UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACHO

JASNA KALAN

DIPLOMSKA NALOGA

UNIVERZITETNI STUDIJSKI PROGRAM KOZMETOLOGIJA

Ljubljana, 2016



UNIVERZA V LIJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACHO

JASNA KALAN

RAZVOJ ANALIZNE METODE ZA UGOTAVLJANJE ZAOSTANKOV
NEKATERIH FITOFARMACEVTSKIH SREDSTEV V OKOLJSKIH VZORCIH

DEVELOPMENT OF AN ANALYTICAL METHOD FOR THE DETERMINATION
OF PESTICIDE RESIDUES IN ENVIRONMENTAL SAMPLES

Ljubljana, 2016



Jasna Kalan Diplomska naloga

Diplomsko nalogo sem opravljala na Katedri za biofarmacijo in farmakokinetiko na Fakulteti
za farmacijo Univerze v Ljubljani pod mentorstvom izr. prof. dr. Roberta RoSkarja, mag.

farm.

ZAHVALA

Najprej bi se rada zahvalila izr. prof. dr. Robertu Roskarju, mag. farm. za strokovno pomoc¢ in
svetovanje pri nastajanju diplomske naloge, poleg tega pa tudi za pripravljenost za hiter potek
dela. Iskreno se zahvaljujem tudi Aniti Klan¢ar mag. farm. za vse nasvete in pomo¢ pri
laboratorijskem delu, zahvaljujem pa se tudi vsem ostalim sodelavcem na Katedri za
biofarmacijo in farmakokinetiko, ki so pripomogli k prijetnem vzduSju in nastajanju
diplomske naloge.

In nenazadnje, zahvalila bi se tudi domacim in bliZznjim za stalno podporo na moji Studijski

poti.

IZJAVA

Izjavljam, da sem magistrsko nalogo samostojno izdelala pod vodstvom izr. prof. dr. Roberta
Roskarja, mag. farm.

Jasna Kalan



Jasna Kalan Diplomska naloga

KAZALO
L UWVOD ettt bt et h e e a et h b e bt at e b she et bt et et he e besheeate b 1
1.1 PESTICIAI vttt bbbt 1
1.2 ZivIjenjski Krog PESHICIAOV. ......c.cvuveeveeieeiecieietetee et 1
1.3 Razsirjenost in prednosti rabe PeStiCIAOV .........ccveereirieirieiiriereereeeee e 3
1.4 SIADOSEE PESHICIAOV ....veeeeiiieceie ettt et e ra et re s e sreesa e teseeensenreas 3
1.5  Pravilnik o rabi fitofarmacevtskih SredStev.........c.cccveoineineininincineeceeeees 4
1.6 PestiCidi iN KOZMELIKA ......ccevviiiieieie e 5
1.7 Obravnavani PESTICIAI .......c.coueiiiririrererete ettt nnen 7
1.7.1 ATBKIOT <. ettt ettt n e 7
1.7.2 AMIEFAZ ...ttt b ettt 7
1.7.3 ATFAZIN .ttt 7
1.7.4 KarDENUAZIM ...ttt 8
1.7.5 KO PIFTTOS ...ttt ettt sae b e 8
1.7.6 DIHAZINON ..ottt b ettt b ettt enes 9
1.7.7 DIUFON .ttt b ettt b et b e bt beanenes 9
1.7.8 SIMBZIN 1ottt 9
1.7.9 MCPA (2 — metil — 4 — klorofenoksiocetna Kisling) ...........ccccvcevererenienienieenenenenens 9
1700  IMEKOPIOP ottt sttt ettt b e b sb et st et ne b e enes 10
L1711 ROTBNON ..ttt st st sre e 10
1712 TerBULHAZIN ..t 11
2 NAMEN DELA ...ttt ettt et et et st st st e e bt e bt e satesatesabesnbeebeenseas 12
3 MATERIALI IN METODE ..ottt sttt ettt st st st sbe e b s s 13
3L IMAEETIANT et e ettt nae 13
3.11 STANUANI ..ttt 13
3.1.2 INTErNT STANCANT. ...t 13
3.1.3 REAINT VZOTCH ..ttt 13
3.14 TOPIHA TN FEAGENTI.....oueiiieeeiee et et 13
3.15 NAPFAVE IN PFIDOT ... e 14
3.2 IMIBLOUE ...t 15
3.2.1 Priprava 0SNOVNIN raztOpPin .........cccecuiiieiieiiciesie ettt 15
3.2.2 Priprava pufrnii raztopin ...........ooverereeiieeeeeee e 17
3.2.3 Priprava elucijskega topila.........coeveririerieieiiieerseecc e 17
3.24 Priprava rekonstitucijskega topila.........cccccveecievirieciseceeeceee e 17



Jasna Kalan Diplomska naloga

3.25 LC-MS/MS @NAIIZA......c.ooiiieiiriieeeeeee e 17
3.2.6 SPE METODA.... ettt sttt sttt et et sae et sbeeaae b 19
3.2.7 SPE-DEX METODA ...ttt sttt sttt sttt be et st st s eaaenae s 25

4 REZULTATI IN RAZPRAVA . ..ottt st sttt et s st st 27
4.1  Preverjanje instumentalng Metode .........ooevererieieiiiieeenereeeee e 27
4.2 SPE METODA.... ettt bttt st et b e et ae et s bt et et e sbe e besbeeaeenaene 28
4.2.1 U] ] 1= TSRS 28
4.2.2 0 1Y o RS 30
4.2.3 Prisotnost organskega toPila ..........coeeevierieiieiiinineseeeee e 31
424 VrednNOoteNJe MELOUE ......c.coiiuiriiierietee ettt 32
4.25 Aplikacija razvite metode Na realNe VZOICE ........ccocvveeeieieeeenieeeereseece e 36

4.3 SPE-DEX METODA ...ttt sttt b st ae et b et e b b enee 37
4.3.1 Vrednotenje SPE-DEX metode pri dodatnem koncentriranju s susenjem............ 37
4.3.2 Vrednotenje SPE-DEX metode z neposredno analizo VZOrcev..........ccccceceeerennenne. 38
4.3.3 REAINT VZOTCH .ottt 40

B SIKILEP ettt h et bt et e bt bt et e bt et e beeat e tesbeeaten 42
B LITERATURA ettt et b e sh et s h e et e bt e a e et e sbe et e besbeentesbesanenes 44



Jasna Kalan Diplomska naloga

KAZALO PREGLEDNIC

Preglednica 1 Koncentracije pesticidov v prilagojeni delovni raztopini z deklarirano koncentracijo

000 o7 SRS 16
Preglednica 2 Priprava standardne raztopine pesticidov v metanolu ...........cccooceeeeviriennneeceneccene 16
Preglednica 3 Gradienti program LC-MS/MS MetOe.........cceeierereeereeeeeeee e 18
Preglednica 4 Nastavitve i0NSKEQJA IZVOTa........ccevieeeriiiieeerieeeesiesteete et e e e e et estesreessesaeesneseens 18
Preglednica 5 MRM prehodi, napetost fragmentorja, kolizijska energija, polariteta ionizacije in
retencijski €asi 1Zbranih PeStiCIAOV......oovevuiririeriirieeceeee e 19
Preglednica 6 Priprava vzorcev za testiranje vpliva prisotnosti organskega topila............cccccoeeeeeneee. 21
Preglednica 7 Priprava vzorcev za preverjanje linearnosti in ponovljivosti odzivov SPE metode z
dodatnim koncentriranjem VZOICEV S SUSENJEIM.......cc.eiueecverieereeriesreeresteseeseesteeaessesseessessessaessessesssensens 22
Preglednica 8 Priprava vzorcev za preverjanje linearnosti in ponovljivosti odzivov SPE metode z
NEPOSIEANO ANAKIZO VZOICTEV ....ecvveuviiveeieeieeeteie et ettt et e ste s e et este s e et esteeaa e besreessesbeesaetesreensesteesnensesseenes 23
Preglednica 9 Priprava vzorcev za vrednotenje linearnosti pri SPE-DEX metodi.......c.cccecvverenennennee 25
Preglednica 10 Linearnost (R%) in naklon premice za standardne raztopine v elucijskem (ET) in
rekoNnStItUCIJSKEM tOPITU (RT) weveiiiceeicee ettt st st e s te st e aeeae e e e 27

Preglednica 11 1. Primerjava izkoristka ekstrakcije in ponovljivosti privzete SPE z in brez susenja .. 28
Preglednica 12 Izkoristki [%] in ponovljivost (RSD[%]) SPE postopka pri razli¢nih obdelavah eluata

............................................................................................................................................................... 29
Preglednica 13 Preverjanje stabilnosti pesticidov pri suSenju Na 50 °C.......ccccveeveveeieveneeceseeeee, 30
Preglednica 14 Vpliv pH na izkoristek [%] in ponovljivost (RSD [%]) SPE postopka. Izkoristek je
podan kot relativno glede na NajVisji 1IZKOTISIEK .........ccuiveeieriieierie e 31
Preglednica 15 Vpliv vrste in deleZa organskega topila v pufru pH 6 na izkoristek [%] in ponovljivost
SPE POSTOPKA. ...ttt h e bbbttt h b b e b e ens 32
Preglednica 16 Izkoristek, linearnost, meja dolocitve in obmocje linearnosti SPE metode z dodatnim
KONCENLIITaN]EM VZOICEY S SUSENJEM . ..ueiuiiiirtirtentertetetee et sttt sre st st et es bt sbesee st e e e s e et eaeenesneseenen 34
Preglednica 17 Ponovljivost (RSD) SPE metode z dodatnim koncentriranjem vzorcev s suSenjem pri
razli¢nih koncentracijah PeStiCIAOV .......cocuiiiuiiiiiiiiieiie et 34
Preglednica 18 Izkoristek, linearnost, meja dolocitve in obmocje linearnosti SPE metode z neposredno
ANALIZO VZOTCRY ...ttt sttt sttt bbb e s b st et et e st e st e st e bt sbe e b et et et et eneeneebestenaenes 35
Preglednica 19 Ponovljivost (RSD) SPE metode z neposredno analizo vzorcev pri razlicnih
KONCENTraCijan PESTICTAOV ......couiitiiiietee ettt ettt ebe e nes 35
Preglednica 20 Izkoristki analizne metode pri realnih VZOrcin ..........ccoovevieirininininceeeeeee 36
Preglednica 21 Izkoristek, linearnost, meja dolocitve in obmoc¢je linearnosti SPE-DEX metode z
dodatnim koncentriranjem VZOICEV S SUSENJEIM........cecveiueeeerreiteeeestesreeresteeeessesteessessesssessesseesessessnens 38
Preglednica 22 Ponovljivost (RSD) SPE-DEX metode z dodatnim koncentriranjem vzorcev s
suSenjem pri razlicnih koncentracijah pestiCIdOV........coouiiiiriiiiiieiiiriene e 38
Preglednica 23 Izkoristek, linearnost, meja dolocitve in obmog¢je linearnosti SPE-DEX metode z
NEPOSIEANOD ANAIIZO VZOITRY .....ecvieiiiienieieiieit ettt sttt ettt ettt ettt s e bt sae bbbt et et eaeebeneenes 39
Preglednica 24 Ponovljivost (RSD) SPE-DEX metode z neposredno analizo vzorcev pesticidov....... 39
Preglednica 25 Izkoristki (%) SPE-DEX metode pri vzorcih odpadnih vod z dodatnim koncentriranjem
S SUSBNJEBIM oetiteetiete ettt et e st e e beete et e s be e e e beebeeabesteess e besteesseabeessesseebsentesteessenbeeaeenbebeeaaeteereententeeneens 40
Preglednica 26 Izkoristki (%) SPE-DEX metode pri vzorcih odpadnih vod z neposredno analizo
VZOTCBY ..vrtentetentententest et et st et et e st e e st es e eseeb e ee e e bt st e s e b e st es e e st eh e ehe bt sb e b e b et e st eneeb e ebeeb e st e b et et enbeneeneebeenenaea 40



Jasna Kalan Diplomska naloga

Slika 1 KroZenje pesticidov v 0Kolju, PrirejeN0 PO (4).....cccceeerererieieeeeesiesiesiesieseeeeeeese e sse e e eeneens 2
Slika 2 LC-MS/MS kromatogrami standardne raztopine pesticidov z deklarirano koncentracijo 25
VT TSRS 33



Jasna Kalan Diplomska naloga

POVZETEK

V vodah, prsti, hrani in ne nazadnje tudi v nekaterih naravnih surovinah za kozmeti¢ne
izdelke se pojavljajo zaostanki pesticidov oz. fitofarmacevtskih sredstev, kar pa ni le velik
okoljski problem, pa¢ pa lahko predstavlja tudi tveganje za zdravje ljudi. Kljub temu da se
zadnje Case trendi mocno nagibajo k ekoloski pridelavi, raba fitofarmacevtskih sredstev raste,
v okolju pa se zadrZujejo tudi ostanki sredstev, ki so se uporabljala v preteklosti, a so bila
kasneje prepovedala zaradi razli¢nih vzrokov.

Namen diplomske naloge je bil razviti analizne metode za vrednotenje prisotnosti izbranih
pesticidov (alaklor, amitraz, atrazin, diazinon, diuron, karbendazim, klorpirifos, mekoprop,
MCPA, rotenon, simazin, in terbutilazin) v odpadnih vodah in nekaterih potencialnih naravnih
sestavinah za kozmetiko. Obstojece metode za pripravo vodnih vzorcev za ucinkovine smo
prilagodili in optimizirali za ekstrakcijo pesticidov. Uporabili smo dve metodi za pripravo
vzorcev, sledila pa je analiza s tekoc¢insko kromatografijo sklopljeno z masno spektrometrijo.
Prva metoda je vkljuCevala klasi¢ni sistem ekstrakcije na trdno fazo (SPE), saj je ta korak
primerna skupna tocka za dodatno €iS€enje in koncentriranje ekstraktov realnih vzorcev. Za
pripravo vzorcev odpadnih vod pa smo uporabili polavtomatski sistem SPE-DEX. Obe metodi
smo po optimizaciji ovrednotili v smislu selektivnosti linearnosti, ponovljivosti, meje
dolocitve in izkoristka ekstrakcije. Obe metodi sta bili primerni za analizo izbranih pesticidov
z izjemo klorpirifosa in amitraza, ki sta problemati¢na zaradi neobcutljivosti in/ali obstojnosti.
Validacijski parametri obeh metod so bili primerljivi, razen pri meji dolocitve, kjer smo s
klasicno SPE metodo dosegli nizje meje doloCitve za vse uspesno validirane pesticide (< 10
ng/L). Dodatno koncentriranje vzorcev s suSenjem pa je manj primerno za temperaturno
neobstojne pesticide (alaklor, diazinon, terbutilazin), Se zlasti pri SPE-DEX metodi, kjer se
Cas suSenja zaradi ve¢ vode v vzorcu bistveno podaljsa.

