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TekcT oBe JOKTOpCKe AMCepTalfje cTaBba ce Ha YBHJI JaBHOCTH,Y ckiiaay ca uiaHoM 30.,
ctaB 8. 3akoHa 0 BUCOKOM obOpazoBamy("Cu. rmacauk PC", Op. 76/2005, 100/2007 —
ayTeHTHYHO Tymadewe, 97/2008, 44/2010, 93/2012, 89/2013 u 99/2014)

HAIIOMEHA O AYTOPCKHUM ITPABUMA:

OBaj TEKCT cMaTpa ce PyKOMHUCOM M CaMO C€ CaoIIITaBa jaBHOCTH (4iaH 7. 3akoHa O
ayTOPCKHUM U CpoaHUM npaBuMa, "Ci. rmacauk PC", 6p. 104/2009, 99/2011 u 119/2012).

Hujenan neo oBe 10KTOpPCKE ANcepTaLMje He CMe Ce KOPUCTUTH HU Yy KaKBe CBPXe,0CUM
32 YIIO3HABamw€ €A lbeHUM CaJipsKajeM npe oa0paHe qucepraumje.
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Pesuwme:

IToxaum 0 JOKTOPCKOj AUCEPTALUjH

np Buonera Mutuh, penoBau npodecop Ilpupoano-marematuykor
(dakynrera YHuBepsuteTta y Humry

Onrumu3aiyja nocTynaka npurpemMe y3opaka 3eMJbHUINTA 32
KBAHTHUTAaTUBHY aHAJIN3Yy NOJUIUKINIYHUX apOMATUIHHUX
YTJbOBOJIOHUKA TPUMEHOM METOJIE racHa XpoMarorpaduja-MaceHa
CIIEKTPOMETpPHja

[Mommuukmnaan apomatrudHu yriboBogoHuIM (ITAY) cBperaBajy ce y
IyroTpajHe opraHcke 3arahuBade, 300r yera je npaheme HBHXOBOT
caipkaja y )KUBOTHO] CPEIMHU O] M3y3eTHOT 3Hauaja. Mlako moctoju
BeIMKK OpOj TOJMMIMKINYHUX apOMaTHYHHX  yIJbOBOJOHHKA,
EBporicka Komucuja nponucyje ob6aBe3y mpahema KOHLEHTpaluja y
KHMBOTHO] CpeluHM 3a camMo mHuXx 16. Ananmuza ITAY y 3emspuiury
Mpe/cTaB/ba BEIUKM M3a30B 300r Maje KOHIICHTpAIUje OBHX
JeIMIbema U HEIOBOJbHE CEJIEKTUBHOCTH OpPraHCKHMX pacTBapauva.
Huwp mucepranuje Ouia je oNTUMH3alMja M BalWJalMja TEXHHUKA
ekcTpakiuje (yaTpa3BydHa eKCTpakiuja, ekcTpakiuja mo Cokcnery u
QuEChERS) kao wu mnpeunnihaBama H00MjEHUX EKCTpakaTa 3a
aHamu3dy 16  NPHOPUTETHUX  MOJUIMKIUYHUX  apOMaTHYHUX
YIJbOBOJOHUKA Y Y30pILMMa 3eMJbHUILNTA MPUMEHOM METOJle TracHa
xpomarorpaduja - MaceHa crekrpomerpuja. HakoH ekcrepuMeHara
CIMPOBEJICHUX Yy IIMJbY ONTHUMM3AIM]jE M BaJHIAIM]e 3aK/bYUEHO je J1a
je TexHHKa 3a KOjy Cy TIIOCTMTHYTe Haj0oJbe aHaJIUTHYKe
kapakrtepuctuke QuEChERS TtexHuka y Kk0joj je 3a €KCTpakuujy
KopultheHa cMelna pacTtBapada anetoHuTpwi/Boga (1:2, v/v), a 3a
npeuninhaBame TOOMjEHUX EKCTpakaTa AHjaTOMEjCKa 3eMJba Kao
copoenc. EduxacHoctu  noOujeHe 3a OBy  KOMOMHALHU]y
pactBapad/copbenc Oune cy y wuHTepBanmy onx 81% 3a
oenso[b]pnyopanten n0 109% 3a Oenso[a]mupeH. Ymorpebom
QuEChERS TexHuKe 3HaTHO je CMamkEeHO BpeMe MpUIpeMe y30paka U
yrnoTpeba BEJMKUX KOJMYMHA OPraHCKUX pacTBapaya, y3 OudyBambe
TayHOCTH U mpeunsHoctu Metone. OnrtummzoBaHa QuEChERS
TeXHUKa KopHUIIheHa je y aHaIN31 y30paka 3eMJBHINTA ca TEPUTOPH]E
rpaackor nojapyyja Huma. Konuenrpanuje ykynuux [TAY Bapupaine
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ExcriepuMeHTaTHU J1€0 JOKTOPCKE IHcCepTaiuje je
¢buHaHcuUpaHo oja crpaHe MuHUCTapcTBa MPOCBETE,
HayKe M TeXHOJIONIKOT pa3Boja Penybnauke Cpowuje, y
OoKBHpY Tpojekara "[IpupoaHu npou3Boau Ouibaka u
JIMIIajeBa; W30JI0Bamke, WIACHTH(UKAIIM]a, OMOJIOIIKA
aKTUBHOCT U mpuMeHa" (eBuaeHIMOHU 0poj 172047)
u "Pa3Boj HOBUX U moOoJpmIame mocrojehux
€JIIEKTPOXEMHU]JCKHX, CIIEKTPOCKOIICKUX U MPOTOYHHX
(®PHUA) meroma 3a mpaheme KBanUTeTa KHUBOTHE
cpenune” (eBuaeHImoHu 6poj 172051)

Hzson, U3:

[Monuuuknuaan apoMatuddu yriboBojoHunu (ITAY)
CBPCTaBajy Cce y IyroTpajHe OpraHcke 3arahuBaue,
300r Yera je mpaheme BUXOBOT CaJipikaja y )KUBOTHO]
CpemuMHHM O] u3y3eTHOr 3Hayaja. Mako mocToju
BEJIMKK  OpOj  MOJMUMKIMYHUX  apOMaTHYHUX
yriboBoJoHUKa, EBponcka Kommcuja mpomucyje
obaBe3y mpahema KOHILEHTpalMja Yy KHUBOTHO]
cpeauHu 3a camo mwux 16. Anammza [IAY vy
3eMJBUINTY TPEJCTaBJba BEIWKH H3a30B 300T Maie
KOHIICHTpAlLlMj€ OBHX JeIUIEHa W HEIOBOJHHE
CENIEKTUBHOCTH  TEXHHMKa  ekcrpakmuje.  Luib
aceprandje Ouia je OonTUMHU3aIMja W BalHalHja
TEXHUKa €eKCTpakuuje (yaTpa3BydyHa €KCTPaKIIMja,
excrpaknuja mo Cokcinery u QUEChERS) kao u
npeunmhaBama J100MjEHUX EKCTpakara 3a aHaIu3y
16 TpPUOPUTETHUX MOJUIUKIMYHUX apPOMATUYHHUX
YIJbOBOJOHUKA Yy Y30pIMMa 3€MJBUINTA MPUMEHOM
MeTole racHa  xpomartorpaduja -  MaceHa
CIIEKTPOMETpH]a. Haxon eKCTiepUMeHaTa
CHPOBEACHUX Y IIUJbYy ONTHUMH3AlLMj€ W BajIuaaluje
3aKJPYUYEHO j€ JIa je TEXHHKA 3a KOjy Cy MOCTUTHYTE
Haj0osbe aHanuTHuke Kapakrepuctuke QUECHhERS
TEXHUKAa Yy KOjOj je 3a eKCTpakuMjy KopumrheHa
cMella pacTBapayva aneroHuTpui/Bona (1:2, v/v), a 3a
npeuninhaBame JOOHJEHUX EKCTpaKaTa JrujaToMejcKa
3emMuba Kao copOeHc. EdukacHoctu noOujeHe 3a oBy
KOMOWHAIM]y pacTBapad/copbeHc Owmie cy y
unTepBany oa 81% 3a 6enso[b]dayopanten g0 109%
3a oenso[a]mupen. Ynorpebom QUEChERS rtexnuke
3HAaTHO j€ CMameHO BpeMe MpHUIpeMe Y30paka Hu
yrnoTpeda BEeNUKHUX KOJMYUHA




OpPraHCKHX pacTBapaya, y3 OUYyBamb€ TAa4HOCTH U
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Skracenice
Acl - Acenaftilen
Acn - Acenaften
ACN - Acetonitril

AID - Automatic interaction detection statisti¢ka analiza
Ant - Antracen

ASE - Accelerated Solvent Extraction (Ekstrakcija rastvarac¢ima koji se krecu velikom
brzinom)

ATSDR - Agency for Toxic Substances and Disease Registry (Agencija za toksi¢ne
supstance i registar bolesti)

BaA - Benzo[a]antracen

BaP - Benzo[a]piren

BaPDE - Benzo[a]piren-7,8-diol-9,10-epoksid
BbF - Benzo[b]fluoranten

BghiP - Benzol[g,h,i]perilen

BKF - Benzo[k]fluoranten

CDC - Centers for Disease Control and Prevention (Centar za kontrolu i prevenciju bolesti)

CHAID - Chi square automatic interaction detection statisticka analiza
Chr - Hrizen

CI - chemical ionization (Hemijska jonizacija)

DAD - Diode array detector (Detektor sa nizom dioda)

DahA - Dibenzo[a,h]antracen

DNK - DezoksiriboNukleinska Kiselina

dSPE - Dispersive solid phase extraction (Ekstrakcija disperznom ¢vrstom fazom)

EA - Environmental Agency (Agencija za zastitu zivotne sredine)

El - Electron Impact (Elektronski udar)
ELSD - Evaporative light - scattering detektor

EPA - Environmental Protection Agency (Agencija za zastitu zivotne sredine)

ESI - Electrospray lonization (Jonizacija elektrosprejom)

EU - Evropska Unija



FAB - Fast Atom Bombardment (Bombardovanje brzim atomima)

FD&FI - Field Desorption/lonization (Desorpcija/jonizacija u jakom polju);
FID - Flame lonization Detector (Plameno jonizacioni detektor)

FLD - Fluorescentni detektor

Flr - Fluoranten

Flu - Fluoren

FMAE - Focused Microwave-Assisted Extraction (Usmerena mikrotalasna ekstrakcija)

GC - MS - Gas chromatography—mass spectrometry (Gasna hromatografija - masena
spektrometrija)

GIS - Geografsku Informacionu Sistem analiza

GWRTAC - Ground-Water Remediation Technologies Analysis Center (Centar za
remedijaciju podzemnih voda)

HCA - Hierarchical cluster analysis (Hijerarhijska klaster analiza)
HMW - High Molecular Weight

HPLC - High-Performance Liquid Chromatography (Te¢na hromatografija visoke
efikasnosti)

IARC- International Agency for Research on Cancer (Medunarodna agencija za istrazivanje
raka)

IcdP - Indeno[1,2,3-cd]piren

ICH- The International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use (Medunarodna konferencija o uskladivanju
tehnickih uslova za registraciju lekova za ljudsku upotrebu)

ICP-OES - Inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy (Opti¢ko-emisiona
spektrometrija sa induktivno kuplovano plazmom)

IS - Internal standard (Unutrasnji standard)

IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry (Medunarodna unija za ¢istu i
primenjenu hemiju)

LC - Liquid Chromatography (Te¢na hromatografija)
LMW - Light Molecular Weight

LOD - Limit of Detection (Granica detekcije)

Log Kow - Vrednost logaritma koeficijenta raspodele u sistemu oktanol-voda



LOQ - Limit of Quantification (Granica kvantifikacije)
m/z - Odnosa mase i naelektrisanja jona

MAE - Microwave-Assisted Extraction (Mikrotalasne ekstrakcija)

MALDI - Matrix Assisted Laser Desorption (Laserska desorpcija sa matriksa)

MS - Mass Spectrometer (Maseni detektor)

MVS - MultiVarijantna Statisti¢ka analiza
n.d. - Ispod granice detekcije

n.p. - Vrednost nije pronadena

Nap - naftalen

OECD - Organisation for Economic Co-operation and Development (Organizacija za
ekonomsku saradnju i razvoja)

OM - Organic Matter (Organska materija)
PAU - Policikli¢ni Aromati¢ni Ugljovodonici

PC - Principal Component (Glavna komponenta)
PCA - Principal Component Analysis (Analiza glavnih komponenti)

PCB - PolyChlorinated Biphenyl (Polihlorovani bifenili)

PCDD - PolyChlorinated DibenzoDioxins (Polihlorovani dibenzo-p-dioksini)
PCDF - PolyChlorinated DibenzoFurans (Polihlorovani dibenzofurani)

PFE - Pressurized Fluid Extraction (Ekstrakcija rastvaraéem pod pritiskom)

Phe - fenantren

PLE - Pressurized Liquid Extraction (Te¢na ekstrakcija pod visokim pritiskom)
PMAE - Pressurized Microwave-Assisted Extraction (Mikrotalasna ekstrakcija pod
pritiskom)

PSA - Primary-secondary amine (Primarni -sekundarni amin)

Pyr - Piren

QUEChERS - Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe

RSD - relativna standardna devijacija

Rt - Retenciono vreme

S - Standardna devijacija

S/N - Odnosa signal/Sum bazne linije



S? - Varijansa

SAX - strong anion-exchange sorbent

SFE - Supercritical Fluid Extraction (Ekstrakcija superkriticnim fluidima)
SFE - Supercritical Fluid Extraction (ekstrakcije superkriti¢énim fluidima)

SIM - Single lon Monitoring

SPE - Solid Phase Extraction (Ekstrakcija ¢vrstom fazom)
SPME - Solid Phase MicroExtraction (Mikroekstrakcija ¢vrstom fazom)

SRM - Standardni Referentni Materijal
SWE - Subcritical Water Extraction (Ekstrakcija subkriticnom vodom)

TCD - Thermal Conductivity Detector (Termalno provodljivi detektor)
TPP - TriPhenyl Phosphate

Uc - Uncertainty (Merna nesigurnost)
UDP-GA - Uridine DiPhosphate Glucuronic Acid

UGTs - UDP-GlucuronosylTransferase
USDA - United States Department of Agriculture (Ministarstvo poljoprivrede SAD)
UV - Ultra Violet (Ultraljubicasta)

WHO - World Health Organization (Svetska zdravstvena organizacija)
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1. Uvod

Sa razvojem civilizacije doslo je do razvoja industrije, a samim tim i do zagadenja zivotne

sredine. Ogromne koli¢ine razli¢itih hemijskih jedinjenja svakodnevno se emituju u zivotnu
sredinu. Putem vazduha, zemljista i vode one dospevaju u hranu, a kroz lanac ishrane i do
coveka. lako se toksi¢ne supstance u ljudskom organizmu obi¢no nalaze u malim koli¢inama,
njihova akumulacija i/ili dugotrajna izlozenost moze biti Stetna za ljudski organizam.
Toksicne supstance se dejstvom raznih parametara u zivotnoj sredini transformisu, i od njih
mogu nastati produkti koji imaju vecu toksi¢nost od polaznih jedinjenja. Zemljiste predstavlja
znacajan izvor kako nutrijenata, tako 1 potencijalno toksi¢nih supstanci za biljke. Iz zemljista
toksi¢ne supstance isparavanjem mogu dospeti u atmosferu, a raznim fizicko-hemijskim
procesima i u vodenu sredinu. Biljke usvajaju zagadujuce supstance iz zemljista, gde mogu

ispoljiti svoje Stetno delovanje na biljni organizam, ali jo§ znacajnije, upotrebom biljaka u

Policikliéni aromati¢ni ugljovodonici (PAU), u svojoj strukturi imaju dva ili vise
kondenzovanih benzenovih prstenova i pripadaju grupi perzistentnih (dugotrajnih) organskih
zagadivaCa. Nastaju usled nepotpunog sagorevanja fosilnih goriva - nafte, uglja, prirodnog
gasa, drveta... Postoji preko 100 jedinjenja koja pripadaju ovoj grupi, ali najcesce se proucava
njih oko 40. Americka agencija za zastitu Zivotne sredine i Evropska unija odredile su 16
PAU ¢ije je koncentracije u zivotnoj sredini neophodno pratiti - naftalen, acenaftilen,
acenaften, fluoren, fenantren, antracen, fluoranten, piren, benzo[a]antracen, hrizen,
benzo[b]fluoranten, benzo[Kk]fluoranten, benzo[a]piren, dibenzo[a,h]antracen,
benzo[g,h,i]perilen i indeno[l,2,3-cd]piren. Ako Se u obzir uzme njihovo toksi¢no, mutageno i
kancerogeno delovanje analiza ovih jedinjenja je od velikog znacaja. lako prisutni u svim
sferama Zivotne sredine, najveca akumulacija PAU zabeleZena je u zemljiStu, te je stoga
njihova analiza u ovom delu Zivotne sredine od izuzetnog znacaja. Organske i neorganske
toksi¢ne supstance u zemljiStu predstavljaju vazan indikator zagadenosti Zivotne sredine. Iako
u zivotnu sredinu mogu dospeti iz prirodnih izvora, najveée koli¢ine ovih jedinjenja poti¢u od
antropogene aktivnosti. Pored organskih polutanata, kao Sto su PAU, u analitickoj hemiji 1
polutanata. Kao i PAU, i teski metali mogu nastati usled sagorevanja fosilnih goriva i

pojedinih industrijskih procesa. Kada se nadu u zemljistu PAU i teski metali uticu na kvalitet



Uvod
) o0
@ g

zemljiSta, interagujuci najpre sa enzimima prisutnim u zemljiStu, a potom i sa organskom

supstancom i mineralima.

Analiza policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika predstavlja slozen proces, koji se sastoji iz
viSe koraka. Za svaki tip uzoraka zajednicke su sledeée faze: uzimanje uzorka, ekstrakcija
PAU, precis¢avanje dobijenih ekstrakata i analiza PAU. Koraci koji zahtevaju najvise paznje
1 najviSe vremena su ekstrakcija i preciS¢avanje dobijenih ekstrakata. Tokom ekstrakcije
neophodno je izdvojiti Zeljeni analit iz slozenog matriksa uzorka. U slu¢aju PAU to se obi¢no
postize smesom slabo polarnih organskih rastvaraca. Kako organski rastvaraci nisu dovoljno
selektivni, iz uzorka se pored zeljenih PAU ekstrahuju i druga nepolarna jedinjenja. Njihovo
razdvajanje obi¢no se postize precis¢avanjem dobijenih ekstrakata, gde se ko-ekstrahovane

necistoce uklanjaju.

Ova doktorska disertacija daje doprinos razvoju tehnika ekstrakcije i pre¢i§¢avanja ekstrakata
za analizu 16 policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika u uzorcima zemljista, s obzirom da
najceS¢e primenjivane tehnike pripreme uzoraka zahtevaju dugo vreme rada i/ili skupu
opremu. Danas se od analitiCara zahteva visoka preciznost i tacnost, uz istovremenu analizu
velikog broja uzoraka, sa §to manjim troSkovima analize. Analitiari se u poslednje vreme
okre¢u novim tehnikama ekstrakcije, od kojih treba izdvojiti QUEChERS (Quick Easy Cheap
Effective Rugged Safe), koja se sastoji iz ekstrakcije pogodnim rastvara¢em i precis¢avanja
dobijenog ekstrakta ekstrakcijom disperznom ¢&vrstom fazom. Ciljevi ove doktorske

disertacije su sledeci:

e Optimizacija ultrazvucne ekstrakcije za analizu PAU u uzorcima zemljista;

e Ekstrakcija PAU po Soksletu i optimizacija tehnike precis¢avanja dobijenih
ekstrakata za analizu PAU u uzorcima zemljista;

e Optimizacija QuEChERS tehnike primenom razli¢itih kombinacija rastvaraca i
sorbenasa za analizu PAU u uzorcima zemljista;

e Validacija optimizovanih tehnika;

e Analiza sadrzaja policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika u uzorcima zemljiSta sa
teritorije grada Nisa;
e Analiza sadrzaja teSkih metala i osnovnih karakteristika zemljiSta u uzorcima sa

teritorije grada Nisa;

e Statisti¢ka obrada podataka u cilju razumevanja odnosa izmedu pojedinacnih PAU,
kao 1 izmedu sadrzaja PAU, metala 1 osnovnih karakteristika zemljista.
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2. Teorijske osnove

2.1.Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici

2.1.1. Opste osobine

Ubrzan razvoj industrije prouzrokovao je znaCajnu emisiju polutanata u zivotnu sredinu.
Glavni faktor koji uti¢e na emisiju Stetnih supstanci je covek, koji svojim aktivnostima
svakodnevno menja kvalitet celokupnog ekosistema. Organski i neorganski kontaminanti
dospevaju u sve sfere zivotne sredine - vazduh, vodu i zemljiste, u biljke i Zivotinje, a kroz

lanac ishrane 1 do ¢oveka.

Polutanti prisutni u zivotnoj sredini mogu da se podele na organske i neorganske. Jedna od
najznacajnijih grupa organskih polutanata su policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici (PAU,
PAH). Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici su organska jedinjenja koja se sastoje od dva ili
viSe kondenzovanih benzenovih prstenova. PAU obuhvataju grupu od preko 100 jedinjenja

(ATSDR, 1995), dok se u zivotnoj sredini naj¢esce nalazi njih oko 40.

PAU u svojoj strukturi sadrze od dva (naftalen) do sedam (koronen) benzenovih prstenova.
Pored toga §to mogu imati razli¢it broj prstenova, oni se razlikuju i po njihovom rasporedu,
pa se tako 1 jedinjenja koja imaju isti broj prstenova mogu znacajno razlikovati po osobinama
(Lundstedt, 2003). U zavisnosti od broja prstenova, PAU se mogu podeliti na lake (light
molecular weight - LMW), koji sadrze dva do tri kondenzovana prstena i teske (high
molecular weight - HMW), koji sadrze Cetiri i viSe prstenova. Postoji nekoliko nacina za
imenovanje policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika, a najve¢u primenu ima trivijalna
nomenklatura, Pored trivijalne nomenklature u upotrebi je i nomenklatura koju je ustanovila
Medunarodna unija za ¢istu i primenjenu hemiju (International Union of Pure and Applied

Chemistry - IUPAC), koja se zasniva na slede¢im pravilima (Ehrenhauser, 2015):
1. Struktura jedinjenja piSe se tako da najveci broj prstenova lezi u horizontalnom redu;

2. Horizontalna i vertikalna osa povlace se kroz centar horizontalnog reda, a molekul se
orijentiSe tako da maksimalan broj prstenova, koji ne leze u horizontalnoj ravni, bude

u gornjem desnom, a minimalan u donjem levom kvadrantu;


file:///D:/Application%20Data/Microsoft/Downloads/ATSDR%201995%20tp69.pdf
file:///D:/Application%20Data/Microsoft/Downloads/Lunstedt,%202003.pdf

Teorijske osnove
\ o0
e N

3. Atomi ugljenika se numeriSu u smeru kazaljke na satu, pri cemu se sa numeracijom

poc¢inje od ugljenika koji nije deo ni jednog drugog prstena i koji se nalazi na
gornjem desnom prstenu, dok se ugljenikovi atomi koji su deo dva ili vise prstenova

ne numerisu;

4. Veze izmedu dva atoma koji nisu zajednicki za dva ili viSe prstenova, obelezavaju se

slovima abecede, pri ¢emu slovo “a” predstavlja vezu izmedu atoma obelezenih sa 1 i

2;

5. Jedinjenje (ili izomer) koje sadzi neki supstituent imenuje se tako Sto se ispred naziva
supstituenta u zagradi napise odgovarajuci broj (slovo) ugljenikovog atoma, kako bi

se oznacilo na kom mestu je doslo do supstitucije.

Americ¢ka agencija za zaStitu zivotne sredine (US EPA) i Evropska unija (EU) sacinile su
listu 16 prioritetnih PAU, te je pracenje njihovih koncentracija u zivotnoj sredini od velikog
znacaja. Lista prioritetnih PAU sadrzi slede¢a jedinjenja: naftalen, acenaftilen, acenaften,
fluoren, fenantren, antracen, fluoranten, piren, benzo[a]antracen, hrizen, benzo[b]fluoranten,
benzo[k]fluoranten, benzo[a]piren, dibenzo[a,h]antracen, benzo[g,h,i]perilen i indenol[l,2,3-
cd]piren (Tabela 1).
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Tabela 1. Formule policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika prioritetnih za analizu

Molekulska CAS Molekulska

Naziv Strukturna formula ]
formula broj masa
Naftalen CoHs 91-20-3 128
Acenaftilen Oe CioHsg 208-96-8 152
Acenaften CioH1o 83-82-9 154
Fluoren CiHiy  86-73-7 166
Fenantren OO‘ C1aH10 85-01-8 178
Antracen CusH1g 120-12-7 178
O 206-44-
Fluoranten ’ Ci6H10 00 202
g
Piren ‘O Ci6H1o 129-00-0 202




0
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Benzo[a]antracen CigH12 56-55-3 228

Hrizen CisH12 218-01-9 228

Benzo[b]fluoranten CooH12 205-99-2 252

Benzo[k]fluoranten CooH12 207-08-9 252

Benzo[a]piren CooH12 50-32-8 252
Indeno[1,2,3-

. H 193-39- 27

cd]piren CxH12 93-39-5 6

Dibenzo[a,h]antracen OOO CxHi4 53-70-3 278

Benzo[g,h,i]perilen OOO CxoHi2 191-24-2 276
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2.1.2. Fizi¢ko-hemijske osobine policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika

Fizi¢ko-hemijske osobine policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika znatno uti¢u na njihovo
ponasanje u zivotnoj sredini. U zavisnosti od molekulske mase, fizicko-hemijske osobine
PAU znatno variraju (Mac Kay i sar., 1992) (Tabela 2). PAU niskih molekulskih masa su
manje stabilni, manje lipofilni i lakSe rastvorni u vodi u odnosu na PAU visokih molekulskih
masa. PAU visokih molekulskih masa su stabilni i Stetniji po ljudsko zdravlje od lakih
(Farhadian i sar., 2010).

Tabela 2. Fizicko-hemijske osobine 16 PAU prioritetnih za analizu (Nollet, 2005)

Rastvorljivost Tacka Tacka Lo Napon
PAU (mmoljl'l) topljenja  kljucanja K g pare
(°C) (°C) oW 25°C (Pa)
Naftalen 2,4x10™ 81 218 3,37 10,9
Acenaftilen np. 92 265 3,98 n.p.
Acenaften 2,9%10° 96 278 4,07  596x10™
Fluoren 1,2x 10 116 295 418  8,81x10?
Fenantren 7,2x10° 101 339 445  18x107?
Antracen 3,7x 10 216 340 445  75x10*
Fluoranten 1,3x10° 111 375 490 2,54x10™
Piren 7,2x 10 156 360 4,88  886x10™
Benzo[a]antracen n.p. 160 435 5,61 7,3 x10°
Hrizen 5,7 x 107 255 448 516  1,3x10°
Benzo[b]fluoranten n.p. 168 481 6,04 1,2x107
Benzo[k]fluoranten n.p. 217 481 6,06 55x10°
Benzo[a]piren 8,4x107 175 495 6,06 15x10°
Indeno[1,2,3-cd]piren n.p. 164 536 6,58 n.p.
Dibenzo[a,h]antracen 3,7 x10™ 267 524 650 0,8x10°
Benzo[g,h,i]perilen 6,0x 107 277 n.p. 6,84 2x10°

Log Ko - vrednost logaritma koeficijenta raspodele u sistemu oktanol-voda; n.p. - vrednost nije pronadena


file:///D:/Application%20Data/Microsoft/Downloads/Mac%20Kay%20et%20al%201992.pdf
file:///D:/Application%20Data/Microsoft/Downloads/Farhadian%20et%20al%202010.pdf
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Policikli¢ni aromaticni ugljovodonici su ¢vrste supstance, bele, bledo zelene ili Zute boje, dok

neki mogu biti i u vidu zelenih kristala. Imaju visoke tacke kljuCanja i topljenja, nizak napon
pare i slabo su rastvorni u vodi (Skupinska i sar., 2014). Od pomenutih 16 PAU, koji su
prioritetni za analizu, naftalen se, u poredenju sa ostalim jedinjenjima, nesto bolje rastvara u
vodi. Rastvorljivost u vodi znacajno opada sa porastom broja C atoma, odnosno broja
kondenzovanih prstenova. Na rastvorljivost ovih jedninjenja u vodi utiCe temperatura, pa se
tako sa porastom temperature (5-30 °C) rastvorljivost povecava tri do Cetiri puta. Rastvorene i
koloidne organske supstance prisutne u vodi takode povecavaju rastvorljivost PAU, na taj
nacin $to se molekuli PAU ugraduju u micele (Neff, 1979). Supstitucija atoma vodonika u
policikli¢nim aromati¢nim ugljovodonicima alkil grupama smanjuje njihovu rastvorljivost. U
odnosu na rastvorljivost u vodi, rastvorljivost PAU u nepolarnim organskim rastvara¢ima i

organskim kiselinama je znacajna.

Kao i rastvorljivost, i napon pare opada sa porastom broja ugljenikovih atoma. Napon pare
znatno uti¢e na prisustvo ovih jedinjenja u atmosferi. Jedninjenja manje molekulske mase
imaju ve¢i napon pare, pa se smatra da su relativno isparljiva, dok jedinjenja koja imaju vecu

molekulsku masu manje isparavaju (Nollet, 2005).

Koeficijent raspodele u sistemu oktanol-voda (Kow) se definiSe kao koli¢nik koncentracije
jedinjenja u oktanolu i koncentracije jedinjenja rastvorenog u vodi. Ova konstanta ukazuje na
sposobnost jedinjenja da se veZe za zemljiSte odnosno organsku materiju zemljista. Vrednost
Kow Je, zapravo, mera hidrofobnosti nekog jedinjenja. Visoka vrednost K,, ukazuje da
jedinjenje ima vecu sposobnost vezivanja za zemljiSte. Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici
se kao nepolarna jedinjenja odlikuju visokim vrednostima Ko, (Tabela 2). Vezivanje PAU za
¢vrstu fazu, odnosno zemljiste se odvija procesima adsorpcije i apsorpcije (Alexander, 1994).
Apsorpcijom se PAU vezuju za ¢vrstu fazu putem difuzije 1 disperzije, dok se adsorpcija
najcesce odvija putem elektrostatickih interakcija. Proces adsorpcije zahteva da privlacne sile
naelektrisane povrSine interaguju sa jonizovanim delovima jedinjenja koje se adsorbuje. S
obzirom na to da su policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici nepolarna jedinjenja, oni se za

povrsinu zemljista naj¢esc¢e vezuju hidrofobnim interakcijama.
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2.1.3. Mehanizam nastajanja policikli¢cnih aromati¢nih ugljovodonika u Zivotnoj

sredini

Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici mogu nastati nepotpunim sagorevanjem organskih
suspstanci (Keith i Telliard, 1979). Mehanizam formiranja PAU nije sasvim razjasnjen, ali
smatra se da podrazumeva procese pirolize i pirosinteze (Ravindra i sar., 2008). Tri moguca
mehanizma formiranja PAU (Haynes, 1991) su Diels-Alderova cikloadicija, reakcije
slobodnih radikala i jonske reakcije. Ovi procesi se odvijaju na visokim temperaturama, na
kojima najpre dolazi do razgradnje vec¢ih molekula na manje fragmente, a nakon toga i
njihovih medusobnih reakcija, kada se formiraju policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici (Slika

1) (Leeisar., 1981).

plrosmtcu
o —ar - @ . @
\
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Slika 1. Mehanizam nastajanja policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika (Lee i sar., 1981)

Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici su stabilni na visokim temperaturama, pa je tako njihov
udeo znacajno visok na temperaturama preko 500 °C. Na nizim temperaturama se mogu naci i

supstituisani PAU.

2.1.4. Prisustvo i rasprostranjenost policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika u

Zivotnoj sredini

Policikliéni aromati¢ni ugljovodonici u zivotnoj sredini su posledica kako prirodnih, tako 1
antropogenih aktivnosti (WHO, 2003). Od prirodnih izvora treba izdvojiti Sumske pozare i
vulkanske erupcije kao znacajne izvore PAU, premda, izversna kolicina PAU mozZe nastati i

kao posledica bioloske aktivnosti biljaka 1 bakterija.

Izvori policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika mogu se podeliti i na pirogene, petrogene i
bioloske (Abdel-Shafy i Mansour, 2016). PAU nastali pirogenim procesima se formiraju

prilikom izlaganja organskih supstanci visokim temperaturama bez prisustva kiseonika ili sa
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vrlo malom koli¢inom kiseonika (destilacija uglja u koks i katran) ili pri termalnom

krekovanju proizvoda nafte. Pirogeni procesi se deSavaju na temperaturama izmedu 350 °C i
1200 °C, i ceS¢e se odigravaju u urbanim sredinama. Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici
takode mogu nastati i na nizim temperaturama (100-150 °C), kroz petrogene procese. PAU
nastali petrogenim putem poticu iz procesa sazrevanja sirove nafte, koji traju dugi niz godina
ili mogu biti posledica izlivanja nafte i goriva u mora, okeane i zemljiSte. Retko se pominje
da PAU mogu nastati i bioloSkim putem, sintezom u nekim biljkama ili bakterijama, kao i
degradacijom organske supstance. Koli¢ina PAU nastalih kroz bioloske procese znatno je

manja u odnosu na koli¢inu PAU nastalih kroz pirogene i petrogene procese.

Iako PAU mogu nastati u znafajnim koncentracijama i putem prirodnih procesa, najveca

koli¢ina ovih jedinjenja ipak nastaje ljudskom aktivnoscu.
Antropogeni izvori PAU se mogu podeliti na (Lee i Vu, 2010):

1. Industrijske izvore - spaljivanje otpada, proizvodnja koksa i aluminijuma,

proizvodnja cementa, procesi prerade nafte, industrija asfalta, proizvodnja gume;

2. lIzvori iz domacinstva - sagorevanje uglja, drveta, nafte i drugih energenata koji se
koriste u grejnim sistemima imaju znacajan udeo u ukupnoj emisiji PAU u Zivotnu
sredinu. Na koli¢inu policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika nastalih ovim putem
uticu klima 1 tip grejanja. Ovaj vid nastajanja PAU ima zna¢ajan uticaj na ljudsko
zdravlje, s obzirom na to da PAU nastali ovim putem obi¢no ostaju u zatvorenom
prostoru. Zhu i saradnici (2009) dosli su do saznanja da 32,8% PAU u zatvorenom
prostoru potice od kuvanja. Jo§ jedan od znacajnih izvora PAU iz domacinstva je 1
dim cigareta, pa tako domacinstva u kojima se pusi sadrze znatno vece koli¢ine PAU

od onih u kojima se cigarete ne konzumiraju.

3. Mobilni izvori emisije - avioni, autobusi, automobili, motocikli predstavljaju
najznaajniji izvor zagadenja policiklicnim aromaticnim ugljovodonicima u
gradovima. Tri su mogu¢a mehanizma formiranja PAU u vozilima:

- Sinteza iz manjih molekula prisutnih u gorivu;
- Zaostali PAU u motoru i gorivu;
- Piroliza ulja (Baek i sar., 1991).

4. Poljoprivredni izvori - spaljivanje biomase.
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U manjim koli¢inama PAU se koriste za izradu boja i pigmenata, (Abdel-Shafy i Mansour,

2016). Od jedinjena zastupljenih u industriji treba izdvoyjiti:

e Acenaften - izrada pigmenata, boja, plastike i pesticida;
e Antracen - rastvarac, izrada boja i pigmenata;

e Fluoranten - izrada hemikalija za poljoprivredu, boja i preparata u farmaceutskoj
industriji;
e Fluoren - izrada boja, pigmenata, pesticida i plastike;

e Fenantren - izrada vlakana i pesticida;

e Piren - izrada pigmenata.

2.1.5. Sudbina policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika u Zivotnoj sredini

Policikliéni aromati¢ni ugljovodonici u Zivotnoj sredini podlezu mnostvu hemijskih i
bioloskih procesa. Hemijske reakcije u kojima se ova jedinjenja transformisu i razlazu obi¢no
su katalizovane Sunc¢evom svetlo§¢u. Procesi u kojima se PAU transformi$u ukljucuju
isparavanje i reakcije oksidacije i nitrovanja, i obi¢no se odigravaju u atmosferi ili vodenoj
sredini (Fu i sar., 2012). U kojoj ¢e se meri odigrati njihova transformacija zavisi od

karakteristika samih jedinjenja, kao i od karakteristika sredine u kojoj se nalaze.

