitera. lako je razgradnja pesticida fotolizom dosta proucavana,
vecéina eksperimenata izvedena je pod laboratorijskim uslovima koji se bitno razlikuju od onih
koji stvarno vladaju u Zivotnoj sredini, pa tako i uticaj mnogih faktora koji mogu da uti¢u na

brzinu fotolize i dalje nije u potpunosti objasnjen.

2.3.7.3 MikrobioloSka degradacija

Mikrobioloska degradacija (biodegradacija) pesticida rezultat je mikrobioloskog
metabolizma pesticida, i Cesto predstavlja jedan od glavnih nadina razgradnje pesticida u
zemljiStu. Ovaj proces odvija se tako Sto mikroorganizmi iz zemljiSta koriste pesticide kao
izvore ugljenika i energije i prevode ih u neorganske molekule. U poslednjih nekoliko decenija
mikrobioloska razgradnja, za razliku od konvencionalnih fizi¢cko-hemijskih metoda, pokazala
se kao veoma uspesna metoda razgradnje pesticida, koja je jeftina i ekoloska (Javaid i sar.,
2016). Stoga se dosta napora ulaZe u izolaciju i identifikaciju mikrobioloskih vrsta koje imaju
sposobnost razgradnje pesticida i njihovih ostataka u zemljistu (Ortiz-Hernandez i sar., 2013).
Populacije mikroorganizama koji se nalaze u zemlji$tu izuzetno su raznovrsne, a ukljucuju
bakterije, aktinomicete, gljive, protozoe, alge, te su samim tim i procesi mikrobioloske
razgradnje pesticida izuzetno slozeni. Istrazivaci procenjuju da jedan gram zemljiSta moze
sadrzati izmedu 5000 i 7000 razli¢itih bakterijskih vrsta, dok, po brojnosti individua, populacije

bakterija prelaze 100 hiljada miliona, a gljiva 10 hiljada miliona (Gavrilescu, 2005).

Zemljisni mikroorganizmi mogu da deluju na pesticid na nekoliko nac¢ina pri ¢emu
naj¢es$¢i mehanizam ukljucuje razgradnju detoksikacijom, dok u nekim slu¢ajevima moze doci
do aktivacije, odnosno toksikacije inicijalno netoksicnog molekula pesticida. Metabolizam
pesticida moze ukljucivati nekoliko faza. U prvoj fazi osobine polazne komponente menjaju se
reakcijama oksidacije, redukcije ili hidrolize i nastaju jedinjenja koja se karakterisu ve¢om
rastvorljivo$¢u u vodi, 1 uglavnom manjom toksi¢no$¢u u odnosu na polazno jedinjenje. Druga
faza podrazumeva konjugaciju pesticida, ili njihovih metabolita, na Secere ili aminokiseline,
dok treca faza podrazumeva konverziju metabolita iz druge faze do sekundarnih netoksi¢nih
metabolita (Ortiz-Hernandez i sar., 2013). U ovim procesima razgradnje prvenstveno ucestvuju
bakterije i gljive, lucenjem ekstracelularnih i intracelularnih enzima (hidrolaza, peroksidaza,
oksigenaza, i dr.). Brzina i efikasnost mikrobioloske razgradnje pod uticajem je kompleksnih
faktora koji vladaju u Zivotnoj sredini: vlage, temperature, pH zemljista, procesa adsorpcije i

osobina samog pesticida. Generalno, adsorbovane komponente su manje dostupne
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mikroorganizmima, pa su tako razgradnja i transport ovih komponenata ograni¢eni (Gavrilescu,
2005). S obzirom da voda predstavlja rastvarac za difuziju i kretanje pesticida, a esencijalna je
I za odvijanje mikrobioloskih procesa, poveéanjem vlage u zemljiStu povecava Se i intenzitet
degradacije pesticida (Chowdhury i sar., 2008). Stepen degradacije pesticida raste i porastom
temperature, posto poveéanjem temperature dolazi i do porasta populacija mikroorganizama u
zemljistu (Chowdhury i sar., 2008; del Pilar Castillo i Torstensson, 2007; Gavrilescu, 2005;
Khan, 1980). Prema tome, biodegradacija moze da se odvija odmah nakon primene pesticida,
dok je u nekim slu¢ajevima mikroorganizmima potrebno izvesno vreme da razviju mehanizam
razgradnje odredenog pesticida, a postoji mogucénost i da odredeni molekuli uopste ne podlezu

mikrobioloskoj razgradnji.

2.3.8 Usvajanje pesticida

Kao $to je ve¢ ranije napomenuto, pesticidi se nakon primene adsorbuju za Cestice
zemljiSta 1 organsku materiju, ili dolazi do njihove razgradnje biotickim ili abiotic¢kim putem.
Onaj deo pesticida koji ne podleze adsorpciji, odnosno razgradnji, a nalazi se u zemljisSnom
rastvoru usvaja biljka korenom. Mehanizam usvajanja pesticida izuzetno je kompleksan, a
zavisi od fizi¢kih i hemijskih karakteristika pesticida i zemljista, vrste biljke, kao i od uslova
koji vladaju u zivotnoj sredini (temperatura, pH). Stepen usvajanja pesticida iz zemljista
proporcionalan je oktanol/voda podeonom koeficijentu (Kow) (McKone i Maddalena, 2007).
Sadrzaj organske materije u zemljistu takode ima vaznu ulogu na usvajanje pesticida, obzirom
da procesi adsorpcije u zemljiStu ograni¢avaju dostupnost ovih hemikalija za biljke. Pored
usvajanja pesticida korenom iz zemljista, biljke usvajaju pesticide i iz vazduha, najve¢im delom
lisS¢em, a u manjoj meri putem stabla 1 izdanaka. Usvajanjem pesticida u biljkama moze do¢i

do njihove akumulacije, pa na taj nacin ulaze u lanac ishrane.

2.3.9 Ispiranje pesticida

Ispiranje pesticida predstavlja vertikalno premestanje supstance kroz zemlji$ne slojeve.
Sa stanovista zaStite Zivotne sredine, ovo je izuzetno vazan proces, jer predstavlja potencijalnu
opasnost zagadenja podzemnih voda. Mogu¢nost kontaminacije podzemnih voda pesticidima

ne zavisi samo od kretanja pesticida kroz zemljiste, ve¢ i od brzine razgradnje. Ukoliko je brzina
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razgradnje dovoljno velika u poredenju sa brzinom ispiranja, moze do¢i do kompletne
razgradnje pesticida pre nego Sto dospe u podzemne vode. Intenzitet ispiranja zavisi od niza
faktora kao $to su sklonosti datog jedinjenja da se adsorbuje za Cestice zemljista, rastvorljivosti
u vodi, teksture zemljiSta, sadrzaja organske materije u zemljiStu, ucestalosti i koli¢ine
padavina, itd. Generalno vazi pravilo da se pesticidi koji imaju vecéu rastvorljivost u vodi bolje
kre¢u kroz zemljisni profil. Takode, u ispiranju pesticida adsorcija ima veoma vaznu ulogu,
izmedu adsorpcije i ispiranja pesticida vazi obrnuta proporcionalnost. Ukoliko su poznate
tizicko-hemijske Kkarakteristike pesticida (Koc, DTso) moze se proceniti i njihov potencijal

ispiranja (Tabela 2).

Tabela 2. Procena pokretljivosti i postojanosti pesticida u zemljistu (Roberts, 1996)

Klasa pokretljivosti  Kriticna vrednost  Klasa postojanosti  VVreme poluraspada

jedinjenja Koc (ml/g) jedinjenja (DTso) (dani)
nepokretno > 4000 nepostojano <5
slabo pokretno 4000 - 500 slabo postojano 5-21
umereno pokretno 499 - 75 umereno postojano 22 - 60
pokretno 74 - 15 )
veoma postojano > 60
veoma pokretno <15

Model Kkoji povezuje pokretljivost i postojanost pesticida je tzv. GUS model

(Groundwater Ubiquity Score), a definise se na sledeéi nacin:
GUS =1og(DTs0)(4 -log Koc) (3)

gde GUS predstavlja bezdimenzioni indeks, DTso vreme poluraspada pesticida u zemljistu i
Koc koeficijent sorpcije. Kada je GUS > 2,8 smatra se da je pesticid sklon ispiranju, pesticidi
sa vrednos¢u GUS < 1,8 nisu skloni ispiranju, dok su prelazni pesticidi sa 1,8 < GUS < 2,8
(Gustafson, 1989).

2.3.10 Spiranje pesticida

Spiranje pesticida predstavlja horizontalno premestanje supstance po povrsni zemljista,
a javlja se u slu¢aju kada je akumulacija vode na povrSini zemljiSta pod uticajem padavina,

vetra, erozije, nagiba tla, itd. vise izrazena u odnosu na njenu infiltraciju u zemljiste. Transport
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pesticida spiranjem zavisi od oblika u kojima se oni nalaze u vodi. Molekul pesticida moze biti
u rastvorljivom obliku, ili vezan za ¢vrste Cestice zemljista ili koloide. Transport pesticida koji
su rastvoreni bic¢e regulisan samim tokom vode, dok transport vezanih pesticida moze biti
razli¢it, u zavisnosti od vrste supstrata za koji su vezani. Transport pesticida koji su vezani za
rastvorenu organsku materiju ili koloide sli¢an je kao kod onih koji su u rastvorenom obliku,
dok kod pesticida koji su vezani za Cestice peska ili gline u povrSinskim vodama dolazi do

talozenja.

2.4 Pesticidi i voda

Voda predstavlja jednu od najrasprostranjenijih materija u prirodi i osnovni je preduslov
za zivot na Zemlji. U vodu svakodnevno dospevaju velike koli¢ine zagaduju¢ih materija, ali
zahvaljujuéi svojim fizi€ko-hemijskim karakteristikama, stalnom kruzenju u prirodi, kao i

prisutvu mikroorganizama, voda poseduje ogromnu mo¢ samoprec¢iséavanja.

Uprkos velikoj rasprostranjenosti, sve je manje ¢iste vode koja se bez prethodne obrade
moze koristiti za pice. Intenzivnim razvojem poljoprivrede, industrije i porastom broja
stanovnika, dolazi do poveéanog zagadenja izvora pitke vode, te se smatra da bi uskoro moglo
do¢i 1 do iscrpljenja ovog neophodnog resursa. Zagadenje vode predstavlja svaka promena u
kvalitetu vode (fizicka, hemijska ili bioloska), koja ima negativan uticaj na organizme Kkoji tu
vodu konzumiraju ili zive u njoj, a nastaje usled prisustva opasnih i §tetnih materija. Glavne
izvore zagadenja Cine gradske i industrijske otpadne vode, koje se cesto bez prethodnog
preciS¢avanja ispustaju u prirodne vodotokove, dok je na drugom mestu spiranje sa
poljoprivrednih povrSina. Neke zagadujuce materije u vodi mogu biti Stetne ukoliko su prisutne
u ve¢im koncentracijama, dok su toksi¢ne materije Stetne bez obzira na to koliki je njihov

sadrzaj u vodi.

Pesticidi dospevaju u vodene sredine iz razlicitih izvora koji mogu da se grupiSu na
tackaste i difuzione. Tackasti izvori predstavljaju fabrike koje proizvode pesticide ili njihove
formulacije, a mogu biti konstantnog zagadenja (otpadne vode), ili zadesnog (havarijsko).
Difuzione izvore karakteri$e veéa povrSina, a odnose se na eroziju sa poljoprivrednih povrSina
i otpad. Erozija moze biti vodena (usled jakih padavina) i eolska, odnoSenjem vetrom sitnih

Cestica zemljiSta u kojima se nalazi pesticid. Pesticidi u vodotokove mogu dospeti direktno ili
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indirektno. Direktan put podrazumeva suzbijanje nezeljene vegetacije, algi, komaraca, ribe, itd.
u vodi i oko vode. Indirektno pesticidi dospevaju u vodu iz atmosfere padavinama, ulivanjem

otpadnih voda, erozijom, bacanjem neutro$enih preparata, i dr. (Sovljanski i Lazi¢, 2007).

Nakon dospeca pesticida u prirodne vodotokove, sli¢no kao u zemljistu, njihova sudbina
dalje zavisi od fizicko-hemijskih karakteristika vode, kao i samog pesticida. Smatra se da su
fotodegradacija 1 hidroliza dva glavna abioticka procesa razgradnje pesticida u vodenim
sredinama (Barcel6 i Hennion, 1997). Usled prisustva pesticida u vodi moze do¢i do razli¢itih
promena boje, ukusa, mirisa, pH, bioloske potrosnje kiseonika, pojave zamucenosti, kao i do

promena vodenog zivog sveta (brojnost, rast, reprodukcija).

Direktivom Evropske Unije (Directive 98/83/EC) koja se odnosi na kvalitet vode
namenjene za javno snabdevanje, ostaci pesticida ograni¢eni su (ponaosob) na 0,1 pg/1, dok ova
vrednost u slucaju aldrina, dieldrina, heptahlora i heptahlor epoksida iznosi 0,030 pg/l, a za
ukupni sadrzaj pesticida 0,5 pg/l. Kako bi se postoje¢i vodeni resursi odrzali i poveéali, uvedena
je Direktiva Evropske Unije o vodama (Directive 2000/60/EC), kojom se sprecava dalje
pogorsanje, zasticuje i1 poboljSava status vodenih ekosistema, promovise odrzivo koris¢enje
vode, smanjuje emisija zagadujucih supstanci. Na teritoriji Sjedinjenih Americkih Drzava
kriterijumi za pijau vodu regulisani su od strane US EPA (US Environmental Protection

Agency - Agencija za zaStitu Zivotne sredine SAD-a).

U Republici Srbiji sadrzaji pesticida u povrsinskim i podzemnim vodama regulisani su
Uredbom o granicnim vrednostima zagadujucih materija u povrsinskim i podzemnim vodama i
sedimentu i rokovima za njihovo dostizanje (Sluzbeni glasnik RS 50/2012) i Uredbom o
granicnim vrednostima prioritetnih i prioritetnih hazardnih supstanci koje zagaduju povrsinske
vode i rokovima za njihovo dostizanje (Sluzbeni glasnik 24/2014). Maksimalno dozvoljene
koncentracije za pojedine prioritetne i prioritetne hazardne supstance prema standardima
kvaliteta zivotne sredine definisane su za pojedine pesticide kao Sto su alahlor, atrazin,
hlorfenvinfos, hlorpirifos, diuron, endosulfan, simazin, trifluralin i terbutrin u povrsinskim
vodama i kre¢u se u opsegu od 0,01 mg/l do 4 mg/l (Sluzbeni glasnik 24/2014). Prema
standardima kvaliteta za podzemne vode, prosecna godiSnja koncentracija pojedinacnih
pesticida, ukljucujuci njihove metabolite, produkte degradacije i reakcija ograniCena je na
0,1 pg/l, dok ista vrednost za sumu svih individualnih pesticida iznosi 0,5 pg/l (Sluzbeni glasnik
RS 50/2012). Kvalitet vode koja se koristi za pi¢e definisan je Pravilnikom o higijenskoj
ispravnosti vode za pice (Sluzbeni list SRJ 42/98 i 44/99). Prema navedenom Pravilniku
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definisana je vrednost ukupne koncentracije pesticida od 0,5 mg/l, a regulisane su i
koncentracije pojedinih pesticida (kao Sto su alahlor, aldrin, dieldrin, atrazin, DDT, ...).
Poredenjem dozvoljenih vrednosti koncentracija pojedinih pesticida u vodi za pice treba
naglasiti da su prema nasem Pravilniku ove vrednosti hiljadu puta vise u odnosu na Direktivu

Evropske Unije (Directive 98/83/EC).

2.5 Insekticidi

Insekticidi su sredstva hemijskog ili bioloskog porekla koja se koriste za suzbijanje ili
sprecavanje delovanja insekata. Insekticidi predstavljaju veliku grupu jedinjenja i mogu se

klasifikovati na nekoliko na¢ina (Zgomba, 2014):

1. Prema fazi razvoja insekata u kojoj insekticidi deluju:

e Ovicidi - za suzbijanje insekata u stadijumu jajeta;

e Larvicidi - za suzbijanje insekata u stadijumu larve;

e Adulticidi - za suzbijanje insekata u stadijumu odraslog.

2. Prema nacinu delovanja:

e Kontaktni - deluju na mestu dodira odnosno, kontakta s insektom ili biljkom;

e Digestivni ili utrobni - deluju nakon unoSenja u organizam ishranom i
dospevanja u probavne organe gde manifestuju svoje delovanje;

e Inhalacioni - deluju svojom gasovitom fazom nakon udisanja;

e Regulatori rasta i razvoja insekata - utiCu na metabolizam insekata,
inhibicijom, ubrzavanjem, usporavanjem ili modifikovanjem pojedinih
fizioloskih procesa;

e Repelentni - odbijaju insekte.

3. Prema hemijskom sastavu:

e Organohlorni;

e Organofosfati;

e Karbamati;

e Piretrini i piretroidi;

e Neonikotinoidi;

e IGR (regulatori rasta insekata).
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Iako se najviSe primenjuju u poljoprivredi, u zastiti bilja i Zivotinja, insekticidi se
primenjuju i u domadinstvima, kao i u ocuvanju javnog zdravlja ljudi (kontrola termita,

bubasvaba, komaraca, itd.).

2.5.1 Neonikotinoidi

Neonikotinoidi predstavljaju relativno novu grupu sintetskih insekticida. Naziv
neonikotinoidi izveden je usled strukturnih sli¢nosti sa nikotinoidima, grupom jedinjenja Koji
se dugo koriste kao insekticidi. Prema mehanizmu delovanja, neonikotinoidi, uz veliku
selektivnost i efikasnost, deluju na centralni nervni sistem insekata kao agonisti postsinaptickih
nikotinskih acetilholin receptora (Jeschke i Nauen, 2010). Zahvaljujuéi specificnom
mehanizmu delovanja, kod neonikotinoida mnogo je manja verovatnoca da kod Stetnih insekata
dode do pojave unakrsne rezistentnosti, tako da je ova grupa insekticida ubrzo nakon svog
pojavljivanja zamenila piretroide, organofosfate, karbamate, kao i druge grupe insekticida, pa
se slobodno moze rec¢i da se otkri¢e neonikotinoida smatra prekretnicom u industriji insekticida
(Jeschke i Nauen, 2010).

Neonikotinoidi imaju Sirok spektar delovanja, poseduju kontaktnu, digestivnu i
sistemati¢nu aktivnost. Pogodni su za suzbijanje lisnih vas$i, Zi¢njaka, kukuruzne pipe,
kukuruzne i krompirove zlatice, repinog buvaca i za kontrolu Sirenja (vektora) virusa. Koriste
se u zastiti velikog broja useva: zita, kukuruza, Se¢erne repe, kao i razlic¢itih vrsta voca i povrcéa
(Janji¢ i Elezovi¢, 2014; Saracco i sar., 2008). Usled male toksi¢nosti prema sisarima, koriste
se i za suzbijanje Steto¢ina u domacinstvu, kao i u veterini (mrava, muva, termita i buva). Pored
specificnog delovanja, jedan od razloga Siroke upotrebe neonikotinoida predstavlja i mogucnost
primene raznovrsnih aplikacionih tehnika: folijarno, tretiranjem semena ili zemljista, Sto nije
slu¢aj kod drugih grupa insekticida (Jeschke i sar., 2011). Tretiranje semena predstavlja
izuzetno pogodnu tehniku kojom se oko semena stvara zastitni omota¢ insekticida koji Stiti
seme dok je ono u zemlji. Putem korena neonikotinoidi dospevaju dalje u celu biljku Stiteci je
od ugriza, sisanja i zvakanja insekata. Ova tehnika u znacajnoj meri smanjuje primenjenu
koli¢inu pesticida, a ne zavisi od vremenskih uslova koji vladaju tokom primene (Jeschke i sar.,
2011).

Postsinapticki nikotinski acetilholin receptori su membranski proteini koji se nalaze na

sinaptickoj membrani, a iniciraju se vezivanjem neuro transmitera acetilholina, propustajuci
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jone Na* i K, $to dovodi do stvaranja elektri¢cnog impulsa. Acetilholin je estar koji nastaje kao
produkt reakcije hidrolize pod dejstvom acetilholinesteraze. Nikotinski acetilholin receptori
dobili su naziv po nikotinu, alkaloidu iz duvana, koji ih moze aktivirati. Mehanizam delovanja
neonikotinoida zasniva se natome da oni, za razliku od acetilholina koji napusta receptor, ostaju
trajno vezani, pa dolazi do prekida u prenosu signala, §to dovodi do paralize i smrti kod insekata
(Slika 2) (Goulson, 2013; Matsuda, i sar., 2009). Selektivno dejstvo neonikotinoida ogleda se
u razli¢itim mestima vezivanja neonikotinoida za nikotinske acetilholin receptore u nervnom
sistemu kod ki¢menjaka, za razliku od onih kod insekata (Simon-Delso i sar., 2015). Takode,
kod beski¢menjaka postoji mnogo veci broj nikotinskih receptora, koji pokazuju veliki afinitet
prema neonikotinoidima, §to i objaSnjava mnogo veéu toksi¢nost neonikotinoida prema takvim
organizmima (Tomizawa i Casida, 2005; Tomizawa i Casida, 2003). lako su nikotini i
neonikotinoidi strukturno sli¢ni, sa istim mehanizmom delovanja, njihova razlika ogleda se u
jonizaciji pri fizioloskoj pH i ciljanom mestu delovanja. Naime, neonikotinoidi nisu jonizovani,
i selektivni su prema nikotinskim acetilholin receptorima insekata, dok su nikotini jonizovani i

selektivni prema nikotinskim acetilholin receptorima sisara (Tomizawa i Casida, 2003).

Otkri¢e neonikotinoida vezuje se za sedamdesete godine proslog veka, kada je otkrivena
grupa nitrometilenskih heterocikli¢nih komponenata (2-(dibromo-nitrometil)-3- metil piridin),
koje imaju moguénost delovanja na nikotinske acetilholin receptore, pokazujuéi nizak stepen
insekticidne aktivnosti prema odredenim grupama insekata (Jeschke i Nauen, 2010).
Optimizacijom hemijske strukture sintetisan je nitiazin (tetrahidro-2-(nitrometilen)-2H-1,3-
tiazin), koji je pokazao vecu efikasnost prema insektima od parationa, kombinovanu sa dobrim
sistematskim ponaSenjem kod biljaka 1 malom toksi¢noS¢u prema sisarima. Medutim, usled
fotohemijske nestabilnosti, nitiazin se nije naSao u komercijalnoj upotrebi. Daljom
optimizacijom hemijske strukture sintetisan je imidakloprid kada zapocinje uspe$na era
neonikotinoida. Poredenja radi, insekticidno delovanje novosintetizovanog jedinjenja
imidakloprida je 10000 puta vece od nikotina (Jeschke i Nauen, 2010). Nakon proboja
imidakloprida na svetsko trziSte, mnoge druge kompanije razvile su sopstvene neonikotinoide.
Pored imidakloprida prvu generaciju neonikotinoida ¢ine nitenpiram, acetamiprid 1 tiakloprid.
Predstavnici druge generacije su tiametoksam i klotianidin, dok dinotefuran ¢ini treéu
generaciju neonikotinoida. lako je prvi predstavnik neonikotinoida sintetisan u Bayer
kompaniji, poslednjih godina Kina predstavlja lidera u proizvodnji neonikotinoida, potrosnji,

izvozu, kao 1 u istrazivanju i razvoju novih neonikotinoida. Predstavnici najnovijih jedinjenja
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iz ove grupe koji su razvijeni u Kini ¢ine imidaclothiz, guadipyr, huanyanglin, paichongding i

cycloxaprid (Shao i sar., 2013).

a) Acetilholin
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Slika 2. Mehanizam delovanja neonikotinoida: a) normalna transmisija, b) blokiranje

acetilholinskih receptora neonikotinoida

Na osnovu hemijske strukture razlikujemo slede¢e grupe neonikotinoida: nitroguanidine
(imidakloprid, tiametoksam, klotianidin i dinotefuran), nitrometilene (nitiazin i nitenpiram) i
N-cijanoimine (acetamiprid i tiakloprid) (Jeschke i Nauen, 2008). Nitenpiram, klotianidin,
dinotefuran i acetamiprid su jedinjenja otvorenog lanca, dok cikli¢ni neonikotinoidi mogu biti
u obliku petoclanog (imidakloprid i tiakloprid ) ili Sesto¢lanog prstena (nitiazin, tiametoksam)
(Jeschke i Nauen, 2008).

Zahvaljujuéi specificnom mehanizmu delovanja, insekticidnoj aktivnosti S$irokog

spektra pri malim dozama primene, u danasnje vreme neonikotinoidi se koriste u vise od 120
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zemalja Sirom sveta pod razli¢itim komercijalnim nazivima (Jeschke i sar., 2011; Jeschke i
Nauen, 2010). Na trzistu Evropske Unije na listi aktivnih materija dozvoljenih za upotrebu
nalaze se acetamiprid, imidakloprid, klotijanidin, tiakloprid i tiametoksam (EU Pesticides
database, 2017), sto je i u skladu sa listom odobrenih supstanci u Republici Srbiji (Sluzbeni
glasnik 49/2017).

Nakon primene, sudbina neonikotinoida u zZivotnoj sredini zavisi od mnogih faktora kao
Sto su koli¢ina i na¢in primene, pH, temperatura, prisustvo ili odsustvo biljnog pokrivaca, tip
zemljista, sadrzaj organske materije, kao i kori$¢enje dubriva (Morrissey i sar., 2015). U
literaturi se mogu naci razli¢iti podaci o vremenu poluzivota neonikotinoida u zemljiStu,
dobijeni na osnovu eksperimenata izvedenih pod razli¢itim uslovima. U slu¢aju primene
neonikotinoida tretiranjem semena, najduze vreme poluzivota dobijeno je za klotijanidin (6931
dan), zatim sledi imidakloprid (1250 dana), dok je najkra¢e vreme poluzivota za nitenpiram
(svega 8 dana) (Goulson, 2013). Odsustvo biljnog pokrivaca, primena formulisanih preparata,
kao i upotreba dubriva bogatog organskom materijom produzavaju poluzivot imidakloprida u
zemljistu (Flores-Cespedes i sar., 2002; Rouchaud i sar., 1994). Neonikotinoidi nemaju visoku
vrednost napona pare, $to ukazuje na to da ¢e nakon primene prskanjem ovi pesticidi biti kratko

prisutni u gasovitoj fazi (Bonmatin i sar., 2015).

Generalno, najveci rizik po Zzivotnu sredinu primenom neonikotinoida predstavlja
mogucénost kontaminacije povrsinskih i podzemnih voda, narocito ukoliko se takva voda koristi
za pi¢e. Osim fipronila, neonikotinoide karakterise velika rastvorljivost u vodi, koja za
nitenpiram dostize i do 590 g/l (PPDB, 2017). Osim toga, niske vrednosti log Kow, kao i niske
vrednosti adsorpcionog koeficijenta (log Koc), ukazuju na moguénost dospevanja u vodenu

sredinu spiranjem i ispiranjem, te se samim tim njihov Zivotni vek produzava (PPDB, 2017).

2.5.1.1. Imidakloprid

Imidakloprid je prvi sintetski proizveden neonikotinoid (Slika 3). Otkriven je 1985.
godine u Bayer kompaniji (Leverkuzen, Nemacka), kao insekticid jedinstvene hemijske

strukture i veoma visoke insekticidne aktivnosti (Jeschke i Nauen, 2010).

Imidakloprid se primenjuje za suzbijanje lisne vasi, zi¢njaka, kukuruzne zlatice, sive
kukuruzne pipe, repinog buvaca, krompirove zlatice, zelene breskvine vasi, u usevima Zita,

suncokreta, kukuruza, Secerne repe, krompira, paradajza, paprike, krastavca, lubenice i dinje,
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jabucastih i1 kosticavih vrsta voc¢aka (Janji¢ i Elezovi¢, 2014). Na trzistu Republike Srbije
komercijalne formulacije imidakloprida dostupne su u vidu koncentrovanog rastvora (Confidor
200, Gatgo 20, Kohinor 200, Macho 200, Mido 20, Savador 200, Warrant 200), uljne disperzije
(Confidor 200, Gatgo 20), koncentrovane suspenzije (Nuprid 200, Nuprid max, Kondor 350,
Gaucho 600, Macho 600, Nuprid 600, Seedoprid 600, Pozitron), vododisperznih granula
(Confidor 70, Lobo, Warrant 70) i praska rastvorljivog u vodi (Imidor 70). Postoje i formulacije
gde je imidakloprid dostupan u kombinaciji sa hlorpirifosom (Primidex, Primidex forte),
gamacihalotrinom (Warrant power), lambdacihalotrinom (Dospeh), Kklotianidinom,

tebukonazolom i protiokonazolom (Yunta quattro) (Sluzbeni glasnik 49/2017).

N—-NO,
Cl N/

Slika 3. Strukturna formula imidakloprida

Fizi¢ko-hemijske karakteristike imidakloprida predstavljene su u Tabeli 3. Imidakloprid
je kristalna supstanca bezbojne ili krem boje, u zavisnosti od cistoce. Odlikuje ga velika

rastvorljivost u vodi i slaba isparljivost (Fossen, 2006; Roberts i Hutson, 1999).

Najbrzi nacin razgradnje imidakloprida je fotodegradacijom (DTso 4,7 dana), a pored
toga, 1 mikrobioloSka degradacija u zemljiS§tu ima vaZznu ulogu u njegovoj razgradnji
(Sabourmoghaddam i sar., 2015; Roberts, 1999). Imidakloprid nema izrazenu tendenciju
vezivanja za zemljiSte 1 nakon primene moze dugo opstati u zemljistu (Bonmatin i sar., 2005).
Vreme poluzivota varira Siroko u granicama od 100 do 1250 dana nakon primene (Baskaran 1
sar., 1999). U zavisnosti od uslova pod kojima su merenja izvedena (klimatski uslovi, prisustvo
1 vrsta biljnog pokrivaca, na€ina primene imidakloprida), 1 drugi autori dobili su rezultate za
vreme poluzivota u pribliznim okvirima (Goulson, 2013; Fernandez-Bayo, i sar., 2009;
Bonmatin i sar., 2005), dok su znatno kraca vremena poluzivota ovog insekticida zabelezena u
Indiji (od 28 do 46 dana) (Sarkar, 2001). Dug poluzivot u zemljistu omoguc¢ava kontinualnu

dostupnost ovog insekticida za usvajanje od strane biljaka. Primarni produkti razgradnje
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imidakloprida u zemljistu jesu: imidakloprid wurea, 6-hidroksinikotinska Kiselina,
6-hloronikotinska kiselina, a kao krajnji produkt razgradnje nastaje ugljen-dioksid (Rouchaud
i sar., 1996) (Slika 4).

Tabela 3. Fizicko-hemijske karakteristike imidakloprida (PPDB, 2017)

o 1-(6-hloro-3-piridilmetil)-2-nitroimino-
Hemijski naziv (IUPAC)

imidazolidin
Molekulska formula CoH10CIN5O2
Molekulska masa (g/mol) 255,7
Rastvorljivost u vodi (mg/l) na 20°C 610
Dihlormetan 67000
Rastvorljivost u organskim Toluen 690
rastvara¢ima (mg/1) na 20°C n-Heksan 100
2-Propanol 2300
Napon pare (Pa) na 20°C (2-4)x107
log Koc 2,39
log Kow 0,57
GUS indeks 3,74

Brzina razgradnje imidakloprida u vodenoj sredini u najvecoj meri zavisi od pH
vrednosti i temperature, a njihovim povecanjem povecava se i brzina hidrolize (Bonmatin i sar.,
2015; Thuyet i sar., 2013). Imidakloprid je hidroliticki stabilan u opsegu pH od 5 do 7. Vreme
hidrolize pri pH 7 iznosi 182 dana, dok pri pH 10 iznosi 44,7 dana (Bonmatin i sar., 2015).
Kada je inkorporiran u zemljiSte, vreme hidrolize moze iznositi 1 do 229 dana (Fossen, 2006).
Razlaganje imidakloprida u povrSinskim vodama odvija se uglavnom fotolizom, uz stvaranje:
imidakloprid-uree, 6-hlornikotinaldehida i 6-hlor-N-metilnikotinamida, kao primarnih
degradacionih produkata (Moza i sar., 1998; Rouchaud i sar., 1996) (Slika 5).