Ovrednoteni metodi smo nato uporabili za ugotavljanje prisotnosti pesticidov v realnih
vzorcih. Izkoristki ekstrakcije so bili odlicni iz bombaza in zelenega Caja, nekaj dodatne
optimizacije metode pa bo potrebne iz riza in olj, predvsem pri izbiri topila za ekstrakcijo, pa
tudi pri odstranjevanju lipidov iz koncentriranih vzorcev olja. V sedmih testiranih vzorcih
smo zaznali le diuron v hladno stiskanem olivnem olju neekoloSke pridelave, in sicer v
koncentraciji 6,8 ng/g. V enem od Stirih testiranih vzorcev odpadnih vod smo zaznali atrazin,
ki je Ze nekaj Casa prepovedan na obmocju EU, in sicer v koncentraciji 10,2 ng/L. Atrazin je
pogosto najden herbicid v vodah predvsem zaradi dobre topnosti in dolgega razpolovnega

Casa v vodi ter kopicenja v okolju, ki je posledica njegove intenzivne uporabe v preteklosti.
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SEZNAM OKRAJSAV

ACN - acetonitril

DR - prilagojena delovna raztopina

ESI — elektrorazprSevalna ionizacija (ang. Electrospray ionization)

EU — Evropska unija

EPA — AmeriSka organizacija za za$¢ito okolja (ang. Environmental Protection Agency)
FFS — fitofarmacevtsko sredstvo; pesticid

LC-MS/MS - tekocinska kromatografija sklopljena s tandemsko masno spektrometrijo (Liqud
Chromatography Coupled With Tandem Mass Spectrometry)

LOQ - meja dolocitve (ang. Limit of Quantitation)
MeOH — metanol
MRM - multirezidualna analiza (ang. Multiple Reaction Monitoring)

R? — determinacijski koeficient

RSD - relativni standardni odklon

SPE - ekstrakcija na trdnih nosilcih (ang. Solid-phase Extraction)

SPE-DEX —pol-avtomatski SPE sistem SPE-DEX® 4790 proizvajalca Horizon Technology
st — standardna raztopina s koncentracijo x

ZDA — Zdruzene drzave Amerike

Vi
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1 UVvOD
1.1 Pesticidi

Skodljivec (ang. pest) je katerakoli Zival, rastlina, gliva ali drug organizem, ki tako ali
drugace povzroca Skodo (npr. na poljs€inah, drevesih, sadju, gospodarskih poslopjih ...) — Z
namenom zatiranja Skodljivcev uporabljamo pesticide oziroma fitofarmacevtska sredstva. To
so snovi ali meSanice snovi, ki so po izvoru lahko naravne ali sinteticne, namenjene unicenju,
zatiranju ali spreminjanju Zivljenjskega cikla Skodljivcev. Delujejo tako, da fizikalno,
kemijsko ali biolosko vplivajo nanje. Delimo jih na:

e Baktericide — ti unic¢ijo, zavrejo, ali preprecijo razrast bakterij; ta skupina ne vkljucuje
razkuzil.

e Vabe — poznamo snovi, ki se uporabljajo za zvabljanje Skodljivcev (Zivali) v pasti, pa
tudi produkte, ki se zameSajo v hrano (za nadzor vecjih zivali pa tudi ¢lenonoZcev in
polzev).

e Fungicide uporabljamo za nadzor ali unicenje gliv, lahko pa jih naredimo neskodljive.

e Genetsko spremenjene organizme — tu ne gre neposredno za snov, pac pa za rastline, ki
so s pomocjo vstavljanja tujega gena pridobile lastnost, ki jih §¢iti pred nekaterimi
Skodljivci.

e Herbicide uporabljamo za zatiranje rastlin — vefinoma plevelov na gospodarsko
pomembnih obmocjih, v posebnih okolis¢inah pa vsega rastja. V tem primeru gre za
defoliante.

e Insekticide, ki se uporabljajo za zatiranje vseh vrst zuzelk.

e Rodentocide, ki se uporabljajo za zmanjSevanje Stevila podgan ter misi in za zas¢ito
semen, skladis¢ in drugih objektov pred njimi.

e Repelente, ki se uporabljajo za odganjanje Skodljivcev, predvsem pikajocih insektov.

1)

1.2 Zivljenjski krog pesticidov
Pesticidi v okolje prehajajo na razlicne nacine; najbolj o€iten med njimi je razprSevanje po

.....

ter nepravilna raba fitofarmacevtskih sredstev. (2) PomembnejSe poti potovanja pesticidov v

okolju so oznacene na sliki 1.

.....

(nekateri so hlapni), ali pa veter odnaSa razprsilo in celo erodirano zemljo, ki je kontaminirana

1
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s pesticidi. Trdni delci se znova posedejo na tla, ko so pogoji primerni, nekaj pa se tudi
raztopi v padavinah in se vrnejo na zemljo v obliki dezja ter tako prehajajo v povrsSinske vode.
Dez spira tudi povrSine, na katere so nanesena fitofarmacevtska sredstva in jih tako prenese v
podtalnico, kjer se lahko ti zadrzijo dlje ¢asa (vezani na trdne delce ali v vodi), lahko pa se

odplaknejo v povrSinske vode.

Pesticidi potujejo s povrSinskimi vodami, in sicer raztopljeni v vodi ali pa v vezani na
dispergirane trdne delce, pri tem pa lahko vstopajo v prehransko verigo vodnih organizmov.
Ti lahko dolo¢ene snovi razgradijo, pesticidi pa se lahko biokopic¢ijo. Poleg tega stalno poteka
sorpcija in desorpcija tako na dispergirane, kot na sedimentirane delce, ostanki pesticidov pa

se lahko tudi zakopljejo v dno rek, jezer in morij, od koder se kasneje lahko sproscajo.

Tako kot vse ucinkovine se tudi pesticidi lahko razgradijo biolosko, ¢e niso dovolj kemijsko
stabilni. V nasprotnem primeru je smiseln razvoj metod za odstranjevanje in razgradnjo

okoljskih onesnazil z dolgo razpolovno dobo. (2, 3)

P REGIONALNI TRANSPORT —
RAZTAPLANJE V DEZJU
RPN Y,
POSEDANJE SUHIH . A I N EVAPORACHA,
DELCEV N 5 ODNASANJE PRI
"%
S S R RAZPRSEVANJU,
R, ; ODNASANJE PRSTI
AP, - = - — e, - L | ‘
OnTa A E PRONICANJE V ODSTRANJEVANJE IZ

PODTALNICO PODTALNICE V PODTALNICO

TEKOCE VODE SISTEMA

POTOVANJE S
POVRSINSKIMI VODAMI

BIOAKGMULATIJA . . l
PO PREHRANSKI ~ —

VERIGI "% sl

SORBCLJA IN

POSEDANJE IN
*  « RESUSPENDIRANJE ~

Slika 1 KroZenje pesticidov v okolju, prirejeno po (4)



Jasna Kalan Diplomska naloga

1.3 Razsirjenost in prednosti rabe pesticidov
Po podatkih iz leta 2009 se svetovnem merilu letno porabi okrog 2500 ton pesticidov. V
svetovnem merilu so najbolj uporabljani herbicidi (47,5 %), ki jim sledijo insekticidi (27,5 %)
in fungicidi (17,5 %), 55 % pa predstavljajo ostala fitofarmacevtska sredstva. Ker je v
drzavah v razvoju (Indija) vecja poraba insekticidov za nadzor vektorskih bolezni in manjSa
uporaba herbicidov zaradi vefinoma rocnega odstranjevanja plevelov, insekticidi
predstavljajo kar 80 % uporabljenih pesticidov, sledijo pa jim herbicidi s 15 %. (5, 6)
Raba kljub trendom ekoloske pridelave pocasi narasca; glede na podatke ameriSke Agencije
za zaS§Cito okolja (Enviromental Protection Agency, EPA) je bilo leta 2001 porabljenih nekaj
vec kot 2200 ton pesticidov. (7, 8)
Razvoj in uporaba semen za visok donos pridelka ter naprednejSe tehnike namakanja so
pomembno prispevale k skoraj Stirikratnemu povecanju letnega pridelka v prejSnjem stoletju,
velik vpliv na ta napredek pa so imela tudi fitofarmacevtska sredstva oz. pesticidi. Obstaja
predvidoma vec¢ kot 10 000 vrst insektov, 30 000 vrst plevelov ter prek 100 000 vrst bolezni,
ki jih povzrocajo glive, bakterije in virusi, pa tudi okrog 1000 vrst nematodov, ki lahko
obc¢utno zmanj$ajo donos kulturnih rastlin. (9)
Pesticidi torej preprecujejo velike ekonomske izgube, ki bi mo¢no vplivale predvsem na tiste
drzave v razvoju, ki se ve¢insko ukvarjajo z izvozom polj$¢in — sadja in zelenjave ter drugih
rastlin in rastlinskih produktov.
Drug vec¢ji problem, ki ga pesticidi lahko resujejo, predstavljajo insekti, ki prenasajo bolezni,
kot so na primer malarija, rumena mrzlica, spalna bolezen in druge (10); Skropljenje velikih
povrsin z insekticidi je pogosto edini praktiCen nain za zaustavljanje njihovega Sirjenja.
Poleg zniZevanja smrtnosti ljudi zaradi vektorskih bolezni v drzavah v razvoju pa so tudi
pomemben nacin zascite zivine pred podobnimi vrstami boleznimi. (9, 11)
Raziskave so pokazale, da redno uZivanje sadja in zelenjave (ki v€asih tezko uspeva oz. pride
do potrosnika v pogojih brez pesticidov) mocno pretehta Skodljive ucinke morebitnih
zaostankov pesticidov — zniZa pojavnost raka, visokega krvnega tlaka, sréno — Zilnih bolezni,
diabetesa in ostalih kroni¢nih bolezni. (9)
Manj izraziti, a vseeno pomembni vidiki so za$¢ita Sportnih povrsin (npr. golf igri§¢) pred

pleveli in zaScita stavb pred insekti (termiti). (9)

1.4 Slabosti pesticidov

Kljub pomembnosti pesticidov z zdravstvenega in ekonomskega vidika pa je nanje treba

gledati tudi z druge strani — negativen vpliv na ¢loveka in okolje. (12)

3
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Najbolj ogrozene skupine so ljudje, ki so v neposrednem stiku s pesticidi, in sicer delavci v
proizvodnji, nacértovalci formulacij, pa tudi njihovi uporabniki — kmetje. Pri tem je treba
upostevati, da so lahko nevarni sami pesticidi, poleg njih pa tudi surovine (reagenti), topila,
ter (domnevno) inertni nosilci. (9)

Akutne zastrupitve se najpogosteje kazejo kot generalizirani simptomi — glavoboli, slabost,
bruhanje, utrujenost, razdraZenost, v€asih pa se pojavijo tudi nevroloske, respiratorne in
gastrointestinalne tezave. Dolgotrajno izpostavljenost nekaterim pesticidom, predvsem tistim,
ki so znani kot hormonski maotilci, pa pogosto povezujejo z zavrtjem imunskega sistema,
degeneracijo kostnega mozga, nevrotoksi¢nostjo, zavrtjem nekaterih encimov, hormonskimi
motnjami, motnjami pri reprodukciji ter z nekaterimi oblikami raka. (13 — 15)

Eden bolj poznanih primerov mnozi¢ne zastrupitve s pesticidi je bil med Vietnamsko vojno,
kjer so razprSevali ogromne koli¢ine meSanice herbicidov, znane kot Agent Orange, da bi
uniili polj$¢ine ter odstranili gozdove, ki so vojski omogocali skrivanje enot in oroZja. Vojni
veterani, delavci, ki so bili meSanicam izpostavljeni na delovnem mestu, ter civilisti nosijo
posledice Se danes. (16)

Zastrupitve s pesticidi prek hrane sicer niso pogoste, obstajajo pa posamezni primeri,
predvsem iz drZav v razvoju. V EU od leta 1996 teCe program nadzora zaostankov pesticidov
v prehranskih izdelkih rastlinskega izvora. (9, 17)

Pesticidi negativno vplivajo tudi na okolje. Pesticidi pridejo v povrsinske vode pri odtekanju
vode od Skropljenih rastlin ter spiranju kontaminirane prsti, na isti na¢in pa pridejo tudi v
podtalnico. V prvem primeru je to problemati¢no, ker se sredstva s tem nenadzorovano $irijo
ter vplivajo na vodne organizme tudi dale¢ stran od mesta nanosa, v drugem primeru pa zato,
ker je podtalnica pogosto neposreden vir pitne vode za okolisko prebivalstvo. Poleg tega se
podtalne vode zelo pocasi (¢e sploh kdaj) ocistijo onesnazeval. (18)

Pesticidi so pogosto slabo selektivni, zato vplivajo tudi na ne taréne organizme; pretirana raba
pesticidov na nekem podro¢ju lahko uni¢i mikrofloro v tleh, s tem pa izni¢i dolgotrajno
rodovitnost tal. (19) Vplivajo lahko tudi na ne taréne rastline (zato se pospesuje razvoj gensko
spremenjenih rastlin, odpornih na dolocen herbicid), pa tudi na Zivali, ki se prehranjujejo s
tarCnimi organizmi (npr. ptice, jezi ...). S tem se vztrajno manjSa bioloSka pestrost in pocasi

unicujejo ekosistemi povsod po svetu. (9)

1.5 Pravilnik o rabi fitofarmacevtskih sredstev

Osnova za Zakon o fitofarmacevtskih sredstvih, ki je v Sloveniji stopil v veljavo leta 2014, je

evropska direktiva iz leta 2009. Zakon doloca ukrepe glede prometa, glede ravnanja s sredstvi
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v skladu z varstvom okolja in ne ciljnih organizmov in skladi$¢enja, za osebe, ki se poklicno
ukvarjajo s fitofarmacevtskimi sredstvi (svetovanje, prodaja in raba), pa zahteva dodatno
usposabljanje. (20, 21)
Pri predpisani oz. predvideni rabi pesticidi ne predstavljajo resne groznje za okolje, zal pa
vcasih prihaja do krSitev, npr.:

e neupostevanje navodil na embalazi;

e obremenitev ne-taréne rastline ali zZivali*;

e posedovanje in raba (ali namen rabe) neregistriranih ali celo prepovedanih sredstev;

¢ nelegalno odlaganje pesticidov ali zabojnikov s pesticidi. (22)
* Npr. raba na nepredvidenih rastlinah povzroc¢i nepotrebno izhajanje sredstev v okolje, lahko
pa tudi uniCenje rastline; raba na krmi za Zivali (npr. koruza, repa ...) in neupoStevanje

karence lahko privede do zastrupitve zivali ter vstop pesticida v prehrano ¢loveka.

Zaradi naStetega je nujno, da so fitofarmacevtska sredstva urejena tudi zakonsko.

Obstaja verjetnost, da se nekateri prepovedani ali neregistrirani pesticidi preprodajajo na
¢rnem trgu ali pa uvazajo iz drzav, kjer so dovoljeni, saj njihove zaostanke relativno pogosto
odkrijejo v vodah. (23) Zato je pomembno, da se pri rednih vzorc¢enjih i$¢ejo tako dovoljena
kot nedovoljena sredstva. (24, 25)

Pogosti razlogi za prepoved dolocenega fitofarmacevtskega sredstva so visoka toksi¢nost za
Cebele in ostale ne taréne organizme, dolg razpolovni ¢as v okolju ter neposredna nevarnost za

Cloveka. (26, 27)

1.6 Pesticidi in kozmetika

Ostanki pesticidov se nenehno omenjajo v povezavi s hrano in pitno vodo, lahko pa se
pojavijo tudi v kozmetiki s sestavinami naravnega izvora. Pogosto uporabljane sestavine
naravnega izvora pridobivamo najveckrat iz plantaznih rastlin, ki imajo Ze samo zaradi na¢ina
gojenja in skladis¢enja ogromno Skodljivcev (npr. zeleni ¢aj, soja, son¢nice, olive, bombaz,
Zita ...).