Najveci deo procesa u kojima PAU ucestvuju odigrava se u atmosferi, gde oni mogu biti u
gasovito] fazi ili adsorbovani na povrSini Cestica. Na reaktivnost PAU pored njihovih
karakteristika, uti¢e i priroda Cestica za koje su vezani, vrsta gasova prisutnih u atmosferi i
koli¢ina Sunceve svetlosti. Glavni putevi transformacije PAU u atmosferi su procesi
oksidacije (indukovane ozonom) i hidroksilacije. Na Slici 2. prikazane su glavne reakcije
transformacije PAU u atmosferi (Manzetti, 2003).
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Slika 2. Procesi transformacije PAU u atmosferi (Manzetti, 2003)

Oksidacija PAU u atmosferi najcesc¢e se odigrava uz pomo¢ Sunceve svetlosti, u prisustvu
molekula kiseonika u ekscitovanom obliku (Nagpal, 1993). Oksidacija se mozZe odvijati i u
prisustvu nekih drugih oksidanasa kao Sto su ozon ili hidroksilni radikali. PAU koji se nalaze
na Cesticama lakSe stupaju u reakcije oksidacije u odnosu na one koji se nalaze u gasnoj fazi
atmosfere (Fasnacht i Blough, 2003). Nitro derivati policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika
nastaju u interakciji sa oksidima azota i azothom Kiselinom prisutnom u atmosferi. Pored
toga, nitro PAU mogu nastati i u reakcijama sagorevanja (Karavalakis i sar., 2011), prilikom
Cega nastaju dinitro jedinjenja, kao §to su 1,3-, 1,6- i 1,8-dinitro piren i mononitro PAU, za
koje je dokazano da izazivaju astmu, alergije i rak plu¢a (Nakagawa i sar., 1983). Nitrovanje
PAU odvija se mehanizmom elektrofilne aromati¢ne supstitucije, a brzina ovog procesa
zavisi od reakcionog medijuma i strukture jedinjenja, kao i njihovog oksidacionog i
jonizacionog potencijala (Pysh i Yang, 1963). Prilikom nitrovanja PAU naj¢e$¢e dolazi do
formiranja katjon radikala, koji moze da stupi u razliite reakcije, pa vrlo ¢esto nitro PAU

nisu glavni proizvod koji nastaje ovim reakcijama.
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Dokazano je da oksi PAU, nastali u reakcijama oksidacije, mogu biti prekursori prilikom

formiranja izrazito toksi¢nih polihlorovanih bifenila (PCB), polihlorovanih dibenzofurana

(PCDF) i polihlorovanih dibenzo-p-dioksina (PCDD) (Hajizadehi sar., 2011).

Iz dosadasnjih istrazivanja o ponasanju policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika u Zivotnoj
sredini moze se zakljuciti sledece:
1. Sa povecanjem molekula raste njegova sposobnost da apsorbuje svetlost, a samim
tim i njegova reaktivnost;
2. Sa porastom aromati¢nosti PAU postaju stabilniji;

3. Sto je veéi broj dvostrukih veza u molekulu brza je transformacija PAU u oksi i nitro
derivate.

PAU u vodenu sredinu dospevaju iz atmosfere, usled atmosferske depozicije, kao i spiranjem
sa zemljiSta 1 vegetacije. S obzirom na to da su slabo rastvorni u vodi, obi¢no se nalaze u
sedimentima ili vodama koje su zagadene mastima i uljima. Koliko ¢e se ova jedinjenja
zadrzati u vodenoj sredini, zavisi od stepena volatilizacije, pa tako PAU koji imaju manje
molekulske mase lakse isparavaju i brze napustaju vodenu sredinu, §to se moze zakljuditi na
osnovu napona pare pojedinacnih jedinjenja (Tabela 2). Jedinjenja vece molekulske mase
koja teze isparavaju iz vodene sredine podlezu procesima fotooksidacije i na taj nacin se
polazna jedinjenja. Jo§ jedan od nacina degradacije PAU u vodenoj sredini je 1
biodegradacija, uz pomo¢ razli¢itih mikroorganizama prisutnih u vodi. Biodegradacija PAU u
vodenoj sredini zavisi od uslova sredine, kao $to su koli¢ina prisutnih nutrijenata, broj i vrsta
mikroorganizama, kao i hemijska priroda jedinjenja koje podleze degradaciji (Ghosal i sar.,
2016).

Policikli¢ni aromatic¢ni ugljovodonici u zemljiste dospevaju putem atmosferske depozicije,
izlivanja vode ili odlaganja industrijskog otpada (Neff, 1979). U odnosu na vodenu sredinu,
koncentracija PAU u obliznjem zemljistu moze biti i do 1000 puta veéa (Notar i sar., 2001).
Kada dospeju u zemljiste, ova jedinjenja podlezu procesima isparavanja, ireverzibilne
sorpcije, oticanja u vodenu sredinu i degradacije. Uzevsi sve ovo u obzir, zemljiste se moze
smatrati znacajanim izvorom policikliénih aromati¢nih ugljovodonika. Mobilnost ovih
jedinjenja znatno uti¢e na njihovu biodostupnost, pa se tako sa povec¢anjem Koy (povecanjem
molekulske mase) smanjuje biodostupnost PAU (Brenner i sar., 2002). To znaci da PAU

manje molekulske mase imaju vecu biodostupnost od PAU vece molekulske mase. S druge
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strane, policikli¢ni aromaticni ugljovodonici pirogenog porekla imaju manju biodostupnost u

odnosu na one petrogenog, Sto je posledica adsorpcije PAU pirogenog porekla na
proizvodima sagorevanja (Gustafsson i sar., 1997). Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici
prisutni u zemljiStu podlezu raznim procesima transformacije. Procesu fotooksidacije u
zemljisStu podlezu samo PAU koji se nalaze u povrSinskom sloju, tako da ovaj proces ne
doprinosi degradaciji PAU u zemlji$tu u velikoj meri. Na poviSenoj temperaturi iz zemljiSta
mogu biti uklonjeni isparavanjem, nakon ¢ega dospevaju u vazduh i migriraju u krajeve sa
nizim temperaturama, gde se zadrzavaju (Watts i sar., 2008). Teski PAU se jako vezuju za
zemljiSnu organsku supstancu, dok laki mogu migrirati kroz zemljiSte, pa je njihovo oticanje
iz zemljiSta proces koji nema veliki doprinos uklanjanju ovih jedinjenja. Zabrinjavajué je
visok stepen migriranja oksi derivata PAU nastalih u procesima transformacije u atmosferi
ako se u obzir uzme njihova toksi¢nost i kancerogeni potencijal. (Bandowe i sar., 2011).
Glavni proces koji je vezan za policiklicne aromati¢ne ugljovodonike u zemljistu je sorpcija.
Sadrzaj organskih supstanci (organic matter - OM), sastav, struktura i prisustvo gline znatno
uticu na proces sorpcije. PAU se vezuju za Cestice veli¢ine do 50 pm koje sadrZe organske
supstance. Istrazivanja su pokazala da se naftalen vezuje za organsku supstancu u zemljistu
hidrofobnim interakcijama sa aromati¢nim fragmentima huminskih i fulvinskih kiselina
(Vasilkonov i sar., 2008). Organska supstanca ima najveéi znaaj za vezivanje PAU u
zemljiStu, pa tako u zemljiStima u kojima je procenat OM veci od 8% ona jedina ucestvuje U
vezivanju PAU u zemljistu, a ukoliko je procenat OM u zeml;jiStu manji od 6%, u vezivanju

PAU pored OM ucestvuju i gline (Hwang i sar., 2003a).

Degradacija PAU u zemljistu se odigrava uz pomo¢ prisutnih mikroorganizama. Razlaganjem
ovih jedinjenja mikroorganizmi dobijaju ugljenik i energiju (Johnsen i Karlson, 2007).U
procesu razgradnje PAU u zemljistu ucestvuju bakterije, gljive 1 alge. Bakterije luce
dioksigenazu, koja favorizuje oksidaciju nesupstituisanih PAU uz formiranje alifati¢nih
grupa. Bakterijski indukovana oksidacija se moze odigrati kako u aromati¢nom prstenu, tako
I na ugljeniku za koji je vezan hetero atom ili u petoclanom prstenu. Gljive uz pomo¢ enzima
monooksigenaza transformisu PAU u aromati¢ne okside, koji nakon izomerizacije prelaze u
fenolna jedinjenja. Alge u degradaciji PAU ucestvuju naj¢esc¢e u vodenoj sredini, formirajuci
policikli¢ne fenole. Labana i saradnici (2007) su predstavili opstu Semu degradacije PAU u

zivotnoj sredini (Slika 3).
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Slika 3. Metabolizam PAU u prisustvu bakterija, gljiva i algi (Labana i sar., 2007)

Jedinjenja sa dva ili tri prstena lakSe podlezu degradaciji od jedinjenja koja sadrze vise
prstenova, Sto je sluCaj 1 sa supstituisanim PAU, koji lakSe podlezu degradaciji od
nesupstituisanih jedinjenja. Od velikog znac¢aja za degradaciju ovih jedinjenja u zemljiStu su i
uslovi sredine u kojima se nalaze. Degradacija je verovatnija u kiselim zemljiStima pri
oksidacionim uslovima u aerobnoj sredini. Neka istraZivanja su pokazala da i temperatura
znacajno utic¢e na proces degradacije PAU u zemljistu. Dokazano je da se 84% PAU prisutnih
u zemljistu razlozi za 49 dana na temperaturi 42 °C, dok se oko 50% njih razgradi za isto
vreme na temperaturi od 21 °C (Igbal i sar., 2007). Razgradnju PAU u zemljistu favorizuju i
biljke, koje potpomazu razvoj mikroorganizama. Odredeni proizvodi degradacije ovih

jedinjenja predstavljaju prekursore u formiranju huminskih kiselina. Tokom biodegradacije
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PAU se oksiduju i nastaju njihovi fenolni derivati koji imaju sli¢nosti sa molekulima

huminskih kiselina.
2.1.6. Reaktivnost policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika

Sa hemijske tacke gledista, policiklicni aromati¢ni ugljovodonici se smatraju slabo
reaktivnim jedinjenjima i1 u reakcijama se obi¢no transformiSu u druge aromaticne
ugljovodonike. Reakcije karakteristi¢ne za ova jedinjenja su reakcije elektrofilne supstitucije,
mada nekada mogu ucestvovati i u reakcijama adicije, $to obi¢no zahteva veliku koli¢inu
energije. Distribucija elektrona u samom molekulu odreduje reaktivna mesta (Lee i sar.,
1981), pa je tako kod naftalena verovatnije da ¢e do supstitucije do¢i u poziciji 1 nego u
poziciji 2, dok antracen i1 fenantren najceS¢e reaguju u poziciji 9 i 10, a fluoren u poziciji 9

(Lundstedt, 2003).
2.1.7. Toksi¢nost policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika

Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici su jedni od prvih polutanata koji su okarakterisani kao
izuzetno toksi¢ni 1 potencijalno kancerogeni. Prema Agenciji za zaStitu zivotne sredine
(Environmental protection agency - EPA), benzo[a]piren je svrstan u red opasnih polutanata,
s obzirom na njegov kancerogeni potencijal. Ve¢ina PAU svrstava se u toksi¢ne supstance, sa
mogucim kancerogenim, mutagenim i teratogenim delovanjem (ATSDR, 2009). S obzirom na
ove osobine, PAU su postali predmet velikog broja istrazivanja (Alagic i sar., 2017; Kao i
sar., 2014; Sadowska-Rociek i sar., 2014; Guerin i sar., 1999; Sun i sar., 1998; Menzie i sar.,
1992).

Nakon akutnog izlaganja PAU, mogu se uociti glavobolja, vrtoglavica, kaSalj, iritirana koza,
simptomi sli¢ni onima koji se mogu javiti 1 prilikom izlaganju drugim supstancama. Hroni¢no
izlaganje policiklicnim aromati¢nim ugljovodonicima dovodi do hroni¢nog bronhitisa,
dermatitisa, crvenila, opekotina, iritacije ociju, kaslja, leukoplakije, raka usne duplje,
leukemije i raka bubrega i besike. Kancerogeni potencijal PAU potvrden je ispitivanjima na
laboratorijskim Zivotinjama. Postoje indicije da izazivaju rak koze, pluca, besike, jetre i
creva. Neke studije takode su potvrdile dejstvo na vaskularni, imuni i nervni sistem
(Dasgupta i Lahiri 1992, Szczeklik i sar., 1994, Zhao 1990). Ipak, u klinickim studijama
tesko je utvrditi dejstvo pojedinacnih PAU, zato §to se u istraZivanjima najleSc¢e koriste smese

ovih jedinjenja. Sigurno je da pojedina zanimanja nose sa sobom povecani rizik od izlaganja
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PAU. UgroZzenim kategorijama se smatraju radnici u proizvodnji aluminijuma, aktivhog

uglja, katrana, prerade nafte i sli¢no. Prema IARC (Internacionalna agencija za za istrazivanje
raka) (1983, 2010) vec¢ina PAU smatra se za kancerogene, ali najvec¢i kancerogeni potencijal
pokazuje benzo[a]piren, koji je svrstan u Grupu 1 kao dokazani kancerogen (IARC, 2010).
Pored benzo[a]pirena, naftalen, hrizen, benzo[b]fluoranten, benzo[k]fluoranten,
dibenzo[a,h]antracen, dibenzo[a,e]piren i dibenzo[a,l]piren dokazani su kancerogeni u
ispitivanjima na eksperimentalnim zivotinjama. Sa povecanjem molarne mase raste i

kancerogenost PAU, dok se akutna toksi¢nost smanjuje (Ravindra i sar., 2008).

Za markere emisije PAU koriste se benzo[a]piren, fluoranten i benzo[b]fluoranten (Dybing i
sar., 2013). Bostrom i saradnici (2002) su predlozili benzo[a]piren, fluoranten, fenantren,
metilantracen/fenantren, piren, benzo[b]fluoranten, benzo[k]fluoranten, indeno[1,2,3-
cd]piren, benzol[g,h,i]perilen, dibenzo[a]antracen, i dibenzo[a,l]piren kao marker jedinjenja za
emisiju i pra¢enje zagadenja vazduha. S obzirom na svoju toksi¢nost i kancerogeni potencijal,
benzo[a]piren je oznacen kao marker jedinjenje za izloZenost ljudi policikliénim aromati¢énim
ugljovodonicima (Dybing i sar., 2013). U ve¢ini studija ukupna izlozenost policikli¢énim
aromati¢nim ugljovodonicima se predstavlja preko toksi¢nog ekvivalenta benzo[a]pirena.
Ovaj nacin izraZzavanja zasniva se na merenju koncentracije pojedina¢nih PAU i povezuju se
sa benzo[a]pirenom na osnovu podataka o kancerogenosti. Na primer, hrizen poseduje 1/1000
kancerogenosti benzo[a]pirena i ekvivalentnu toksi¢nu koncentraciju koja iznosi 0,001. Nova
istrazivanja ukazuju da je kancerogeni potencijal dibenzo[a,h]antracena do 10 puta veéi od
benzo[a]pirena (Cincinelli i sar., 2007). Ova izra¢unavanja su znacajna kako bi se odredio
rizik po ljudsko zdravlje, kao i za izracunavanje postepenog dugoro¢nog rizika od raka. U in
vitro uslovima, veéina PAU je slabo ili ni malo mutagena, medutim njihovi metaboliti imaju
potencijalno mutageno delovanje. Mutageni efekat PAU dokazan je in vivo eksperimentima
na zivotinjama, kao i u in vitro uslovima u ljudskim ¢éelijama. Mutageno delovanje PAU
ispoljavaju nakon aktivacije mikrozomalnim enzimima jetre (Teranishi i sar., 1975).
Medutim, naknadno je dokazano da su pored enzima prisutnih u jetri za mutageno delovanje
PAU odgovorni i enzimi prisutni u drugim organima (Weekes i Brusick, 1975). Metaboliti
PAU reaguju sa dezoksiribonukleinskom kiselinom (DNK) i na taj nacin je oStecuju.
Mehanizam mutagenog delovanja PAU proucavan je kroz metabolizam benzo[a]pirena i
benzol[a]piren-7,8-diol-9,10-epoksida (BaPDE) (Tarantini i sar., 2009). Benzo[a]piren i

BaPDE se obi¢no vezuju amino grupe purinskih baza nukleinskih kiselina. Nakon vezivanja
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dolazi do transverzije, gde se pirimidinski nukleotid zamenjuje purinskim. Proces zamene

pirimidinskih nukleotida purinskim nazivaju se G>T transverzije, iz razloga Sto najcesce
dolazi do zamene timina guaninom. Sli¢ni procesi zabelezeni su i u in Vitro istrazivanjima u
kojima su kori$¢ene ljudske ¢elije (Yang i sar., 1999), kao i u in vivo studijama sprovedenim

na laboratorijskim zivotinjama (Miller i sar., 2000).

Teratogeno delovanje policiklicnih aromaticnih ugljovodonika zabelezeno je kod
eksperimentalnih  zivotinja izlozenih benzo[a]antracenu, benzo[a]pirenu i naftalenu
(Wassenberg i Di Giulio, 2004). Istrazivanja sprovedena na laboratorijskim zivotinjama
dokazala su da ingestijom vecih koli¢ina benzo[a]pirena tokom trudnoée dolazi do o$tecenja
ploda (Kristenseni sar., 1995). lako ovakvo delovanje PAU na ljudima nije dokazano, sumnja
se da je usled izlaganja trudnica policiklicnim aromati¢énim ugljovodonicima moguca pojava

deformiteta kod dece i prevremenog porodaja.
2.1.8. Metabolizam policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika

Nakon $§to udu u ljudski organizam, policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici se metabolisu i
izlu€uju putem urina ili se zadrZavaju u mleku 1 masnom tkivu. Metabolizam PAU u
ljudskom organizmu nije dovoljno proucavan, medutim postoji jako puno podataka o
apsorpciji, distribuciji 1 eliminaciji ovih jedinjenja u organizmu eksperimentalnih Zivotinja.
Jedan od najvise proucavanih PAU je piren i njegov metabolit 1-hidroksipiren, koji se iz

organizma izluc¢uje urinom (Popp, 1997; Santella i sar., 1993, CDC, 2005).

Dejstvo policikliénih aromati¢nih ugljovodonika na ljudski organizam odigrava se u vise faza
(ATSDR, 2009):

1. Apsorpcija;

2. Distribucija;

3. Metabolizam;

4. Eliminacija.
Apsorpcija se najéesée odigrava putem pluca i respiratornog trakta (udisanjem vazduha koji
sadrzi izvesne koli¢ine PAU), gastro — intestinalnog trakta (konzumiranjem kontaminirane

hrane i/ili vode) ili koze (neposrednim kontaktom).

Distribucija policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika u ljudskom organizmu je posledica

njihove lipofilnosti. Zbog toga, ova jedinjenja i ako mogu biti prisutna u svim sistemima
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organa, najces¢e se zadrzavaju u masnim tkivima, maj¢inom mleku i pojedinim delovima

gastrointestinalnog trakta.

Metabolizam PAU se odigrava sa ciljem njihove eksrecije iz organizma, prevodenjem u
polarnije metabolite, putem CYP enzimskog sistema (citohrom P-450), koji obuhvata
mnoStvo enzima odgovornih za katalizu oksidacije organskih supstanci. Metabolizam PAU

odvija se u dve faze (Surh i sar., 1996):

e Faza 1 podrazumeva reakcije oksidacije PAU katalizovane enzimom citohrom P-450
i reakcije hidroksilacije katalizovane epoksid hidrolazama;

e Faza 2 podrazumeva slozene reakcije konjugacije koje dodatno poveéavaju
rastvorljivost metabolita PAU.

Glavni derivati u metabolizmu PAU su epoksidi, kao proizvodi koji nastaju oksidacijom
dvostruke veze u aromati¢nim jedinjenjima. Ova jedinjenja su jako reaktivna i pomocu
prisutnih enzima se dalje transformi$u u jedinjenja kao $to su dioli i fenoli (Glatt i Oesch,
1987). Najveéi broj enzima odgovornih za transformaciju PAU se nalazi u jetri, plu¢ima, kozi
1 bubrezima. Medutim, nije zanemarljiv ni broj enzima prisutnih u nosu, mle¢nim Zlezdama,
slezini, mozgu, eritrocitima, placenti i materici. Glavni enzim odgovoran za metabolizam
PAU je citohrom P-450 monooksigenaza i epoksid hidrolaza. Jedan od najvise prou¢avanih je

metabolizam benzo[a]pirena, koji zapoCinje reakcijama epoksidacije (IARC, 1983) (Slika 4).
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Slika 4. Metabolizam benzo[a]pirena (IARC, 1983)

20



Teorijske osnove
\ o0
e N

Epoksid koji se dobija u prvom koraku je 7,8-epoksid, koji se pod dejstvom epoksidnih

hidrolaza transformiSe u odgovarajuce stereoizomerne diole. Odvijanje ovih reakcija zavisi
od stabilnosti epoksida, kao i od prisustva enzima na reakcionom mestu. Dioli nastali u ovom
koraku dalje se mogu oksidovati do 7,8-dihidrodiola-9,10-epoksida, a terminacija se vrsi
pomocu enzima citohrom P-450. Dobijeni diol-epoksid se mozZe javiti u Cetiri razlicita
stereoizomerna oblika od kojih su neki kancerogeni. Epoksidi dobijeni u ovom koraku dalje
se transformiSu u konjugaciji sa glutationom, posredstvom enzima glutation—transferaze.
Neizreagovali epoksidi se dalje mogu konvertovati u fenolna i diolna jedinjenja. Metaboliti
nastali na ovaj nacin su nedovoljno rastvorni i kao takvi ne mogu da se adekvatno izlucuju iz
organizma, pa dolazi do njihove akumulacije u organizmu ili do reakcije sa glukuronskom ili
sumpornom kiselinom (Honer, 2001), kako bi se pospesilo njihovo izlu¢ivanje iz organizma.
PAU takode mogu biti podvrgnuti reakcijama oksidacije i hidroksilacije, pri ¢emu se mogu

dobiti razliciti derivati (Lundstedt, 2003).

Eliminacija policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika iz organizma odigrava se putem urina i

fecesa.
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2.3.Zemljiste i njegov znacaj

2.3.1. Opste osobine

Zemljiste se definiSe kao ,,gornji sloj Zemljine kore koji je obrazovan od mineralnih Cestica,
organskih supstance, vode, vazduha i zivih organizama“ (European Commission, 2006).
Njihova kombinacija odreduje osobine zemljista: teksturu, strukturu, poroznost, boju 1
hemijske osobine. Zemljiste predstavlja jedan slozen i ranjiv sistem. Kako je formiranje
zemljiSta dugotrajan proces, ono se moze smatrati teSko obnovljivim izvorom. Kao spona
izmedu vazduha 1 vode, zemljiSte ima jako vazne funkcije: proizvodnju hrane i biomase,
skladistenje, filtraciju i transformaciju razli¢itih supstanci, ukljucujuéi vodu, ugljenik i azot.
Zemljiste sluzi kao staniSte za mnoge organizme, kao platforma za ljudsku aktivnost i izvor
razlic¢itih materijala. Sadrzi dvostruko veée koli¢ine ugljenika nego atmosfera, od ¢ega vecina
potice od vegetacije. Ove osobine zemljiste ¢ine jako znacajnim sa socioloskog, ekonomskog
I ekoloskog aspekta. Medutim, u poslednje vreme zemljiste sve vise biva ugrozeno, kako u
Srbiji, tako 1 na globalnom nivou. Erozije, salinizacija, zagadenje, gubitak organske supstance
su procesi koji se svakodnevno odigravaju u zemljistu. Ovi procesi imaju negativan uticaj na

ekosisteme, klimu, ljudsko zdravlje i ekonomiju.

Tekstura zemljiSta odredena je velicinom cCestica 1 zavisi od odnosa Cestica peska, gline,
mulja i organske supstance. Usled toga, tekstura zemljiSta uti¢e na proces drenaze, odnosno u
kojoj meri ¢e se u zemljidtu zadrzati voda. Cestice peska su velike, pa su i pore izmedu njih
velike, Sto olakSava prolaz vazduha 1 vode kroz ovakva zemljiSta, dok su Cestice gline manje
od 0,002 mm u pre¢niku, pa prolazak vode kroz ovakva zemljiSta zahteva duzi vremenski

period.

Struktura zemljiSta odredena je nacinom povezivanja Cestica peska, gline 1 mulja. Na
strukturu zemljiSta utiCu organska materija 1 Zivi organizmi prisutni u zemljiStu. Ova osobina
zemljiSta utiCe na rast biljaka, kretanje vode i vazduha kroz zemljiste, 1 dostupnost nutrijenata

biljkama.

Poroznost zemljiSta predstavlja rastojanje izmedu Cestica u zemljistu. Ova osobina zemljista
uti¢e na kretanje vode 1 gasova kroz zemljiSte. Poroznost zemljiSta zavisi od rasporeda Cestica

u zemljistu i njihove veli¢ine. Moze se podeliti na kapilarnu i nekapilarnu. Nekapilarna
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poroznost predstavlja krupne Supljine i pukotine u zemljistu koje mogu biti razlic¢itog porekla:

organskog ili hemijskog. Kapilarne pukotine ili pore javljaju se u sredinama gde veli¢ina pora

nije veca od 0,25 mm.

Boja zemljista odredena je hemijskim i mehanickim sastavom zemljista kao i njegovom
vlaznosc¢u. Tri osnovne boje koje preovladuju u zemljistu su crna, crvena i bela. Od prisutnih

hemijskih jedinjenja umnogome zavisi kakvu ¢e boju zemljiste imati:

e Huminske supstance daju tamno-sivu, sivo-smedu i crnu boju;
e Oksidi i hidroksidi gvozda daju zemljistu crvenu, smedu i Zutu boju,
e Kvarc daje zemljistu belu i svetlo-sivu boju;

e Fero jedinjenja daju plavu i zelenu boju.

2.3.2. Hemijski sastav zemljista

Zemljiste predstavlja polidisperzni sistem koji se sastoji iz ¢vrste, te¢ne i gasovite faze.
Sadrzi organske i mineralne supstance, zemljisni rastvor i zemlji$ni vazduh. Mineralne
supstance prisutne u zemljiStu su Cestice razli¢ite veli¢ine odredenog hemijskog i
petrografskog sastava. Humus 1 mikroorganizmi prisutni u zemljistu predstavljaju organsku
supstancu zemljista. Zemljisna voda se sastoji od vode i u njoj rastvorenih organskih i
mineralnih supstanci, dok zemlji$ni vazduh predtsavlja smesu prisutnih gasova (Frank i
Tolgyessy, 1993).

Mineralne supstance zemljista ¢ini 95 do 99% zemljista (Frank i Tolgyessy, 1993) i sastoji se
iz mnogo elemenata, ali samo njih osam je prisutno vise od 1%: O (46,6%), Si (27,7%), Al
(8,1%), Fe (5,0%), Ca (3,7%), Na (2,8%), K (2,6%), Mg (2,1%).

Mineralne supstance u zemljistu, i odgovorne su za snabdevanje biljaka elementima kao $to
su Ca, K, Mg i P. Iako postoji mnostvo minerala u zemljistu, najzastupljeniji su silikati, dok
su karbonati, sulfati, fosfati i sulfidi manje zastupljeni. U Zemljinoj kori silikati ¢ine 75%
mineralne supstance, dok je taj procenat u zemljiStu znatno veci i ide do 96% (Frank i
Tolgyessy, 1993). Struktura silikata ((SiO4)") je tetraedarska. Silicijum u tetraedru &esto biva
zamenjen aluminijumom i tada dolazi do formiranja alumosilikata. Silikati u zemljistu se
mogu podeliti na primarne i sekundarne. Primarni silikati prisutni u zemljistu su feldspati kod
kojih su K*, Na" i Ca*" vezani za negativno naelektrisan oktaedar. Treba naglasiti da su

primarni silikati jako postojani i da ostaju neizmenjeni nakon metamorfoze. Sekundarni
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silikati se razlikuju od primarnih po hemijskom sastavu. Do hemijskih promena kojima

nastaju zeoliti dolazi usled vulkanskih i hidrotermalnih procesa, dok gline nastaju usled

povrsinskog starenja.

Pored elemenata prirodno prisutnih u zemljiStu, u poslednje vreme je zabelezeno vece
prisustvo teskih metala (metala &ija je gustina veéa od 5 g cm™), koji u zemljiste dospevaju
najée$¢e usled antropogenih aktivnosti. TeSki metali su prisutni u zemljiStu u tragovima
(<1000 mg kg™) kao posledica pedogenetskih procesa (Kabata-Pendias i Pendias, 2001).
ZemljiSte predstavlja depo teskih metala, s obzirom na to da oni ne podlezu mikrobioloskoj
ili hemijskoj degradaciji (Kirpichtchikova i sar., 2006), u zemljistu se zadrzavaju duZi
vremenski period (Adriano, 2003). Prisustvo ovih metala u zemljistu moze da uspori i
onemoguéi biodegradaciju organskih kontaminanata (Maslin i Maier, 2009). Teski metali
predstavljaju rizik po ekosistem i Coveka. Biljke ih usvajaju iz zemljista, ulaze u lanac
ishrane, 1 dospevaju do ¢oveka. Najcesce prisutni teski metali u zemljistu su Pb, Cr, As, Zn,

Cd, Cu, Hg i Ni (GWRTAC, 1997).

Olovo je metal koji je u zemljinoj kori prirodno prisutan u koncentracijama 10 do 30 mg kg™
(USDHHS, 1999). U industrijskoj proizvodnji metala, olovo zauzima peto mesto, odmah
nakon Fe, Cu, Al i Zn. Olovo se Kkorsti u proizvodnji baterija, municije, cevi, pigmenata i
vojnoj industriji. U zemljistu je olovo prisutno u obliku Pb%* jona, kompleksa sa hidroksilnim
jonima, kao i teSko rastvornih sulfida, fosfata, karbonata i hidroksida. Glavni put unoSenja
olova u ljudski organizam su udisanje i ingestija. Takode, olovo se moZe uneti i putem hrane
s obzirom na to da zeleno lisnato povrée ima sposobnost da usvoji odredenu koli¢inu olova iz
zemljiSta jako oneciS¢enog ovim metalom. Olovo se akumulira u organizmu (mozak, kosti,
bubrezi) i moZe dovesti i do smrtnog ishoda. Deca koja su izloZena dejstvu olova imaju nizi
koeficijent inteligencije, mentalne poremecaje 1 hiperaktivnost. Kod odraslih, olovo dokazano

uti¢e na nervni sistem, mozak, eritrocite i bubrege (Baldwin i Marshall, 1999).

Hrom je u zemljiStu prisutan u viSe oksidacionih stanja, $to je uslovljeno pH vredno$¢u
zemljista i redoks uslovima. Najde$¢e se nalazi kao Cr® i Cr®", zatim kao hromat (CrO4?) i
dihromat (Cr,07%). Cr*" je prisutan u kiselim zemljitima (pH<4), gde formira komplekse sa
NHs, OH", CI', F, CN’, SO,% i pojedinim organskim ligandima. Cr®" je mobilnija i toksi¢nija
forma hroma, i njegova mobilnost raste sa porastom pH. Za ljude i Zivotinje Cr® predstavlja

esencijalni element, koji ucCestvuje u metabolizmu masti, proteina i glukoze (Anderson,

25


https://books.google.rs/books?id=YQfMBQAAQBAJ&printsec=frontcover&dq=Trace+Metals+in+Soils+and+Plants&hl=sr&sa=X&ved=0ahUKEwjvss7li_XYAhVD16QKHSzCBg4Q6AEIJjAA#v=onepage&q=Trace%20Metals%20in%20Soils%20and%20Plants&f=false
file:///D:/Application%20Data/Microsoft/Downloads/Kirpichtchikova,%202006.pdf
file:///D:/Application%20Data/Microsoft/Downloads/Adriano,%202001.pdf
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/10889860091114266
file:///D:/Application%20Data/Microsoft/Downloads/GWRATC,%201997.pdf
file:///D:/Application%20Data/Microsoft/Downloads/USDHHS,%201999.pdf
file:///D:/Application%20Data/Microsoft/Downloads/Baldwin,%201999.pdf
file:///D:/Application%20Data/Microsoft/Downloads/Anderson,%201981.pdf

Teorijske osnove
) 90
e N

1981), dok je se Cr® smatra toksi¢nim. Hrom prisutan u obliku hromata i dihromata moze da

se istalozi u prisustvu metalnih katjona poput Ba®*, Pb** i Ag®. Koncentracija hroma u
zemljistu je od 1 do 2000 mg kg™ (Shacklette i Boemgen, 1984) sa prose¢nom vredno$éu od
200 mg kg™ (Hawkes i Webb, 1962).

Arsen je u zemljiStu prisutan u vise oksidacionih stanja (-3, 0, +3 i +5) u zavisnosti od uslova
sredine. U aerobnim uslovima dominantan je petovalentni asrsen u formi arsenata (AsO.*)
koji moze da bude istalozen u prisustvu metalnih jona ili kompleksiran organskim ligandima.
U redukcionim uslovima dominantan je trovelentni arsen u formi arsenita (AsOs*). Arsenit
Cesto biva adsorbovan na sulfidima metala ili drugim jedinjenjima metala 1 sumpora (sulfiti i
sulfati). Pri ekstremno redukcionim uslovima arsen je u zemljiStu prisutan u vidu
elementarnog arsena ili arsina (AsHs). Biotransformacija arsena podrazumeva metilovanje i
formiranje lako isparljivih dimetil (HAS(CHs)y) i trimetil (As(CHs)3) arsina. Arsen se smatra
toksi¢nim elementom i moze izazvati oStecenje koze, kardiovaskularnog sisitema i povecan

rizik od raka (Scragg, 2005).

Cink je element koji je u zemljinoj kori prisutan kao Zn?*, obi¢no u koncentracijama oko 50
mg kg (Alloway, 2008). Poveéanje koncentracije cinka u Zivotnoj sredini posledica je
povecane antropogene aktivnosti poput prerade uglja, proizvodnje Celika, spaljivanja otpada i
aktivnosti u rudnicima. Cink je element esencijalan za ljudsko zdravlje, medutim povisene
koncentracije ovog elementa ispoljavaju negativan efekat, koji se obi¢éno manifestuje kroz

poremecaj metabolizma bakra u organizmu i osteé¢enje nervnih ¢elija.

Kadmijum zajedno sa Pb i Hg ¢ini grupu metala koji su toksi¢ni i nemaju ni jednu dokazanu
bioloSku funkciju. U zemljistu je prisutan kao dvovalentni katjon, i sli¢an je po osobinama
cinku, pa moZe preuzeti njegovu ulogu u biljkama i negativno uticati na metabolicke procese.
Glavni izvor kadmijuma u Zivotnoj sredini su Ni/Cd baterije, ali ne treba zanemariti ni
kadmijum koji potice iz industrije boja 1 pigmenata, fosfatnih dubriva 1 elektronske industrije.
Toksikoloske studije pokazale su da kadmijum koji ude u organizam biva zadrzan dugi niz
godina i negativno uti¢e na ljudsko zdravlje. Ovaj metal izaziva oStecenje bubrega, koje za
rezultat ima proteinuriju, bolest koja nastaje usled oSteCenja enzima koji su odgovorni za
resorpciju proteina u bubrezima. Kadmijum takode smanjuje aktivnost arilsulfataze, alkohol

dehirdorgenaze i lipoamid dehidrogenaze (Manahan, 2002).
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Bakar je jo$ jedan od esencijalnih elemenata prisutnih u zemljistu. Neophodan je kako za

razvoj biljaka, tako i1 za razvoj ljudskog i zivotinjskog organizma. Kod Coveka pomaze
proizvodnju hemoglobina, dok je kod biljaka neophodan za proizvodnju semena i regulaciju
usvajanja vode. lako je esencijalan, ovaj element moze biti i toksi¢an. U visokim dozama
izaziva anemiju, oSte¢enje bubrega, jetre 1 oSte¢enje digestivnog trakta. Kada dospe u zivotnu
sredinu, vrlo se lako transformiSe u oblike koji nisu Stetni. U zemljistu se lako vezuje za
organsku supstancu te je slabo prisutan u jonskom obliku (Cu?"). Rastvorljivost bakra
znacajno raste pri pH oko 5,5 (Martinez i Motto, 2000).

