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Hemija Zivotne sredine

1. PRIPREMA UZORAKA VODE ZA ANALIZU

Uzoreci iz zivotne sredine su veoma kompleksni po sastavu i sadrze analite u niskim
koncentracijama, tako da nije moguce direktno injektovanje ovakvih uzoraka u hromatografski
sistem. Priprema uzoraka je neophodan korak da bi se analiti od interesa identifikovali i
kvantifikovali primenom odgovaraju¢e instrumentalne metode. Priprema uzorka podrazumeva
izolovanje i koncentrovanje analita, kao i precis¢avanje dobijenog ekstrakta od necistoca. Izbor
metode pripreme uzorka zavisi od fizicko-hemijskih svojstava analita (rastvorljivost,
isparljivost...), prirode uzorka (tecan, ¢vrst...) 1 instrumentalne metode analize uzorka (tecna
hromatografija, gasna hromatografija...).

Za predkoncentrisanje tragova lekova, pesticida i sli¢nih analita iz vode mogu se
koristiti tecno-tec¢na i teCno-Cvrsta ekstrakcija. Tecno-tecna ekstrakcija se zasniva na raspodeli
analita izmedu dva rastvaraca u kojima je njegova rastvorljivost razli¢ita. Ogranicenja tecno-
-teCne ekstrakcije su lako stvaranje emulzija i upotreba velikih koli¢ina organskih rastvaraca
za ekstrakciju analita. Kod tecno-Cvrste ekstrakcije analit se raspodeljuje izmedu tecnog uzorka
i ¢vrstog adsorbensa.

Jedna od najcesce koriS¢enih tecno-Cvrstih ekstrakcija je ekstrakcija na évrstoj fazi
(SPE, eng. solid-phase extraction). SPE se koristi za izolovanje i predkoncentrisanje analita iz
tecnih uzoraka, kao $to su uzorci prirodnih i otpadnih voda. Do zadrzavanja analita dolazi tako
Sto se uzorak vode propusta kroz poroznu ¢vrstu fazu sa velikim afinitetom prema analitu.
Analit se nakon toga eluira sa ¢vrste faze pogodnim rastvaratem. Zahvaljujuci jednostavnosti,
brzini, efikasnosti i manjoj potrosnji organskih rastvaraca, ova tehnika je uzela primat nad
klasi¢nom tec¢no-te¢nom ekstrakcijom.

Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi izvodi se na kolonama (kertridzima, Spricevima) odredene
zapremine koji su napunjeni adsorbensom. Postoje razliciti adsorbensi, pa je potrebno izabrati
odgovaraju¢i u zavisnosti od svojstava analita. Kao adsorbensi se najceS¢e koriste silikatni
materijali sa polarnim i nepolarnim funkcionalnim grupama koje omogucavaju selektivne i
specifi¢ne interakcije sa analitima. Reverzno-fazna ekstrakcija na ¢vrstoj fazi se odvija izmedu
nepolarnog ili slabo polarnog analita (kakvi su pesticidi, lekovi, itd.) i nepolarnog adsorbensa
uz polarnu matricu uzorka (kao $to je uzorak vode). Adsorbensi koji se najcesce koriste za
reverzno-faznu ekstrakciju su silikatni materijali sa alkil (Cig i Csg) ili aril grupama. Poslednjih
godina veéina metoda pripreme uzoraka vode se zasniva na upotrebi polimernih adsorbenasa,
kao $to je Oasis HLB (Waters, Milford, SAD). Upotreba HLB (eng. hydrophilic-lipophilic
balance) kertridza, sa uravnotezenim hidrofilnim i lipofilnim karakteristikama, omogucava
ekstrakciju kiselih, neutralnih i baznih analita u Sirokom opsegu pH vrednosti.