To je problem, ker je ogromno fitofarmacevtskih sredstev lipofilnih in se absorbirajo skozi
kozo (predvsem organofosfatni insekticidi), za nekatere pa velja tudi, da se iz telesa ne
izlo¢ijo, ampak se akumulirajo in s tem povzrocajo kroni¢no zastrupljanje. (28)

Nekatere skupine pesticidov so znane kot potencialni alergeni, predvsem za astmatike in
osebe z atopijskim dermatitisom, pesticidi, ki vsebujejo klor, so znani po tem, da povzroc¢ajo
klorove akne (ang. »chloracne«), v sploSnem pa je za veliko ve¢ino pesticidov znacilno, da na

kozo delujejo drazilno in povzrocajo eritem. (28)
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Vecino kozmetike vsebuje vsaj nekaj naravnih sestavin (predvsem olj), zadnje Case pa se
pojavlja tudi oznaCevanje kozmetike z izrazi 'maravna', 'ekoloSka' in 'organska', za kar
proizvajalec lahko pridobi potrdilo enega ali ve¢ standardov.
Obstaja veliko standardov tako v Evropi kot v Ameriki, nobenega od njih pa ne ureja
zakonodaja. Eden pomembnejSih in bolj prepoznavnih standardov je NaTrue, ki naravno
kozmetiko deli na:
e naravno kozmetiko, ki zahteva dolocen odstotek sestavin naravnega izvora (odvisno
od vrste izdelka);
e naravno kozmetiko z organskim deleZzem, ki zahteva vsaj 70 % sestavin organske
pridelave;
e ter organsko kozmetiko, pri kateri naj bi bilo vsaj 95 % sestavin pridelanih
ekolosko. (29)
Vecino obstojecih evropskih standardov naj bi povezal, poenotil in nekoliko zaostril standard
COSMOS, ki je bil objavljen leta 2010. Lasti si ga neprofitna organizacija s sedezem v
Belgiji, prizadevajo pa si 'vzpodbujati podjetja, da bi izdelovali Se bolj naravne in organske
kozmetic¢ne izdelke' in 'zagotavljati potrosnikom ¢im bolj transparentne informacije, da lahko
tudi sami sodelujejo v razvoju'. (30)
Glede na standard COSMOS mora proizvajalec certificirane sestavine, da lahko pridobi in
obdrzi certifikat, omogocati in dovoljevati odvzem vzorcev za laboratorijsko analizo (ki jo
predlaga ISO/IEC 17025). Kvantitativno vrednotenje onesnazil izvajajo ob naklju¢nih
Casovnih tofkah ali v primeru suma na vsebnost teh snovi na kateri koli tocki v nastajanju
sestavine ali izdelka. Med onesnazila spadajo:
o tezke kovine;
e aromatski ogljikovodiki;
e pesticidi;
e dioksini in poliklorirani bifenili (PCB);
o radioaktivnost;
e gensko spremenjeni organizmi;
e mikotoksini;
e zaostanki zdravil;
e nitrati in

e nitrozamini. (31)
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1.7 Obravnavani pesticidi

1.7.1 Alaklor
Je herbicid iz druzine kloroacetanilidov. Uporablja se za nadzor trav in Sirokolistnih plevelov
pri koruzi, bombazu, oljni repici, redkvicah in soji.
Koncentracije, visje od 0,5 g/kg telesne mase pri peroralnem zauzitju so akutno toksicne, testi
na zivalih kaZejo na hepatotoksi¢nost, degeneracijo oc¢i, pa tudi vpliv na mutagenost in
kancerogenost. (32)
V EU je od leta 2006 prepovedan. (33)

1.7.2 Amitraz
Je triazapentadienski pesticid iz skupine formamidinov, ki deluje insekticidno, repelentno in
kot sinergist z drugimi pesticidi. (34)
Deluje kot zaviralec monoamino oksidaze, je agonist alfa adenoreceptorjev v centralnem
zivéevju. Visoke koncentracije amitraza pri nanosu na kozo zavirajo delovanje inzulina in
povzrocijo hiperglikemijo, njegov glavni metabolit glavni pa je methemoglobin. (35) Spada
tudi v C kategorijo karcinogenov — mozen humani karcinogen. (36)
Uporablja se za zatiranje Skodljivcev na hruski (Cacopsylla pyricola), music in prSic na
hruskah in bombazu, kot sredstvo proti klopom, usem in prSicam pri govedu, svinjah, drobnici
in psih ter za odpravljanje varoje (Varroa Destructor) v ¢ebelarstvu. (36, 37)
Je zelo strupen za vodne Zivali, vendar pa naj ne bi prisel v okolje pri normalni rabi.

V EU je, z izjemo Spanije, prepovedan od 2004. (38)

1.7.3 Atrazin

Atrazin je sistemski selektivni herbicid iz skupine triazinov. (28, 39, 40) Predvidoma vpliva
na koncentracije estrogenov, lutenizirajo¢ega hormona, prolaktina in progesterona v krvi, pri
daljSi in ponavljajo¢i se izpostavitvi se pokaze toksi¢nost za srce pa tudi upad rde¢ih krvnih
celic, hemoglobina in hematokrita. Testi pri ¢loveku iz eti¢nih razlogov niso bili izvedeni,
epidemioloska Studija v severni Italiji pa je pokazala relativno visje tveganje za neoplazije na
jajénikih pri Zenskah, ki so bile izpostavljene atrazinu. (41)

Uporaben je za uniCevanje trav (Poaceae) in Sirokolistnih plevelov v nasadih koruze,
sladkornega trsa, Spargljev, evkaliptusa, ananasa in drugih, uporablja pa se tudi za uniéenje
obcestnih plevelov in plevelov v gozdovih. (40, 41)

V okolje izhaja med proizvodnjo, Se ve¢ pa med uporabo. Najvec se zadrzuje v povrSinskih

vodabh, kjer je njegov razpolovni ¢as lahko celo daljsi od 200 dni. (42)
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Na tem mestu je najbrz smiselno omeniti vpliv atrazina na ekosisteme. Nedavno porocilo
ameriSke 'Enviromental Protection Agency' za javnost obvesca, da so koncentracije, ki jih
sproscajo v okolje tako visoke, da so najverjetneje postale skodljive za vecino vrst rastlin in
zivali, vkljucno s sesalci, pticami, dvozivkami in plazilci, pri ¢emer velja upostevati, da je bil
nivo dovoljenih (‘level of concern’) koncentracij presezen skoraj 200-krat, kar je ve¢ kot
dovolj, da ubije dvozivko. (43)

Atrazin je eno najbolj uporabljanih herbicidnih sredstev v Awvstraliji in drugo najbolj
uporabljano fitofarmacevtsko sredstvo v ZDA, v EU pa je prepovedan Ze od leta 2004. (43 -
45)

1.7.4 Karbendazim
Je Sirokospektralen fungicid in antimikotik iz skupine benzimidazolov. (46) Studije na Zivalih
so pokazale, da karbendazim deluje kot strup za delitveno vreteno, kar je neverjetneje razlog,
da je toksiCen za testise in povzro¢a neplodnost (pri podganah). Poleg tega deluje teratogeno
(povzroca predvsem defekte oci in glave) in povzro¢a nizjo porodno teZzo ter manjSe Stevilo
mladicev, Studije pa niso dokazale kancerogenosti. Pregled razmaza kostnega mozga je
pokazal povecano Stevilo celic z mikrojedri, torej snov najverjetneje deluje genotoksi¢no. V
vi§jih koncentracijah naj bi deloval nekoliko nevrotoksi¢no, glede na Studijo na kokosih. In
vitro Studije na ¢loveskih limfocitih so dokazale, da karbendazim deluje kot strup za delitveno
vreteno tudi pri ¢loveku. (47)
Uporablja se za Sirok spekter bolezni Zitaric, trte, oljne repice, sladkorne pese in nekaterih vrst
zelenjav, glede na nekatere vire pa je prepovedan za uporabo na citrusih in sadnih drevesih iz
druzine Rosaceae. (48, 49)
Kljub omejitvi uporabe na podro&ju EU je lokalno dovoljena raba v Spaniji, na Portugalskem,
na Poljskem in v Veliki Britaniji. Prepovedan je tudi v ZDA in Avstraliji, dovoljen pa je v
Juzni Ameriki. To vcasih povzroca tezave pri mednarodni trgovini, ¢eprav so koncentracije
zaostankov v npr. pomaran¢nem SOku precej niZje od mejnih. (50 - 52)
Kljub temu da ni dobro topen v vodi, je mocno toksi¢en za vodne organizme, zadrzuje pa se v
prsti in pozemnih vodah (v sedimentu). Je tudi eno najpogosteje najdenih fitofarmacevtskih
sredstev v hrani. (53)

1.7.5 Kilorpirifos
Je organofosfatni insekticid, ki se uporablja predvsem za za$€ito koruze pa tudi soje, sadnih

dreves in oreskov ter nekaterih poljséin. (54, 55)
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Pri ¢loveku deluje kot zaviralec holinesteraze in posledi¢no povzroca vrtoglavico, slabost,
zmedenost, v zelo visokih koncentracijah pa dihalno paralizo in smrt. Ogrozena skupina so
predvsem ljudje, ki delajo s koncentrirano snovjo — delavci v proizvodnji, razprsevalci
(kmetje). (55)

V drZzavah EU je dovoljen. (56)

1.7.6 Diazinon
Je organofosfatni insekticid. (57) Znan je kot zaviralec holinesteraze, je mutagen in
predvideno teratogen, izpostavljeni pa smo mu lahko prek inhalacije razprsila, prek absorpcije
skozi kozZo in z zauZitjem. (57, 58)
V ZDA se uporablja za zasCito mandljev, sliv, breskev, orehov, solate, nektarin, koruze,
tobaka, jabolk in vseh vrst citrusov pred raznimi insekti pa tudi za zatiranje insektov v prsti in

na okrasnih rastlinah, v EU pa je od leta 2007 prepovedan. (58, 59)

1.7.7 Diuron

Je derivat seCnine, ki se uporablja kot herbicid, unicuje pa tudi alge. (60) Nekoliko je drazec¢
za kozo in o€i, na dolgi rok pa povzroca anemijo, povecanje vranice in spremembe v kostnem
mozgu, v vi§jih koncentracijah povzroc¢i spremembe na vecini notranjih organov (pri zivalih).
Je deloma teratogen, saj zniza porodno tezo pri podganah in upocasni razvoj kosti, v visjih
odmerkih pa povzro€a tezave s krvnim obtokom, jetri in skeletom, lahko pa celo smrt.
Predvidoma je humani kancerogen. (60, 58)

Deluje tako, da zaustavlja fotosintezo pri rastlinah. ZadrZzuje se v povrsSinskih vodah in v

zemlji, dovoljen pa je tako v Evropi kot v ZDA. (56, 62, 63)

1.7.8 Simazin
Je triazinski herbicid, ki se uporablja za odstranjevanje plevela v nasadih mandljev, citrusov
in drugih sadnih dreves, jagodiCevja, Spargljev, vseh vrst metuljnic, hmelja, vinske trte, pa
tudi v gozdovih in ob cestah. (64, 65)
Studije niso pokazale posebne toksiénosti razen eritema in edema ter mozne asociacije med
triazinskimi herbicidi in tumorji na jajénikih (majhna testna skupina). (66)
V EU je prepovedan od leta 2004. (67)

1.7.9 MCPA (2 — metil — 4 — klorofenoksiocetna kislina)
Je mocan selektiven herbicid, ki spada med derivate fenoksiocetne kisline. (68) Uporablja se

za zatiranje Sirokolistnega plevela na plantazah zit, pa tudi na golf igriS¢ih, pasnikih in tratah.
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Deluje tako, da se nalaga v meristemsko tkivo rastlin, od tam pa spodbuja rastlinske hormone
tako, da povzro¢i motnje v rasti. (69)

Pri testih na zivalih se je kratkotrajna izpostavljenost pokazala kot zaostanek v rasti, pri visjih
koncentracijah pa tudi zmanjSana aktivnost ledvic in jeter ter konjunktivitis. Pri dolgotrajni
izpostavljenosti se je pri visokih odmerkih pokazala nevropatija, reproduktivne toksi¢nosti, pa
razen nekoliko nizje porodne teze MCPA ni povzrocil. Epidemioloska $tudija na ljudeh, ki
sodelujejo v proizvodnji in so uporabniki herbicida, je pokazala kancerogenost z 'omejenimi
dokazi'. (70)

MCPA sicer ni topen v vodi, se pa Siri po prsti, kar lahko povzro€a slabso rast nekaterih
poljs¢in, kot so Cebula, repa in solata. Ni nevaren za cebele, nekoliko toksiCen je za
sladkovodne ribe, na ostale zivali pa nima posebnega vpliva. V splosnem je prepoznan kot
varen herbicid in je na voljo tako v ZDA kot v EU. (69, 70)

1.7.10 Mekoprop
Je klorofenoksi herbicid. (71) Drazi kozo in o¢i. Glede na Studije na zivalih je teratogen —
povzro¢a smrt zarodka, zavira rast, pocasnejsi ali celo odsoten je razvoj kosti. V visokih
odmerkih je mutagen, glede na Studijo na delavcih v proizvodnji pa najbrz tudi kancerogen.
(72) Mekoprop je le rahlo toksiCen za ptice, ribe in ¢ebele (v koncentracijah, ki se lahko
zadrzujejo v okolju).
Dovoljen je tako v ZDA kot v EU, pri ¢emer se v Evropi uporablja le v Franciji, Italiji in na

Poljskem. (72, 73)

1.7.11 Rotenon
Rotenon je insekticid rastlinskega izvora, ki deluje kot zaviralec elektronske transportne
verige v mitohondriju tako, da prepreci oksidacijo NADH v NAD prek koencima Q, torej
zaustavlja tudi oksidacijo substratov, kot so glutamat, alfa-ketoglutarat in piruvat. (74, 75)
Izoliramo ga iz korenine Derris spp., Lonchocarpus spp. in nekaterih drugih rastlin iz druzine
metuljnic. Insekticidne lastnosti teh rastlin so stari Kitajci poznali Ze dolgo pred izolacijo leta
1895, stari Malezijci pa so jih uporabljali kot strup za ribe. (75)
Je nesistemsko sredstvo, uporabno za nadzor klopov, usi, parazitskih muh, ognjenih mravelj
in celo li¢ink komarja. Uporablja se tudi kot sredstvo proti zunanjim zajedavcem (proti
Varroa Destructor) pri ¢ebelah, saj nanje nima toksi¢nega ucinka. (74, 75)
Pri izpostavitvi svetlobi in zraku se raztopina rotenona v organskem topilu razkraja na
dehidrorotenon in rotenonon, ki sta prav tako toksi¢na insektom, rotenon v obliki suhega

praska pa je relativno stabilen. (74)

10
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Koncentrirana snov je smrtno nevarna pri zauZitju in pri stiku s kozo, sicer pa deluje mocno
drazilno in korozivno za kozo, drazi o¢i, lahko Skoduje notranjim organom pri dolgi ali
ponavljajoci se izpostavljenosti, poleg tega pa je moc¢no strupena za vodne Zzivali z dolgo
trajajo¢im ué¢inkom — glede na klasifikacijo sistema globalne harmonizacije (GHS). (74)
V EU je prepovedan od leta 2008. (76)

1.7.12 Terbutilazin
Je Sirokospektralen herbicid iz skupine triazinov.(78) Glede na S$tudije na zivalih povzroca
zmanjSano pridobivanje telesne mase (zaradi neje$¢nosti), pa tudi sedacijo, oteZeno dihanje,
diarejo, tresavico, znizanje Stevilo rde¢ih krvnih telesc. (77, 79)
Deluje kot mocan zaviralec fotosinteze, predvsem na enoletne dvokali¢nice. Uporablja se za
zatiranje plevela med koruzo, krompirjem, grahom, sladkornim trsom, trto, sadnim drevjem,
citrusi, oljnimi palmami in oljkami. Mo¢no se veze na prst, zaradi hlapnosti pa so ga zaznali
tudi Ze v dezju in snegu. Pri razlitju v vodo se veze na mulj in druge usedline.
Dovoljen je tako v ZDA kot v Evropi. (79, 80)

11



Jasna Kalan Diplomska naloga

2 NAMEN DELA

V vodah, v prsti, v hrani in ne nazadnje tudi v nekaterih naravnih surovinah za kozmeti¢ne
izdelke se pojavljajo zaostanki pesticidov oz. fitofarmacevtskih sredstev, kar pa ni le velik
okoljski problem, pa¢ pa lahko predstavlja tudi tveganje za zdravje ljudi. Kljub temu da se
zadnje Case trendi moc¢no nagibajo k ekoloski pridelavi, je vsako leto proizvedena vecja
koli¢ina fitofarmacevtskih sredstev, poleg tega pa se v okolju zadrzujejo tudi ostanki sredstev,
ki so se uporabljala v preteklosti, kasneje pa prepovedala zaradi razli¢nih vzrokov.

Namen diplomske naloge bo optimizirati analizne metode za vrednotenje vsebnosti nekaterih
fitofarmacevtskih sredstev v odpadnih vodah in nekaterih potencialnih naravnih sestavinah za
kozmetiko.

Obstojece metode priprave vzorcev za ucinkovine, razvite v laboratorijih Katedre za
biofarmacijo in farmakokinetiko, bomo prilagodili in optimizirali za ekstrakcijo pesticidov.
Metoda bo vkljucevala pripravo vzorcev s klasi¢nim sistemom ekstrakcije na trdno fazo
(SPE) in polavtomatskim sistemom SPE-DEX ter analizo pridobljenih ekstraktov s tekoc¢insko
kromatografijo sklopljeno z masno spektrometrijo.

SPE bomo uporabili zato, ker je odlicna skupna toc¢ka za dodatno ¢iSCenje in koncentriranje
vzorcev. Preverjali bomo vpliv vrednosti pH in vsebnosti organskih topil na izkoristek,
metodo optimizirali in vrednotili linearnost ter ponovljivost, pa tudi vpliv dodatnega
koncentriranja s susenjem.

Pri SPE-DEX bomo ovrednotili linearnost in ponovljivost metode za pesticide, po potrebi
optimizirali metodo in jo aplicirali na okoljske vzorce.