Ziva je jedini metal koji se na sobnoj temperaturi nalazi u te¢nom stanju. Glavni izvor Zive u
zivotnoj sredini je proces sagorevanja uglja. Nakon $to dospe u zivotnu sredinu, Ziva se moze
naéi u obliku jona (Hg®* i Hg,*"), elementarnom stanju (Hg®) ili alkilovana (metil i etil
derivati zive). Ukoliko u sredini u kojoj je Ziva prisutna preovladuju oksidacioni uslovi, ona
¢e biti u jonskom obliku, a ukoliko su uslovi redukcioni, joni bivaju redukovani do
elementarne Zive, iz koje dalje mogu nastati izuzetno toksi¢ni alkil derivati. U zemljiSte ovaj
metal dospeva iz vodene sredine kroz sorpcione procese. Sorpcija Zive raste sa porastom pH.
Kada dospe u zemljiste, moze biti vezana za sulfidni anjon ili alkilovana pomocu
mikroorganizama prisutnih u zemljistu, dok u ljudskom organizmu izaziva oSteCenje bubrega
(Soderland i sar., 2010).

Organska supstanca zemljiSta Cini znatno manji deo zemljiSta u odnosu na mineralnu
supstancu, ali ima veliki znacaj. lako njen sadrzaj retko prelazi 10% ukupne mase zemljista,
ona znatno utice na fizi€ke 1 hemijske karakteristike, kao 1 kvalitet zemljiSta. Smatra se da se
sastoji iz zivih organizama prisutnih u zemljiStu 1 nezive materije koja nastaje izumiranjem i
razgradnjom zivih organizama. U Zzivi deo organske supstance spadaju mikroorganizmi,
koren biljaka i Zivotinje koje Zive u zemljiStu, dok nezivi deo ¢ine proteini, saharidi i lipidi.
Ovaj deo organske supstance zemljista naziva se humus. U pedologiji se humus definise kao
sistem organskih supstanci u zemljiStu koji nastaje razlaganjem biljaka, Zzivotinja i
mikroorganizama (Whitehead i Tinsley, 1963). Huminske supstance su glavni ¢inioci
humusa, njihov sadrzaj je i do 90%. Najcesce su to organske kiseline ili polimerne supstance
koje sadrze aromaticne prstenove. Njihova kisela priroda omogucava da reaguju sa
mineralnom supstancom zemljista, grade¢i organo-mineralne komplekse. Huminske

supstance karakteriSu se slede¢im osobinama:
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e Njihovi molekuli imaju visok sadrzaj kiseonika;

e Imaju nizak sadrzaj ugljenika i1 fenolnih grupa;

e Imaju visok sadrzaj azota, koji se nalazi u aromati¢nim prstenovima.

Huminske supstance prisutne u zemljistu mogu se podeliti u tri grupe: huminske kiseline,
fulvo Kiseline i humini. Huminske kiseline se rastvaraju u alkalnim rastvorima, dok su slabo
rastvorne u vodi i mineralnim kiselinama. Mogu se taloziti iz rastvora mineralnim kiselinama
i dvovalentnim i trovalentnim katjonima. Predstavljaju tamno obojene sferokoloide sa
velikim kapacitetom vezivanja i stabilizovane su u kompleksima sa hidroksidima
aluminijuma 1 gvozda. Fulvo kiseline su svetlo obojene supstance koje ostaju u rastvoru
nakon talozenja huminskih kiselina. U odnosu na huminske kiseline sadrze manje
aromati¢nih prstenova, i veliki broj karboksilnih, karbonilnih i hidroksilnih grupa. S obzirom
na visok sadrzaj karboksilnih grupa, znatno su kiselije u odnosu na huminske kiseline, i lako
rastvorne u vodi, pa se retko nalaze u kompleksima sa mineralnom supstancom. Humini su
supstance koje nisu rastvorne ni u alkalnim ni u kiselim rastvorima i one predstavljaju
nerastvorni deo huminskih supstanci. Smatra se da su to supstance sa visokim sadrzajem

ugljenika i da se jako vezuju za mineralnu supstancu zemljista.

Te¢na komponenta zemljista se sastoji iz soli, organskih supstanci i gasova rastvorenih u vodi
I naziva se zemljiSni rastvor. Sastav ove komponente je promenljiv i zavisi od vlaZnosti
zemljista i reakcija prisutne vode sa prisutnim organskim i neorganskim jedinjenjima. Samo
onaj deo vode koji moze da rastvori prisutne materije predstavlja deo zemljiSnog rastvora. To
znaci da vodena para i voda vezana adsorpcijom ne ulaze u sastav zemljiSnog rastvora. Od
neorganskih jedinjenja koje ulaze u sastav zemljiSnog rastvora izdvajaju se hloridi, nitrati,
karbonati, sulfati 1 fosfati, dok su naj¢esSce prisutne organske supstance one koje imaju niske
molekulske mase, kao $to su fulvo kiseline. Odnos organskog i neorganskog dela zavisi od
tipa zemljista i godiSnjeg doba. Od anjona u zemljisnom rastvoru najvise ima HCO3 i NO3,
koji ¢ine 90% prisutnih anjona, dok od katjona najvise ima H', Ca®*, Mg**, NH,", K* i nesto

manje trovalentnih katjona (Fe** i AI*").

Pored vode u zemljiStu se takode nalaze i gasovi poznati pod nazivom zemljiSni vazduh
(Frank i1 Tolgyessy, 1993). Gasovi u zemljiste dospevaju iz vazduha i njihov sastav u

zemljistu zavisi od sastava vazduha. Od gasova prisutnih u zemljistu treba izdvojiti:
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e CO; - koji se u gornjem sloju zemljista nalazi u granicama od 0,1-1,0%, dok u
dubljim slojevima zemljiSta moze dosti¢i i do 5%. Ovako visok sadrzaj ovog

jedinjenja u dubljim slojevima zemljiSta posledica je razlaganja prisutne organske
materije. CO, je vazan regulator pH zemljista.

e O - ¢ini 10-20% zemljisSnog vazduha. Smanjenje koli¢ine kiseonika ispod 15%
negativno uti¢e na razvoj biljaka.

e N, - kao i u atmosferi, azot je glavna komponenta zemljiSnog vazduha. Pored
molekulskog oblika, u zemljiStu moZe biti prisutan i kao amonijak.

Pored ove tri komponente, koje su oznacene kao glavne komponente zemljiSnog vazduha,
treba pomenuti i prisustvo H,S, Hy, CH4 i SO,, koji nastaju razlaganjem organske materije

prisutne u zemljistu.
2.3.3. pH zemljista

pH zemljista je karakteristika zemljista koja znatno uti¢e na njegov sastav, biolosku aktivnost
1 procese. Ovaj parameter uti¢e na rastvorljivost mnogih supstanci, adsorpciju i desorpciju
jona, koagulaciju i peptizaciju koloida, kao i hemijske reakcije koje se odigravaju. pH
vrednost zemljista je odredena koncentracijom slobodnih H3zO" i OH jona u zemljisnom

rastvoru.

Na osnovu pH vrednosti zemljiste se moze podeliti na nacin prikazan u Tabeli 3. (USDA,
1993):

Tip zemljista pH

Ultra kiselo <35
Ekstremno kiselo 3,5-4,4
Izrazito kiselo 45-50

Jako kiselo 5,1-5,5
Umereno kiselo  5,6-6,0
Slabo kiselo 6,1-6,5
Neutralno 6,6-7,3

Slabo alkalno 7,4-7,8
Umereno alkalno 7,9-8,4
Jako alkalno 8,5-9,0
Izrazito alkalno  >9,0

Tabela3. Podela zemljista u zavisnosti od pH vrednosti (USDA, 1993)
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2.4.Analiza policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika

2.4.1. Uvod

Analiza uzoraka zivotne sredine predstavlja dug i slozen proces zbog kompleksne prirode
samog uzorka, kao i ¢injenice da su Zeljeni analiti obi¢no prisutni u tragovima. Pre pocetka

bilo kakve analize neophodno je sagledati sledece:
e Prirodu uzorka;
e Slozenost procesa uzorkovanja, ukljucujucéi i veli¢inu mesta sa kog se uzorak uzima;

e Promene koje se mogu desiti na uzorku nakon uzorkovanja, a koje zahtevaju izmene

u procesu uzorkovanja i skladiStenja;
e Pitanja vezana za obezbedenje i kontrolu kvaliteta celokupne analize.

Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici predstavljaju zbog svoje toksi¢nosti vazne indikatore
zagadenosti zivotne sredine, pa je neophodno pratiti njihovu koncentraciju u uzorcima iz
zivotne sredine. S obzirom na to da se PAU mogu naci u svim delovima Zivotne sredine,
razli¢iti uzorci zahtevaju razlicit tretman i razli¢ite metode analize. Ipak, za svaki tip uzoraka

postupci analize se mogu posmatrati kroz sledece faze:

1. Prikupljanje i homogenizacija uzorka;

2. Ekstrakcija, kako bi se PAU izdvojili iz slozenog matriksa uzorka;

3. Precis¢avanje, kako bi se uklonile ko-ekstrahovane necistoce;

4. Analiza, kako bi se utvrdila koli¢ina PAU u uzorku.
Problem u analizi PAU predstavlja njihova mala koncentracija u uzorku, ko-ekstrakcija
prisutnih organskih jedinjenja i sli¢na struktura samih PAU jedinjenja.
Ako se u obzir uzme to da su PAU hidrofobna jedinjenja i imaju visok koeficijent raspodele
oktanol-voda, vrlo lako se vezuju za organsku materiju zemljiSta i na taj nacin se smanjuje
njihava biodostupnost 1 moguénost hemijske degradacije. Produzeno zadrzavanje PAU u
zemljisStu omogucava im da se jako vezu za mikropore zemljista, otezavajuéi njihovu

ekstrakciju, a samim tim i celokupnu analizu.
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2.4.2. Prikupljanje i homogenizacija uzoraka zemljista

Pocetni korak svake analize predstavlja uzorkovanje. Kako analizom ne moze biti obuhvacen
ceo osnovni skup koji je predmet istrazivanja, neophodno je uzeti deo koji ¢e se Koristiti u
daljoj analizi. Da bi se dobili dobri rezultati, neophodno je da taj deo analizirane supstance tj.
uzorak ima isti sastav kao celina. Postupak kojim se dobija reprezentativni deo ispitivane
supstance naziva se uzimanje uzorka ili uzorkovanje. Uzorkovanjem se dobija homogeni
uzorak mase nekoliko grama ili nekoliko stotina grama. Sastav tako dobijenog uzorka mora

koli¢ine neke supstance izvodi se u tri faze:

1. Identifikacija populacije iz koje se uzorak uzima;
2. Sakupljanje velikog uzorka, predstavnika cele populacije;

3. Smanjenje velikog uzorka od nekoliko stotina grama na homogeni laboratorijski
uzorak pogodan za analizu.

Uzorkovanje zemljiSta se moze vrSiti na viSe nacina, uzevsSi u obzir prostorni raspored

uzorkovanja (Grubesa, 2014):

e Sluc¢ajno uzorkovanje - Koristi se za manje homogene povrsine, kada se uzima veci

broj poduzoraka kako bi dobio reprezentativni uzorak (Slika 5).

Slika 5. Slu¢ajno uzorkovanje

(https://www.itrcweb.org/ism1/A_6 6 Sampling_Patterns.html)

e Uzorkovanje po odredenoj Semi - pogodan za homogene oranice, visegodi$nje nasade
i rasadnike. Uzorci se uzimaju u oblicima slova i znakova, i ovaj nacin uzorkovanja
je najcesce prisutan u naucnim istrazivanjima (Slika 6).
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Slika 6. Uzorkovanje prema odredenoj Semi (Grubesa, 2014)

e Sistematsko uzorkovanje - podrazumeva uzimanje uzoraka na tacnim udaljenostima
izmedu svakog uzorka, u obliku mreze (Slika 7.). Ovakav nacin najpogodniji je za
izradu geografskih karti i GIS (geografsku informacionu sistem) analizu, na kojima

su prikazane tematske karte.
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Slika 7. Sistematsko uzorkovanje (Grubesa, 2014)

= Metoda referentnog uzorka - uzima se prose¢an uzorak sa povrsine do 5 ha. U taj

uzorak spada 20-25 dobro izmesanih uzoraka, koji se uzimaju po semi (Slika 8).

Geopozicija uzorka
oznatena GPS-om
]

Slika 8. Uzorkovanje metodom referentnog uzorkovanja (Grubesa, 2014)
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Uzorci zemljista uzimaju se sondom ili aSovom na odgovarajuc¢oj dubini u zavisnosti od

mesta uzorkovanja (Sume, obradive povrsine, zemljiSte pored puta). Alat za uzimanje uzoraka
mora biti hromiran ili od nerdajuceg ¢elika radi spre¢avanja kontaminacije uzoraka. Za alat je
pozeljno da lako prodire u tlo i da svaki put uzima jednaku koli¢inu zemljista (Bashour i
Sayegh, 2007). ASovom se izvadi grumen zemlje, a zatim se uz ivicu rupe ponovo zabode
aSov pod uglom od 90° od povrSine do odgovarajuce dubine. Pazljivo se izvadi aSov sa
zemljom, tako da ona ostane na asovu kada se polozi na tlo. Potom se po zemlji koje je na
aSovu nozem napravi “kai§”, Sirine 3-4 cm po sredini asova do njegovog vrha. Zemlja na
aSovu levo i desno od "kai$a” se odbaci, a "kai$” zemlje se ubaci u Cistu kofu. Ukoliko se radi
o vecoj povrsini zemljiSta, uzorci se uzimaju na vise ravnomerno rasporedenih mesta na isti
nacin i ubacuju u istu kofu. Zemlja u kofi se dobro izmesa, usitne se vece grudve i odstrane se
kamenje i biljni delovi. Nakon ponovnog mesanja zemlje u kofi u polietilensku vrecicu se
stavi oko 0,5-1 kg reprezentativnog uzorka zemlje, a visak zemlje se baci. Uzorak se obeleZi i

dalje tretira (Slika 9).

Slika 9. Uzorkovanje zemljista (https://hrsl.ba.ars.usda.gov/sgp99/chap9.htm)

Nakon uzimanja uzorka, neophodno je dalje tretirati uzorak, kako bi se dobio uzorak

reprezentativan za analizu. Postupci koji slede nakon uzorkovanja su:
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Izdvajanje srednje probe - najcesce se koristi metoda Cetvrtanja (Slika 10). Uzorak tla se

oblikuje u kvadrat ili krug, pa se dijagonalno podeli na 4 jednaka dela. Dva suprotna se
odbace, dok se ostatak ponovo mesa i postupak se ponavlja dok se ne dobije uzorak tezine
0,5-1,0 kg.

ODBACITI

Slika 10. Postupak cetvrtanja (http://engineeringtraining.tpub.com/14069/css/Soil-Testing-
531.htm)

Susenje uzoraka - prikupljeni uzorci se stavljaju na deblji papir ili karton i rasporeduju se na
toj povrsini do debljine od 1-2 cm, kako bi se suSili. Susenje uzoraka moze dovesti do gubitka
odredenih PAU isparavanjem Jedan od nacina koji se moZe koristiti za suSenje uzoraka koji
sadrze PAU je suSenje hemijskim putem, gde se koriste sredstva za suSenje (MgSOy ili

Na,SO,) koja se mesaju sa uzorcima zemljista.
Sitnjenje uzoraka - uzorak se moze usitniti u avanu sa tuckom ili u specijalnim mlinovima.

Prosejavanje uzoraka - vrsi se kroz sito otvora pre¢nika 1 do 2 mm, u manjim porcijama.
2.4.3. Ekstrakcija PAU iz uzoraka zemljiSta

Nakon uzorkovanja, slede¢i korak u analizi organskih zagadivaca u zemljistu je ekstrakcija.
Ekstrakcija je metoda odvajanja koja se zasniva na raspodeli supstanci izmedu dve faze koje
se medusobno ne mesaju. To je vrlo efikasna, brza i popularna tehnika razdvajanja i
koncentrovanja supstanci. Vreme celokupne analize i troSkovi same analize u velikoj meri
zavise od tehnike ekstrakcije. U zavisnosti od toga da li je zemljiSte koje se analizira suvo ili
vlaZzno zavisi 1 odabir rastvaraca. Ekstrakcija vlaznog zemljiSta obi¢no zapocinje nekim

polarnim rastvara¢em, kao S§to su aceton, metanol ili acetonitril. Takode, se moze koristiti i
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smesSa aceton/heksan koja je znatno bezbednija za upotrebu od rastvaraca poput toluena i

benzena. S obzirom na prisustvo vode u ovakvim uzorcima, neophodno je ponoviti
ekstrakciju vise puta kako bi ona bila Sto efikasnija. Polarni rastvara¢ se koristi kako bi se iz
zemljista ekstrahoval polarniji PAU, a nakon toga se ekstrakcija nastavlja nekim manje
polarnim rastvara¢em. Nakon ekstrakcije, ovako dobijeni ekstrakti moraju da se spoje. Od
rastvaraca koji se koriste u ekstrakciji PAU iz zemljista treba izdvojiti smeSu
dihlormetan/aceton (1:1 v/v) (Charles i sar., 1998), dihlormetan/dietil etar (1:2 v/v) (Amir i
sar., 2004), etil - acetat/heksan (1:1 v/v), aceton/heksan (1:1 v/v) (Juhani i sar., 2004), n-
butanol (Hans-Holger Liste i Martin Alexander, 2002), pridin (Disdier i sar., 1999),
dihlormetan/metanol (1:1) (Lindhardt i sar., 1997), dihlormetan/aceton (1:1) (Guerin, 1999).
Kori$¢enjem dihlormetana kao rastvaraca za ekstrakciju dolazi do gubitaka PAU (Lau i sar.,
2010). Toluen se obi¢no izbegava u analizi PAU zbog visoke tacke kljuanja, medutim,
njegova upotreba se preporucuje u sluc¢ajevima kada zemljiste sadrzi Cestice ¢adi. Pri odabiru

rastvaraca takode treba voditi i o njegovoj toksi¢nosti 1 Stetnosti po okolinu.

U cilju pripreme uzoraka zemljista za analizu PAU koriste se razli¢ite tehnike, kao $to su
alkalna saponifikacija sa ekstrakcijom tecno - tecno, ultrazvucna ekstrakcija smeSom
rastvaraca, ekstrakcija po Soksletu, mikrotalasna esktrakcija, ekstrakcija superkritiénim

fluidima, mikroekstrakcija ¢vrstom fazom (Cvetkovic i sar., 2016).

Alkalna saponifikacija sa ekstrakcijom te¢no-te¢no Cesto se koristi u analizi PAU u
zemljistu, sedimentima i bioloskim uzorcima (Nollet, 2005). Uzorci se refluktuju sa 0,5 M
KOH u smesi metanola 1 toluena, a zatim hlade do sobne temperature. Nakon toga, organski
sloj se ekstrahuje toluenom, a dobijeni ekstrakt se ispira destilovanom vodom, susi natrijum
sulfatom, filtrira i koncentruje. Alkalnom saponifikacijom se razlazu huminske supstance, a
iz njih se oslobadaju zagadujuce supstance koje se nakon ekstrakcije analiziraju gasnom

hromatografijom sa masenom spektrometrijom.

Jedna od najstarijih tehnika koja se upotrebljava u ekstrakciji PAU iz uzoraka zemljista je
ekstrakcija po Soksletu. Uzorak zemljista stavlja se u ¢auru, koja se smesta u aparaturu po
Soksletu i ekstrahuje odgovaraju¢im rastvaraem/smeSom rastvaraca, uz refluks. Kada se
dostigne odredena temperatura, rastvara¢ isparava, kondezuje u kondenzatoru, kondenzovani
rastvara¢ prolazi kroz Cauru, ekstrahuje analit iz uzorka i kada se nakupi dovoljna koli¢ina

vraca se u rastvor koji se nalazi u balonu sifoniranjem (Slika 11).
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Slika 11. Aparatura za ekstrakciju po Soksletu
(https://doi.org/10.1016/j.chroma.2009.11.027)

Ekstrakcija se ponavlja viSe puta, u nekoliko ciklusa, i na taj na¢in PAU se kontinuirano
ekstrahuju iz zemljista. Glavna mana ekstrakcije po Soksletu je upotreba vecih koli¢ina
toksi¢nih organskih rastvaraca (na 10 g uzorka obi¢no se koristi 150 mL rastvaraca). Takode,
ova tehnika ekstrakcije zahteva dugo vreme izvodenja, jer ekstrakcija moze trajati i do 24
Casa, kako bi se postigla zadovoljavaju¢a efikasnost. Ono Sto se joS moze smatrati za
nedostatak ekstrakcije po Soksletu je slaba selektivnost za ekstrakciju PAU (Hawthorne i
sar., 2000). Pored svega navedenog, postoji moguénost kontaminacije uzorka, gubitka
odredenih jedinjenja prilikom uparavanja i nemogucnost rastvaranja dobijenog suvog ostatka.
| pored svega, ova tehnika se i dalje Cesto koristi u analizi PAU u zemljistu (Berset i sar.,
1999) su pokazali da je ekstrakcija po Soksletu dala sli¢ne rezultate kao i neke novije tehnike
ekstrakcije poput ekstrakcije sa velikom brzinom kretanja rastvaraca (accelerated solvent
extraction - ASE), ekstrakcije superkriticnim fluidima (supercritical fluid extraction - SFE) i
mikrotalasne ekstrakcije (microwave-assisted extraction - MAE). Efikasntost ekstrakcije po
Soksletu raste sa porastom molekulske mase PAU, i iznosi od 84-100% za PAU koji sadrze
vise od 4 prstena (Smith i sar., 2006). Efikasnija verzija ekstrakcije po Soksletu je
automatizovana ekstrakcija, koja podrazumeva kombinovanje kljucanja i ispiranja, tako da je

smanjeno ukupno vreme ekstrakcije, a brzo uparavanje rastvaraca omogucilo je smanjenje
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ukupne zapremine rastvara¢a koji se koristi. Caura u koju se smesta uzorak se direktno uranja

U rastvarac, i na taj nacin se pospesuje efikasnost ekstrakcije. Na ovaj nacin postize se
efikasnost i do 100% za analizirane PAU (Sporring i sar., 2005). Vreme koje je potrebno da
se ova ekstrakcija zavrsi obi¢no iznosi do 2 sata, §to je znatno krace u poredenju sa klasicnom

ekstrakcijom po Soksletu.

Ultrazvuéna ekstrakcija je najjednostavnija tehnika koja se koristi za ekstrakciju i zasniva
se na koriS¢enju ultrazvucnih talasa minimalne frekvencije 16 kHz. Analizirani uzorak se
smesta u sud u koji se dodaje odgovarajuci rastvarac, i tako pripremljen stavlja u ultrazvucno
kupatilo. Treba napomenuti da se uzorci koji sadrze analit u tragovima ekstrahuju vise puta,
uvek sa svezom porcijom rastvaraca. Kako se ovaj proces odigrava na sobnoj temperaturi,
otezana je ekstrakcija starijih zemljista. Sun i saradnici (1998) postigli su bolje rezultate
koriste¢i ultrazvuénu ekstrakciju u analizi PAU u odnosu na ekstrakciju po Soksletu.
Medutim, efikasnost ekstrakcije znatno zavisi od tipa uzorka, kao i koncentracije analita u
uzorku. Smith i saradnici (2006) dobili su znatno nizu efikasnost koriste¢i ultrazvuénu

ekstrakciju (44-76%), posebno za PAU manje molekulske mase.

Ekstrakcija rastvara¢ima koji se kre¢u velikom brzinom (ASE)/ekstrakcija rastvaracem
pod pritiskom (pressurised fluid extraction - PFE) je jedna od novijih tehnika ekstrakcije u
kojoj se rastvara¢ zagreva iznad temperature kljucanja, ali se odrZzava u tecnoj fazi
poveCanjem pritiska. PoviSen pritisak dovodi do rastvaranja mehurica vazduha,
omogucavajuéi na taj nacin vecu dodirnu povrSinu uzorka i rastvaraca. ASE se uspeSno
koristi u analizi PAU (Popp i sar., 1997; Saim i sar., 1998, Kenny i Olesik, 1998). Ovaj tip
ekstrakcije patentirao je Dionex 1995. godine (Richter i sar., 1995). Ekstrakcija se obi¢no
izvodi na temperaturama od 50-200 °C i pritisku izmedu 10432-20864 kPa. Sistem za ASE
ekstrakciju sadrzi nekoliko Celija za ekstrakciju, koje se nalaze u blizini izvora toplote. U
toku ekstrakcije rastvara¢ se upumpava u ekstrakcione celije, a nakon ekstrakcije se uz
pomo¢ struje azota zaostali rastvara¢ uklanja iz celije. Rastvara¢ je u kontaktu sa uzorkom
najéesce 5-10 minuta. Primena ove tehnike i sedam razli¢itih rastvaraca (aceton, dihlormetan,
aceton/dihlormetan (1:1, v/v), aceton/izoheksan (1:1, v/v), izoheksan, metanol i toluen) u
analizi PAU dovela je do zakljucka da je najbolje koristiti smeSu aceton/izoheksan (Zuloaga i
sar., 2000). Efikasnost ASE je u odnosu na ekstrakciju po Soksletu dva puta veca (Wang i
sar., 2007)
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Kod mikrotalasne ekstrakcije (MAE) se koriste mikrotalasi za zagrevanje smese rastvarac -

uzorak, ubrzavajuci na taj naCin proces ekstrakcije. Rastvara¢ mora biti takav da apsorbuje
mikrotalase, a istrazivanja su pokazala da u slucaju kori$¢enja mikrotalasa ne dolazi do
razgradnje uzorka (Lopez-Avila i sar., 1998). U toku ekstrakcije mogu se koristiti zatvoreni
sudovi sa kontrolisanim pritiskom i temperaturom, i ova tehnika se naziva mikrotalasna
ekstrakcija pod pritiskom (PMAE) i otvoreni sudovi, na atmosferskom pritisku, koja se
naziva usmerena mikrotalasna ekstrakcija (FMAE). Dizajn mikrotalasnih pe¢i omogucava
istovremenu ekstrakciju do 12 uzoraka. Glavna prednost ovog tipa ekstrakcije je koris¢enje
malih koli¢ina rastvaraca 1 kratko vreme ekstrakcije. U poredenju sa ekstrakcijom
superkriti¢cnim fluidima, troskovi MAE su neS$to manji (Wang i sar., 2007). Takode,
specifiCan mehanizam zagrevanja omogucava interakciju sa polarnim molekulima, S$to
pospesuje ekstrakciju PAU (Letellier i Budzinski, 1999). Nedostatak ovog tipa ekstrakcije je
§to je neophodno potpuno ukloniti rastvara¢ iz uzorka nakon ekstrakcije, Sto vrlo cesto
podrazumeva uparavanje, te moze do¢i i do isparavanja zeljenog analita. lako je korak
precis¢avanja uglavnom neophodan nakon svakog tipa ekstrakcije, vrlo lako moze do¢i do
gubitka analita, onecis¢enja uzorka i produzetka vremena analize. Takode, masa uzorka koji

se koristi za analizu ograni¢ena je na 1g, $to vrlo ¢esto nije dovoljno (Shu i sar., 2000).

Ekstrakcija superkriti¢énim fluidima (SFE) se odvija pomocu fluida koji poseduju osobine i
tecne 1 gasovite faze, a €iji su temperatura i pritisak iznad kriti¢nih. Fizicke osobine ovih
fluida, kao Sto su gustina slicna te¢nosti, mala viskoznost i velika mo¢ difuzije omogucavaju
im da prodru u pore vecine materijala i rastvore skoro sve njihove komponente. Naj¢esce se u
ove svrhe koristi ugljen dioksid, koji na 31 °C i 7380 kPa postaje superkriticni fluid, a
ekoloski je prihvatljiv (Anitescu i Tavlarides, 2006). Ekstrakcija po Soksletu i ekstrakcija
superkriti¢cnim fluidima uporedena je u radu Miégea i saradnika (1998). U ovom radu
dobijene su sliéne vrednosti efikasnosti, za analizirane PAU, koriste¢i obe tehnike
ekstrakcije. Iako je SFE tehnika zahtevnija za rad, dobijene su niZe standardne devijacije i
bolja selektivnost, pa je preporuc¢ena kao metoda za analizu PAU. Odredeni sistemi za SFE
ekstrakciju omogucavaju analizu PAU gasnom hromatografijom sa masenom
spektrometrijom bez preciS¢avanja dobijenog ekstrakta. Ipak, ova tehnika ekstrakcije je
kompleksna, i moze dati znatno razliCite rezultate u razli¢itim laboratorijama. Pored
superkritiénog CO3, kao rastvara¢ se moze koristiti i superkriticna voda, ¢ija je superkriticna

temperatura veca od 374 °C, a pritisak ve¢i od 22088 kPa, pa se ovaj rastvara¢ rede koristi.
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Umesto toga, voda se CeS¢e upotrebljava na temperaturama izmedu 100 i 274 °C, pod

pritiskom, i ovaj tip ekstrakcije naziva se ekstrakcija sub-kriticnom vodom (subcritical
water extraction (SWE)). Pod ovim uslovima, vodoni¢ne veze u molekulima vode slabe, §to
za rezultat ima manju dielektricnu konstantu. Na taj nacin voda postaje manje polarna i moze
da ekstrahuje i nepolarna jedinjenja, poput PAU (Manahan, 2010). U poredenju sa SFE, ova
tehnika daje bolje rezultate za polarnija jedinjenja, Sto omogucava ekstrakciju nizih PAU, bez

ekstrakcije prisutnih alkana.

Tabela 4. Poredenje tehnika koje se upotrebljavaju u ekstrakciji PAU

Tehnika ekstrakcije Prednosti Nedostaci

e Dugo vreme analize

e Klasi¢na i najcesce e Skupa, zahteva velike
. primenjivana metoda koli¢ine rastvaraca
Ekstrakeija po Soksletu e Daobra efikasnost za e Relativno niska
odredene PAU efikasnost za neke
PAU
¢ Niska selektivnost
e Jeftina e Niza efikasnost u
Ultrazvuéna ekstrakcija e Brza poredenju sa
e Jednostavna ekstrakcijom po

Soksletu i ASE

e Dobra efikasnost za

Ekstrakcija velikom analizu PAU
brzinom kretanja e Brza e Niska selektivnost
rastvaraca e Male koli¢ine
rastvaraca
e Male koli¢ine o Niska selektivnost
Mikrotalasna rastvaraca e Posedovanije
ekstrakcija e Jeftina specifi¢ne opreme za
e Brza njeno izvodenje
o Niska efikasnost za
HMW PAU
. e Efikasnost odvajanja
Ekstrakcija e Odli¢na selektivnost avisi od matrikea.
superkriti¢nim
fluidima © Bra uzorka
e Posedovanje
specifi¢ne opreme za
njeno izvodenje
Mikroekstrakcija e Upotreba vrlo malih ¢ Niska selektivnost
¢vrstom koli¢ina rastvaraca e Posedovanje
fazom e Brza specificne opreme za
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Ekstrakcija ¢vrstom fazom (solid phase extraction - SPE) je tehnika koja se najc¢esce koristi
za preciS€avanje ekstrakata, ali se moze koristiti i za brzu ekstrakciju PAU iz zemljista.
Uzorci zemljiSta se ispiraju pogodnim rastvara¢em, kako bi se iz uzorka uklonile nezeljene
komponente koje potencijalno ometaju analizu PAU. Nakon toga, uzorci zemljista se
ekstrahuju acetonom, mesaju sa vodom i prenose na C8 SPE kolonu i nakon ispiranja PAU se

ekstrahuju tetrahidrofuranom (Kootstra i sar., 1995).

Mikroekstrakcija ¢vrstom fazom (solid phase microextraction - SPME) je sli¢na ekstrakciji
¢vrstom fazom i primenjuuje se u ekstrakciju PAU iz uzoraka zemljista (Ouyang i Pawliszyn,
2006). Glavni deo sistema za mikroekstrakciju predstavlja $pric koji sadrzi 1 cm dugo vlakno
izradeno od odgovarajuceg polimera. Proces se zasniva na raspodeli analita izmedu vlakna i
uzorka, odnosno na selektivnoj sorpciji analita u aktivnom sloju vlakna i direktnoj desorpciji
u injektor hromatografa. S obzirom na to da se za ekstrakciju koriste izuzetno male koli¢ine

uzorka, neophodno je voditi ratuna da ne dode do gubitka Zeljenog analita.

Jo§ jedna od tehnika kojom se mogu ekstrahovati PAU iz zemljista je termalna desorpcija,
koja ne zahteva upotrebu rastvaraca. Ova tehnika se primenjuje u kombinaciji sa gasnom
hromatografijom, direktnom injekcijom ¢vrstog uzorka u hladan injektor. Nakon toga injektor
se zagreva na temperaturi od 200 do 500 °C, §to omogucava isparavanje analita. Noseci gas

nakon toga prenosi analit u GC kolonu (Banerjee i Gray, 1997).

Kako bi bolje razumeli razlike izmedu pojedinih tehnika ekstrakcije, u Tabeli 5. navedeni su
uslovi ekstrakcije, vreme potrebno za ekstrakciju i tretman nakon ekstrakcije, kao i
koncentracija PAU u uzorcima zemljiSta analiziranih pomoc¢u odgovarajuc¢ih postupaka

pripreme uzorka (Camel, 2001).
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Tabela 5. Uslovi razli¢itih tipova ekstrakcije u analizi PAU (Camel, 2001)

Primena Tehnika Rastvaraé Uslovi Vreme Dalji tretman Sadrzaj .RAU " uzor_fima
uzorka zemljista (mg kg™)
Ekstrakcija 10 guzorka +10 g )
CH.CI, 24 h Koncentrovanje 1623
po Soksletu Na,SO,; 150 mL rastvarada
CO, + 1 g uzorka; 24516 kPa, 70 5 min stati¢ka
SFE 20% °C, 2 mL min™ prikupljanje: + 30 min. Koncentrovanje 1544
CH5;0OH CH,CI, dinamicka
CH,CI, + 5 min predtretman
_ PAU/ ol 7 g uzorka, 100 °C, 13789 P _
Prirodno prisutni PFE C;Hs0, + Koncentrovanje 1537
u zemljiStu kPa
1:1 Smin stati¢ka
2 g uzorka; 40 mL ] o
20 min + Filtriranje,
PMAE CsHsO rastvaraca; ) ) 1578
hladenje koncentrovanje
120 °C
) Filtriranje,
FMAE CH.CI, 2 g uzorka; 70 mL rastvaraca 20 min ) 1492
koncentrovanje
10 g uzorka + 30 g 6h+
Sokslet CH2C|2 . / 297.,4
Na,SO, + 100 mL rastvaraca hladenje
1 g uzorka, 24516 kPa, 5 min staticka
CO, + 20% - ]
PAU/Zagadena SFE 70°C, 1 mL min’ + 60 min / 458,0
zemljiSta CH;0OH ) o
prikupljanje: CH,CI, dinamicka
2 g uzorka, 40 mL 20 min + o
PMAE C;HgO Filtriranje 422.9

rastvaraca, 120 °C hladenje
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2.4.4. Precis¢avanje dobijenih ekstrakata

Precis¢avanje (clean up) omoguéava razdvajanje Zeljenog analita od ostalih ko-ekstrahovanih
supstanci. Selektivnost odabrane tehnike ekstrakcije umnogome utice na odabir tehnike
precis¢avanja dobijenog ekstrakta. Tehnike preciS¢avanja uzoraka za analizu PAU mogu se
podeliti na tehnike predfiltriranja, koje se koriste kako bi se uklonila vec¢a koli¢ina
biogenog materijala zaostalog posle ekstrakcije i tehnike frakcionisanja, koje se koriste
kako bi se ciljani analit odvojio od ostalih potencijalno ekstrahovanih organskih jedinjenja.

Za uzorke koji sadrze jedinjenja u tragovima, kao §to je to slucaj pri analizi PAU, ova dva
postupka se ¢esto kombinuju. Uzorci koji se analiziraju osim PAU, Cesto sadrze i alifaticne
ugljovodonike, monocikli¢ne aromati¢ne ugljovodonike, lipide, proteine, rastvorene organske
supstance, a sva ova jedinjenja se ekstrahuju zajedno sa zeljenim analitom. Za prec¢is¢avanje
uzoraka za analizu PAU mogu se primenjivati hromatografija na koloni, ekstrakcija ¢vrstom

fazom i te¢na hromatografija visoke efikasnosti (HPLC) (Khan i sar., 2005).