Nakon izbora odgovarajuc¢e SPE kolone prelazi se na proceduru ekstrakcije na ¢vrstoj
fazi (slika 1) koja obuhvata cCetiri koraka:

1. kondicioniranje kolone — propustanje male zapremine odgovarajuceg rastvaraca

kroz pakovanje kolone radi pripreme adsorbensa za adsorpciju analita

2. nanoSenje uzorka — propustanje uzorka vode kroz kolonu, pri ¢emu se analit

adsorbuje na pakovanje kolone

3. ispiranje kolone — propuStanje minimalne zapremine odgovarajuc¢eg rastvaraca

(obicno dejonizovane vode sa malim sadrzajem organskog rastvaraca) kroz kolonu
radi uklanjanja necisto¢a iz uzorka vode koje su se zadrzale na adsorbensu

4. eluiranje analita — propustanje odgovarajuceg rastvaraca u kojem se analit dobro

rastvara 1 koji ¢e desorbovati analit sa pakovanja kolone
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Slika 1. Procedura ekstrakcije na ¢évrstoj fazi.

Na slici 2 je prikazana aparatura potrebna za izvodenje ekstrakcije na ¢vrstoj fazi koja
omogucava istovremenu ekstrakciju veceg broja uzoraka. Aparatura se sastoji od staklene kade
na kojoj se nalazi izvod sa manometrom za vezivanje vakuum pumpe (koja obezbeduje
kontinualan protok uzorka). Staklena kada se zatvara perforiranim poklopcem na koji se
postavljaju kertridzi, tj. SPE kolone sa adsorbensom. Prilikom eluiranja kolona rastvaracem, u
kadu se stavlja stalak sa kivetama koje se postavljaju neposredno ispod svakog kertridza i sluze
za sakupljanje ekstrakta.

Slika 2. Aparatura za ekstrakciju na cévrstoj fazi.

2. PRIPREMA UZORAKA SEDIMENATA ZA ANALIZU

Procedura pripreme uzorka sedimenta se sastoji od sledecih stupnjeva:
1. homogenizacija uzorka

2. ekstrakcija analita iz uzorka pomocu odgovarajuéeg rastvaraca

3. koncentrovanje analita (najce$c¢e uparavanjem rastvaraca)

4. preciscavanje dobijenog ekstrakta
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Najvazniji stupnjevi u procesu pripreme ¢vrstih uzoraka su ekstrakcija analita iz matrice
i preCiScavanje dobijenog ekstrakta. PreciS¢avanje dobijenog ekstrakta je veoma vazno
prilikom pripreme kompleksnih matrica za analizu, jer je analit prisutan u znatno niZim
koncentracijama od necistoca, pa je njih potrebno ukloniti.

Pre ekstrakcije potrebno je izvrSiti odgovarajuéi predtretman uzorka koji ukljucuje
suSenje i usitnjavanje uzorka. Uklanjanje vlage se moze vrsiti suSenjem na sobnoj temperaturi
tokom odredenog vremenskog perioda, susenjem u su$nici ili liofilizacijom. Prilikom
usitnjavanja i prosejavanjem kroz odgovarajuca sita smanjuje se veli¢ina Cestica i povecava
kontaktna povrSina prilikom ekstrakcije rastvaracem. Za ekstrakciju analita iz uzoraka
sedimenata se najcesce koriste slede¢e metode:

e Soksletova ekstrakcija (eng. Soxhlet extraction)

e mikrotalasna ekstrakcija (eng. microwave-assisted extraction, MAE)

o ckstrakcija rastvaracem pod pritiskom (eng. pressurized liquid extraction, PLE ili

eng. accelerated solvent extraction, ASE)

e ultrazvucna ekstrakcija (eng. ultrasonic extraction, USE)

Kod ultrazvucne ekstrakcije (sonikacije) za ekstrakciju analita iz ¢vrstih uzoraka koriste
se ultrazvucni talasi. Prednosti ove metode u odnosu na ostale su trajanje i upotreba malih
zapremina organskih rastvaraca. Ova metoda ekstrakcije se odvija na sobnoj temperaturi i
atmosferskom pritisku. Najcesce se izvodi u ultrazvucnom kupatilu napunjenom vodom koja
sluzi za prenos energije ultrazvucnih talasa. Ultrazvucni talasi dovode do erozije matrice
uzorka i pospesuju kontakt matrice sa rastvaracem.