Prilagojeno in ovrednoteno SPE metodo bomo aplicirali tudi na nekatere potencialne naravne
sestavine za kozmeti¢ne izdelke, metodo SPE-DEX pa na odpadne vode. Na vseh realnih
vzorcih bomo preverili tudi ustreznost analizne metode. Hkrati pa bomo ugotavljali, ali so v

teh vzorcih morda prisotni izbrani pesticidi.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Materiali

3.1.1 Standardi

e Alaklor, ¢istost 99,8 % (Sigma — Aldrich, Stenheim, Nemcija)

e Amitraz, Cistost 99,9 % (Sigma — Aldrich, Stenheim, Nemc¢ija)

e Atrazin, ¢istost 99,9 %(Supelco / Sigma — Aldrich, Stenheim, Nemcija)
e Karbendazim, ¢istost 98,0 % (Sigma — Aldrich, Stenheim, Nemdija)
e Klorpirifos, Cistost 98,0 % (Sigma — Aldrich, Stenheim, Nemcija)

e Diazinon, ¢istost 98,5 % (Sigma — Aldrich, Stenheim, Nemcija)

e Diuron, ¢istost 99,6 % (Sigma — Aldrich, Stenheim, Nemcija)

e Simazin, ¢istost 99,8 % (Sigma — Aldrich, Stenheim, Nemc¢ija)

e MCPA, ¢istost 99,8 % (Sigma — Aldrich, Stenheim, Nemc¢ija)

e Mekoprop, Cistost 99,6 % (Sigma — Aldrich, Stenheim, Nemcija)

e Rotenon, ¢istost 97,6 % (Sigma — Aldrich, Stenheim, Nemc¢ija)

e Terbutilazin, Cistost 99,4 % (Sigma — Aldrich, Stenheim, Nemcija)

3.1.2 Interni standard

e Haloperidol, ¢istost 99,4 % (Sigma — Aldrich, Stenheim, Nemcija)

3.1.3 Realni vzorci

e Zeleni ¢aj, poreklo Kitajska

e Sanitetna bombaZna vata (Tosama)

e Beliriz (S - buget)

e Hladno stiskano olivno olje (ni iz ekoloske pridelave) (GEA)

¢ Hladno stiskano son¢ni¢no olje (ni iz ekoloske pridelave) (Spar vital)

e Hladno stiskano olivno olje domace pridelave (Primorska)

e Odpadne vode (iz dveh ¢istilnih naprav iz osrednjeslovenske in dveh iz severovzhodne

regije Slovenije)

3.1.4 Topilain reagenti
2—propanol ((CH3),CHOH), M = 60,10 g/mol (Sigma — Aldrich, Steinheim, Nemcija)
Acetonitril (CH3CN), M = 41,05 g/mol, > 99,9 LC-MS grade (Sigma — Aldrich, Steinheim,
Nemcija)
Diklorometan (CH,Cl,), M = 84,93 g/mol (Merck KgaA, Darmstadt, Nem¢ija)
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Etanol (C,HsOH), 96 %, M = 46,07 g/mol (Pharmachem Susnik, Ljubljana, Slovenija)
Kalijev dihidrogen fosfat (KH,POj,), > 99,5 %, M = 74,55 g/mol (Merck KgaA, Darmstadt,
Nemcija)

Klorovodikova kislina (HC1 1 M), M = 36,46 g/mol (Merck KgaA, Darmstadt, Nemc¢ija)
Metanol (CH30OH), > 99,9 %, M = 32,04 g/mol (Sigma — Aldrich, Steinheim, Nem¢ija)
Mravljin¢na kislina (HCOOH), 98 — 100 % Suprapur®, M = 46,03 g/mol (Merck KgaA,
Darmstadt, Nemcija)

Natrijev hidroksid (NaOH 1 M), M = 40,00 g/mol (Merck KgaA, Darmstadt, Nemcija)
Ultradista voda, pridelana z Milli-Q — Advantage A 10 (Millipore Corporation, Billerica,
Massachusets, ZDA)

3.1.5 Naprave in pribor
Polavtomatske pipete: 2 — 20 pL, 20 — 200 pL, 100 — 1000 pL, 1 — 10 mL (Eppendorf
Research, Hamburg, Nemcija)
Tehtnica AG 245 (Mettler Toledo, Greifensee, Svica)
pH meter PA 220 (Mettler Toledo, Greifensee, Svica)
Pufrne raztopine: pH 4, pH 7, pH 10 (Panreac Quimica S.L.U., Barcelona, Spanija)
Ultrazvoc¢ni Cistilnik Sonis 4 (Iskra, Kranj, Slovenija)
Elektro magnetno meSalo HI 190M (Hanna instruments, POvoa de Varzim, Portugalska)
Stresalnik Vibromix 10 (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)
Centrifuga Centric 322a (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)
Hladilnik 2-8 °C z zamrzovalnikom -20 °C (Gorenje, Velenje, Slovenija)
Sistem za koncentriranje vzorcev s susenjem TurboVap® LV Concenrtation Workstation
(Biotage AB, Uppsala, Svedska)
Plasti¢ne mikrocentrifugirke 1,5 mL (Eppendorf Research, Hamburg, Nemcija)
Plasti¢ne mikrocentrifugirke 2 mL (Eppendorf Research, Hamburg, Nemcija)
Centrifugirke TPP, 15 mL (TPP, Techno Plastic, Products AG, Trasadingen, Svica)
Centrifugirke TPP, 50 mL (TPP, Techno Plastic, Products AG, Trasadingen, Svica)
Steklovina: ¢aSe, merilne bucke, lij, epruvete, merilni valj, viale, stekleni vlozki
Ostalo: nastavki za pipete, spatule, vzmeti za steklene vlozke, zamaski za viale, Parafilm M,
Stoparica, magneti, Skarje, pinceta, zaS¢itne rokavice
Sistem za SPE:
Oljna vakuumska ¢rpalka (Gast Manufacturing Inc., Harbor, Michigan, ZDA)
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Kadi¢ka VisiprepTM Solid Phase Extraction Vacuum Manifold (Supelco, Bellefonte,
Pennsylvania, ZDA)

KartuSe Strata-X 60 mg/3 mL (Phenomenex, Torrance, Kalifornija, ZDA)

Plasti¢ne brizge 20 mL BD Plastipak (BD Biosciences, ZDA)

Adapterski nastavki za brizge BD Plastipak (BD Biosciences, ZDA)

Sistem za Horizon Technology SPE-DEX®:

Programska oprema Envision™ platform Controller software

Oljna vakuumska ¢rpalka (Gast Manufacturing Inc., Harbor, Michigan, ZDA)

Industrijski plin N, (Messer, Ruse, Slovenija)

Diski (Atlantic® HLB SPE Disk, Horizon Technology inc., New Hampshire, ZDA)

Filtri (Atlantic® Fast Flow Sediment Pre-Filters, 1 pm in 5 pm)

Stekleni vsebnik 1000 mL (Thermo Fisher Scientific, ZDA)

Viala za eluat 20 mL (Thermo Fisher Scientific, ZDA)

Posode za odpad

LC/MS-MS sistem

Agilent 1290 Infinity UHPLC (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija, ZDA)

Agilent 6460 Triple Quadrupole LC-MS (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija,
ZDA)

lonski izvor: Jetstream® ESI ionski izvor

Kolona: Poroshell EC-C18 100x3 mm, 2,7 um (Agilent Technologies, ZDA)

Programska oprema MassHunter Workstation

3.2 Metode

3.2.1 Priprava osnovnih raztopin

3.2.1.1 Primarna (osnovna) raztopina

Pripravili smo raztopino izbranih pesticidov s koncentracijo 1 mg/mL po naslednjem
postopku. V 5 mL merilno buc¢ko smo natehtali 5 mg posameznih pesticidov in dopolnili do
oznake z metanolom. Zaradi tezav z raztaplanjem smo prilagodili koncentracijo osnovnih

raztopin karbendazima in simazina na 0,1 mg/mL.

3.2.1.2 Sekundarna raztopina
Sekundarno osnovno raztopino smo pripravili s 1000-kratnim red¢enjem primarnih raztopin
tako, da smo po 25 uL vsake primarne raztopine prenesli v 25 mL merilno bucko in nato

dopolnili do oznake z metanolom.
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3.2.1.3 Prilagojena delovna raztopina
Deklarirana koncentracija delovne raztopine je bila 1000 pg/L, vendar smo prilagodili
koncentracije pesticidov z namenom poenotenja odzivov v delovni raztopini, kar je

prestavljeno v preglednici 1.

Preglednica 1 Koncentracije pesticidov v prilagojeni delovni raztopini z deklarirano koncentracijo 1000 pg/L

¢ [no/L] Faktor red¢enja
Karbendazim 100 10
Simazin 1000 1
Atrazin 250 4
MCPA 2000 0,5
Diuron 2000 0,5
Mekoprop 2000 0,5
Terbutilazin 50 20
Rotenon 1000 1
Alaklor 1000 1
Diazinon 50 20
Klorpirifos 10000 0,1
Amitraz 50 20

3.2.1.4 Umeritvena premica

Za pripravo standardne raztopine pesticidov smo uporabljali prilagojeno delovno raztopino (Ki
je vsebovala tudi amitraz) in/ali pripravljeno standardno raztopino standardov, ki smo jo z
metanolom razredc¢ili na Zelene koncentracije. Priprava standardnih raztopin pesticidov je

predstavljena v preglednici 2.

Preglednica 2 Priprava standardne raztopine pesticidov v metanolu

¢ [ug/L] V [pL] V (MeOH) [pL]
1000 1000 (DR) 0
500 500 (DR) 500
250 250 (DR) 750
125 125 (DR) 875
100 100 (DR) 900
50 50 (DR) 950
25 100 (st 250 pg/L) 900
12,5 100 (st 125 pg/L) 900
10 100 (st 100 pg/L) 900
5 100 (st 50 pg/L) 900
2,5 100 (st 25 pg/L) 900
1 100 (st 10 pg/L) 900
05 100 (st 5 pg/L) 900
0.1 100 (st 1 pg/L) 900

DR - delovna raztopina; st — standardna raztopina pesticidov pri dolo¢eni koncentraciji
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3.2.2 Priprava pufrnih raztopin

3.2.2.1 Priprava 50 mM KH,PO, pufra, pH=7

Za pripravo 2 L 50 mM pufra smo si predhodno preracunali koli¢ino KH,PO,4. Natehtali smo
13,6 g KH2,PO4, ga kvantitativno prenesli v 2 L merilno bucko, dodali priblizno 1 L preciscene
vode in dali za priblizno 5 min na ultrazvok, da so se delci popolnoma raztopili. Vsebino smo
nato prenesli v primerno veliko stekleno caSo, postavili na magnetno mesalo in ob
konstantnem meSanju in merjenju pH dodajali 1 M NaOH do vrednosti pH=7 (+0,03). pH
meter smo predhodno umerili na pH=7 s pomoc¢jo pred pripravljenih pufrnih raztopin.
Mesanico smo na koncu prelili nazaj v 2 L merilno bucko in jo s precis¢eno vodo dopolnili do

oznake.

3.2.2.2 Priprava 25 mM KH,PO, pufrov, pH=3, pH=6 in pH=9

Za pripravo 200 mL 25 mM pufra smo natehtali 0,68 g KH,POy4, postopek nadaljnje priprave
pa je bil enak kot v poglavju 3.2.2.1, le da smo za pufer pH=3 uporabili 1 M HCI namesto 1
M NaOH.

3.2.2.3 Priprava 20 mM KH,PO, pufra, pH=6
Za pripravo 2 L raztopine smo natehtali 5,44 g KH,PO,. Nadaljnji postopek je bil enak kot v
poglavju 3.2.2.1.

3.2.3 Priprava elucijskega topila

e ZA SPE-DEX: S polavtomatsko pipeto smo prenesli v 50 mL centrifugirko 20 mL
acetonitrila, 10 mL metanola in 10 mL izopropanola in zaprli z navojnim pokrovom.

e ZA SPE: S polavtomatsko pipeto smo prenesli v 50 mL centrifugirko 10 mL metanola in

30 mL acetonitrila in zaprli z navojnim pokrovom.

3.2.4 Priprava rekonstitucijskega topila
Pripravili smo 20 % raztopino mravlji¢ne kisline v pre¢is¢eni vodi. V 50 mL centrifugirko
smo prenesli 9 mL metanola, 9 mL acetonirtila ter 2 mL pripravljene raztopine in zaprli z

navojnim pokrovom.

3.25 LC-MS/MS analiza
Za analizo smo uporabljali LC-MS/MS instrument. Kromatografska loc¢ba je potekala na
Poroshell EC-C18 100 x 3 mm, 2,7 um koloni pri 50 °C. Injicirali smo 5 pL vzorca, Cas

analize je bil 8,20 minute, uporabili pa smo gradientno elucijo, pri cemer je bilo topilo A voda
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z 0,05 % mravlji¢ne kisline, topilo B pa 100 % acetonitril. Pretoki in sestava mobilne faze so

predstavljeni v preglednici 3.

Preglednica 3 Gradienti program LC-MS/MS metode

Cas Dele? topila A [%] Pretok [mL/min]
0,50 85 0,50
1,00 85 0,65
2,00 67 0,65
3,00 65 0,65
4,80 60 0,65
5,10 50 0,65
5,30 30 0,65
6,50 5 0,65
6,70 5 0,65
6,90 92 0,65
8,20 92 0,50

Nastavitve ionskega izvora z elektrorazprSevalno ionizacijo Agilent Jet Stream ESI so
predstavljene v preglednici 4. 1zbrane analite smo zaznali z uporabo multirezidualne analize
(MRM), v preglednici 5 pa so podani MRM prehodi, kolizijske energije, napetosti

fragmentorja, polariteta ionizacije in retencijski casi.

Preglednica 4 Nastavitve ionskega izvora

Temperatura susilnega plina 275 °C

Pretok plina 10 L/min
Nebulizator 45 psi (3,1bar)
Temperatura plasca 350 °C

Pretok plina v plasc¢u 11 L/min
Napetost na kapilari 4000 V
Napetost na Sobi 1000 vV
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Preglednica 5 MRM prehodi, napetost fragmentorja, kolizijska energija, polariteta ionizacije in retencijski c¢asi

izbranih pesticidov

Ucinkovina MRM prehod  Napetost Kolizijska Polariteta Retencijski
[m/z] fragmentorja  energija [eV] ionizacije ¢as [min]
[Vl
Karbendazim | 192,1—160,0 86 17 Pozitivna 1,782
Simazin 202,1—132,0 110 13 Pozitivna 4013
Atrazin 216.1—174,0 80 13 Pozitivna 5,314
MCPA 199,0—~141,0 81 13 Negativna 5,412
Diuron 233,0-72,0 161 17 Pozitivna 5,507
Mekoprop 213,0—141,0 81 23 Negativna 6,115
Terbutilazin 230,1—174,0 81 13 Pozitivna 6,260
Rotenon 395,2—192,1 86 21 Pozitivna 6,572
Alaklor 270,1—238,0 81 10 Pozitivna 6,579
Diazinon 305,1—169,0 81 29 Pozitivna 6,892
Klorpirifos 349,9—96,9 86 37 Pozitivna 7,227
Amitraz 294,2—163,1 86 9 Pozitivna 7,455

3.26 SPE METODA
3.2.6.1 PRIVZETA SPE METODA

Metodo za analizo zaostankov zdravilnih u¢inkovin v vodi, razvito na Katedri za biofarmacijo
in farmakokinetiko, smo prenesli na zaostanke pesticidov. Pripravili smo si 4 kartuSe Strata-X
60 mg/3 mL, adapterske nastavke, plasti¢ne brizge 20 mL, metanol, 4 vzorce po 50 mL v 25
mM s pH 4 ter ¢aso za odpad. Hitrosti nanosa je bila priblizno 8 mL/min. Najprej smo ¢ez
vsako kartuso spustili 10 mL metanola, nato 10 mL pufra s pH 4, nato pa na sistem pritrdili
adapterske nastavke ter brizge in nanesli vzorec. Po kon¢anem nanosu vzorca smo kartuse
susili v vakuumu 5 min, nato eluirali z 2 mL elucijskega topila v steklene epruvete.

Vzorec smo prenesli neposredno v vialo ali pa smo ga posusili do suhega na sistemu za
suSenje vzorcev pri temperaturi 50 °C. Suhemu ostanku smo dodali 200 pL rekonstitucijskega
topila, meSali 1 min na vibracijskem mesalniku, dali na ultrazvok za 15 min, nato pa vsebino

prenesli v steklen insert za vialo.