Hromatografija na koloni se izvodi na koloni, koja predstavlja vertikalni stub ispunjen
odredenom koli¢inom stacionarne faze. Na kolonu se nanosi uzorak i tada kontrolisanim
protokom dodaje mobilna faza koja se niz stub stacionarne faze (adsorbensa) krece pod
dejstvom gravitacije. Hromatografija na koloni se obi¢no u analizi PAU primenjuje nakon
ekstrakcije po Soksletu (EA, 2003). Pre nanoSenja uzorka, kolona se ispira pogodnim
rastvaracem, najc¢esce pentanom, dok se PAU sa kolone eluiraju smeSom dihlormetan/pentan.
Kao sorbensi se naj¢esce koriste silika gel i aluminijum oksid. Silika gel (SiO,) jedan je od
najce$ce primenjivanih sorbenasa u hromatografiji na koloni za pre€iS¢avanje ekstrakata u
analizi PAU (Nollet, 2005). Najpre je potrebno da se silika gel aktivira zagrevanjem na 150
°C, kako bi se uklonila sorbovana voda, a nakon toga se moze delimicno deaktivirati
dodatkom vode do 10%. PAU se najceS¢e eluiraju smeSom dihlormetan/pentan (2:3, v/v).
Ukoliko bi se koristio samo dihlormetan, sa kolone bi se eluirali i alkani, dok cikloheksan
omogucava razdvajanje alkana, nitro i oksi PAU (Prycek i sar., 2001). Aluminijum oksid
(Al,03) se takode koristi u preciS¢avanju ekstrakata za analizu policiklicnih aromati¢nih
ugljovodonika. Nakon nanoSenja uzorka, kroz kolonu se najpre propusta heksan, kako bi se
eluirali alifaticni ugljovodonici, a nakon toga se dihlormetanom eluiraju aromaticni
ugljovodonici. Silika gel i aluminijum oksid ¢esto se koriste u smesi, kako bi se postiglo bolje
odvajanje PAU od ostalih komponenti (EA, 2003; Lohman i sar., 2001).
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Jedna od tehnika koje se Cesto upotrebljavaju u prec¢iS¢avanju ckstrakata je i ekstrakcija

¢vrstom fazom (solid phase extraction - SPE). Metoda ekstrakcije ¢vrstom fazom je metoda
kod koje dolazi do zadrzavanja analita na ¢vrstom nosacu Koji pokazuje veliki afinitet prema
datom analitu. Nakon vezivanja analita za ¢vrstu fazu, njegovo eluiranje sa ¢vrste faze se vrsi
primenom odgovarajuceg rastvaraca. Proces ekstrakcije ¢vrstom fazom sastoji se iz slede¢ih
koraka:

¢ Kondicioniranje sorbensa - propustanje male zapremine rastvaraca kroz sorbens kako
bi se isti pripremio za vezivanje analita;

e Nanosenje uzorka - propustanje uzorka kroz sloj sorbensa, pri ¢emu se analit vezuje
za sorbens;

e Ispiranje kolone - propustanje male zapremine odgovarajuceg rastvaraca radi
uklanjanja necistoca,

e Eluiranje - propustanje odgovarajuceg rastvaraca u kojem se analit dobro rastvara i
desorpcija analita sa sorbensa.

Pocetak upotrebe SPE vezan je za proces preciScavanja otpadnih voda, a nakon toga ova
tehnika je primenjivana u analizi insekticida, pesticida i organskih polutanata. Koris¢eni
sorbens moze biti pakovan u obliku diska, kertridza ili Sprica (Slika 12.), ali najcesce se
koriste one u obliku Sprica. Kretanje analita kroz stacionarnu fazu odvija se pomocu

gravitacije, pritiska ili centrifuge.

%9) v e

sk Fertrndz Spric

Slika 12. Razli¢ita pakovanja sorbensa kod SPE

Primena ekstrakcije ¢vrstom fazom omogucava uklanjanje ometaju¢ih komponenti iz

kompleksne matrice, koncentrovanje analita i izolovanje analita.

Odabir sorbensa i rastvaraca zavisi od vrste analita. Kao sorbensi u SPE najcesce se koriste
silikatni materijali sa polarnim i nepolarnim funkcionalnim grupama koje omogucavaju

selektivne i specificne interakcije sa analitima. Na osnovu interakcija izmedu sorbensa i
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analita, ekstrakcija ¢vrstom fazom moze biti jonoizmenjivac¢ka, normalno-fazna i reverzno-

fazna. Stacionarne faze koje se najc¢esce Koriste su:

e Silika gel sa reverzno-faznim funkcionalnim grupama - C18 i C8 sorbensa, pakovane
na slican nacin kao kolone za te¢nu hromatografiju (liquid chromatography - LC), ali
sa ve¢im Cesticama.

e Sorbensi na bazi ugljenika - Sorbensi koji su dobijeni od aktivnog uglja zagrevanjem
do 3000 °C, u inertnoj atmosferi. Ovaj tip sorbenasa ima specificnu povrsinu od 100
szg'l. Vezivanje analita za sorbens odigrava se putem hidrofobnih i elektrostatickih
interakcija. Glavna mana ovog tipa sorbensa je ireverzibilno vezivanje odredenih
analita.

e Sorbensi na bazi polimera - Najces¢e kori¢Sen sorbens iz ove grupe je sorbens na
bazi polimera stirena i divinil benzena. Ovi sorbensi imaju odredena poboljSanja u
odnosu na sorbense na bazi silika gela, poput vece stabilnosti pri visokim pH.
Njihova efikasnost zavisi od veliCine Cestica, specificne povrSine, dijametra pora i
rasporeda Cestica.

e Imunosorbensi - Njihovo delovanje se zashiva na selektivnom i reverzibilnom
vezivanju antigen-antitelo, kako bi se vezali polutanti sli¢ne strukture. Ovi selektivni
sorbensi lako vezuju polarne polutante. lako postoji malo ovakvih sorbenata, njihova
glavna prednost je selektivnost.

Za precis€avanje i koncentrovanje ekstrakata u analizi PAU koriste se sorbensi na bazi
oktadecil silicijum dioksida (C18) sa amino (NH;), cijano (CN) grupama (Kicinski i sar.,
1989), kao i oktil silicijum dioksid (C8) sorbens (Kootstra i sar., 1995). Istrazivanja su
pokazala da i odabir hromatografske metode kojom ¢e se analizirati PAU uti¢e na odabir
sorbensa za postupak preciS¢avanja. Sorbensi na bazi silika gela daju dovoljno Ciste ekstrakte
za analizu PAU te¢nom hromatografijom visokih performansi sa fluorescentnim detektorom,
ali ovi ekstrakti nisu dovoljno ¢isti za analizu gasnom hromatografijom sa masenom
spektrometrijom zbog smetnji koje poti¢u od pojedinih alifati¢nih jedinjenja (Holoubek i
sar., 1990). Prednost ekstrakcije ¢vrstom fazom u odnosu na hromatografiju na koloni je
upotreba manje koli¢ine rastvaraca, velika mogucénost automatizacije i dobijanje ekstrakta

visoke Cistoce.
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2.4.5. QUECHhERS tehnika

Poslednjih godina javila se potreba za istovremenom analizom vi$e komponenti metodom
koja je brza, jednostavna i jeftina, ne zahteva upotrebu toksi¢nih rastvaraca i omogucava
visoku selektivnost. QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe)
(Anastassiades i sar., 2003) je procedura koja kombinuje ekstrakciju te¢no - te¢no pomocéu
acetonitrila i preCiS¢avanje ekstrakata ekstrakcijom disperznom c¢vrstom fazom (dispersive
solid phase extraction - dSPE). Anastassiades i saradnici (2003) su ovu tehniku primenili u
analizi pesticida u vocu i povréu sa visokim sadrzajem vode. Nakon ekstrakcije, pesticidi su
pomocu trifenil - fosfata (triphenyl phosphate - TPP) kao unutra$njeg standarda (internal
standard - 1S) analizirani na GC - MS. Uloga unutrasnjeg standarda u hromatografskoj analizi
je kvantifikacija Zeljenog analita poredenjem povrSine pika unutras$njeg standarda sa
povrSinom pika analita i izra¢unavanje koncentracije analita na osnovu poznate koncentracije
unutras$njeg standarda. Nakon homogenizacije, uzorak se ekstrahuje pomocu acetonitrila, uz
dodatak MgSO, i NaCl, kako bi se postiglo bolje razdvajanje faza. Acetonitril ekstrahuje
pesticide razlicite polarnosti i poseduje visoku selektivnost. Takode, njegova prednost je 1 to
Sto se meSa sa vodom, pa omogucava ekstrakciju uzoraka sa visokim sadrzajem vode.
Upotrebom acetonitrila smanjena je i ekstrakcija nepolarnih supstanci, kao §to su voskovi,
masti i neki pigmenti. Potom se ekstrakt precis¢ava ekstrakcijom disperznom ¢vrstom fazom

sa PSA kao sorbensom wuz dodatak MgSO,, kako bi se uklonila voda.
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Slika 13. Proces pripreme uzorka QUEChERS tehnikom
(https://www.degruyter.com/view/j/chem.2015.13.issue-1/chem-2015-0109/chem-2015-0109.xml)

. (1
7 - P

1 - uzorak se odmeri i prebaci u QUEChERS Kivetu; 2 - dodaju se rastvara¢ i soli; 3 - kiveta se mucka; 4 -
uzorak u Kkiveti se centrifugira; 5 - alikvot ekstrakta se prebacuje u QUEChERS kivetu koja sadrzi sorbens za
precis€avanje; 6 - pre¢iS€eni ekstrakt se prebaci u vialu; 7 - analiza ekstrakta uzorka odabranom

hromatografskom tehnikom

QuEChERS tehnika se uspe$no primenjuje u analizi lekova, kao $to su sulfonamidi (Abdallah
i sar., 2014), hinolini (Lombardo-Agui i sar., 2011) i benzimizadoli (Martinez-Villalba i sar.,
2013), mikotoksina (Rodriguez-Carrasco i sar., 2014; Koesukwiwat i sar., 2014; Vaclavik i
sar., 2010; Liu i sar., 2014), lipida (Bang i sar., 2014), antioksidanasa i aditiva (Jia i sar.,
2014), hormona i UV filtera (Vulliet i sar., 2014), polihlorovanih bifenila (Sapozhnikova i
Lehotay, 2013), ftalata (Ma i sar., 2010), izoflavona (Bustamante-Rangel i sar., 2013),
povrsinski aktivnih materija (Chen i Mullin, 2013) i akril amida (Omar i sar., 2014).

Pored ovih organskih jedinjenja, QUEChERS tehnikom analizirani su i policikli¢ni aromati¢ni
ugljovodonici. U nekim radovima opisana je analiza svih 16 prioritetnih PAU (Kao i sar.,
2014; Madureira i sar., 2014; Escarrone i sar., 2014; Stankov Jovanovic i sar., 2015;
Cvetkovic i sar., 2016; Smoker i sar., 2010), dok su u ostalim radovima analizirani samo neki
PAU (Alagic i sar., 2016; Surma i sar., 2014; Yoo i sar., 2014; Sadowska-Rociek i sar., 2014;
Angioni i sar., 2012; Ramalhosa i sar., 2009). U Tabeli 6. prikazani su parametri QUEChERS
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procedure koriS€ene za pripremu uzoraka za analizu PAU. U mnogim radovima za

ekstrakciju je kori$éen acetonitril u kombinaciji sa MgSO, i NaCl, dok je u nekim umesto
NaCl upotrebljavan NaOAc. Pored acetonitrila opisana je upotreba etil - acetata, kao i smese
acetona, etil - acetata i izooktana (Surma i sar., 2014; Forsberg i sar., 2011). Smesa
rastvaraca aceton, etil - acetat i izooktan znatno bolje ekstrahuje manje polarne PAU iz
bioloskih uzoraka u odnosu na acetonitril. Izooktan kao najmanje polaran rastvara¢ u smesi
dobro ekstrahuje PAU iz masnog tkiva, dok aceton i etil - acetat kao rastvaraci koji se mesaju
sa vodom, omogucéavaju ekstrakciju PAU iz pora uzorka bogatih vodom. Od sorbenasa
kori§¢enih za precis¢avanje najcesce je upotrebljavan PSA u kombinaciji sa MgSOy, ili sa
dodatkom C18. PSA u kombinaciji sa anjonskim izmenjiva¢em predloZen je za pre€iS¢avanje
u radu Sadowska-Rociek i saradnika (2014), dok je u radu Stankov Jovanovic i saradnika
(2015) predlozena upotreba dijatomejske zemlje kao sorbensa za dSPE u analizi PAU iz
zemljista. Dijatomejska zemlja je sorbens koji se sastoji iz 87-97% SiO; i odredene koli¢ine
Fe,Os3 i Al,O3 (Engh, 1993) i njena prednost u odnosu na preostale sorbense je ¢injenica da je
to mineral prisutan u prirodi, te se na taj nac¢in smanjuju troskovi analize. Jo§ jedan od
sorbenasa koji poticu iz prirode, a u poslednje vreme nalazi sve Siru primenu je klinoptilolit
(Sekulic i sar., 2013). Klinoptilolit je zeolit koji se sastoji iz oksida slicijuma, aluminijuma,
gvozda, kalcijuma, magnezijuma, natrijuma i kalijuma u promenljivom sastavu u zavisnosti

od lokaliteta sa kog se prikuplja.
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Tabela 6. Parametri QUEChERS tehnike primenjivane u analizi PAU

Analit Uzorak Ekstrakcija Sorbens za Hromatografska Efikasnost Granica Komentar Referenca
Rastvarad Soli dSPE tehnika (%) dtekcije
y . 50 mg Stankov
P,lb?u Z?;Iz)hl;te heksai(')arg]elfo?nngs'i vIv) o Mﬂigf ' Klinoptilolita i GC-MS 3806164}4- ) ) Jovanovic i
9 ' b 9 150 mg MgSO, ’ sar., 2015
Na pocetku
50 mg 0.39 - ekstrakcije dodato
16 Zemljiste 8 g MgSQ,i2 dijatomejske i 81,18 - ' 10 ml vode; Cvetkovic i
PAU (10 g) 20mL ACN g NaCl zemlje i 150 GC-MS 109,82 1’ﬁ3.1“g upotreba sar., 2016
mg MgSO, g unutrasnjeg
standarda
Crveno 400 mg PSA i Na pocetku
16 meso i 6 g MgSQy i 1200 mg i i 01-2 - Kao i sar.,
PAU morska 10 mL ACN 1,59 NaOAG MgSOs; 400 GC - MS 71-104 ug L ekstrakcije dodato 2014
10 ml vode
hrana (5 g) mg C18
. . . . 0,01 - Upotreba o
16 Skoljke 4gMgSO,i1 150 mg PSA ) ) i . Madureira i
PAU (10 g) 10 mL ACN g NaCl 900 mg MgSO, GC - MS/MS 89 -112 0,99_1p.g unutra$njeg sar., 2014
L standarda
Na pocetku
ekstrakcije dodato
16 Pirina¢ 10 mL ACN; 1% HOACc 6 g MgSOy, i 50 mg PSAi GC - MS 70 - 122 i 10 ml vode; Escarrone i
PAU (10 9) (vIv) 1,50 NaOAc 150 mg MgSO, upotreba sar., 2014
unutra$njeg
standarda
v . . . Komercijalno .
16 Skampi 6g MgSO4 i 50 mg PSAi 20-510 Smoker i
10 mL ACN LC - MS/MS 70-120 1 dostupan set za
PAU (10 @) 1,5 g NaCl 150 mg MgSO4 ug kg QUEChERS sar., 2010
. 150 mg PSA, i Upotreba .
Pfu Sunka (8 g) 10 mL EtOAc 4195'\"9,3?(:4" 300 mg C18 i GC-Ms 2-11 Ob-L unutra$nieg S””‘;gl' A
~ 900 mg MgSO4 H9 g standarda
Morski . . 0,05 - . .
14 . 2.9 MgSO4 i 50 mg PSA, i i i : Ekstrakcija Yoo i sar.,
PAU p'(‘;dg)" ' SmLACN 05gNaCl 150 mg Mgso4 ~ PLC-FD 87-116 3';%9 ponovljena dva puta 2014
12 . 49gMgSO4il 150 mg PSA, i i 10 mL kljucale vode  Sadowska-
pau  Cai(19) 10mL ACN g NaCl 150 mg SAX, GC-MS 50- 120 dodato na pocetku,  RocieK i
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900 mg MgSO4 ekstrakcija tecno sar., 2014
te¢no nakon

QUEChERS
_— 600 pg 90 mg MgS04, Lo
P1A7U Mo(rlslg)lez 1mL ACN MgSO4i150 30mgPSAil5  GC-MS/MS  70-120 (:l; l‘(é’.? : S‘:;g'gg'l'z
pg NaOAc mg C18 B
6 g MgSO4 i
150 pg
33 2 mL smese NaOAc; 49 50 mg PSA, 50 2-10 ug Komercijalno Forsberg i
PAU Losos (1 g)  aceton:EtOAc:izooktan MgS04, 1g mg C18, 150 GC - MS 70-120 kg dostupan set za sar. 2011
(2:2:1, viviv) NaAc, 1 g tris- mg MgSO4 QUEChERS v
Na, 0,5 g di-
Na
. 900 mg 0,09 - Komercijalno .
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2.4.6. Instrumentalna analiza

Kako su koli¢ine PAU u uzorcima izuzetno niske, tehnike pripreme uzoraka i analize moraju
biti veoma specificne i osetljive. NajSiru primenu u instrumentalnoj analizi PAU imaju
metoda te¢ne hromatografije visokih performansi (HPLC) i gasna hromatografija sa

masenom spektrometrijom (GC - MS) (Khan i sar., 2005).
2.4.6.1. Te¢na hromatografija visokih performansi

Teéna hromatografija visokih performansi (HPLC) je analiticka tehnika koja se koristi za
razdvajanje, identifikaciju i1 kvantifikaciju komponenata iz razlic¢itih uzoraka. Princip HPLC-a
je da se mala koli¢ina uzorka u struji odgovaraju¢e mobilne faze injektuje, a zatim se pod
dejstvom pumpe uzorak i mobilna faza kre¢u kroz sistem i dolaze na kolonu sa stacionarnom
fazom (Slika 14.). Na koloni dolazi do interakcija izmedu komponenata uzorka i stacionarne
faze 1 u zavisnosti od navedenih interakacija, razli¢ite komponente se razli¢ito vreme
zadrzavaju na Kkoloni. Vreme za koje se neka komponenta ispere sa kolone naziva se
retenciono vreme (Rt). Komponente se identifikuju na osnovu poredenja njihovog
retencionog vremena sa Rt standarda. Za svaki HPLC sistem vezan je detektor i kompjuter sa
specijalnim softverskim programom pomoc¢u kojih se dobijaju i obraduju hromatogrami,
identifikuju i kvantifikuju komponente. lIzdvojene komponente sa kolone dolaze u detektor,

koji 1h registruje 1 Salje elektri¢ni signal kompjuteru.

[ 1 m _— i _h.L]
Pups l—» I—oq: o= SRR l_‘ —

Rastvarad Eompijuter
h 4

Otpad

Slika 14. Sema HPLC sistema

(https://www.researchgate.net/publication/236146377_Chromatography_in_Bioactivity Anal

ysis_of _Compounds/figures?lo=1)
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HPLC kolone koje se koriste u analizi najces¢e su C18 kolone duzine 15-25 cm 1 unutrasnjeg

pre¢nika do 4,6 mm. Kolone unutras$njeg pre¢nika manjeg od 4,6 mm se biraju sa ciljem
uStede mobilne faze, ali pri upotrebi takvih kolona neophodno je smanjenje zapremine
injektovanog uzorka. U HPLC analitickoj tehnici se koriste dva osnovna nacina eluiranja.
Prvi je izokratsko eluiranje, kod koga sastav mobilne faze, bilo da se radi o ¢istom rastvaracu
ili o smesi rastvaraca, ostaje isti tokom celog procesa hromatografisanja. Kako bi se postiglo
Sto bolje razdvajanje neophodno je koristiti gradijentno eluiranje koje podrazumeva promenu
sastava mobilne faze u toku eluiranja. Ovaj nacin je koristan za uzorke koji sadrze jedinjenja
u Sirokom opsegu polarnosti, kada izokratsko eluiranje ne dovodi do zadovoljavajuceg
razdvajanja komponenti ispitivane smeSe. Za proces eluiranja cesto se koristi smeSa
metanol/voda ili acetonitril/voda. Primenjuje se program: gradijentno, smeSa 50%
metanol/voda ili acetonitril/voda do 100% metanola ili acetonitrila, od 0 do 40 minuta, a
zatim izokratski, od 40 do 60 minuta, nakon ¢ega se u roku od 5 minuta ponovo uspostavljaju
pocetni uslovi (Khan i sar., 2005). U cilju smanjenja upotrebe toksi¢nih organskih rastvaraca,
kao mobilna faza u HPLC analizi PAU uvedena je sub-kriticna voda (Nollet, 2005). Na
povisenoj temperaturi smanjuje se viskozitet mobilne faze, a samim tim povecava efikasnost
kolone. Takode, smanjenjem dielektricne konstante smanjuje se polarnost, i na taj nacin

omogucava analiza manje polarnih komponenti kao $to su PAU.

U zavisnosti od komponenata koje se ispituju mogu se koristiti razli¢iti detektori (Kromidas,
2006):

e UV detektor - komponenta koja se analizira absorbuje u UV oblasti;

e Fluorescentni detektor (FLD) - komponenta koja se analizira ima sposobnost da
fluorescira;

e Detektor sa nizom dioda (diode array detector - DAD) - komponenta koja se analizira
absorbuje u UV oblasti;

e ELSD detektor (evaporative light - scattering) - komponenta ne apsorbuje dovoljno u
UV oblasti;

e Maseni detektor (mass spectrometer - MS).
U analizi PAU najcesce se upotrebljavaju fluorescentni i UV detektori, ali prednost se daje
fluorescentnom detektoru. PAU se eluiraju blizu jedni drugima, na bliskim retencionim
vremenima, a njihovi UV spektri su sli¢ni, pa je u tom slucaju preporucena upotreba dva

detektora. Prisustvo kiseconika u rastvaraCu smanjuje signale PAU na fluorescentnom
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detektoru, pa se kiseonik mora obavezno ukloniti iz rastvaraca pre analize. Povecanje

temperature neznatno smanjuje vreme analize, medutim, primeceno je da na temperaturama
nizim od sobne (10-15 °C) dolazi do boljeg razdvajanja komponenti bliskih retencionih

vremena, pa ¢ak i nekih geometrijskih izomera (Nollet, 2005).
2.4.6.2.Gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom

Gasna hromatografija (GC) je metoda razdvajanja i detekcije lako isparljivih organskih
jedinjenja. Ovaj vid hromatografije primenjuje se za analizu onih jedinjenja koja se bez
degradacije mogu prevesti u gasovito stanje. Kao mobilna faza kod ovog tipa hromatografije
se koristi gas, najcesc¢e argon ili helijum. Stacionarna faza je sloj te¢nosti ili polimera na
inertnoj ¢vrstoj podlozi koji se nalazi unutar kolone. Ispitivani uzorak se mesa sa mobilnom
fazom, kre¢e se kroz stacionarnu fazu, ¢ime se razdvaja na komponente, pa ih je moguce
dalje analizirati. Razli¢ite komponente uzorka imaju razli¢it afinitet prema stacionarnoj fazi,
pa se usled razli¢itih interakcija zadrzavaju na koloni razlic¢iti vremenski period. Nakon
eluiranja, analit dospeva do detektora koji je povezan sa racunarom na ¢ijem se ekranu
prikazuje hromatogram. Svaki signal u hromatogramu odgovara jednom hemijskom
jedinjenju i okarakterisan je retencionim vremenom i povrSinom. Na Slici 15. prikazana je

Sema gasnog hromatografa.

Injektor
.-'".l- III
- L i
vy
[ ]
L —
.-"_'_-.-" -j__ i ] & Ii
r'l-."f - '-"'.I | *otpa
i 14 Y
™ || | Eoplons I| | ™,
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-

Nosaci gas

Slika 15. Sema gasnog hromatografa
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Gas_chromatograph.png)
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Prema nacinu pripreme i prec¢niku kolone se mogu podeliti na:

e Kapilarne kolone - zidovi su obloZeni nekom aktivnom materijom. Napravljene su od
topljenog silika gela sa poliimidnom oblogom. DuZina im moze biti i do 60 m dok je
precnik izrazito mali 1 iznosi 0,125-0,250 mm);

e Punjene kolone - izradene su od nerdajuceg celika ili stakla i inertnog punjenja,
presvucenog tecnom ili ¢vrstom stacionarnom fazom. Duzine su od 1,5 do 10 m,
pre¢nika od 2 do 4 mm, sadrZaj tecne faze iznosi od 5 do 10%, a prose¢ni precnik
zrna inertnog nosaca od 100 do 150 um.

U gasnoj hromatografiji se koristi viSe tipova detektora. NajceS¢e koris¢eni detektori su
plameno jonizacioni detektor (flame ionization detector - FID) i termalno provodljivi detektor
(thermal conductivity detector - TCD). Termalno provodljivi detektori mogu detektovati

vecinu komponenti ¢ija je termalna provodljivost veca od termalne provodljivosti noseceg

jedinjenja i ne detektuju vodu. Takode, prednost TCD detektora nad FID detektorom je da ne

unistava ispitivane komponente, dok ih plameno jonizacioni detektor sagoreva.

U danasnje vreme najcesce se koristi maseni spektrometar kao detektor, koji je zbog svoje
osetljivosti, brzine i granice detekcije zauzeo vodec¢e mesto u odnosu na ostale detektore.
Maseni spektrometar je analiticki instrument koji razdvaja naelektrisane Cestice U magnetnom

polju, prema odnosu mase i naelektrisanja. Sastoji se od:

1. Sistema za uvodenje uzorka;

2. Jonskog izvora;

3. Masenog analizatora;

4. Detektora.
Jonski izvor je deo masenog spektrometra u kome nastaju joni analiziranih molekula usled
izbijanja elektrona, zahvata elektrona, protonovanja, deprotonovanja ili gradenja adukata. U
zavisnosti od vrste izvora energije za jonizaciju razlikuju se slede¢i tipovi jonizacije:

e EI (electron impact - elektronski udar);

e CI (chemical ionization - hemijska jonizacija);

e FAB (fast atom bombardment - bombardovanje brzim atomima);

e MALDI (matrix assisted laser desorption - laserska desorpcija sa matriksa);

e FD&FI (field desorption/ionization - desorpcija/jonizacija u jakom polju);

e ESI (electrospray ionization - jonizacija elektrosprejom).
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Maseni analizator je deo masenog spektrometra gde se joni razdvajaju na osnovu odnosa

mase i naelektrisanja (m/z). Postoji vise vrsta masenih analizatora koji se razlikuju po tome
Sto koriste staticko ili dinamicko, elektri¢no ili magnetno polje ili njihovu kombinaciju, a dele
se na: kontinualne, kvadrupolne, magnetne, pulsne, jon trap analizatore, analizatore na bazi
vremena preleta, analizatore sa dvostrukim fokusiranjem. Najce$c¢e korisc¢eni analizator u

analizi PAU je analizator na bazi kvadrupola (Slikal6.).

izlazni razrez

rezonantni joni

joni

(detektovani)
T nerezonanti joni
(nedetektovani)
Slika 16. Sema masenog analizatora na bazi kvadrupola

(https://www.tehnologijahrane.com/enciklopedija/maseni-spektrometar)

Posle ubrizgavanja, joni razliitih masa se nalaze izmedu cetiri elektrode, na koje je
prikljucen izvor naizmenicne struje. Promena napona dovodi do odvajanja jona na osnovu
njihovih masa. Nakon razdvajanja bivaju usmereni u detektor koji konvertuje jone u
elektri¢ni signal koji se moze registrovati na pisacu, racunaru ili na nekom drugom uredaju.

Elektri¢ni signali se detektuju u vidu masenih spektara.
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2.5.Validacija analitickih metoda

Zadatak svake analiticke laboratorije je postizanje brzih, ta¢nih i verodostojnih rezultata. 1z
tog razloga neophodno je opisati analiticke metode na nacin koji omogucava dobijanje ta¢nih
I pouzdanih rezultata. Validacija analiticke metode je postupak dokazivanja da analiticka
metoda ispunjava odredene uslove za Siroku primenu (Swartz i Krull, 1997). Validacijom se
mogu utvrditi i uzroci eventualnih problema koji nastaju prilikom izvodenja metode, ¢ime se
postize veliki stepen pouzdanosti i pogodnosti metode. Vreme i novac ulozeni u validaciju
analiticke metode viSestruko se isplate prilikom njene upotrebe. Validacija analiticke metode
mora se izvrSiti u slede¢im sluc¢ajevima:
e Razvoja i uvodenja nove metode;
e Promene bilo kojeg dela ve¢ validovane analiticke metode;

= Promena parametara koji su izvan opsega postoje¢e metode;

= PoboljSanje postojece metode;

= Kori$¢enje metode u drugoj laboratoriji;

= Kori$¢enje metode na drugom instrumentu.
Ne postoji zvanican protokol kako izvrSiti validaciju analiticke metode, ve¢ postoje samo
odredene smernice i zahtevi koji se moraju ispuniti prilikom validacije. Ono §to je osnova
validacije bilo koje analiticke metode je izvodenje eksperimenata u kojima se koriste uzorci
i/ili standardi sli¢ni uzorcima za ¢iju je analizu metoda namenjena (Peters i sar., 2007).
Postupak validacije se sastoji od nekoliko razli¢itih koraka: odabira analiticke metode, nacina
uzorkovanja, pripreme uzorka, provodenja eksperimenata 1 statisticke obrade podataka
(Araujo, 2009). lzvodenje eksperimenata se odnosi na dobijanje kvalitativnih ili
kvantitativnih informacija iz uzoraka sa prihvatljivim nivoom nesigurnosti. Analiza podataka
sastoji se od matematickih i statisti¢kih postupaka koji vode smislenim informacijama i

zakljuccima o eksperimentu i validaciji metode u celini (Araujo, 2009).
U procesu validacije neophodno je:

e Definisati svrhu i opseg koris¢enja metode;

e Definisati parametre izvodenja i njihovih granica prihvatljivosti;
e Definisati validacione eksperimente;

o Definisati svojstava opreme i kvalitet hemikalija;

e Definisati detalje metode za njenu primenu;

e Dokumentovati validacione eksperimente;
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Na osnovu podataka iz literature na slici 17. prikazana je Sema validacije analiticke metode:

Stabilnost

Selektivnost

Linearnost

Preciznost

Tagnost

LOD, LOQ

Robusnost

Optimizacija
metode

Procenjuje se stabilnost analita i unutradnjin
standarda na uslove metode. Potrebno je
ispitati analit u najmanje dve koncentracije i

tri ponavijanja.

Da li je (100% -ST%) 2/3 uzoraka manje od
1/5 relativne standardne nesigumosti?

<fe>

Da
Analizira se 20 uzoraka koje ne sadrze
analit. Nakon toga analiziraju se uzorci koji Da li neka od potencijalno ometajucih
sadrze komponente koje mogu dati sli¢an komponenti pokriva analiticki signal analita?
analiticki signal kao analit.
\Da/
Analizira se serija uzoraka koji sadrze analit 1) Vizuelna procena lineamosti na osnowu
u definisanom opsegu koncentracija, u kalibracione prave
najmanje dva ponavijanja. 2) Procena koeficijenta korelacije
Da
An?‘lz".aju Se uzorcl kqj.l sadme_ fﬁma"t u Da li su RSD vrednosti u odgovaraju¢im
najmanje 3 koncentracije u pet ili deset ’
o granicama?
ponavijanja.
Da

Analizira se standardni referentni materijal ili
spajkovan uzorak.

Da li je efikasnost u odgovaraju¢im
granicama?

Analiziraju se kalibracioni standardi najnizih
koncentracija, u najmanje tri ponavijanja.

Poredenje LOD i LOQ wrednosti sa
vrednostima iz literature.

Da

Bira se parametar metode koji najvide utice
na " ponadanje" metode i wsi se njegova mala
promena.

Da li su parametri validacije metode ostali u
odgovarajué¢im granicama?

Metoda je
optimizovana

Slika 17. Sema procesa validacije analititke metode
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Prilikom validacije metode neophodno je odrediti sledece parametre:

1. Specifi¢nost/selektivnost;

2. Linearnost;

3. Analiticki opseg metode (radno podrucje);
4. Preciznost;

- Ponovljivost,

- Medupreciznost,

- Reproduktivnost,

5. Tacnost (efikasnost);
6. Granica kvantifikacije;
7. Granica detekcije;
8. Robusnost;

9. Efekat matrice;

10. Merna nesigurnost.

2.5.1. Specifi¢nost/selektivnost

Specifi¢nost/selektivnost je svojstvo metode da tacno i specifitno odredi Zeljeni analit u
prisustvu ostalih komponenata u matriksu uzorka, pod utvrdenim uslovima ispitivanja
(Thompson i sar., 2002). Iako se u praksi Cesto poistovecuju, specificnost i selektivnost su
dva razlicita svojstva metode. Specificna metoda je ona kojom se moZze odrediti samo jedan
specifican analit (analiticki signal daje samo jedan analit). Prema preporukama IUPAC-a
(1983) termin specifi¢nost je pogodniji za upotrebu u slucaju da se metodom moze odrediti
zeljeni analit u prisustvu ometaju¢ih komponenti. Metoda kojom se moze odredivati vise
komponenata istovremeno, ali pod uslovom da te komponente pri odredivanju ne smetaju
jedna drugoj, naziva se selektivnom (EURACHEM/WELEC, 1993). Prilikom odredivanja
selektivnosti neophodno je ispitati svaku mogu¢u komponentu koja moze da daje analiticki
signal sli¢an signalu Zeljenog analita. Za metodu koja je selektivna za jedan analit ili grupu
analita moze se rec¢i da je specifi¢na, ali metoda koja je specifi¢na ne mora biti i selektivna.
Moze se reci da se selektivnost odnosi na analizu vise komponenti istovremeno, bez uticaja
analitickog signala jedne komponente na analiticki signal druge. Sa druge strane, specifi¢nost

se odnosi na analizu samo jedne komponente. Kada se procenjuje selektivnost analitiCke
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metode u obzir treba uzeti parameter kao S§to su moguce hemijske reakcije, adsorpcija na

povrsini sorbensa, biohemijski i1 elektrohemijski procesi u kojima ucestvuje analit.

Cesto je selektivnost metode procenjena kvalitativno. Medutim, postoje i kvantitativna merila
selektivnosti. Najcesce je u upotrebi indeks selektivnosti bai/bint, gde je ba, nagib kalibracione
krive zeljenog analita, a bjy nagib komponente koja se moze smatrati ometajucom. bjy je
parametar koji se priblizno moze odrediti analizom slepe probe spajkovane potencijalno
ometaju¢om komponentom, u odsustvu analita. Selektivnost hromatografskih metoda moze
biti procenjena i na slede¢i nacin:

e Poredenjem hromatograma dobijenih snimanjem uzorka koji sadrzi analit i slepe

probe;

e Poredenjem hromatograma dobijenih snimanjem uzorka koji sadrzi 1 uzorka koji ne
sadrzi potencijalno ometaju¢e komponente;

e Analizom standardnog referentnog materijala.
Specifi¢nost metode procenjuje se dodavanjem potencijalno ometajucih supstanci u uzorak
koji sadrzi analit i procenom da li ometaju¢a komponenta daje analiti¢ki signal. U slucaju
hromatografskih metoda specifi¢nost zavisi od koncentracije i odreduje se za niske

koncentracije kalibracionih standarda.
2.5.2. Linearnost

Linearnost predstavlja moguc¢nost da se metodom, unutar radnog opsega koncentracije
analita, dobije linearna zavisnost analitickog signala od koncentracije analita. Opseg
linearnosti zavisi od prirode analita i tipa detektora. U praksi se linearnost odreduje merenjem
odziva metode na razli¢ite poznate Kkoncentracije referentnog materijala, o0dnosno

konstruisanjem kalibracione prave.

Linearnost se procenjuje ra¢unski i graficki. Rac¢unski nacin procene se vr$i na taj nacin $to se
primenom linearne regresije izrazi jednacina prave (y = ax + b) i izracuna koeficijent
korelacije (r). Nagib prave (a) ukazuje na osetljivost metode. Sto je vrednost nagiba veca,
metoda je osetljivija, jer ¢e za manju promenu koncentracije da se dobija veci signal, i
obrnuto. Ukoliko je vrednost nagiba prave jednaka nuli, metoda nije osetljiva na ispitivani
analit. Odsecak prave (b) moze ukazati na sistematsku gresku. Ukoliko je vrednost b > 0, to

znaci da na signal analita uti¢e matriks uzorka. Ukoliko se efekat matriksa ukloni, a vrednost
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odsecka je 1 dalje ve¢a od 0, to znaci da je metoda optereCena sistematskom greskom.