Ultrazvuéna ekstrakcija (slika 3) se obicno izvodi tako Sto se u ultrazvuc¢no kupatilo
postavi sud u kome se nalazi ¢vrst uzorak sa dovoljno organskog rastvaraca i ekstrakcija se vrsi
tokom kratkog vremena. Nakon ekstrakcije, rastvarac sa analitima se odvaja centrifugiranjem
i dekantovanjem, ili filtracijom. Da bi se pospesila ekstrakcija obi¢no se na preostali ¢vrsti
ostatak dodaje sveZ rastvaraC i ceo postupak se ponavlja joS dva puta, a zatim se svi ekstrakti
pomesaju.

Dodatak rastvaraca -
za ekstrakciju
Ekstrakeija u
ultrazvucnom kupatilu

Promuckati

Analiza

ekstrakta

Centrifugiranje U

Prikupljanje
ekstrakta

Postupak se 1zvodi tri puta
Slika 3. Prikaz postupka ultrazvucne ekstrakcije.

Da bi se smanjio uticaj matrice, tj. uticaj sastojaka matrice uzorka i necistoca na
rezultate analize, neophodno je precistiti ekstrakte uzoraka, narocito kompleksnih matrica kao
Sto su sedimenti. Sastojci matrice koji se koekstrahuju sa analitima uticu na smanjenje, a u
redim slucajevima i poveéanje jonizacije i intenziteta signala analita, §to nepovoljno uti¢e na
reproduktivnost i preciznost analize. PreCiS¢avanje dobijenih ekstrakata se obicno izvodi na
kolonama (kertridzima) koje su napunjene adsorbensom. Potrebno je da odabrani adsorbens
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efikasno adsorbuje necistoce, dok odabrani eluent treba da bude efikasniji u rastvaranju analita.
Kao pakovanje kolone obi¢no se koriste silikatni materijali sa polarnim i nepolarnim
funkcionalnim grupama. Kao eluent obi¢no se koriste metanol, acetonitril, dihlormetan, etil-
acetat, aceton 1 heksan, kao i1 smese ovih rastvaraca u razli¢itim odnosima.

3. ANALIZA EKSTRAKATA METODOM TECNE HROMATOGRAFIJE
VISOKIH PERFORMANSI U SPREZI SA MASENOM
SPEKTROMETRIJOM

3.1. Te¢na hromatografija

Hromatografija je fizicka metoda razdvajanja supstanci iz smeSa koja se zasniva na
razli¢itoj raspodeli analita izmedu dve faze, od kojih je jedna nepokretna (stacionarna), a druga
pokretna (mobilna) faza. Kod te¢ne hromatografije, mobilna faza je tecna, a stacionarna faza
je Cvrsta ili tecna i predstavlja pakovanje hromatografske kolone. Do hromatografskog
razdvajanja dolazi usled razli¢itog stepena interakcije analita sa mobilnom i/ili stacionarnom
fazom, zbog Cega je razliCito vreme prolaska analita od mesta unoSenja uzorka do mesta
detekcije. Analiti koji formiraju jace veze sa stacionarnom nego sa mobilnom fazom sporije se
eluiraju sa kolone i imaju duze vreme zadrzavanja na koloni. Vreme zadrzavanja analita u
hromatografskom sistemu predstavlja retenciono vreme.

Tecna hromatografija visokih performansi (HPLC, eng. high performance liquid
chromatography) koristi se, pre svega, za analizu neisparljivih i termicki nestabilnih polarnih i
slabo polarnih analita. Kod ove metode mobilna faza je pod visokim pritiskom da bi se ostvario
neprekidan protok mobilne faze i reproduktivna hromatografija. Mobilna faza mora biti visoke
Cistoce, male viskoznosti, hemijski inertna i kompatibilna sa detektorom i u njoj analit mora
biti rastvoran. Pakovanje hromatografske kolone se sastoji od Cestica veoma malih dimenzija
¢ime se obezbeduje velika kontaktna povrSina, a time i visoka rezolucija, tj. visoki stepen
razdvajanja po ¢emu je metoda i dobila naziv. Efikasnost hromatografskog razdvajanja analita
zavisi od izbora stacionarne i mobilne faze. Optimalnim hromatografskim razdvajanjem smatra
se ono kod kojeg su komponente smesSe jasno razdvojene tokom §to kraceg vremena. Na slici 4
prikazani su osnovni principi te¢ne hromatografije.
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Slika 4. Osnovni principi tecne hromatografije.
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Prema polarnosti hromatografskog sistema razlikuju se normalno-fazna i reverzno-fazna
teCna hromatografija. Kod normalno-fazne hromatografije stacionarna faza je polarna, a
mobilna faza je nepolarna, pa se polarni analiti duze zadrzavaju na koloni i eluiraju sa ve¢im
retencionim vremenom. Reverzno-fazna hromatografija podrazumeva nepolarnu stacionarnu
fazu 1 pretezno polarnu mobilnu fazu, pa se na koloni duze zadrzavaju manje polarni analiti i
eluiraju sa kolone sa ve¢im retecionim vremenom. Protok mobilne faze moze biti izokratski ili
gradijentan. Pri izokratskom protoku, kroz hromatografsku kolonu protice mobilna faza
konstantnog sastava, dok se kod gradijentnog protoka sastav mobilne faze postepeno menja
tokom analize.