3.2.6.2 OPTIMIZACIJA SPE METODE

3.2.6.2.1 Stopnjal
Pripravili smo 250 mL ultraciste vode in vanjo dodali 250 pL prilagojene delovne raztopine
(poglavje 3.2.1.3) ter 125 pL raztopine amitraza (c=100 pg/L). 4 paralelke po 50 mL smo
pripravili po SPE metodi 3.2.6.1. 1z epruvete smo vzeli 200 pL eluata in ga prenesli v insert

(neposredna analiza), preostanek eluata pa smo posusili pri 40 °C. Suh preostanek smo
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rekonstituirali s 180 pL rekonstitucijskega topila po postopku, opisanem v poglavju 3.2.6.1
(vzorec - Koncentriranje s susenjem).
Za izracun izkoristka ekstrakcije smo pripravili tudi dva standarda v metanolu s

koncentracijama 12,5 pg/L in 125 pg/L, po postopku iz poglavja 3.2.1.4.

3.2.6.2.2 Stopnja 2

Pripravili smo 250 mL vzorca z deklarirano koncentracijo analitov 1 pg/L. V 250 mL merilno
bucko smo prenesli 250 pL prilagojene delovne raztopine analitov in 125 pL razredéene
raztopine amitraza (c=100 pg/L), nato pa z vodo dopolnili do oznake. SPE postopek smo
izvedli na 4 kartuSah po postopku 3.2.6.1. Po eluciji smo en vzorec v celoti prenesli v vialo
(tega smo 5-krat analizirali v razli¢nih ¢asovnih tockah), enega smo posusili do suhega in
raztopili v 200 pl rekonstitucijskega topila. Dva eluata pa smo dali za 10 min na ultrazvok. Od
slednjih dveh smo enega prenesli v 5 insertov po 200 pL, drugega pa smo razdelili na dva
dela po 1 mL, susili in suhi ostanek raztopili v 200 pL rekonstitucijskega topila.

Za 1izracun izkoristka ekstrakcije smo pripravili tudi dva standarda v metanolu s

koncentracijama 12,5 pg/L in 125 pg/L, po postopku iz poglavja 3.2.1.4.

3.2.6.2.3 Stopnja 3

Najprej smo pripravili standardni raztopini pesticidov s koncentracijami 10 pg/L in 25 pg/L.
V 25 mL merilno bu¢ko smo prenesli 625 pL prilagojene delovne raztopine, ki je ze
vsebovala amitraz, nato pa dopolnili z metanolom do oznake (25 pg/L). 10 mL te raztopine
smo prenesli v 25 mL merilno bucko in jo dopolnili do oznake z metanolom in dobili
standardno raztopino s koncentracijo 10 pg/L. 1z vsak od obeh raztopin smo v epruvete za
suSenje prenesli 6 paralelke po 2 mL. VVzorce smo posusili do suhega pri 50 °C in suh ostanek
rekonstituirali po postopku, opisanem v poglavju 3.2.6.1

Za izraun izkoristka izgube pri suSenju smo pripravili zmes standardov pesticidov v

metanolu s koncentracijami 100 pg/L in 250 pg/L, po postopku iz poglavja 3.2.1.4.

3.2.6.2.4 Vpliv pH

Pripravili smo po 200 mL ultra¢iste vode, 25 mM pufra pH=3, pH=6 in pH=9 (poglavje
3.2.2.2). V vsako od teh smo dodali 200 pL prilagojene delovne raztopine in 100 pL raztopine
amitraza (c=100 pg/L), da smo dobili koncentracijo 1 pg/L. Od vsake raztopine smo vzeli
Stiri paralelki po 50 mL in koncentrirali vzorce po postopku, opisanem v 3.2.6.1. Eluate smo
prenesli v viale za neposredno analizo. Za izraun izkoristka smo pripravili standardno

raztopino pesticidov s koncentracijo 25 pg/L, po postopku iz poglavja 3.2.1.4. Uspesnost

20



Jasna Kalan Diplomska naloga

ekstrakcije smo podali kot relativni izkoristek, ki smo ga izracunali kot razmerje med

izkoristkom pri posameznem pH glede na izkoristek pri najvisjem pH.

3.2.6.2.5 Vpliv prisotnosti organskega topila

Pripravili smo 2 L 20 mM pufra s pH=6. VVzorce smo pripravili po shemi v preglednici 6.

Preglednica 6 Priprava vzorcev za testiranje vpliva prisotnosti organskega topila

Vv Vv V (ACN) |V V (mix°) V (ami®)
(pufer) | (MeOH) [mL] (heksan)  [mL] [mL]
[mL] [mL] [mL]
100 % pufer 200 200 100
5% ACN 190 10 200 100
10 % ACN 180 20 200 100
5 % MeOH 190 10 200 100
5% 190 10 10 200 100
MeOH + ACN
10 % 45 2,5 2,5 50 25
ACN + heksan®

'zaradi razslojevanja faz pripravljeno v 50 mL buckah; “prilagojena delovna raztopina; ‘amitraz
(c=100ug/L)

Vse vzorce smo pripravili v 4 paralelkah s SPE metodo, opisano v poglavju 3.2.6.3, eluate pa

smo prenesli v viale za neposredno analizo.

3.2.6.3 Koncna SPE metoda

Najprej smo skozi vsako kartuso spustili 10 mL metanola, nato pa 10 mL pufra pH=6. Nato
smo na SPE sistem pritrdili adapterske nastavke ter brizge in nanesli 50 mL vzorca. Hitrosti
nanosa je bila priblizno 8 mL/min. Po nanosu vzorca smo ¢ez kartuSo spustili 5 mL ultraCiste
vode, nato pa susili pod vakuumom 10 min in eluirali z 2 mL elucijskega topila v steklene

epruvete.

Vzorec smo prenesli neposredno v vialo ali pa smo ga posusili do suhega na sistemu za
suSenje vzorcev pri temperaturi 40 °C. Suhemu ostanku smo dodali 200 pL rekonstitucijskega
topila, meSali 1 min na vibracijskem meSalniku, dali na ultrazvok za 15 min, nato pa vsebino

prenesli v steklen insert za vialo.

3.2.6.4 VREDNOTENJE SPE - METODE
Preverjali smo linearnost, ponovljivost, izkoristek in selektivnost SPE metode. Linearnost
smo preverjali z umeritvenimi premicami preko izracunanih determinacijskih koeficientov

(R?), ponovljivost pa z izratunom relativnega standardnega odklona (RSD), pri emer smo
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postavili meje za sprejemljive rezultate R?>0,99 in RSD<20 %. lIzkoristke metode smo

raCunali po enacbi 1, relativni standardni odklon pa po enacbi 2.

odziv v vzorcu

Izkoristek [%] = % 100 (enacba 1)

odziv v raztopini standarda

standardni odklon odzivov vzorca

Relativni standardni odklon (RSD) = X 100 (enacba 2)

povprelje odzivov vzorca

Selektivnost metode smo preverili z analizo standardnih raztopin pesticidov (poglavje
3.2.1.4), realnih vzorcev (3.2.6.5) in slepih vzorcev. Naredili smo 4 paralelke slepega vzorca.

50 mL ultra pre¢is¢ene vode smo nanesli SPE sistem, eluate suSili ter rekonstituirali po

postopku, opisanem v poglavju 3.2.6.3.

3.2.6.4.1 Priprava vzorcev za preverjanje SPE metode z dodatnim koncentriranjem
vzorcev s susenjem
Linearnost SPE metode z dodatnim koncentriranjem vzorcev s suSenjem smo vrednotili v
koncentracijskem obmocju od 0,001 — 1 pg/L. Postopek priprave raztopin je podan v
preglednici 3. Pripravili smo po 200 mL 20 mM pufra s pH=6, pri ¢emer smo dodali
sekundarno raztopino analitov glede na preglednico 7. Raztopine pri koncentracijah 0,005
Mo/L, 0,02 pg/L in 0,5 pg/L smo pripravili v Stirih, vse ostale pa v dveh paralelkah. Pred
suSenjem smo Vv epruveto dodali 50 pL internega standarda haloperidola s koncentracijo 4

Mg/L, sicer pa smo vzorce pripravili po SPE postopku, opisanem v poglavju 3.2.6.3.

Preglednica 7 Priprava vzorcev za preverjanje linearnosti in ponovljivosti odzivov SPE metode z dodatnim

koncentriranjem vzorcev s susenjem

Vraztopine v 200 mL St. paralelk  Konc. v vzorcu pred Konc. v vzorcu za analizo
bucko nanosom na SPE [ug/L] [no/L]
[HL]

20* 2 0,001 0,25
50* 2 0,0025 0,625
100* 4 0,005 1,25
400* 4 0,02 5
1000* 2 0,05 12,5
20 (DR) 2 0,1 25
100 (DR) 4 0,5 125
200 (DR) 2 1 250

* Standardna raztopina pesticidov s koncentracijo 10 pg/L (poglavje 3.2.1.4.), DR — prilagojena delovna

raztopina

Za vrednotenje izkoristka smo pripravili standardne raztopine pesticidov s koncentracijami 1

po/L, 2,5 pg/L, 5 pg/L, 10 pg/L in 25 pg/L, po postopku, opisanem v poglavju 3.2.1.4. Iz
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razmerja naklonov umeritvene premice vzorcev in standardov smo izracunali izkoristek

metode.

3.2.6.4.2 Priprava vzorcev za preverjanje SPE metode z neposredno analizo vzorcev
Metodologija vrednotenja je enaka kot pri vzorcih v poglavju 3.2.6.4.1. Priprava vzorcev je
prikazana v preglednici 8.

Preglednica 8 Priprava vzorcev za preverjanije linearnosti in ponovljivosti odzivov SPE metode z neposredno analizo
vzorcev

Vraztopine v 200 mL St. paralelk Konc. v vzorcu pred Konc. v vzorcu za
buc¢ko nanosom na SPE [ug/L]  analizo [pg/L]
[HL]

20* 2 0,001 0,025

50* 2 0,0025 0,0625

100* 2 0,005 0,125

200* 2 0,01 0,25

1000* 4 0,05 1,25

20 (DR) 2 0,1 2,5

100 (DR) 4 0,5 12,5

200 (DR) 2 1 25

500 (DR) 2 2,5 62,5

1000 (DR) 2 5 125

* Standardna raztopina pesticidov s koncentracijo 10 pg/L; DR — prilagojena delovna raztopina

3.2.6.5 REALNI VZORCI

3.2.6.5.1 Zeleni ¢aj (suha droga)

Natehtali smo 10 g suhe droge v 50 mL merilno bucko, s polavtomatsko pipeto dodali 20 mL
acetonitrila ter bucko dobro zamasili. Na vibracijskem meSalniku smo stresali 3 minute, nato
pa pustili stati eno uro. Po maceraciji smo tekoCi ekstrakt prelili v centifugirko in
centrifugirali 5 min pri sobni temperaturi in 5000 rpm. 2,5 mL bistrega ekstrakta smo prenesli
v 50 mL bucko in z 20 mM pufrom pH=6 dopolnili do oznake. Sledilo je SPE ¢iscenje
(poglavje 3.2.6.3); vzorec smo pripravili v 4 paralelkah, od katerih smo 2 vzorca dodatno

koncentrirali s suSenjem, dva pa prenesli neposredno v vialo.
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Za vrednotenje celokupnega izkoristka metode smo v 10 g suhe droge dodali 200 pL
sekundarne osnovne raztopine in 19,8 mL acetonitrila, nadaljevanje postopka pa je bilo enako,
kot je navedeno zgoraj.

3.2.6.5.2 Bombazna vata

V 150 mL c¢aso smo natehtali 2,5 g bombazne vate, s polavtomatsko pipeto dodali 10 mL
acetonitrila, pokrili s parafilmom in dali na ultrazvok za 10 minut. Nato smo dodali 10 mL
preciscene vode, pokrili s parafilmom in ponovili 10 minut ultrazvoka. Tekoc¢i ekstrakt smo iz
vate iztisnili s spatulo in ga prenesli v centrifugirko. 2,5 mL tekocega ekstrakta smo prenesli v
50 mL bucko in dopolnili do oznake z 20 mM pufrom pH=6. Nato smo izvedli ekstrakcijo s
SPE metodo (poglavje 3.2.6.3) in 2 vzorca dodatno koncentrirali s suSenjem, dva pa prenesli

neposredno v vialo.

Za vrednotenje celokupnega izkoristka metode smo v natehtano bombazno vato dodali 200
ML sekundarne osnovne raztopine in 9,8 mL acetonitrila. Nadaljevanje postopka pa je bilo

enako kot je navedeno zgoraj.

3.2.6.5.3 Riz

V 50 mL bucko smo natehtali 5 g rizevih zrn, s polavtomatsko pipeto dodali 10 mL
preciscene vode in mesali na vibracijskem mesSalniku 10 minut. Nato smo v zmes dodali Se 10
mL acetonitrila in ponovno mesali na vibracijskem meSalniku 10 minut. Tekoc¢i ekstrakt smo
prenesli v centrifugirko in centrifugirali 5 minut pri sobni temperaturi in 5000 rpm. 2,5 mL
ekstrakta smo prenesli v 50 mL merilno bucko in dopolnili z 20 mM pufrom pH=6 do oznake.
Nato smo izvedli ekstrakcijo s SPE metodo (poglavje 3.2.6.3) in 2 vzorca dodatno

koncentrirali s suSenjem, dva pa prenesli neposredno v vialo.

Za vrednotenje celokupnega izkoristka metode smo na 5 g riZzevih zrn dodali 200 pL
sekundarne osnovne raztopine in 9,8 mL acetonitrila. Nadaljevanje postopka pa je bilo enako

kot je navedeno zgoraj.

3.2.6.5.4 Olja

V centifugirko smo natehtali 2,5 g izbranega olja ter s polavtomatsko pipeto dodali 10 mL
acetonitrila. To smo meSali 10 minut na vibracijskem meSalniku, nato pa centrifugirali 5
minut pri 4 °C in 5000 rpm. 2 mL ekstrakta smo razred¢ili z 38 mL vode in izvedli ekstrakcijo
s SPE metodo po postopku 3.2.5.3. Analizirali smo samo nesuSen vzorec, saj se koncentriran

vzorec po susenju zaradi visoke vsebnosti lipidov ni dovolj raztopil.
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Za vrednotenje celokupnega izkoristka metode smo v 2,5 g olja dodali 100 pL sekundarne
osnovne raztopine in 9,9 mL acetonitrila. Nadaljevanje postopka pa je bilo enako kot je

navedeno zgoraj.

Izkoristke celotne SPE metode za posamezne realne vzorce smo izracunali po enacbi 1
(poglavje 3.2.6.4).

3.2.7 SPE-DEX METODA
3.2.7.1 Privzeta SPE-DEX metoda

Vzorec smo pripravili tako, da smo v steklenico za vzorec nalili 250 mL vodne raztopine
pesticidov in 250 mL 50 mM pufra. Steklenico smo zaprli z aluminijasto folijo in namestili na
aparat SPE-DEX. Vse stopnje priprave vzorca od te tocke naprej so bile avtomatizirane in so

potekale v skladu z metodo, razvito na Katedri za biofarmacijo in farmakokinetiko.

Eluat smo prelili iz viale v 25 mL merilno bucko in dopolnili do oznake z elucijskim topilom.
1 mL tega vzorca smo prenesli neposredno v vialo in analizirali. Prenesli pa smo tudi 3-krat
po 2 mL vzorca v epruvete in vzorce posusili na sistemu za suSenje. Suh preostanek smo
raztopili z 200 pL rekonstitucijskega topila, 1 min mesali na vibracijskem meSalniku, nato pa
vzorce, pokrite s parafilmom M, dali za 15 min na ultrazvok, nato pa prenesli v inserte in

analizirali.

3.2.7.2 VREDNOTENJE SPE-DEX METODE

Linearnost metode smo preverjali v obmoc¢ju od 0,01 pg/L do 5 pg/L, raztopine smo
pripravljali po postopku v preglednici 9, koncentrirane vzorce pa po postopku iz poglavja
3.2.6.1, le da smo neposredno v eluat dodali 1 mL internega standarda s koncentracijo 25

Ma/L. Prilagojena delovna raztopina je Ze vsebovala amitraz.

Preglednica 9 Priprava vzorcev za vrednotenje linearnosti pri SPE-DEX metodi

V (DR) v 500 mL budko | St. paralelk  Konc. v vzorcu Konc. v vzorcu za | Konc. v vzorcu s

[uL] pred nanosom na analizo [ug/L] suSenjem [pg/L]
SPE [ug/L]

50* 2 0,01 0,1 1

125** 2 0,025 0,25 2,5

250 2 0,05 0,5 5

50 2 0,1 1 10

250 2 0,5 5 50

500 2 1 10 100

1250 2 2,5 25 250

2500 2 5 50 500
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*Standardna raztopina pesticidov s koncentracijo 10 pg/L; **Standardna raztopina pesticidov koncentracijo
100 pg/L (poglavije 3.2.1.4.); DR — prilagojena delovna raztopina

Za vrednotenje ponovljivosti smo pripravili po 6 vodnih raztopin analitov s koncentracijami
0,1 pg/L in 1 pg/L, tako, da smo odmerili 3 L vode in dodali 150 pL prilagojene delovne
raztopine, ki je vsebovala tudi amitraz za prvo in 1500 uL za drugo koncentracijo. VVzorce
smo pripravili po postopku, opisanem v poglavju 3.2.7.1, le da smo neposredno v eluat dodali

1 mL internega standarda s koncentracijo 25 pg/L.