Ukoliko je b <0, to znaci da je metoda optereé¢ena greSkom instrumenta. Ako je b = 0 metoda
nije optereCena sistematskom greskom. Za koeficijent korelacije obi¢no se postavlja

kriterijum r > 0,99, dok se za jako niske koncentracije prihvata se uslov r>0,98.
Kod grafickog prikaza, naj¢esce su u upotrebi:

e Graficki prikaz odstupanja od regresionog pravca u odnosu na koncentracu ili
logaritam koncentracije;

e Graficki prikaz relativnih signala (odnos signala i odgovaraju¢e koncentracije) na osi
y 1 odgovarajucih koncentracija na osi x log skale.

U oba slucaja, kalibraciona prava treba da bude linearna, da prolazi kroz nultu tacku i da ne

zavisi od matriksa uzorka.

Kako bi se konstruisala kalibraciona prava, neophodno je snimiti standardnu (kalibracionu)
seriju. Ne postoje posebne smernice u pogledu vrste i broja koris¢enih kalibracionih
standarda, ali najCeS¢e je neophodno snimiti Sest ili viSe standardnih rastvora razlicitih
koncentracija u najmanje tri ponavljanja. Raspon koncentracija treba obuhvatiti najmanje 80-

120 % od ocekivane koncentracije analita u uzorku.

Prema preporukama Medunarodne konferencije o uskladivanju tehnickih uslova za
registraciju lekova za ljudsku upotrebu (ICH, 1995) linearnost metode treba proceniti na

osnovu statistickih testova, Sto se u praksi retko postuje.

Na linearnost masenog spektrometra kao detektora uti¢e ponasanje uzorka u jonskom izvoru i
transport jona od jonskog izvora do masenog analizatora. Ukoliko efikasnost jonizacije ne
zavisi od koncentracije analita u jonskom izvoru linearnost je bolja. Takode, linearnost je
bolja u slucaju da broj jona koji dospe do detektora odgovara broju jona nastalom u jonskom

izvoru.

2.5.3. Opseg metode (radno podrudje)

Opseg analiticke metode predstavlja interval izmedu gornjeg i donjeg nivoa koncentracije
merenog analita u uzorku (ukljucujuéi 1 te koncentracije) u kome se analiza moze vrSiti sa
odredenom ta¢noSc¢u, preciznoscu i linearno$¢u. Za odredivanje ovog parametra nije potrebno
izvoditi zasebne eksperimente, opseg se moze odrediti ispitivanjem ta¢nosti i linearnosti

metode. Za mnoge bioanalitiCke metode rasponi koncentracija su najéeSc¢e Siroki, npr. 1-100,
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1-1000 ili ¢ak i Siri. U Sirokim kalibracionim opsezima, relativno mala odstupanja od

pretpostavljenog modela mogu dovesti to znacajnih greSaka u predvidenim koncentracijama

kod kalibracionog opsega (Hartmann i sar., 1998).

2.5.4. Preciznost

Preciznost podrazumeva procenu slaganja izmedu numerickih vrednosti dva ili viSe rezultata
dobijenih merenjima izvedenim na isti na¢in (Thompson i sar., 2002; 1SO, 2004). Najcesce se
izrazava vredno$¢éu standardne devijacije (s) ili relativne standardne devijacije (RSD).
Ukoliko se preciznost metode izrazi preko relativne standardne devijacije, prihvatljive su
vrednosti manje od 20% (OECD, 2013). U slucaju validacije metode neophodno je da se
merenja vrSe sa tri razliCite koncentracije analita (niska, srednja i visoka koncentracija), u

najmanjen tri ponavljanja (3 nivoa koncentracije x 3 ponavljanja = 9 uzoraka).
Preciznost se izrazava kao:

Ponovljivost je parameter validacije kojim se izrazava preciznost rezultata analize istog
uzorka Kkoji pod istim uslovima analizira isti analiti¢ar, u istoj laboratoriji, na istoj opremi u

kratkom vremenskom intervalu.

Srednja preciznost odgovara merenjima izvrSenim pod promenljivim uslovima u jednoj
laboratoriji. Merenje se vrsi istom metodom, na istom uzorku, u istoj laboratoriji, a izvodi ga

razli¢it analitiCar, na razli¢itoj opremi u odredenim vremenskim razmacima izmedu merenja.

Reproduktivnost predstavlja podudaranje rezultata dobijenih uzastopnim merenjem
nekoliko istih uzoraka istom metodom u razli¢itim laboratorijama (razli¢it analiticar, razliciti

radni uslovi unutar specificnih parametara metode).

Razlika izmedu ponovljivosti, srednje preciznosti i reproduktivnosti prema smernicama 1SO
(2004) prikazana je u Tabeli 7:
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Tabela 7. Razlika izmedu ponovljivosti, srednje preciznosti i reproduktivnosti

Srednja

Uslovi Ponovljivost . Reproduktivnost*
preciznost
Analiti¢ar Da Da/Ne Da/Ne
Postupak (metoda) Da Da Da/Ne
S : _
% Instrum_ent I.US|OVI Da Da Da/Ne
2 snimanja
b Laboratorija Da Da Da/Ne
Reagensi Da Da Da/Ne
Dan Da Ne Da/Ne

*- Jedan ili vise uslova mogu biti promenjeni

Na osnovu Tabele 7. mogu se izvesti sledeci zakljuccei:
e U procesu validacije metode pogresno je koristiti termin dnevna preciznost, jer se on
podrazumeva pod pojmom srednja preciznost;

e Ponovljivost omogucava da ne dolazi do promene rezultata pri identi¢nim uslovima,
kao §to su uslovi aparata, koji analiticar izvodi analizu, u kojoj se laboratoriji analiza
izvodi 1 sli¢no;

e Reproduktivnost rezultata ukazuje na to da je promena rezultata konstantna pri
razli¢itim uslovima analize.

Preciznost se izrazava standardnom devijacijom S (Jednaéina 1), relativnom standardnom

devijacijom (RSD) (Jednacina 2) , varijansom S? (Jednagina 3).
S = /W Jednacina (1)

Xi - pojedinac¢ni sadrzaj svake probe, dobijen odredivanjem

S - standardna devijacija

x- srednja vrednost odredivanja

RSD (%) = = =100 Jednacina (2)

Rl

RSD - relativna standardna devijacija
S - standardna devijacija

x- srednja vrednost odredivanja
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n A2
52 = Hale D Jednagina (3)

S? - varijansa
Xi - pojedinacni sadrzaj svake probe, dobijen odredivanjem
n - broj odredivanja

X- srednja vrednost odredivanja

2.5.5. Taénost (efikasnost)

Tacnost analiticke metode je stepen saglasnosti izmedu stvarne i vrednosti dobijene
primenom analitickog postupka odredeni broj puta (Thompson i sar., 2002; Miller i Miller,
2000). Smatra se da je tacnost metode najvazniji parametar koji se proverava prilikom
validacije analiticke metode. Odredivanje ovog parametra omoguéava procenu uticaja
sistematske greSke metode na krajnji rezultat. Zvani¢ne preporuke IUPAC-a su da se
odredivanje ta¢nosti vrsi za tri razli¢ite koncentracije (niska, srednja i visoka), u najmanje tri
ponavljanja. Na ta¢nost metode u velikoj meri uti¢u nacin pripreme uzorka i koncentracija

analita u uzorku. U praksi se tacnost analiticke metode proverava:

e Analizom standardnih referentnih materijala (SRM) - materijali koje sadrze analit u
tacno definisanoj koncentraciji, u matriksu koji odgovara matriksu uzorka.

e Odredivanjem efikasnosti - U slu¢aju da ne postoji odgovarajué¢i SRM, u uzorak koji
ne sadrzi analit se dodaje tacno odredena koncentracija analita, i na osnovu
oc¢ekivane vrednosti koncentracije odreduje se efikasnost (metoda standardnog
dodatka). Prema preporukama IUPAC ovaj nacin provere tacnosti koristi se u slucaju
te€nih uzoraka ili uzoraka koji podleZzu potpunoj razgradnji prilikom rada.

e Uporedivanjem sa drugom (referentnom) metodom, koja je potvrdena kao tacna -
Odredeni broj uzoraka analizira se referentnom i metodom koja se validuje, 1 vrsi se
poredenje dobijenih rezultata.

Dobijena tacnost u velikoj meri zavisi od nacina pripreme uzorka, matriksa i koncentracije
uzorka. Za odredivanje taCnosti treba koristiti najmanje tri razlic¢ite koncentracije analita u
uzorcima i svaku pojedina¢nu analizu ponoviti tri puta. Za svaku probu efikasnost se

izracunava na osnovu sledeceg izraza (Jednacina 4):

signal (uzorak +dodatak)
signal (dodatak)

efikasnost (%) = * 100 Jednacina (4)
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Prema preporukama OECD (2013) prihvatljive vrednosti za efikasnost zavise od koli¢ine

analita u uzorku. Prihvatljive vrednosti za efikasnost prikazane su u Tabeli 8.

Tabela 8. Prihvatljive vrednosti za tacnost i ponovljivost metode u odnosu na koncentraciju

analita

Udeo analita u uzorku Prihvatljiva efikasnost Prihvatljiva RSD vrednost

(%) (%) (%)

100 98 - 102 1,3

10 98 - 102 1,9

1 97 - 103 2,7

0,1 95 - 105 3,7

0,01 90 - 107 53

0,001 80 - 110 7,3

0,0001 80 - 110 11

0,00001 80-110 15

0,000001 60— 115 21

0,0000010 40 - 120 30

2.5.6. Granica detekcije

Najniza koncentracija analita koja se moZe detektovati u uzorku, ali ne i1 kvantitativno
odrediti, naziva se granicom detekcije (limit of detection - LOD). Granica detekcije se jos§

naziva i limit detekcije. Postoji nekoliko pristupa odredivanju LOD:

e graficki - zasniva se na odredivanju analita tatno poznate koncentracije. Nakon
odredivanja analita poznate koncentracije vrsi se razblazivanje uzorka 1 postupak
odredivanja se ponavlja sve dok analit u uzorku viSe nije moguce detektovati.
Poslednja koncentracija pri kojoj je bilo moguce detektovati analit predstavlja
granicu detekcije. Odredivanje granice detekcije na ovaj nacin moZe se primeniti i
kod neinstrumentalnih metoda.

e na osnovu odnosa signal/Sum bazne linije (S/N) - za granicu detekcije obi¢no se
uzima vrednost koncentracija koje daju S/N = 3 ili S/N = 2. Primenjuje se samo na
metode kod kojih postoji bazna linija.
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(S/N) - izracunava se po formuli (Jednacina 5):

LOD = — Jednacina (5)

LOD - granica detekcije;
S - standardna devijacija odgovora detektora dobijena visestrukim merenjem slepe probe;
a - nagib kalibracionog grafika.

S se dobija kao standardna devijacija serije merenja signala uzorka bez analita, ili kao
standardna devijacija odsecka na ordinati dobijenog iz kalibracione prave sa koncentracijama
bliskim LOD.

2.5.7. Granica kvantifikacije

Granica kvantifikacije, odnosno limit kvantifikacije (limit of quantification - LOQ), definiSe
se kao najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se moze kvantitativno odrediti sa
prihvatljivom precizno$é¢u i tacnoséu (Swartz i Krull, 1997). Odreduje se na sli¢an nacin kao i

granica detekcije:

e graficki - analizom uzorka u kome analit ima ta¢no poznatu koncentraciju, pa
njegovim razblazivanjem i ponovnom analizom do momenta kada sa dovoljnom
ta¢noS¢u nije moguce kvantifikovati analit u uzorku;

e upotrebom odnosa S/N - za granicu kvantifikacije uzima se odnos S/N = 10;
e koriS¢enjem jednacine:
LOD = — Jednacina (6)
LOQ - granica kvantifikacija;
S - standardna devijacija odgovora detektora dobijena visestrukim merenjem slepe probe;

a - nagib kalibracionog grafika.

2.5.8. Robusnost

Robusnost se definiSe kao mera otpornosti analitickog postupka na male, namerne promene
radnih uslova metode (Thompson i sar.,, 2002). Prilikom ispitivanja robusnosti
hromatografskih metoda, uslovi koji se ispituju su temperatura kolone, zapremina uzorka
koja se injektuje, sastav mobilne faze. Ispitivanje robusnosti je vazan deo razvoja metode jer

pomaze otkrivanju optimalnih uslova za izvodenje metode i na taj nacin upucuje na one
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parametre koje treba kontrolisati. Tokom eksperimenata menjaju se radni uslovi unutar

odredenih granica i prati promena rezultata. Ako promena nekog radnog uslova ne utice bitno
na rezultat, kaze se da je on u podrucju robusnosti metode. Uslove za koje je utvrdeno da
utiCu na rezultat treba drzati pod nadzorom i to jasno naznaciti u opisu metode. Robustnost,
kao karakteristiku metode, nije neophodno odredivati u svakoj laboratoriji (Hartmann i sar.,

1998). Robusnost analiticke metode obi¢no se interpretira na sledeci nacin:

e Ne dolazi do promene koncentracije analita koja je odredena sa promenom nekog od
uslova rada;

e Ne dolazi do promene nekog od klju¢nih parametara metode (npr. granica detekcije)
sa promenom nekog od uslova rada.

Prilikom testiranja robusnosti moze se uvideti da li male promene uslova uti¢u na celokupan
analiticki postupak 1 izvode se zakljucci o eventualnoj ponovnoj validaciji metode. Najbolji
nacin za proveru robusnosti metode je hemometrijski pristup. Robusnost je parametar koji se
prilikom validacije ¢esto zanemaruje, $to moze dovesti do smanjenja efikasnosti i tacnosti

metode vremenom, a ponovna validacija zahteva dug vremenski period.
2.5.9. Efekat matrice

Prilikom validacije analiticke metode neophodno je definisati i tip uzorka na koji se metoda
moze primeniti kako bi se uzele u obzir komponente koje mogu uticati na analiticku metodu.
Ukoliko ne postoje dodatni podaci o tipu uzorka koji se analizira, povecava se i merna

nesigurnost celog postupka.

Prilikom validacije hromatografskin metoda preporuka je da se efekat matrice ispituje
snimanjem uzorka koji sadrzi analit 1 poredenjem tog hromatograma sa hromatogramom
slepe probe odnosno rastvaraca (Rogatsky i Stein, 2005). Jo$ jedan od nacina provere efekta
matrice je snimanje hromatografa uzorka koji je pripremljen dodavanjem analita u matricu
koja se analizira 1 hromatograma koji je dobijen snimanjem rastvaraca u koji je dodat analit.
Ukoliko je matrica uzorka kompleksna ili ne postoji uzorak koji ne sadrzi analit, tada se prati
koncentracija izotopski obelezenog unutras$njeg standarda u uzorku i u slepoj probi. Na

hromatogramu se efekat matrice obi¢no vidi kroz smanjenje intenziteta pika analita.

67


file:///D:/Application%20Data/Microsoft/Downloads/Hartman,%201998.pdf
file:///D:/Application%20Data/Microsoft/Downloads/Hartman,%201998.pdf
file:///D:/Application%20Data/Microsoft/Downloads/Rogatsky,%202005.pdf

Teorijske osnove
) 90
e N

2.5.10. Merna nesigurnost

Merna nesigurnost je parametar, pridruzen rezultatu merenja, koji karakteriSe disperziju
vrednosti koja bi razumno mogla da se pripiSe merenoj veli¢ini. Merna nesigurnost je
kvantitativni pokazatelj kvaliteta rezultata merenja. Merna nesigurnost:
- daje odgovor na pitanje koliko dobro rezultat predstavlja vrednost merene veliine,
omogucava korisniku rezultata da oceni njegovu pouzdanost.

- omogucava poredenje rezultata merenja dobijenih iz razliCitih izvora, razli¢itim
metodama, u razli¢itim laboratorijama i tako pomaze smanjivanju komunikacionih
barijera i finansijskih troSkova.

- znacajna i presudna je za ocenu usaglasenosti, kada se rezultat poredi sa grani¢nim
vrednostima definisanim specifikacijom ili propisima.

Preporuke I1SO (2004) su da se merna nesigurnost procenjuje preko sledeéih parametara:

e Nesigurnost tipa A - procenjuje se statisti¢cikm metodama, najcesc¢e preko standardne
devijacije;
e Nesigurnost tipa B - procenjuje se eksperimentalnim putem, koris¢enjem podataka iz

literature i upotrebom referentnih materijala;

e Kombinovana merna nesigurnost - kombinacija nesigurnosti tipa A i B, izrazava se
preko standardne devijacije.

Nesigurnost merenja moze biti procenjena na osnovu sledece jednacine:

uly(xq,xz,...)] = \/2i=1,ncizu(xi)2 Jednacina (7)

gde je y(x,x,, ..) funkcija nekoliko nezavisnih varijabli (xq,x,,..), Ci koeficijent
osetljivosti, a u(xj) standardna nesigurnost merenja koja je izrazena preko standardne
devijacije. Kako je u[y(xq, x5, ...)] funkcija nekoliko zasebnih nesigurnih komponenti moze
se nazvati i kombinovana standardna nesigurnost merenja. Kako bi izra¢unali kombinovanu
standardnu nesigurnost neophodno je najpre proceniti pojedinacne standardne nesigurnosti
merenja. Pojedinacna standardna nesigurnost merenja izraCunata je na osnovu standardne
devijacije merenja koje je vrSeno u tri ponavljanja. Nakon odredivanja standardne
nesigurnosti, neophodno je pomnoziti je faktorom pokrivenosti (coverage factor, k), kako bi
dobili kombinovanu standardnu nesigurnost. Ukoliko se radi o normalnoj raspodeli i broj
stepeni slobode je visok, za vrednost faktora pokrivenosti obi¢no se uzima 2. Kombinovana

standardna nesigurnost obi¢no se procenjuje za nivo poverenja 95%.

68


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

Teorijske osnove
) 90
e N

Na nesigurnost merenja uti¢e mnogo faktora, kao $to su loSa procena koli¢ine analita u

uzorku, uzorak Kkoji nije reprezentativan, nepoznavanje faktora koji uti¢u na proces merenja,
netacne vrednosti dobijene odredivanjem analita u standardnom referentnom materijalu,
aproksimacije prilikom izvodenja analize itd. Ono §to je sigurno je da se ni jedno merenje ne
moze u potpunosti interpretirati bez odredivanja merne nesigurnosti. Uticaj razliitih faktora
na mernu nesigurnost moze se predstaviti dijagramom uzrok - posledica - ISikava (Ishikawa)
dijagram. Dijagram uzrok - posledica je rezultat opsSte analize uticaja (uzroka) koji
uslovljavaju odredeni ishod posmatrane pojave (procesa) (Premovi¢, 2005). Na Slici 18.
prikazan je Isikava dijagram koji opisuje uticaj razli¢itih parametara na proces validacije
metode.

Analiticar

Hemikalije Oprema

Znanje—> .,
Cistoca

Injektor
Vlaga

Komunikacija

Nacin ¢uvanja Kolona

Vestine Merenije

{Metoda za analizu PAU

Vlaga Rastvara¢

Nacin ¢uvanja Ekstrakcija

Vreme
Homogenizacija

Vreme .
Injektovana
zamperima
Sorbens P
PreciS¢avanje
ekstrakta

Uzorkovanje B
Integracija

Vreme

Priprema uzorka’ promatografska metoda

Uzorak

Slika 18. Isikava dijagram za metodu analize PAU u uzorcima zemljista primenom GC - MS
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2.6. Statisti¢ka analiza

Pojam statisticke analize od pocetka njenog koris¢enja do danaSnjih dana znatno se menjao.
Prema Kendalu (1943) statistika predstavlja mnostvo metoda kojima se obraduju podaci
dobijeni merenjem osobina populacije ili prirodnih fenomena. Sa druge strane Hand (2009) je
statistiku opisao kao zabavan nacin interpretacije podataka, postavljanje znacajnih filozofskih
pitanja i mogucénost donoSenja bitnih odluka u nauci, medicini, industriji, politici. Statistika
se moze podeliti na deskriptivhu, koja se bavi opisivanjem, sredivanjem i saZimanjem
podataka dobijenih analizom, i interferencijalnu, kojom se pronalazi pravilnost u raspodeli
uzoraka i razlike medu njima. Skup svih elemenata na kojima se odredena pojava statisticki
posmatra naziva se populacija ili osnovni skup. Deo populacije koji je odabran za statisticku
analizu naziva se uzorak. Karakteristike uzoraka koje se proucavaju nazivaju se varijable

(Babbie, 2009).

U danasnje vreme istrazivanje u nauci nije mogucée zamisliti bez upotrebe statistiCke analize
koja se izvodi upotrebom statistickih programa kao Sto su Statistica, SPSS, PSPP, XLSTAT,
NCSS i mnogi drugi.

Znacajnu granu statistiCke analize predstavlja multivarijantna statisticka analiza (MVS), koja
predstavalja statisticki postupak kojom se ispituje odnos vise varijabli. Koristi se nakon
sprovedene univarijantne i/ili bivarijantne statistike. Pre pojave MVS u statisti¢koj analizi
koristile su se najviSe dve varijable istovremeno i rezultati statistickih istrazivanja bili su
ogranieni na odredivanje aritmeticke sredine, varijanse, standardne devijacije, interval
poverenja i statisti¢ke testove. Varijabla ili promenljiva u kontekstu multivarijantne analize je
bilo koja pojava koja slobodno varira na takav na¢in da se te varijacije mogu identifikovati i
izmeriti. Vecina tehnika multivarijacione statistike identifikuje Sablone (obrasce)
podudarnosti ili odnosa izmedu mnogo varijabli, ocenjuju relativnu vaznost svake varijable i
predvida ili objasnjava moguce ishode. Multivarijantna statisticka analiza omogucava
razumevanje odnosa izmedu veceg broja varijabli i odreduje Sablone podudarnosti medu
njima. Primenom tehnika multivarijantne statistike znatno su se povecale kolic¢ine

upotrebljivih informacija koje mogu da se izvuku iz posmatrane statisticke mase.

Tehnike multivarijantne analize mogu se podeliti na tehnike zavisnosti i tehnike

meduzavisnosti.
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Kod tehnika koje analiziraju zavisnost cilj je da se na osnovu ostalih, nezavisnih varijabli

objasni jedna zavisna varijabla i predvide njene varijacije Ovoj grupi pripadaju:

e VisSestruka regresija i korelacija;
e Diskriminaciona analiza;

e Kanonic¢ka analiza;

e Logit analiza;

e Conjoint analiza;

e AID (Automatic interaction detection) i CHAID (Chi square automatic interaction
detection).

Tehnike meduzavisnosti polaze od podjednake vaznosti svih varijabli. U ovom slucaju cilj je
utvrditi odnos izmedu varijabli, kako bi se pronaSle varijable koje su sli¢ne. U ovu grupu
spadaju:

e Analiza glavnih komponenti;

o Faktorska analiza;

o Kilaster analiza;

e Korespondentna analiza;

e Strukturalne jednacine;

e Multidimenzionalno skaliranje.
Analiza glavnih komponenti (principal component analysis - PCA) predstavlja statisticku
analizu koja omogucava redukciju skupa podataka, koji sadrze veliki broj medusobno
povezanih promenljivih, tako da bude obuhvacena $to veca koli¢ina varijanse podataka
(Jeong i sar., 2009). Prvi je ovu tehniku opisao Karl Pearson 1901. godine. Izracunavanje je
vrSeno sa malim brojem varijabli (dve ili tri). Razvojem i usavrSavanjem statistickih
programa doslo je i do razvoja PCA analize. Hromatografskim metodama dobija se veliki
broj podataka koji je tesko interpretirati, pa je PCA analizom omoguc¢ena redukcija podataka,
njihovo grupisanje, Klasifikacija i utvrdivanje odnosa izmedu varijabli. Ova vrsta
multivarijantne statisticke analize varijaciju podataka opisuje glavnim komponentama (PC -
principal components). Najbolji rezultati se postizu kada su originalne varijable u visokoj
korelaciji, bilo pozitivnoj ili negativnoj. Ukoliko varijable nisu u medusobnoj korelaciji, PCA

analizom se ne dobija nikakav rezultat.
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Ciljevi PCA analize su:

e Redukcija dimenzionalnosti podataka (smanjenje broja izvornih varijabli na mali broj
indeksa koji su linearna kombinacija izvornih varijabli - glavne komponente);

e Interpretacija podataka.
PCA analizom podaci se redukuju njihovom geometrijskom projekcijom dajuéi na taj nacin
glavne komponente. lzvedena glavna promenljiva predstavlja prosek standardizovanih
vrednosti obeleZja originalnih promenljivih i moze se posmatrati kao indeks. Prva glavna
komponenta (PC1) smanjuje rastojanje izmedu originalnih podataka i njihovih projekcija.
Smanjenjem rastojanja povecava se varijansa izmedu projektovanih tacaka. Druga glavna
komponenta (PC2) dobija se na sli¢an nacin, ali ne sme biti u korelaciji sa PC1. Cilj PCA
analize je da varijanse vecéine tako estrahovanih glavnih komponenata budu toliko male da su
zanemarljive. U tom slucaju, vec¢i deo varijacija originalnih podataka se moze adekvatno

opisati sa svega nekoliko glavnih komponenti,
Analiza glavnih komponenti izvodi se u slede¢im koracima:

1. Standardizacija originalnih podataka tako da originalne varijable imaju aritmeticku
sredinu jednaku nuli i varijansu jednaku jedinici. Ovaj korak je posebno vazan, S
obzirom na to da su varijable vrlo ¢esto razli¢itog reda veli€ina, razlicitih jedinica i
sli¢no;

2. Izracunavanje matrice kovarijansi;

3. IzraCunavanje ajgen vrednosti i odgovarajucih ajgen vektora. Glavna komponenta je
tako iskazana preko koeficijenta a; i varijanse A;;

4. Eliminacija komponenti koje se u modelu odnose na mali deo varijacije podataka.
Sustina analize glavnih komponenti je podela korelacione (kovarijansne) matrice na ajgen
vrednosti (svojstvene vrednosti). Ajgen vrednost odreduje koli¢inu varijacije opisanu pomocu
faktorskih koordinata, pri ¢emu najveci uticaj ima prva komponenta (Arfken, 1985). Ukoliko
je ajgen vrednost veca od 1, to znac¢i da PCA racuna viSe varijanse u odnosu na originalne
promenljive, i za dalje tumacenje rezultata koriste se ove koordinate. Ajgenvektori
(koeficijenti glavnih komponenti) su standardizovani tako da suma njihovih kvadrata iznosi 1
za svaki ajgenvektor. Rezultati PCA analize najcesce se prikazuju kao doprinos promenljivih

komponenti.
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Klaster analiza vrsi grupisanje varijabli u grupe (klastere), tako da se sli¢ne jedinice nadu u

istoj grupi (Hair i sar., 2010). Za razliku od ostalih statistickih tehnika, klaster analiza
varijable ne procenjuje empirijski, ve¢ koristi one koje su zadate od strane istrazivaca (Hair i
sar., 2010). Grupisanje podataka se vrsi na osnovu rezultata (skora) koji se izraCunava na
osnovu vrednosti obelezja po svim varijablama, za svaku jedinicu posmatranja posebno. Izbor
varijabli je klju¢ni korak u klaster analizi i zavisi od zadatih ciljeva. Od velikog je znacaja u
analizu ukljuciti one varijable koje najbolje predstavljaju koncept sli¢nosti koji se istrazuje.
lako se klaster analiza pominje u nauci od pocetka proSlog veka, do znaCajnog razvoja ove
statistiCke tehnike dolazi sa razvojem racCunara i softvera. Klaster analiza se moze dobro
iskoristiti za redukciju podataka predmda sto je vise varijabli ukljuc¢eno u analizu i §to su one
viSe medusobno nezavisne, to je teze pronaéi odgovarajuci obrazac za grupisanje jedinica

posmatranja.
Metodologija klaster analize ukljucuje sledece korake (Hair i sar., 2010):

e Odredivanje ciljeva klaster analize;

e Izbor istrazivackog obrasca;

e Postavljanje pretpostavki;

e Formiranje i procena broja klastera;

e Interpretacija klastera;

e Procena klaster analize i profiliranje klastera.

Konacan rezultat klaster analize je podela objekata u klastere u skladu sa zadatim ciljevima.

U klaster analizi razlikuju se dva osnovna pristupa - hijerarhijski i nehijerarhijski.

U hijerarhijskoj klaster analizi (hierarchical cluster analysis - HCA) glavni rezultat analize je
dendrogram, koji je zapravo graficki prikaz klastera u obliku stabla. Kod ovog tipa analize
najpre se izracunava udaljenost svih jedinica, a potom se vrSi formiranje grupa tehnikom
spajanja ili razdvajanja. Kod hijerarhijske klaster analize razlikuju se aglomerativni i
divizioni pristup. Aglomerativni hijerarhijski metod (tehnika spajanja) polazi od toga da je
svaka jedinica sama u grupi. Grupe se spajaju po sli¢nosti, dok se na kraju sve ne nadu u istoj
grupi. Divizioni hijerarhijski pristup (tehnika razdvajanja) je suprotan u odnosu na
aglomerativni - od jedne grupe stvaraju se dve, pa od te dve sledece dve i tako sve dok svaka

jedinica posmatranja ne bude posebno.
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Tehnike grupisanja u hijerarhijskoj klaster analizi mogu se podeliti na slede¢i nacin:

e Jednostruko povezivanje (tehnika najblizeg suseda) - prva dva ¢inioca klastera su
varijable sa najmanjom udaljenos$¢u, i na ovaj nacin odredena je i udaljenost klastera.
Formiranje sledecih klastera takode je uslovljeno najmanjom udaljeno$¢u izmedu
¢lanova klastera;

e Potpuno povezivanje (tehnika najdaljeg suseda) - udaljenost dva klastera ra¢una se
kao udaljenost izmedu dva najudaljenija ¢lana;

e Povezivanje na osnovu prosecne udaljenosti izmedu grupa - udaljenost izmedu dva
klastera izraCunava se na osnovu prosecne udaljenosti izmedu svih parova koji se
mogu formirati u dva klastera. Na primer, ako klaster 1 ¢ine objekti a i b, a klaster 2
objekti c i d udaljenost izmedu klastera 1 i 2 moze se odrediti kao prosek udaljenosti
izmedu parova objekata: (a,c), (a,d), (b,c) i (b,d);

e Vardova (Ward) metoda - izracunaju se aritmeti¢ke sredine za svaku varijablu, pa se
za svaki objekt racuna kvadrirano Euklidovo rastojanje i vrednosti se sabiraju.
Spajaju se oni klasteri za koje je ukupni zbir ovih rastojanja najmaniji.

Nehijerarhijski pristup je takav da se vrsi ra§¢lanjivanje, tako da jedinice mogu da se kreéu iz
jedne u drugu grupu u razli¢itim fazama analize. Odreduje se centralni klaster u kom se
nalaze sve jedinice posmatranja. Nakon toga, odreduje se drugi klaster i ukoliko su objekti
posmatranja blizi njemu, rasporeduju se u drugi klaster. Postupak se ponavlja dok svi objekti

ne budu grupisani.

Za izraCunavanje udaljenosti izmedu jedinica posmatranja koristi se Euklidovo rastojanje

(Jednacina 8):
1
dij = {Zhe 2 O — Xjk)}2 Jednacina (8)

gde je xik vrednost jedinice posmatranja x; za varijablu Xy, a Xjx vrednost jedinice posmatranja

Xj za varijablu Xk.

Velika prednost klaster analize je to §to omogucava jednostavnu interpretaciju istrazivanja
kojima se dobija veliki broj podataka. Grupisanjem dobijenih podataka pomocu klaster
analize karakteristike populacije svode se na manji broj opservacija, uz minimalan gubitak
informacija. Medutim, nedostatak klaster analize je taj Sto je procena broja i pripadnosti
klasteru Cesto subjektivna i zavisi od metode kojom se klasterovanje vrsi (hijerarhijski ili

nehijerarhijski pristup).
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3. Eksperimentalni deo

3.1.Aparati

Za analizu pripremljenih ekstrakata koris¢en je 7890/7000B GC - MS/MS uredaj, sa
triplkvadrupolom (QqQ), proizvodaca (Agilent Technologies, SAD) koji je opremljen Combi

PAL uzorkivacem (semplerom).

Sadrzaj metala u uzorcima zemljiSta odreden je na Inductively Coupled Atomic Emission

Spectrometer, ICP-OES (Thermo Scientific, United Kingdom), model 6500 Duo.

Uzorci zemljista za odredivanje sadrzaja teSkih metala pripremljeni su pomocéu Milestone

ETHOS One Advanced Microwave Digestion System (Sorisole, Italija).
pH vrednost merena je pH metrom (Hanna Instruments, SAD)

Elektroprovodljivost uzoraka zemlji§ta merena je konduktometrom (Hanna Instruments,
SAD).

3.2.Rastvori i reagensi

U radu su koriS¢eni slede¢i reagensi i rastvori:

PAH Kit 601-N koji sadrzi acenaften, acenaftilen, antracen, benzo[a]antracen, benzo[a]piren,
benzo[b]fluoranten, benzo[g,h,i]perilen, benzo[k]fluoranten, hrizen, dibenzo[a,h]antracen,
fluoranten, fluoren,indeno[1,2,3-cd]piren, naftalen, fenantren i piren kao ¢vrste supstance

(Supelco, Bellefonte, Pensilvanija),
Unutrasnji standardi acenaften djo i perilen d;» (Supelco, Bellefonte, Pensilvanija),

Surrogat Standard Mix 4 mg mL™ koji sadrzi 2-hlorfenol-3,4,5,6-ds, 1,2-dihlorbenzen-ds, 2-
fluorobifenil, 2-fluorofenol, nitrobenzen-ds, fenol-ds, p-terfenil-di4, 2,4,6-tribromfenol

(Supelco, Bellefonte, Pensilvanija),
Acetonitril, HPLC grade (Sigma Aldrich, Nemacka),
n-Heksan, HPLC grade (VWR International S.A.S, Francuska),

Cikloheksan, HPLC grade (Sigma Aldrich, Nemacka),
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Etil-acetat, HPLC grade (Merck, Darmstadt, Nemacka),

Dihlormetan, HPLC grade (Sigma Aldrich, Nemacka),

Aceton, HPLC grade (Merck, Darmstadt, Nemacka),

PSA (United Chemical Technologies UCT, Horsham, Pensilvanija),
Dijatomejska zemlja (Sigma Aldrich, Nemacka),

C18 (United Chemical Technologies UCT, Horsham, Pensilvanija),
Florisil (United Chemical Technologies UCT, Horsham, Pensilvanija),
Klinoptilolit (rudnik Zlatokop, Vranjska Banja, Srbija),

Al,O3 (Sigma Aldrich, Nemacka),

Silika gel (Sigma Aldrich, Nemacka),

MgSO, (Sigma Aldrich, Nemacka),

NaCl (Sigma Aldrich, Nemacka),

HCI (Merck, Darmstadt, Nemacka),

HNO3 (Merck, Darmstadt, Nemacka),

KCI (Merck, Darmstadt, Nemacka),

K2Cr,07 (Merck, Darmstadt, Nemacka)

H,SO,4 (Merck, Darmstadt, Nemacka),

H3PO,4 (Merck, Darmstadt, Nemacka),

FeSO4x7H,0 (Zdravlje, Leskovac)

Difenilamin (Sigma Aldrich, Nemacka),

Multistandard koji sadrzi Al, Ca, Fe, Na, Mg, P, S, Ag, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Ga, Hg, In,
Li, Mn, Ni, Sr, Pb i Zn u koncentracijama od 1000 mg L, (Merck, Darmstadt, Nemacka),

Dejonizovana voda koris¢ena za rad imala je specifinu provodljivost 0,05 pS cm™.
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3.3.Priprema standardnih rastvora policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika

Standardni rastvor koji sadrzi 16 policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika u koncentraciji 100
ug mL? za svaku komponentu, osim benzo[g,h,i]perilena (50 pug mL™) pripremljen je
rastvaranjem Cvrstih supstanci u smesi cikloheksan/aceton (1:1, v/v). Nakon toga ovaj rastvor
je razblazen tako da je koncentracija svakog od PAU iznosila 25 g mL?, osim
benzo[g,h,i]perilena (12,5 pg mL™). Ovako pripremljeni rastvori koris¢eni su za konstrukciju

kalibracione prave.

Standardni rastvor unutra$njeg standarda koji sadrzi perilen di, (80 pg mL™) i acenaften dio
(80 pg mL™), i rastvor surogat standarda (p-terfenil-dis u koncentraciji 100 pg mi™)
pripremljeni su u dihlormetanu. Unutra$nji standard u uzorke se dodaje kako bi na osnovu
poredenja povrsina pika unutra$njeg standarda i pika analita mogla da se odredi koncentracija
analita u uzorku, dok se surogat standard u uzorke dodaje kako bi se pratila efikasnost
ekstrakcije.