Tecni hromatograf visokih performansi sastoji se iz slede¢ih delova (slika 5):

1. rezervoar mobilne faze (staklene boce sa rastvarac¢ima koji sacinjavaju mobilnu fazu)
2. pumpa (za postizanje visokih pritisaka i stabilnog protoka mobilne faze)
3. sistem za unoSenje uzorka (injektor i/ili autosempler)
4. kolona (duzine 10-25 cm, unutrasnjeg prec¢nika 3—5 mm, veli€ine Cestica 3—10 pum)
5. detektor (UV, fluorescentni, maseni i dr.)
6. racunar (za sakupljanje i obradu rezultata)
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Slika 5. Osnovni delovi tecnog hromatografa -
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(Thermo Fisher Scientific, SAD)

Tecna hromatografija je hromatografska metoda koja je danas metoda izbora za
razdvajanje velikog broja organskih jedinjenja, od lekova i njihovih metabolita i pesticida,
malih molekulskih masa, do peptida i proteina, velikih molekulskih masa. Gasna
hromatografija, kao odli¢na alternativna hromatografska metoda, pogodna je za isparljive i
termicki stabilne analite.
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U tecnoj hromatografiji se koriste razli¢ite vrste detektora, kao §to su ultraljubicasti (eng.
ultraviolet, UV), PDA (eng. photodiode array), elektrohemijski, fluorescentni, maseni, itd.
Pra¢enjem odgovora detektora u toku vremena dobija se hromatogram (slika 6). Pomoc¢u
hromatograma moze se vrsiti kvalitativna analiza (na osnovu retencinog vremena ti, t2, t3 koje
zavisi od hemijske prirode analita) i1 kvantitativna analiza (na osnovu povrsine
hromatografskog pika koja je srazmerna koncentraciji analita).

[
»

©  Odgovor detektora

[«
»

t

1 2 3 Vreme (min)

Slika 6. Hromatogram.

3.2. Masena spektrometrija

Masena spektrometrija (MS, eng. mass spectrometry) je analiticka metoda koja se
zasniva na jonizovanju uzorka i razdvajanju nastalih jona prema odnosu mase i naelektrisanja
(m/z). Kao rezultat analize dobija se maseni spektar koji predstavlja grafik zavisnosti relativne
koli¢ine jona od m/z vrednosti. U masenom spektru se nalazi molekulski jon koji daje podatak
o masi molekula analita i fragmentni joni koji daju podatak o strukturi molekula analita.
Prednost metode je izuzetna osetljivost jer se potrebne informacije mogu dobiti analizom svega
1 pg analita.

Maseni spektrometar se sastoji iz jonskog izvora, jonske optike, analizatora, detektora,
vakuum sistema i sistema za obradu podataka (slika 7). U jonskom izvoru dolazi do jonizacije
molekula analita. Nastali joni se zatim putem jonske optike sprovode do analizatora gde se
razdvajaju prema m/z odnosu. Nakon razdvajanja, joni se Salju do detektora koji registruje
signale svih jona. Analizator i maseni detektor nalaze se pod vakuumom da bi se medusobna
interakcija jona svela na minimum, tj. da bi se sprecili sudari, neutralizacija, rasejanje ili
fragmentacija jona.