Za vrednotenje izkoristka metode so pripravili standardne raztopine pesticidov s

koncentracijami 1, 10 in 100 pg/L po postopku iz poglavja 3.2.1.4.
Validacijske parametre metode smo vrednotili na enak nacin kot v poglavju 3.2.6.4.

3.2.7.3 Realni vzorci
Z merilno bu¢ko smo odmerili 250 mL odpadne vode in ji dodali 250 mL pufra. Vzorce smo
pripravljali v dveh paralelkah po postopku, opisanem v poglavju 3.2.7.1, dodatno smo v eluat

dodali 1 mL internega standarda s koncentracijo 25 pg/L.

Za vrednotenje celokupnega izkoristka smo pripravili dvakrat po pol litra odpadne vode, pri
¢emer smo v prvo dodali 250 pL, v drugo pa 1,25 mL prilagojene delovne raztopine (ki je
vsebovala tudi amitraz), da smo dobili koncentraciji vzorca 0,5 in 2,5 pg/L. Oba smo
koncentrirali po metodi SPE-DEX, opisani v poglavju 3.2.7.1, le da smo v eluat dodali 1 mL
internega standarda s koncentracijo 25 pg/L.

Za izracun izkoristkov smo pripravili standardne raztopine s koncentracijami 5, 25, 50 in 250
Mg/L po postopku, opisanem v poglavju 3.2.1.4.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 Preverjanje instumentalne metode

Za vrednotenje izbranih pesticidov je bila predhodno razvita LC-MS/MS metoda. Preden smo
zaceli razvoj postopka priprave vzorca, Smo s standardnimi raztopinami (poglavje 3.2.1.4)
preverili ustreznost instrumentalne metode. Rezultati linearnosti in ponovljivosti metode so
predstavljeni v preglednici 10. Metoda je linecarna v obmocju 0,5-1000 pg/L, kar ob
upostevanju koncentriranja vzorca s SPE predstavlja dejanske koncentracije analitov 0,02-40
po/L (brez suSenja eluata, koncentriranje 25-krat) oz. 0,002-4 pg/L (s suSenjem eluata in
dodatnim koncentriranjem, koncentriranje 250-krat). Determinacijski koeficienti so za vse
pesticide razen Klorpirifosa visji od 0,999. Metoda je tudi ustrezno ponovljiva z RSD
manjSimi kot 3 % za vse analite. Tudi rezultati analize standardov v dveh razli¢nih topilih
(elucijsko in rekonstitucijsko topilo) so dali podobne rezultate — naklona premic se ujemata
znotraj 5 %. Razen pri amitrazu, kjer je v rekonstitucijskem topilu prislo do njegovega
razpada, kar je razvidno tudi iz parametra linearnosti (R?=0,06). Glede na odzive posameznih
analitov smo prilagodili njihove koncentracije v zmesi, da so bili odzivi vseh analitov
priblizno enaki (preglednica 1). To smo naredili z namenom lazjega in bolj enotnega
vrednotenja vseh analitov v SirSem koncentracijskem obmocju. Preverjeno LC-MS/MS
metodo in prilagojene zmesi analitov smo nato uporabili pri razvoju in validaciji analizne

metode za vrednotenje izbranih analitov.

Preglednica 10 Linearnost (R?) in naklon premice za standardne raztopine v elucijskem (ET) in
rekonstitucijskem topilu (RT)

R’ Naklon premice  R® Naklon premice  RSD

(ET) (ET) (RT) (RT) [%6]*
Karbendazim 0,9999 1475618 0,9999 1439773 0,8
Simazin 0,9998 3779798 0,9999 3697660 1,1
Atrazin 1,0000 3117467 0,9999 3071006 0,9
MCPA 0,9997 2658212 1,0000 2603736 1,2
Diuron 0,9996 2262577 0,9999 2183986 0,1
Mekoprop 0,9999 1291275 1,0000 1301394 0,9
Terbutilazin 0,9999 2689449 0,9999 2601390 1,2
Rotenon 0,9993 3729462 0,9998 3824594 1,3
Alaklor 0,9997 3018717 1,0000 2984064 1,2
Diazinon 0,9999 4252071 0,9999 3998745 1,0
Klorpirifos 0,9977 796388 0,9940 752674 2,1
Amitraz 0,9084 1394491 0,0001 682 1,6

* ponovljivost injiciranja pri 25 pg/L.

27




Jasna Kalan Diplomska naloga

4.2 SPE METODA

S SPE metodo smo zeleli doseci skupen pristop za pripravo vzorcev. Realne vzorce smo
namre¢ Zeleli v kasnejsi fazi ekstrahirati z organskim topilom, jih dodatno odistiti ter
skoncentrirali, da bi na ta na¢in dosegli ¢im nizjo mejo zaznave. Privzeli smo SPE postopek
za pripravo vzorcev ucinkovin, ki se uporablja na Katedri za biofarmacijo in farmakokinetiko
(poglavje 3.2.6.1). Pri prilagoditvi SPE metode za pesticide smo vrednotili nekatere
parametre, ki so bili kasneje pomembni pri postopkih priprave realnih vzorcev kot npr.

dodatno koncentriranje vzorca s susenjem ter vpliv pH in delez organskega topila v vzorcu.

4.2.1 SuSenje
Z namenom zniZanja meje zaznave metode smo pridobljene eluate e dodatno desetkrat

skoncentrirali. Vrednotenje in optimizacijo tega postopka smo izvedli v treh stopnjah.

4.2.1.1 Stopnjal

Najprej smo uporabili SPE metodo, ki je bila prilagojena za ucinkovine (poglavje 3.2.6.1).
Primerjali smo postopek z in brez dodatnega koncentriranja vzorcev. Uspesnost postopka smo
vrednotili z izkoristkom (enacba 1) in ponovljivostjo (RSD) (enacba 2) pri koncentraciji

analitov 1 pg/L (preglednica 11).

Preglednica 11 1. Primerjava izkoristka ekstrakcije in ponovljivosti privzete SPE z in brez susenja

Neposredna analiza Koncentriranje s susenjem
Izkoristek [%] (RSD[%0]) Izkoristek [%0] (RSD[%0])

Karbendazim 88,8 (92,4) 110,7 (13,6)

Simazin 83,6 (89,5) 85,8 (19,2)

Atrazin 83,6 (88,5) 81,5 (20,5)

MCPA 81,4 (96,0) 91,5 (16,3)

Diuron 79,3 (86,0) 98,3 (14,6)

Mekoprop 80,4 (96,0) 93,5 (18,8)

Terbutilazin 81,8 (83,4) 72,5 (19,2)

Rotenon 86,2 (77,9) 91,5 (10,6)

Alaklor 88,7 (91,5) 65,3 (22,3)

Diazinon 72,8 (85,7) 34,1 (24,5)

Klorpirifos 38,9 (43,7) 9,5 (22,0)

Amitraz 63,4 (35,0) 0,2 (50,4)

Pri neposredni analizi vzorcev je priSlo do velike variabilnosti rezultatov — relativni
standardni odklon je dosegel celo 90 %. Rezultati so bili bolj enotni pri koncentriranih
vzorcih, vendar pa so bila odstopanja Se vedno visja od 20 %. Povpre¢ni izkoristki za

posamezne analite pri neposredni analizi presegajo 80 %, nekoliko slabsi so le za diazinon,
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klorpirifos in amitraz. Pri koncentriranju s suSenjem pa so na povi$ani temperaturi nekateri od
analitov ocitno razpadli ali se izgubili na druge nacine (npr. terbutilazin je hlapen), saj so
izkoristki nizji za terbutilazin, alaklor in diazinon; klorpirifosa po suSenju ostane le Se 10 %,
amitraz pa prakticno ves razpade. Da bi pridobili manj variabilne rezultate, smo poskus

prilagodili tako, da smo pridobljene vzorce na vec razli¢nih nacinov obdelali pred analizo.

4.2.1.2 Stopnja 2

V drugi stopnji smo torej sistematicno preverili vzroke za rezultate iz prve stopnje.
Eksperiment smo izvedli v skladu s postopkom 3.2.6.2.2. Rezultati so prikazani v preglednici
12.

Preglednica 12 Izkoristki [%] in ponovijivost (RSD[%]) SPE postopka pri razlicnih obdelavah eluata

Eluat Eluat Koncentriranje Ultrazvok eluata— 1 mL
celoten razdeljen + eluata - celoten nato
ultrazvok volumen koncentriranje

Karbendazim | 107,4(1,8) 104,1 (4,2) 109,8 109,7 (6,7)
Simazin 1151 (1,3)  108,6 (1,0) 75,4 74,3 (6,1)
Atrazin 114,3(0,4)  107,9(1,1) 98,1 91,0 (7,4)
MCPA* - - - -
Diuron 105,7 (1,6) 92,8 (1,4) 97,1 98,0 (9,1)
Mekoprop* - - - -
Terbutilazin 114,1 (2,0)  105,2 (6,5) 69,3 74,7 (9,5)
Rotenon 82,8 (9,5) 62,0 (7,9) 67,5 67,5 (13,6)
Alaklor 97,6 (4,1) 88,4 (3,5) 60,5 68,7 (17,2)
Diazinon 103,6 (0,5) 98,8 (5,5) 35,9 34,6 (1,3)
Klorpirifos 84,9 (16,5) 92,3(38,4) 10,8 10,3 (1,1)
Amitraz 72,2 (4,1) 69,9 (6,2) 0,02 0,02 (62,2)

* zaradi tehnicnih tezav ni rezultata za analite, ki so v negativni ionizaciji

V primeru, da smo za neposredno analizo vzeli celoten eluat, je bila ponovljivost rezultatov
izredno dobra, saj je le Kklorpirifos presegel RSD 5 %. Tudi ultrazvok je bistveno zmanjsal
variabilnost rezultatov, ¢e smo vzeli manjSi del ecluata in ga pred analizo obdelali z
ultrazvokom. RSD so bili nizji od 10 %, z izjemo klorpirifosa in ob&utno boljsi kot pri vzorcih
brez obdelave z ultrazvokom (preglednica 12). Na osnovi rezultatov smo se odlocili, da v
nadaljevanju za neposredno analizo vzamemo celoten eluat. Pri suSenih vzorcih smo ponovno
opazili nizje izkoristke za nekatere analite, zato smo sumili na nestabilnost pri povisani
temperaturi. Izkoristki so zelo primerljivi med vzorci, kjer smo susili celoten volumen (2 mL)
in vzorci, pri katerih smo vzorec najprej obdelali z ultrazvokom in ga nato razdelili na 2 dela
(po 1 mL) in susili. Za nadaljnje delo smo se odlocili, da raje vzamemo celoten eluat za

susenje, saj imamo v tem primeru dvakrat vecjo koli¢ino analitov v kon¢nem vzorcu.
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Ugotovili smo, da ultrazvok bistveno izboljsa homogenost vzorcev in posledi¢no zmanjsa

variabilnost rezultatov.

4.2.1.3 Stopnja 3

V tretji stopnji smo preverili stabilnost izbranih pesticidov pri povisani temperaturi (T = 50
°C). V tem poskusu smo preverjali izgubo analitov pri suSenju standardne raztopine
pesticidov pri koncentracijah 10 in 25 pg/L (preglednica 13).

Preglednica 13 Preverjanje stabilnosti pesticidov pri susenju na 50 °C

10 pg/L 25 pg/L

Izkoristek [%] (RSD) Izkoristek [%] (RSD)
Karbendazim 99,9 (2,4) 103,2 (1,8)
Simazin 95,3(9,2) 96,3 (2,8)
Atrazin 88,8 (8,2) 86,9 (5,1)
MCPA 103,0 (3,6) 105,3 (2,8)
Diuron 101,8 (3,3) 103,3 (2,2)
Mekoprop 104,4 (3,2) 105,6 (2,4)
Terbutilazin 84,5 (7,6) 81,0 (7,0)
Rotenon 99,3 (3,0) 102,9 (2,0)
Alaklor 74,8 (19,1) 72,9 (10,2)
Diazinon 62,3 (9,9) 58,0 (8,3)
Klorpirifos 38,3 (36,1) 34,7 (38,0)
Amitraz 0,02 (40,0) 0,06 (55,6)

Dokazali smo, da so nekateri analiti nestabilni pri suSenju — najbolj izrazita sta klorpirifos, pri
katerem je po susenju prisotnega Se 40 %, in amitraz, ki popolnoma razpade. lzgubimo pa tudi
terbutilazin, alaklor in diazinon, a v manjSem obsegu. Rezultati so primerljivi pri obeh
koncentracijah. Pri obstojnejSih analitih (izkoristek, visji od 95 %) so ponovljivi rezultati,

variabilnosti pa naras¢a z nestabilnostjo analita.

Nekateri od pesticidov torej niso primerni za koncentriranje s suSenjem, kar pomeni, da je
treba analizirati tudi ne-koncentrirane vzorce. Zaradi izredne nestabilnosti amitraza pri
poviSani temperaturi, dodatno pa je nestabilen tudi v raztopini, Se posebej v vodnem mediju,

smo se odlocili, da ga izklju€¢imo iz vrednotenja metode in analize realnih vzorcev.

4.2.2 VplivpH
V nadaljevanju smo preverjali, ali pH vzorca vpliva na izkoristek ekstrakcije. pH je namrec
pomemben dejavnik, saj so analiti glede na pKa pri razliénem pH razli¢no nabiti. Poskus smo
izvedli v pH obmoc¢ju med 3 in 9 pri koncentraciji 1 pg/L z neposredno analizo po postopku
3.2.6.2.4.
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Preglednica 14 Vpliv pH na izkoristek [%] in ponovljivost (RSD [%)]) SPE postopka. Izkoristek je podan kot relativno glede
na najvisji izkoristek

voda pH=3 pH=6 pH=9
Karbendazim 77 (1,4) 98 (1,2) 100 (2,1) 98 (0,7)
Simazin 79 (0,7) 94 (1,8) 100 (1,8) 95 (0,8)
Atrazin 81 (1,6) 95 (2,7) 100 (2,9) 96 (0,9)
MCPA 77 (5,1) 92 (5,0) 100 (4,5) 98 (2,1)
Diuron 79 (2,2) 93 (4,4) 100 (4,6) 97 (1,5)
Mekoprop 82 (5,3) 94 (5,2) 100 (3,9) 93 (1,1)
Terbutilazin 81 (2,6) 94 (0,5) 100 (3,7) 95 (1,4)
Rotenon 100 (6,5) 96 (8,5) 97 (5,4) 94 (3,6)
Alaklor 100 (7,0) 93 (23,0) 83 (3,2) 77 (0,6)
Diazinon 87 (8,5) 94 (7,8) 100 (1,7) 99 (2,9)
Klorpirifos 99 (8,7) 93 (10,7) 88 (8,3) 100 (5,4)
Amitraz 84 (14,3) 88 (6,0) 91 (6,0) 100 (8,8)

Izbira pH je bila narejena na podlagi relativnega izkoristka in ponovljivost. Za nadaljnje delo
smo izbrali pufer z vrednostjo pH=6, saj ima najvisji izkoristek v ve€ini primerov (pri 8 od 12
izkoristka. NajniZja variabilnost rezultatov je sicer v primeru pufra s pH 9, vendar ima nizje
izkoristke kot pH=6. NajnizZja ponovljivost in uspednost ekstrakcije je bila v primeru pufra s

pH=3 in vode.

Opazili smo, da se je v tem poskusu pri uporabi pufrov pojavila oborina. Zato smo vzorec
pred analizo centrifugirali. Ta oborina je najverjetneje posledica ujetega pufra na SPE kartusi,
ki se spere z elucijskim topilom, v katerem pa ni topen. Da bi se izognili tej tezavi, smo

kartuso pred elucijo sprali s 5 mL ultraciste vode. V nadaljevanju nismo imeli vec teh tezav.