Dobra rastvorljivost u vodi, niska tendecija vezivanja za Cestice zemlje, kao i GUS
indeks, ukazuju da imidakloprid ima potencijal ka ispiranju, te samim tim moze dospeti u
povrsinske i podzemne vode (Bonmatin i sar., 2015; Morrissey i sar., 2015). Ovde treba
naglasiti da komercijalne formulacije pesticida koje se koriste u poljoprivredi sadrze i odredene

pomocne supstance (npr. surfaktanti) koje, izmedu ostalog, imaju za cilj da povecaju
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rastvorljivost aktivne supstance, ili da odrzavaju aktivnu materiju u rastvorenoj fazi duze vreme.
Na ovaj nacin komercijalne formulacije pesticida imaju veéi potencijal za ispiranje nego sama

aktivna materija, Sto je dokazano i u slucaju imidakloprida (Gupta i sar., 2002).
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Slika 4. Degradacija imidakloprida u zemljistu

N—NO

Pored tendencije ka ispiranju, smatra se da je i1 spiranje, naro¢ito nakon obilnijih
padavina jedan od nacina dospevanja imidakloprida u vodene sredine (Lamers i sar., 2011;
Armbrust 1 Peeler, 2002). UopSteno posmatrano, sve karakteristike koje imaju uticaja na
poluzivot imidakloprida u zemljiStu uti¢u 1 na ispiranje imidakloprida u podzemne vode. U
odsustvu svetlosti, imidakloprid moZze ispiranjem dospeti u zemljiSte do dubine od 105 cm
(Felsot et al., 1998), i do koncentracija od 1 do 250 ug/l (Larsbo i sar., 2013; Felsot i sar., 1998).

Shodno tome, u nekoliko studija imidakloprid je detektovan u uzorcima podzemne vode u
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koncentracijama od 0,22 do 3,34 pg/l (Huseth i Groves, 2014; Lamers i sar., 2011). Iz

podzemnih voda, neonikotinoidi mogu ulivanjem dospeti do povrsinskih voda.
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Slika 5. Degradacija imidakloprida u vodi

Najveca koncentracija imidakloprida u uzorcima povrSinske vode izmerena je u
Holandiji, u blizini poljoprivrednih povrSina, gde je njegova koncentracija iznosila 320 pg/1
(Van Dijk i sar., 2013). U Kanadi, imidakloprid je odredivan u razli¢itim uzorcima povrsSinske
i podzemne vode, a najveca koncentracija ovog neonikotinoida od 11,9 pg/l izmerena je u
povrsinskim vodama nakon obilnih padavina u blizini poljoprivrednih useva gde se uzgaja
krompir (Denning i sar. 2004 u CCME, 2007). U Australiji, odredivani su razliCiti
neonikotinoidi u uzorcima re¢ne vode, a koncentracija imidakloprida dostizala je vrednost od
4,6 g/l (Sanchez-Bayo i Hyne, 2014). U Kaliforniji, 89% uzoraka povrSinske vode
uzorkovanih sa poljoprivrednih povrsina sadrzalo je imidakloprid u koncentraciji do 3,29 pg/l
(Starner i Goh, 2012). U principu, kontaminacija imidaklopridom najée$c¢a je kod uzoraka

povrsinske vode koji se nalaze u blizini poljoprivrednih useva, a u retkim slucajevima do
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kontaminacije moze do¢i i u urbanim zonama (Sanchez-Bayo i Hyne, 2014). UopSteno, nakon
dospevanja u povrsinske vode, maksimalna koncentracija neonikotinoida ispoljava se u toku
prva 24 h nakon primene, zatim sledi faza intenzivne razgradnje u slede¢ih nekoliko dana,
pracena nesto sporijom drugom fazom (Armbrust i Peeler, 2002). Brza inicijalna disipacija
imidakloprida u vodi moZe se objasniti razblaZivanjem, fotolizom, mikrobioloskom
degradacijom, usvajanjem od strane biljke i u mnogo manjoj meri adsorpcijom (Morrissey i
sar., 2015). Iako je vreme poluzivota imidakloprida u vodi relativno kratko (nekoliko dana),
koncentracije od 0,1 do 0,2 pg/l detektovane su u uzorcima vode godinu dana nakon primene
ovog insekticida (La i sar., 2015; Kanrar i sar., 2006), sto potvrduje da je pod odredenim
uslovima i uz koris¢enje komercijalnih formulacija pesticida imidakloprid postojan u vodenoj

sredini (Guzsvany i sar., 2006; Sarkar i sar., 2001).

Uzimajuéi u obzir Siroki opseg upotrebe imidakloprida, njegovo dugo vreme poluzivota
u zemlji$tu, moguénost ispiranja, kao i sistematsko delovanje unutar biljaka, nema sumnje da
¢e 1 veliki broj drugih organizama koji naseljavaju obradive povrSine, kao $to su ptice, vodeni
organizmi i insekti, biti izloZen ovom insekticidu. Imidakloprid je veoma toksi¢an za pcele,
LDso = 8 ng/péeli (Fossen, 2006), pri ¢emu doze variraju u zavisnosti od nacina izlaganja i
dozama tokom duzeg vremenskog perioda, LDso = 0,01 - 1,0 ng/pceli (Suchail i sar., 2001).
IzloZenost pcela najeS¢e nastaje usled blizine koSnica 1 obradivih useva tretiranih
imidaklopridom, usled ¢ega moze doc¢i do oSteCenja legla i gubitaka pcela, kao i do
kontaminacije pcelinjih proizvoda (Rennich i sar., 2014; Sanchez-Bayo i Goka, 2014; Dively i
Kamel, 2012; Pareja i sar., 2011). Stoughton i saradnici (2008) navode da hroni¢no izlaganje
vodenih beski¢menjaka imidaklopridu dovodi do smanjenja rasta i broja jedinki, a predstavlja
veliki rizik i za druge vrste vodenih insekata (Roessink i sar., 2013). Za razliku od
imidakloprida, koji se kao Cista supstanca najceSce koristi u toksikoloskim ispitivanjima,
intenzivnija toksi¢nost kod algi, dafnija i riba uocena je koris¢enjem formulisanog te¢nog

preparata Confidor 200 (Tisler i sar., 2009).

Iako imidakloprid ima nisku toksi¢nost kod ki¢menjaka, zivotinje koje se hrane
semenom tretiranim imidaklopridom c¢esto mogu biti izlozene letalnim dozama ovog
insekticida. Procena je da 1% posejanog semena nije pravilno pohranjeno pod zemlju, vec
ostaje dostupno Zivotinjama na povrsini, a ¢esto moze do¢i i do slu€ajnog prosipanja tokom
setve (Lopez-Antia i sar., 2015). Pod takvim okolnostima kod Zivotinja ¢esto moze do¢i do

ingestije tretiranog semena u vecoj koli¢ini u kra¢em vremenskom intervalu. Letalna doza za
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domace vrste ptica moze nastati ingestijom manje od pet semenki tretiranih imidaklopridom
(Goulson, 2013; Mineau i Palmer, 2013). Lopez-Antia i sar. (2013) hranili su prepelice vrste
Alectoris rufa semenom tretiranim imidaklopridom, a nakon deset dana smrtnost medu
populacijom iznosila je 58%. Pored ovog, postoji i mnogo drugih istrazivanja 0 smrtnosti ptica
usled ingestije semena tretiranog imidaklopridom (Mineau i Palmer, 2013; Bro et al., 2010;
Berny, i sar., 1999; De Snoo i sar., 1999). Imidakloprid je umereno toksi¢an za sisare, oralna
doza LDso za pacove iznosi 424 mg/kg (PPDB, 2017). Prema kriterijumima Evropske Unije
imidakloprid je svrstan kao Stetna supstanca, koji je opasan za Zivotnu sredinu i veoma toksi¢an

za vodene organizme (Directive 98/8/EC).

Metabolizam imidakloprida ispitan je i kod razli¢itih vrsta zivotinja. Kod pacova,
imidakloprid se brzo apsorbuje iz gastrointestinalnog trakta, a 96% od ukupne koli¢ine izlucuje
se nakon 48 h, od toga 75% fecesom, a 21% urinom (Roberts i Hutson, 1999). Glavni metaboliti
nadeni u urinu su 6-hloronikotinska kiselina, kao i produkt nastao konjugacijom

6-hloronikotinske kiseline sa glicinom (Tomizawa i Casida, 2005).

2.6 Herbicidi

Herbicidna svojstva neorganskih jedinjenja (fero-sulfat, bakar-sulfat, natrijum-nitrat,
amonijum-sulfat, i dr.) zapazena su krajem XIX veka. Otkri¢e selektivnih herbicida vezuje se
za razvoj prirodnih nauka i predstavlja jedno od najvecih pronalazaka u poljoprivredi. Od tada

je sintetisan veliki broj organskih jedinjenja koja su nasla Siroku primenu u poljoprivredi.

Herbicidi su jedinjenja koja se koriste za uniStavanje korovskih biljaka. Naziv ove grupe
pesticida potice od latinske re¢i herba $to znaci trava i cedere ubiti. Primena herbicida veoma
je slozen zadatak, jer pored delovanja na korov, herbicidi deluju i na gajene biljke, te se
nepravilnom upotrebom gajenim biljkama moze naneti veca Steta od one koje bi naneo korov
svojim prisustvom. Za pravilnu primenu herbicida neophodno je poznavati njegove osnovne

karakteristike, delovanje na gajenu i korovsku biljku.

Herbicidi se mogu klasifikovati prema razli¢itim kriterijumima. Prema hemijskom
sastavu razlikujemo organska i neorganska jedinjenja. Prema karakteru delovanja herbicidi se

mogu podeliti na totalne i selektivne. Totalni herbicidi uniStavaju sve biljke, a najcesce se
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koriste za uniStavanje vegetacije pored zeleznickih pruga, puteva, kanala, na aerodromima, itd.
Osnovna karakteristika selektivnih herbicida je da unistavaju samo korovske biljke, dok za
gajene biljke nisu toksi¢ni. Prema nacinu delovanja razlikujemo kontaktne i translokacione
herbicide. Herbicidi kontaktnog delovanja deluju pri neposrednom kontaktu sa biljkom, pri
¢emu ne prodiru u unutrasnjost biljke, ve¢ unistavaju samo delove biljke koji su dosli u kontakt
sa herbicidom. Translokacioni ili sistemi¢ni herbicidi, usvajaju se preko biljnih organa (lista ili
korena), prenose se putem sprovodnog sistema (floem, ksilem ili ¢elijski protoplast), a zatim

dospevaju do mesta delovanja i dovode do uginuca biljke.

U zavisnosti od vremena primene, razlikujemo herbicide koji se primenjuju pre setve
(presowing), pre nicanja (preemergence) i nakon nicanja (postemergence). Primena herbicida
pre nicanja predstavlja najé¢es¢i nacin suzbijanja korova, pri ¢emu se herbicid primenjuje u

vremenskom periodu od setve do pred nicanje.
Prema mehanizmu delovanja herbicidi se mogu klasifikovati na slede¢e grupe:

¢ inhibicija biosinteze aminokiselina;

¢ inhibicija biosinteze masnih kiselina;

¢ inhibicija fotosinteze;

e inhibicija biosinteze pigmenata;

e inhibicija deobe ¢elija;

¢ inhibicija aktivnosti auksina.

Kako su fizioloski procesi u biljci veoma sloZeni 1 medusobno povezani, isti herbicidi

mogu se prema mehanizmu delovanja svrstati u razli¢ite grupe, tako da se njihov efekat

ispoljava na dva ili viSe mesta unutar biljke.

Kao i kod insekticida, kontinuiranom upotrebom odredene vrste herbicida na istom
zemljistu i kod pojedine vrste korova moze se razviti otpornost na herbicide. U zavisnosti od
vrste herbicida i korova, rezistentnost moze da se razvije u periodu od 5 do 20 godina. Usled
toga je kombinacija razli¢itih vrsta preparata, rotacija useva, uz stru¢ni nadzor od izuzetne

vaznosti u prevenciji rezistentnosti.
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2.6.1 Triazini

Triazini predstavljaju grupu herbicida otkrivenu 1952. godine u Svajcarskoj. Simetrin i
atrazin su medu prvim predstavnicima ove grupe jedinjenja. U danaSnje vreme triazini su
registrovani u vise od 100 zemalja Sirom sveta, a kljucni su u proizvodnji vise od 50 useva

(LeBaron i sar., 2008). Triazini se mogu podeliti na Cetiri grupe jedinjenja:

e hlorotriazini (atrazin, simazin, propazin, terbutilazin i cijanazin);
e metiltiotriazini (ametrin, prometrin i terbutrin);
e metoksitriazini (prometon i sekbumeton);

e asimetr¢ni triazini, ili 1,2,4-triazinoni (metribuzin i metamitron).

Asimetri¢ne triazine ¢ine metamitron i metribuzin, a najznacajnija strukturna razlika
izmedu ova dva herbicida predstavlja prisustvo S-metil grupe kod metribuzina, za razliku od
metil grupe metamitrona. Koriste se za suzbijanje trava i Sirokolisnih korova, a mogu se
primenjivati pre ili nakon setve. Prema mehanizmu delovanja, oba predstavnika ove grupe
jedinjenja inhibiraju proces fotosinteze Il. Ovaj mehanizam zasnhiva se na prekidu transfera
elektrona do molekula plastohinona, a odvija se vezivanjem inhibitora za specifi¢an protein Dy,
koji regulise transfer elektrona. Naime, u procesu fotosinteze hlorofil apsorbuje svetlost
(fotone), pa elektroni na spoljnoj orbitali usled primljene energije prelaze u ekscitovano stanje.
Ekscitovani elektroni napustaju hlorofil, pri ¢emu nastaje pozitivno naelektrisan jon hlorofila.
Prema tome, hlorofil moZe da se nalazi u tri stanja: osnovno stanje u kojem moze da primi
svetlosnu energiju, ekscitovani molekul koji predstavlja veoma jak redukujuci agens i pozitivno
naelektrisan jon koji predstavlja veoma jak oksidans. Oksido-redukuju¢a snaga molekula
hlorofila koristi se za stvaranje ATP, NADPH i kiseonika. Blokiranje prelaza elektrona od
ekscitovanog molekula hlorofila do plastohinona od strane herbicida dovodi do stvaranja veoma
reaktivnog singletnog kiseonika, koji dalje pokree lancane reakcije degradacije masnih
kiselina, lipida i proteina, a kao krajnji razultat delovanja dolazi do potpune nekroze (Stenersen,
2004) (Slika 6).
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Slika 6. Blokiranje prelaza elektrona od ekscitovanog molekula hlorofila

2.6.1.1 Metamitron

Metamitron (Slika 7) je otkriven u nemackoj kompaniji Bayer 1970-tih godina pod
nazivom Goltix, gde je trenutno i jedan od najprodavanijih herbicida (BVL, 2015; Heri i sar.,
2008).

Slika 7. Strukturna formula metamitrona
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Koristi se u zastiti useva cvekle, sto¢ne repe, blitve, kao i kod odredenih sorti jagoda
(Roberts, 1998). U Republici Srbiji, primena metamitrona ograni¢ena je na useve Secerne repe
(Janji¢ i Elezovié, 2014), a odnedavno, ovaj herbicid se moze primenjivati i za proredivanje
plodova jabuke (Stern, 2015; Stevanovi¢ i sar., 2015; Stern, 2014). Na trzi$tu naSe zemlje
dostupan je u vidu vodorastvorljivih granula (Brevis), kvasljivog praska (Goltisav 70),
koncentrovane suspenzije (Goltix 70, Goltix gold, Hemomitron, Korida, Metak 700, Metafol
700, Metix, Target, Viking 700) i vododisperzibilnih granula (Goltix 70, Metabeet 70, Betamet
90) (Sluzbeni glasnik 49/2017).

Metamitron je zuta kristalna supstanca. KarakteriSe ga velika rastvorljivost u vodi od
1,77 g/l, kao i relativno niska vrednost napona pare (Tabela 4), sto ukazuje na veoma blagu
tendenciju ka isparavanju (Cessna, 2008). Po karakteristikama je selektivni, sistemi¢ni herbicid,

biljka ga usvaja preko korena, gde inhibira proces fotosinteze.
Tabela 4. Fizi¢ko hemijske karakteristike metamitrona

o ) 4-amino-4,5-dihidro-3-metil-6-fenil-1,2,4-triazin-
Hemijski naziv (IUPAC)

5-0n
Molekulska formula C10H10N4O
Molekulska masa (g/mol) 202,21
Rastvorljivost u vodi (mg/l) na 20°C 1770
Aceton 37000
Rastvorljivost u organskim Ksilen 2000
rastvara¢ima (mg/l) na 20°C Etil-acetat 20000
Dihlorometan 33000
Napon pare (mPa) na 25°C 7,44 x 10
log Kow 0,83
GUS index 2,64

Metamitron se u zemljistu, vodi i kod biljaka u najve¢oj meri razgraduje fotohemijskom
i mikrobioloskom deaminacijomn (Cox i sar., 1996a; Engelhardt i Wallnofer, 1978).
Fotodegradacija metamitrona u vodenom rastvoru je brz proces; nakon 4 h vise od 90%
metamitrona se razgraduje, pri ¢emu je glavni fotoprodukt ove reakcije dezaminometamitron

(Slika 8) (Roberts, 1998; Olmedo i sar., 1994; Rosen i Siewierski, 1971). Degradacija
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metamitrona u zemljistu odvija se nakon 4 - 6 nedelja (Roberts, 1998), a nakon ucestale primene
degradacija se moze odvijati i znatno brze, odnosno nekoliko dana nakon primene (Mamy i sar.,
2005; Vischetti 1 sar., 1999). Dok temperatura, tekstura i sadrzaj vlage u zemljiStu imaju
znacajan uticaj na degradaciju metamitrona u zemljiStu, uticaj pH i sadrzaja organske materije
je mnogo manji (Janaki i sar., 2013; Fiihr 1 Mittelstaedt, 1979). Takode u studiji koju su sproveli
Muszynski i Brodowska (2014), dokazano je da pojedini katjoni iz dubriva (K*, NH4*, i Ca?")
imaju uticaja na adsorpciju metamitrona u zemljistu. Naime, dok K" i NH4" poveéavaju
adsopciju, prisustvo Ca®* jona smanjuje adsoprciju metamitrona u zemljistu. Sto se ti¢e puta
razgradnje u zemljiStu, pojedine vrste bakterija koriste ga kao izvor ugljenika, za sintezu
proteinskih ¢elijskih komponenata i ugraduju ga u organsku materiju zemljista kao netoksi¢ne

biogene ostatke, pri ¢emu dolazi do njegove kompletne detoksikacije (Wang i sar., 2017).

@)

0 N

- NH2 l
N —_— N ~ )\
| N CH;
N » |
N CH; H
metamitron deaminometamitron

Slika 8. Degradacija metamitrona u zemljistu, biljakama (Se¢ernoj repi) i vodi fotolizom

Metamitron je stabilan u kiseloj sredini; spor proces hidrolize odvija se u intervalu pH
od 4 do 7. Izracunata vremena poluZivota pri datim pH vrednostima iznose redom 353,2 1479,6
dana (EFSA, 2008). Hidroliticka degradacija pri pH 9 znatno je brza, a vrednosti poluzivota
krecu se od 8,5 do 9,5 dana (EFSA, 2008; Roberts, 1998). Ipak, u poredenju sa fotolizom 1
biodegradacijom, smatra se da hidroliza ima neznatnu ulogu u disipaciji metamitrona, ali moze

biti znacajna u vodenim sredinama sa ve¢om pH vrednoscu.

Metamitron se slabo adsorbuje za mineralnu i organsku materiju, $to ga ¢ini veoma
mobilnim u zemljistu (Mamy i Barriuso, 2007; Autio i sar., 2004; Cox i sar., 1996b), a uz to
velika rastvorljivost u vodi ukazuje na moguénost da ispiranjem dospe do povrsinskih i

podzemnih izvora vode (Schipper i sar., 2008; Carafa i sar., 2007; Autio i sar., 2004). U
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studijama koje su sprovedene na uzorcima povrsinskih i podzemnih voda, sadrzaj metamitrona
iznosio je do 4,4 pg/l (Moschet i sar., 2015; Rosenbom i sar., 2015; Kreuger i sar., 2010;
Jiménez i sar., 1997; Spliid i Keppen, 1996).

U organizmu se metamitron brzo apsorbuje, a vise od 90% izlucuje se tokom 48 sati
preko urina i fecesa. Metabolizam metamitrona uklju¢uje deaminaciju, pracenu reakcijama
hidroksilacije, oksidacije i konjugacije. Glavni metaboliti metamitrona nadeni u urinu i fecesu
pacova su metamitron-triazinium, siréetna kiselina, metamitron-4-hidroksi-deamino,
metamitron-3-hidroksi-deamino i deamino-metamitron (EFSA, 2008). KarakteriSe ga umerena
oralna toksi¢nost (LDsp iznosi 1183 mg/kg) i veoma mala toksi¢nost ako se unese dermalnim
putem (LDso > 5000 mg/kg) (EFSA, 2008).

2.6.1.2 Metribuzin

Metribuzin (Slika 9) je sintetisan 1970. godine u Bayer kompaniji, a na trzistu je plasiran

pod imenom Sencor (Heri et al., 2008).

Slika 9. Strukturna formula metribuzina

Prvobitno je koris¢en u zastiti krompira, zatim soje, a u danasnje vreme koristi se i u
usevima Secerne repe, lucerke, paradajza, asparagusa, kukuruza i Zitarica, kao i u zaStiti

travnatih povrsina koje se koriste za sportske namene (Roberts, 1998).

Na trzistu Republike Srbije, metribuzin je dostupan u obliku vododisperznih granula
(Bevekor, Buzzin 70, Dancor 70, Lord 700, Metriphar 700, Mistral, Sencor 70, Tribute 70,
Velton), koncentrovane suspenzije (Sencor plus), kvasljivog praska (Tor 70, Velton WG)
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(Sluzbeni glasnik 49/2017), a koristi se u usevima krompira, soje, paradajza i lucerke (Janji¢ i
Elezovi¢, 2014).

Metribuzin je selektivni, translokacioni herbicid. Nakon aplikacije usvaja se korenom i
listom i transportuje u nadzemne delove biljke. Nije postojan u atmosferi; izraCunato vreme
degradacije je manje od 24 h (EFSA, 2006). U obliku je belih kristala, blago sumpornog mirisa,

a karakteriSe ga dobra rastvorljivost u vodi (Tabela 5).
Tabela 5. Fizicko-hemijske karakteristike metribuzina (PPDB, 2017; Roberts, 1998)

o . 4-amino-6-tert-butil-4,5-dihidro-3-metiltio-
Hemijski naziv (IUPAC) o
1,2,4-triazin-5-on

Molekulska formula CgH14N4OS
Molekulska masa (g/mol) 214,29
Rastvorljivost u vodi (mg/l) na 20°C 1165
n-heptan 820
Rastvorljivost u organskim rastvara¢ima Ksilen 60000
(mg/l) na 20°C Etil acetat 250000
Aceton 449400
Napon pare (mPa) na 25°C 0,121
Koc 0,6 -31,7
log Kow 1,575
GUS index 2,57

Uzimajuci u obzir strukturnu sli¢nost sa metamitronom, deaminacija predstavlja glavnu
reakciju razgradnje metribuzina u zivotnoj sredini, kao i kod biljaka, a glavni metaboliti koji
nastaju ovim putem su diketo-metribuzin i deamino-diketo-metribuzin (Simoneaux i Gould,
2008; EFSA, 2006; Roberts, 1998). Reakcija deaminacije vazna je i za fitotoksi¢nost
metribuzina 1 brze se odvija kod tolerantnih biljaka, usled ¢ega manja koli¢ina metribuzina
dospeva do lis¢a tolerantne biljne vrste (Roberts, 1998). Mikrobioloska degradacija metribuzina
predstavlja primarni proces njegove degradacije, a predmet je izucavanja mnogih studija, te su
detaljno i ispitani brojni faktori koji na nju imaju uticaja. Poluzivot metribuzina smanjuje se
povecanjem pH zemljiSta, a povecava se povecanjem dubine uzorkovanja (Ladlie 1 sar., 1976),

kao i smanjenjem temperature (Hyzak i Zimdahl, 1974). Takode, prisustvo useva smanjuje
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brzinu disipacije metribuzina, $to moze biti i posledica veteg sadrzaja vlage u zemljistu
(Gallaher i Mueller, 1996). Istrazivanjem uticaja sadrzaja organske materije u zemljiStu na
brzinu degradacije, utvrdeno je da se poveéanjem sadrzZaja organske materije povecava i brzina
mikrobioloske razgradnje, jer se na taj nafin povecava i rast mikroorganizama (Khoury 1 sar.,
2006). Procenjeno je da vreme poluzivota metribuzina u zemlji$tu iznosi od 16 do 377 dana
(Roberts, 1998; Savage, 1977; Ladlie i sar., 1976; Hyzak i Zimdahl, 1974). Krajnji produkt
mikrobioloske degradacije je ugljen-dioksid (EPA, 2003). Veoma slaba adsorpcija metribuzina
uocena u dva razliCita tipa zemljista (peskovitom i glinenom), ukazuje na veliku mobilnost ovog
herbicida u zemljistu nakon primene, a klasifikovan je i kao potencijalni kontaminant
podzemnih voda (PPDB , 2017; EFSA, 2006; Khoury i sar., 2006; Khoury i sar., 2003).

Pod uslovima koji vladaju u prirodnoj sredini (blago bazna ili kisela sredina,
temperatura od oko 20°C) metribuzin je hidroliticki stabilan. U veoma kiseloj sredini i
temperatiri od 37°C, metribuzin se veoma brzo razgraduje, vreme poluzivota iznosi 6,7 h, dok
je u neutralnoj sredini najstabilniji, na 70°C vreme poluZzivota iznosi 47 dana (Roberts, 1998).
Proces fotolize metribuzina u vodi odvija se veoma brzo, vreme poluZzivota iznosi manje od
jednog dana. Glavni produkt fotodegradacije je deaminovani oblik metribuzina, a zatim daljim
reakcijama dolazi do stvaranja diketometribuzina (DK-metribuzin) i deaminodiketometribuzina
(DADK-metribuzin) (Cessna, 2008) (Slika 10).

SadrZzaj ovog herbicida u uzorcima povrSinske 1 podzemne vode bio je predmet
izuCavanja mnogih studija, a Cesti su sluéajevi i kada je njegov sadzaj prelazio zakonsku normu
0d 0,1 pg/l (Rosenbom i sar., 2015; Tagert i sar., 2014; Dores i sar., 2008; Haarstad i Ludvigsen,
2007; Rebich i sar., 2004; Cerejeira i sar., 2003; Kolpin i sar., 2000; Lawrence i sar., 1993;
Hallberg, 1989). Najveci sadrzaji odredeni su u uzorcima podzemnih voda i to 33 pg/l (Haarstad
i Ludvigsen, 2007), a posebno treba izdvojiti uzorke podzemne vode u Viskonsinu, gde je
maksimalna koncentracija metribuzina iznosila 940 pg/l (Hallberg, 1989). U uzorcima
povrSinskih voda najveci sadrzaj ovog herbicida izmeren je u re¢nim vodama od 2,1 pg/l
(Tagert i sar., 2014). Usled fotolize sadrzaji metribuzina Su znatno nizi u povrsinskim vodama

u odnosu na podzemne.

Metribuzin se brzo i skoro u potpunosti apsorbuje u organizmu 36 h nakon oralnog
unosenja, a vise od 95% izluCuje se 72 h nakon unosenja (EFSA, 2008). Oralnim unosom
metribuzin je umereno toksi¢an (LDso 322 mg/kg), a karakteriSe ga niska dermalna

(LDso > 5000 mg/kg) i inhalaciona toksi¢nost (LDso > 2,0 mg/l) (EFSA, 2008). Ne dovodi do
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iritacije koze 1 o€iju, a klasifikuje se kao Stetan ukoliko dode do gutanja (EFSA, 20008). Iako
je malo podataka o Stetnim efektima kod ljudi usled izlaganja ovom herbicidu, postoji veliki
broj studija o toksi¢nosti metribuzina sprovedenih na zivotinjama. Dokazano je da hroni¢no
izlaganje metribuzina kod pacova dovodi do znatnog smanjenja telesne mase i do nezeljenih
promena odredenih biohemijskih parametara u organizmu, kao $to su povecanje triglicerida,
uree, kreatinina i oksidativnog stresa (Chiali i sar., 2013; Medjdoub i sar., 2011). Takode,
zabrinjavajuci su podaci studija o uticaju metribuzina na razlicite vrste riba. Hroni¢no izlaganje
ovih zivotinjskih vrsta komercijalnom preparatu metribuzina Sencor dovodi do smanjenja
koncentracije glukoze u krvi, poremecaja aktivnosti odredenih enzima, histoloskih promena na

jetri i oksidativnog stresa (Maksymiv i sar., 2015; Husak i sar., 2014).
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Slika 10. Degradacija metribuzina fotolizom
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Prema EPA kriterijumima, metribuzin je svrstan u D grupu hemikalija koje se ne mogu
klasifikovati u pogledu ljudske karcinogenosti, usled nedostatka podataka o kancerogenosti kod
ljudi (EPA, 2003). Po novijim studijama postoji povezanost izmedu odredenih maligniteta
(Delancey i sar., 2009), kao i hromozomskih aberacija (Carbonell i sar., 1993), kod ljudi koji

su bili izlozeni metribuzinu.

2.7 Priprema uzoraka za analizu

Usled razblazenosti, ili kompleksnosti matriksa, mnogi uzorci iz Zivotne sredine se ne
mogu analizirati bez prethodne pripreme. Priprema uzoraka najces¢e se sastoji iz tri faze:
ekstrakcije analita iz vodenog rastvora, njegovog koncentrovanja, a zatim uklanjanja
komponenata iz matriksa koje mogu uticati na odredivanje analita. Ovde treba ista¢i da ne
postoji jedinstvena strategija za pripremu uzoraka, ve¢ ona prvenstveno zavisi od prirode analita
(isparljivosti i polarnosti), prirode matriksa i neophodne koncentracije. Uprkos napretku u
tehnikama razdvajanja i kvantifikacije, priprema uzoraka i dalje predstavlja najslabiji i
najdugotrajniji korak u celoj analiti¢koj proceduri, kao i primarni uzrok greSaka. Metode koje
se najcesce koriste za ekstrakciju 1 koncentrovanje pesticida jesu ekstrakcija te¢no-tecno (LLE

liquid-liquid extraction) i ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (SPE solid-phase extraction).

Kod ekstrakcije te€no-te¢no, organska jedinjenja razdvajaju se na osnovu razliite
rastvorljivosti izmedu vodenog rastvora i nemesljivog organskog rastvaraca. Princip ekstrakcije
na ¢vrstoj fazi zasniva se na adsobciji pesticida od strane adsorbensa koji se u obliku ¢vrste
supstance nalazi u ekstrakcionoj koloni, odnosno kertridzu, kroz koju se propusta uzorak. Vrsta
adsorbensa odredena je vrstom analita i analiziranog uzorka, a u zavisnosti od koli¢ine
analiziranog uzorka, treba izabrati i kolone odgovarajuceg kapaciteta. Ova vrsta ekstrakcija

sastoji se iz nekoliko koraka:

e kondicioniranje;
e nanoSenja uzorka,
e ispiranjei

e eluiranje.
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Kondicioniranje predstavlja proces aktiviranja adsorbensa propuStanjem odredene
zapremine rastvaraca. NanoSenjem uzorka dolazi do vezivanja analita za adsorbens, dok se
ispiranjem odstranjuju interferiraju¢e komponente koje su eventualno zaostale. Za eluiranje se

koriste organski rastvaraci prilikom ¢ega se vrsi desorbovanje analita.

Prednosti LLE su jednostavnost postupka i jeftina oprema, dok je ona otezana u slucaju
analita rastvorljivih u vodi i umereno polarnih jedinjenja. Sa druge strane ovaj vid ekstrakcije
podrazumeva upotrebu velike zapremine organskih rastvaraca. U slu¢aju SPE tehnike, vreme
trajanja analize se skracuje, manji je utroSak organskih rastvaraca, a postoji i mogucnost
automatizacije kao i povezivanja sa hromatografskim sistemom. Pored toga, postoji veliki izbor

adsorbenasa uz moguénost adsorbovanja velikog broja polarnih analita.