Analizator
|
| ! l ~
Racunar
\ J\ J T '
! g Detektor
Jonski izvor Jonska optika e

Slika 7. Prikaz masenog spektrometra.
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U jonskom izvoru, jonizacija uzorka se moze izvesti na viSe nacina, a u poslednjoj
deceniji naj¢esce korisc¢ene tehnike jonizacije prilikom HPLC-MS analize zagaduju¢ih materija
zivotne sredine postale su elektrosprej jonizacija (ESI, eng. electrospray ionization) i hemijska
jonizacija na atmosferskom pritisku (APCI, eng. atmospheric pressure chemical ionization).
ESI se pretezno koristi za analizu polarnijih analita, dok se APCI koristi za analizu manje
polarnih jedinjenja. Nastanak jona elektrosprej jonizacijom (slika 8) opisan je nastankom finog
spreja te¢nosti u prisustvu jakog elektricnog polja, pri ¢emu dolazi do desolvatacije jona analita
na atmosferskom pritisku. Naime, analit rastvoren u polarnom 1i isparljivom rastvaracu se
rasprSuje u struji azota kroz kapilaru ¢iji je vrh pod visokim naponom. Pod dejstvom
elektricnog polja, na atmosferskom pritisku, aerosol sastavljen od visestruko naelektrisanih
kapljica napusta kapilaru u obliku finog spreja. Kapljice se polako smanjuju usled isparavanja
rastvaraca i kada gustina naelektrisanja prevazide povrSinski napon dolazi do eksplozije
kapljica, pri ¢emu nastaje veliki broj malih kapljica. Proces se ponavlja i kao rezultat nastaju
desolvatisani joni analita koji kroz jonsku kapilaru stizu do masenog analizatora pod
vakuumom. ESI je ,,meka“ jonizaciona tehnika kojom se dobijaju protonovani ((M+H]") ili
deprotonovani (M—H]") molekuli analita, §to zavisi od polarnosti elektri¢nog polja. Cesto
dolazi do pojave viSestruko naelektrisanih jona ((M+nH]""), kao i adukata molekula analita sa

rastvaratem ([M+R+H]", odnosno [M+R-H]").
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Slika 8. Prikaz elektrosprej jonizacije.
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Jedan od najcesc¢e koriS¢enih masenih analizatora u HPLC-MS analizi zagadujucih
materija Zivotne sredine je jonski trap (eng. ion trap). Poseduje moguénost da izvodi vise
stupnjeva masene analize (MS"), zbog Cega je veoma selektivan, $to moze poboljsati odnos
signala i Suma tako da granica detekcije jonskog trapa bude prihvatljiva za kvantifikaciju niskih
koncentracija analita u kompleksnim uzorcima iz zivotne sredine. Dvodimenzionalni (linearni)
jonski trap (slika 9) se sastoji od dva para elektroda na ¢ijim se krajevima nalaze soCiva koja
usmeravaju jone ka unutrasnjosti trapa. Joni se zadrzavaju u trapu primenom napona. Da bi se
dobio maseni spektar jona zadrzanih u trapu napon se povecava i joni se prema m/z odnosu
izbacuju iz trapa ka detektoru kroz proreze koji se nalaze na centralnim delovima dve
naspramno postavljene elektrode. U trap se uvodi inertan gas, kao Sto je helijum, da bi se
smanjila kinetiCka energija jona i obezbedile njihove stabilne putanje. Kod MS" analize,
izolovanje jona analita koji treba dalje da se fragmentise postize se povecanjem napona, pri
¢emu se iz trapa izbacuju svi ostali joni osim onih sa trazenim m/z odnosom. Nakon
fragmentacije, joni dospevaju do detektora koji registruje njihovo prisustvo i relativnu
koncentraciju.

Slika 9. Prikaz linearnog jonskog trapa.