4.2.3 Prisotnost organskega topila
Realni vzorec obic¢ajno najprej ekstrahiramo z organskim topilom. Ta ekstrakt pa dodatno
¢istimo s SPE metodo. Da bi ugotovili, kakSen delez organskega topila v vodi Se ne vpliva za
uspesnost ekstrakcije, smo pri razli¢nih delezih preverili najbolj pogosta ekstrakcijska topila

za pripravo realnih vzorcev. Rezultati so podani v preglednici 15.
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Preglednica 15 Vpliv vrste in deleza organskega topila v pufru pH 6 na izkoristek [%] in ponovljivost SPE postopka

0% topila 5%ACN 10%ACN 5%ACN 5% MeOH 5% ACN+
+ heksan* MeOH*
Karbendazim | 112,9(2,3) 96,2 (2,7) 27,2(10,2)  81,1(7,6) 99,0 (2,5) 101,5 (2,3)
Simazin 102,2(3,9) 1029(15) @ 658(7,3) 99,6 (9,2) 101,7(0,5)  102,7 (2,9)
Atrazin 1043 (1,7) 1055(24) 1030(45) 991(11,7) 102,3(1,3) 103,3(3,5)
MCPA 104,5(3,8) 52,4 (3,0) 9,7 (10,4) 12,1 (5,9) 102,6 (1,3)  88,1(3,8)
Diuron 101,9 (2,7) 103,8(2,6) 102,0(2,8)  102,0(9,7) 97,5(0,8) 101,0 (3,6)
Mekoprop 102,8 (1,5) 49,8(71) 12,2 (9,4) 25,9 (5,3) 99,2 (1,7) 95,7 (2,6)
Terbutilazin 101,9 (2,1) 102,0(2,2) 102,0(17) 715(21,3) 101,0(25) 1025 (12)
Rotenon 88,8 (1,5) 91,3 (2,0 92,4 (3,2) 48,1(28,1) 95,8(2)5) 96,6 (2,7)
Alaklor 101,2(35) 1023(21) 1019(3,00 29,0(20,7) 99,1(3,2) 100,6 (4,5)
Diazinon 1050 (1,7)  105,6 (2,4)  108,7(3,3) 8,8 (7,3) 95,7 (1,2) 103,0 (3,8)
Klorpirifos 69,1 (4,6) 75,9 (4,4) 87,7 (4,0) 21,4 (6,0) 68,7 (10,8)  87,8(7,9)
Amitraz 56,7 (3,6) 51,7 (2,8) 77,6 (4,5) 12,3 (5,4) 46,4 (2,8) 55,8 (6,4)

* razmerje 1:1

Najvisji izkoristki ob prisotnosti organskega topila so bili v 5 % metanola ter 5 % meSanici
metanola in acetonitrila (1:1), saj so bili prakti¢no vsi izkoristki okrog 100 %. Enako velja
tudi za 5 % acetonitril z izjemo MCPA in mekopropa, ki imata v tem primeru za polovico
manjSi izkoristek. 10 % acetonitril ni primeren za vzorce, saj se polarni analiti ne zadrzijo ve¢
na kartusi, MCPA in mekoprop pa imata izkoristke samo Se okrog 10 %. Dodatek heksana v
vzorec povzroCa tezave zaradi loCevanja faz, poleg tega pa so izkoristki za vecino analitov
obcutno nizji. lzkoristki so nizji od 30 % za MCPA, mekoprop, rotenon, alaklor, diazinon,

klorpirifos in amitraz.

Za uporabo pri realnih vzorcih ustreza koncentracija organskih topil do 5 %, pri ¢emer lahko
uporabljamo acetonitril, metanol ali pa njuno mesSanico, saj dejansko ne izgubimo pesticidov

Vv primerjavi z vzorcem brez organskega topila.

4.2.4 Vrednotenje metode
Metodo smo validirali z namenom, da dokazemo, da daje verodostojne rezultate. V skladu s
FDA (Food and Drug Administration — Uprava za hrano in zdravila) smernicami za validacijo
bioanaliznih metod smo vrednotili selektivnost, ponovljivost, linearnost, izkoristek in mejo
dolocitve (86).

Selektivnost metode smo preverili in potrdili z analizo standardne raztopine pesticidov ter
realnih vzorcev. Ugotovili smo, da ni priSlo do interferenc pri retencijskih ¢asih analitov v
posameznih MRM kanalih. Prav tako nobeden od pesticidov ne moti analize drugih pesticidov

pri izbranih MRM prehodih. Kromatogram standardne raztopine pesticidov pri koncentraciji
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25 pg/L je prikazana na sliki 2. Analizirali smo tudi slepe vzorce in opazili amitraz in v
manjSi meri tudi karbendazim v tem vzorcu. To je bil tudi razlog, da smo za karbendazim
dolodili visjo mejo dolocitve kot bi priCakovali glede na njegov odziv. Amitraz pa Smo

predhodno Ze izlocili iz metode.

%104 Cpd 8 terbutilazin: +ESI MRM Frag=81.0v CID@13.0 (2301 -» 174.0) %104 Cpd 1: rotenone: +ESI MRM Frag=86.0V CID@21.0 (395.2 -> 192.1)
4 £.360 2 2 6572 2
2 2
0 0
x104 Cpd 9 atrazine: +ES| MRM Frag=80.0V CID@&13.0 (216.1 -= 174.0) x104 Cpd 3 chlorpyrifos: +ES| MRM Frag=26.0V CID@37.0 (349.9 -» 96.9)
2 2 156|2 7T 2
2 14
1 0.5
0 0
x104 Cpd 10: simazine: +ES| MRM Frag=110.0v CID@13.0 (202.1 -> 132.0) %104 Cpd 4: diazinon: +ESI MRM Frag=81.0v CID&23.0 (305.1 -> 169.0)
3|2 4413 2 g2 6532 2
2 4]
1 2
0 0
%104 Cpd 11: carbendazim: +ES| MRM Frag=26.0v CID@17.0 (192.1 -= 160.0) x104 Cpd 5 amitraz: +ES| MRM Frag=26.0v CID&9.0 (294.2 -» 162.1)
7512 1782 2 42 7485 |2
5_
25 2
0 0
x104 Cpd 12: mecoprop: -ES| MRM Frag=81.0V CID@23.0 (213.0 -> 141.0) %104 Cpd 6: alachlor: +ES|I MRM Frag=81.0v CID@10.0 (270.1 -= 238.0)
N 9 5115 2 B 6537
05 14
0 0
%103 Cpd 13: MCPA: -ES| MRM Frag=81.0V CID@13.0 (199.0 -> 141.0) %103 Cpd 7: diuron: +ES| MRM Frag=161.0v CID@17.0 (233.0 -> 72.0)
75412 5412 2 75412 5 507 2
5 5
254 254
0 : : : - : : : : : . : : : : : 04
1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 & 65 7 75 8
Counts vs. Acquisition Time (min) Counts vs. Acquisition Time (min]

Slika 2 LC-MS/MS kromatogrami standardne raztopine pesticidov z deklarirano koncentracijo 25 pg/L.

4.2.4.1 Vrednotenje SPE metode z dodatnim koncentriranjem vzorcev s suSenjem

Rezultati validacije so predstavljeni v preglednicah 16 in 17. Izkoristki so za temperaturno
neobstojne pesticide nizki, pri ostali pa so 70 % ali ve¢. Nestabilnost je tudi razlog, da smo
amitraz izlocili iz validacije. Metoda je linearna za vse pesticide z determinacijskimi
koeficienti nad 0,999, razen za klorpirifos, kjer je korelacija slabSa in pade izven postavljenih
kriterijev (poglavje 3.2.6.4), predvsem zaradi neobstojnosti pri suSenju. Pesticidi imajo
primerljiva obmocja linearnosti in meje dolocitve, vecina med 0,5 in 2,5 ng/L. Nizke meje
dolocitve so pomembna prednost naSe metode, saj na ta nacin obstaja vecja verjetnost, da jih
bomo zaznali v realnih vzorcih. Klorpirifos se je izkazal kot neprimeren pesticid za

vrednotenje z metodo koncentriranja.
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Preglednica 16 Izkoristek, linearnost, meja dolocitve in obmocje linearnosti SPE metode z dodatnim koncentriranjem
vzorcev s suenjem

Izkoristek Linearnost Meja dolocCitve Obmocje linearnosti

[%] (R [ng/L] [/L]
Karbendazim 89,1 0,9967 5 5-400
Simazin 68,7 0,9996 1 1-4000
Atrazin 69,0 0,9974 0,6 0,6 — 1000
MCPA 92,1 0,9993 2 2 — 8000
Diuron 91,1 0,9996 2 2 — 8000
Mekoprop 107,1 0,9992 2 0,004 - 8000
Terbutilazin 55,4 0,9993 0,5 0,5-200
Rotenon 96,1 0,9997 10 10 - 4000
Alaklor 56,0 1,0000 2,5 2,5-4000
Diazinon 21,5 1,0000 2,5 2,5-200
Klorpirifos 9,5 0,9707 500 500 - 40000

Preglednica 17 Ponovijivost (RSD) SPE metode z dodatnim koncentriranjem vzorcev s susenjem pri razlicnih
koncentracijah pesticidov

0,005 ug/L 0,02 pg/L 0,5 pg/L
Karbendazim 17,8 3,3 6,1
Simazin 17,2 6,5 2,3
Atrazin 15,7 7,9 4,0
MCPA 7,8 15 3,1
Diuron 17,6 1,6 2,3
Mekoprop 9,7 1,0 4,6
Terbutilazin 10,4 8,7 5,0
Rotenon 3,2 7,4 4,1
Alaklor 10,9 6,7 10,9
Diazinon 31,4 13,7 18,3
Klorpirifos 17,9 26,0 14,8

Ponovljivost metode je dobra in je znotraj 20 %. Odstopajo predvsem pesticidi, ki so
neobstojni v procesu susenja vzorca, zlasti diazinon in klorpirifos. Nekateri vzorci so se
namre¢ susili pri poviSani temperaturi tudi 10 minut dlje od ostalih, predvidoma zaradi vi§je
vsebnosti vode v eluatu, kar pa lahko bistveno vpliva na ponovljivost. Kot pricakovano, se

sy

prej omenjena pesticida.

Na splosno je ponovljivost sicer dobra, vendar je suSenje, zaradi mocno podaljSanega

postopka priprave in izgub nekaterih analitov med susenjem, v prihodnje najbrz nesmiselno.
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4.2.4.2 Vrednotenje SPE metode z neposredno analizo vzorcev

Rezultati validacije brez dodatnega koraka susSenja so predstavljeni v preglednicah 18 in 19.
Izkoristki pri tem postopku so boljsi in v veliki vecini presegajo 94 %. Nekoliko nizje
vrednosti so ponovno pri diazinonu (89 %) in Klorpirifosu (64 %), ki sta po podatkih
proizvajalca nestabilna tudi pri sobni temperaturi. Linearnost metode je odli¢na za vse
pesticide razen klorpirifos, a tudi slednji ima v tem primeru R? nad kriterijem sprejemljivosti
(86). Meje dolocitve so zelo razli¢ne, a primerljive z metodo suSenja, nekateri pesticidi imajo
nizje, drugi pa visje meje dolocitve. Glede na faktor koncentriranja (10x) bi pri¢akovali, da
bodo meje dolocitve za ta faktor viSje pri postopku neposredne analize eluata, a temu ni tako.
Na podlagi teh rezultatov lahko zaklju¢imo, da je primernejsa SPE metoda brez dodatnega
koncentriranja s suSenjem. To potrjuje tudi ponovljivost metode, saj je variabilnost nizja in

prakti¢no ne preseze 10 % (preglednica 19).

Preglednica 18 Izkoristek, linearnost, meja dolocitve in obmocje linearnosti SPE metode z neposredno analizo vzorcev

Izkoristek Linearnost Meja  dolocitve Obmodje

[9%6] (R?) [ng/L] linearnosti [ng/L]
Karbendazim 98,5 0,9999 0,25 0,25 - 40000
Simazin 98,7 0,9999 2,5 2,5-40000
Atrazin 96,1 0,9999 1,25 1,25 - 10000
MCPA 98,3 0,9996 10 10 - 80000
Diuron 95,5 0,9997 10 10 - 80000
Mekoprop 95,8 0,9995 10 10 -80000
Terbutilazin 95,7 0,9999 2,5 2,5-2000
Rotenon 96,2 0,9999 5 5 - 40000
Alaklor 94,8 0,9996 5 5 - 40000
Diazinon 88,7 0,9998 0,25 0,25 - 2000
Klorpirifos 63,9 0,9854 50 50 — 400000

Preglednica 19 Ponovijivost (RSD) SPE metode z neposredno analizo vzorcev pri razlicnih koncentracijah pesticidov

0,05 pg/L 0,5 ng/L
Karbendazim 4,1 1,8
Simazin 4,3 14
Atrazin 6,1 1,9
MCPA 6,9 2,9
Diuron 8,7 2,1
Mekoprop 7,7 3,5
Terbutilazin 9,6 2,5
Rotenon 50 2,3
Alaklor 1,6 2,5
Diazinon 2,7 54
Klorpirifos 17,3 54
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Na podlagi rezultatov lahko zaklju¢imo, da je razvita SPE metoda primerna kot metoda za
dodatno ¢is¢enje in koncentriranje vzorcev za 10 pesticidov. 1z prvotnega nabora smo izlo¢ili
amitraz in klorpirifos zaradi nestabilnosti, klorpirifos pa dodatno tudi zaradi slabse

obcutljivosti.

4.25 Aplikacija razvite metode na realne vzorce
SPE metodo smo nato uporabili na realnih vzorcih. Ekstrakcijo pesticidov iz posameznih
materialov smo povzeli po literaturi. Vecina raziskovalcev je uporabljala acetonitril kot
ekstrakcijsko topilo za ¢aj, riz in bombaz. Za riz in bombaZ je potreben tudi dodatek vode.
Pesticide iz olj oz. lipofilnih snovi so najveckrat ekstrahirali s heksanom, vendar smo mi raje
uporabili acetonitril, ker so nasi predhodni rezultati pokazali, da heksan ni primeren kot topilo
(preglednica 15). (81 — 85)

Celokupno analizno metodo smo vrednotili na posameznem analiziranem materialu. V ta
namen smo obogatili vzorce z znano koncentracijo pesticidov (0,5 pg/L) in preverili

izkoristek postopka (poglavje 3.2.6.2). Rezultati so zbrani v preglednici 20.

Preglednica 20 Izkoristki analizne metode pri realnih vzorcih

Izkoristek [%] | Zeleni ¢aj Bombaz Riz Olivno olje Son¢ni¢no
olje
Karbendazim 112,9 100,6 96,1 92,4 99,3
Simazin 101,9 95,2 100,6 50,4 72,3
Atrazin 104,6 93,0 100,0 66,6 75,2
MCPA 41,2 91,8 71,5 42,5 40,1
Diuron 80,5 86,2 98,0 92,8 96,1
Mekoprop 50,6 87,6 55,9 82,0 74,3
Terbutilazin 95,4 69,8 53,0 61,9 65,6
Rotenon 66,2 71,7 16,2 54,3 63,3
Alaklor 84,0 77,2 15,3 75,6 66,9
Diazinon 95,2 91,4 21,8 53,9 54,9
Klorpirifos 92,0 73,8 8,6 29,7 13,9

Izkoristki ekstrakcije iz zelenega €aja in bombaZa so primerljivi z vodnimi vzorci z enako
vsebnostjo organskega topila oz. acetonitrila (preglednica 15), nekoliko niZji pa so za riZ ter
za olja, kar pomeni, da bi bila v prihodnje potrebna optimizacija izolacije iz teh vzorcev. Pri
rizu bi bilo morda smiselno zmleti vzorec in podaljsati ¢as namakanja z vodo, pri pripravi
vzorcev iz olja pa prilagoditi ekstrakcijsko topilo. Pri ekstrakciji pesticidov iz olja se obi¢ajno
uporablja heksan, ki pa v primeru razvite SPE metode ni primeren. Zato bo v prihodnje treba

optimizirati postopek ekstrakcije in/ali poiskati alternativno topilo.
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V hladno stiskanem olivnem olju znamke Gea smo odkrili diuron v koncentraciji 6,8 ng/g.
Podatka za vsebnost diurona v hrani nismo nasli v literaturi. Je pa diuron iskana spojina v
okoljskih vzorcih, pogosto ga zaznajo v vodi, morski vodi, sedimentu in v planktonu.
Vsebnost diurona v reki Ebro je leta 2010 nihala od 3 do 150 ng/L, leta 2011 pa od 7 do 25
ng/L. Od vzorcev iz morja Seto na Japonskem diuron najbolje privzemajo planktoni, saj so v
njih zasledili koncentracije okrog 250 ng/g suhe mase, medtem ko so se v (morski) vodi
koncentracije gibale okrog 20 ng/L, v sedimentu pa okrog 20 ng/g suhe mase. (87, 88)

4.3 SPE-DEX METODA
SPE-DEX metoda je bila namenjena vrednotenju pesticidov v odpadnih vodah. Prevzeli smo
obstoje¢o metodo priprave vzorcev za ucinkovine, ki se uporablja v laboratorijih Katedre za
biofarmacijo in farmakokinetiko. Metode nismo nadalje prilagajali na pesticide, saj smo Ze
predhodno (SPE metoda), prisli do ustreznih zakljuckov. Vrednotenje te metode smo izvedli
na podoben nacin, kot za SPE metodo. Prav tako smo pripravili vzorce na dva nacina — z in

brez dodatnega susenja.