Svi standardni rastvori su ¢uvani na 4 °C, u tamnim bocama sa $lifovanim zapuSacem, u

propisanom vremenskom periodu.

Kalibracione prave 16 analiziranih komponenti konstruisane su snimanjem serije standarnih
rastvora PAU. Standardna serija pripremljena je odmeravanjem standardnog rastvora koji
sadrzi 16 PAU (koncentracije pojedinaénih PAU u ovom rastvoru iznosile su 25 pg mL™,
osim benzo[g,h,i]perilen (12,5 ug mL™) i dodatkom smese rastvaraca cikloheksan/aceton do
odredene zapremine. Postupak pripreme serije rastvora i koncentracije PAU koji su koris¢eni

za konstruisanje kalibracione prave prikazan je u Tabeli 9.
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Tabela 9. Odmerene zapremine i koncentracije PAU koris¢ene za konstrukciju kalibracione

prave
) . Zapremina Zapremina smeSe Pojedinacna Koncentracija
Rednni broj rastvora 16 rastvarada koncentracija 15 penzo[g,h,ijperilena
kalibracionog PAU cikloheksan/aceton PAU u viali u viali
standarda 1
(ML) (ML) (Mg mL™) (Mg mL™
1 10 990 0,1923 0,0962
2 25 975 0,4808 0,2404
3 50 950 0,9615 0,4808
4 100 900 1,9231 0,9616
5 200 800 3,8461 1,9231
6 500 500 9,6154 4,8077
7 750 250 14,4230 7,2115
8 1000 750 19,2307 9,6154

Pored standardnog rastvora PAU, u svaku vialu dodato je po 200 pl unutra$njeg standarda i

100 pl surogat standarda. Sva merenja vrSena su u tri ponavljanja.
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3.4.Priprema model uzoraka zemljiSta

Model uzorci zemljista pripremljeni su od uzoraka zemljista prikupljenog na nezagadenom
podrucju. Pre pripreme model uzoraka utvrdeno je da uzorci zemljiSta prikupljeni na
nezagadenom podrucju ne sadrze analizirane komponente po metodi EA (2003). Nakon §to je
potvrdeno da u ovim uzorcima ne postoje policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici, dodata je
odredena koli¢ina standardnog rastvora koji sadrzi 16 PAU - spajkovanje uzoraka. U uzorke
zemljista dodat je standardni rastvor PAU, i na taj nacin Su dobijeni model uzorci zemljista,
koji sadrze PAU u koncentracijama 5,0 mg kg™; 0,5 mg kg™ and 0,05 mg kg™ ukupnih PAU.
Nakon dodatka standardnog rastvora PAU, uzorci su ostavljeni da stoje 12 sati pre

ekstrakcije.
3.5.Prikupljanje realnih uzoraka zemljista

Realni uzorci zemljista prikupljeni su u NiSu, u gradskom podrucju u februaru 2015. godine
(Slika 19.). Na svakom mestu odredenom za uzorkovanje, uzorak je uzet iz centra i Cetiri ugla
zamiSljenog kvadrata, sa dubine 5 - 20 cm. Ovako prikupljen uzorak je homogenizovan,

prosejan 1 suSen na vazduhu, a nakon toga cuvan na -18 °C.
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Slika 19. Mapa lokaliteta sa kojih su prikupljani realni uzorci (grad Nis)
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U Tabeli 10. prikazan je detaljan opis lokaliteta na kojima su prikupljani uzorci:

Tabela 10. Detaljan opis lokaliteta na kojima su prikupljani uzorci zemljista

Lokalitet Opis mesta uzorkovanja

1 U blizini saobracajnice, pored reke

U blizini kuéa, u ulici sa malim protokom saobracaja
U blizini parka

3

4 Pored saobracajnice

5 U blizini benzinske pumpe
6 U blizini bolnice
7
8
9

U blizini autobuske stanice
U blizini raskrsnice prometnih saobracajnica

U blizini parka
10 U blizini stadiona
11 U blizini autobuske stanice
12 U blizini autobuske stanice
13 U blizini gradske toplane
14 Pored reke, u blizini gradske toplane
15 U blizini kuéa koje za grejanje koriste fosilna goriva
16 U blizini kuéa koje za grejanje koriste fosilna goriva
17 U blizini prometne saobrajanice
18 U blizini prometne raskrsnice
19 U blizini saobracajnice, pored reke
20 Pored reke, u blizini gradske toplane
21 Pored reke, u blizini gradske toplane
22 U blizini stambenih zgrada, pored saobrac¢ajnice
23 Pored parka, u blizini saobracajnice
24 U blizini autobuskog parking
25 U blizini prometne raskrsnice
26 U blizini benzinske pumpe
27 U blizini mosta, pored reke
28 Pored reke, u blizini parking za autobuse
29 Pored reke, u blizini parking za autobuse
30 U blizini fabrike
31 U blizini fabrike
32 U blizini ku¢a
33 U blizini decjeg igralista, pored puta
34 U blizini kuc¢a
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3.6.0ptimizacija ultrazvucne ekstrakcije za analizu PAU iz uzoraka zemljiSta

Ekstrakcija model uzoraka zemljiSta ultrazvukom izvrSena je na sledec¢i nacin: 5 g model
uzorka zemljista odemereno je u erlenmajer i dodato je 45 mL smeSe rastvaraca
heksan/aceton (1:1 v/v) ili cikloheksan/aceton (1:1 v/v). Ekstrakcija je trajala 30 ili 60
minuta, 1 nakon toga ekstrakt je filtriran 1 uparen do suva na rotacionom vakuum uparivacu.
Suvi ostatak je rastvoren u normalnom sudu zapremine 5 mL. Alikvot od 1 mL prebacen je u
QuEChERS kivetu zapremine 2 mL koja sadrzi 50 mg PSA i 500 mg aktiviranog Al,O3 i
centrifugiran 10 minuta na 8000 obrtaja u minutu. Nakon centrifugiranja 0,6 mL prebaceno je

u vialu i nakon dodatka 200 pL unutrasnjeg standarda i snimljeno na GC - MS.

Uzorci zemljiSta sa verifikovanim odsustvom PAU (slepa proba) tretirani su na isti nacin kao

i model uzorci zemljista.

Svi uzorci su pripremljeni u tri ponavljanja.
3.7.0ptimizacija ekstrakcije po Soksletu i pre¢is¢avanja dobijenih ekstrakata

Model uzorci zemljista ekstrahovani su ekstrakcijom po Soksletu, prema propisu Britanske
agencije za zaStitu Zivotne sredine (EA, 2003). Odmereno je 40 g zemljista u Cauru i
smesteno u aparaturu po Soksletu. Nakon toga, u balon je dodato 300 mL dihlormetana i
uzorci su ekstrahovani 8 sati. Kada je ekstrakcija zavrSena, ekstrakt je uparen na manju

zapreminu (do 5 mL), prebacen u normalni sud od 25 mL i rastvoren u heksanu.

PreciS¢avanje ovako dobijenih ekstrakata vr§eno je hromatografijom na koloni i ekstrakcijom

disperznom ¢vrstom fazom.

Sorbensi koriS¢eni za hromatografiju na koloni su aktivirani silika gel 1 aluminijum oksid.
Kondicioniranje kolone izvrSeno je heksanom, a nakon toga je 5 mL ekstrakta naneto na
kolonu, a PAU su eluirani smeSom dihlormetan/heksan (2:3, v/v) u balon od 100 mL. Nakon
toga je izvrSeno uparavanje do zapremine od 1 mL, ekstrakt je prebacen u vialu i nakon
dodatka 200 pL unutrainjeg standarda (perilen dy, (80 pg mL™) i acenaften dio (80 pg mL™))
snimljen na GC - MS.

Precis¢avanje ekstrakcijom disperznom ¢vrstom fazom radeno je u QUEChERS kivetama od

2 mL koje su sadrzale 150 mg sorbensa. Sorbensi koji su testirani bili su PSA, C18, silika gel,
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florisil, dijatomejska zemlja i klinoptilolit. Alikvot ekstrakta (1,5 mL) dobijen nakon

ekstrakcije po Soksletu, uparavanja i razblazenja u normalnom sudu, prebacen je u kivetu sa
sorbensom i nakon muckanja centrifugiran je 10 minuta na 8000 obrtaja u minutu. Nakon
toga, 1 ml supernatanta prebacen je u vialu i nakon dodatka 200 pL unutrasnjeg standarda

(perilen di (80 pg mL™) i acenaften dio (80 ug mL™)) snimljen na GC - MS.

Uzorci zemlji$ta sa verifikovanim odsustvom PAU (slepa proba) tretirani su na isti na¢in kao

i model uzorci zemljista.

Svi uzorci su pripremljeni u tri ponavljanja.
3.8.0ptimizacija QuEChERS tehnike za ekstrakciju PAU iz uzoraka zemljiSta

Model uzorci zemljista (10 g) odmereni su u QUEChERS kivetu od 50 mL, pa im jedodato 30
mL smeSe rastvaraCa. RastvaraCi koji su koris¢eni prilikom optimizacije metode su
voda/acetonitril (1:2, v/v), voda/heksan (1:2,v/v), heksan/aceton (2:1, v/v) i etil - acetat.
Uzorci su meSani 1 minut, a nakon toga Su ekstrahovani na ultrazvu¢nom kupatilu 30 minuta.
Potom je u kivete dodato 8 g MgSO, i 2 g NaCl, kivete su promuckane i centrifugirane 10
minuta na 3500 obrtaja u minutu. Alikvot supernatanta (1,5 mL) prebacen je u QUEChERS
kivetu od 2 mL sa 150 mg MgSQO, i 50 mg sorbensa. Sorbensi koji su testirani su PSA, C18,
florisil, dijatomejska zemlja i klinoptilolit. Nakon muckanja, ekstrakti su centrifugirani 10
minuta na 8000 obrtaja u minutu. Zapremina od 1 mL supernatanta prebacena je u vialu i
nakon dodatka 200 pL unutra§njeg standarda (perilen di» (80 pg mL™) i acenaften dyo (80 g
mL™)), vriena je GC - MS analiza.

Uzorci zemljista sa verifikovanim odsustvom PAU (slepe probe) tretirani su na isti nacin kao

1 model uzorci zemljista.

Svi uzorci su pripremljeni u tri ponavljanja.
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3.9.GC - MS analiza

Pripremljeni ekstrakti analizirani su na 7890/7000B GC - MS/MS triplkvadripol uredaju
opremljenom Combi PAL autosemplerom i HP-5MS kapilarnom kolonom (5 %

fenilmetilsiloksan, dimenzije 30 m x 0,25 mm, debljine filma 0,25 pm).

Najpre je snimanje vrSeno u SCAN modu, kako bi se utvrdila retenciona vremena i
karakteristi¢ni joni koji su kori$¢eni za analizu odgovarajucih jedinjenja. Temperaturni rezim
bio je sledeci: izotermalno na 75 °C prva 3 minuta, a zatim linearni porast temperature do 280
°C (gradijent 6 °C min™), a zatim izotermalno na 280 °C poslednjih 20 minuta. Injektovana
zapremina uzorka iznosila je 1 pL, u split modu (10:1). Kao nose¢i gas primenjivan je
helijum sa protokom od 1,0 mL min™. Jonizacioni potencijal izvora bio je podesen na -70 eV

sa masenim skeniranjem u rasponu 40-650 amu.

Nakon $to je utvrdeno na kom retencionom vremenu se eluiraju analizirana jedinjenja i koji
se joni mogu Koristiti za kvantifikaciju, snimanje je nastavljeno u SIM (single ion
monitoring) modu. Temperaturni reZim bio je sledeci: izotermalno na 75 °C prva 3 minuta, a
zatim linearni porast temperature do 300 °C (gradijent 6 °C min™), a zatim izotermalno na
300 °C poslednjih 10 minuta. Ukupno vreme analize bilo je 50,5 minuta. Injektovana
zapremina iznosila je 2,5 pL, u splitless modu. Kao noseé¢i gas primenjivan je helijum sa
protokom od 1,0 mL min™. Jonizacioni potencijal izvora bio je -70 eV. Kvantitativna analiza
radena je na osnovu odgovarajuceg jona i retencionog vremena (Tabela 11.) u programu

MassHunter QQQ Quantitative Analysis software (Agilent Technologies, SAD).
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Tabela 11. Retenciona vremena i odgovarajuci joni za kvantifikaciju PAU

PAU Rt Kvantifikacioni jon

(minut) (m/z)

Naftalen 11,792 128,0
Acenaftilen 17,721 152,0
Acenaften 18,460 153,0
Fluoren 20,380 166,0
Fenantren 24,000 178,0
Antracen 24,177 178,0
Fluoranten 28,575 202,0
Piren 29,383 202,0

Hrizen 34,072 228,0
Benzo[a]antracen 34,238 228,0
Benzo[b]fluoranten 37,937 253,0
Benzo[k]fluoranten 38,103 253,0
Benzol[a]piren 39,039 253,0
Indeno[1,2,3-cd] piren 42,760 277,0
Dibenzo[a,h]antracen 42,878 279,0
Benzo[g,h,i]perilen 43,637 276,0
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3.10. Analiza sadrzaja PAU u uzorcima zemlji$ta prikupljenog na teritoriji

grada

Uzorci prikupljeni na teritoriji urbanog dela grada NiSa pripremljeni su optimizovanom
QUEChERS tehnikom i analizirani na GC - MS. Po 10 g uzorka odmereno je u QUEChERS
kivetu od 50 mL i dodato je 30 mL smese voda/acetonitril (1:2, v/v). Uzorci su meSani 1
minut, a nakon toga su ekstrahovani na ultrazvu¢nom kupatilu 30 minuta. Potom je u kivete
dodato 8 g MgSO, i 2 g NaCl, kivete su promuckane i centrifugirane 10 minuta na 3500
obrtaja u minutu. Alikvot supernatanta (1,5 mL) prebacen je u QUEChERS kivetu od 2 mL sa
150 mg MgSO, i 50 mg dijatomejske zemlje. Nakon muckanja, ekstrakti su centrifugirani 10
minuta na 8000 obrtaja u minutu. Zapremina od 1 ml supernatanta prebacena je u vialu i
nakon dodatka 200 pL unutra$njeg standarda (perilen di» (80 pg mL™) i acenaften dyo (80 pg

mL™)) vriena je GC - MS analiza.
J
3.11.0dredivanje teSkih metala u zemljiStu

Uzorci zemljista prikupljeni na teritoriji grada su nakon suSenja na vazduhu i usitnjavanja
odmereni (0,5 g) i pomesani sa 15 mL koncentrovane HCI (36%, w/w) i 5 mL HNOj3; (65%
w/w). Mikrotalasna digestija trajala je 5 sati, i uzorci su zagrevani na 80 °C. Nakon toga,
uzorci su filtrirani kroz Whatman no. 42 filter papir i rastvoreni u normalnom sudu od 100

mL.

Snimanje je izvrSeno na Inductively Coupled Atomic Emission Spectrometer, ICP-OES
(Thermo Scientific, Velika Britanija), model 6500 Duo. Uslovi snimanja prikazani su u tabeli
(Tabela 12).
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Tabela 12. Parametri ICP-OES metode

Parametri metode

RF snhaga plazme 1150 W

Pravac posmatranja plazme aksijalni
Protok gasa za hladenje 12 L min™

Protok gasa za obrazovanje plazme 0,5 L min™

Protok rasprsivackog gasa 0,5 L min™

Talasne duzine primenjene za kvantifikaciju odredenih elemenata prikazane su u Tabeli 13.

Tabela 13. Talasne duzine za kvantifikaciju metala

Metal Talasna duZina (nm)

Fe 259,8
Cd 228,8
Co 228,6
Cr 283,5
Cu 327,3
Hg 184,9
Mn 259,3
Ni 231,6
Pb 220,3
Zn 231,8
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3.12.0dredivanje karakteristika zemljista

3.12.1. Odredivanje pH

Uzorci zemljista prikupljeni u gradskom delu NiSa su nakon suSenja i usitnjavanja mesani sa
vodom (10 g zemljista i 25 mL vode) i pH vrednost ovakve suspenzije merena je pH metrom.
Pored pH zemljista u vodi odredena je i pH vrednost u 1 M rastvoru KCI. Uzorci prikupljeni
na teritoriji grada mesani su sa 1 M rastvorom KCI (10 g zemljista i 25 mL 1 M KCIl) i u

ovako pripremljenoj suspenziji izmerena je pH vrednost.
3.12.2. Odredivanje elektroprovodljivosti

Elektroprovodljivost zemljista odredena je konduktometrijski. Pripremljen je vodeni rastvor
zemljiSta, meSanjem 25 mL vode sa 10 g zemljista, i nakon stajanja od 30 minuta na sobnoj

temperaturi merena je provodljivost.
3.12.3. Odredivanje organskih supstanci

Ukupne organske supstancea zemljiSta odredena je titracijom po Volki-Bleku (Walkley-
Black) (Schumacher, 2002). Metoda se zasniva na oksidaciji organskih supstanci u zemljistu

rastvorom K,Cr,0y7 i retitracijom viska ovog rastvora, standardnim rastvorom FeSO,,
2Cr,07% + 3C + 16H" — 4Cr*" + 8H,0 + 3CO,1

Odmereno je 5 g zemljista u erlenmajer i dodato 10 ml 0,1667 mol L™ rastvora K,Cr,0; i 20
mL koncentrovane H,SO, (98%, w/w). Erlenmajer je ostavljen da stoji 30 minuta kako bi
doslo do oksidacije organske materije. Nakon toga dodato je 200 mL vode, 10 mL H3PO,
(85%, w/w) 1 1 mL difenilamina kao indikatora. Visak K,Cr,Oy titrovan je standardnim

rastvorom FeSO, do promene boje iz plave u zelenu.
3.13.Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza izvrSena je koriS¢enjem softvera Statistica 8 (StatSoft, Tulsa). Kako bi se
utvrdila statisticki znacajna razlika korisé¢en je Studentov t-test (p < 0.05). Multivarijantne
metode koje su primenjene su hijerarhijska klaster analiza (HCA) i analiza glavnih
komponenti (PCA).
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4.Rezultati i diskusija

4.2.Optimizacija i validacija metode ultrazvucne ekstrakcije policikli¢nih

aromaticnih ugljovodonika iz uzoraka zemljista

Ultrazvucna ekstrakcija policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika iz uzoraka zemljista
zasnovana je na metodi koju su opisali Banjoo i Nelson (2005). Metoda se sastoji od
ekstrakcije PAU odgovaraju¢im rastvaraCem 1 preciS¢avanjem dobijenih ekstrakata
ekstrakcijom disperznom ¢vrstom fazom. U cilju optimizacije metode testirana je efikasnost
ekstrakcije sa dve smese rastvaraca - heksan/aceton (1:1, v/v) i cikloheksan/aceton (1:1, v/v).
Takode, ispitan je i uticaj vremena ekstrakcije (30 i 60 minuta) na efikasnost procesa
ekstrakcije. PreciS¢avanje ckstrakata dobijenih ultrazvucnom ekstrakcijom izvrSeno je
ekstrakcijom disperznom ¢vrstom fazom pomoéu PSA i Al,Os;. Validacija metode
sprovedena je odredivanjem sledeéih parametara - tacnost, granica detekcije 1 kvantifikacije,

preciznost, linearnost i merna nesigurnost.

Odabir rastvaraca od velikog je znacaja za efikasnost ekstrakcije policikliénih aromati¢nih
ugljovodonika. Jedan od naj¢eS¢e primenjivanih rastvaraca za ekstrakciju PAU iz uzoraka
zemljista je dihlormetan (Khan i sar., 2005). S obzirom na njegovu toksi¢nost, sve je veca
teznja ka upotrebi manje toksi¢nih i rastvaraca koji su manje $tetni po Zivotnu sredinu
(Banjoo i Nelson, 2005; Shu i Lai, 2001). Kao rastvaraci odabrane su smese heksan/aceton
(1:1, viv) i cikloheksan/aceton (1:1, v/v), koje su u poredenju sa dihlormetanom znatno

pogodnije za rad.

4.2.1. Optimizacija i validacija metode ultrazvuéne ekstrakcije policikli¢nih

aromati¢nih ugljovodonika iz zemljiSta smeSom rastvaraca heksan/aceton

Na Slikama 20., 21. i 22. prikazani su GC - MS hromatogrami, snimljeni u SIM modu,
ekstrakata koji su pripremljeni ultrazvucnom ekstrakcijom zemljiSta smeSom rastvaraca

heksan/aceton. Vreme ekstrakcije je bilo 30 minuta, za sva tri nivoa spajkovanja.
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Slika 20. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog smeSom
rastvarata heksan/aceton za vreme ekstrakcije 30 minuta za nivo spajkovanja 5 mg kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d.; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften dio; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13: antracen;
14: fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy4; 17: hrizen + benzo[a]antracen; 18: benzo[b]fluoranten; 19:

benzo[k]fluoranten; 20: benzo[a]piren; 21: perilen d,; 22: indeno[1,2,3-cd]piren; 23: dibenzo[a,h]antracen; 24:
benzo[g,h,i]perilen
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Slika 21. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog smeSom
rastvarata heksan/aceton za vreme ekstrakcije 30 minuta za nivo spajkovanja 0,5 mg kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d,4; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften d,o; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13: antracen;
14: fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy,; 17: hrizen + benzo[a]antracen; 18: benzo[b]fluoranten; 19:

benzo[k]fluoranten; 20: benzo[a]piren; 21: perilen d,; 22: indeno[1,2,3-cd]piren; 23: dibenzo[a,h]antracen; 24:
benzo[g,h,i]perilen
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Slika 22. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka smeSom rastvaraca
heksan/aceton za vreme ekstrakcije 30 minuta za nivo spajkovanja 0,05 mg kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d,; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften d,o; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13: antracen;
14: fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy,; 17: hrizen + benzo[a]antracen; 18: benzo[b]fluoranten; 19:
benzo[k]fluoranten; 20: benzo[a]piren; 21: perilen d,; 22: indeno[1,2,3-cd]piren; 23: dibenzo[a,h]antracen; 24:
benzo[g,h,i]perilen

Pri datim uslovima snhimanja postignuto je optimalno razdvajanje svih komponenti osim
hrizena i benzo[a]antracena. Ova dva jedinjenja su prilikom optimizacije i validacije metode
posmatrana kao smesa. U oblasti gde se nalaze pikovi analiziranih jedinjenja ne postoji
znacajan Sum koji poti¢e od necistoca.

Rezultati dobijeni ispitivanjem efikasnosti metode ekstrakcije upotrebom smese

heksan/aceton (1:1, v/v) za dva vremena trajanja ekstrakcije (30 i 60 minuta) prikazani kao
efikasnost + standardna devijacija dati su u Tabeli 14.
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Tabela 14. Efikasnost odredivanja 16 prioritetnih policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika

(PAU niske molekulske mase - LMW PAU; PAU visoke molekulske mase - HMW PAU)

dobijene GC MS analizom u ekstraktima dobijenim ultrazvuénom ekstrakcijom model

uzoraka zemljiSta u vremenskom intervalu od 30 i 60 minuta upotrebom smeSe rastvaraca

heksan/aceton
Efisasnost ekstrakcije u sistemu
heksan/aceton (%)
PAU Koncentracija uk_llJpnih
PAU (mg kg™) Vreme Vreme
ekstrakcije 30 ekstrakcije 60

min min
5 93+4 7343
Naftalen 0,5 114+7 79+2
0,05 10049 82+3
5 58+2 82+1
Acenaftilen 0,5 9516 93+7

0,05 96+3 89,4+0,9
% 5 54+2 69+1
§ Acenaften 0,5 99+7 735
- 0,05 10945 7147
5 69+2 7345

Fluoren 0,5 74+2 59,4+0,3
0,05 91+4 68+8
5 101+10 95+3
Fenantren 0,5 112412 9249
0,05 98+6 88+5
5 57+3 76 £9
Antracen 0,5 98+8 7448
0,05 11049 82+6
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5 11849 91+7

Fluoranten 0,5 67+3 92+6

0,05 54+6 85+9

5 108+8 86+8

Piren 0,5 87+5 75+6

0,05 68+6 7248

5 94+7 70+4

izen+

Benzﬂgzgtracen 05 85:8 7o

0,05 116+11 7148

5 75+5 74+9

Benzo[b]fluoranten 0,5 9917 9146

0,05 70+6 82+7

% 5 96+8 90+8
= Benzo[k]fluoranten 0,5 9816 7948
% 0,05 75+6 82+5
5 86+5 92+7

Benzo[a]piren 0,5 45+2 878

0,05 44+5 7916

5 10349 89+4

Indeno[1,2,3-cd]piren 0,5 8918 9148

0,05 107+7 94+7

5 112+11 100+9
Dibenzo[a,h]antracen 0,5 107+7 91+10

0,05 92+9 94+7

5 72+7 58+2

Benzo[g,h,i]perilen 0,5 6718 6212

0,05 6515 67+3
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Za smesu rastvaraca heksan/aceton i1 vreme ekstrakcije od 30 minuta najbolja efikasnost

ekstrakcije zapazena je za fluoranten (118%), a vrednosti veée od 70% zabeleZene su za
naftalen, fenantren, hrizen+benzo[a]antracen, benzo[k]fluoranten, benzo[b]fluoranten,
indeno[1,2,3-cd]piren i dibenzo[a,h]antracen. Za PAU niZze molekulske mase (LMW PAU)
zapazeno je da u slucaju ekstrakcije od 30 minuta tacnost odredivanja je veca za uzorke
zemljista spajkovane manjim koli¢inama PAU (nivo spajkovanja 0,5 1 0,05 mg kg'l) nego za
uzorke koji sadrze vece koli¢ine tih jedinjenja (nivo spajkovanja 5 mg kg™). Dobijeni
rezultati ukazuju na to da je za zemljiSta koja sadrze nize koncentracije policikli¢nih
aromati¢nih ugljovodonika pogodno krate vreme ekstrakcije. Efikasnosti ekstrakcije u
trajanju od 60 minuta i smesu ratsvaraCa heksan/aceton kretale su se u intervalu od 58%
(benzo[g,h,i]perilen) do 100% (dibenzo[a,h]antracen). Od 16 analiziranin PAU za njih 11
(naftalen, acenaftilen, fenanthren, antracen, fluoranten, piren, benzo[b]fluoranten,
benzo[k]fluoranten, benzo[a]piren, indeno[1,2,3-cd]piren i dibenzo[a,h]antracen) zabeleZene
su efikasnosti u granicama od 70-120%, za sva tri nivoa spajkovanja (Thompson i sar., 2002).
U veéem broju slucajeva doSlo je do smanjenja efikasnosti sa produZenjem vremena

ekstrakcije.

Nakon odredivanja tacnosti metode, izrazene preko efikasnosti, odredeni su i ostali parametri
validacije metode, kao $to su granica detekcije i kvantifikacije, preciznost izraZena preko
relativne standardne devijacije, linearnost izraZzena kao jednacina kalibracione prave i merna

nesigurnost, za smesu rastvaraca heksan/aceton i oba vremena reakcije (Tabela 15).

Granica detekcije (LOD) izraCunata je kao trostruka vrednost odnosa signal/Sum
kalibracionog standarda najmanje koncentracije, dok je granica kvantifikacije (LOQ) jednaka
desetostrukoj vrednosti ovog parametra. Najniza granica detekcije i granica kvantifikacije za
smeSu rastvarada heksan/aecton zabeleZena je za antracen - 1,92 pg kgt i 6,40 pg kg™
NajviSe vrednosti ova dva parametra zabelezene su za naftalen. Granica detekcije za naftalen

iznosila je 18,12 pg kg™, dok je granica kvantifikacije iznosila 60,40 pg kg™.

Linearnost analiticke metode predstavlja moguc¢nost da se unutar odredenog opsega
koncentracije analita dobije linearna zavisnost analitickog signala od koncentracije analita.
Kalibracione krive pojedinaénih PAU konstruisane su snimanjem standardnih rastvora
razli¢itih koncentracija. Linearnost je prikazana preko jednacine kalibracione prave za

analizirana jedinjenja 1 preko koeficijenta korelacije (r) i odredena je snimanjem serije
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standardnih rastvora u kome su se PAU nalazili u opsegu od 0,1923 do 19,2307 pug mL™.

Kalibracione krive pokazale su linearnu zavisnost izmedu povrSine pika i koncentracije. Za

smesu rastvaraca heksan/aceton koeficijent korelacije bio je u rasponu od 0,95 do 0,98.

Preciznost merenja iskazana je preko vrednosti relativne standardne devijacije (RSD (%)).
Nezagadeni uzorci zemljista spajkovani su u tri razli¢ite koncentracije (5, 0,5 i 0,05 mg kg™) i
merenja su vrSena u tri ponavljanja. Kako bi se odredila RSD, svaki uzorak je analiziran istog
dana, na istom aparatu, od strane istog istrazivaca, pod istim uslovima. Vrednosti dobijene za
smesu rastvaraca heksan/aceton ekstrakciju u trajanju od 30 minuta bile su u intervalu od
5,19% (benzo[g,h,i]perilen) do 63,30% (antracen). Ovako velike greske (kao u slucaju
antracena) ukazuju da za ispitivani sistem rastvarac¢a vreme ekstrakcije nije odgovarajuce za
analizu PAU. Znatno bolji rezultati dobijeni su za isti sistem rastvaraca, ali pri duzem
vremenu ekstrakcije (60 minuta). Pri ovim uslovima, RSD vrednosti su bile u granicma od
3,00 (indeno[1,2,3-cd]piren) do 9,69% (benzo[b]fluoranten). Moze se zakljuciti da je

preciznost metode veca ukoliko je vreme ekstrakcije duze.

Merena nesigurnost je odredena identifikacijom nesigurnih parametara koji uti¢u na
analiticku metodu. ProSirena relativna nesigurnost za svako jedinjenje izraCunata je
mnozenjem standardne merne nesigurnosti faktorom pokrivenosti k (Serpe i sar., 2010).
Vrednosti proSirene nesigurnosti (Uc), za SmeSu rastvaraca heksan/aceton 1 vreme ekstrakcije
od 30 minuta, kretale su se od 4,05% za benzo[ghi]perilen do 38,78 % za fluoranten. Za istu
smeSu rastvaraca, ali duze vreme ekstrakcije merena nesigurnost bila je manja (od 2,73% za

acenaften do 10,52% za fluoren).

U Tabeli 15. prikazane su vrednosti parametara validacije metode odredivanja 16 prioritetnih
PAU dobijeni GC - MS analizom u ekstraktima dobijenim ultrazvuénom ekstrakcijom model
uzoraka zemljiSta u vremeskom intervalu od 30 1 60 minuta upotrebom smesSe rastvaraca

heksan/aceton
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Tabela 15. Parametri validacije metode analize 16 prioritetnin PAU dobijene GS - MS analizom u ekstraktima dobijenim ultrazvuénom
ekstrakcijom model uzoraka zemlji$ta u vremenskom intervalu od 30 i 60 minuta upotrebom smeSe rastvaraca heksan/aceton - Rt (retenciono
vreme); LOD (granica detekcije); LOQ (granica kvantifikacije); RSD (relativna standardna devijacija (ponovljivost)); Uc (merna nesigurnost) -

za ultrazvu¢nu ekstrakciju smeSom rastvaraca heksan/aceton

Vreme ekstrakcije

Kvantifikacioni Jednadina

PAU Rt jon Lob LOQ | atibracione Koeficijent  30min ~ 60min ~ 30min 60 min
(minut) (miz) (Mg kg™) (Mg kg™) Krive korelacije
RSD RSD Uc Uc
(%) (%) (%) (%)
Naftalen 12,084 128,0 18,12 60,40 y=1,635*x 0,96 10,10 5,24 11,95 5,79
Acenaftilen 18,094 152,0 7,44 24,80 y=1,766*x 0,96 25,90 6,50 24,72 6,37
Acenaften 18,784 152,0 12,18 40,60 y=1,171*x 0,96 33,92 2,25 34,21 2,73
Fluoren 20,670 165,0 9,96 33,20 y=1,872*x 0,95 14,33 8,14 12,90 10,52
Fenantren 24,282 178,0 6,24 20,80 y=1,751*x 0,95 13,64 4,17 8,16 7,91
Antracen 24,450 178,0 1,92 6,40 y=1,069*x 0,95 63,30 4,53 32,22 10,15
Fluoranten 28,855 202,0 4,05 13,50 y=1,014*x 0,95 41,91 4,36 38,78 4,21
Piren 29,670 202,0 2,94 9,80 y=1,014*x 0,98 22,63 8,56 23,00 9,56
Hrizen+ Benzo[a]antracen 34,533 228,0 11,51 38,40 y=1,429*x 0,97 15,98 3,36 18,15 4,06
Benzo[b]fluoranten 38,256 252,0 3,87 12,90 y=0,987*x 0,97 19,36 9,69 18,20 10,22
Benzo[k]fluoranten 38,339 252,0 2,34 7,80 y=1,040%*x 0,97 14,42 6,64 14,95 6,89
Benzo[a]piren 39,301 252,0 11,13 37,10 y=0,611*x 0,97 41,24 7,35 27,71 7,39
Indeno[1,2,3-cd]piren 43,041 276,0 9,69 32,30 y=0,181*x 0,97 9,67 3,00 11,11 2,84
Dibenzo[a,h]antracen 43,176 278,0 15,99 53,30 y=0,353*x 0,97 9,61 4,87 11,49 4,44
Benzol[g,h,i]perilen 43,992 276,0 8,37 27,90 y=0,271*x 0,97 5,19 521 4,05 7,19

X - relativni intenzitet signala; y - koncentracija analita; m/z - odnos mase i naelektrisanja jona
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4.2.2. Optimizacija i validacija metode ultrazvucne ekstrakcije policikli¢nih

aromaticnih ugljovodonika iz zemljiSta smeSom rastvaraca

cikloheksan/aceton

Na Slikama 23., 24. i 25. prikazani su GC - MS hromatogrami, snimljeni u SIM modu,
ekstrakata pripremljenih ultrazvu¢nom ekstrakcijom smeSom rastvaraca cikloheksan/aceton.