3.3. HPLC-MS

Veliko ogranicenje hromatografije je nemoguénost precizne identifikacije analita u
smesi, ¢ak i kada su potpuno hromatografski razdvojeni. Identifikacija se zasniva na poredenju
retencionih vremena nepoznatih analita i standardnih supstanci pod istim eksperimentalnim
uslovima. Medutim, cak i kada su retenciona vremena identi¢na, to ne mora biti siguran
pokazatelj da je u pitanju isto jedinjenje. S druge strane, maseni spektri vecine supstanci su
dovoljno specificni da omoguée njihovu identifikaciju sa visokim stepenom sigurnosti.
Kombinovanjem ove dve metode nastala je hibridna tehnika: tecna hromatografija visokih
performansi-masena spektrometrija (HPLC-MS). Kombinovanje separacionih moguénosti
hromatografije sa identifikacionim moguénostima masenog spektrometra omogucava
razlikovanje supstanci sa istim ili slicnim retencionim vremenima na osnovu njihovih razli¢itih
masenih spektara. Razvojem tandem masene spektrometrije (MS/MS ili MS?) polovinom
devedesetih godina postala je moguca precizna i pouzdana detekcija veoma niskih
koncentracija analita, reda veli¢ine ng dm~, u kompleksnim matricama iz Zivotne sredine. U
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tandem masenoj spektrometriji prvo se izoluju prekursor joni analita (slike 10a, 11a i 12a), a
zatim se izaziva njihova fragmentacija sudarima sa inertnim gasom, obi¢no argonom ili
helijumom, i analiza nastalih fragmentnih (produkt) jona (slike 10b, 11b i 12b). Ukoliko se radi
dalja fragmentacija nastalih jona, onda je u pitanju MS? analiza (slika 12¢). Tandem masena
spektrometrija omogucava identifikaciju i kvantifikaciju analita koji imaju istu molekulsku
masu, ali razli¢ite fragmentne jone, kao i onih jedinjenja koja nisu potpuno hromatografski
razdvojena.
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Slika 10. Maseni spektri pesticida karbendazima: a) MS spektar sa prekursor jonom,
b) MS? spektar sa produkt jonom.

KARBAM~1 #306 RT:4.56 AV:1 NL:3.27E7
F: + ¢ ESI Full ms [ 50.00-1000.00]
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KARBAM~1 #75 RT: 1.11 AV:1 NL: 1.05E7
F: + ¢ ESI Full ms2 237.10@30.00 [ 65.00-250.00]

10
g3
g
LPER)
2
24
Z E
S 2 219.9
o 237.0
R R R R R R R R LR RN R S e e e R
70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

m/z

Slika 11. Maseni spektri leka karbamazepina: a) MS spektar, b) MS* spektar.
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DIKLOF~1#7 RT:0.55 AV:1 NL 1.70E6
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DIKLOF~1 #19 RT: 0.38 AV:1 NL: 3.67E5
T: + ¢ ESI Full ms2 296.00@25.00 [ 80.00-320.00]
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DIKLOF~1 #36 RT:0.77 AV:1 NL: 2.62E5

F: + ¢ ESI Full ms3 296.00@25.00 278.00@22.00 [ 75.00-300.00]
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Slika 12. Maseni spektri leka diklofenaka: a) MS spektar, b) MS? spektar, c) MS® spektar.

U toku rada moZe se izabrati snimanje celog masenog spektra i na taj nacin se dobija
ukupni jonski hromatogram (TIC, eng. total ion chromatogram). Ukoliko se odabere
registrovanje odredenog jona dobija se hromatogram odabranog jona (SIM, eng. selected ion
monitoring). Moze se odabrati detektovanje jona nastalog fragmentacijom odredenog jona i
kao rezultat se dobija hromatogram odabrane reakcije (SRM, eng. selected reaction
monitoring) (slika 13).
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Slika 13. Maseni hromatogrami karbendazima u uzorku recne vode:

a) TIC — ukupni jonski hromatogram (m/z 150-350)

b) SIM — hromatogram odabranog jona (m/z 192 — protonovani molekul karbendazima)
¢) SRM — hromatogram odabrane reakcije fragmentacije (m/z 192 — m/z 160)