2.8 Analitika pesticida

Prisustvo ostataka pesticida u zivotnoj sredini: zemljistu, vodi i namirnicama predstavlja
ozbiljan problem za ¢oveéanstvo. Stoga su neophodne brze, jednostavne i precizne analiticke
metode pogodne za kvantifikaciju ovih jedinjenja u kompleksnim uzorcima. Kako u literaturi
postoji veliki broj radova na ovu temu, u narednim poglavljima dat je pregled objavljenih
radova iz oblasti analitike odabranih pesticida u vodi i komercijalnim formulacijama pesticida,

koji su predmet izucavanja ove doktorske disertacije.

2.8.1 Hromatografske metode

Prema raspolozivoj literaturi, hromatografija predstavlja najées¢e primenjivanu tehniku
za odredivanje sadrzaja pesticida u razli¢itim uzorcima. Osnovnu prednost hromatografije
predstavlja mogucénost odredivanja velikog broja razli¢itih analita u uzorku, uz veliku
selektivnost i osetljivost odredivanja. Medutim, ove metode podrazumevaju komplikovanu
pripremu uzoraka, skupu instrumentaciju, kao i veliko iskustvo analiticara, uz dugo vreme

trajanja analize.
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2.8.1.1 Gasna hromatografija (GC)

U literaturi postoji veliki broj objavljenih radova o primeni GC za odredivanje sadrzaja
pesticida. Medutim, veliki je broj jedinjenja koja se usled niske isparljivosti ili termolabilnosti
ne mogu direktno odredivati ovom tehnikom, ve¢ se prethodno moraju prevesti u isparljivi
oblik. Upravo je to slu¢aj kod imidakloprida, koji se usled niske isparljivosti nakon ekstrakcije
odredivanje odabranih pesticida primenjeni su razliiti principi detekcije: masena
spektrometrija (MS) (Sanchez-Ortega i sar., 2009; Daraghmeh i sar., 2007; Haarstad i
Ludvigsen, 2007; Kolpin i sar., 2000; Vilchez i sar., 1996), azot-fosforni detektor (NPD)
(Lamers i sar., 2011; Beltran i sar., 1997; Jiménez i sar., 1997), elektron-apsorbujuéi detektor
(ECD) (Dores i sar., 2008; Vassilakis i sar., 1998).

2.8.1.2 Tecna hromatografija

Za razliku od gasne hromatografije, te¢na hromatografija (LC) ili visokopritisna te¢na
hromatografija (HPLC) mnogo se ¢eS¢e koristi za odredivanje teze isparljivih pesticida i
njihovih metabolita. Ovi oblici hromatografije koris¢eni su u kombinaciji sa ultraviolentnim
detektorom (UV) (Baig i sar., 2012; Baskaran i sar., 1997; Vitali i sar., 1994; Geerdink, 1991),
detektorom sa serijom dioda (DAD) (Tuzimski i sar., 2008; Guzsvany i sar., 2007; Ying i
Kookana, 2004; Martinez Galera i sar., 1998) i masenim spektrometrom (MS) (Robles-Molina
i sar., 2014; Herrero-Hernandez i sar., 2013; Starner i Goh, 2012; Fenoll i sar., 2011; Dujakovi¢
i sar., 2010; Secciai sar., 2005; Tanabe i Kawata, 2004; Hernandez i sar., 2001; Spliid i Képpen,
1996).

2.8.2 Opticke metode

Opticke metode mogu biti prisutne u detekciji pesticida u kombinaciji sa
hromatografskim tehnikama (DAD, UV), a mogu se primenjivati i samostalno. Kao najéesce
primenjivane opticke metode u analizi odabranih pesticida mozemo nabrojati fluorimetrijske
(Fuentes i sar., 2015; Lopez Flores i sar., 2007; Vilchez i sar., 2001; Vilchez i sar., 1998),
infracrvenu spektrometriju (Khanmohammadi i sar., 2008; Moros i sar., 2006a; Moros i sar.,
2006b; Quintas i sar., 2004) i spektrofotometriju (Ara i sar., 2016; Shah i sar., 2009).
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2.8.3 Imunohemijske metode

Imunohemijske metode, odnosno ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay),
zasnivaju se na interakciji antigen-antitelo, a karakterise ih velika selektivnost i osetljivost, uz
relativno jednostavnu pripremu uzoraka, pa je moguée odredivanje veoma niskih koncentracija
(do ng/kg). Iako su ove metode prvenstveno bile koriS¢ene u medicinske svrhe, u poslednje
vreme belezi se trend porasta koriS¢enja ovih metoda i u detekciji pesticida. Odabrani pesticidi
odredivani su primenom ELISA metoda u razli¢itim uzorcima; izmedu ostalog, posebno treba

istac¢i primenu na uzorke vode (Wang i sar., 2012; Lee i sar., 2001; Watts i sar., 1997).

2.8.4. Elektroanaliti¢ke metode

Tokom poslednjih decenija naucni rad je sve vise usmeren ka razvoju i implementaciji
elektroanaliti¢kih metoda koje se mogu primenjivati za rutinsko odredivanje sadrzaja pesticida
u kompleksnim uzorcima iz zivotne sredine. Pored velike osetljivosti i selektivnosti
odredivanja, ove metode podrazumevaju jednostavnu pripremu uzoraka uz kratko vreme
izvodenja analize i mogucnost izvodenja merenja na terenu. Prisustvo elektroaktivnih grupa u
molekulu pesticida pored analiti¢kih studija pruza i mogucnost izuavanja oksido-redukcionih

mehanizama, kao i mehanizama njihove razgradnje.

Diferencijalna pulsna polarografija uz koriséenje kapljuce zivine elektrode bila je medu
prvim elektrohemijskim metodama primenjenim za odredivanje metamitrona u zemljistu
(Valentin 1 sar., 1989) 1 imidakloprida u komercijalnim formulacijama (Navalon 1 sar., 1999).
U novije vreme ¢e$ce se Koriste voltametrijske tehnike: cikli¢na voltametrija (Chen i sar., 2013;
Lei i sar., 2013; Kumaravel i Chandrasekaran, 2011; Gomez-Caballero i sar., 2007; Guzsvany
i sar., 2005), diferencijalna pulsna voltametrija (Janikova i sar., 2016; Selesovska i sar., 2015;
Chenisar., 2013; Lei i sar., 2013; Kumaravel i Chandrasekaran, 2011; Majidi i sar., 2011; Papp
i sar., 2009; Guzsvany i sar., 2008; Skopalova i sar., 2001; Arranz, i sar., 1997a; Arranz i sar.,
1997b) i voltametrija sa pravougaonim talasom (Guzsvany i sar., 2013; Lima i sar., 2009;
Sanchez Arribas i sar., 2006; Arranz i sar., 1997a; Arranz, i sar., 1997b). lako se voltametrijske
tehnike mogu primeniti samostalno, u cilju povecanja osetljivosti moze se koristiti i
kombinacija ovih tehnika sa striping analizom (Guiberteau i sar., 2001; Skopalova i sar., 2001;

Arranz i sar., 1997a; Arranz i sar., 1997b). Najveca osetljivost u odredivanju odabranih
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pesticida postignuta je primenom kapljuce Zivine elektrode kao radne elektrode (Janikova i sar.,
2016; Selesovska i sar., 2015; Guiberteau i sar., 2001; Skopalova i sar., 2001). Brojni nedostaci
koji su povezani sa upotrebom ove elektrode, doveli su do toga da se kapljuca zivina elektroda
zameni manje toksi¢nim elektrodama kao $to su elektrode od staklastog ugljenika (Lima i sar.,
2009; Guzsvany i sar., 2005) i njihove razli¢ite modifikacije (Chen i sar., 2013; Lei i sar., 2013;
Kumaravel i Chandrasekaran, 2011). Pored toga, primenjuju se i elektrode od ugljeni¢ne paste
(Lima i sar., 2009; Papp i sar., 2009; Arranz i sar., 1997a; Arranz i sar., 1997b), borom
dopovana dijamantska elektroda (Selesovska i sar., 2015), tankoslojna bizmutova elektroda
(Moreno i sar., 2009; Sanchez Arribas i sar., 2006; Guzsvany i sar., 2008) i srebro-amalgam
elektroda (Janikova i sar., 2016; Selesovska i sar., 2015; Guzsvany i sar., 2013). Primena
modifikovanih elektroda dovela je do povecanja osetljivosti i selektivnosti odredivanja, ali ove
elektrode zahtevaju dugotrajnu i mukotrpnu pripremu, pa se na taj nacin postojeéa jednostavna

metoda znatno komplikuje i produzava.

2.9 Hronopotenciometrija

Hronopotenciometrija je elektroanaliti¢ka tehnika u kojoj dolazi do elektrolize rastvora
elektroaktivnih vrsta, u prisustvu viska pomocnog elektrolita, uz primenu konstantne struje i
merenja potencijala radne elektrode u odnosu na nepolarizujucu referentnu elektrodu u funkciji
vremena. Kako bi se kretanje elektroaktivnih vrsta odvijalo isklju¢ivo difuzijom, tokom
izvodenja analize ne dolazi do meSanja ispitivanog rastvora, migraciono kretanje jona umanjuje
se prisustvom pomocénog elektrolita u visku, dok je sa druge strane konvekcija ogranicena
relativno kratkim vremenom elektrolize (Jain i Gaur, 1977). Nastala kriva potencijal-vreme
naziva se hronopotenciogram (Thomas i Henze, 2001) (Slika 11).

Propustanjem struje kroz ispitivani rastvor izmedu radne i pomo¢ne elektrode dolazice
do nagle promene potencijala sve dok se ne dostigne potencijal pri kojem zapo¢inje elektroliza
elektroaktivne komponente rastvora (analita). Ukoliko je analit prisutan u rastvoru u

oksidovanom obliku, elektrodna reakcija moze se predstaviti slede¢om jednacinom:

Ox + ne— < Red (4)
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Kako je elektrodna reakcija brza od difuzije jona do radne elektrode, koncentracija oksidovanog

oblika supstance na povrsini elektrode ¢e se smanjivati u odnosu na koncentraciju u okolnom

rastvoru. Smanjenje koncentracije u okolini radne elektrode dovodi do pomeranja potencijala

radne elektrode ka negativnijim vrednostima, kako bi i dalje tekla konstantna struja. Sve dok je

koncentracija oksidovanog oblika supstance na povrsini elektrode razli¢ita od nule, promena

potencijala elektrode moze se definisati Nernstovim izrazom:

E=E%+X]pgLex0D
nFr Cred (0,t)

Gde su:

E — potencijal elektrode u stanju ravnoteze (V),
E® — standardni redoks potencijal (V),

R — univerzalna gasna konstanta (J/mol K),

n - broj razmenjenih elektrona u reakciji,

F — Faradejeva konstanta (C/mol),

(5)

Cox | Creq (0,t) — koncentracije oksidovanog i redukovanog oblika supstance u vremenu t

(mol/dm?).

EmV)

ET/4
Y

T

tranziciono vreme

Slika 11. Hronopotenciogram

Vreme (s)

>
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Ukoliko je koncentracija oksidovanog oblika supstance na povrsini elektrode razlicita

od nule, promena potencijala ¢e se sporo odvijati. U momentu kada je koncentracija

oksidovanog oblika supstance na povrsini elektrode jednaka nuli, dolazi do naglog skoka

potencijala, dok se ne dostigne vrednost pri kojoj se odvija elektroliza sledece elektroaktivne

komponente u rastvoru (drugog analita ili jona pomoénog elektrolita). Vreme potrebno da

koncentracija oksidovanog oblika supstance na povrsini elektrode dode do nule naziva se

tranziciono vreme (t). Na hronopotenciogramu, tranziciono vreme odgovara vremenu izmedu

naglih porasta potencijala (Slika 11), a meri se u cilju kvantitativnog odredivanja analita. U

cilju tatnog merenja tranzicionog vremena zavisnost koncentracije oksidovanog oblika

supstance na povrsini elektrode od vremena mora biti poznata. Za galvanostatske uslove ova

zavisnost data je izrazom (Sand, 1901 u Chowdhury i sar., 2017):

Cox (0,1) = Coxo - % ( : ) ox (1)

NF Doy A
gde su:
C,x (0,t)— koncentracija oksidovane supstance na povrsini elektrode u vremenu t,
C,," — potetna koncentracija oksidovane supstance,
n — broj razmenjenih elektrona,
D, — koeficijent difuzije oksidovanog oblika supstance (cm?/s),

A —povrsina elektrode (cm?),

(6)

&, (t) —debljina difuzionog sloja u funkciji vremena t, a data je izrazom: 6, (t) = \/mD,,t.

Resavanjem jednacine (6), uz uslov da je C,, (0,7) = 0 za difuzioni proces, dobija se izraz koji

povezuje primenjenu struju i tranziciono vreme, odnosno Sandova jednacina, koja ujedno

predstavlja i osnovnu jednacinu hronopotenciometrije (Thomas i Henze, 2001):

1/2 = IFA Do)

0
2i Cox

Gde su:
A — povrsina elektrode (cm?),

i — struja elektrolize (A),

()
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D, — koeficijent difuzije analita

Iz izraza za tranziciono vreme (7) vidi se da je vrednost kvadratnog korena tranzicionog
vremena proporcionalna sa koncentracijom analita, te je usled nelinearne zavisnosti prakti¢na
primena hronopotenciometrije u velikoj meri otezana. Tranziciono vreme zavisi od primenjene
struje, a povecanje vrednosti struje dovodi do smanjenja vrednosti t (Bott, 2000). U
hronopotenciometriji, parametar it'/? je konstantan za redoks procese koji ne ukljucuju
adsorpciju ili povezane hemijske reakcije (Bott, 2000). Uz primenu Nernstovog izraza moze se

izvesti funkcionalna zavisnost izmedu potencijala radne elektrode (E) i vremena elektrolize (t):

RT Tl/Z_tl/Z

E=ET/4+ElnT (8)
Gde je:
RT, (Dyeq\Y/?
E.L-/4_ = EO + Ell’l (Kj) (9)

E, — standardni normalni redoks potencijal ispitivanog sistema,

E;/, — predstavlja potencijal radne elektrode kada je t = /4 i predstavlja kvalitativnu

karakteristiku ispitivanog sistema. Za reverzne procese, ova vrednost potencijala identi¢na je

sa polarografskim polutalasnim potencijalom.

Za ireverzibilni proces vaZzi slede¢a jednacina:

RT FAcy,’k RT
E=EO+aFln["C_ ]+ ln[ E—1] (10)

n L anF

Gde su:

a — koeficijent prenosa naelektrisanja,

i — struja elektrolize (A),

k — konstanta brzine reakcije za ireversni sistem (cm/s),
Cox’ — koncentracija analita.

Kada su u ispitivanom rastvoru prisutna dva analita, tada je tranziciono vreme drugog
analita produzeno prisustvom prvog analita. Kada dolazi do redukcije drugog analita, prvi analit

se i dalje redukuje, tako da je za redukciju drugog analita dostupan samo deo primenjene struje.
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Tranziciono vreme drugog analita povezano je sa njegovom koncentracijom sledeCom

relacijom:

n2FA(rtD,)1/?
(1 + 1)V/2 — 112 = Tzcoxz (11)

Gde su:
74 1 T, — tranziciona vremena prvog i drugog analita.

Ukoliko je Cox1 = Cox2, D1=D2, I N1=n2, na osnovu jednacina (7) i (11) sledi da je t2 =371, Cime
se dokazuje Cinjenica da se tranziciono vreme drugog analita produzava u odnosu na ono kada
bi bio samostalno prisutan u rastvoru. Ovaj fenomen moze se koristiti u cilju povecanja

osetljivosti hronopotenciometrijske analize.

Hronopotenciometrijska tehnika ne zahteva komplikovanu instrumentaciju. Upotrebom
operacionih pojacivaca i mikroprocesora znatno je olakSano merenje tranzicionog vremena,
automatizovana obrada i skladistenje podataka, a dobijeni su i stabilni izvori konstantne struje.
Troelektrodni sistem koji ¢ine radna, referentna i pomoc¢na elektroda takode su sastvani deo
instrumentacije, pri ¢emu se potencijal radne elektrode meri u odnosu na referentnu, a struja
proti¢e izmedu radne i pomocne elektrode. Kao referentne elektrode najceSce se koriste
kalomelova i srebro-srebro hloridna elektroda, kao pomoc¢na platinska elektroda, dok su kao
radne elektrode najceSce koris¢ene zivine elektrode, razliite modifikacije ugljenika ili

elektrode od plemenitih materijala (platine i zlata).

Iako su teorijske osnove hronopotenciometrije postavljene jo§ pocetkom dvadesetog
veka, Ruis prvi put koristi hronopotenciometriju kao analitiCku metodu cetrdesetih godina, a
Gierst i Juliard su pokazali da ona moze biti korisna i za proucavanje kinetike elektrodnih
reakcija (Thomas i1 Henze, 2001; Gierst i Juliard, 1953). Poslednjih godina, najvise je
publikovanih radova o primeni hronopotenciometrije za odredivanje teSkih metala (Jedryczko
i sar., 2017; Cypriano i sar., 2008), antimona (Tanguy i sar., 2010), arsena (Jedryczko i sar.,
2016), kalcijuma (Gemene i Bakker, 2009), sulfida (Aumond i sar., 2012) kao i organskih
elektroaktivnih supstanci: histamina (Stojanovi¢ i Svarc-Gaji¢, 2011) i vitamina (Brezo i sar.,
2015; Stojanovi¢ i sar., 2013).
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2.10 Radne elektrode

Izbor radne elektrode ima najviSe uticaja na performanse elektroanaliticke tehnike.
Materijal od kojeg je napravljena radna elektroda, njena geometrija i sama povrsina definiSu
tok elektrodne reakcije, osetljivost i reproduktivnost merenja (Thomas i Henze, 2001). Izbor
radne elektrode prvenstveno zavisi od analita koji se odreduje, a pri izboru radne elektrode
pozeljno je uzeti u obzir i slede¢e Cinjenice: lako rukovanje, reproduktivnost merenja,
dugotrajnu stabilnost, Sirok opseg potencijala za katodne i anodne reakcije, kao i malu

rezidualnu struju (Garrido i sar., 2004; Thomas i Henze, 2001).

2.10.1 Zivine elektrode

Zivine elektrode su dugo bile veoma popularne u elektroanalitici. Ziva omoguéava
veoma $irok raspon potencijala od -2,5 V, dok je anodni smer ograni¢en potencijalom
rastvaranja zive +0,4 V, te su zivine elektrode pogodne za odredivanje mnogih supstanci koje
podlezu redukciji (Vyskocil i Barek, 2009). Primenom polarografije 20-tih godina proslog veka
uvedene su elektrode zivine kapi, koje su pokazale izuzetno veliku osetljivost i selektivnost
merenja. Osnovni nedostaci ovog tipa elektroda su mehanicka nestabilnost kapi, relativno mali
odnos povrsine kapi u odnosu na zapreminu i pozadinska difuzija, a sama konstrukcija elektrode
podrazumeva upotrebu rezervoara zive i elektronike za precizno stvaranje i odlaganje kapi, uz
redovno odrzavanje kapilare (Vyskocil i Barek, 2009). Mnogi od ovih nedostataka kapljuce
zivine elektrode prevazideni su upotrebom tankoslojne zivine elektrode. Pored toga, primena
ovih elektroda podrazumeva minorne koli¢ine zive, a postoji i moguénost primene analize na
mestu uzorkovanja, kao i1 hemijske modifikacije njihove povrsine (Vyskocil i Barek, 2009).
Ove elektrode najcesce se formiraju katodnom depozicijom iz nitratnog rastvora zive, gde je
koncentracija Hg?" u rasponu 20 - 50 mg/I, pri potenciostatskim ili galvanostatskim uslovima
(Suturovié¢, 2003; Thomas i Henze, 2001). Cesce se koristi potenciostatsko deponovanje, a
primenjuju se potencijali u rasponu od -0,2 do -0,9 V (u odnosu na zasi¢enu kalomelovu
elektrodu) (Wang, 2006; Suturovi¢, 2003; Thomas i Henze, 2001). Tanak sloj zive moze se
deponovati iz posebnog rastvora, tzv. ex-situ, ili iz analiziranog rastvora in-situ, uz istovremeno
deponovanje zive i analiziranih analita, a naj¢eS¢e se koristi u striping tehnikama, pri

odredivanju metala (Wang, 2006). In-situ postupak formiranja je jednostavniji posto ne zahteva
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izmenu rastvora, ispiranje i brisanje elektroda, ali se usled stalnog prisustva Zivinih jona u
rastvoru debljina filma zive povecava tokom svake naredne elektrolize (Suturovi¢, 2003).
Takode, primenom in-situ postupka, potencijal deponovanja tankog filma Zzive odgovara
potencijalu izvodenja elektrolize ispitivanog rastvora (Suturovi¢, 2003). Kao inertni nosac
tankoslojne zivine elektrode najceS¢e se koristi staklasti ugljenik, ili iridijum, a debljina
formiranih slojeva je u granicama 10 - 100 um (Wang, 2006; Thomas i Henze, 2001).
Tankoslojna zivina elektroda osetljiva je na izdvajanje vodonika, §to zahteva paznju pri izboru
pH rastvora i potencijala elektrolize, a usled formiranja kalomela, treba izbegavati duzi kontakt
elektrode sa rastvorom koji sadrzi zivine i hloridne jone, ukoliko nije saopSten odreden

negativni potencijal (Suturovi¢, 2003).

U poslednje vreme objavljen je veliki broj radova o primeni ovih elektroda u detekciji
organskih komponenata (pesticida, lekova i njihovih metabolita, itd.) koje sadrze nitro, nitrozo,
azo, ili heterocikli¢ne grupe, te su se ove elektrode pokazale kao kompetentni senzori po pitanju
cene, brzine, osetljivosti i jednostavnosti, a strahovi povezani sa toksi¢noséu zive pri

elektrohemijskim merenjima u velikoj meri su neosnovani (Barek, 2013).

2.10.2 Cvrste radne elektrode

Opseg potencijala u anodnoj oblasti ograni¢io je upotrebu zivinih elektroda u
odredivanju razli¢itih jedinjenja koja podleZzu oksidaciji. Shodno tome, ¢vrste elektrode sa
proSirenim rasponom potencijala u anodnoj oblasti privukle su znafajnu paZnju analiticara.
Najcesce koriS¢eni materijali za izradu ovih elektroda su razliCite modifikacije ugljenika,

platina, zlato, dok je upotreba srebra, nikla i bakra ograni¢ena (Wang, 2006).

Kod ¢vrstih elektroda vaZzan faktor koji utie na odziv same elektrode jeste njena aktivna
povrsina ¢iji se kvalitet moze naruSiti tokom izvodenja elektroanalitickih merenja usled
formiranja oksida, adsorpcije vodonika i organskih jedinjenja (Wang, 2006; Thomas i Henze,
2001). U cilju dobijanja reproduktivnih rezultata, upotreba ovih elektroda podrazumeva
odgovarajucu pripremu i poliranje. Izbor odgovarajuce pripreme elektrode zavisi od materijala
od kojeg je elektroda napravljena. Mehanicko poliranje i elektrohemijski tretman, uz cikli¢nu
promenu potencijala, najces¢e se koriste kod metalnih elektroda, dok se kod elektroda od
razli¢itih modifikacija ugljenika koriste hemijska, elektrohemijska ili termalna priprema
(Wang, 2006).
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2.10.2.1 Elektrode na bazi ugljenika

Zahvaljuju¢i mnogostrukim prednostima ukljucuju¢i hemijsku inertnost, Sirok opseg
primenjivih potencijala, nisku cenu, hemijsku inertnost i izrazenu elektrokataliticku aktivnost
za razliCite redoks reakcije, ugljeni¢ni materijali se ve¢ dugi niz godina primenjuju u analitickoj
i industrijskoj elektrohemiji. Za izradu radnih elektroda primenjuju se razlicite modifikacije
ugljenika: grafit, staklasti ugljenik, ugljeni¢na pasta, vlaknasti ugljenik, nanocevi i dijamant
(Cavalheiro i sar., 2012) (Slika 12). Raznovrsnost ugljenika kao elektrodnog materijala u
velikoj meri proizilazi iz njegovog strukturnog polimorfizma, hemijske stabilnosti i jakih
ugljenik-ugljenik veza prisutnih unutar, kao i izmedu ugljeni¢nih materijala i povrSinskog
modifikatora. Od elektroda na bazi ugljenika u elektrohemiji se naj¢es¢e primenjuju one od

staklastog ugljenika, ugljeni¢ne paste kao i borom dopovane dijamantske elektrode.
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Slika 12. Strukture: a) staklastog ugljenika, b) grafita, ¢) ugljeni¢ne nanocevi, d) grafitnog
praha, e) karbonskih vlakana, f) borom-dopovanog dijamanta

Staklasti ugljenik (glassy ili vitreous carbon, GC) dobija se procesom karbonizacije
organskih polimera (fenolne smole, PVC, celuloza, i dr.), pri ¢emu brzina zagrevanja u
temperaturnoj oblasti 300 - 1200°C mora biti veoma spora, kako bi se omogucila eliminacija
kiseonika, azota i vodonika. Sam naziv poti¢e od glatkoce i sjaja njegove povrSine koja podseca

na staklo. Usled velike gustine i malih dimenzija pora staklasati ugljenik ne zahteva
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impregnaciju, a mehanicke i clektricne Kkarakteristike, hemijska inertnost, Sirok raspon
primenjenih potencijala i relativno reproduktivne performanse doprinose izuzetnoj popularnosti
ovih elektroda u elektroanalitici. U neutralnim vodenim rastvorima, ove elektrode mogu se
primeniti u Sirokom intervalu potencijala od -1,2 V do +1,3 V (u odnosu na zasi¢enu
kalomelovu elektrodu) (Thomas i Henze, 2001). U cilju poboljSanja reproduktivnosti, priprema
ovih elektroda najces¢e obuhvata poliranje aktivne povrSine vodenom suspenzijom
aluminijum-oksida na posebnim podlogama, uz sukcesivno smanjenje veli¢ine Cestica
(do 0,05 um) do sjajnog izgleda kao ogledalo. Za uklanjanje viska sredstva za poliranje ¢esto
se primenjuje mehanicko ¢iS¢enje uz primenu ultrazvuka, a zatim, pre upotrebe elektrodu treba
isprati bidestilovanom vodom. Za poboljSanje performansi mogu biti primenjeni dodatni
tretmani kao Sto su elektrohemijski, hemijski, toplotni ili laserski. Treba ista¢i i da
saopStavanjem suviSe pozitivnih potencijala (> 2 V, U odnosu na zasi¢enu kalomelovu
elektrodu) dolazi do ireverzibilnih promena u strukturi staklastog ugljenika, te on postaje

neupotrebljiv za elektrohemijsku primenu.
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3 EKSPERIMENTALNI DEO

3.1 Instrumentacija

Sva elektroanaliti¢ka merenja u ovom radu izvedena su u laboratoriji za Instrumentalne
metode analize Tehnoloskog fakulteta Novi Sad, primenom sistema za elektrohemijsku analizu
konstruisanog na Tehnoloskom fakultetu Novi Sad u saradnji sa Elektrouniverzalom, iz
Leskovca (Slika 13).
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Slika 13. Sistem za elektrohemijsku analizu

Osnovni deo ovog sistema predstavlja elektrohemijski uredaj M1. Uredaj omogucava
izvodenje potenciometrijske i hronopotenciometrijske striping analize, hronopotenciometrije,
kao i elektrolize pri konstantnom potencijalu i struji. Vrednosti potencijala koje se mogu
saopstiti kre¢u se u opsegu od -2 V do +2 V, a vrednosti konstantne struje od -50 pA do
+50 pA. Ta¢nost zadavanja potencijala i struje definisana je greSkom od AE <+2 mV, odnosno

Al < +0,2 pA. Uredaj takode ima moguénost automatskog odredivanja kvalitativnih i

51



Doktorska disertacija Ana D. Durovié¢

kvantitativnih karakteristika analita, uz racunanje sadrzaja ispitivanih analita. Kvalitativna
karakteristika analita je srednja vrednost potencijala platoa potenciograma il
hronopotenciograma. Rezolucija pri merenju potencijala iznosi AE < £2 mV. Kvantitativna
karakteristika analita dobija se merenjem vremena izmedu dve prevojne tacke signala odziva,
uz taCnost definisanu greSkom At = 50 ms. Analizator takode daje mogucnost automatske
kalibracije vrednosti struja i potencijala, memorisanja rezultata poslednje analize, a upozorava
I na eventualne neregularnosti tokom izvodenja analize, kao i u slu¢aju pogresnog saopstavanja
parametara analize. Nakon svake uradene analize, analiti¢ar dobija informacije o ispravnosti

analize, kao i prisustvu i vrsti eventualnih smetnji.

Elektrohemijsku ¢eliju ¢ini mehani¢ka mesalica sa teflonskim meSacem, procesna casa,
troelektrodni sistem i elektromagnetni ventil (Slika 14). Elektromagnetni ventil omogucéava
uvodenje inertnog gasa u cilju deaeracije ispitivanog rastvora. Mehani¢ka mesSalica sa
teflonskim mesa¢em omogucéava reproduktivno mesanje ispitivanog rastvora, a moguce je
podesavanje brzine mesanja u opsegu od 1000 - 6000 obrtaja/minuti. Rad mehani¢ke mesalice
i elektromagnetnog ventila kontrolisan je elektrohemijskim uredajem. Elektrodni sistem ¢ine

radna, referentna i pomoc¢na elektroda.

) 4 | by

Analizirani rastvor

Slika 14. Elektrohemijska celija
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Kao radne elektrode koriS¢ene su planarna disk elektroda od staklastog ugljenika 1
tankoslojna zivina elektroda. Elektroda od staklastog ugljenika napravljena je utiskivanjem
cilindra od staklastog ugljenika (Sigradur G, d =3 mm) pri poviSenim temperaturama u
teflonsku cev spoljasnjeg precnika d =8 mm. Ova elektroda koriS¢ena je 1 kao nosac tankog
sloja zive. Kao referentna elektroda koriS¢ena je Ag/AgCl (3,5 mol/l, KCI) elektroda, a svi
potencijali u ovom radu prikazani su u odnosu na ovu referentnu elektrodu. Kao pomoc¢na

elektroda korisc¢ena je platinska zica (@ =0,7 mm, | =7 mm) ugradena u stakleni nosac.

Hromatografska LC-MS/MS analiza izvedena je na teénom hromatografu (Agilent 1200
Series, Agilent Technologies Inc., USA) uz primenu trostrukog kvadrupolnog masenog
spektrometra (Agilent 6410, Agilent Technologies Inc., USA) u laboratoriji Gradskog zavoda

za javno zdravlje, Beograd.

Pored osnovne instrumentacije za izvodenje analiza, u radu je koris¢eno i ultrazvuc¢no
kupatilo (Iskra, Sentjernej, Slovenija), pH metar MA 5705 (Iskra, Kranj, Slovenija) sa
kombinovanom staklenom elektrodom, bidestilator (MonoDest 3000, Brand, Nemacka),
susnica (Sutjeska, Beograd, Srbija) tehnicka i analiticka vaga (Metller Toledo, Kolambus,
SAD).

3.2 Pribor i posude

U radu je koriS¢eno uobic¢ajeno stakleno laboratorijsko posude (normalni sudovi, pipete,
Case, levkovi, itd.), propipeta Macro (Brand, Wertheim, Nemacka) i mikropipete razli¢itih
proizvodaca i opsega zapremina: 100 - 1000 ul Transferpette (Brand, Wertheim, Nemacka),
20 -200 pl, 2 - 20 pl Hirschmann Laborgerdte (Eberstadt, Nemacka).