Vreme ekstrakcije je iznosilo 30 minuta za sva tri nivoa spajkovanja.
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Slika 23. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog smesom
rastvaraca cikloheksan/aceton za vreme ekstrakcije 30 minuta za nivo spajkovanja 5 mg kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d,; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften d,o; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13: antracen;
14: fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy,; 17: hrizen + benzo[a]antracen; 18: benzo[b]fluoranten; 19:
benzo[k]fluoranten; 20: benzo[a]piren; 21: perilen dy; 22: indeno[1,2,3-cd]piren; 23: dibenzo[a,h]antracen; 24:
benzol[g,h,i]perilen
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Slika 24. GC-MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog smeSom
rastvaraca cikloheksan/aceton za vreme ekstrakcije 30 minuta za nivo spajkovanja 0,5 mgkg™
1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d,4; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften d,o; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13: antracen;
14: fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy,; 17: hrizen + benzo[a]antracen; 18: benzo[b]fluoranten; 19:

benzo[k]fluoranten; 20: benzo[a]piren; 21: perilen dy; 22: indeno[1,2,3-cd]piren; 23: dibenzo[a,h]antracen; 24:
benzo[g,h,i]perilen
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Slika 25. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog smeSom

rastvaraCa cikloheksan/aceton za vreme ekstrakcije 30 minuta za nivo spajkovanja 0,05 mg
kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d,4; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften d,o; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13: antracen;
14: fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy,; 17: hrizen + benzo[a]antracen; 18: benzo[b]fluoranten; 19:
benzo[Kk]fluoranten; 20: benzo[a]piren; 21: perilen d;,; 22: indeno[1,2,3-cd]piren; 23: dibenzo[a,h]antracen; 24:
benzol[g,h,i]perilen

-
oo

Pri datim uslovima postignuto je optimalno razdvajanje za sve komponente osim hrizena i
benzo[a]antracena. Ova dva jedinjenja su prilikom optimizacije i validacije metode

posmatrana kao smesa.
Rezultati dobijeni ispitivanjem tacnosti metode upotrebom smese cikloheksan/aceton (1:1,

v/v) 1 dva razliCita vremena ekstrakcije (30 i 60 minuta) prikazani kao efikasnost +

standardna devijacija dati su u Tabeli 16.
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Tabela 16. Efikasnost odredivanja 16 prioritetnih policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika

(PAU niskih molekulskih masa - LMW PAU, PAU visokih molekulskih masa - HMW PAU)

dobijene GC - MS analizom u ekstraktima dobijenim ultrazvu¢nom ekstrakcijom model

uzoraka zemljista u vremenskom intervalu od 30 i 60 minuta upotrebom smese rastvaraca

cikloheksan/aceton

Efikasnost ekstrakcije u sistemu

. . cikloheksan/aceton (%)
Koncentracija ukupnih

PAU PAU (mg kg™) Vreme Vreme
ekstrakcije 30 ekstrakcije 60
min min
5 97+9 101+4
Naftalen 0,5 101+7 7143
0,05 9645 102+9
5 96+2 117+9
Acenaftilen 0,5 117411 119413
0,05 113+7 84+5
5 99+9 119+12
Acenaften 0,5 119+13 109+7
)
< 0,05 114+9 104+10
o
< 5 50+2 111410
>
- Fluoren 0,5 118+12 102+10
0,05 7616 15+1
5 106+10 106+11
Fenantren 0,5 120+10 103+8
0,05 92+8 106+8
5 105+10 105+11
Antracen 0,5 108+7 103+8
0,05 120+12 104+8
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(2 S0

HMW PAU

5 101+11 104+10
Fluoranten 0,5 106+7 515
0,05 121+10 62+4
5 107+8 93411
Piren 0,5 101+10 64+4
0,05 11049 51+3
5 91+10 779
bnlzcsl[ﬁgr:trzceen 0.5 85+7 83+8
0,05 94+6 80+9
5 71+5 17,6+0,2
Benzo[b]fluoranten 0,5 63+3 7814
0,05 115+7 10248
5 69+3 99+8
Benzo[k]fluoranten 0,5 103+11 73+3
0,05 10949 11611
5 1069 4416
Benzo[a]piren 0,5 109+7 25+1
0,05 10249 23,8+0,5
5 5748 1058
Indeno[1,2,3-cd]piren 0,5 7615 7315
0,05 7316 6717
5 99+8 90+9
Dibenzo[a,h]antracen 0,5 95+9 38,5+0,4
0,05 1066 34+1
5 94+7 94+9
Benzo[g,h,i]perilen 0,5 69+4 6317
0,05 58+1 93+5
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KoriS¢enjem smese rastvaraca cikloheksan/aceton, koja se moze smatrati manje toksicnom i

jeftinijom varijantom u odnosu na smesu heksan/aceton, za vreme ekstrakcije od 30 minuta
zabelezene su efikasnosti odredivanja od 50% (fluoren) do 121% (flouranten). Efikasnosti
veée od 70% upotrebom ove smeSe rastvaraa zabelezene su za naftalen, acenaftilen,
fenantren, antracen, fluoranten, hrizen+benzo[a]antracen, benzo[a]piren i
dibenzo[a,h]antracen, za sva tri nivoa spajkovanja. Za nivo spajkovanja od 5 mg kg™ samo za
indeno[1,2,3-cd]piren, benzo[k]fluoranten i fluoren efikasnosti nisu bile veée od 70%, Sto
znaci da se ovom smeSom rastvaraca i vremenom ekstrakcije od 30 minuta uspe$no mogu
analizirati 13 od 16 PAU koji su prioritetni za analizu, a u zemlji$tu su sadrzani u vecoj
koncentraciji. Najbolje efikasnosti za ovu kombinaciju rastvaraca i vremena ekstrakcije
zabelezene su za nivo spajkovanja 0,05 mg kg*, gde samo za benzo[g,h,iJperilen nije
dobijena zadovoljavajuéa vrednost (58%). Povecanje vremena ekstrakcije sa 30 na 60
minuta ni u ovom slucaju nije uticalo na ta¢nost analize u velikoj meri. Efikasnosti za
vreme ekstrakcije od 60 minuta iznosile su od 17,6% (benzo[b]fluoranten) do 119%
(acenaftilen). Po kriterijumima koje su postavili Thompson i saradnici (2002) za
naftalen, acenaftilen, acenaften, fluoren, fenantren, antracen, hrizen+benzo[a]antracen i

benzo[k]fluoranten dobijene su zadovoljavajuée vrednosti za efikasnost ekstrakcije.

Nakon odredivanja tacnosti metode izrazene preko efikasnosti odredeni su 1 ostali parametri
validacije metode, kao $to su granica detekcije 1 kvantifikacije, preciznost izraZzena preko
relativne standardne devijacije, linearnost izrazena preko jednaine kalibracione krive i

nesigurnost merenja, za smesu rastvaraca heksan/aceton i oba vremena reakcije.

U Tabeli 17. prikazane su vrednosti parametara validacije metode odredivanja 16 prioritetnih
PAU dobijene GC - MS analizom u ekstraktima dobijenim ultrazvuénom ekstrakcijom
model uzoraka zemljiSta u vremenskom intervalu od 30 1 60 minuta upotrebom smese

rastvaraca cikloheksan/aceton.

Granica detekcije izracunata je kao trostruka vrednost odnosa signal/Sum kalibracionog
standarda najmanje koncentracije, dok je granica kvantifikacije jednaka desetostrukoj
vrednosti ovog parametra. Najnize LOD i LOQ vrednosti za smeSu rastvaraca
cikloheksan/aceton zabeleZene su za antracen i iznosile su 1,02 pg kg™ i 3,40 pg kg™. Niske
vrednosti za granice detekcije i kvantifikacije zabelezene su takode i za acenaften, piren,

benzo[Kk]fluoranten i dibenzo[a,h]antracen.
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Tabela 17. Parametri validacije metode analize 16 prioritetnih policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika dobijene GS - MS analizom u
ekstraktima dobijenim ultrazvu¢nom ekstrakcijom model uzoraka zemljiSta u vremenskom intervalu od 30 i 60 minuta upotrebom smeSe
rastvaraca cikloheksan/aceton - Rt (retenciono vreme); LOD (granica detekcije); LOQ (granica kvantifikacije); RSD (relativna standardna
devijacija (ponovljivost)); Uc (merna nesigurnost)

Vreme ekstrakcije
Kvantifikacioni

PAU Rt jon LODl LOQl Jednacina l?alibracione Koeficij_e_nt . - . .
(minut) (mi2) (Mo kg™) (Mg kg™) krive korelacije 30 min 60 min 30 min 60 min

RSD RSD Uc Uc

(%) (%) (%) (%)
Naftalen 12,138 128,0 15,69 52,30 y=0,352*x 0,97 2,58 20,34 2,92 19,25
Acenaftilen 18,038 152,0 4,32 14,40 y=0,386*x 0,97 10,01 22,77 12,57 18,47

Acenaften 18,801 152,0 1,68 5,60 y=0,257*x 0,97 9,84 8,99 12,59 7,01
Fluoren 20,678 165,0 13,62 45,40 y=0,430*x 0,97 41,93 61,26 39,41 69,86

Fenantren 24,288 178,0 11,79 39,30 y=0,411*x 0,98 13,30 2,31 16,33 1,91

Antracen 24,458 178,0 1,02 3,40 y=0,244*x 0,97 7,28 1,49 9,33 1,24
Fluoranten 28,861 202,0 2,22 7,40 y=0,235*x 0,97 9,37 32,05 11,82 38,34
Piren 29,676 202,0 1,83 6,10 y=1,905*x 0,99 4,01 24,90 4,90 30,93
Hrizen+ Benzo[a]antracen 34,601 228,0 23,67 78,90 y=0,449*x 0,94 4,96 3,86 5,17 4,18
Benzo[b]fluoranten 38,265 252,0 2,76 9,20 y=0,722*x 0,99 34,15 50,45 32,70 66,15
Benzo[k]fluoranten 38,342 252,0 1,41 4,70 y=0,763*x 0,99 23,42 24,68 2534 22,23
Benzo[a]piren 39,317 252,0 5,28 17,60 y=0,429*x 0,99 3,06 13,03 3,74 36,74
Indeno[1,2,3-cd]piren 43,048 276,0 3,09 10,30 y=0,941*x 0,98 15,12 23,63 12,01 25,14
Dibenzo[a,h]antracen 43,179 278,0 1,95 6,50 y=0,331*x 0,99 5,40 35,52 6,24 56,87
Benzo[g,h,i]perilen 44,001 276,0 2,64 8,80 y=1,230*x 0,99 24,88 20,64 21,21 21,48

X - relativni intenzitet signala; y - koncentracija analita; m/z - odnos mase i naelektrisanja jona
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Linearnost je izrazena preko jednacine kalibracione prave i1 koeficijenta korelacije i odredena

je snimanjem serije standardnih rastvora u kom su se PAU nalazili u opsegu od 0,1923 do
19,2307 pg mL™. U slucaju ekstrakcije smeSom rastvaraca cikloheksan/aceton koeficijenti
korelacije bili su u rasponu od 0,94 za hrizen+benzo[a]antracen do 0,99 za piren,
benzo[b]fluoranten, benzo[Kk]fluoranten, benzol[a]piren, dibenzo[a,h]antracen i

benzo[g,h,i]perilen.

Preciznost merenja, izrazena preko relativne standardne devijacije (%), bila je u intervalu od
2,58% za naftalen do 41,93% za fluoren, za smeSu rastvaraca cikloheksan/aceton i vreme
esktrakcije od 30 minuta. Za vreme ekstrakcije od 60 minuta i istu smeSu rastvaraca RSD
vrednosti su bile u intervalu od 1,49% za antracen do 61,26 % za fluoren. Ukoliko se uporede
RSD vrednosti odredivanja PAU u ekstraktima pripremljenim procesom ekstrakcije u trajanju
od 30 i 60 minuta, moze se zakljuciti da su nize vrednosti relativne standardne devijacije,
odnosno veca preciznost dobijena za uzorke pripremljene kra¢im vremenom ekstrakcije, pa

se moZe smatrati da produzenje vremena ekstrakcije smanjuje preciznost postupka.

Merna nesigurnost, izrazena preko prosirene relativne nesigurnosti, za vreme ekstrakcije od
30 minuta, bila je u intervalu od 2,92% za naftalen do 39,41% za fluoren. Za vreme
ekstrakcije od 60 minuta Uc vrednosti varirale su od 1,24% za antracen do 69,86% za
fluoren. Ukoliko se uporede merne nesigurnosti odredivanja PAU u uzorcima dobijenim
ultrazvuénom ekstrakcijom u trajanju od 30 i 60 minuta, moZe se uociti da je nesigurnost
merenja u vecini slucajeva veca u izorcima ekstrahovanim 60 minuta, pa se mozZe smatrati da

se produzetkom vremena ekstrakcije povecava nesigurnost merenja.

Poredenjem izracunatih analitickih parametara validacija metoda, uocava se da je najbolja
kombinacija za ultrazvuénu ekstrakciju policikliénih aromati¢nih ugljovodonika iz uzoraka
zemljiSta, smeSa rastvaraca cikloheksan/aceton i1 vreme ekstrakcije od 30 minuta. Duze vreme
ekstrakcije (60 minuta) u vecini slucajeva dovelo je do smanjenja preciznosti i povecanja
merne nesigurnosti. Takode, u prilog odabiru smese cikloheksan/aceton ide i manji Sum koji
se primecuje na dobijenim hromatogramima. Ultrazvu¢nom ekstrakcijom dobijeni su dobri
rezultati efikasnosti za pojedina jedinjenja, ali zadovoljavajuca efikasnost nije postignuta za
sve analizirane PAU. Iz tog razloga pristupilo se optimizaciji drugih tehnika ekstrakcije za

analizu PAU u uzorcima zemljista.
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4.3.0ptimizacija i validacija metode ekstrakcije po Soksletu policikli¢nih

aromaticnih ugljovodonika iz uzoraka zemljista

Ekstrakcija po Soksletu jedna je od najceSée primenjivanih tehnika za ekstrakciju
policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika iz razli¢itih tipova uzoraka (Zelinkova i Wenzl, 2015;
Gubler i sar., 2015). Uprkos brojnim nedostacima, ova tehnika za ekstrakciju PAU iz
zemljista je 1 dalje zvanic¢na tehnika pripreme uzoraka Britanske agencije za zaStitu zivotne
sredine (EA, 2003). Najve¢i nedostatak ove tehnike ekstrakcije je dugo vreme koje je
potrebno da bi se ekstrakcija zavrSila. S obzirom na to da je, i pored toga §to zahteva dug
vremenski period, ova tehnika ¢esto primenjivana, cilj je bio da se skrati vreme preciS¢avanja
ekstrakata dobijenih ekstrakcijom po Soksletu. Kako se prilikom ekstrakcije pored Zeljenog
analita ekstrahuju i necistoce, jako bitan deo celog postupka je precis€avanje dobijenog
ekstrakta. Deo zvani¢ne metode Britanske agencije za zastitu Zivotne sredine je pre¢is¢avanje
dobijenih ekstrakata hromatografijom na koloni u kojoj je stacionarna faza smesa SiO; i
Al,O3. Ova tehnika zahteva dugo vreme rada iz razloga $to ukljucuje pripremu i
kondicioniranje kolone, nanoSenje uzorka na kolonu, eluiranje, uparavanje ekstrakta i
ponovno rastvaranje. Postupak je vremenski veoma zahtevan, a takode i izuzetno skup usled
velikog utorSka rastvaraca. Cilj je bio modifikovati metodu Britanske agencije za zastitu
zivotne sredine u delu pre¢iS¢avanja ekstrakata, kako bi se na taj nacin skratilo ukupno vreme
trajanja metode 1 postigla uSteda u pogledu koli¢ine upotrebljenih rastvaraca. Umesto
hromatografije na koloni za preciS¢avanje ekstrakata dobijenih ekstrakcijom po Soksletu
primenjena je ekstrakcija disperznom ¢vrstom fazom 1 ispitana je mogucnost koriS¢enja Sest
razli¢itih sorbenasa (silika gel, PSA, C18, florisil, dijatomejska zemlja i klinoptilolit) u te
svrhe. Nakon preciS¢avanja uzorci su analizirani na gasnom hromatografu sa masenim

detektorom.

Na Slikama 26. - 28. prikazani su GC - MS hromatogrami dobijeni snimanjem u SIM modu
ekstrakata uzoraka pripremljenih ekstrakcijom policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika po
Soksletu iz model uzoraka zemljista i preciS¢avanjem dobijenih ekstrakata hromatografijom
na koloni Cija je stacionarna faza smeSa SiO; i Al,O3; (zvani¢nom metodom Britanske

agencije za zastitu Zivotne sredine).
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Slika 26. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog
ekstrakcijom policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika po Soksletu iz uzoraka zemljista i
pre¢is¢avanjem dobijenih ekstrakata hromatografijom na koloni SiO, i Al,O; za nivo
spajkovanja 5 mg kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d4; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften d,o; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13 antracen; 14:
fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy,; 17: hrizen; 18: benzo[a]antracen; 19: benzo[b]fluoranten; 20:
benzo[k]fluoranten; 21: benzo[a]piren; 22: perilen dy; 23: indeno[1,2,3-cd]piren; 24: dibenzo[a,h]antracen; 25:
benzo[g,h,i]perilen
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Slika 27. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog
ekstrakcijom policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika po Soksletu iz uzoraka zemljiSta 1

precis¢avanjem dobijenih ekstrakata hromatografijom na koloni SiO; i Al,O3; za nivo
spajkovanja 0,5 mg kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d,; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften d,o; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13 antracen; 14:
fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy,; 17: hrizen; 18: benzo[a]antracen; 19: benzo[b]fluoranten; 20:
benzo[k]fluoranten; 21: benzo[a]piren; 22: perilen d;,; 23: indeno[1,2,3-cd]piren; 24: dibenzo[a,h]antracen; 25:
benzo[g,h,i]perilen
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Slika 28. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljeog
ekstrakcijom policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika po Soksletu iz uzoraka zemljista i
pre¢is¢avanjem dobijenih ekstrakata hromatografijom na koloni SiO; i Al,O3 za nivo
spajkovanja 0,05 mg kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d4; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften d,o; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13 antracen; 14:
fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy,; 17: hrizen; 18: benzo[a]antracen; 19: benzo[b]fluoranten; 20:
benzo[k]fluoranten; 21: benzo[a]piren; 22: perilen dy; 23: indeno[1,2,3-cd]piren; 24: dibenzo[a,h]antracen; 25:
benzo[g,h,i]perilen

Na Slikama 29. - 31. prikazani su GC - MS hromatogrami dobijeni snimanjem u SIM modu
uzoraka pripremljenih ekstrakcijom policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika po Soksletu iz

model uzoraka zemljiSta 1 preciS¢avanjem dobijenih ekstrakata ekstrakciom disperznom

¢vrstom fazom uz dijatomejsku zemlju kao sorbens.
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Slika 29. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog
ekstrakcijom po Soksletu i1 preciS¢avanjem ekstrakcijom disperznom c¢vrstom fazom uz
dijatomejsku zemlju kao sorbens za nivo spajkovanja 5 mg kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d,; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften d,o; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13 antracen; 14:
fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy,; 17: hrizen; 18: benzo[a]antracen; 19: benzo[b]fluoranten; 20:

benzo[Kk]fluoranten; 21: benzo[a]piren; 22: perilen d;,; 23: indeno[1,2,3-cd]piren; 24: dibenzo[a,h]antracen; 25:
benzo[g,h,i]perilen
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Slika 30. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog
ekstrakcijom po Sokslet-u i precis¢avanjem ekstrakcijom disperznom c¢vrstom fazom uz
dijatomejsku zemlju kao sorbens za nivo spajkovanja 0,5 mg kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d,; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften d,o; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13 antracen; 14:
fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy,; 17: hrizen; 18: benzo[a]antracen; 19: benzo[b]fluoranten; 20:

benzo[Kk]fluoranten; 21: benzo[a]piren; 22: perilen d;,; 23: indeno[1,2,3-cd]piren; 24: dibenzo[a,h]antracen; 25:
benzo[g,h,i]perilen
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Slika 31. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog
ekstrakcijom po Sokslet-u i precis¢avanjem ekstrakcijom disperznom c¢vrstom fazom uz
dijatomejsku zemlju kao sorbens za nivo spajkovanja 0,05 mg kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d,; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften d,o; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13 antracen; 14:
fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy,; 17: hrizen; 18: benzo[a]antracen; 19: benzo[b]fluoranten; 20:
benzo[Kk]fluoranten; 21: benzo[a]piren; 22: perilen d;,; 23: indeno[1,2,3-cd]piren; 24: dibenzo[a,h]antracen; 25:
benzo[g,h,i]perilen

Ukoliko se uporede GC - MS hromatogrami dobijeni snimanjem ekstrakata pripremljenih
prema propisu Britanske agencije za zaStitu Zivotne sredine 1 hromatogrami dobijeni
snimanjem ekstrakata pripremljenih modifikovanom metodom, moze se videti velika sli¢nost

dobijenih hromatograma. U oba slucaja ne postoji znacajan Sum bazne linije na retencionim
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vremenima gde se o¢ekuju analizirane komponente. Jedini izuzetak je retenciono vreme od

38 do 40 minuta, gde se javlja Sum u slucaju oba tipa pripreme uzoraka i preciS¢avanja
dobijenih ekstrakata, te su pikovi koji se javljaju u ovoj oblasti ru¢no integraljeni u programu
MassHunter. Tacnost metode je izrazena preko efikasnosti i odredena je snimanjem
ekstrakata model uzoraka zemljiSta pripremljenih ekstrakcijom po Soksletu i razliCitim
tehnikama preciS¢avanja na GC - MS. Model uzorci zemljista pripremljeni su dodavanjem
standardnog rastvora 16 PAU, tako da je njihova ukupna koncentracija u zemljistu iznosila 5,
0,5 i 0,05 mg kg™. Ovi uzorci ekstrahovani su dihlormetanom ekstrakcijom po Soksletu.
Dobijeni ekstrakti preciS¢eni su na dva nacina:

1. PreciS¢avanje hromatografijom na koloni prema preporukama Britanske agencije za

zaStitu zivotne sredine (EA, 2003);
2. Precis¢avanje ekstrakcijom disperznom ¢vrstom fazom upotrebom razlicitih

sorbenasa - PSA, SiO,, C18, Florisil, dijatomejska zemlja i klinoptilolit.

Efikasnost odredivanja 16 prioritetnih policikli¢énih aromati¢nih ugljovodonika dobijene GC -
MS analizom u ekstraktima dobijenim ekstrakcijom po Soksletu i razli¢itim tehnikama

precis¢avanja model uzoraka zemljista prikazane su u Tabeli 18.
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Tabela 18. Efikasnosti odredivanja 16 prioritetnih policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika
(LMW PAU - PAU niskih molekulskih masa, HMW PAU - PAU visokih molekulskih masa)

u model uzorcima zemljista dobijene GC - MS analizom ekstrakata pripremljenih

ekstrakcijom po Soksletu i razli¢itim tehnikama preci§¢avanja ekstrakata model uzoraka

zemljista
EfikasnostxSD (%)
8D
g5
PAU SES Tehnika preciséavanja
e S E
R
Y =S
2 o] L B = < Q
gz 1) S u%& w2 4 Q
S & w - N9 E »§ w ]
¥ Q s w °s8g ©c o %
) S & & X 8 S
N—r 'c N—r
5 102+7 89+3 81+5 85+4 89+9 90+7 86+6
Naftalen 0,5 11145 95+3 88+5 88+3 8345 107+9 119 +12
0,05 90+3 11249 106+10 1029 113410 96+3 9145
5 75+4 94+3 88+7 92+1 99+9 91+9 90+3
Acenaftilen 0,5 80+1 87,2+0,4 10148 92+3 10648 77,6+0,8 8346
0,05 1002 80+3 8545 9845 9245 108+5 106+8
5 87+2 79+1 94+5 96+9 10248 78+4 9945
D) Acenaften 0,5 985 105+7 10246 99+6 1007 99+9 92+4
o 0,05 102+4 88+3 106+8 1007 92,640,9 98+9 1069
§ 5 103+1 83+1 106+9 83+6 7845 85+6 10845
- Fluoren 05 99,9+0,9 11149 10310 104+4 87+2 107+11 94+6
0,05 99+5 762 10145 112411 9745 10048 83+6
5 101+7 7544 101+7 105+6 71+3 10745 1036
Fenantren 05 10743 91+1 94+6 8545 83+4 103+4 80+8
0,05 87+1 87+5 98+6 111+9 7948 101 10 100 +10
5 100+3 70+3 81+1 78+4 76+7 76+8 7244
Antracen 05 103,0+0,5 70+1 79+6 7745 79+6 79+4 87+7
0,05 99+3 77+1 108+9 79+3 102411 10248 1019
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5 10046 883 7748 85+4 9246 79+4 7748
Fluoranten 0,5 9443 10748 10745 10110 1029 10949 10047
0,05 10148 9045 9413 7818 82+4 73£4 8617
5 81,10,3 88+1 841 8747 8748 914 9618
Piren 0,5 953 1039 936 93+4 10610 1076 10310
0,05 9645 1056 69+3 9549 1014 99+4 1046
5 102+2 10043 4346 7845 59+1 448 4647
Hrizen
0,5 10145 8145 623 7645 7745 50+3 44+6
5 10949 78£2 59+2 803 65+2 56+1 6322
Benzo[z;]antrace 0,5 10445 73+4 66+1 8247 624 41£1 70£4
0,05 892 7241 7616 8245 59+6 48+4 5521
5 10246 401 33£2 89+6 4624 31,120,5 34+4
- Benzo[tZ]nfluoran 0,5 87+4 37503  29,0£0,7 75+4 39+2 2642 3142
g 0,05 100+7 6242 57+3 106+9 60+4 61+4 67+4
; 5 10746 4522 31£2 7515 60£2 313 3915
% Benzo[tgﬂuoran 05 93:2  392:04 4113 80+8 5242 3111 3611
0,05 1077 643 542 7945 4523 29+2 31,120,8
5 1034 36+4 2643 7744 4343 241 28+2
Benzo[a]piren 05 87+1 61+1 391 80+3 4442 31,8405 30,707
0,05 10242 42+3 28,8+0,4 81+4 4143 34,620,9 3242
5 10945 11,540,3 341 13+1 6416 47+2 5743
Indeno[1,2,3- 0,5 1016 13+1 4242 19+2 54+3 35,0£0,8 39,1+0,3
cd]pren
0,05 1003 2742 433 171 31,7£0,5 30£1 25,520,3
5 102+4 2643 13,0405 18,104 2342 13,9#0,1 13,404
Dibenzo[a,hJant 0,5 87+1 202409 9401  21,0¢05  20,1+0,7 11,106  7,6209
racen
0,05 8812 25+1 9,5+0,9 2612 2242 35+1 8,740,3
5 1023 433 23,906 38,805 43%2 28,240,5 30£2
Benzo[lg,nh,i]peri 0,5 93+4 66+2 39£2 593 53,90,9 7145 26,240,3
0,05 9845 663 29+2 655 39+2 28+3 24,1%0,6
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Prema preporukama Thompsona i saradnika (2002) efikasnosti koje su prihvatljive prilikom

validacije metode su izmedu 70 1 120%. U slucaju kada je koriS¢ena hromatografija na
koloni, kao deo zvani¢ne metode Britanske agencije za zaStitu Zivotne sredine, efikasnosti su
bile u intervalu od 75% za acenaftilen do 111% za naftalen, za sva tri nivoa spajkovanja.
Najnize efikasnosti za ovaj vid preciS¢avanja ekstrakata zabeleZzene su za acenaftilen (75-
100%, za tri nivoa spajkovanja). Acenaftilen je komponenta ¢iji logaritam koeficijenta
raspodele oktanol/voda (log Kow) iznosi 3,92, $to je jedna od najnizih vrednosti u poredenju
sa ostalim analiziranim komponentama. Kada komponenta ima nisku vrednost log Kow to
zna€i da je njegova koncentracija u organskoj fazi niska. U slucaju preciS¢avanja
hromatografijom na koloni, kolona je najpre isprana heksanom, a potom su PAU eluirani
smeSom dihlormetan/heksan (2:3, v/v). Ova smesa rastvaraca je nepolarna, pa je moguée da

acenaftilen nije u dovoljnoj meri eluiran sa kolone, ve¢ je zadrzan na stacionarnoj fazi.

S obzirom na to da se silika gel jako Cesto koristi u precis¢avanju ekstrakata u analizi
policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika, ovaj sorbens upotrebljen je i kao sorbens prilikom
precis¢avanja ekstrakcijom disperznom ¢vrstom fazom. Efikasnosti, u sluc¢aju kada je silika
gel koris¢en kao sorbens u dSPE, bile su u skladu sa utvrdenim normama (70-120%) za 8 od
16 analiziranih jedinjenja. Komponente za koje su dobijene zadovoljavajuce efikasnosti bile
su naftalen, acenaftilen, acenaften, fluoren, fenantren, antracen, fluoranten i piren. To znaci
da bi kombinacija ekstrakcije po Soksletu sa dihlormetanom i pre¢iS¢avanja pomoc¢u dSPE uz
silika gel kao sorbens mogla da se koristi u analizi ovih jedinjenja. Za ostale analizirane
komponente dobijene su vrednosti manje od 70%, §to se moze objasniti njihovim ¢vr§éim

vezivanjem za sorbens.

PSA je prvi i najéeSce koris¢en sorbens u ekstrakciji disperznom ¢vrstom fazom (Gonzalez-
Curbelo i sar., 2015). Ovaj sorbens ima visoku efikasnost pri uklanjanju razli¢itih necistoca
1z ekstrakta, kao §to su organske i1 masne kiseline, 1 na taj nain utice na smanjenje Suma u
hromatogramima. Efikasnosti u sluc¢aju upotrebe PSA kao sorbensa su bile u intervalu od
11,1% za dibenzo[a,h]antracen do 108% za acenaftilen. Kao i u sluc¢aju upotrebe silika gela u
dSPE, i upotrebom PSA za naftalen, acenaftilen, acenaften, fluoren, fenantren, antracen,
fluoranten i piren dobijene su efikasnosti veée od 70%. Za ostale analizirane komponente
dobijene su vrednosti nize od 70%, Sto znaci da kombinacija ekstrakcije po Soksletu i dSPE

ekstrakcije sa PSA kao sorbensa nije odgovarajuca za analizu ovih komponenti.
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Jos jedan od sorbenasa koji se ¢esto koristi u dSPE je oktadecil silika (C18), ¢ijom primenom

u postupku pripreme uzoraka PAU je za 10 (naftalen, acenaftilen, acenaften, fluoren,
fenantren, antracen, fluoranten, piren, hrizen i benzo[a]antracen) od 16 analiziranih
komponenti dobijena efikasnost ve¢a od 70% Najnize efikasnosti prilikom upotrebe C18 kao
sorbensa u dSPE zabelezene su za indeno[1,2,3-cd]piren (11,5 - 27%, za tri nivoa
spajkovanja). Moze se smatrati da ovaj sorbens nije pogodan za preciSCavanje ekstrakata

dobijenih ekstrakcijom po Soksletu za analizu PAU visih molekulskih masa.

Florisil je magnezijum silikat i sli¢nih je karakteristika kao silika gel (Osman i Saim, 2013).
Efikasnosti dobijene upotrebom ovog sorbensa varirale su od 9,4% za dibenzo[a,h]antracen
do 108% za antracen. Kao i prilikom upotrebe silika gela, nize efikasnosti zabelezene su za
PAU visih molekulskih masa. Sli¢no kao prilikom upotrebe silika gela, i prilikom kori$éenja
florisila zabeleZene su veoma niske vrednosti (ispod 10%) za dibenzo[a,h]antracen, Florisil je
i ranije kori$¢en za preci§¢avanje ekstrakata u analizi PAU u zemljistu (Osman i Saim, 2013),

ali ovo je prvi put da je florisil koriS¢en kao sorbens u dSPE pri analizi PAU.

Klinoptilolit je zeolit formule (Na,K,Ca),-3Al3(Al,Si),Siz036°12H,0 i njegova upotreba u
pre¢iS¢avanju ekstrakata u analizi PAU prvi put je opisana radu Stankov Jovanovic i
saradnika (2015). Najveca efikasnost prilikom upotrebe ovog sorbensa zabeleZena je za
naftalen (113%). Od svih ispitivanih PAU, naftalen je jedinjenje koje se moze odredivati sa
najboljom efikasno$¢u u svim vrstama uzoraka zemljiSta pripremljenim ekstrakciom po
Soklsetu 1 preCis¢enim primenom svih Sest ispitivanih sorbenasa primenom ekstrakcije
¢vrstom fazom. Prilikom upotrebe dijatomejske zemlje kao sorbensa za precis¢avanje, za sve
PAU, osim indeno[1,2,3-cd]pirena, dibenzo[a,h]antracena i benzo[g,h,i]perilena, efikasnost
odredivanja je bila izmedu 75% (benzo[b]fluoranten) i 112% (fluoren). Prednost
klinoptilolita i dijatomejske zemlje kao sorbenasa je ta §to su oni minerali Siroko

rasprostranjeni u prirodi, pa na taj na¢in uti¢u na smanjenje cene analize.

Ukoliko se uporede sorbensi koriS¢eni u ekstrakciji disperznom ¢Evrstom fazom, moze se
zakljuciti da je najbolje rezultate dala dijatomejska zemlja. U slucaju koriS¢enja ovog
sorbensa za samo 3 od 16 analiziranih komponenti dobijene efikasnosti su bile manje od
70%, pa se kombinacija ekstrakcije po Soksletu pomocu dihlrometana i ekstrakcije
disperznom c¢vrstom fazom sa dijatomejskom zemljom kao sorbensom moze Koristiti u

analizi 13 PAU prioritetnih za analizu.
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Nakon sto je utvrdeno da je najveca tacnost (poredenjem efikasnosti) postignuta za metodu

koja predstavlja kombinaciju ekstrakcije po Soksletu i dSPE sa dijatomejskom zemljom kao
sorbensom, preslo se na odredivanje ostalih parametara validacije metode, kao $to su
linearnost, preciznost, merna nesigurnost, LOD i LOQ. U Tabeli 19. prikazani su rezultati

validacije ove kombinacije tehnike ekstrakcije i1 preciS¢avanja.

Vrednosti granice detekcije i granice kvantifikacije odredene su na osnovu odnosa
signal/sum. LOD vrednosti za analizirane komponente bile su u granicama od 0,24 ug kg™ za
benzo[a]antracen do 5,76 g kg™ za acenaftilen. Niske vrednosti granice detekcije zabelezene
su i za hrizen (0,63 pg kg™), antracen (0,72 pg kg™ i piren (0,75 pg kgt). Najniza LOQ
vrednost zabeleZena je za benzo[a]antracen i iznosila je 0,80 pg kg™, dok je najveéa granica
kvantifikacije zabelezena za acenaftilen (19,20 pg kg™?), §to je u saglasnosti sa rezultatima

drugih autora (Yamada i sar., 2009).
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Tabela 19. Parametri validacije metode ekstrakcije po Soksletu i dSPE precis¢avanja pomocu
dijatomejske zemlje na osnovu GC - MS analize - Rt (retenciono vreme); LOD (granica

detekcije); LOQ (granica kvantifikacije); RSD (relativna standardna devijacija
(ponovljivost)); Uc (merna nesigurnost)

LOD LOQ Jednacina

Rt Kvantifikacioni Koefcijent RSD  Uc

v miny don b9 G KT orecie o)
Naftalen 12,065 128,0 330 1100 y=1,690*x 099 10,19 10,79
Acenaftilen 17,920 152,0 576 1920 y=1847*x 099 372 4,03
Acenaften 18,639 153,0 198 660 y=0782*x 099 244 278
Fluoren 20,568 166,0 111 370 y=0,622*x 099 1524 17,48
Fenantren 24,190 178,0 246 820 y=1051*x 099 1378 1596
Antracen 24,360 178,0 072 240 y=0,955*x 099 146 132
Fluoranten 28,779 202,0 45 1500 y=0895*x 099 1375 13,07
Piren 29,506 202,0 075 250 y=2,072*x 098 440 4,68
Hrizen 35,029 228,0 063 210 y=0907*x 098 7,76 7,19

Benzo[alantracen 35,227 228,0 024 080 y=1,951*x 099 178 167
Benzo[b]fluoranten 41,122 252,0 330 1100 y=0,607*x 098 17,59 1827
Benzo[K]fluoranten 41,202 252,0 363 1120 y=1,220%x 099 319 287
Benzofalpiren 43,287 252,0 186 620 y=0537*x 099 236 241
'”de“gﬁéﬁ?""d] 50,629 277,0 351 11,70 y=1009*x 099 1861 350
Dibenzo[a,hfantracen 50,931 279,0 444 1480 y=0378* 098 19,19 483
Benzo[g,h,iperilen 52,011 276,0 429 1430 y=0464*x 099 2514 1573

X - relativni intenzitet signala; y - koncentracija analita; m/z - odnos mase i naelektrisanja jona
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Kako bi se odredila linearnost, pripremljena je serija kalibracionih rastvora razli¢itih

koncentracija (0,1923 do 19,2307 pg mL™) i snimljeni su na GC - MS aparatu. Konstruisane
su kalibracione prave za svih 16 analiziranih komponenti i vrednosti koeficijenta korelacije
iznosile su 0.99 za sva analizirana jedinjenja osim piren, hrizen, benzo[b]fluoranten i

dibenzo[a,h]antracen, za koja je koeficijent korelacije iznosio 0.98.

Preciznost metode iskazana je preko relativne standardne devijacije. Preciznost (ponovljivost)
eksperimenta je odredena izvodenjem istog eksperimenta pod istim uslovima analize istog
uzorka. RSD vrednosti za vecinu analiziranih komponenti bile su nize od 10%. Najniza RSD
vrednost zabelezena je za antracen (1,46%), dok su sli¢ne vrednosti i za benzo[a]antracen
(1,78%), benzo[a]piren (2,36%) i acenaften (2,44%). Najveca RSD vrednost zabeleZena je za

benzol[g,h,i]perilen i iznosila je 25,14%.

Merna nesigurnost izrazena je preko prosirene relativne nesigurnosti, koja se izracunava kao
proizvod standardne nesigurnosti i faktora pokrivenosti (k = 2) i rezultati su prikazani u
Tabeli 14. Najniza vrednost proSirene nesigurnosti zabelezena je za antracen i iznosila je
1,32%. Znatno viSe vrednosti merne nesigurnosti zabelezene su za benzo[g,h,i]perilen

(15,73%), fenantren (15,96 %), fluoren (17,48 %) i benzo[b]fluoranten (18,27 %).