Prilikom detektovanja analita u realnim uzorcima pomo¢u HPLC-MS tehnike mogu se
dobiti lazni pozitivni rezultati. Nesigurnost je posebno velika kada se ve¢i broj analita detektuje
sa ograni¢enim hromatografskim razdvajanjem, kao i kada je matrica uzorka kompleksna. Radi
izbegavanja laznih pozitivnih rezultata potrebna je potvrda prisustva analita u uzorku. Potvrdna
analiza se izvodi ponovljenim injektovanjem pozitivnog uzorka uz koriS¢enje prosirene MS
metode sa dodatnim SRM prelazima (slika 11b). U slucajevima kada prekursor jon
fragmentacijom daje samo jedan produkt jon, potvrda se moze posti¢i daljom fragmentacijom
fragmentnog jona, tj. MS? analizom (slika 12c). Na spektrima su elipsom ozna¢eni fragmentni
joni odabrani za kvantifikaciju svakog analita, dok su pravougaonikom oznaceni joni odabrani
za potvrdu prisustva analita.
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VEZBA BR. 1 Analiza uzorka re¢ne vode na prisustvo lekova i pesticida

Za ekstrakciju odabranih analita iz uzorka re¢ne vode koristi se SPE procedura
prikazana na slici 14. U cilju kvantifikacije detektovanih lekova i pesticida, uporedo sa
uzorkom vode, po istoj SPE proceduri, priprema se i uzorak vode u kome se dodaje 1 cm®
standardnog rastvora odabranih analita koncentracije 100 ng cm ™.

Uzorak:
50 cm’® vode

{

SPE kolona:
OASIS HLB (200 mg/6 cm®)

{

Kondicioniranje kolone:
5 cm® CH;0H,
5 cm® H,O

{

NanoSenje uzorka

{

Ispiranje kolone:
5 ecm® 5% CH;OH

Susenje kolone:
5 min na vakuumu

!

Eluiranje:
10 cm® CH;0H

|

Uparavanje do suva

{

Rekonstituisanje:
1 cm® CH;:OH

!

Filtriranje:
PVDF filter veli¢ine pora 0,45 pm

Slika 14. SPE procedura za pripremu uzorka vode.

Nakon filtriranja u bocCice za autosempler, dobijeni ekstrakti se analiziraju HPLC-MS
tehnikom, primenom prethodno razvijene metode za analizu 13 lekova i 12 pesticida koji su
najcesce korisceni i detektovani u Republici Srbiji.
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VEZBA BR. 2 Analiza uzorka re¢nog sedimenta na prisustvo lekova i pesticida

Uzorak recnog sedimenta je prethodno susen na sobnoj temperaturi u mraku tokom
sedam dana. Nakon suSenja, odreden je sadrzaj vlage u sedimentu. Na sahatnom staklu je
odmereno oko 2,0000 g sedimenta koji je zatim susen u susnici na 105 °C. Iz razlike u masi pre
1 posle suSenja, odreden je sadrzaj vlage u sedimentu, koji je bio manji od 0,05%. OsuSeni
uzorak sedimenta je zatim prosejan kroz sito veli¢ine pora 500 um, da bi se uklonile mehanicke
necistoce koje bi mogle ometati analizu. Za ekstrakciju odabranih analita iz uzorka sedimenta
koristi se USE procedura prikazana na slici 15. U cilju kvantifikacije detektovanih lekova i
pesticida, uporedo sa uzorkom sedimenta, po istoj USE proceduri, priprema se i uzorak
sedimenta u kome se dodaje 1 cm® standardnog rastvora analita koncentracije 100 ng cm ™.

Uzorak:
2,0000 g sedimenta

{

Ultrazvuéna ekstrakcija:
3 x5 cm® CH:OH
3 x 15 min

}

Centrifugiranje:
3 x 10 min, 4000 o min!

{

Uparavanje do 1 cm®

Preciscavanje:
Si0>/anh. Na>SO4

v

Eluiranje:
10 cm? CH;OH

v

Uparavanje do suva

{

Rekonstituisanje:
0,5 cm® CH;0H

{

Filtriranje:
PVDF filter velicine pora 0,45 pm

Slika 15. USE procedura za pripremu uzorka sedimenta.

Kao i kod analize uzoraka vode, nakon filtriranja u bocice za autosempler, dobijeni ekstrakti
se analiziraju HPLC-MS tehnikom, primenom prethodno razvijene metode za analizu
odabranih lekova i pesticida.
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