4.3.1 Vrednotenje SPE-DEX metode pri dodatnem koncentriranju s susenjem

Rezultati validacije so prikazani v preglednicah 21 in 22. Tudi SPE-DEX metoda je linearna
za vecino pesticidov, a je linearnost slabSa kot pri SPE metodi. Opazimo lahko, da je pri
nestabilnih pesticidih ta razlika Se bolj izrazena. Enak trend je tudi pri izkoristku ekstrakcije.
Nekateri pesticidi imajo visoke izkoristke, tudi do 100 %, drugi pa nizke. V primeru SPE-
DEX-a je ta razlika Se bolj izrazena, saj je pri Stirih pesticidih izkoristek pod 20 % (pri SPE
metodi samo klorpirifos). Razlog za tako velike razlike je v ¢asu suSenja. Vzorci, pripravljeni
na SPE-DEX-u, vsebujejo ve¢ vode (spremenljive koncentracije), zato ¢as suSenja med
razli¢nimi vzorci variira tudi za pol ure in ve¢. Tudi pri ponovljivosti je viden enak trend pri

SPE metodi, variabilnost pa je bolj izrazita pri nestabilnih analitih.

Glede na rezultate validacije lahko zaklju¢imo, da je SPE-DEX metoda z dodatnim
koncentriranjem primerna za karbendazim, simazin, atrazin, MCPA, diuron, mekoprop in

rotenon.
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Preglednica 21 Izkoristek, linearnost, meja dolocitve in obmocje linearnosti SPE-DEX metode z dodatnim koncentriranjem
vzorcev s sudenjem

Izkoristek Linearnost Meja doloc¢itve Obmodje

[9%6] R [ng/L] linearnosti [ng/L]
Karbendazim 86,9 0,9967 1 1-1000
Simazin 79,0 0,9962 10 10 - 10000
Atrazin 82,6 0,9958 2,5 2,5-2500
MCPA 102,5 0,9970 20 20-20000
Diuron 92,8 0,9984 50 50 — 20 000
Mekoprop 103,1 0,9980 20 20 - 20 000
Terbutilazin 16,2 0,9958 1,25 1,25 - 500
Rotenon 73,6 0,9940 25 25-10000
Alaklor 55 0,9923 50 50 — 10 000
Diazinon 0,4 0,9883 2,5 2,5-500
Klorpirifos 0,7 0,9552 5000 5000 — 100 000

Preglednica 22 Ponovljivost (RSD) SPE-DEX metode z dodatnim koncentriranjem vzorcev s susenjem pri razlicnih
koncentracijah pesticidov

0,1 pg/L 1 pg/L 2,5 g/l
Karbendazim 14,6 6,3 2,2
Simazin 14,4 10,7 5,6
Atrazin 13,0 6,4 4,6
MCPA 6,2 6,2 51
Diuron 11,4 55 2,2
Mekoprop 2,8 5,3 3,1
Terbutilazin 26,1 24,7 9,2
Rotenon 115 12,5 6,6
Alaklor 28,6 24,1 314
Diazinon 43,8 31,8 31,7
Klorpirifos 50,4 76,7 33,7

4.3.2 Vrednotenje SPE-DEX metode z neposredno analizo vzorcev

Rezultati validacije so prikazani v preglednici 23 in 24. Neposredna analiza vzorcev brez
dodatnega koncentriranja s suSenjem je primerna za vrednotenje vseh pesticidov razen
klorpirifosa. Opazni so enaki trendi, kot pri SPE metodi, postopek brez dodatnega
koncentriranja je primernejSi. Po eni strani so boljSi validacijski parametri za metodo z
neposredno analizo, hkrati pa lahko v vrednotenje vklju¢imo tudi temperaturno neobstojne
pesticide — terbutilazin, alaklor in diazinon. Klorpirifos pa tudi v primeru SPE-DEX metode ni
primeren za vrednotenje. Razlika v obcutljivosti metode z in brez dodatnega suSenja je za

temperaturno stabilne pesticide v povprecju le dvakrat boljsa. UpoStevati je tudi potrebno, da

38




Jasna Kalan Diplomska naloga

susenje vzorcev traja eno uro ali ve¢. Zato v prihodnje ni smiselna uporaba SPE-DEX metode

z dodatnim koncentriranjem.

Preglednica 23 Izkoristek, linearnost, meja dolocitve in obmocje linearnosti SPE-DEX metode z neposredno analizo
vzorcev

Izkoristek [90] R® Meja dolo¢itve Obmodje
[no/L] linearnosti

Karbendazim 84,5 0,9988 2,5 2,5-10000
Simazin 94,4 0,9979 25 25-100 000
Atrazin 92,2 0,9970 6,25 6,25 — 20 000
MCPA 89,6 0,9981 50 50 — 200 000
Diuron 86,7 0,9978 100 100 — 200 000
Mekoprop 91,0 0,9984 50 50 - 200 000
Terbutilazin 87,5 0,9983 1,25 1,25 - 5000
Rotenon 73,5 0,9964 50 50 — 100 000
Alaklor 87,2 0,9956 50 50 — 100 000
Diazinon 78,8 0,9961 1,25 1,25 - 5000
Klorpirifos 115,6 0,9536 10000 10 000 — 1 mil.

Preglednica 24 Ponovljivost (RSD) SPE-DEX metode z neposredno analizo vzorcev pesticidov

0,1 pg/L 1 po/L 2,5 ug/L
Karbendazim 9,3 6,9 4,6
Simazin 4,6 2,8 3,3
Atrazin 10,1 2,6 1,4
MCPA 5,0 2,2 4,7
Diuron 4.4 14 4,2
Mekoprop 5,6 1,8 2,9
Terbutilazin 6,3 2,4 4,5
Rotenon 8,9 7,6 3,2
Alaklor 6,2 5,0 2,7
Diazinon 3,1 2,4 2,6
Klorpirifos 36,8 27,4 44

Se kratka primerjava klasi¢ne SPE in SPE-DEX metode za analizo vzorcev odpadnih vod.
SPE-DEX izkazuje primerljive validacijske parametre, razen za mejo dolocitve. Vzorec pri
SPE-DEX postopku je 2,5-krat manj skoncentriran, kar se posledi¢no kaze v manjsi
obcutljivosti te metode. Kljub temu smo raje uporabili SPE-DEX metodo zaradi
enostavnejSega rokovanja. Metoda je po eni strani avtomatizirana, hkrati pa ne zahteva
predpriprave vzorca — filtriranje. To pa je nujen korak pri SPE metodi, saj se drugace kartusa
zamasi. Glede na literaturne podatke so dosezene meje dolocitve s SPE-DEX metodo dovolj

nizke, da bi lahko zaznali pesticide.

39




Jasna Kalan Diplomska naloga

4.3.3 Realni vzorci
Vzorce smo pripravili po postopku, opisanem v poglavju 3.2.7.3. S tem smo preverili, ali je

razvita metoda ustrezna tudi za realne vzorce. Izkoristke smo izra¢unali po enacbi 1, rezultati

pa so predstavljeni v preglednicah 25 in 26.

Preglednica 25 Izkoristki (%) SPE-DEX metode pri vzorcih odpadnih vod z dodatnim koncentriranjem s susenjem

0,5 pg/L 2,5 ug/L

Karbendazim 78,3 81,9
Simazin 77,2 74,8
Atrazin 67,3 70,9
MCPA 77,0 80,0
Diuron 81,0 85,0
Mekoprop 68,5 74,8
Terbutilazin 16,0 13,0
Rotenon 53,9 53,8
Alaklor 4,0 3.4

Diazinon 3,0 2,7

Klorpirifos 1,5 0,3

Preglednica 26 Izkoristki (%) SPE-DEX metode pri vzorcih odpadnih vod z neposredno analizo vzorcev

0,5 pg/L 2,5 g/l
Karbendazim 80,0 87,1
Simazin 82,3 87,7
Atrazin 77,8 82,5
MCPA 86,7 91,0
Diuron 88,3 96,2
Mekoprop 86,1 92,6
Terbutilazin 74,1 74,1
Rotenon 64,5 72,0
Alaklor 71,3 78,6
Diazinon 65,9 70,2
Klorpirifos 82,9 85,9

Izkoristki so v realnih vzorcih nekoliko nizji kot v ultra Cisti vodi, verjetno zaradi vezave na
sediment, vendar pa Se vedno velja, da so precej boljsi izkoristki pri vzorcih, ki smo jih

vzorc¢ili neposredno.

Prisotnost pesticidov smo ugotavljali v Stirih odpadnih vodah neposredno po ¢istilni napravi.
Nasli smo le atrazin v koncentraciji 10,2 ng/L v odpadni vodi iz prekmurske cistilne naprave;
to podrocje zaradi obsega kmetijske dejavnosti spada med bolj obremenjena okolja. V Casu,
ko je bil atrazin Se dovoljen, je bil pogosto najdeno fitofarmacevtsko sredstvo v vodah; pri

vzorcenju povrsinskih voda v Gréiji v devetdesetih letih prejSnjega stoletja so koncentracije
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variirale od 2 do kar 5900 ng/L v rekah, 20 do kar 8500 ng/L v jezerih, medtem ko so se
koncentracije v nekaterih evropskih rekah gibale med 10 in 1300 ng/L. (89)

V kasnejSih raziskavah so vzor¢ili podtalnico v drzavah EU, kjer so zaznali v povprecju 8

ng/L atrazina, kar je primerljivo z nasSim rezultatom. (90)

Glede na to, da ima atrazin v vodi zelo dolgo razpolovno dobo (po nekaterih podatkih tudi do
1200 dni) (89), lahko sklepamo, da se je v preteklosti uporabljal zelo veliko oziroma v zelo
visokih koncentracijah, obstaja pa tudi majhna verjetnost, da ga posamezniki nelegalno Se
vedno uporabljajo na manj$ih obmoc¢jih. Slednje bi lahko opazovali tako, da bi spremljali
nihanja koncentracije atrazina v teko¢ih vodah skozi vse leto — v spomladanskih mesecih bi v

primeru uporabe opazili rahlo poviSanje koncentracije, v zimskih pa upad.
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5 SKLEP
V diplomski nalogi smo se osredotocili na razvoj in optimizacijo preproste metode za
detekcijo izbranih pesticidov v okoljskih vzorcih. Z metodo SPE-DEX smo se osredotocili na
vzorce odpadnih voda, s SPE metodo pa na bombaZz in nekatere potencialne naravne sestavine

za kozmetiko.

Metodo, ki je bila razvita za odkrivanje ostankov zdravilnih u¢inkovin v okoljskih vzorcih,
smo prenesli na pesticide, jo optimizirali, nato pa uporabili na vzorcih, ki so vsaj deloma
povezani s kozmeti¢no industrijo; bombazna vata se na primer uporablja za odstranjevanje
licil, rizev Skrob je zaZelena sestavina v pudrih, saj zaradi majhnih zrn omogoca dober razmaz
in pusca mehak obcutek na kozi, izvlecki zelenega Caja so pogost antioksidativen dodatek v
‘naravni' kozmetiki, olja pa so najpogostejsa sestavina emulzij (krem, losjonov, balzamov ...).
Metodo smo uspe$no validirali za 10 pesticidov, pri cemer je treba upoStevati, da je dodatno

koncentriranje vzorcev s susenjem pri povisani temperaturi manj primerno.

V rizu, bombaZu in zelenem ¢aju nismo zaznali nobenega od izbranih pesticidov. Za riZ in za
bombaz je bil rezultat pricakovan, saj je vec€ino rizZa, ki je na voljo v trgovinah, poliranega;
prav tako je sanitetna bombazna vata beljena in ociS¢ena, vecja verjetnost za prisotnost
pesticidov pa je znacilna za zelen ¢aj, saj je kot plantazna rastlina znan po obremenjenosti s

fitofarmacevtskimi sredstvi.

Zaradi bolj problemati¢ne priprave vzorca so bila pricakovanja za detekcije kateregakoli od
izbranih pesticidov v oljih manjSa. Vendar smo zaznali diuron v hladno stiskanem olivnem
olju. To ni posebno problematic¢no, saj iz embalaZe tega olja ni razvidno, da bi Slo za ekolosko
pridelavo, diuron je v EU dovoljeno fitofarmacevtsko sredstvo, poleg tega pa je malo
verjetno, da bi z vnosom olivnega olja, ki vsebuje tako koncentracijo sredstva, kot smo jo
doloc¢ili, presegel odmerek, ki povzroc¢i akutne ucinke (Acute Reference dose, ARfD), ki je
0,016 mg/kg/dan ali sploh sprejemljiv dnevni vnos (Acceptable Daily Intake, ADI), ki je
0,007 mg/kg/dan. (91)

Metodo SPE-DEX smo uspesno validirali za 10 pesticidov, pri ¢emer moramo upostevati, da
je dodatno koncentriranje vzorcev s suSenjem pri povisani temperaturi popolnoma
neprimerno. Odpadno vodo iz Cistilnih naprav smo vzor€ili Stirikrat, zaznali smo prisotnost
atrazina v vzorcu iz podro¢ja z intenzivno kmetijsko dejavnostjo. Atrazin je v EU sicer
prepovedano fitofarmacevtsko sredstvo Ze od leta 2004. Njegova razpolovna doba v

povrsinskih vodah je lahko tudi do 1200 dni, zato torej obstaja moznost, da smo zaznali
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ostanke pesticida Se iz ¢asa, ko je bil dovoljen; druga moznost pa je, da ga posamezniki Se
vedno uporabljajo na manj$ih podro¢jih; to bi lahko preverili s sezonskim vzorcenjem

povrsinskih voda.

Zaradi samega nacina, kako izbrani pesticidi prehajajo v vodo, bi bilo smiselno vzoréenje
povrsinskih voda in podtalnice, saj se pesticidi vnaSajo neposredno v okolje, Kjer jih nato
spira dez in torej (razen v primeru vlivanja v odtoke) v okolje ne pridejo skozi kanalizacijski

sistem.

Ce primerjamo metodi SPE in SPE-DEX, lahko ocenimo, da je prva bolj primerna za analizo
izbranih pesticidov, saj je bolj natancna, potrebujemo manjSe koliine vzorca, dosegamo
veliko nizje meje dolocitve, poleg tega pa samo delo poteka veliko hitreje, saj lahko
pripravljamo ve¢ paralelk vzorcev vzporedno. Kljub temu je za vzorce odpadnih voda bolj
prakticna metoda SPE-DEX, saj je delno avtomatizirana in ne potrebuje stalne pozornosti
operaterja, poleg tega pa ne zahteva posebne predpriprave vzorca; za SPE metodo bi namrec
morali odpadne vode pred nanosom na kartude filtrirati, sicer bi se te prehitro zamasile.
Dodatno koncentriranje vzorcev ni primerno za nobeno od metod, vendar je veliko bolj
izrazeno pri metodi SPE-DEX, saj se zaradi vec¢je koli¢ine vode v eluatu, bistveno podaljsa

Cas izpostavljenosti poviSani temperaturi.

V okviru diplomske naloge smo postavili izhodis¢e za nadaljevanje dela na tej aktualni
problematiki. V prihodnje bo potrebno za celovito oceno prisotnosti pesticidov v potencialnih
sestavinah za kozmeti¢ne, pa tudi za nekatere prehrambne izdelke, razsiriti nabor pesticidov.
Poleg tega bi bilo pametno preverjati stabilnejSa fitofarmacevtska sredstva ali stabilne
razgradne produkte manj stabilnih pesticidov, smiselno pa bi jih bilo tudi razdeliti po
kategorijah, npr. herbicidi, insekticidi, fungicidi / lipofilni, hidrofilni / dovoljeni, nedovoljeni

in drugo.
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