Za elektrohemijska merenja koriS¢ene su procesne posude u vidu staklene CaSe sa
konusnim dnom zapremine od 50 ml (Slika 15). Laboratorijsko posude prano je deterdzentom,
isprano ¢esmenskom vodom, rastvorom razblazene azotne kiseline (1:1, v/v) destilovanom i

bidestilovanom vodom.
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Slika 15. Procesna posuda za elektrohemijska merenja

3.3 Hemikalije i rastvori

Tokom izvodenja eksperimenata korisé¢eni su standardi pesticida (Dr. Ehrenstorfer,
Augsburg, Nemacka) imidakloprid (Cistoce > 99,1%), metamitron (Cistoce > 98,2%) i

metribuzin (Cistoce > 99,5%). U nastavku, dat je spisak ostalih rastvora i hemikalija:

e Ortofosforna kiselina (Lach-Ner, Brno, Ceska);

e Borna kiselina (Lach-Ner, Brno, Ceska);

e Siréetna kiselina (Lach-Ner, Brno, Ceska);

e Hlorovodoni¢na kiselina, suprapure (Merck, Darmstadt, Nemacka);
e Sumporna kiselina (Merck, Darmstadt, Nemacka);

e Azotna kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

e Natrijum-hidroksid (Lach-Ner, Brno, Ceska);

e Natrijum-hlorid (Centrohem, Stara Pazova, Srbija);

e Natrijum-hidrogenkarbonat (Centrohem, Stara Pazova, Srbija);

e Natrijum-sulfit (Centrohem, Stara Pazova, Srbija);

e Kalijum-nitrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

e Kalcijum-sulfat dihidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

e Magnezijum-sulfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

e Gvozde(II)-sulfat heptahidrat (Centrohem, Stara Pazova, Srbija);
e Ziva (Merck, Darmstadt, Nemacka);

e Aceton (Merck, Darmstadt, Nemacka);

e FEtanol 96% (Zorka, Sabac, Srbija);

e Metanol za HPLC (Merck, Darmstadt, Nemacka);
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e Acetonitril za HPLC (Kemika, Zagreb, Hrvatska);
e Aluminijum-oksid 0,05 pm (Merck, Darmstadt, Nemacka);

e Azot ekstra Cisto¢e (Messer, Tehnogas, Beograd, Srbija).

Osnovni standardni rastvor imidakloprida koncentracije 0,4 g/l pripremljen je
rastvaranjem &vrste supstance u bidestilovanoj vodi. Cuvanjem u frizideru, u mraku,
pripremljeni rastvor bio je stabilan u periodu od tri nedelje. Standardni rastvor metamitrona
2,5 g/l pripreman je rastvaranjem cvrste supstance u acetonitrilu i ¢uvan je u zamrzivacu.
Dnevni standardni rastvor metamitrona (0,5 g¢/l) pripreman je razblazivanjem osnovnog
rastvora bidestilovanom vodom. Standardni rastvor metribuzina (0,3 g/l) pripreman je
rastvaranjem osnovnog standarda u etanolu i Cuvan je U zamrzivaCu. Za niZze Opsege
koncentracija koje su koris¢ene u merenjima, rastvori pesticida dodatno su razblazivani u

odgovaraju¢em pomo¢nom elektrolitu.

Rastvor Hg?* jona (2 g/l) koji je koris¢en za pripremu tankoslojne Zivine elektrode
pripremljen je rastvaranjem elementarne zive u 3 ml azotne kiseline uz zagrevanje i

razblazivanje bidestilovanom vodom.

Britton-Robinson pufer pripremljen je od 0,04 mol/l ekvimolarne smeSe sircetne,
ortofosforne i borne kiseline, a odgovaraju¢a pH vrednost pufera podesena je prethodno
kalibrisanim pH metrom, uz dodatak 0,2 mol/l rastvora natrijum-hidroksida. Puferi su

pripremani u rasponu pH vrednosti od 2 do 12.

3.4 Priprema i formiranje radnih elektroda

Na pocetku radnog dana, kvalitet aktivne povrSine staklastog ugljenika testiran je u
0,005 mol/l rastvoru sumporne kiseline, variranjem potencijala u 10 ciklusa od -0,7 V do
+0,7 V, pri konstantnoj struji od 7 pA. Test zavrSen u roku od nekoliko sekundi (do 5 s) ukazuje
na dobar kvalitet staklastog ugljenika, odnosno da elektroda ne zahteva dodatni tretman. Kada
rezultati testa nisu bili zadovoljavajudi, ili kada je uocen pad reproduktivnosti ili oStrine
analitickog signala tokom merenja, izvedeno je poliranje aktivne povrSine staklastog ugljenika.
Poliranje je izvedeno vodenom suspenzijom aluminijum-oksida na posebnoj podlozi. Na

pocetku ovog procesa Koristi se gusta suspenzija, uz postepeno razredivanje suspenzije
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bidestilovanom vodom. Na kraju, elektroda je isprana mlazom bidestilovane vode, a radi
uklanjanja eventualno zaostalih cCestica aluminijum-oksida, primenjen je tretman u
ultrazvu¢nom kupatilu u trajanju od 10 minuta u rastvoru etanola i vode (1:1, v/v). Nakon toga,
elektroda je ispirana bidestilovanom vodom, a kvalitet staklastog ugljenika proveravan je
testom, koji je istovremeno sluzio i kao elektrohemijska aktivacija. U slucaju dobrog testa,
elektrodu je izmedu analiza dovoljno prebrisati filter-hartijom nakvasenom acetonom, a zatim
bidestilovanom vodom. Elektroda od staklastog ugljenika koja se koristila kao inertni nosac za
tankoslojnu zivinu elektrodu nije zahtevala ¢esto poliranje, a ono je izvodeno kada su se javljale
teSkoce pri formiranju tankog sloja zive. 1zgled elektrode od staklastog ugljenika i tankoslojne

zivine elektrode prikazan je na Slici 16.

Slika 16. Izgled aktivne povrSine radnih elektroda: a) elektroda od staklastog ugljenika,

b) tankoslojna zivina elektroda

Tankoslojna zZivina elektroda formirana je iz 0,02 mol/l rastvora hlorovodoni¢ne kiseline
koji sadrzi 0,10 g/l Hg?* jona, pri potenciostatskim uslovima, uz primenu potencijala od -0,4 V,
u trajanju od 240 s. Tokom deponovanja zive rastvor je intenzivno me$an, a nakon deponovanja
kvalitet formirane elektrode procenjen je vizuelno, pomocu kapi bidestilovane vode zaostale
nakon ispiranja elektrodnog sistema. Ovako formirana Zivina elektroda pri optimalnim
uslovima izvodenja analize moze da se koristi za priblizno 40 analiza, nakon ¢ega Se sloj Zive
mehanicki uklanja filter-hartijom koja je prvo nakvasena acetonom, a zatim bidestilovanom
vodom. Izmedu analiza, elektroda je ispirana bidestilovanom vodom. Prva analiza na sveze
formiranoj elektrodi nije uzimana u obzir. Kada je izvodena deaeracija ispitivanog rastvora
azotom, tankoslojna zivina elektroda drzana je u posebnoj ¢asi sa bidestilovanom vodom, jer bi
u suprotnom dolazilo do ostecenja aktivne povrSine mehurima inertnog gasa koji se uvodi u

ispitivani rastvor.
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3.5 Uzorci

Kao reprezentativni uzorci vode u kojima je odredivan sadrzaj pesticida kori$¢eni su

uzorci povrsinskih voda 1 vode za pice sa razliCitih lokaliteta na teritoriji Vojvodine:

e Reka Dunav kod Petrovaradinske Tvrdave;
e Reka Dunav Strand;

e Reka Dunav Ribarac;

e Reka Dunav Kamenjar;

e Reka Dunav Mackov sprud,;

e Reka Tisa;

e (Cesmenska voda Begec;

e lzvorska voda Begec;

e lzvorska voda SPENS;

e Zobnaticko jezero.

Uzorkovanje je izvedeno u skladu sa smernicama za uzimanje uzoraka voda SRPS ISO
5667-6:2017 (Sluzbeni glasnik 02/2017) i SRPS ISO 5667-5:2008 (Sluzbeni glasnik 89/2008).
Uzorci vode uzorkovani su u polietilenskim bocama i ¢uvani su u zamrzivacu do momenta

analiziranja.
Sadrzaj pesticida odreden je i u komercijalnim formulacijama pesticida, i to:

e Sadrzaj imidakloprida:
o Confidor 200 (Bayer, CropScience, Monheim, Nemacka);
o Confidor 70 (Bayer, CropScience, Monheim, Nemacka);
o Prestige 290 (Bayer, CropScience, Monheim, Nemacka);
o Gat Go 20 (GAT Microencapsulation AG, Ebenfurth, Austrija);
o Imidor 70 (Stockton Chemical, Florida, SAD);
o Kohinor 200 (Celsius Property, Amsterdam, Holandija).
e Sadrzaj metamitrona:
o Metak 700 (Galenika Fitofarmacija A.D., Belgrade, Srbija);
o Brevis (Adama Agan Ltd., Ashdod, Izrael);
o Korida (Chemical Agrosava, Belgrade, Srbija);
o Metix (Agromarket, Kragujevac, Srbija).
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e Sadrzaj metribuzina:
o Welton (Galenika Fitofarmacija, Beograd, Srbija);
o Sencor Plus (Bayer, CropScience, Monheim, Nemacka);
o Lord 700 (Willowood, Hong Kong, Kina).

Uzorci su nabavljeni u poljoprivrednim apotekama na teritoriji Novog Sada, i ¢uvani su

u originalnim pakovanjima do momenta analiziranja.

3.5.1 Priprema uzoraka

U cilju izvodenja hronopotenciometrijske analize, uzorci vode sa pove¢anim sadrzajem
suspendovanih materija filtrirani su kroz filter-hartiju Whatman 1 (Whatman International,
Maidstone, Velika Britanija), a zatim je od uzoraka vode pripremljen Britton-Robinson pufer

odgovarajuce pH vrednosti.

Za izvodenje hromatografske analize (LC-MS/MS), uzorci vode (250 ml) filtrirani su
kroz membranske Spric-filtere sa pre¢nikom pora od 0,45 pm (Chromafil®Xtra PET- 45/25,
Macherey-Nagel, Diiren, Nemacka). Ekstrakcija i koncentrovanje uzoraka izvedena je
postupkom ekstrakcije na &vrstoj fazi primenom Supelco kolone (Supel™ - Select HLB
cartridges, Sigma-Aldrich, Misuri, SAD, 200 mg, 6 ml). Kolone su prethodno kondicionirane
sa 5 ml metanola i 5 ml bidestilovane vode. Uzorci vode propustani su kroz kolone pri brzini
od 3-5 ml/min primenom vodene vakuum-pumpe. Nakon prolaska uzoraka, kolone su isprane
sa 10 ml bidestilovane vode, a analit je eluiran sa 5 ml metanola. Nakon eluiranja, uzorci su
upareni do suva u struji azota, a ostatak je rastvoren u 0,25 ml inicijalne mobilne faze i koli¢ina
od 10 pl injektovana je u LC-MS/MS sistem. Sadrzaj pesticida u uzorcima vode odreden je

metodom kalibracione krive.

Za izvodenje hronopotenciometrijske analize, komercijalne formulacije su razblazene
do opsega koncentracija koje su bile pogodne za izvodenje analize. U zavisnosti od ispitivanog
pesticida, kao i kori$¢ene radne elektrode, ove koncentracije bile su u opsegu 3 - 15 mg/I, te su
ova razblazenja ostvarena serijski. Prvobitno razblazenje izvedeno je uz primenu organskog
rastvaraca (metanola ili acetonitrila), u kojem je velika rastvorljivost pesticida, dok je drugo
razblaZenje izvedeno u normalnom sudu koji je zatim dopunjen pomo¢nim elektrolitom. Za

preciznu pripremu razblazenja kod formulacija koje su bile u obliku koncentrovanih suspenzija,
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gde nije bilo moguce pipetirati tanu zapreminu, prethodno je odredena tacna gustina
formulacija pomocu piknometra, pa je zatim odmerena tatna masa na analitickoj vagi. Gustina

formulacije odredena piknometrom racunata je pomocu sledece formule:

msz—mq

P = Pyode X —— (12)

Gde su:
m; —Masa praznog piknometra;

m, — masa piknometra sa bidestilovanom vodom;

ms — masa piknometra sa formulacijom pesticida;

Prode — 9ustina vode (1 g/ml).

3.6 Optimizacija i validacija hronopotenciometrijske metode

Za svaki ispitivani pesticid i koris¢enu radnu elektrodu optimizacija uslova i validacija

hronopotenciometrijske metode podrazumevala je sledece faze:

e Ispitivanje reakcionog mehanizma (oksidacija/redukcija) ispitivanog analita na radnoj
elektrodi;

e Ispitivanje optimalne metode za uklanjanje rastvorenog kiseonika iz ispitivanog
rastvora;

e Ispitivanje uticaja vrste, pH vrednosti i koncentracije pomo¢nog elektrolita na analiti¢ki
signal;

e Ispitivanje i definisanje optimalnog opsega potencijala i struje;

e Ispitivanje i definisanje opsega linearnosti;

e Odredivanje granice detekcije (LOD - limit of detection) i granice kvantifikacije (LOQ
— limit of quantification);

e Ispitivanje preciznosti;

e Provera tacnosti;

e [spitivanje uticaja interferencija razli¢itih supstanci,

e Ispitivanje robusnosti;
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e Primena razvijene metode za odredivanje sadrzaja pesticida u uzorcima vode i/ili

komercijalnim formulacijama pesticida.

Za izvodenje hronopotenciometrijske analize u procesnu ¢aSu pipetirano je 20 ml
analiziranog rastvora. Nakon uklanjanja rastvorenog kiseonika, mesalica se zaustavlja, a posle
pauze od 10 s, koja je neophodna da se u okolini radne elektrode ostvari difuzioni prenos mase,
snimani su hronopotenciogrami u primenjenom rasponu potencijala, uz primenu konstantne
struje. Na pocetku merenja snimani su hronopotenciogrami slepe probe, a zatim je u ispitivani
rastvor dodat analit, uz dodatnu deaeraciju od 15 s i meSanje. Sva ispitivanja izvedena su u 5
ponavljanja primenom elektrode od staklastog ugljenika, odnosno u 3 ponavljanja u slucaju
tankoslojne zivine elektrode. Na osnovu dobijenih rezultata izra¢unato je srednje tranziciono
vreme, standardna devijacija (SD) i relativna standarda devijacija (RSD). Optimizacija je
izvodena na osnovu uticaja ispitivanog parametra na srednju vrednost analitickog signala,
vrednosti SD i RSD, a u slu¢aju ispitivanja pH i vrste pomo¢nog elektrolita, i na osnovu izgleda
samog hronopotenciograma. S obzirom na eksponencijalnu zavisnost analitickog signala od
koncentracije, linearnost je ispitana za tri razliita opsega koncentracija sa minimalno pet

tacaka. Vrednosti LOD i LOQ odredene su ra¢unskim putem na sledeé¢i nacin (ICH, 1996):

3,3XS},

LOD = " (13)
LOQ = 102—5” (14)
Gde su:

Sp — standardna devijacija odsecka;
a —nagib kalibracione krive definisane za najniZi koncentracioni opseg.

Preciznost razvijene metode procenjena je na osnovu ponovljivosti (preciznost u toku
jednog dana) i reproduktivnosti (preciznost u toku viSe dana). Ponovljivost je izrazena
vrednoS¢u RSD za pet analiza identi¢no pripremljenih standardnih rastvora pesticida u
pomoc¢nom elektrolitu u toku istog dana. Reproduktivnost je odredena ra¢unanjem RSD
vrednosti dobijenih analiziranjem identi¢no pripremljenih standardnih rastvora pesticida u
pomoc¢nom elektrolitu za pet razlic¢itih dana. Eksperimenti su obuhvatali dve koncentracije
svakog ispitivanog pesticida. Vrednosti RSD < 5% ukazuju na dobru preciznost razvijene
metode.
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Tacnost razvijene metode procenjena je kvantifikacijom sadrzaja ispitivanog pesticida
pomocu hronopotenciometrijske analize u model-sistemu, u uzorcima vode i komercijalnim
formulacijama pesticida, odnosno ra¢unanjem prinosa (eng. recovery), ra¢unatih kao odnos
dobijenih koncentracija hronopotenciometrijskom analizom i stvarno dodatih koncentracija
pesticida. Za dodatnu procenu ta¢nosti metode, analiza uzoraka vode izvedena je |
komparativnom LC-MS/MS tehnikom. Rezultati dobijeni hronopotenciometrijskom analizom
statisticki su poredeni sa rezultatima komparativne hromatografske tehnike koriS¢enjem
Studentovog t-testa uparenih vrednosti. U slucaju analiziranja sadrZaja pesticida u
komercijalnim formulacijama, rezultati hronopotenciometrijske metode statisticki su poredeni
sa deklarisanim vrednostima sadrzaja pesticida primenom Studentovog t-testa uparenih

vrednosti.

Realni uzorci vode su kompleksnog hemijskog sastava usled prisustva neorganskih jona
koji mogu znatno uticati na analiticki signal ispitivanog pesticida. Selektivnost razvijene
hronopotenciometrijske metode ispitana je u prisustvu razli¢itih koncentracija neorganskih jona
koji su najéesce prisutni u realnim uzorcima vode. Eksperimenti su obuhvatali sledeée jone: K¥,
Na*, Ca?*, Mg?*, SO4*, Cl, HCOs, NOs i Fe?*, koji su dodavani u rastvor u odnosima
koncentracija pesticid:interferent: 1:0,1; 1:1; 1:5; 1:10 i 1: 50. Razvijena metoda se moze
okarakterisati kao selektivna ukoliko interferiraju¢a supstanca ne dovodi do promene

analitickog signala vece od £5 %.

Robusnost metode procenjena je ispitivanjem uticaja malih promena eksperimentalnih
parametara metode na analiticki signal analita, a uporedene su vrednosti analitickog signala pre
i nakon promene ispitivanog parametra (ICH, 1996). Ispitivane su promene pH pomoc¢nog
elektrolita (+0,2), pocetnog potencijala (+0,05 V) i vrednosti struje (0,1 pA). Ispitivanje
robusnosti metode izvedeno je za dve koncentracije pesticida.

3.7 Izvodenje hromatografske (LC-MS/MS) analize

LC-MS/MS analiza uzoraka vode izvedena je nakon pripreme uzoraka uz opisani
postupak ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (poglavlje 3.5.1), na te¢nom hromatografu uz primenu
trostrukog kvadrupolnog masenog spektrometra. Razdvajanje pesticida postignuto je
koris¢enjem XBridge C18 kolone (150 x 3 mm, 3,5 um) (Waters, Milford, USA). Koris¢ena je
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mobilna faza koja se sastojala od rastvara¢a A (0,1%, v/v mravlje kiseline u metanolu) i B
(0,1%, v/v mravlje kiseline u vodi), pri protoku od 0,5 ml/min i gradijentnim uslovima elucije.
Gradijentni program zapocinje sa 70% mobilne faze B odrzavanim konstantnim tokom 2
minuta, pra¢enim linearnim gradijentom od 50% B nakon 15 minuta, konstantnim rezimom u
trajanju od 4 minuta, uz kona¢no smanjenje do 30% B nakon 20 minuta i odrzavanje
konstantnog rezima tokom 6 minuta. Temperatura kolone odrzavana je na 40°C. Maseni
spektrometar funkcionisao je u MRM rezimu rada (eng. multiple reactions monitoring) masene
analize pozitivnih jona dobijenih elektrosprej-jonizacijom. Operativni parametri masenog
spektrometra bili su sledeci: temperatura gasa za suSenje 350°C, a temperatura isparivaca
250°C. Azot je koris¢en kao gas za rasprSivanje sa pritiskom na rasprsivac¢u od 50 psi, protokom
gasa od 5 I/min, naponom kapilare od 3500 V i naponom punjenja od 2000 V. Za kvantifikaciju,
za svaki pesticid, izabrane su dve tranzicije (Tabela 6). Kontrola parametara, analiza i obrada
podataka izvedena je primenom MassHunter Workstation softvera (Agilent Technologies,
USA). Snimljeni hromatogrami jona i maseni spekitri za ispitivane pesticide u spajkovanim
(eng. spiked) uzorcima vode prikazani su na Slici 17.

Tabela 6. MRM prelazi (m/z) sa retencionim vremenima ispitivanih pesticida

Pesticid Prekursor jon  Produkt jon Rt (min)
256 208,7 3,30
Imidakloprid
256 174,6
) 203,1 175,0 3,70
Metamitron
203,1 104,0
215,1 187,1 6,30
Metribuzin
215,1 131,0
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Slika 17. MRM hromatogrami jona i odgovarajuc¢i maseni spektri: @) imidakloprida,

b) metamitrona i ¢) metribuzina u spajkovanim uzorcima vode
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4 REZULTATI | DISKUSIJA

4.1 Odredivanje optimalnih uslova za hronopotenciometrijsko odredivanje

imidakloprida

Pregledom literature ustanovljeno je da se elektroanaliticke metode odredivanja
imidakloprida zasnivaju na njegovoj redukciji. Na osnovu polarografskih ispitivanja
imidakloprid se redukuje u dva stupnja. U prvom stupnju dolazi do redukcije nitro grupe u
molekulu, pri ¢emu se razmenjuju Cetiri elektrona i nastaje hidroksilamin derivat, a zatim se u
drugom stupnju razmenjuju dva elektrona, a novonastali produkt se transformiSe do
odgovaraju¢eg amina (Slika 18) (Navalon i sar., 1999). Polutalasni potencijal prvog stupnja

javlja se na-1,035V, adrugog na -1,530 V (Navalon i sar., 1999).

N — : N —
c1— A CH,—N_ N—H 4—e> c1— A CHs— -
? T 4H - H0 ? NTN :

_ s _

N prvi stupanj N

NO, "NHOH
Cl CH,—N_ N-—H Cl CH—N _N-H
— T 2H - H,0 — T
N drugi stupanj N_
"NHOH NH,

Slika 18. Redukcioni mehanizam imidakloprida na zivinoj elektrodi
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4.1.1 Elektroda od staklastog ugljenika

Preliminarni eksperimenti u cilju hronopotenciometrijskog odredivanja imidakloprida
izvedeni su snimanjem hronopotenciograma u negativnom rasponu potencijala u Britton-
Robinson puferu pH 8. Prisustvo rastvorenog kiseonika u ispitivanom rastvoru dovodilo je do
smetnji u izvodenju analize usled redukcije kiseonika na radnoj elektrodi, a u svrhu njegovog
uklanjanja kori$cen je azot. Deaeracija je izvodena uz mesanje rastvora U trajanju od 10 minuta.
Nakon uklanjanja rastvorenog kiseonika u slepoj probi nisu detektovani signali. Potom je u
ispitivani rastvor dodavan standardni rastvor imidakloprida, a jedan redukcioni signal uocen je
pri potencijalu od -1,2 V, §to je za elektrodu od staklastog ugljenika potvrdeno i od drugih
autora (Chen i sar., 2013; Lei i sar., 2013; Guzsvany i sar., 2005).

4.1.1.1 Ispitivanje optimalne metode za uklanjanje rastvorenog kiseonika iz rastvora

U cilju skracenja postupka deaeracije, pored fizicke metode uklanjanja kiseonika
primenom azota, ispitana je i moguénost primene razli¢itih hemijskih sredstava za uklanjanje
kiseonika iz rastvora. U tu svrhu primenjeni su: natrijum-sulfit, askorbinska kiselina, oksalna
kiselina, kalijum-bromid i natrijum-bromid. Eksperimenti su izvedeni dodavanjem navedenih
supstanci u Britton-Robinson pufer pH 8, nakon ¢ega je rastvor mesan u trajanju od 30-60 s, a
zatim izvedena analiza. U ispitivani rastvor zatim je dodavan imidakloprid u razli¢itim

koncentracijama, a dobijeni hronopotenciogrami medusobno su uporedeni.

Dodatkom askorbinske kiseline, oksalne kiseline, kalijum-bromida i natrijum-bromida
nije bilo moguce eliminisati smetnje izazvane kiseonikom iz rastvora, a signal imidakloprida
se nije mogao registrovati ¢ak ni pri vi§im koncentracijama (40 mg/1 i 60 mg/l). Kao najbolje
hemijsko sredstvo pokazao se natrijum-sulfit, pri ¢emu je kiseonik uklonjen iz rastvora nakon
30 s mesanja rastvora, a nakon duzeg stajanja na vazduhu, ili viSestrukog dodatka standardnog
rastvora imidakloprida, dovoljno je rastvor mesati u trajanju od 15 s kako bi se nesmetano izvela
analiza. Takode, ovom metodom postignuta je ista osetljivost kao i u slu¢aju provodenja azota,
pa su u daljem radu ove dve metode medusobno poredene. Poredenja radi, hronopotenciogrami
snimljeni nakon dodatka askorbinske kiseline, kalijum-bromida, 8,85 g/l natrijum-sulfita i

provodenjem azota u trajanju od 10 minuta prikazani su na slikama 19 i 20.
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Slika 19. Hronopotenciogrami dobijeni u Britton-Robinson puferu pH 8; cim = 15 mg/l nakon

dodatka: a) askorbinske kiseline, b) kalijum-bromida
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Slika 20. Hronopotenciogrami dobijeni u Britton-Robinson puferu pH 8; cim = 15 mg/l nakon:

a) dodatka 8,85 g/l natrijum-sulfita, b) 10 minuta provodenja struje azota

Kod fizicke metode ispitana su razli¢ita vremena, a kod hemijske razli¢ite koncentracije
natrijum-sulfita, kao i kombinacija ove dve metode. U Tabeli 7 prikazan je uticaj primenjene

metode deaeracije na analiticki signal imidakloprida koncentracije 15 mg/I.

U pojedinim slu€ajevima izvodenja analize uz primenu fizicke metode uklanjanja
kiseonika dolazilo je do smetnji usled blokiranja aktivne povrsine elektrode mehurima azota, a
analiticki signal imidakloprida mogao se registrovati nakon brisanja aktivne povrsine radne
elektrode filter-hartijom nakvasenom bidestilovanom vodom, ali su tada dobijeni razvuceni
signali. Takode, usled visestrukog dodavanja analita, hermeticki zatvorena aparatura mora se
otvoriti, pri ¢emu kiseonik ponovo ulazi u rastvor i pravi smetnje, pa je neophodna dodatna

deaeracija.

U cilju odredivanja optimalne koncentracije natrijum-sulfita, u ispitivani rastvor
dodavane su razliCite zapremine zasi¢enog rastvora natrijum-sulfita (230 g/l). Ispitivane
koncentracije natrijum-sulfita bile su u rasponu od 0,6 g/l do 230 g/l (Tabela 7). Pri
koncentraciji natrijum-sulfita od 0,6 g/l nije dobijen signal analita, dok je najvisi signal dobijen
kada je zasieni rastvor natrijum-sulfita koris¢en kao pomoc¢ni elektrolit, ali uz najlo$iju

reproduktivnost (RSD = 19,63%). U svim daljim eksperimentima usvojena je koncentracija
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natrijum-sulfita od 8,85 g/l, s obzirom da je pri ovoj koncentraciji dobijena visoka vrednost
signala uz najbolju reproduktivnost (RSD = 1,50%). Rastvoreni kiseonik je uklonjen iz rastvora

uz 30 s meSanja, odnosno 15 s za svaki naredni dodatak standardnog rastvora.

Tabela 7. Analiticki signal imidakloprida (Cim = 15 mg/l) u zavisnosti od primenjene metode

uklanjanja kiseonika iz rastvora na elektrodi od staklastog ugljenika

Metoda uklanjanja kiseonika Vreme redukcije (s) RSD (%)
Vreme provodenja azota (min)
g 5 0,58 £ 0,032 2,59
E 10 0,88 £ 0,05 2,84
15 0,87 £ 0,05 2,87
Koncentracija natrijum-sulfita (g/l)
0,6 / /
1,14 0,78 £ 0,09 5,73
1,71 0,78 0,17 10,73
2,27 0,72 +£0,09 6,21
g 2,84 0,74+0,11 7,40
:é 3,40 0,72 + 0,09 6,21
T 3,96 0,72+ 0,09 6,21
4,51 0,70+ 0,06 3,99
6,70 0,88 +0,17 9,51
8,85 0,90 + 0,03 1,50
10,95 0,94 +£0,23 12,13
230,0 0,98 + 0,38 19,63
I Kombinacija
z ES‘ 4,51 g/l natrijum-sulfita i 5 minuta azot 0,66 + 0,05 3,79

aSrednja vrednost + 2SD, n = 5.
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4.1.1.2 Uticaj vrste, pH i koncentracije pomocnog elektrolita na analiticki signal

imidakloprida

Izbor pomo¢nog elektrolita predstavlja osnovni korak pri razvoju elektroanaliticke
metode, s obzirom da njegov sastav i pH mogu znatno uticati na elektronemijske reakcije koje
se odvijaju na povrsini elektrode. Zavisnost hronopotenciomterijskih signala imidakloprida od
vrste pomoc¢nog elektrolita ispitana je kori§¢enjem rastvora Britton-Robinson pufera; 0,1 mol/I
citratnog pufera pH 8; 0,1 mol/l fosfatnog pufera pH 6 i 4,5 g/l natrijum-sulfita. Koncentracija
imidakloprida u pomo¢nom elektrolitu iznosila je 20 mg/l, a primenjena je struja redukcije od
-13,6 pA. Snimanjem hronopotenciograma od -0,91 V do -1,42 V u svim ispitivanim rastvorima
dobijen je jedan redukcioni pik pri potencijalima od -1,18 do -1,28 V. Snimanjem
hronopotenciograma u pozitivnom smeru potencijala nije dobijen signal analita, Sto je
ukazivalo na ireverzibilnost elektrodne reakcije. Od ispitivanih pomoc¢nih elektrolita najveca
osetljivost, uz dobru ostrinu redukcionog pika i dobru reproduktivnost ostvarena je u
Britton-Robinson puferu, pa je on usvojen kao pomoc¢ni elektrolit u svim daljim

eksperimentima.

U cilju optimizacije pH vrednosti Britton-Robinson pufera pripremljeni su puferi u
rasponu pH od 2 do 12. Ispitivanja su izvedena u opsegu potencijala -0,91 V do -1,42 V, uz
primenjenu struju redukcije od -12,1 pA. Signal imidakloprida (15 mg/l) javljao se u uskim pH
granicama od 7 do 9, a rezultati su prikazani na Slici 21. Svaka tacka na dijagramu predstavlja
srednju vrednost dobijenu za pet uzastopnih merenja, dok je reproduktivnost prikazana kao 2SD
odstupanje od srednje vrednosti.

Kao $to se moze videti, do pH 7,5 doslo je do blagog porasta signala, koji je zatim
opadao do pH 9. Kako se maksimalna vrednost signala imidakloprida dobijala pri pH 7,5 (1,04
s), uz najbolju reproduktivnost (RSD = 2,60%), ova vrednost je usvojena kao optimalna. Na
istoj slici prikazani su i1 potencijali pri kojima se javljao imidakloprid pri razli¢itim pH
vrednostima Britton-Robinson pufera. Variranjem pH, potencijal redukcije kretao se u rasponu
od -1234 mV do -1245 mV (Slika 21).
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Slika 21. Uticaj pH Britton-Robinson pufera na analiticki signal i potencijal redukcije

imidakloprida na elektrodi od staklastog ugljenika (Cim =15 mg/l, irea =-12,1 pA)

U sledecoj fazi eksperimenata ispitan je uticaj koncentracije Britton-Robinson pufera na
analiticki signal imidakloprida. U tu svrhu ispitani su puferi razli¢itih koncentracija 0,01; 0,02;
0,03 i 0,04 mol/l. Eksperimenti su izvedeni u model-rastvoru sadrzaja 15 mg/l imidakloprida,
pri rasponu potencijala od -0,91V do -1,42 V, uz primenjenu vrednost redukcione struje od
-12,5 pA. Dobijene srednje vrednosti signala za pet uzastopnih analiza, kao i odstupanje od

srednje vrednosti izrazeno kao vrednost 2SD prikazani su na Slici 22.

Povecanjem koncentracije Britton-Robinson pufera dolazilo je do blagog porasta
signala imidakloprida od 0,74 s do 0,80 s (Slika 22). Pored toga, najbolja reproduktivnost
merenja (RSD = 1,69%) ostvarena je u sluc¢aju 0,04 mol/l koncentracije, tako da je ova
koncentracija usvojena kao optimalna. Hronopotenciogram dobijen u Britton-Robinson puferu

pH 7,5 pre i nakon dodatka standardnog rastvora imidakloprida prikazan je na Slici 23.
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Slika 22. Uticaj koncentracije Britton-Robinson pufera na analiti¢ki signal imidakloprida na
elektrodi od staklastog ugljenika (Cim =15 mg/l, ires =-12,5 pA)

mV
- 1500 - 300
| | ] ] ] | | | | ] ] 0
a)
1s
9,44 mV/mm
0,16 s/mm
mV
- 1500 -300
| | | | | | ] : | ] ] | 0
D) AR SS AR AR SRER AR s RRR S0 —1
2s
9,44 mV/mm
0,16 s/mm
-1245 mV 1,2s 94

Slika 23. Hronopotenciogram dobijen u Britton-Robinson puferu pH 7,5 na elektrodi od
staklastog ugljenika (irea =-11,7 wA): a) pre i b) nakon dodatka standardnog rastvora
imidakloprida (Cim = 15 mg/l)
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4.1.1.3 Uticaj pocetnog potencijala na analiticki signal imidakloprida

Uticaj pocetnog potencijala na analiticki signal imidakloprida ispitan je u intervalu od
0 V do -1,0 V, primenjena struja iznosila je -12,1 pA, zavrsni potencijal -1,42 V, a sadrzaj
imidakloprida u ispitivanom rastvoru iznosio je 15 mg/l. Za svaku ispitivanu ta¢ku izvedeno je
pet analiza, a srednja vrednost, kao i reproduktivnost merenja izrazena kao 2SD od srednje

vrednosti prikazane su na Slici 24.

Najvisa vrednost analitickog signala dobijena je primenom pocetnog potencijala od 0
V, ali je dobijen razvucen hronopotenciogram, uz izrazito loSu reproduktivnost merenja (RSD
= 4,48%). Primenom negativnijih vrednosti potencijala elektrolize visina analitickog signala
opadala je do 0,66 s. Kao optimalna vrednost pocetnog potencijala usvojena je -0,25 V, pri
kojoj je dobijena visoka vrednost analitickog signala (1,08 s) uz najbolju reproduktivnost (RSD
=2,19%).

1 ()
I—I—i\

T ' T T T T T T T T T
-1,00 -0,80 -0,60 -0,40 -0,20 0,00

E (V)

poé

Slika 24. Uticaj pocetnog potencijala na analiticki signal imidakloprida na elektrodi od
staklastog ugljenika (Cim =15 mg/l, ired =-12,1 pA)
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4.1.1.4 Uticaj struje na analiticki signal imidakloprida

U hronopotenciometriji struja predstavlja jedan od najvaznijih parametara analize, posto
ona ima najvise uticaja na visinu i o$trinu analiti¢kog signala. Uticaj struje na analiticki signal
ispitan je u rastvorima imidakloprida sadrzaja 10 mg/l i 30 mg/l. Za nizu koncentraciju
(10 mg/l) struja je varirana u opsegu od -6,6 pA do -10,4 pA, dok je za koncentraciju od
30 mg/l primenjivana struja od -8,8 uA do -31,8 pA. U oba slu¢aja dobijena je eksponencijalna
zavisnost, a dobijene funkcije prikazane su na Slici 25. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost
dobijenu za pet uzastopnih ponavljanja; prikazani intervali odnose se na reproduktivnost, a

izraZzeni su kao vrednost 2SD.

Sa Slike 25 moze se videti da su za nize apsolutne vrednosti Struje dobijene vece
vrednosti analitiCkog signala, ali uz lo8iju reproduktivnost, i obrnuto. Na osnovu Kriterijuma o
pravolinijskoj zavisnosti | X treq? = f (I), odgovarajuéi intervali struje koje treba primeniti
iznose: -6,6 pA do -9,7 pA za koncentraciju od 10 mg/l i od -14 pA do -26 pA za koncentraciju
od 30 mg/l. U opstem slucaju, za odredivanje nizih koncentracija analita treba primeniti i nize
apsolutne vrednosti struja, i obrnuto. I pored Sirokog opsega struje pri kojoj je dobijen signal
imidakloprida, potencijal redukcije imidakloprida neznatno je varirao od -1205 mV do -1276
mV (RSD =1,59%).
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Slika 25. Uticaj struje na analiticki signal imidakloprida na elektrodi od staklastog ugljenika
a) Cim=10 mg/l, b) Cim=30 mg/I
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4.1.1.5 Linearnost

Linearnost je ispitana u rasponu koncentracija od 7 do 70 mg/l u tri koncentraciona
opsega. Za svaki koncentracioni opseg primenjena je razli¢ita redukciona struja, a eksperimenti
su izvedeni u pet ponavljanja. Kalibracione krive, vrednosti SD nagiba (Sa) i odsecka (Sb)
dobijene metodom najmanjeg kvadrata, uz primenjene vrednosti redukcione struje prikazane su
u Tabeli 8. Pod optimalnim uslovima dobijena je veoma dobra linearnost za sva tri

koncentraciona opsega, uz koeficijente korelacije od 0,9976 do 0,9986.

Tabela 8. Linearni opsezi koncentracija za hronopotenciometrijsko odredivanje imidakloprida

primenom elektrode od staklastog ugljenika

Koncentracioni Redukciona

Nagib  Odsetak  Sa? ShP r
opseg (mg/l) struja (pA)
7-15 -6,6 0,046 0,329 0,0031 0,0129 0,9976
10-40 -14,0 0,032 0,038 0,0007 0,0012 0,9987
40 -70 -18,4 0,051 -0,730 0,0002 0,0220 0,9986

Sa? standardna devijacija nagiba (s x I/mg), n=5.
ShP standardna devijacija odsecka (s), n=5.

4.1.1.6 Granica detekcije i granica kvantifikacije

Vrednosti LOD i LOQ odredene su ra¢unskim putem (izraz 14 i 15) na osnovu vrednosti
standardne devijacije odsecka i vrednosti nagiba definisanih za kalibracionu krivu za najnizi
opseg koncentracija (7 - 15 mg/l). Dobijene vrednosti za LOD i LOQ iznosile su redom
0,92 mg/l'i 2,80 mg/l.

4.1.1.7 Preciznost

Preciznost je procenjena na osnovu ponovljivosti i reproduktivnosti za dve
koncentracije imidakloprida. Analizirani su rastvori sa sadrzajem imidakloprida od 10 i 30 mg/I,

dok su primenjene redukcione struje iznosile -8,9 i -16,7 pA.

Dobijene vrednosti RSD analizom rastvora imidakloprida u toku istog dana iznosile su
1,43% (10 mg/l) i 1,20% (30 mg/l). Analizom rastvora imidakloprida u toku pet razli¢itih dana
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dobijene vrednosti RSD iznosile su 3,44% (10 mg/l) i 2,64% (30 mg/l). Srednja vrednost
potencijala redukcije na elektrodi od staklastog ugljenika iznosila je -1237 mV. Vrednosti RSD
potencijala redukcije imidakloprida za nizi i visi sadrzaj analita iznosile su 0,65% i 0,15%, po

redosledu navodenja.

4.1.1.8 Tacnost metode

Ispitivanje tacnosti metode uz primenu elektrode od staklastog ugljenika izvedeno je
analizom model-rastvora imidakloprida koji su sadrzali razli¢ite koncentracije imidakloprida
(10, 15 1 20 mg/l). Kvantifikacija je izvedena metodom kalibracione krive, odredivanja su
izvedena u tri ponavljanja, a odredeni sadrZaji uz vrednosti SD i prinosa prikazane su u Tabeli
9.

Tabela 9. Rezultati odredivanja imidakloprida u rastvorima poznatih koncentracija

razvijenom hronopotenciometrijskom metodom uz primenu elektrode od staklastog ugljenika

Koncentracija rastvora (mg/l)  Odredena koli¢ina (mg/1)2 Prinos (%)

10 10,23 + 0,67 102,26
15 15,27 £ 0,54 101,80
20 20,38 + 0,49 101,90

&rednja vrednost + 2SD, n=3.

Vrednosti prinosa za analizirane rastvore kretale su se u opsegu 101,80% do 102,26%,
§to potvrduje da su rezultati za odredivane koncentracije priblizni vrednostima dodatih
koncentracija. Vrednosti RSD kretale su se u opsegu 1,21% do 3,26% ukazujuci na relativno
dobru reproduktivnost razvijene hronopotenciometrijske metode na elektrodi od staklastog

ugljenika.

4.1.1.9 Interferencije

Ispitivanje interferencija pojedinih neorganskih jona na analiti¢ki signal imidakloprida
primenom elektrode od staklastog ugljenika izvedeno je pri koncentraciji imidakloprida od 10

i 20 mg/Il. Eksperimenti su izvedeni u model sistemu, a primenjena struja za nizu koncentraciju
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pesticida iznosila je -8,9 uA, dok je za visu koncentraciju iznosila -13,4 pA. Dobijeni rezultati

prikazani su u Tabeli 10.

Kao Sto se iz prikazanih rezultata moze videti, najvece varijacije analitickog signala
imidakloprida u rasponu od -4,76% do 4,96% uocene su u prisustvu Ca?* jona u analiziranom
rastvoru (Tabela 10). Sa druge strane, prisustvo Fe?* jona u ispitivanom rastvoru u koncentraciji
od 1 mg/l dovodilo je do blagog smanjenja signala imidakloprida, dok je pri vec¢im
koncentracijama dolazilo do blokiranja radne elektrode pri potencijalu od -1,3 V. Ova pojava
moze se objasniti redukcijom Fe?* jona (Bard i sar., 1985), ¢ime se u odredenoj meri smanjuje
selektivnost metode. Kako je koncentracija Fe?* jona u reénoj vodi niza od pomenute vrednosti
(0,7 mg/l) (WHO, 2008), uticaj ovog jona moze se zanemariti. Medutim, treba obratiti paznju
ukoliko se razvijena metoda koristi za odredivanje ovog insekticida u uzorcima podzemnih
voda, jer se u takvim uzorcima ocekuju povecani sadrzaji jona gvozda. U tom slucaju
neophodno je prethodno ukloniti jone gvozda iz analiziranih rastvora adekvatnom pripremom

uzorka.

Tabela 10. Uticaj neorganskih jona na hronopotenciometrijsko odredivanje imidakloprida

primenom elektrode od staklastog ugljenika

Varijacija analitickog signala imidakloprida za ispitane

odnose koncentracija imidakloprid:interferent (%)

Interferent 1:0,1 1:1 1:5 1:10 1:50
K* 0,75 -0,75 -0,38 -3,08 -3,20
Na* -1,54 -3,59 0,14 -3,50 3,38
Ca? -1,80 -3,59 -4,76 -0,99 4,96
Mg?* 2,00 2,40 -3,11 -3,88 4,00
SO4* -0,60 -1,80 -4,39 -1,30 -2,60
ClI 2,43 4,27 -4,54 -491 -4,27
HCOs 3,75 2,60 -3,61 -1,25 -2,60
NOs -3,08 3,91 -4,57 -4,23 3,72
Fe -0,14 / / / /
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4.1.1.10 Robusnost

Robusnost hronopotenciometrijske metode na elektrodi od staklastog ugljenika ispitana
je u rastvorima imidakloprida koncentracija 10 mg/l i 30 mg/l u pomoénom elektrolitu,

primenom struje od -8,9 uA, odnosno -16,7 pA za visSu koncentraciju.

Kod rastvora nize koncentracije, variranje pH Britton-Robinson pufera u granicama 7,5
+ 0,2 nije dovodilo do promene analitickog signala imidakloprida, dok su promene analitickog
signala kod variranja pocetnog potencijala (-0,25 + 0,05 V), i struje (-8,9 + 0,1 pA) bile u
granicama 0,63% do 1,23%.

Za visu koncentraciju imidakloprida od 30 mg/l variranje struje (-16,7 £ 0,1 pA) nije
imalo uticaja na visinu signala, dok su promene usled variranja pocetnog potencijala i pH
iznosile -1,52% i -2,02% po redosledu navodenja. Konstantnost tranzicionih vremena pri

variranju osnovnih parametara analize ukazuje da je razvijena metoda robusna.

4.1.1.11 Primena razvijene hronopotenciometrijske metode za odredivanje sadriaja

imidakloprida u komercijalnim formulacijama

Kako bi se ispitala moguénost primene razvijene hronopotenciometrijske metode za
odredivanje sadrZaja imidakloprida, analizirani su sadrZaji komercijalnih preparata koji sadrze
imidakloprid kao aktivnu materiju. Analiza komercijanih formulacija izvedena je bez pripreme
uzoraka, samo uz neophodno razblazenje, primenom optimalnih uslova hronopotenciometrijske
metode. Tokom analize formulacija u te¢nom stanju, usled dodatka razli¢itih nepesticidnih
komponenata koje poboljSavaju karakteristike formulacije, dolazilo je do prljanja aktivne
povrsine staklastog ugljenika, uz izrazenu nereproduktivnost analitickih signala. U cilju
povecanja reproduktivnosti, izmedu analiza izvodeno je elektrohemijsko CiS¢enje povrSine
staklastog ugljenika. Ova procedura sastojala se od 10 ciklusa promene potencijala u
analiziranom rastvoru pri rasponu potencijala u kojem se inace izvodi analiza (od -0,25 do
-1,42 V), primenom struje od -12,1 pA. Na ovaj nac¢in omoguceno je da svaka analiza bude
izvedena na sveze aktiviranoj povrsini (Wang i Lin, 1988). Svaka formulacija analizirana je u
tri ponavljanja, a kvantitativno odredivanje sadrzaja imidakloprida izvedeno je metodom
kalibracione krive. Sadrzaji imidakloprida deklarisani od strane proizvodaca, dobijene
vrednosti sadrzaja primenom hronopotenciometrijske metode uz vrednosti 2SD i prinosa

prikazane su u Tabeli 11.
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Tabela 11. Rezultati dobijeni analizom komercijalnih formulacija imidakloprida primenom

razvijene hronopotenciometrijske metode na elektrodi od staklastog ugljenika

Komercijalna formulacija Deklarisano Odredeno?

Sadrzaj imidakloprida (g/1)

Prestige 290 140 134,27 + 6,78 (95,91)
Confidor 200 200 197,02 + 5,48 (98,51)
Kohinor 200 200 203,33 + 5,49 (101,67)
Gat Go 20 200 196,46 + 2,85 (98,23)
Sadrzaj imidakloprida (g/kg)
Confidor 70 700 685,72 + 16,26 (97,96)
Imidor 70 700 712,19 + 15,67 (101,74)

Srednja vrednost = 2SD (prinos, %), n=3.

Dobro slaganje dobijeno je izmedu odredenih sadrzaja imidakloprida primenom
razvijene metode sa sadrZzajima deklarisanih od strane proizvodaca (prinos U granicama 95,91
- 101,74%), ¢ime je potvrdena ta¢nost razvijene metode. Pored toga, statistickim poredenjem
primenom Studentovog t-testa uparenih vrednosti potvrdeno je da se rezultati dobijeni
hronopotenciometrijski ne razlikuju znacajno od deklarisanih vrednosti uz verovatnocu od 95%
(izraCunate t-vrednosti bile su manje od teorijskih vrednosti). Analizom komercijalnih
formulacija signal imidakloprida dobijen je u rasponu potencijala od -1216 do -1304 mV, a

hronopotenciogram dobijen analizom formulacije Gat Go prikazan je na Slici 26.

my
- 1500 - 300
] ]

9,44 mV/mm
0,16 s/mm

- 1245 mV 1s 80

Slika 26. Hronopotenciogram dobijen analizom formulacije imidakloprida Gat Go 20 na

elektrodi od staklastog ugljenika (Cim =15 mg/l, ireq =-12,1 pA)
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4.1.2 Tankoslojna Zivina elektroda

Preliminarni eksperimenti pri hronopotenciometrijskom odredivanju imidakloprida
primenom tankoslojne zivine elektrode izvedeni su u Britton-Robinson puferu pH 8, uz dodatak
zasi¢enog rastvora natrijum-sulfita. U slepoj probi nisu detektovani signali, a kao i u slu¢aju
elektrode od staklastog ugljenika, dodatkom imidakloprida primecen je jedan redukcioni pik
pri potencijalu od oko -1 V, koji odgovara redukcionom piku gde se razmenjuju Cetiri elektrona,
odnosno nastaje hidroksilamin. Ve¢ u toku preliminarnih eksperimenata uocena je veca

osetljivost tankoslojne zivine elektrode u odnosu na elektrodu od staklastog ugljenika.

4.1.2.1 Ispitivanje optimalne metode za uklanjanje rastvorenog kiseonika iz rastvora

U cilju ispitivanja optimalne metode za uklanjanje kiseonika iz rastvora uz primenu
tankoslojne zivine elektrode, uporedene su fizicka metoda uz provodenje struje azota u trajanju
od deset minuta i hemijska metoda uz koriS¢enje natrijum-sulfita. Vrednost pocetnog
potencijala iznosila je -0,34 V, zavr$nog -1,35 V, struje redukcije -5 pA, dok je koncentracija

imidakloprida iznosila 2 mg/I.

Primenom fizi¢ke metode uklanjanja kiseonika provodenjem azota signal imidakloprida
(c =2 mgl/l) nije detektovan, a mehuri azota dovodili su do ostecenja tankog sloja zive. U cilju
ispitivanja uticaja koncentracije hemijskog agensa na analiticki signal, kao i u slucaju elektrode
od staklastog ugljenika, razli¢ite zapremine zasi¢enog rastvora natrijum-sulfita dodavane su u
ispitivani rastvor, sniman je hronopotenciogram slepe probe, a zatim je dodavan standardni

rastvor imidakloprida. Dobijene vrednosti prikazane su u Tabeli 12.

Tabela 12. Analiticki signal imidakloprida (Cim = 2 mg/l) uz primenu razli¢itih koncentracija

natrijum-sulfita na tankoslojnoj zivinoj elektrodi

Koncentracija natrijum-sulfita (g/l) Vreme redukcije () RSD (%)

4,51 0,83 + 0,062 3,43
8,85 0,94 + 0,03 1,51
10,95 0,84 + 0,03 1,68
20,91 0,92+ 0,03 1,55
115,00 0,97 +0,03 1,46

aSrednja vrednost = 2SD, n=3.
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Iako je najvisa vrednost analitickog signala dobijena pri koncentraciji rastvora natrijum-
sulfita od 115 g/l (0,97 s), na hronopotenciogramu slepe probe dolazilo je do razvlacenja bazne
linije. Najostriji signal imidakloprida uz najbolju reproduktivnost dobijen je pri koncentraciji

natrijum-sulfita od 8,85 g/l, pa je ta vrednost koncentracije usvojena kao optimalna.

4.1.2.2 Uticaj vrste, pH i koncentracije pomocénog elektrolita na analiticki signal

imidakloprida

Nakon optimizacije metode za uklanjanje kiseonika iz rastvora na taknkoslojnoj zivinoj
elektrodi, ispitano je elektrohemijsko ponasanje imidakloprida u razli¢itim puferima.
Eksperimenti su izvedeni u rastvorima sadrzaja imidakloprida od 2 mg/l i 4 mg/l, uz pocetni
potencijal od -0,34 V, zavr$ni potencijal -1,35 V i primenom redukcione struje od -5 pA.
Analiticki signal imidakloprida dobijen je u Britton-Robinson puferu pH 8; 0,01 mol/l
fosfatnom puferu pH 6; 0,1 mol/l citratnom puferu pH 6; 4,5 g/l rastvoru natrijum-sulfita; 0,01
mol/l rastvoru hlorovodoni¢ne kiseline i 0,1 mol/l rastvoru NaCl. Najbolje karakteristike u
pogledu visine signala, reproduktivnosti merenja i ostrine dobijenog signala pokazao je Britton-
Robinson pufer. U svim daljim eksperimentima Britton-Robinson pufer je koris¢en kao

pomoc¢ni elektrolit.

U cilju ispitivanja optimalne pH vrednosti pomoénog elektrolita, pripremljena je serija
Britton-Robinson pufera u rasponu pH od 2 do 12, a koncentracija imidakloprida iznosila je
2 mg/l. Ispitivanja su izvedena u opsegu potencijala od -0,34 V do -1,35 V, uz primenjenu struju
redukcije od -5,4 pA. Analiticki signal imidakloprida dobijen je u rasponu pH od 7,5 do 9
(Slika 27).

Povec¢anjem pH vrednosti Britton-Robinson pufera dolazilo je do porasta analitickog
signala imidakloprida, koji je na pH 9 iznosio 0,72 s. Pri istoj pH vrednosti postignuta je i
najveca reproduktivnost odredivanja (RSD = 3,04%), pa je ova vrednost usvojena kao
optimalna. Sto se ti¢e vrednosti potencijala pri kojoj je detektovan imidakloprid, porastom pH
vrednosti potencijal redukcije se takode pomerao ka negativnijim vrednostima, i to od -1014
mV pri pH 7,5 do -1036 mV pri pH 9. U rasponu pH vrednosti Britton-Robinson pufera od 2
do 7, usled blokiranja radne elektrode nije bilo moguce dosti¢i zavr$nu vrednost potencijala,
pri pH 10 odgovaraju¢a osetljivost odredivanja nije postignuta, dok se pri veéim pH

vrednostima signal imidakloprida nije mogao detektovati ¢ak ni pri ve¢im koncentracijama.

81



Doktorska disertacija Ana D. Durovié¢

1,0 T T T T . T r T T 1040
0,9 f
_ § — 1035
0,8 1 |
o " 1030
e A .
i - 1025 o
] :
E 04 - 1020 —
0.3 1 L 1015
0,2 1 E
7 — 1010
0,1 1 — M — pH Britton-Robinson pufera
0.0 i ' : . ] —— p(}tlencijal rledukcijcl: imidak'loprida 1005
7,0 753 8,0 8,5 9,0 9,5

pH Britton-Robinson pufera

Slika 27. Uticaj pH Britton-Robinson pufera na analiticki signal i potencijal redukcije

imidakloprida na tankoslojnoj zivinoj elektrodi (Cim =2 mg/l, ired =-5,4 nA)

Uticaj koncentracije Britton-Robinson pufera na analiticki signal imidakloprida ispitan
je u opsegu koncentracija od 0,01 mol/l do 0,04 mol/l. Eksperimenti su izvedeni u rastvoru
imidakloprida sadrzaja 2 mg/l, u opsegu potencijala od -0,34 V do -1,35 V, uz primenjenu struju
redukcije od -5,4 pA. Dobijeni rezultati prikazani su na Slici 28. Svaka tacka na dijagramu
odnosi se na srednju vrednost za tri uzastopne analize, a vertikalne linije predstavljaju

reproduktivnost merenja izraZzenu kao 2SD.

Kao $to se moze videti na Slici 28, povecanjem koncentracije Britton-Robinson pufera
uocen je blagi porast signala imidakloprida. Uzimaju¢i u obzir visinu i reproduktivnost vremena
redukcije imidakloprida, koncentracija Britton-Robinson pufera od 0,04 mol/l usvojena je kao
optimalna u svim daljim eksperimentima na tankoslojnoj Zivinoj elektrodi.
Hronopotenciogrami u Britton-Robinson puferu pH 9 pre i nakon dodatka imidakloprida

prikazani su na Slici 29.
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Slika 28. Uticaj koncentracije Britton-Robinson pufera na analiti¢ki signal imidakloprida na

tankoslojnoj zivinoj elektrodi (Cim =2 mg/l, irea =-5,4 pA)

mV
- 1400 -200

a)

9.44 mV/mm
0,16 s/mm

mV
- 1400 | | -200

9,44 mV/mm
0,16 s/mm

-1036 mV 1,3s 106

Slika 29. Hronopotenciogram dobijen u Britton-Robinson puferu pH 9 na tankoslojnoj zivinoj
elektrodi (ired =-4,6 pA): @) pre i b) nakon dodatka standardnog rastvora imidakloprida

(cim=2 mg/l
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4.1.2.3 Uticaj pocetnog potencijala na analiticki signal imidakloprida

Ispitivanje uticaja po¢etnog potencijala na analiti¢ki signal imidakloprida izvedeno je u
rastvoru imidakloprida koncentracije 2 mg/l u Britton-Robinson puferu pH 9, primenom
zavr$nog potencijala -1,35 V, a struja redukcije iznosila je -5 pA. Ispitan je interval potencijala
od -0,12 V do -0,85 V, a dobijeni rezultati prikazani su na Slici 30. Svaka tac¢ka na dijagramu
predstavlja srednju vrednost za 3 uzastopne analize, a reproduktivnost je prikazana kao 2SD

odstupanje od srednje vrednosti.

Vrednosti pocetnog potencijala pozitivnije od -0,09 V dovodile su do trajnog ostecenja
tankog filma Zive, dok se pri negativnijim potencijalima analit nije mogao detektovati. Kao §to
se moze videti (Slika 30), analiticki signal imidakloprida se povecavao saopStavanjem
pozitivnijih vrednosti potencijala elektrolize od 0,26 s do 1,36 s. S obzirom da je najbolja
reproduktivnost analitickog signala imidakloprida ostvarena pri vrednosti pocetnog potencijala
od -0,18 V (RSD =1,14%), ova vrednost je usvojena kao optimalna i primenjena je u svim

daljim eksperimentima primenom tankoslojne zivine elektrode.

1,44 }
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0,8—- /
.
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| ¥
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Slika 30. Uticaj pocetnog potencijala na analiticki signal imidakloprida na tankoslojnoj
zivinoj elektrodi (Cim =2 mg/l, ired =-5 pA)
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4.1.2.4 Uticaj struje na analiticki signal imidakloprida

Uticaj struje na analiti¢ki signal imidakloprida ispitan je u rastvorima koncentracije 1 i
5 mg/l imidakloprida. U eksperimentima je primenjen usvojeni potencijal elektrolize -0,18 V i
zavrSni potencijal -1,35 V. U slucaju nize koncentracije (1 mg/l) struja je varirana od -2,3 pA
do -10,1 pA, dok su za visu koncentraciju (5 mg/l) obuhvacene struje od -3,2 pA do -27,6 pA.
Dobijene zavisnosti analitickog signala imidakloprida od primenjene struje prikazane su na
Slici 31. Tacke na dijagramu predstavljaju srednju vrednost za 3 uzastopna merenja dok je

reproduktivnost izrazena kao 2SD odstupanja od srednje vrednosti.

U oba slucaja dobijena je eksponencijalna zavisnost, odnosno vreme redukcije
imidakloprida opadalo je primenom negativnijih vrednosti struja. Negativnije vrednosti struje

dovodile su do ostrijih signala i do poveéanja reproduktivnosti.

Primenom istog kriterijuma o pravolinijskoj zavisnosti kao i u slucaju elektrode od
staklastog ugljenika, odredeni su odgovarajuci intervali struje koje treba primeniti u sluc¢aju
ispitivanih koncentracija, a oni iznose od -3,8 pA do -8,6 pnA za koncentraciju od 1 mg/l, dok
interval za koncentraciju od 5 mg/l iznosi -10,1 pA do -27,6 pA. Primenom Sirokog raspona
struja redukcije potencijal redukcije imidakloprida varirao je u granicama od -974 mV do
-1122 mV, odnosno u nesto $irim granicama u odnosu na elektrodu od staklastog ugljenika, uz
vrednost RSD =4,20%.
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Slika 31. Uticaj struje na analiti¢ki signal imidakloprida na tankoslojnoj Zivinoj elektrodi:

a) Cim=1mg/l, b) Cim=5 mg/I
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4.1.2.5 Linearnost

Karakter zavisnosti analitickog signala imidakloprida od koncentracije primenom
tankoslojne zivine elektrode ispitan je u opsegu koncentracija od 0,8 do 30 mg/l. U ispitivanoj
oblasti koncentracija dobijena su tri linearna opsega i to u slede¢im rasponima: od 0,8 do
2 mg/l, od 2 do 10 mg/l i od 10 do 30 mg/l. Za ispitivane koncentracione opsege primenjene su
slede¢e vrednosti struje redukcije: -4,2 pA, -6,2 pA i -16,8 pA. Dobijene vrednosti nagiba,
odsecka, kao i njihove vrednosti SD za sva tri koncentraciona opsega prikazane su u Tabeli 13.
Za sva tri ispitivana opsega koncentracija ostvarena je dobra linearnost, koeficijent korelacije
se kretao u granicama 0,9975 do 0,9989.

Tabela 13. Linearni opsezi koncentracija za hronopotenciometrijsko odredivanje

imidakloprida primenom tankoslojne Zivine elektrode

Koncentracioni Redukciona

Nagib  Odsedak  Sa? Shb r
opseg (mg/l) struja (nA)
0,8-2,0 -3,8 0,257 0,898 0,0187 0,0131 0,9989
2,0-10,0 -6,2 0,132 0,390 0,0020 0,0195 0,9975
10,0 - 30,0 -16,8 0,086 -0,280  0,0022 0,0123 0,9980

Sa? standardna devijacija nagiba (s x I/mg), n=5.
ShP standardna devijacija odsecka (s), n=5.

4.1.2.6 Granica detekcije i granica kvantifikacije

Nakon optimizacije uslova hronopotenciometrijskog odredivanja imidakloprida na
tankoslojnoj Zivinoj elektrodi, vrednosti LOD i LOQ izraCunate su koriS¢enjem izraza 141 15,
na osnovu vrednosti SD odsecka i nagiba definisanih za kalibracionu krivu sa najnizim
opsegom koncentracija. Izracunata vrednost za LOD iznosila je 0,17 mg/l imidakloprida, dok
je vrednost za LOQ iznosila 0,51 mg/l imidakloprida. U odnosu na elektrodu od staklastog
ugljenika, tankoslojna zivina elektroda pokazala je pet puta vecu osetljivost pri

hronopotenciometrijskom odredivanju imidakloprida.
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4.1.2.7 Preciznost

Pri hronopotenciometrijskom odredivanju imidakloprida primenom tankoslojne Zivine
elektrode, ponovljivost i reproduktivnost odredene su analizom rastvora sa sadrzajem
imidakloprida od 1 i 5 mg/l u Britton-Robinson puferu pH 9, pri prethodno definisanim
optimalnim uslovima. Primenjene struje redukcije iznosile su -5 pA za nizi sadrzaj i -6,2 pA za
visi sadrzaj insekticida.

U slucaju odredivanja ponovljivosti, dobijene vrednosti RSD iznosile su 1,10% (1 mg/l)
i 1,27% (5 mg/l). Vrednosti RSD u slu¢aju odredivanja reproduktivnosti iznosile su 2,17% (1
mg/l) i 2,28% (5 mg/l). U odnosu na elektrodu od staklastog ugljenika dobijene su nize
vrednosti RSD, ukazujuc¢i na vecu preciznost u slu¢aju primene tankoslojne zivine elektrode.
Imidakloprid se redukovao na tankoslojnoj zivinoj elektrodi pri srednjoj vrednosti potencijala
od -1003 mV. Vrednosti RSD potencijala redukcije imidakloprida na tankoslojnoj Zivinoj
elektrodi iznosile su za sadrzaj imidakloprida od 1 mg/l 0,42% i 0,32% za sadrzaj imidakloprida

od 5 mg/l.

4.1.2.8 Tacnost metode

Tacnost razvijene hronopotenciometrijske metode uz primenu tankoslojne Zivine
elektrode kao radne elektrode procenjena je analizom model-rastvora sa razli¢itim sadrzajem
imidakloprida. Odredeni sadrzaji imidakloprida uz vrednosti 2SD i prinosa prikazane su u
Tabeli 14. Dobijene vrednosti prinosa (99,07 - 104,55%), kao i vrednosti 2SD (1,19 - 2,54%)
ukazuju na tacnost i reproduktivnost odredivanja imidakloprida primenom razvijene

hronopotenciometrijske metode uz koriséenje tankoslojne zZivine elektrode kao radne elektrode.

Tabela 14. Rezultati odredivanja imidakloprida u rastvorima poznatih koncentracija

razvijenom hronopotenciometrijskom metodom primenom tankoslojne Zivine elektrode

Koncentracija rastvora (mg/l)  Odredena koli¢ina (mg/1)? Prinos (%)

1,5 1,57 + 0,08 104,55
3,5 3,58+0,09 102,26
50 4,95+0,19 99,07

&Srednja vrednost + 2SD, n=3.
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4.1.2.9 Interferencije

U slucaju odredivanja imidakloprida primenom tankoslojne Zzivine elektrode
selektivnost razvijene metode ispitana je u prisustvu razli¢itih neorganskih jona. Analizirani su
rastvori sadrzaja imidakloprida od 1 mg/l i 10 mg/l u pomoénom elektrolitu. Primenjene struje
redukcije iznosile su -4,2 pA (1 mg/l) i -8,2 pA (10 mg/l), a dobijeni rezultati, prikazani kao
varijacija analitickog signala imidakloprida za svaki ispitivani odnos imidakloprid:interferent,
dati su u Tabeli 15.

Tabela 15. Uticaj neorganskih jona na hronopotenciometrijsko odredivanje

imidakloprida primenom tankoslojne zivine elektrode

Varijacija analitickog signala imidakloprida za ispitane

odnose koncentracija imidakloprid:interferent (%)

Interferent 1:0,1 1:1 1:5 1:10 1:50
K* 1,03 0 -0,85 -0,87 -0,87
Na* -0,84 0 -0,82 0 1,05
Ca?* 0 0,44 0 1,33 2,22
Mg?* 0 -0,65 0,64 -0,65 1,53
SO4* 1,25 1,52 1,28 1,88 1,52
CI -1,45 -2,97 0,87 0 -0,99
HCOs -0,83 0,47 0 0 -1,41
NOs" -0,87 0,90 -1,32 0,90 -0,90
Fe?* -3,39 / / / /

Prisustvo neorganskih jona u ispitivanom rastvoru dovodilo je do varijacije analitickog
signala imidakloprida u granicama od -2,97% (CI" jon) do 2,22% (Ca?* jon) (Tabela 15). Kada
je ispitivan uticaj prisustva Fe?* jona u ispitivanom rastvoru, eksperimenti su izvedeni samo u
slu¢aju odnosa koncentracija imidakloprid:interferent 1:0,1, odnosno pri koncentraciji Fe?* od
1 mg/l kada je dolazilo do smanjenja signala za 3,39%, a pored redukcionog pika imidakloprida
javljao se i redukcioni pik Fe?* jona pri potencijalu od -0,49 V (Bard i sar., 1985). Poveéanjem
koncentracije Fe?* jona u ispitivanom rastvoru dolazilo je do blokiranja radne elektrode pri
potencijalu od -1,12 V, odnosno bilo je nemoguce izvesti analizu do kraja. Uzimajuci u obzir

uobicajen sadrzaj Fe?* jona u uzorcima reéne vode (0,7 mg/l) (WHO, 2008), primenom
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razvijene hronopotenciometrijske metode pri odredivanju sadrzaja imidakloprida u uzorcima
re¢ne vode ne ocekuje se uticaj na analiticki signal analita. U slu€aju analiziranja podzemnih
voda u kojima je ocekivan sadrzaj Fe?* jona znatno visi, neophodna je prethodna priprema

uzoraka u cilju uklanjanja ovih jona iz analiziranog rastvora.

4.1.2.10 Robusnost

U cilju ispitivanja robusnosti razvijene hronopotenciometrijske metode na tankoslojnoj
zivinoj elektrodi, analizirani su rastvori imidakloprida koncentracije 2 mg/l i 5 mg/l u Britton-

Robinson puferu pH 9, pri prethodno definisanim optimalnim uslovima.

U rastvoru koncentracije 2 mg/l variranje pH Britton-Robinson pufera u granicama 9 +
0,2 dovodilo je do blagog povecanja analitickog signala imidakloprida (do 0,96%), dok je, u
slu¢aju variranja vrednosti pocetnog potencijala (-0,18 = 0,05 V), dolazilo do blagog smanjenja
analitickog signala (do 1,27%). Promena struje u granicama (-5,4 + 0,1 pA) nije dovodila do
promene signala analita. Kod rastvora imidakloprida koncentracije 5 mg/l, pH i pocetni
potencijal varirani su na isti na¢in kao i kod rastvora nize koncentracije, dok je struja varirana
u granicama (-6,2 + 0,1 pA). Promena pocetnog potencijala dovodila je do blagog smanjenja
analitickog signala (-1,27%), promena pH do blagog povecanja (+0,68%), dok variranjem struje
nije dolazilo do promene analitickog signala. Kao i u sluc¢aju elektrode od staklastog ugljenika,
i kod tankoslojne zivine elektrode pri variranju osnovnih parametara analize nije dolazilo do

vecih varijacija analitickog signala, te se razvijena metoda moze okarakterisati kao robusna.

4.1.2.11 Primena razvijene hronopotenciometrijske metode za odredivanje sadriaja

imidakloprida u komercijalnim formulacijama

Razvijena metoda za hronopotenciometrijsko odredivanje sadrzaja imidakloprida na
tankoslojnoj zivinoj elektrodi primenjena je direktno na komercijalne formulacije ovog
insekticida, bez prethodne pripreme uz odgovaraju¢a razblazenja. Sadrzaj imidakloprida
odreden je metodom kalibracione krive, primenom redukcione struje -4,6 pA, a za svaku

formulaciju odredivanje je izvedeno u tri ponavljanja (Tabela 16).

Tokom izvodenja analiza na tankoslojnoj Zzivinoj elektrodi nije uocen uticaj

nepesticidnih komponenata na analiticki signal imidakloprida, koje su u slufaju primene
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elektrode od staklastog ugljenika dovodile do prljanja aktivne povrSine elektrode. Na osnovu
dobijenih rezultata potvrdeno je dobro slaganje deklarisanih sadrzaja sa sadrzajima dobijenim
hronopotenciometrijski (prinosi u intervalu od 99,71% do 102,98%), $to ukazuje na tacnost
razvijene metode. Reproduktivnost razvijene metode jo$ jednom je potvrdena dobijenim RSD
vrednostima (0,82 - 2,07%). Statistickim  poredenjem  rezultata  dobijenih
hronopotenciometrijski sa deklarisanim vrednostima primenom Studentovog t-testa uparenih
vrednosti, izraCunate t-vrednosti bile su manje od teorijskih vrednosti. Na osnovu toga, moze
se zakljuciti da se srednje vrednosti sadrzaja dobijenih hronopotenciometrijski ne razlikuju
znacajno od deklarisanih vrednosti uz 95% verovatnocu. Signal redukcije imidakloprida se
analizom komercijalnih formulacija kretao u opsegu potencijala od -991 do -1144 mV. Na Slici

32 prikazan je hronopotenciogram dobijen analizom formulacije Imidor 70.

Tabela 16. Rezultati dobijeni analizom komercijalnih formulacija imidakloprida

primenom razvijene hronopotenciometrijske metode na tankoslojnoj zZivinoj elektrodi

Komercijalna formulacija  Deklarisano Odredeno?

Sadrzaj imidakloprida (g/l)

Prestige 290 FS 140 144,17 £ 4,61 (102,98)
Confidor 200 SL 200 199,71 + 6,35 (99,86)
Kohinor 200 SL 200 202,02 + 3,31 (101,01)
Gat Go 20 OD 200 204,22 + 8,09 (102,11)
Sadrzaj imidakloprida (g/kg)
Confidor 70 WG 700 697,98 + 14,45 (99,71)
Imidor 70 WS 700 708,42 + 18,28 (101,20)

Srednja vrednost = 2SD (prinos, %), n=3.

mV
- 1500 -200
]

9,44 mV/mm
0,16 s/mm

-1024 mV 1s 78

Slika 32. Hronopotenciogram dobijen analizom formulacije imidakloprida Imidor 70 na

tankoslojnoj zivinoj elektrodi (Cim =3 mg/l, ired =-4,6 pA)
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4.1.2.12 Primena razvijene hronopotenciometrijske metode za odredivanje sadriaja

imidakloprida u uzorcima vode

Nakon optimizacije hronopotenciometrijske metode =za odredivanje sadrzaja
imidakloprida na tankoslojnoj zivinoj elektrodi, metoda je pored primene na komercijalne
formulacije primenjena i za odredivanje sadrzaja ispitivanog insekticida u uzorcima re¢ne vode.
Analizirani su uzorci dunavske vode, sa pet razlic¢itih lokaliteta na teritoriji Novog Sada
(Petrovaradinska Tvrdava, Strand, Ribarac, Kamenjar, Mackov sprud). Od uzoraka vode
pripremljen je Britton-Robinson pufer pH 9, a analizirana je zapremina od 20 ml.
Hronopotenciometrijskom analizom u uzorcima vode nije detektovano prisustvo imidakloprida,
odnosno njegov sadrzaj bio je ispod vrednosti LOD razvijene metode. U cilju provere ta¢nosti
razvijene metode uzorci vode su spajkovani sa koncentracijom imidakloprida od 1 mg/l i
analizirani  hronopotenciometrijskom i  hromatografskom metodom (LC-MS/MS).
Hronopotenciometrijsko odredivanje sadrzaja insekticida izvedeno je metodom kalibracione
krive, a merenje je u svakom uzorku izvedeno u tri ponavljanja. Kalibraciona kriva definisana
je u model sistemu. Dobijeni sadrzaji primenom obe metode, uz vrednosti 2SD i prinosa,

prikazani su u Tabeli 17.

Tabela 17. Rezultati dobijeni analizom uzoraka re¢ne dunavske vode
hronopotenciometrijskom metodom na tankoslojnoj Zivinoj elektrodi i referentnom

hromatografskom metodom

Odreden sadrzaj imidakloprida

Sadrzaj Dodato
. N : (mg/l)
Uzorak imidakloprida imidakloprida c
(mg/l) (mg/l) Hronopotenciometrija
P : MS/MS
Petrovaradinska
< LOD? 1 0,979 + 0,03 (97,94)° 1,032
Tvrdava
Strand <LOD 1 0,980 + 0,05 (97,95) 0,960
Ribarac <LOD 1 0,936 + 0,01 (93,64) 0,989
Kamenjar <LOD 1 0,963 £ 0,04 (96,26) 0,938
Mackov sprud <LOD 1 0,952 + 0,01 (95,19) 1,016

a.0D =0,17 mg/l
®Srednja vrednost + 2SD (prinos, %), n = 3
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Tacnost razvijene hronopotenciometrijske metode jo$ jednom je potvrdena dobijenim
prinosima (93,64 - 97,95%), a maksimalna vrednost RSD od 2,56% ukazuje na dobru
reproduktivnost metode. Rezultati sadrZaja, dobijeni hronopotenciometrijski, statisti¢ki su
uporedeni sa rezultatima hromatografske (LC-MS/MS) metode primenom Studentovog t-testa
uparenih vrednosti. Kako su dobijene t-vrednosti bile manje od teorijskih, moze se zakljuéiti da
uz verovatnocu od 95% ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu sadrzaja imidakloprida
odredenih primenom pomenutih metoda. Hronopotenciogram snimljen u spajkovanom uzorku
vode prikazan je na Slici 33. Tokom izvodenja analiza hronopotenciometrijski nije uocen uticaj
eventualnih interferiraju¢ih supstanci na analiticki signal imidakloprida. Potencijal redukcije

imidakloprida se u spajkovanim uzorcima vode kretao u opsegu od -980 do -1012 mV.

mV
1400 200
l ] ] ] ] | ] ] ] I ] 0
1
-~ —2
3s
9,44 mV/mm
0,16 s/mm
- 1000 mV 1s 82

Slika 33. Hronopotenciogram dobijen u spajkovanom uzorku vode lokalitet Mackov sprud, na

tankoslojnoj zivinoj elektrodi (Cim =1 mg/l, ired =-5 pA)

4.2 Odredivanje optimalnih uslova za hronopotenciometrijsko odredivanje

metamitrona

Valentin 1 sar. (1989) su prvi opisali metodu za elektrohemijsko odredivanje
matamitrona. Primenom diferencijalne pulsne polarografije u Britton-Robinson puferu pH 2 na
kapljucoj zivinoj elektrodi dobijena su dva redukciona signala ovog herbicida pri potencijalima
od -0,49 V i -0,95 V (Valentin i sar., 1989). Redukcija je okarakterisana kao ireverzibilna i

kontrolisana difuzijom. Mehanizam redukcije metamitrona na zivinoj elektrodi predlozili su
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Ludvik i sar. (1998a). Prema ovim autorima redukcija metamitrona odvija se u dva koraka u
kojima se razmenjuju po dva elektrona. Prvi korak redukcije odvija se pri potencijalu od -0,5 V
pri ¢emu nastaje 1,6-dihidrometamitron, dok se drugi korak odvija pri potencijalu od -1,0 V
kada dolazi do stvaranja 2,3-dihidrometamitrona (Ludvik i sar., 1998a) (Slika 34). Vecina
radova iz oblasti elektrohemijskog odredivanja ovog herbicida zasniva se na redukciji
(Selesovska i sar., 2015; Gomez-Caballero i sar., 2007; Sanchez Arribas i sar., 2006; Lopez de
Armentia i sar., 1999; Ludvik i sar., 1998a; Arranz et al., 1997a; Valentin i sar., 1989;), dok je
elektrohemijska oksidacija metamitrona ispitana primenom modifikovane elektrode od

ugljeni¢ne paste (Arranz i sar., 1997b) i borom dopovane elektrode (Selesovska i sar., 2015).

0 0] O

NH, ———» _NH; ———> _NH,
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Slika 34. Redukcija metamitrona na kapljucoj zivinoj elektrodi

4.2.1 Elektroda od staklastog ugljenika

Preliminarni eksperimenti pri hronopotenciometrijskom odredivanju metamitrona na
elektrodi od staklastog ugljenika izvedeni su u Britton-Robinson puferu pH 4. Kao i u sluc¢aju
odredivanja imidakloprida primenom hronopotenciometrije, rastvoreni kiseonik koji se
redukuje na radnoj elektrodi dovodio je do smetnji. U cilju uklanjanja kiseonika primenjena je
fizicka metoda provodenjem struje azota kroz ispitivani rastvor u trajanju od 10 minuta.
Snimanjem hronopotenciograma u katodnom smeru dobijen je redukcioni pik metamitrona pri

potencijalu od -900 mV, koji odgovara nastajanju 2,3-dihdrometamitrona.
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4.2.1.1 Ispitivanje optimalne metode za uklanjanje rastvorenog kiseonika iz rastvora

U cilju efikasnijeg uklanjanja rastvorenog kiseonika iz analiziranog rastvora, kao i
skracenja samog postupka, ispitana je moguénost hemijske deaeracije primenom natrijum-
sulfita, sa ciljem da se uklone efekti rastvorenog kiseonika pri odredivanju metamitrona.
Pripremljen je zasiceni rastvor natrijum-sulfita koncentracije 230 g/l, pa su u ispitivani rastvor
dodavane razli¢ite zapremine ovog rastvora. U slucaju odredivanja metamitrona primenom
natrijum-sulfita, efikasno je eliminisan efekat rastvorenog kiseonika, ali se analit nije mogao
detektovati ¢ak ni pri visim koncentracijama (do 40 mg/l). Kao potencijalna sredstva za
hemijsku deaeraciju ispitani su: askorbinska Kkiselina, oksalna Kiselina, kalijum-bromid,
natrijum-bromid, medutim, njihovim dodavanjem efekat rastvorenog kiseonika se nije mogao

ukloniti, odnosno nije bilo moguce dostici zavrsnu vrednost potencijala analize.

Kako se u cilju dobijanja analitickog signala metamitrona nije mogla primeniti hemijska
deaeracija, u narednim eksperimentima primenjena je fizicka metoda uz koris¢enje azota. U
sledecoj fazi eksperimenti su izvodeni uz smanjenje vremena deaeracije u prisustvu 10 mg/I
metamitrona u pomo¢nom elektrolitu. Kao optimalno vreme deaeracije usvojeno je 5 minuta.
Pri kra¢im vremenima deaeracija je bila nepotpuna, a produzavanje vremena nije dovodilo do

promene u visini signala.

4.2.1.2 Uticaj vrste, pH i koncentracije pomocnog elektrolita na analiticki signal

metamitrona

Uticaj vrste pomoc¢nog elektrolita na analiticki signal metamitrona ispitan je u Britton-
Robinson puferu pH 4; 0,1 mol/l citratnom puferu pH 4; 0,1 mol/l acetatnom puferu pH 4;
5 mmol/l rastvoru HCI i 9 mmol/I rastvoru H2SO4. Hronopotenciogrami su snimani skeniranjem
potencijala u oblasti od -0,25 V do -1,10 V, uz primenu struje od -2,3 uA, a koncentracija
metamitrona iznosila je od 2 do 10 mg/1. U svim ispitivanim pomoc¢nim elektrolitima dobijen
je jedan redukcioni pik metamitrona u rasponu potencijala od -690 mV do -890 mV, dok
skeniranjem potencijala u anodnom smeru nisu dobijeni analiti¢ki signali ukazujuéi na
ireverzibilnost reakcije ispitivanog herbicida. Medu ispitivanim pomoc¢nim elektrolitima
najbolji rezultati ostvareni su u Britton-Robinson puferu u pogledu visine i ostrine analitickog

signala, tako da je ovaj pufer usvojen kao pomoc¢ni elektrolit u svim daljim eksperimentima.
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Nakon usvajanja optimalnog elektrolita, slede¢i korak u optimizaciji odnosio se na izbor
njegove optimalne pH vrednosti. U tom smislu Britton-Robinson pufer je pripremljen u rasponu
pH vrednosti od 2 do 12, a koncentracija metamitrona iznosila je od 2 do 10 mg/I. Ispitivanja
su izvedena u rasponu potencijala od -0,25 V do -1,10 V uz primenu struje redukcije od
-2,3 pA. Na Slici 35 dat je prikaz dobijenih rezultata za koncentraciju od 10 mg/l. Tacke na
dijagramu predstavljaju srednje vrednosti visine analitickog signala, odnosno potencijala
dobijene za pet ponavljanja, a reproduktivnost merenja izrazena je kao 2SD odstupanja od

srednje vrednosti.
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Slika 35. Uticaj pH Britton-Robinson pufera na analiticki signal i potencijal redukcije
metamitrona na elektrodi od staklastog ugljenika (Cmtm =10 mg/l, ired =-2,3 pA)

Signal metamitrona mogao se detektovati u opsegu pH od 2 do 5, uz znac¢ajno smanjenje
visine analitickog signala sa porastom pH vrednosti. Pored smanjenja visine analitickog signala
ispitivanog herbicida, porastom vrednosti pH dolazilo je i do smanjenja osetljivosti, tako da se
u Britton-Robinson puferu pH 5 signal metamitrona pri koncentraciji od 2 mg/l nije mogao
detektovati. U oblasti pH Britton-Robinson pufera od 6 do 12 nije se javljao redukcioni signal

analita, ¢ak ni pri ve¢im ispitivanim koncentracijama. Kao optimalna vrednost pH Britton-
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Robinson pufera usvojena je pH 2, s obzirom da je dobijena maksimalna vrednost signala, uz
najbolju reproduktivnost merenja (RSD = 1,14%). Porastom pH vrednosti Britton-Robinson
pufera redukcija metamitrona odvijala se pri negativnijim vrednostima potencijala, a vrednosti

su varirale u opsegu potencijala od -660 mV do -870 mV (Slika 35).

Uticaj koncentracije Britton-Robinson pufera na analitic¢ki signal metamitrona ispitan je
za sledece koncentracije: 0,01; 0,02; 0,03 i 0,04 mol/I. Potencijal elektrolize iznosio je -0,25 V,
krajnji potencijal -1,10 V, pri ¢emu je primenjena redukciona struja od -3,1 pA, dok je
koncentracija metamitrona iznosila 10 mg/l. Dobijeni rezultati iskazani kao srednja vrednost za
5 uzastopnih merenja prikazani su na Slici 36. Odstupanja od srednje vrednosti predstavljena

su vertikalnim linijama na dijagramu kao vrednosti 2SD.

Povecanjem koncentracije Britton-Robinson pufera analiticki signal metamitrona se
poveéavao. Najvisa vrednost signala dobijena je u 0,04 mol/l Britton-Robinson puferu, uz
najbolju reproduktivnost (RSD = 2,16%), pa je ova koncentracija usvojena kao optimalna.
Izgled hronopotenciograma u Britton-Robinson puferu pH 2, pre i nakon dodatka standardnog

rastvora metamitrona, prikazan je na Slici 37.
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Slika 36. Uticaj koncentracije Britton-Robinson pufera na analiti¢ki signal metamitrona na

elektrodi od staklastog ugljenika (Cim =10 mg/l, ired =-3,1 nA)
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Slika 37. Hronopotenciogram dobijen u Britton-Robinson puferu pH 2 na elektrodi od

staklastog ugljenika (irea =-3,5 pA): a) pre i b) nakon dodatka metamitrona (Cmem =10 mg/I)

4.2.1.3 Uticaj pocetnog potencijala na analiti¢ki signal metamitrona

Uticaj po€etnog potencijala ispitan je u rastvoru koncentracije metamitrona od 10 mg/1,
a ispitani interval obuhvatao je potencijale od 0,01 V do -0,63 V, uz primenjenu struju redukcije
od -3,1 pA. U svim eksperimentima primenjena je vrednost zavr$nog potencijala od -1,10 V.
Na Slici 38 prikazani su dobijeni rezultati izrazeni kao srednje vrednosti pet merenja, dok je

vertikalnim linijama prikazana reproduktivnost izrazena kao 2SD.

Promena pocetnog potencijala u intervalu od 0,01 V do -0,45 V nije znacajno uticala na
visinu analitickog signala metamitrona i reproduktivnost merenja, dok je pri pocetnom
potencijalu od -0,63 V doslo do znacajnog pada visine analitickog signala i reproduktivnosti
(Slika 38). Kao optimalna vrednost pocetnog potencijala usvojena je -0,30 V, s obzirom da je
pri toj vrednosti dobijena najviSa vrednost analitickog signala metamitrona, uz najbolju

reproduktivnost i najvecu osetljivost.
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Slika 38. Uticaj pocetnog potencijala na analiti¢ki signal metamitrona na elektrodi od

staklastog ugljenika (Cmtm =10 mg/l, ireg =-3,1 pA)

4.2.1.4 Uticaj struje redukcije na analiti¢ki signal metamitrona

Uticaj struje redukcije na analiticki signal metamitrona ispitan je u rastvorima
metamitrona koncentracije 2 mg/l u pomoénom elektrolitu u intervalu od -1,1 pA do -3,1 pA,
dok je ispitani interval struje redukcije u rastvoru metamitrona sadrzaja 10 mg/1 iznosio od
-1,9 pA do -7,9 pA. Primenjena vrednost pocetnog potencijala iznosila je -0,30 V, dok je zavr$ni
potencijal iznosio -1,10 V. Dobijene zavisnosti analitickog signala metamitrona od struje
redukcije prikazane su na Slici 39. Svaka tacka na dijagramu predstavlja srednju vrednost za

pet uzastopnih analiza, a reproduktivnost merenja iskazana je vrednos$éu 2SD.

U oba sluc¢aja porastom apsolutnih vrednosti struje redukcije, dolazilo je do opadanja
vrednosti analitickog signala metamitrona po eksponencijalnim funkcijama. Primenom

kriterijuma o pravolinijskoj zavisnosti | x teq? = f(I), optimalni interval struje koji treba
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primeniti za koncentraciju metamitrona od 2 mg/l iznosi od -1,9 pA do -2,7 pA, dok za visu

ispitivanu koncentraciju (10 mg/l) iznosi od -4,7 pA do -6,3 pA.

Sa Slike 39 moze se videti da, za nizi sadrzaj metamitrona, porast struje nije mnogo
uticao na reproduktivnost, dok je kod koncentracije od 10 mg/l bolja reproduktivnost postignuta
primenom negativnijih struja redukcije. Promenom jacine struje u okviru izvodenja
eksperimenata potencijal redukcije metamitrona na elektrodi od staklastog ugljenika varirao je
u granicama od -644 do -727 mV, uz RSD od 3,28%.
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Slika 39. Uticaj struje na analiticki signal metamitrona na elektrodi od staklastog ugljenika:

a) Cmtm =2 mg/l, b) Cmtm =10 mg/l

101



Doktorska disertacija Ana D. Durovié¢

4.2.1.5 Linearnost

Karakter zavisnosti analitickog signala metamitrona od koncentracije ispitan je u opsegu
od 1 do 30 mg/l. U okviru ispitanog opsega koncentracija uocena su tri linearna opsega
koncentracija: 1 - 3 mg/l, 2 - 10 mg/l i 10 - 30 mg/l. Uz prethodno optimizovane vrednosti
pocetnog potencijala -0,30 V, zavrSnog potencijala -1,10 V, primenjene vrednosti struje
redukcije iznosile su -1,4 pA za prvi opseg, -2,3 pnA za drugi opseg i -5,5 pHA za treci linearni
opseg. Za svaki opseg koncentracija eksperimenti su izvedeni u pet ponavljanja. Dobijene
vrednosti nagiba, odsecka, kao i njihove SD za sva tri opsega koncentracije, prikazane su u
Tabeli 18. Vrednosti koeficijenta korelacije ukazuju na dobru linearnost za sva tri ispitivana

opsega koncentracija.

Tabela 18. Linearni opsezi koncentracija za hronopotenciometrijsko odredivanje metamitrona

primenom elektrode od staklastog ugljenika

Koncentracioni Redukciona

opseg (mafl)  struja (uA) Nagib  Odseéak  Sa? ShP r
1-3 -1,4 0,4724 -0,2903  0,0077 0,0133 0,9939
2-10 -2,3 0,2639 -0,4155 0,0041 0,0107 0,9952
10-30 -5,5 0,0639 -0,3086  0,0010 0,0100 0,9939

Sa? standardna devijacija nagiba (s x I/mg), n=5.
Sh® standardna devijacija odsecka (s), n=5.

4.2.1.6 Granica detekcije i granica kvantifikacije

Na osnovu vrednosti SD odsecka i nagiba, koje su dobijene za kalibracionu krivu za
najnizi koncentracioni opseg (1 - 3 mg/l), na osnovu izraza 14 i 15 izra¢unate vrednosti LOD i
LOQ pri odredivanju metamitrona primenom elektrode od staklastog ugljenika iznosile su
redom 0,09 mg/l i 0,28 mg/I.

4.2.1.7 Preciznost

Ponovljivost i reproduktivnost odredene su za dve koncentracije metamitrona od 2 1

10 mg/l, pri prethodno definisanim optimalnim uslovima. Primenjena struja redukcije za
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koncentraciju od 2 mg/l iznosila je -1,4 pA, dok je za koncentraciju od 10 mg/l iznosila
-3,1 pA.

U slucaju ispitivanja ponovljivosti izracunate vrednosti RSD za ispitivane koncentracije
metamitrona iznosile su: 2,57% (2 mg/l) i 2,13% (10 mg/l). Analizom rastvora u toku pet
razli¢itih dana, dobijene vrednosti RSD, odnosno reproduktivnosti, iznosile su 3,54% za
koncentraciju od 2 mg/l i 2,90% za koncentraciju 10 mg/l. Primenom optimalnih
eksperimentalnih uslova metamitron se na elektrodi od staklastog ugljenika redukovao pri
srednjoj vrednosti potencijala od -690 mV. RSD potencijala redukcije metamitrona za
koncentraciju od 2 mg/l iznosila je 1,81%. NesSto vece varijacije u potencijalu redukcije
metamitrona javile su se kod koncentracije od 10 mg/l, pri ¢emu je vrednost RSD iznosila
3,75%.

4.2.1.8 Tacnost metode

Tacnost razvijene hronopotenciometrijske metode uz primenu elektrode od staklastog
ugljenika ispitana je analiziranjem model-rastvora metamitrona poznatog sadrzaja, pri
prethodno definisanim optimalnim uslovima. Kvantifikacija je izvr§ena metodom kalibracione
krive, a za svaku koncentraciju odredivanja su izvedena u tri ponavljanja. Dobijene vrednosti

sadrZaja, kao i vrednosti 2SD i prinosa prikazane su u Tabeli 19.

Vrednosti prinosa kretale su se u opsegu 99,46 - 103,58%, ¢ime je potvrdena tacnost

metode. Veoma dobra reproduktivnost jo§ jednom je potvrdena na osnovu dobijenih vrednosti

RSD (1,66 - 4,93%).

Tabela 19. Rezultati odredivanja metamitrona u rastvorima poznate koncentracije razvijenom

hronopotenciometrijskom metodom primenom elektrode od staklastog ugljenika

Dodata koli¢ina (mg/l) Odredena koli¢ina (mg/1)? Prinos (%)

3,1 321+0,32 103,58
7.4 7,36 +0,29 99,46
9,5 9,53 +0,32 100,28

&Srednja vrednost = 2SD, n=3.
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4.2.1.9 Interferencije

Uticaj prisustva razli¢itih neorganskih jona na analiticki signal metamitrona ispitan je
na elektrodi od staklastog ugljenika, pri prethodno definisanim optimalnim uslovima.
Analizirani su rastvori herbicida od 2 i 10 mg/l, primenjena struja redukcije iznosila je za nizu

i viSu koncentraciju -1,4 pA i-3,5 uA, a dobijeni rezultati prikazani su u Tabeli 20.

Varijacije analitiCkog signala metamitrona na elektrodi od staklastog ugljenika kretale
su se u granicama od -4,76% u prisustvu NOs™ jona do +4,95 usled prisustva Mg?* jona u
analiziranom rastvoru. Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuéiti da ispitivani
neorganski joni nisu dovodili do zna¢ajne varijacije signala metamitrona, odnosno maksimalna

vrednost varijacije bila je manja od 5%, ¢ime je potvrdena selektivnost metode.

Tabela 20. Uticaj neorganskih jona na hronopotenciometrijsko odredivanje metamitrona
primenom elektrode od staklastog ugljenika

Varijacija analitickog signala metamitrona za ispitane

odnose koncentracija metamitron:interferent (%)

Interferent 1:0,1 1:1 1:5 1:10 1:50
K* 0 0 -3,41 -2 -4,55

Na* -1,00 -0,76 -1,51 -3,01 -2,73
Ca? -0,49 -0,99 -1,49 -0,70 1,00
Mg?* 1,74 2,97 -2,97 -3,45 4,95
SO4* 1,35 1,94 0,97 1,41 -0,97
Cr 2,09 0,30 4,39 0,99 -3,41
HCOs 1,06 2,13 -1,05 -1,74 -1,05
NO3s 0 0,53 -3,57 2,00 -4,76
Fe?* -1,18 -2,74 -3,86 0,83 -2,74

4.2.1.10 Robusnost

U cilju ispitivanja robusnosti hronopotenciometrijske metode primenom elektrode od
staklastog ugljenika ispitani su uticaji varijacije pH vrednosti Britton-Robinson pufera 2 + 0,2

i pocetnog potencijala (-0,30 £ 0,05 V) na analiticki signal metamitrona. Ispitane vrednosti
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redukcionih struja razlikovale su se za analizirane koncentracije, za koncentraciju od 2 mg/I
ispitano je variranje redukcione struje u granicama (-1,4 £ 0,1 pA), dok je za koncentraciju
metamitrona od 10 mg/l struja varirana u granicama (-2,7 £ 0,1 pA).

U rastvoru koncentracije 2 mg/l promene pH i pocetnog potencijala dovodile su do
blagog povecanja signala a maksimalna vrednost u slucaju pH iznosila je 1,08%, dok je u
sluéaju pocetnog potencijala iznosila 1,28%. Promenom struje dolazilo je do blagog smanjenja
vrednosti analitickog signala metamitrona (-1,18%). Blago poveéanje analitickog signala
metamitrona uoceno je u rastvoru od 10 mg/l u slu¢aju variranja pH i struje (1,23%), dok je
variranjem pocetnog potencijala dolazilo do njegovog smanjenja (-0,82%). Kako je
maksimalna vrednost varijacije signala sa promenom najznacajnijih parametara analize bila
manja od 2%, potvrdena je robusnost hronopotenciometrijske metode za odredivanje

metamitrona primenom elektrode od staklastog ugljenika.

4.2.1.11 Primena razvijene hronopotenciometrijske metode za odredivanje sadriaja

metamitrona u komercijalnim formulacijama

U cilju ispitivanja moguénosti primene razvijene hronopotenciometrijske metode,
analizirane su komercijalne formulacije koje sadrZze metamitron kao aktivnu materiju. Vecina
analiziranih komercijalnih formulacija bila je u obliku koncentrovane suspenzije (Korida,
Metak i Metix) sa deklarisanim sadrZajem aktivne supstance od 700 g/1. Formulacija Brevis bila
je u obliku vodorastvorljivih granula, uz znatno nizi deklarisani sadrzaj metamitrona (150 g/kg).
Formulacije su razblazene acetonitrilom, a zatim pomo¢nim elektrolitom. Sadrzaj metamitrona
odreden je metodom kalibracione krive, a za svaku formulaciju merenja su izvedena u tri

ponavljanja. Dobijeni rezultati prikazani su u Tabeli 21.

Razvijenom hronopotenciometrijskom metodom postignuto je dobro slaganje dobijenih
sadrZaja sa sadrzajima metamitrona koji su deklarisani na ambalazi od strane proizvodaca
(prinosi u granicama 99,23 - 101,18%). Dobijene vrednosti RSD nize su od 2%, $to potvrduje
reproduktivnost metode. Za poredenje rezultata dobijenih hronopotenciometrijski sa
deklarisanim sadrzajima, primenjen je Studentov t-test uparenih vrednosti. Kako su izracunate
t-vrednosti bile nize od teorijskih, na ovaj nacin potvrdeno je da nema znacajnog odstupanja
sadrzaja odredenih hronopotenciometrijski od deklarisanih vrednosti uz verovatnocu od 95%.

Signal metamitrona tokom izvodenja eksperimenata u komercijalnim formulacijama kretao se
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u opsegu potencijala od -727 do -820 mV, a dobijeni hronopotenciogram analizom formulacije

Korida prikazan je na Slici 40.

Tabela 21. Rezultati dobijeni analizom komercijalnih formulacija primenom razvijene

hronopotenciometrijske metode na elektrodi od staklastog ugljenika

Komercijalna formulacija  Deklarisano Odredeno?

SadrZaj metamitrona (g/1)

Korida 700 698,16 + 9,69 (99,74)
Metak 700 701,28 + 15,07 (100,18)
Metix 700 694,64 + 18,33 (99,23)

SadrZaj metamitrona (g/kg)
Brevis 150 151,78 £ 4,78 (101,18)
Srednja vrednost = 2SD (prinos, %), n=3.

mV
- 1100 -300

4,72 mV/mm
0,16 s/mm

-808 mVv 08s 64

Slika 40. Hronopotenciogram dobijen analizom formulacije metamitrona Korida na elektrodi

od staklastog ugljenika (Cmtm =7 mg/l, irea =-2,7 pA)

4.2.1.12 Primena razvijene hronopotenciometrijske metode za odredivanje sadriaja

metamitrona u uzorcima vode

U cilju primene razvijene hronopotenciometrijske metode na uzorke vode od
sakupljenih uzoraka je pripremljen pomo¢ni elektrolit (Britton-Robinson pufer pH 2), a za
izvodenje analize koriS¢ena je zapremina od 20 ml. Kako je sadrZaj metamitrona u uzorcima
vode bio nizi od vrednosti LOD, uzorci vode su spajkovani sa 1 mg/l metamitrona i analizirani.

Za proveru ta¢nosti, spajkovani uzorci vode analizirani su i hromatografskom (LC-MS/MS)
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metodom. Sadrzaj metamitrona odreden je metodom kalibracione krive u tri ponavljanja, a

dobijeni rezultati prikazani su u Tabeli 22.

Tabela 22. Rezultati dobijeni analizom uzoraka vode hronopotenciometrijskom

metodom na elektrodi od staklastog ugljenika i referentnom hromatografskom metodom

Odreden sadrzaj metamitrona

Sadrzaj Dodato
: : (mg/l)
Uzorak metamitrona metamitrona C
(mg/l) (mg/l) Hronopotenciometrija
g P Msims
Beget Cesmenska 1 1,007 +0,08 (100,74)° 0,985
voda
Beget izvor <LOD 1 1,000+0,02(99,97) 0,961
SPENS izvor <LOD 1 1,043+0,07 (10431) 1,058
Zobnaticko < LOD 1 1,062+0,06 (106,20) 1,084
jezero
Reka Tisa <LOD 1 0,938+0,03(9381) 0,974

2L.OD =0,09 mg/Il
®Srednja vrednost + 2SD (prinos, %), n = 3.

Sadrzaji odredeni hronopotenciometrijski bili su priblizni dodatim vrednostima prinosi
u granicama 93,81 - 106,2%. Vrednosti RSD za analizirane uzorke bile su u granicama 1,09 -
3,22%, dok je nesto visa vrednost RSD (4,08%) dobijena za uzorak Bege¢ ¢esmenska voda,
medutim i1 ova vrednost je bila u prihvatljivim granicama (niza od 5%), te je i na ovom mestu
potvrdena reproduktivnost razvijene metode. Statistickim poredenjem sadrzaja dobijenih
hronopotenciometrijskom i hromatografskom metodom primenom Studentovog t-testa uz 95%
verovatno¢e nisu uoCena znaCajna odstupanja. Redukcija metamitrona pri izvodenju
hronopotenciometrijskih merenja odvijala se pri rasponu potencijala od -638 mV do -735 mV,
a odsustvo interferirajucih supstanci potvrdeno je i izgledom hronopotenciograma spajkovanih

uzoraka vode (Slika 41).
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Slika 41. Hronopotenciogram snimljen u spajkovanom uzorku vode Zobnati¢ko jezero

(Cmtm =1 mg/l, ired = '1,4 HA)

4.2.2. Tankoslojna Zivina elektroda

U slucaju odredivanja metamitrona primenom tankoslojne zivine elektrode kao radne
elektrode, preliminarni eksperimenti izvedeni su u Britton-Robinson puferu pH 5 skeniranjem
potencijala u katodnom smeru od -0,20 V do -1,00 V. Usled redukcije na radnoj elektrodi
rastvoreni kiseonik dovodio je do smetnji, a u cilju njegovog uklanjanja u preliminarnim
eksperimentima kori$c¢ena je fizicka metoda provodenjem struje azota. Kao i u sluc¢aju elektrode
od staklastog ugljenika, 1 kod tankoslojne Zivine elektrode uocen je jedan redukcioni pik pri

nesto pozitivnijoj vrednosti potencijala od ~ -670 mV.

4.2.2.1 Ispitivanje optimalne metode za uklanjanje rastvorenog kiseonika iz rastvora

U cilju ispitivanja optimalne metode za uklanjanje rastvorenog Kiseonika iz rastvora
ispitane su hemijska metoda uz dodatak natrijum-sulfita, askorbinske kiseline, oksalne kiseline,
kalijum-bromida i natrijum-bromida, kao i fizicka metoda provodenja struje azota u trajanju od
10 minuta. Primenom natrijum-sulfita kiseonik je efikasno redukovan, ali se metamitron nije
mogao detektovati u ispitivanom rastvoru, dok se primena ostalih hemijskih sredstava nije
pokazala efikasnom. U svim daljim eksperimentima primenjena je fizicka metoda uklanjanja

kiseonika provodenjem struje azota kroz ispitivani rastvor. U cilju definisanja optimalnog
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vremena deaeracije ispitana su razli¢ita vremena, a koncentracija metamitrona iznosila je

10 mgl/l.

Dobijeni rezultati pokazali su da provodenje azota u intervalu od 5 do 10 minuta nije
dovelo do promene analitickog signala metamitrona, dok vreme kra¢e od 5 minuta nije bilo
dovoljno efikasno, posto se tesko dostizala zavr$na vrednost potencijala, a dobijeni su razvuceni
signali metamitrona. Kao optimalno vreme provodenja azota u cilju uklanjanja rastvorenog

kiseonika usvojeno je 5 minuta.

4.2.2.2 Uticaj vrste, pH i koncentracije pomocénog elektrolita na analiticki signal

metamitrona

Nakon uklanjanja rastvorenog kiseonika iz rastvora, u cilju odredivanja metamitrona na
tankoslojnoj zivinoj elektrodi poredeni su razli¢iti pomo¢ni elektroliti, a koncentracija analita
iznosila je od 1 do 10 mg/l. Skeniranjem potencijala u katodnom smeru od -0,20 V do -1,00 V
dobijen je jedan redukcioni pik metamitrona u oblasti potencijala od -551 do -795 mV u
slede¢im elektrolitima: 0,1 mol/l acetatnom puferu pH 4; 0,1 mol/l citrathom puferu pH 4;
0,01 mol/I fosfatnom puferu pH 6; Britton-Robinson puferu pH 5 i u 5 mmol/l rastvoru HCI.
Britton-Robinson pufer je usvojen kao optimalni pomoc¢ni elektrolit, s obzirom da je pokazao

najbolje karakteristike u odnosu na ostale u pogledu ostrine i visine analitickog signala.

Optimalna vrednost pH Britton-Robinson pufera ispitana je u opsegu od pH od 2 do 12,
pri po¢etnom potencijalu od -0,20 V, zavr§nom potencijalu od -1,00 V i prisustvu razlicitih
koncentracija metamitrona od 1 - 10 mg/l. Zavisnost visine analitickog signala metamitrona i
potencijala redukcije od pH Britton-Robinson pufera pri koncentraciji metamitrona od 10 mg/I
prikazana je na Slici 42. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost dobijenu na osnovu tri

ponavljanja, a reproduktivnost merenja predstavljena je vertikalnim linijama kao vrednost 2SD.

Na slici se moze videti da je, u opsegu pH od 2 do 6, signal metamitrona varirao u
granicama od 0,57 - 0,84 s, a u oblasti pH od 7 do 10 dolazilo je do znacajnog povecanja signala
(1,01 - 1,16 s). Takode, povecanjem pH Britton-Robinson pufera potencijal redukcije

metamitrona se pomerao ka negativnijim vrednostima (Slika 42).
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Slika 42. Uticaj pH Britton-Robinson pufera na analiticki signal i potencijal redukcije

metamitrona na tankoslojnoj zivinoj elektrodi (Cmtm =210 mg/l, ired =-4,6 pA)

Velika razlika u visini analitickog signala metamitrona u navedenim oblastima pH moze
se objasniti na osnovu vrednosti potencijala redukcije metamitrona. Naime, pretpostavka je da
u kiseloj sredini redukcioni signal metamitrona odgovara nastajanju 1,6-dihidrometamitrona,
dok u neutralnoj i alkalnoj sredini nastaje 2,3-dihidrometamitron (Valentin i sar., 1989). Za
razliku od tankoslojne Zivine elektrode, kod elektrode od staklastog ugljenika nije dolazilo do
vece varijacije u visini signala, odnosno potencijala redukcije metamitrona, a signal se javljao
pri vrednostima od -660 mV do -872 mV, §to potvrduje Cinjenicu da se pri izvodenju
eksperimenata na pomenutoj radnoj elektrodi javljao samo signal usled redukcije do 2,3-
dihidrometamitrona. Puferi pH 2 i 10 nisu pokazali dobre karakteristike u pogledu osetljivosti,
odnosno najniza koncentracija pri kojoj se signal metamitrona javljao bila je 5 mg/l, dok u
puferima pH 11 1 12 nisu dobijeni signali, ¢ak ni pri vi§im koncentracijama (do 20 mg/1). Kao
optimalna vrednost pH Britton-Robinson pufera usvojena je pH 7, posto je pri toj vrednost

dobijen najvisi signal, uz dobru reproduktivnost (RSD = 2,63%).
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Pored uticaja pH vrednosti Britton-Robinson pufera na analiti¢ki signal metamitrona,
ispitan je i uticaj koncentracije Britton-Robinson pufera. Pripremljeni su puferi koncentracija
0,01; 0,02; 0,03 i 0,04 mol/l u rastvoru metamitrona koncentracije 10 mg/l. Eksperimenti su
izvedeni u rasponu potencijala od -0,20 V do -1,00 V, uz primenjenu struju redukcije od
-5,1 pA. Dobijeni rezultati prikazani su na Slici 43. Reproduktivnost merenja prikazana je kao

odstupanje od srednje vrednosti iskazano preko 2SD.

Na Slici 43 moze se videti da promena koncentracije Britton-Robinson pufera nije
znacajno uticala na visinu signala metamitrona, dok su nesto losije reproduktivnosti uocene za
koncentracije 0,01 i 0,03 mol/l. Kao optimalna koncentracija Britton-Robinson pufera usvojena
je vrednost od 0,04 mol/l, s obzirom da je dobijen najvisi signal uz najbolju reproduktivnost
(RSD = 1,47%). Hronopotenciogrami snimljeni u Britton-Robinson puferu pH 7 pre i nakon

dodatka standardnog rastvora metamitrona, prikazani su na Slici 44.

1,0 1

0,8 -

0,6 5

7(s)

0,4 1

0,2

0,0

T T T T T T
0,01 0,02 0,03 0,04

Koncentracija Britton-Robinson pufera (mol/l)

Slika 43. Uticaj koncentracije Britton-Robinson pufera na analiti¢ki signal metamitrona na

tankoslojnoj zivinoj elektrodi (Cmtm =10 mg/l, irea =-5,1 nA)
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Slika 44. Hronopotenciogram dobijen u Britton-Robinson puferu pH 7 na tankoslojnoj zivinoj
elektrodi (Cmtm =10 mgl/l, irea =-4,6 A, V): @) pre i b) nakon dodatka metamitrona

4.2.2.3 Uticaj pocetnog potencijala na analiticki signal metamitrona

Uticaj pocetnog potencijala na analiticki signal metamitrona ispitan je u pomo¢nom
elektrolitu sa sadrzajem metamitrona od 10 mg/l, primenom zavr$nog potencijala od -1,00 V, a
struja redukcije iznosila je -4,6 pA. Pocetni potencijal je menjan u intervalu od 0 VV do -0,51 V,
a dobijeni rezultati prikazani su na Slici 45. Na dijagramu tacke su prikazane kao srednje
vrednosti analitickog signala na osnovu tri merenja, dok je reproduktivnost izraZzena preko

vrednosti 2SD.

U ispitivanom rasponu potencijala od 0 do -0,51 V analiticki signal metamitrona opadao
je od 0,95 s do 0,75 s, a najlosija reproduktivnost ostvarena je pri vrednosti od -0,14 V. Kako
je najvisi (0,95 s) i najreproduktivniji analiticki signal (RSD = 1,49%) dobijen pri vrednosti
pocetnog potencijala od 0 V, ovaj potencijal je usvojen kao optimalna vrednosti i primenjen je

u svim daljim eksperimentima.
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Slika 45. Uticaj pocetnog potencijala na analiti¢ki signal metamitrona na tankoslojnoj Zivinoj

elektrodi (Cmtm =10 mg/l, ired =-4,6 pA)

4.2.2.4 Uticaj struje redukcije na analiticki signal metamitrona

Uticaj struje redukcije na analiticki signal metamitrona ispitan je u rastvorima
koncentracije 2 i 10 mg/l. Ispitani interval struje za koncentraciju od 2 mg/l iznosio je od -1,4
do -7,1 pA, dok je, u rastvoru koncentracije 10 mg/l, ispitani interval obuhvatio struje od -3,5
do -16 pA.

Za obe koncentracije dobijena je eksponencijalna zavisnost, odnosno sa negativnijim
vrednostima struje redukcije dolazilo je do opadanja analitickog signala metamitrona, a
dobijene zavisnosti prikazane su na Slici 46. Tacke predstavljene na dijagramu odnose se na
srednju vrednost visine analitickog signala dobijenog za tri ponavljanja, dok je reproduktivnost

predstavljena kao vrednost 2SD.

Kod analiziranih rastvora saopStavanjem negativnijih vrednosti struje dobijeni su

reproduktivniji signali (Slika 46 a i b). Takode, uoceno je da se, pri negativnijim vrednostima
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struje, potencijal redukcije pomera ka negativnijim vrednostima. Pri ispitivanim rasponima
redukcione struje potencijal redukcije metamitrona varirao je u rasponu od -787 mV do -831
mV, uz vrednost RSD od 3,03%. Odredeni optimalni interval struje prema Kriterijumu o
pravolinijskoj zavisnosti proizvoda struje i kvadratnog korena tranzicionog vremena u funkciji
od struje za koncentraciju metamitrona od 2 mg/l iznosi -2,3 do -5,5 pA, a za koncentraciju od

10 mg/l interval struje redukcije iznosi -3,9 do -9,5 pA.
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Slika 46. Uticaj struje na analiticki signal metamitrona primenom tankoslojne Zivine

elektrode: @) Cmim =2 mg/l, b) Cmtm =10 mg/I
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4.2.2.5 Linearnost

Zavisnost analitiCkog signala metamitrona od koncentracije ispitana je za tri opsega:
0,8 - 2,4 mg/l, 2 - 10 mg/l i 10 - 30 mg/Il. Eksperimenti su izvedeni pri prethodno definisanim
optimalnim uslovima, a struje redukcije su za navedene opsege koncentracija iznosile redom:
-3,1 pA, 4,3 pA 1 -8,3 pA. Za svaki koncentracioni opseg merenja su izvedena u pet
ponavljanja. Dobijene srednje vrednosti nagiba, odsecka, njihove SD i koeficijenti korelacije
prikazane su u Tabeli 23. Za sva tri ispitivana koncentraciona opsega dobijene vrednosti

koeficijenta korelacije kre¢u se u intervalu od 0,9929 do 0,9968, sto potvrduje dobru linearnost.

Tabela 23. Linearni opsezi koncentracija za hronopotenciometrijsko odredivanje metamitrona

primenom tankoslojne zivine elektrode

Koncentracioni Redukciona

Nagib Odseéak  Sa? Shb r
opseg (mg/l) struja (pA)
08-24 -3,2 0,3178  0,2065 0,0094 0,0066 0,9954
2-10 -4,3 0,0687 0,2883  0,0026 0,0065 0,9968
10-30 -8,3 0,0477 -0,0781  0,0003 0,0034 0,9929

Sa? standardna devijacija nagiba (s x I/mg), n=5.
ShP standardna devijacija odsecka (s), n=5.

4.2.2.6 Granica detekcije i granica kvantifikacije

Vrednosti LOD i LOQ izracunate su po prethodno definisanim kriterijumima (izrazi 14
i 15) na osnovu vrednosti nagiba i SD odsecka definisanih za najnizi koncentracioni opseg od
0,8 do 2,4 mg/l. Za tankoslojnu zivinu elektrodu pri hronopotenciometrijskom odredivanju

metamitrona, izracunate vrednosti LOD i LOQ iznose redom 0,07 mg/l i 0,21 mg/I

4.2.2.7 Preciznost

Preciznost hronopotenciometrijske metode za odredivanje metamitrona primenom
tankoslojne Zivine elektrode procenjena je na osnovu ponovljivosti i reproduktivnosti za dva

sadrzaja metamitrona od 2 i 10 mg/l. Analiza rastvora izvedena je pri prethodno definisanim
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optimalnim uslovima, a primenjene struje redukcije iznosile su -2,3 pA i -5,1 uA za nizi i visi

sadrzaj herbicida.

Analizom razli¢itih rastvora u toku jednog dana dobijene vrednosti RSD iznosile su
1,15% za nizu i 0,88% za visu koncentraciju, dok su vrednosti RSD u toku pet razli¢itih dana
iznosile 2,08% (2 mg/l) i 1,75% (10 mg/l). Kao $to se na osnovu dobijenih vrednosti RSD moze
zakljuciti, razvijena hronopotenciometrijska metoda za odredivanje metamitrona moze se
okarakterisati kao precizna, a postignuta je veca preciznost u poredenju sa elektrodom od
staklastog ugljenika. Pri izvodenju ovih eksperimenata redukcija metamitrona odvijala se pri
srednjem potencijalu od -830 mV. Izracunate vrednosti RSD za potencijal redukcije
metamitrona iznosile su 1,24% za sadrzaj metamitrona od 2 mg/l i 0,41% za sadrzaj

metamitrona od 10 mg/I.

4.2.2.8 Tacnost

U cilju ispitivanja tacnosti metode, analizirani su rastvori sa razli¢itim sadrzajem
metamitrona. Sadrzaj metamitrona odreden je metodom kalibracione krive, a za svaku
koncentraciju odredivanje je izvedeno u tri ponavljanja. Dobijene srednje vrednosti, uz

vrednosti 2SD i prinosa prikazane su u Tabeli 24.

Odredene kolicine bile su bliske sa dodatim vrednostima za sve koncentracije, §to
potvrduju i vrednosti prinosa koje su priblizne 100% (98,78 - 100,39%), dok veoma niske

vrednosti RSD potvrduju reproduktivnost razvijene metode.

Tabela 24. Rezultati odredivanja metamitrona u rastvorima poznatih koncentracija

razvijenom hronopotenciometrijskom metodom uz primenu tankoslojne zivine elektrode

Koncentracija rastvora (mg/l)  Odredena kolic¢ina (mg/1)? Prinos (%)

1,6 1,59 +0,08? 100,39
4.4 4,35+0,14 98,78
7,5 7,51+£0,14 100,20

aSrednja vrednost = 2SD, n=3.
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4.2.2.9 Interferencije

Selektivnost metode ispitana je analizom rastvora metamitrona koncentracije 2 mg/l i
10 mg/l, u koje su dodati razli¢iti neorganski joni uz variranje njihovih koncentracija.
Primenjene vrednosti struje redukcije iznosile su -3,1 pA (2 mg/l) i -5,1 pA (10 mg/l). Dobijeni

rezultati za ispitane odnose prikazani su u Tabeli 25.

Dodavanje neorganskih jona u ispitivani rastvor u koncentracijama pedeset puta ve¢im
od analita nije dovodilo do znacajne varijacije analitickog signala metamitrona, a maksimalna
vrednost uocena je u prisustvu CI” jona (4,5%). S obzirom da je maksimalna vrednost varijacije

niza od 5%, mozZe se zakljuciti da je razvijena metoda selektivna.

Tabela 25. Uticaj neorganskih jona na hronopotenciometrijsko odredivanje metamitrona

primenom tankoslojne zZivine elektrode

Varijacija analitickog signala metamitrona za ispitane

odnose koncentracija metamitron:interferent (%)

Interferent 1:0,1 1:1 1:5 1:10 1:50
K* 0 0 0 0,81 2,08
Na* 0 -1,54 -1,15 0,77 2,30
Ca?* 1,15 1,15 -1,15 -0,86 -2,30
Mg?* 0 0 1,25 -0,89 3,75
SO4* -0,87 -1,73 -1,84 -1,73 -1,18
CI 1,80 1,15 1,15 4,50 2,30
HCOs -2,40 -1,66 -1,08 -2,40 3,22
NO3s 0,92 3,70 0 3,21 0
Fe?* -0,93 0 2,74 -0,93 2,74

4.2.2.10 Robusnost

Robusnost razvijene hronopotenciometrijske metode ispitana je variranjem jednog od
osnovnih instrumentalnih i eksperimentalnih parametara: pocetnog potencijala (0 + 0,05 V), pH
Britton-Robinson pufera 7 + 0,2 i redukcione struje (= 0,1 pA), a koncentracija metamitrona je

iznosila 2 mg/l i 10 mg/l.
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Kod koncentracije metamitrona od 2 mg/l struja redukcije varirana je u rasponu (-2,6 +
0,1 pA), a variranjem primenjene struje nije dolazilo do promene analitickog signala
metamitrona. Promene u visini signala usled variranja pH iznosile su do -1,92%, dok su nesto
nize vrednosti analitiCkog signala dobijene u slu¢aju varijacije po¢etnog potencijala (do 1,03%).
U sluc¢aju koncentracije metamitrona od 10 mg/l, struja redukcije varirana je u rasponu (-4,6 +
0,1 pA), pri ¢emu promena pocetnog potencijala nije dovodila do promene signala, dok su
maksimalne promene signala uzrokovane promenom pH i struje redukcije iznosile do 0,67%.
U slucaju obe koncentracija uo¢ene su veoma male promene analitickog signala, ¢ime je

potvrdena robusnost razvijene metode.

4.2.2.11 Primena razvijene hronopotenciometrijske metode za odredivanje sadriaja

metamitrona u komercijalnim formulacijama

U cilju primene tankoslojne Zivine elektrode za odredivanje sadrzaja metamitrona u
komercijalnim formulacijama analizirane su iste formulacije kao i u slu¢aju elektrode od
staklastog ugljenika. Hronopotenciometrijskoj analizi prethodilo je rastvaranje formulacija u
acetonitrilu, a zatim u pomo¢nom elektrolitu, odnosno u Britton-Robinson puferu pH 7. Sadrzaj
metamitrona odreden je metodom kalibracione krive, a za svaku analiziranu formulaciju
merenja su izvedena u tri ponavljanja. Dobijene srednje vrednosti, uz izracunate vrednosti 2SD,

I prinosa prikazane su Tabeli 26.

Tabela 26. Rezultati dobijeni analizom komercijalnih formulacija primenom razvijene

hronopotenciometrijske metode na tankoslojnoj Zivinoj elektrodi

Komercijalna formulacija  Deklarisano Odredeno?

SadrZaj metamitrona (g/1)

Korida 700 695,49 + 15,42 (99,36)
Metak 700 697,04 + 12,59 (99,58)
Metix 700 696,02 + 12,57 (99,43)

Sadrzaj metamitrona (g/kg)
Brevis 150 152,74 + 2,73 (101,82)

aSrednja vrednost + 2SD (prinos, %), n=3.
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Sadrzaji metamitrona dobijeni hronopotenciometrijski bili su u izuzetno dobroj
korelaciji sa deklarisanim vrednostima od strane proizvodac¢a, vrednosti prinosa bile su u
rasponu 99,36 -101,82%. Odredeni sadrzaji hronopotenciometrijski su uporedeni sa
deklarisanim vrednostima primenom Studentovog t-testa uparenih vrednosti. Kako su
izraCunate t-vrednosti bile manje od teorijskih, odredeni sadrzaji metamitrona nisu se statisticki
znacajno razlikovali od deklarisanih vrednosti, uz verovatnoc¢u od 95%. Pored toga, treba istaci
veoma dobru reproduktivnost koja je postignuta tokom izvodenja hronopotenciometrijskih
merenja, posto su vrednosti RSD su bile manje od 1,2%, $to je mnogo manje i u odnosu na iste

vrednosti dobijene za elektrodu od staklastog ugljenika.

Originalni zapis analizatora dobijen analiziranjem komercijalnih formulacija iskljucuje
prisustvo interferiraju¢ih supstanci (Slika 47). Potencijal redukcije metamitrona tokom

izvodenja analiza kretao se u opsegu od -775 do -890 mV.

my
- 1000 0

2s
4,72 mV/mm

0,16 s/mm

-818 mV 1s 84

Slika 47. Hronopotenciogram dobijen analizom formulacije metamitrona Metix na

tankoslojnoj zivinoj elektrodi (Cmtm =7 mg/l, irea =-3,4 nA)

4.2.2.12 Primena razvijene hronopotenciometrijske metode za odredivanje sadriaja

metamitrona u uzorcima vode

Nakon optimizacije hronopotenciometrijske metode za odredivanje sadrzaja
metamitrona primenom tankoslojne zivine elektrode i primene na komercijalne formulacije,
razvijena metoda primenjena je i na uzorke vode. Analizirani su isti uzorci vode kao i u sluc¢aju
elektrode od staklastog ugljenika, samo §to je u ovom slu¢aju od uzoraka pripremljen Britton-
Robinson pufer pH 7. Odredivanje sadrzaja metamitrona izvedeno je metodom kalibracione

krive, a svako merenje izvedeno je u tri ponavljanja. lako je primenom tankoslojne zivine
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elektrode postignuta nesto niza vrednost LOD, u analiziranim uzorcima vode nije detektovan
metamitron, pa su uzorci spajkovani sa sadrzajem metamitrona od 1 mg/l. Vrednosti odredenih

sadrzaja metamitrona za tri ponavljanja u spajkovanim uzorcima vode prikazani su u Tabeli 27.

Tabela 27. Rezultati dobijeni analizom uzoraka vode hronopotenciometrijskom

metodom na tankoslojnoj zivinoj elektrodi i referentnom hromatografskom metodom

Odreden sadrzaj metamitrona

Sadrzaj Dodato
. _ (mg/l)
Uzorak metamitrona metamitrona c
mg/l mg/I Hronopotenciometrija
(mg/l) (mg/l) p B e
Beget cesmenska -, i 09824004 (9817)° 0,985
voda
Bege¢ izvor <LOD 1 0,972 +0,03 (97,19) 0,961
SPENS izvor < LOD 1 1,011 + 0,08 (101,10) 1,058
Zobnaticko <LOD L 1,091 +0,05(109,08) 1,084
jezero
Reka Tisa <LOD 1 0,954+ 0,04 (95,38) 0,974

3LOD = 0,07 mg/I.
bSrednja vrednost + 2SD (prinos, %), n = 3.

Dobijeni sadrZaji metamitrona i prinosi (99,36 - 101,82%) ukazuju na ta¢nost razvijene
hronopotenciometrijske metode. Pored toga, tacnost razvijene metode dodatno je proverena
paralelnom analizom spajkovanih uzoraka vode hromatografskom LC-MS/MS metodom.
Primenom Studentovog t-testa uparenih vrednosti, rezultati dobijeni razvijenom
hronopotenciometrijskom metodom uporedeni su sa rezultatima LC-MS/MS metode. Na
osnovu dobijenih parametara Studentovog t-testa (t-vrednosti i teorijske vrednosti), uz
verovatnocu od 95%, moze se zakljuciti da kod dobijenih rezultata nema statisticki znacajne
razlike. Tokom izvodenja analiza spajkovanih uzoraka vode na tankoslojnoj zivinoj elektrodi
nije uoceno prisustvo interferiraju¢ih supstanci, a metamitron se redukovao u opsegu
potencijala od -814 mV do -896 mV. lzgled hronopotenciograma dobijen u spajkovanom
uzorku vode predstavljen je na Slici 48.
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mVv
- 1000 0

4,72 mV/mm
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Slika 48. Hronopotenciogram dobijen u spajkovanom uzorku izvorske vode SPENS na

tankoslojnoj zivinoj elektrodi (Cmim =1 mg/l, ired =-1,4 nA)

4.3 Odredivanje optimalnih uslova za hronopotenciometrijsko odredivanje

metribuzina

Mehanizam elektrohemijske redukcije metribuzina ispitali su Ludvik i sar. (1998b), uz
koriS¢enje polarografije i voltametrijskih tehnika na kapljucoj zivinoj elektrodi. Prema
podacima iz navedene studije utvrdeno je da se redukcija metribuzina odvija u dva koraka. Prvi
korak redukcije odvija se pri polutalasnom potencijalu od -0,8 V, pri ¢emu dolazi do redukcije
protonovane azometinske veze u polozaju 1, 6 uz nastajanje 1, 6- dihidrometribuzina. Drugi
korak podrazumeva redukciju iste grupe u polozaju 2,3 nakon protonovanja, a odvija se pri
polutalasnom potencijalu od -1,2 V, pri ¢emu nastaje 5-tert-butil-2,3,4,5-tetrahidroimidazol-4-
on (Skopalova i sar., 2001; Ludvik i sar., 1998b). Predlozeni mehanizam redukcije prikazan je
na Slici 49 (Ludvik i sar, 1998b).

Pored kaplju¢e Zivine elektrode (Janikova i sar., 2016; Skopalovéa 1 Navratil, 2007;
Skopalova i sar., 2001), u cilju odredivanja metribuzina u model-sistemu i razli¢itim uzorcima,
u literaturi je opisana i primena drugih radnih elektroda kao $to su elektroda od staklastog
ugljenika i ugljeni¢ne paste (Lima i sar., 2009), kao i srebro-amalgam elektroda (Janikova i sar.,
2016).
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Slika 49. Mehanizam redukcije metribuzina na kapljucoj zivinoj elektrodi

4.3.1 Elektroda od staklastog ugljenika

U cilju odredivanja metribuzina primenom elektrode od staklastog ugljenika kao radne
elektrode snimani su hronopotenciogrami nakon uklanjanja rastvorenog kiseonika
provodenjem struje azota kroz ispitivani rastvor u trajanju od 10 minuta. Potencijal je skeniran
u negativnom i pozitivnom smeru u razli¢itim pomoénim elektrolitima: 0,1 mol/l acetatnom

puferu pH 4; 0,1 mol/l citratnom puferu pH 4; 0,01 mol/l fosfathom puferu pH 6; Britton-
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Robinson puferu pH 5 i u 5 mmol/l rastvoru HCI. lako postoje radovi gde se primenjuje
elektroda od staklastog ugljenika za odredivanje metribuzina (Lima i sar., 2009; Moreno i sar.,
2009), u nasem sluc¢aju eksperimenti su pokazali da se signal metribuzina ne moze detektovati

uz koriS¢enje dostupne instrumentacije.

4.3.2 Tankoslojna Zivina elektroda

Preliminarni eksperimenti u cilju odredivanja metribuzina na tankoslojnoj zivinoj
elektrodi, izvedeni su snimanjem hronopotenciograma u Britton-Robinson puferu pH 5 u

opsegu potencijala od -0,20 V do -1,10 V.

Usled redukcije rastvorenog kiseonika na radnoj elektrodi dolazilo je do smetnji tokom
izvodenja analize, te se nije mogao dosti¢i zavrs$ni potencijal, ¢ak ni povecanjem apsolutne
vrednosti redukcione struje. I u ovom sluc¢aju uklanjanje rastvorenog kiseonika iz rastvora bio
je neophodan korak pre izvodenja analize, te je tokom preliminarnih eksperimenata u tom
smislu provoden azot u trajanju od 10 minuta. Nakon dodatka standardnog rastvora metribuzina
u ispitivani elektrolit, dobijen je jedan redukcioni pik metribuzina pri potencijalu od ~ -890 mV.

4.3.2.1 Ispitivanje optimalne metode za uklanjanje rastvorenog kiseonika iz rastvora

Kao 1 u slu¢aju odredivanja drugih pesticida primenom hronopotenciometrije,
odredivanje optimalne metode deaeracije, pored fizicke metode, obuhvatalo je i moguénost
primene razli¢itih hemijskih agenasa za uklanjanje rastvorenog kiseonika: askorbinske kiseline,

oksalne kiseline, kalijum-bromida, natrijum-bromida i natrijum-sulfita.

Od primenjenih hemijskih sredstava, efekat rastvorenog kiseonika efikasno je
eliminisan isklju¢ivo dodatkom zasi¢enog rastvora natrijum-sulfita, medutim redukcioni signal
metribuzina nije se javljao u ispitivanom rastvoru, ¢ak ni pri ve¢im ispitivanim koncentracijama
(20 mg/l), tako da je kao optimalna metoda uklanjanja rastvorenog kiseonika iz rastvora
usvojena fizi¢ka metoda, uz primenu azota. U cilju ispitivanja optimalnog vremena deaeracije,
eksperimenti su izvodeni uz primenu vremenskih intervala od 2 do 10 minuta, a koncentracija
metribuzina iznosila je 10 mg/l. Kako promenom vremena deaeracije nije dolazilo do znatnog

odstupanja u visini analitickog signala , a najreproduktivniji signal metribuzina dobijen je u
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vremenskom intervalu deaeracije od 5 minuta, to vreme je usvojeno kao optimalno i primenjeno

je u svim narednim eksperimentima.

4.3.2.2 Uticaj vrste, pH i koncentracije pomocnog elektrolita na analiticki signal

metribuzina

Nakon koraka deaeracije, ispitana je mogucénost koriS€enja razli¢itih pomocénih
elektrolita za hronopotenciometrijsko odredivanje metribuzina. Hronopotenciogrami su
snimani u rasponu potencijala od -0,21 V do -1,10 V, koncentracije metribuzina iznosile su
2,51 10 mg/l, a eksperimenti su izvodeni u 0,1 mol/l acetatnom puferu pH 4; 0,1 mol/l citratnom
puferu pH 6; 0,1 mol/l fosfatnom puferu pH 6; Britton-Robinson puferu pH 5 i u 0,025 mol/I
rastvoru sumporne kiseline. U svim ispitivanim elektrolitima metribuzin se redukovao uz
pojavu redukcionog pika u rasponu potencijala od -580 mV do -1050 mV. Skeniranjem
potencijala u anodnom smeru nisu se javljali signali, §to je ukazivalo na ireverzibilnost
elektrohemijske reakcije. Medu ispitivanim elektrolitima Britton-Robinson pufer se izdvajao
po visini analitickog signala, njegovoj ostrini i reproduktivnosti, pa je ovaj pufer usvojen kao

optimalni.

U cilju ispitivanja uticaja pH na analitic¢ki signal metribuzina, pripremljen je Britton-
Robinson pufer u rasponu pH od 2 do 12. Koncentracija metribuzina iznosila je 2 mg/l,
primenjen je pocetni potencijal od -0,21 V, uz redukcionu struju od -6 pA, dok je vrednost
zavr$nog potencijala iznosila -1,10 V. Izrazito kisela, odnosno bazna sredina nije bila pogodna
za redukciju metribuzina, pa se analiti¢ki signal metribuzina javljao u oblasti pH od 4 do 10. U
okviru ovog intervala maksimalna vrednost analitickog signala dobijena je u rastvoru pH 5,
nakon ¢ega je dolazilo do pada signala. Dobijene vrednosti analitickog signala u zavisnosti od
pH Britton-Robinson pufera prikazane su na Slici 50. Tacke na dijagramu predstavljaju srednju
vrednost signala dobijenu za tri uzastopne analize. Vertikalne linije odnose se na

reproduktivnost merenja, a predstavljaju vrednost 2SD.

Porastom pH vrednosti pufera dolazilo je do pomeranja potencijala redukcije
metribuzina ka negativnijim vrednostima (Slika 50). Na osnovu dobijenih rezultata kao
optimalna vrednost Britton-Robinson pufera usvojena je pH 5, pri kojoj je dobijen najvisi
analiticki signal uz dobu reproduktivnost (RSD = 2,44%)).

125



Doktorska disertacija

Ana D. Purovic

0,7 T T T T T T T T T T 1 . l O
0,6 1 - 1,05
/i—__i — 1,00
0,5 - ——*
L. / L 0,95
0,4 - ¢ s I
- . - 0,90 E
e 034 E \E - =
= \E L 0,85
0,2 ¢ [
- 0,80
] 1 '_
—m— pH Britton-Robinson pufera 0,73
—e— potencijal redukcije metribuzina [
U,O I T I T I T I '| T I T I 0,70
4 5 6 7 8 9 10

pH Britton-Robinson pufera

Slika 50. Uticaj pH Britton-Robinson pufera na analiticki signal i potencijal redukcije

metribuzina na tankoslojnoj zivinoj elektrodi (Cmtr =2 mg/l, ired =-6 pA)

Uticaj koncentracije Britton-Robinson pufera (0,01 do 0,04 mol/l) na analiticki signal

metribuzina ispitan je u prisustvu metribuzina u koncentraciji od 2 mg/l, u rasponu potencijala

od -0,21 V do -1,10 V, a primenjena vrednost redukcione struje iznosila je -6 pA.

Dobijeni rezultati (Slika 51) su ukazali da promena koncentracije Britton-Robinson

pufera nije znacajno uticala na dobijene vrednosti redukcionog vremena. S obzirom da je

najveca vrednost analitickog signala metribuzina uz najbolju reproduktivnost merenja (RSD =

2,47%) dobijena pri koncentraciji Britton-Robinson pufera od 0,04 mol/l, u svim narednim

eksperimentima primenjena je ova koncentracija pufera. Hronopotenciogrami dobijeni u

Britton-Robinson puferu pH 5, pre i nakon dodatka standardnog rastvora metribuzina, prikazani

su na Slici 52.
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Slika 51. Uticaj koncentracije Britton-Robinson pufera na analiti¢ki signal metribuzina na

tankoslojnoj zivinoj elektrodi (Cmtr =2 mg/l, ireq =-6 pA)

- 1200 -200

a)

9,11 mV/mm
0,16 s/mm

1s

my
-1200 -200
| | | ] | | |1 1 0

) e |
...I-"

9,44 mV/mm
0,16 s/mm

-830 mV 08s 62

Slika 52. Hronopotenciogram dobijen u Britton-Robinson puferu pH 5 na tankoslojnoj zivinoj
elektrodi (irea =-5,1 pA): @) pre i b) nakon dodatka standardnog rastvora metribuzina
(Cmtr =2 mg/l)
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4.3.2.3 Uticaj pocetnog potencijala na analiticki signal metribuzina

Uticaj pocetnog potencijala na analiticki signal metribuzina ispitan je u rastvoru
koncentracije 2 mg/l metribuzina, a ispitan je opseg potencijala od 0,16 V do -0,92 V.

Primenjena redukciona struja iznosila je -6 pA, a vrednost zavr$nog potencijala -1,10 V.

Signal metribuzina dobijen je u oblasti po¢etnog potencijala od -0,21 V do -0,80 V.
Pozitivnije vrednosti dovodile su do trajnog oStecenja filma zive, dok se pri vrednostima
negativnijim od -0,80 V analit nije mogao detektovati. Dobijene srednje vrednosti redukcionog

vremena metribuzina, kao i reproduktivnost prikazane kao vrednosti 2SD date su na Slici 53.

Kao $to se moze videti na Slici 53, od vrednosti poéetnog potencijala od -0,80 V do -
0,42 V prisutan je blagi porast analitickog signala metribuzina, dok se nesto veéi porast javlja
uintervalu od -0,42 V do -0,21 V. Kako je maksimalna vrednost redukcionog vremena dobijena
pri po¢etnom potencijalu od -0,21 V, uz najbolju reproduktivnost (RSD =2,59%), ova vrednost

primenjena je u svim daljim eksperimentima.
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Slika 53. Uticaj pocetnog potencijala na analiticki signal metribuzina na tankoslojnoj zivinoj

elektrodi (Cmtr =2 mg/l, ireq = -6 pA)
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4.3.2.4 Uticaj struje redukcije na analiti¢ki signal metribuzina

Uticaj struje redukcije na analiticki signal metribuzina ispitan je u rastvorima
metribuzina koncentracije 2 i 10 mg/l, pri po¢etnom potencijalu od -0,21 V i zavr§nom
potencijalu od -1,10 V. Za sadrzaj metribuzina od 2 mg/l ispitani interval redukcione struje

iznosio je od -2 do -21,1 uA, dok je za sadrzaj od 10 mg/l ispitan inetrval od -3,6 do -32 pA.

Za obe koncentracije herbicida dobijene su eksponencijalne zavisnosti signala od
primenjene struje, odnosno sa porastom apsolutnih vrednosti struje, vrednosti redukcionog

vremena metribuzina opadale su po eksponencijalnim funkcijama (Slika 54).

Primenom Kriterijuma o pravolinijskoj zavisnosti proizvoda vrednosti redukcione struje
1 kvadratnog korena vremena redukcije u funkeciji od redukcione struje, odgovarajuéi intervali
struje redukcije koje treba primeniti iznose: od -9,6 do -21,1 pA za sadrzaj metribuzina od
2mg/l iod-6,6 do -21,6 pA za sadrzaj metribuzina od 10 mg/1. Variranje vrednosti redukcione
struje u tako Sirokim granicama nije dovodilo da zna¢ajnih varijacija u vrednostima potencijala
redukcije metribuzina. Metribuzin se redukovao pri potencijalu redukcije u granicama od
-800 mV do -900 mV, uz vrednost RSD od 4,84%.
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Slika 54. Uticaj struje na analiticki signal metribuzina na tankoslojnoj zivinoj elektrodi:
a) Cmtr =2 mg/l, b) Cmtr =10 mg/l
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4.3.2.5 Linearnost

Pod prethodno definisanim optimalnim uslovima za odredivanje metribuzina, definisani
su koncentracioni opsezi pri kojima je dobijena linearna zavisnost izmedu analitiCkog signala

metribuzina i koncentracije (Tabela 28).

Dobra linearnost postignuta je za tri opsega koncentracija, $to je potvrdeno vrednostima
koeficijenta korelacije koji se kretao u opsegu od 0,9950 do 0,9985. U Tabeli 28 prikazane su i

vrednosti nagiba, odsecka, kao i vrednosti njihove SD dobijene za pet ponavljanja.

Tabela 28. Linearni opsezi koncentracija za hronopotenciometrijsko odredivanje metribuzina

primenom tankoslojne Zivine elektrode

Koncentracioni Redukciona

Nagib  Odseéak  Sa? ShP r
opseg (mg/l) struja (pA)
1-5 -4.4 0,3679 -0,3123  0,0085 0,0047 0,9950
5-15 -8,3 0,0781 -0,0993 0,0010 0,0039 0,9985
15-30 -14,0 0,0613 -0,5896  0,0015 0,0239 0,9964

Sa? standardna devijacija nagiba (s x I/mg), n=5.
ShP standardna devijacija odsecka (s), n=5.

4.3.2.6 Granica detekcije i granica kvantifikacije

Na osnovu vrednosti nagiba i SD odsecka definisanih za najnizi opseg koncentracija od
1 do 5 mg/I datih u Tabeli 28, primenom izraza 14 i 15 izra¢unata vrednost LOD za metribuzin

na tankoslojnoj zivinoj elektrodi iznosila je 0,04 mg/l, dok je vrednost LOQ iznosila 0,13 mg/I.

4.3.2.7 Preciznost

Pri hronopotenciometrijskom odredivanju metribuzina primenom tankoslojne Zivine
elektrode, preciznost je procenjena analizom rastvora sa sadrzajem metribuzina od 2 i 5 mg/I.
Primenjene struje redukcije iznosile su - 6 pA za nizi sadrzaj metribuzina i - 8 pA za visi sadrzaj

metribuzina.

Za sadrzaj metribuzina od 2 mg/1 dobijena vrednosti RSD analiziranjem rastvora u toku

istog dana iznosila je 2,82%, dok je na osnovu analiza izvedenih u toku pet razlicitih dana
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vrednost RSD iznosila 3,66%. Za sadrzaj metribuzina od 5 mg/l dobijene su slede¢e vrednosti
RSD za analizu razli¢itih rastvora u toku istog dana 1,56% i 2,13% u toku razli¢itih dana.
Tokom izvodenja ovih eksperimenata metribuzin se redukovao pri srednjoj vrednosti
potencijala od -805 mV, a vrednosti RSD iznosile su -1,47% (2 mg/l) i 1,97% (5 mg/l).

4.3.2.8 Tacnost metode

Tacénost hronopotenciometrijske metode ispitana je u model-sistemu, analizom rastvora
sadrzaja metribuzina 4,8 mg/l, 6,5 mg/l i 12,4 mg/l. Za izvodenje analiza primenjene su
redukcione struje koje su za navedene sadrzaje iznosile redom: -6 pA, -7,2 pA i -9,9 pA.
Odredivanje je izvedeno primenom metode Kkalibracione krive, a za svaki sadrzaj metribuzina
analize su izvedene u tri ponavljanja. Dobijeni sadrzaji, vrednosti 2SD, kao i vrednosti prinosa

prikazani su u Tabeli 29.

Dobijene srednje vrednosti koncentracija metodom kalibracione krive priblizne su
stvarnim koncentracijama, Sto potvrduju i prinosi (95,12 - 100,63%). Vrednosti RSD < 4,7%

potvrduju reproduktivnost razvijene hronopotenciometrijske metode.

Tabela 29. Rezultati odredivanja sadrZaja metribuzina u rastvorima poznatih koncentracija

razvijenom hronopotenciometrijskom metodom uz primenu tankoslojne zivine elektrode

Dodata koli¢ina (mg/l)  Odredena koli¢ina (mg/1)? Prinos (%)

4,8 4,83+0,44 100,63
6,5 6,40 £ 0,40 98,51
12,4 11,79+ 0,47 95,12

&Srednja vrednost + 2SD, n=3.

4.3.2.9 Interferencije

Uticaj prisustva razli¢itih neorganskih jona u ispitivanom rastvoru na analiti¢ki signal
metribuzina ispitan je u model-sistemu pri prethodno definisanim optimalnim uslovima.
Analizirani su rastvori sa sadrzajem metribuzina od 2 i 10 mg/l, a primenjene vrednosti
redukcione struje iznosile su -6 pA (2 mg/l) i -7,6 pA (10 mg/l). Varijacije analitickog signala

metribuzina za ispitivane odnose metribuzina i interferenta prikazane su u Tabeli 30.

132



Doktorska disertacija Ana D. Durovié¢

Dobijeni rezultati pokazali su da maksimalne varijacije analitickog signala metribuzina
usled prisustva neorganskih jona u ispitivanom rastvoru iznose od -4,92% (u prisustvu Fe?*
jona) do 4,48% (u prisustvu Na* jona). Kako maksimalne vrednosti varijacije analiti¢kog

signala nisu prelazile vrednost od 5%, moze se zakljuciti da je razvijena metoda selektivna.

Tabela 30. Uticaj neorganskih jona na hronopotenciometrijsko odredivanje metribuzina

primenom tankoslojne Zivine elektrode

Varijacija analitickog signala metribuzina za ispitane

odnose koncentracija metribuzin:interferent (%)

Interferent 1:0,1 1:1 1:5 1:10 1:50
K* 1,54 -1,54 2,78 -1,54 -2,78
Na* 1,49 4,48 0 2,99 -2,82
Ca?* -1,15 -1,15 0 1,15 1,96

Mg?* 0 3,17 -1,64 -1,59 -3,28
SO 2,13 4,26 2,08 3,19 2,08
Cr 3,23 1,61 -3,13 -1,61 -3,75
HCOs 1,49 4,47 0 0 -1,50
NO3s 0 1,27 -3,13 1,27 -4,69
Fe?* -1,67 0 -1,64 -1,67 -4,92

4.3.2.10 Robusnost

Robusnost razvijene metode ispitana je variranjim razli¢itih parametara analize u
rastvorima sadrzaja metribuzina 2 i 10 mg/1. Vrednost pH Britton-Robinson pufera varirana je
u rasponu 5 £ 2, pocetni potencijal (-0,21 = 0,05 V), dok je struja redukcije varirana za
+ 0,1 pA. U zavisnosti od sadrzaja metribuzina, razlikovala se i vrednost primenjene struje
redukcije, pa je tako za nizi ispitivani sadrzaj struja varirana u opsegu (-5,2 = 0,1 pA), dok je

za visi sadrzaj metribuzina variranje bilo u granicama (-6 £ 0,1 pA).

Promene pH i po¢etnog potencijala dovodile su do blagog smanjenja analitickog signala
metribuzina, dok je promena struje dovodila do blagog povecanja signala. Kako su maksimalne

promene signala bile +2,27%, na ovaj nacin potvrdeno je da je razvijena metoda robusna.
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4.3.2.11 Primena razvijene hronopotenciometrijske metode za odredivanje sadriaja

metribuzina u komercijalnim formulacijama

Nakon optimizacije i1 validacije metode za hronopotenciometrijsko odredivanje
metribuzina primenom tankoslojne zivine elektrode, ispitana je i mogucénost primene na
komercijalne formulacije metribuzina. Eksperimenti su obuhvatali formulacije Welton i Lord
koje se nalaze u obliku vododisperzibilnih granula, kao i Sencor Plus u obliku koncentrovane
suspenzije. U Cvrstim analiziranim preparatima metribuzin se nalazi u koncentraciji od
700 g/kg, dok deklarisana koncentracija u te¢nom preparatu Sensor Plus iznosi 600 g/l.
Priprema pre izvodenja hronopotenciometrije obuhvatala je razredivanje u acetonitrilu, a zatim
u pomoc¢nom elektrolitu. Gustina Sencor Plus preparata prethodno je odredena piknometrom.
Sadrzaj metribuzina odreden je metodom kalibracione krive u tri ponavljanja. Dobijene srednje

vrednosti sadrzaja, kao i vrednosti 2SD i prinosa prikazane su u Tabeli 31.

Tabela 31. Rezultati dobijeni analizom komercijalnih formulacija metribuzina primenom

razvijene hronopotenciometrijske metode na tankoslojnoj zivinoj elektrodi

Komercijalna formulacija Deklarisano Odredeno?

Sadrzaj metribuzina (g/kg)
Lord 700 700 711,77 £ 13,82 (101,68)
Welton 700 709,34 + 11,20 (101,33)

Sadrzaj metribuzina (g/l)

Sencor Plus 600 603,99 + 2,68 (100,67)

Srednja vrednost + 2SD (prinos, %), n=3.

Sadrzaji metribuzina dobijeni hronopotenciometrijski u skladu su sa istaknutim
sadrzajima od strane proizvodaca, prinosi 100,67 - 101,68%, dok su vrednosti RSD bile manje
od 1%, $to potvrduje tacnost i reproduktivnost razvijene metode. Poredenjem dobijenih
vrednosti sadrzaja metribuzina sa deklarisanim vrednostima primenom Studentovog t-testa
uparenih vrednosti, ustanovljeno je da su izracunate t-vrednosti bile manje od teorijskih, na
osnovu ¢ega se moze zakljuciti da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu vrednosti
dobijenih hronopotenciometrijski i deklarisanih vrednosti uz verovatnocu od 95%. Prilikom
izvodenja eksperimenata u ovoj fazi potencijal redukcije metribuzina kretao se u granicama od

-861 do -948 mV, a izgled hronopotenciograma formulacije prikazan je na Slici 55.
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mV
-1200 - 200
| | I I ] . I ] ] I 0
=1
9,44 mV/mm s
0,16 s/mm
-929 mV 0,7s 58

Slika 55. Hronopotenciogram dobijen analizom formulacije metribuzina Sencor plus na

tankoslojnoj Zivinoj elektrodi (Cmtr=7 mg/l, ired =-6,4 pA)

4.3.2.12 Primena razvijene hronopotenciometrijske metode za odredivanje sadriaja

metribuzina u uzorcima vode

U cilju primene razvijene hronopotenciometrijske metode za odredivanje metribuzina
na uzorke vode, analizirano je pet uzoraka dunavske vode razli¢itog lokaliteta. Od uzoraka je
pripremljen Britton-Robinson pufer pH 5, a odredivanje sadrzaja metribuzina izvedeno je
metodom kalibracione krive u tri ponavljanja za svaki uzorak. Kako je sadrzaj metribuzina u
ispitivanim uzorcima bio ispod vrednosti LOD, uzorci su spajkovani sa sadrzajem metribuzina
od 0,4 mg/l. U cilju dodatne provere tacnosti razvijene hronopotenciometrijske metode,
spajkovani uzorci vode paralelno su analizirani hromatografskom LC-MS/MS metodom, a

rezultati dobijeni primenom obe metode prikazani su u Tabeli 32.

Na osnovu rezultata, prinosi dobijeni razvijenom hronopotenciometrijskom metodom
bili su priblizni 100%, ukazuju¢i na primenljivost razvijene metode na kompleksne matrikse
kao §to su uzorci re¢ne vode. Primenom Studentovog t-testa uparenih vrednosti, dokazano je
da se rezultati hronopotenciometrijske i LC-MS/MS metode statisticki ne razlikuju znac¢ajno uz
verovatnocu od 95%, ukazujuc¢i na ta¢nost razvijene metode. Pored toga, dobijene vrednosti
RSD < 4,1% potvrduju i veoma dobru reproduktivnost merenja. Hronopotenciometrijskom
analizom uzoraka vode nije uoceno prisustvo drugih interferirajucih supstanci, a potencijal
redukcije metribuzina kretao se u granicama od -889 do -998 mV. Hronopotenciogram snimljen
u spajkovanom uzorku dunavske vode (lokalitet Strand) prikazan je na Slici 56.
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Tabela 32. Rezultati dobijeni analizom uzoraka re¢ne vode hronopotenciometrijskom

metodom na tankoslojnoj zivinoj elektrodi i referentnom hromatografskom metodom

Odreden sadrzaj metribuzina

Sadrzaj Dodato
L - (mg/l)
Uzorak metribuzina  metribuzina —
mg/l mg/I Hronopotenciometrija )
(mg/l) (mg/l) p j MS/MS
Petrovaradinska < LOD? 04 0,41 £ 0,01 (102,5)° 038
Tvrdava
Strand <LOD 0,4 0,38 + 0,01 (95,0) 0,42
Ribarac <LOD 0,4 0,37+ 0,02 (92,5) 0,42
Kamenjar <LOD 0,4 0,38 0,01 (95,0) 0,43
Mackov Sprud <LOD 0,4 0,37+ 0,03 (92,5) 0,38
2LOD = 0,04 mg/l.
®Srednja vrednost + 2SD (prinos, %), n = 3.
mVv
-1200 -200
l I 1 1 1 - I l 0
1
9,44 mV/mm Zs
0,16 s/mm
-900 mV 0.8s 64

Slika 56. Hronopotenciogram dobijen u spajkovanom uzorku dunavske vode lokalitet Strand

na tankoslojnoj zivinoj elektrodi (Cmtr = 0,4 mg/l, irea =-2,4 pnA)
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5 ZAKLJUCCI

U ovoj doktorskoj disertaciji razvijene su elektroanaliticke metode za odredivanje
odabranih pesticida primenom hronopotenciometrije. Za odredivanje su kao radne elektrode
primenjene elektroda od staklastog ugljenika i tankoslojna Zivina elektroda na kojima su
ispitivani insekticid imidakloprid, kao i herbicidi metamitron i metribuzin. U cilju optimizacije
metode, za svaki pesticid ispitan je uticaj najznacajnijih eksperimentalnih parametara na signal
analita, uklju¢uju¢i mehanizam odredivanja (oksidacija/redukcija), optimalnu metodu za
uklanjanje rastvorenog kiseonika iz rastvora, vrstu, pH i koncentraciju pomo¢nog elektrolita.
Potom je definisan optimalni opseg potencijala i struje redukcije. Pored toga, za svaki ispitivani
sistem validacija metode podrazumevala je ispitivanje i definisanje opsega linearnosti,
odredivanje granice detekcije i granice kvantifikacije, ispitivanje preciznosti, tacnosti,
robusnosti i uticaja interferiraju¢ih suspstanci na analiticki signal. Razvijene metode
primenjene su za odredivanje pesticida u komercijalnim formulacijama pesticida i uzorcima
vode. U cilju dodatne provere ta¢nosti razvijenih metoda, izvedena je i komparativna analiza
uzoraka vode LC-MS/MS tehnikom.

Za svaki ispitivani sistem dobijeni signali bili su rezultat ireverzibilne redukcije

pesticida na radnoj elektrodi, a za svaki odredivani analit dobijen je jedan redukcioni pik.

U slucaju odredivanja imidakloprida za obe radne elektrode primenjene u merenjima,
kao optimalna metoda za uklanjanje efekta rastvorenog kiseonika kori$¢ena je hemijska metoda
dodatka zasi¢enog rastvora natrijum-sulfita u ispitivani rastvor, dok je u sluc¢aju odredivanja
herbicida metamitrona i metribuzina primenjena fizicka metoda provodenjem struje azota u

trajanju od pet minuta.

Primenom elektrode od staklastog ugljenika za odredivanje imidakloprida
najintenzivniji signal dobijen je u 0,04 mol/l Britton-Robinson puferu pH 7,5. Linearna

zavisnost analitiCkog signala od koncentracije uocena je za nekoliko koncentracionih opsega:
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od 7 do 15 mg/l, zatim od 10 do 40 mg/l, kao i od 40 do 70 mg/l. Izraunate vrednosti granice

detekcije i granice kvantifikacije iznosile su redom 0,92 i 2,80 mg/I.

U slucaju primene tankoslojne zivine elektrode za odredivanje imidakloprida, kao
pomoc¢ni elektrolit koriséen je 0,04 mol/l Britton-Robinson pufer pH 9. Zavisnost analitickog
signala od koncentracije imala je linearan karakter za slede¢e koncentracione opsege: od 0,8 do
2 mg/l, od 2 do 10 mg/l i od 10 do 30 mg/l. Tankoslojna Zivina elektroda je u odnosu na
elektrodu od staklastog ugljenika pokazala pet puta vecu osetljivost, vrednost granice detekcije

iznosila je 0,17 mg/l, dok je vrednost granice kvantifikacije iznosila 0,51 mg/I.

Odredivanjem metamitrona primenom elektrode od staklastog ugljenika najintenzivniji
signali dobijeni su u 0,04 mol/l Britton-Robinson puferu pH 2. Linearnost izmedu analiti¢kog
signala i koncentracije uocena je za sledece opsege: od 1 do 3 mg/l, od 2 do 10 mg/l i od 10 do
30 mg/l. Granica detekcije iznosila je 0,09 mg/l, a granica kvantifikacije 0,28 mg/I.

Za sistem sa tankoslojnom zivinom elektrodom pri odredivanju metamitrona,
najintenzivniji signal dobijen je u 0,04 mol/l Britton-Robinson puferu pH 7. Opsezi
koncentracija gde je postignuta dobra linearna zavisnost analitickog signala od koncentracija
bili su sli¢ni kao kod elektrode od staklastog ugljenika: od 0,8 do 2,4 mg/l, od 2 do 10 mg/l i
od 10 do 30 mg/l. Ostvarene vrednosti granice detekcije i granice kvantifikacije za dati sistem
iznosile su: 0,07 mg/l i 0,21 mg/l. U poredenju sa elektrodom od staklastog ugljenika,

tankoslojna zivina elektroda pokazala je nesto vecu osetljivost pri odredivanju metamitrona.

U slucaju odredivanja metribuzina, signal ovog herbicida dobijen je samo primenom
tankoslojne Zivine elektrode. Kao pomo¢ni elektrolit koris¢en je 0,04 mol/l Britton-Robinson
pufer pH 5. Pri optimalnim eksperimentalnim uslovima linearna zavisnost signala od
koncentracije uocena je za sledece opsege: od 1 do 5 mg/l, od 5 do 15 mg/l, kao i od 15 do
30 mg/l. Granica detekcije u sluc¢aju odredivanja metribuzina iznosila je 0,04 mg/l, a granica

kvantifikacije 0,13 mg/I.

Selektivnost razvijenih metoda potvrdena je malim varijacijama signala analita (< 5%)
usled prisustva razli¢itih neorganskih jona u ispitivanom rastvoru. Izuzetak je predstavljao Fe**
jon koji je izazivao smetnje pri odredivanju imidakloprida. Bez obzira na vrstu radne elektrode
koja je kori$éena u merenjima, imidakloprid se mogao odredivati samo u prisustvu Fe?* jona u
koncentraciji do 1 mg/1. Pri ve¢im koncentracijama na elektrodi od staklastog ugljenika dolazilo

je do blokiranja analizatora, dok se primenom tankoslojne Zivine elektrode pored redukcionog
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pika imidakloprida javljao i redukcioni pik Fe?" jona. Kako prosean sadrzaj Fe?* jona u
uzorcima recne vode iznosi 0,7 mg/l, interferencija ovog jona moze se zanemariti. U slucaju
kada se razvijena metoda koristi za odredivanje imidakloprida u uzorcima podzemne vode, gde
je o¢ekivan sadrzaj Fe?* znatno visi, neophodna je adekvatna priprema uzoraka kako bi se ovi

joni uklonili iz ispitivanog rastvora.

Konstantnost visine analitickog signala u slucaju variranja pH, po¢etnog potencijala i
struje redukcije za svaki ispitivani pesticid, odnosno radnu elektrodu potvrduje robusnost

razvijenih metoda.

Razvijene metode za odredivanje pesticida primenjene su za analizu komercijalnih
formulacija imidakloprida (Prestige 290, Confidor 200, Kohinor 200, Gat Go 20, Confidor 70,
Imidor 70), metamitrona (Korida, Metak 700, Metix, Brevis) i metribuzina (Lord 700, Welton,
Sencor Plus). Poredenjem dobijenih vrednosti hronopotenciometrijski sa deklarisnim

sadrzajima, primenom Studentovog t-testa uparenih vrednosti, dobijena su dobra slaganja.

Pored komercijalnih formulacija pesticida, razvijene metode primenjene su i za analizu
uzoraka recne, jezerske i cesmenske vode. Sadrzaj analiziranih pesticida u uzorcima vode bio
je ispod granice detekcije razvijenih hronopotenciometrijskih metoda, pa su uzorci vode
spajkovani sa odredenim sadrzajem pesticida i analizirani hronopotenciometrijski. U cilju
dodatne provere ta¢nosti, Spajkovani uzorci vode analizirani su i hromatografskom LC-MS/MS
metodom. Na osnovu dobijenih rezultata postignuta je dobra korelacija izmedu odredivane i
dodate kolicine. Niske vrednosti relativne standardne devijacije ukazuju na visoku pouzdanost
razvijenih metoda. Pored toga, rezultati razvijenih hronopotenciometrijskih metoda statisticki
su uporedeni su sa rezultatima komparativne hromatograsfske LC-MS/MS metode. Parametri
dobijeni primenom Studentovog t-testa uparenih vrednosti pokazali su da nema statisticki
znacajne razlike izmedu dobijenih sadrzaja primenom dve poredene metode uz verovatnocu od

95%.

Kako razvijene hronopotenciometrijske metode u velikoj meri ispunjavaju stroge
zahteve moderne analitiCcke hemije, one se mogu efikasno primeniti za odredivanje sadrzaja
odabranih pesticida u uzorcima vode iz zivotne sredine, kao i u komercijalnim formulacijama
pesticida bez prethodne pripreme, ¢ime se postiZze znatna usteda u vremenu. Pored toga, treba
istaci 1 znatno nizu cenu instrumentacije i njene eksploatacije u odnosu na konkurentne tehnike,

dok male dimenzije instrumentacije pruzaju mogucnost izvodenja analiza na terenu.
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