Ispitivanje tac¢nosti ukazuje da je kombinacija ekstrakcije PAU iz uzoraka zemljiSta po
Soksletu i preciS¢avanje dobijenih ekstrakata ekstrakcijom disperznom c¢vrstom fazom
upotrebom dijatomejske zemlje kao sorbensa optimalan nacin pripreme uzoraka zemljista za
analizu PAU. U poredenju sa zvanicnom metodom Britanske agencije za zaStitu Zivotne
sredine, dobijene su sli¢ne vrednosti efikasnosti. Efikasnosti izmedu 70 1 120% dobijene su
za 13 od 16 analiziranih komponenti, pa je nakon optimizacije izvrSena i validacija ove
metode. Pored jako dobrih analitickih karakteristika metode, njene prednosti u odnosu na
metodu pripreme uzoraka zemljiSta primenom ekstrakcije po Soksletu PAU iz zemljista 1
preciS¢avanje dobijenih ekstrakata primenom hromatografije na koloni su znatno krace vreme
potrebno za precis¢avanje uzorka, upotreba manjih koli¢ina toksi¢nih rastvaraca i manji

troSkovi analize.
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4.3.0ptimizacija i validacija QuEChERS tehnike za analizu policikli¢nih

aromatic¢nih ugljovodonika

QUECHERS tehnika je relativno nova tehnika u pripremi uzoraka, ali ima jako Siroku primenu
(Gonzalez-Curbelo i sar., 2015). S obzirom na to da u velikoj meri skrac¢uje vreme analize i
znatno smanjuje troskove, cilj je bio optimizovati ovu tehniku za analizu policikli¢nih
aromati¢nih ugljovodonika u uzorcima zemljiSta. Ispitana je kombinacija Cetiri razlicita
rastvaraca (heksan/aceton, etil - acetat, acetonitril/voda i heksan/voda) sa pet razli¢itih
sorbenasa za prec¢iscavanje dobijenih ekstrakata (PSA, C18, florisil, dijatomejska zemlja i
klinoptilolit). Model uzorci zemljiSta, napravljeni dodavanjem standardnog rastvora 16 PAU,
tako da njihova koncentracija u uzorcima zemljista iznosi 5, 0,5 i 0,05 mg kg'1 ukupnih PAU,
pripremljeni su QUEChERS tehnikom sa razli¢itim kombinacijama rastvaraca i sorbenasa i
analizirani su na GC - MS. Izvrseno je odredivanje osnovnih parametara validacije metode -

tacnost, preciznost, LOD, LOQ, linearnost i nesigurnost.

4.3.1. Optimizacija QUEChERS tehnike pripreme uzoraka zemljista za GC - MS
analizu policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika upotrebom smese

rastvaraca acetonitril/voda

Smesa acetonitrila i vode je prva upotrebljena u QUEChERS tehnici, u studiji koju su objavili
Anastassiades i saradnici (2003), pa je iz tog razloga uzeta u razmatranje kao potencijalni
rastvaraC za ekstrakciju PAU iz uzoraka zemljiSta. Model uzorci zemljiSta koji sadrze 16
PAU u koncentracijama 5, 0,5 i 0,05 mg kg™ ekstrahovani su QUEChERS tehnikom i

analizirani na GC - MS.

Na Slikama 32. - 34. prikazani su GC - MS hromatogrami, snimljeni u SIM modu,
dobijeni snimanjem model uzoraka zemljiSta pripremljenth QuEChERS tehnikom
smeSom rastvaraCa acetonitril/voda 1 dijatomejskom zemljom kao sorbensom za

prec¢iS¢avanje.
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Slika 32. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog
QuEChERS tehnikom smeSom rastvaraca acetonitril/voda 1 ekstrakcijom disperznom ¢vrstom
fazom uz dijatomejsku zemlju kao sorbens za nivo spajkovanja 5 mg kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d,; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften dqo; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13: antracen;
14: fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy,; 17: hrizen; 18: benzo[a]antracen; 19: benzo[b]fluoranten; 20:
benzo[k]fluoranten; 21: benzo[a]piren; 22: perilen dy; 23: indeno[1,2,3-cd]piren; 24: dibenzo[a,h]antracen; 25:
benzol[g,h,i]perilen
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Slika 33. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog
QuEChERS tehnikom smeSom rastvaraca acetonitril/voda 1 ekstrakcijom disperznom ¢vrstom
fazom uz dijatomejsku zemlju kao sorbens za nivo spajkovanja 0,5 mg kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d,; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften d,o; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13: antracen;
14: fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy,; 17: hrizen; 18: benzo[a]antracen; 19: benzo[b]fluoranten; 20:
benzo[k]fluoranten; 21: benzo[a]piren; 22: perilen dy; 23: indeno[1,2,3-cd]piren; 24: dibenzo[a,h]antracen; 25:
benzo[g,h,i]perilen
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Slika 34. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog
QuEChERS tehnikom smeSom rastvaraca acetonitril/voda 1 ekstrakcijom disperznom ¢vrstom
fazom uz dijatomejsku zemlju kao sorbens za nivo spajkovanja 0,05 mg kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d,; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften d,o; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13: antracen;
14: fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy,; 17: hrizen; 18: benzo[a]antracen; 19: benzo[b]fluoranten; 20:
benzo[k]fluoranten; 21: benzo[a]piren; 22: perilen dy; 23: indeno[1,2,3-cd]piren; 24: dibenzo[a,h]antracen; 25:
benzol[g,h,i]perilen

Kao Sto se moze videti na slikama, postignuto je zadovoljavajuée razdvajanje

analiziranih komponenti bez znac¢ajnih pikova koji poti¢u od eventualnih necistoca.

Rezultati ispitivanja efikasnosti QUEChERS tehnike pripreme uzoraka zemljista za analizu
policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika upotrebom smese acetonitril/voda kao ekstrakcionog
rastvaraca i PSA, C18, florisil, dijatomejske zemlje i klinoptilolita kao sorbenata u ekstrakciji

disperznom ¢vrstom fazom prikazane su u Tabeli 20.
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Tabela 20. Efikasnosti odredivanja 16 prioritetnih policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika

(PAU niskih molekulskih masa - LMW PAU, PAU visokih molekulskih masa - HMW PAU)
dobijene GS - MS analizom model uzoraka zemljista pripremljenih QUEChERS tehnikom

upotrebom smese acetonitril/voda i razli¢itih sorbenasa

Efikasnost+SD (%)

Sorbens
Koncentracija
PAU ukupnih PlAU - Dijatomejska . -
(mg kg™) PSA C18 Florisil zemlja Klinoptilolit
5 95+2 104+3 101+4 110+3 101+2
Naftalen 0,5 90+2 102+4 102+3 102+2 98+2
0,05 76+1 102+3 98+3 109+4 70+1
5 100+2 97+4 88+2 100+4 101+4
Acenaftilen 0,5 80+3 98+2 1034 92+4 96+3
0,05 100+4 87+2 92+3 83+2 774
) 5 88+2 93+3 102+4 100+2 10445
g Acenaften 05 100£3  109+4  100+3 87+3 10415
0,05 54+1 94+2 67+2 85+2 101+3
g 5 100+3 10845 93+2 100+3 92+4
1 Fluoren 0,5 95+3 10045 99+3 99+3 10145
0,05 90+2 81+2 10845 94+2 97+2
5 100+4 98+3 92+2 1104 10315
Fenantren 0,5 96+3 84+3 90+3 9412 11145
0,05 95+3 101+4 84+2 87+3 95+4
5 10445 90+2 100+4 98+2 103+4
Antracen 0,5 87+2 100+3 96+3 92+1 97+4
0,05 104+3 7442 89+3 89+2 105+4
5 97+3 80+1 95+3 1054 101+4
Fluoranten 0,5 8012 98+3 90+£3 9143 10244
0,05 10345 95+3 104+4 88+4 103+2
<DE 5 75+3 64+2 60+1 97+2 75+2
o Piren 0,5 94+3 87+2 8412 95+3 102+4
= 0,05 85+2 7242 77+3 87+5 84+3
> 5 8612 7612 6812 10144 8414
I Hrizen 0,5 88+2 7412 69+2 100+3 90+2
0,05 82+2 101+4 94+3 9442 106+4
5 96+2 82+3 76+2 100+3 93+4
Benzo[a]antracen 0,5 1055 99+3 99+3 93+3 11042
0,05 109+4 80+2 108+4 82+3 68+1
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5 9544 101+4 98+3 103+4 101+3
Benzo[b]fluoranten 0,5 80+3 10445 1055 91+2 80+2
0,05 68+3 7512 933 814 9915
5 79+2 64+1 58+1 106£3 84+2
Benzo[k]fluoranten 0,5 92+3 82+3 62+2 108+4 904
0,05 105+4 104+4 111+4 104+4 1105
5 9944 101+4 101+2 109+2 107+2
Benzo[a]piren 0,5 99+3 107+4 74%2 106+4 7943
0,05 68+1 98+3 99+2 101+3 99+3
5 86+2 93+2 73£1 90+1 99+4
'”d%”°[1'2’3' 0,5 86x2 671  64+2 91+2 100+2
cd]piren 0,05 10045 6912 7742 98+4 93+3
5 9212 71+2 65+1 1065 78+2
Dibenzo[a,h]antracen 0,5 93+2 51+2 96+2 104+3 1014
0,05 7212 6012 96+2 853 8814
5 7412 5212 41+1 95+2 502
Benzolg,h,i]perilen 0,5 62+2 106+4 41+1 81+3 66+2
0,05 10445 98+2 84+2 105+4 95+2

U slucaju kombinacije acetonitrila i vode kao ekstrakcionog rastvaraca i PSA kao sorbensa,
dobijene su efikasnosti koje su bili u intervalu od 54% za acenaften do 109% za
benzo[a]antracen. Veéina rezultata imala je vrednosti preko 70% S$to je prihvatljiva vrednost
za efikasnost metode. Samo Cetiri vrednosti bile su nize od ove granice, pa se smatra da se
kombinacija smese acetonitril/voda kao ekstrakcionog rastvaraca i PSA kao sorbensa, koja je
1 prva kombinacija opisana u QuUEChERS tehnici, moZe koristiti za analizu svih 16 PAU u
uzorcima zemljiSta. Dalja  istrazivanja bie usmerena ka menjanju odnosa

uzorak/rastvara¢/sorbens, kako bi se povecala efikasnost metode.

Kombinacija acetonitrila i vode kao ekstrakcionog rastvarac¢a i C18 kao sorbensa takode je
dala dobre rezultate za analizirana jedinjenja. Najniza efikasnost iznosila je 51% za srednji
nivo spajkovanja dibenzo[a,h]antracena. Najveca efikasnost zabelezena je za acenaften i
iznosila je 109%. Odli¢ne vrednosti dobijene su za LMW PAU, pa se ova kombinacija
rastvaraca 1 sorbenSa moze koristiti u njithovoj analizi. Sa samo 7 vrednosti nizih od 70% ova

kombinacija se, uz odredene izmene, moze predloziti za analizu PAU u uzorcima zemlji$ta, u

kombinaciji sa GC - MS.

S obzirom na to da je florisil sorbens za koji se smatra da vezuje polarne komponente,
oc¢ekivane su i vise vrednosti efikasnosti. Medutim, kombinacijom acetonitrila i vode kao

rastvaraca i florisila kao sorbensa dobijene su nize vrednosti u poredenju sa prethodna dva
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sorbensa i smeSe rastvaraca acetonitril/voda. Vrednosti dobijene za ovu kombinaciju bile su u

intervalu od 41% za benzo[g,h,i]perilen do 111% za benzo[k]fluoranten. Za neka od
analiziranih jedinjenja dobijene su odli¢ne efikasnosti (naftalen, acenaftilen, fluoren,
antracen, fluoranten i benzo[b]fluoranten), pa se ova kombinacija rastvara¢/sorbens moze

koristiti u analizi ovih jedinjenja.

Kombinacija acetonitrila i vode kao ekstrakcionog rastvaraca i dijatomejske zemlje kao
sorbensa dala je odli¢ne rezultate za sva analizirana jedinjenja i sva tri nivoa spajkovanja.
Vrednosti za ovu kombinaciju bile su u intervalu od 81% benzo[b]fluoranten do 109% za
benzo[a]piren. Sve vrednosti dobijene ovom kombinacijom bile su u opsegu izmedu 70% i
120%. Cak su i za jedinjenje za koje je u prethodno opisanim kombinacijama rastvaraca i
sorbenasa (benzo[g,h,i]perilen) dobijene odli¢ne efikasnosti (81 - 105%), za sva tri nivoa

spajkovanja.

U kombinaciji sa acetonitrilom i vodom kao ekstrakcionim rastvarac¢em, klinoptilolit je kao
sorbens dao rezultate koji su u rangu rezultata dobijenih upotrebom sorbenasa PSA i C18, ali
nesto slabije u odnosu na dijatomejsku zemlju kao sorbens. Najveca efikasnost za ovu
kombinaciju zabeleZzena je za fenantren i iznosila je 110%. Najniza vrednost bila je 50% i

odredena je za benzo[g,h,i]perilen.

4.3.2. Optimizacija QuUEChERS tehnike pripreme uzoraka zemljiSta za analizu
policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika upotrebom smese rastvaraca

heksan/voda.

Heksan je odabran kao rastvara¢ zato Sto pripada grupi nepolarnih rastvaraca i ranije je
kori$¢en u ekstrakciji PAU iz zemljista (Shu i Lai, 2001). Kako bi se pospesila ekstrakcija
PAU nizih molekulskih masa, u zemljiste je najpre dodata voda, s obzirom na to da se PAU
nizih molekulskih masa delimi¢no rastvaraju u vodi, a nakon toga heksan. Nakon ekstrakcije,
alikvot ekstrakta prebacen je u kivetu sa odgovaraju¢im sorbensom. Ekstrakti su snimljeni na

GC - MS u SIM modu i dobijeni hromatogrami prikazani su na Slikama 35. - 37.
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Slika 35. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog
QuEChERS tehnikom smeSom rastvaraca heksan/voda i ekstrakcijom disperznom ¢vrstom
fazom uz dijatomejsku zemlju kao sorbens za nivo spajkovanja 5 mg kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d4; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften dio; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13: antracen;
14: fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy4; 17: hrizen; 18: benzo[a]antracen; 19: benzo[b]fluoranten; 20:

benzo[k]fluoranten; 21: benzo[a]piren; 22: perilen d,; 23: indeno[1,2,3-cd]piren; 24: dibenzo[a,h]antracen; 25:
benzol[g,h,i]perilen
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Slika 36. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog
QuEChERS tehnikom smeSom rastvaraca heksan/voda i ekstrakcijom disperznom ¢Evrstom
fazom uz dijatomejsku zemlju kao sorbens za nivo spajkovanja 0,5 mg kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d,; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften d,o; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13: antracen;
14: fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy,; 17: hrizen; 18: benzo[a]antracen; 19: benzo[b]fluoranten; 20:

benzo[k]fluoranten; 21: benzo[a]piren; 22: perilen d;,; 23: indeno[1,2,3-cd]piren; 24: dibenzo[a,h]antracen; 25:
benzo[g,h,i]perilen
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Slika 37. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog
QuEChERS tehnikom smeSom rastvaraca heksan/voda i ekstrakcijom disperznom cvrstom
fazom uz dijatomejsku zemlju kao sorbens za nivo spajkovanja 0,05 mg kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d4; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften dio; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13: antracen;
14: fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy4; 17: hrizen; 18: benzo[a]antracen; 19: benzo[b]fluoranten; 20:
benzo[k]fluoranten; 21: benzo[a]piren; 22: perilen d,; 23: indeno[1,2,3-cd]piren; 24: dibenzo[a,h]antracen; 25:
benzol[g,h,i]perilen

Optimalno razdvajanje postignuto je za svih 16 komponenata. Povecani Sum javlja se na
retencionom vremenu izmedu 36 i 40 minuta, pa su pikovi koji se javljaju na ovom
retencionom vremenu ruc¢no integraljeni. Hromatogrami dobijeni snimanjem ekstrakata koji
su pripremljeni smeSom rastvaraca heksan/voda i preostalim sorbensima nisu prikazani u

radu zbog znatnijeg Suma koji je uo¢en na hromatogramima.

Rezultati ispitivanja efikasnosti QUEChERS tehnike pripreme uzoraka zemljiSta za analizu
policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika upotrebom smese heksan/voda kao ekstrakcionog
rastvaraa 1 PSA, CI18, florisila, dijatomejske zemlje 1 klinoptilolita kao sorbenasa u

ekstrakciji disperznom ¢vrstom fazom prikazane su u Tabeli 21.
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Tabela 21. Efikasnosti odredivanja 16 prioritetnih policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika
(LMW PAU - PAU niskih molekulskih masa; HMW PAU - PAU visokih molekulskih masa)
dobijene GS - MS analizom model uzoraka zemljista pripremljenih QUEChERS tehnikom

upotrebom smese heksan/voda i razli¢itih sorbenasa

Efikasnost+SD (%)
Sorbens
Koncentracija
PAU ukupnih PAU .. .
(rﬁg kg PSAT c18 Florisit  DUAOMeIska i oilolit
zemlja
Naftalen 5 99+1 1054 801 102+4 87+2
05 109+2 101+3 95+2 32,3+0,9 100+4
0,05 98+2 67+2 32,2+0,4 82+1 1064
Acenaftilen 5 6311 68+1 49,7+£0,7 5442 5442
05 95+2 762 65+1 19,4+0,4 18,6+0,8
D] 0,05 1073 114+4 97+3 52+2 1034
af 5 861 033 8813 8813 10424
Acenaften 0,5 98+2 6712 109+4 96+2 11245
; 0,05 1054 85+2 17+2 116%5 512
% 5 91+3 772 6311 56+1 51+1
Fluoren 0,5 95+2 99+4 93+3 8412 8812
0,05 88+3 1104 60+2 87+2 66+1
5 85+2 731 70+1 57+2 78+2
Fenantren 0,5 88+2 92+3 43+2 9314 80+2
0,05 1004 55+1 8312 10315 812
5 82+1 6212 65+2 29,7+0,7 32+1
Antracen 0,5 79+2 72+2 52+1 51+2 46+1
0,05 83+2 87+3 95+2 88+2 732
5 70+1 57+2 52+1 29+1 82+3
Fluoranten 0,5 8613 8712 65+1 5542 6512
0,05 82+3 84+2 70+2 53+1 84+2
5 102+4 102+3 54+1 10245 85+1
S Piren 0,5 10313 107+4 98+2 8412 93+3
< 0,05 102+4 105+3 109+4 64+2 90+3
o 5 79+1 85+2 59+1 51+2 53+2
; Hrizen 0,5 85+3 98+2 68+2 6612 6212
> 0,05 1074 791 82+2 99+4 88+3
I 5 7942 10143 61+1 87+1 92+3
Benzo[a]antracen 0,5 90+5 1074 1034 98+2 85+3
0,05 62+3 100+1 103+4 5442 791
5 93+4 99+2 89+2 89+2 83+3
Benzo[b]fluoranten 0,5 91+2 100+4 82+1 752 65+2
0,05 111+4  66£2 56+1 8242 91+3
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5 70+1 7841 53+2 82+2 9943

Benzo[k]fluoranten 0,5 87+5 94+2 5242 79+2 93+2

0,05 8442 6312 5942 67+1 7942

5 86+3 10143 10042 25+1 7942

Benzo[a]piren 0,5 101+4 100+2 103+4 271 82+2

0,05 97+1 10243 95+3 20+1 26+1

5 36,3+0,4  94+1 4242 10343 7442

'”i%’}gﬁeﬁs 05 621  54%2 35:1 102+4 32+1
0,05 5542 108+4 87+3 10445 37,6+0,9

5 10244 42+1 63+2 7642 52+1

Dibenzo[a,h]antracen 0,5 99+3 41+1 49+2 63+1 62+2

0,05 64+1 90+3 7142 47+1 5041
5 10,0+0,9 17,1+0,9 31,3+0,8 15,0+0,9 19,2+0,7

Benzo[g,h,i]perilen 0,5 3,7+0,2 9+1 36x1 3,3+0,6 8+1
0,05 2,5+0,4 522+0,3 1,92+0,09 1,8+0,2 7,5+0,6
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U slucaju kombinacije heksan/voda kao ekstrakcionog rastvaraca i PSA kao sorbensa za

preciScavanje, efikasnosti su bile u intervalu od 2,5% za benzo[g,h,i]perilen do 111% za
benzo[b]fluoranten. Bolje efikasnosti dobijene su za PAU nizih molekulskih masa, u odnosu
na PAU visokih molekulskih masa. Odli¢ne vrednosti dobijene su za naftalen (98 - 109%) i

piren (102 - 103%), za sva tri nivoa spajkovanja.

Slicne vrednosti efikasnosti dobijene su za kombinaciju heksan/voda kao ekstrakcionog
rastvaraca i C18 kao sorbensa. U ovom slucaju najniza efikasnost zabelezena je za
benzol[g,h,i]perilen i iznosila je 5,2%, za najnizi nivo spajkovanja. I za preostala dva nivoa
spajkovanja za ovo jedinjenje dobijene su izuzetno niske efikasnosti (9 i 17,1%), §to se moze
objasniti Cinjenicom da benzo[g,h,i]perilen ima jak afinitet vezivanja za c¢vrstu fazu,
zemljiste, pa postoji mogucnost da nije ekstrahovan u odgovarajucoj meri, ili sorbens, pa je
prilikom precis§¢avanja zaostao na sorbensu. Kao i prilikom upotrebe PSA kao sorbensa, tako
su i uz C18 bolje efikasnosti dobijene za LMW nego za HMW PAU. U slucaju upotrebe C18
kao sorbensa za preciScavanje, odliéne vrednosti dobijene su za benzo[a]piren (100 - 102%),
za sva tri nivoa spajkovanja. Ovo jedinjenje je po Klasifikaciji IARC svrstano u grupu
dokazanih kancerogena za ljude, pa je njegova analiza od velikog znacaja. Ako se uzmu u
obzir odli¢ne efikasnosti dobijene kombinacijom heksan/voda kao ekstrakcioni rastvarac i

C18 kao sorbens, moze se zakljuciti da se na ovaj na¢in moze analizirati benzo[a]piren.

Florisil je sorbens koji je ranije koris¢en u analizi PAU pomocu ekstrakcije pod pritiskom
(PLE - pressurized liquid extraction) (Shu i Lai, 2001), ali do sada nije kori$¢en kao sorbens u
QuEChERS tehnici za analizu PAU. Najvisa efikasnost za ovu kombinaciju rastvarac¢/sorbens
zabelezena je za acenaften (109%), dok je najniza vrednost kao i u slucaju prethodna dva
sorbensa, zabelezena za benzo[g,h,i]perilen (1,92%). Ova kombinacija je u poredenju sa
kombinacijama heksan/voda/PSA i heksan/voda/C18 dala nesto nize vrednosti, i vecina njih
je bila u rasponu 50 - 60%. Za benzo[a]piren dobijene su vrednosti u rasponu od 95 - 103%,
pa se smesSa heksan/voda kao rastvara¢ u kombinaciji sa C18 kao sorbensom moze koristiti u

QUEChAERS tehnici za analizu ovog jedinjenja u uzorcima zemljista.

Efikasnosti dobijene prilikom upotrebe smese heksana i voda kao ekstrakcionog rastvaraca i
dijatomejske zemlje kao sorbensa za pre¢is¢avanje bile su u intervalu od 1,8% za
benzo[g,h,i]perilen do 116% za acenaften. U poredenju sa prethodno pomenutim sorbensima

u kombinaciji sa smeSom rastvaraca heksan/voda, ova kombinacija dala je nize efikasnosti.
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Takode, uoCava se i razlika izmedu efikasnosti za razli¢ite nivoe spajkovanja kod istih

jedinjenja. Tako, prilikom analize naftalena u uzorku sa srednjim nivoom spajkovanja
postignuta je efikasnost od 32,3%, dok za najvisi nivo spajkovanja efikasnost dostize 102%.
Jedinjenje koje je kombinacijom heksan/voda kao ekstrakcioni rastvara¢ i dijatomejska
zemlja kao sorbens dalo odli¢ne rezultate je indeno[1,2,3-cd]piren (102 - 104%), za sva tri

nivoa spajkovanja.

Vrednosti efikasnosti dobijene kombinacijom heksan/voda kao ekstrakcioni rastvaraC i
klinoptilolit kao sorbens iznosile su od 7,5% za benzo[g,h,i]perilen do 112% za acenaften.
Vrednosti dobijene za ovu kombinaciju bile su nesto bolje u odnosu na one dobijene kada je
kao sorbens koris¢ena dijatomejska zemlja, ali malo loSije u odnosu na ostale testirane

sorbense u kombinaciji sa smeSom rastvaraca heksan/voda.

Ni jedna od kombinacija heksana i vode kao ekstrakcionih rastvaraa i pet testiranih
sorbenasa nije dala zadovoljavaju¢e vrednosti efikasnosti za analizu svih 16 policikli¢nih

aromatic¢nih ugljovodonika.

4.3.3. Optimizacija QuUEChERS tehnike pripreme uzoraka zemljiSta za analizu

policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika upotrebom etil - acetata

Etil - acetat je odabran kao rastvara¢ na osnovu njegove uspesne upotrebe za ekstrakciju

policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika iz uzoraka ¢aja (Sadowska-Rociek i sar., 2014).

Model uzorci zemljista koji sadrze 16 PAU pripremljeni su QUEChERS tehnikom sa etil -

acetatom kao rastvaraCem, u kombinaciji sa 5 razli¢itih sorbenasa i analizirani na GC - MS.
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Na Slikama 38. - 40. prikazani su hromatogrami dobijeni snimanjem u SIM modu

spajkovanih uzoraka pripremljenih QUEChERS tehnikom uz upotrebu etil - acetata

kao rastvaraca i PSA kao sorbensa za preci$¢avanje.
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Slika 38. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog
QUEChERS tehnikom etil - acetatom i ekstrakcijom disperznom ¢vrstom fazom uz PSA kao
sorbens za nivo spajkovanja 5 mg kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d,; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften dqo; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13: antracen;
14: fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy4; 17: hrizen; 18: benzo[a]antracen; 19: benzo[b]fluoranten; 20:
benzo[k]fluoranten; 21: benzo[a]piren; 22: perilen di,; 23: indeno[1,2,3-cd]piren; 24: dibenzo[a,h]antracen; 25:

benzol[g,h,i]perilen
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Slika 39. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog
QUEChERS tehnikom etil - acetatom i ekstrakcijom disperznom ¢vrstom fazom uz PSA kao
sorbens za nivo spajkovanja 0,5 mg kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d,; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften d,o; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13: antracen;
14: fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy,; 17: hrizen; 18: benzo[a]antracen; 19: benzo[b]fluoranten; 20:
benzo[k]fluoranten; 21: benzo[a]piren; 22: perilen d;,; 23: indeno[1,2,3-cd]piren; 24: dibenzo[a,h]antracen; 25:

benzo[g,h,i]perilen
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Slika 40. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog
QUEChERS tehnikom etil - acetatom i ekstrakcijom disperznom ¢vrstom fazom uz PSA kao
sorbens za nivo spajkovanja 0,05 mg kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d4; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften dio; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13: antracen;
14: fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy4; 17: hrizen; 18: benzo[a]antracen; 19: benzo[b]fluoranten; 20:
benzo[k]fluoranten; 21: benzo[a]piren; 22: perilen d,; 23: indeno[1,2,3-cd]piren; 24: dibenzo[a,h]antracen; 25:
benzo[g,h,i]perilen

Dobijeni hromatogrami ukazuju na to da je postignuto optimalno razdvajanje za sva

analizirana jedinjenja. Manji Sum zapaZen je za opseg retencionih vremena od 36 - 40 minuta.

U Tabeli 22. prikazane su efikasnosti QUEChERS tehnike pripreme uzoraka zemljista za
odredivanje 16 prioritetnih policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika upotrebom etil - acetata
kao ekstrakcionog rastvaraca i PSA, C18, florisila, dijatomejske zemlje i klinoptilolita kao

sorbenasa u ekstrakciji disperznom ¢vrstom fazom.
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Tabela 22. Efikasnosti odredivanja 16 prioritetnih policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika

(PAU niskih molekulskih masa - LMW PAU, PAU visokih molekulskih masa - HMW PAU)
dobijene GS - MS analizom model uzoraka zemljista pripremljenih QUEChERS tehnikom

upotrebom etil - acetata i razlicitih sorbenasa

Efikasnost + SD (%)

K i, Sorbens
oncentracua
PAU Uk(L:Eg'Q;f)‘U PSA c18 Florisil Dijatomgjska Klinqptilol
zemlja it
5 10142 93+3 92+4 6321 6421
Naftalen 05 9543 98+2 10122 83+1 77+2
0,05 87+2 7523 100+2 7621 73+2
5 59+1 43,2+0,8 531 54,8+0,7 52+1
Acenaftilen 05 6923 98+2 7022 59,0+0,3 6521
0,05 85+1 80+3 7622 56+2 54+1
) 5 96+3 9743 933 64,020,7 70%2
g Acenaften 05 11624 9845 772 86+2 80+2
> 0,05 10345 8142 93+4 732 80+2
S 5 9443 6921 7122 52,3+0,6 52+1
< Fluoren 05 10024 88+2 8922 56,0+0,9 62,3£0,5
0,05 85+4 84+2 81+3 61,620,7 53,10,7
5 93+3 9442 6621 6242 61,209
Fenantren 0,5 95+3 90+3 75+2 78+2 67,7+0,6
0,05 96+3 83+1 732 7522 74%1
5 96+3 74+2 60,4+0,9 84+2 52,7+0,7
Antracen 0,5 69+2 78+3 64+3 762 536+0,7
0,05 98+3 10243 6321 7822 55,00,7
5 8142 56+2 5642 48,4+0,8 5242
Fluoranten 0,5 96+3 82+2 7712 52+1 58+1
0,05 81+2 7922 63,60,9 44,8+0,9 47+2
5 732 84+3 78+2 43,9+0,7 53,3+0,7
Piren 05 7622 10245 964 58+1 62,20,6
0,05 77+3 77+3 83+1 41+1 77+1
5 5 7321 5542 57+2 27,0£0,9 34,3+0,5
< Hrizen 05 7242 58,0+0,9 62+1 32,3+0,8 41,1+0,8
o 0,05 6242 6422 54,9+0,6 35,5+0,4 43,9+0,6
= 5 82+3 7323 71%1 51+1 57+1
> Benzgg’:]]a””a 05 9542 97+4 91+3 52,5+0,6 6542
L 0,05 88+2 771 673 751 95.840,7
5 83+2 9142 9442 6242 53,9+0,5
Be”i?][tz]nﬂuor 05 96+3 96+3 88+2 74+2 6421
0,05 75+3 77+2 732 7242 54,3+0,8
5 82+3 62+1 55+1 35,0+0,6 51,30,6
Be”g‘r’][t';]nﬂuor 05 9543 7022 7022 40+1 63,4+0,7
0,05 108+4 69+2 80+4 48,3+0,6 64,9+0,8
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5 9545 97+3 100+4 99+3 78+4
Benzo[a]piren 0,5 79+2 87+3 105+2 83+3 93+2
0,05 10245 89+2 106+4 98+4 64+2
5 62+1 42+1 78+2 32+1 81+2
'”iﬂ]"ﬁe’ﬁ’S' 05 100+4 61+2 84+2 53,6£0,6 85+3
P 0,05 86+2 68+2 83+3 38,040,6 89+2
_ 5 94+2 6742 64+1 64+1 32,3+0,7
D'bﬁﬂggﬁ{hla 05 87+3 61+1 78+2 59+2 49,4+0,4
0,05 87+4 61+1 52+1 61+2 39,640,5
_ 5 7042 41+1 30,3+0,7 43,3+0,7 37,3+0,7
Benzﬁ’i[lg'nh"]pe 05 70+3 36,2408 30,620, 38+1 24,3%0,5,
0,05 58+2 30£1 21,8407 37+1 23+1
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PSA je sorbens od koga se ocekuje da iz ekstrakta ukloni polarne supstance, kao Sto su

huminske kiseline, koje su prisutne u zemljistu. U kombinaciji sa etil - acetatom kao
rastvaracem, PSA je kao sorbens dao dobre rezultate. Najniza efikasnost zabelezena je za
benzo[g,h,i]perilen i iznosila je 58%. Najveca efikasnost iznosila je 116% i zabelezena je za
acenaften. Kao i kod ostalih kombinacija rastvara¢/sorbens, bolje efikasnosti zabelezene su za
LMW PAU i bile su u rasponu od 80-100%, pa se ova kombinacija rastvara¢/sorbens moze
koristiti u analizi LMW PAU.

C18 je sorbens nepolarne prirode. Efikasnosti dobijene kombinacijom etil - acetata kao
ekstrakcionog rastvaraca i C18 kao sorbensa bile su nesto nize u poredenju sa onima
dobijenim kombinacijom etil - acetat i PSA. Najvisa vrednost dobijena je za antracen i
iznosila je 102%, dok je najniza vrednost dobijena za benzo[g,h,i]perilen i iznosila je 30%.
Niske efikasnosti mogu se objasniti nepolarnom prirodom C18 kao sorbensa i njegovom
osobinom da na svojoj povrSini vezuje nepolarna jedinjenja. Jako mali broj efikasnosti
iznosio je blizu 100%, pa se ova kombinacija rastvaraca za ekstrakciju 1 sorbensa za
precis€avanje dobijenog ekstrakta disperznom ¢vrstom fazom ne preporucuje za analizu 16

prioritetnih PAU.

Florisil kao sorbens je u kombinaciji sa etil - acetatom kao rastvaracem dao efikasnosti od
21,8 % za benzo[g,h,i]perilen do 106 % za benzo[a]piren. Odli¢ne vrednosti za ovu
kombinaciju rastvarac¢/sorbens zabelezene su za naftalen i benzo[a]piren. Vrednosti za
naftalen bile su u intervalu od 92-101%, a za benzo[a]piren od 100-106%, $§to ukazuje na to
da se ova kombinacija rastvarac¢/sorbens moze koristiti za analizu ove dve komponente. U
kombinaciji sa preostala dva sorbensa (klinoptilolitom i dijatomejskom zemljom) etil - acetat
je dao losije rezultate. U kombinaciji etil - acetata i dijatomejske zemlje treba izdvoyjiti
rezultate za benzo[a]piren, koji su bili u rasponu od 83 do 99%, za sva tri nivoa spajkovanja.

Za  ostala  analizirana  jedinjenja  dobijene su  znatno nize  efikasnosti.
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4.3.4. Optimizacija QuEChERS tehnike pripreme uzoraka zemljiSta za analizu

policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika upotrebom smese rastvaraca

heksan/aceton

Smesa heksana i acetona odabrana je za ekstrakciju na osnovu ranije publikovanih radova
(Penai sar., 2007; Shu i Lai, 2001). Heksan se kao nepolaran rastvara¢ ne mesa sa vodom, pa
bi u tom slucaju postojao problem pri ekstrakciji PAU iz vlaznih zemljiSta. Aceton reSava
ovaj problem, posto se mesa i sa nepolarnim rastvaracima, kao $to je heksan, i sa vodom i na

taj nac¢in omogucava efikasnu ekstrakciju PAU kako iz suvih, tako i iz vlaznih zemljista.

Uzorci zemljiSta spajkovani standardnim rastvorom koji sadrzi 16 PAU pripremljeni su
QuEChERS tehnikom sa smeSom rastvaraca heksan/aceton, u kombinaciji sa 5 razli¢itih

sorbenasa i analizirani na GC - MS.

Na Slikama 41. - 43. prikazani su hromatogrami, snimljeni u SIM modu, dobijeni
snimanjem ekstrakata model uzoraka zemljiSta pripremljenih QUEChERS tehnikom uz
upotrebu smeSe heksan/aceton kao rastvaraca i klinoptilolitom kao sorbensom za
preciS¢avanje. Ovi hromatogrami odabrani su za prikaz iz razloga Sto je Sum na

hromatogramima najmanji za ovu kombinaciju rastvara¢/sorbens.
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Slika 41. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog
QuEChERS tehnikom smeSom rastvaraca heksan/aceton i ekstrakcijom disperznom ¢vrstom
fazom uz klinoptilolit kao sorbens za nivo spajkovanja 5 mg kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d,; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften dqo; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13: antracen;
14: fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy,; 17: hrizen; 18: benzo[a]antracen; 19: benzo[b]fluoranten; 20:
benzo[k]fluoranten; 21: benzo[a]piren; 22: perilen d;,; 23: indeno[1,2,3-cd]piren; 24: dibenzo[a,h]antracen; 25:
benzo[g,h,i]perilen
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Slika 42. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog
QuEChERS tehnikom smeSom rastvaraca heksan/aceton i ekstrakcijom disperznom ¢vrstom
fazom uz klinoptilolit kao adsorbens za nivo spajkovanja 0,5 mg kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d4; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften dio; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13: antracen;
14: fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy4; 17: hrizen; 18: benzo[a]antracen; 19: benzo[b]fluoranten; 20:
benzo[k]fluoranten; 21: benzo[a]piren; 22: perilen d,; 23: indeno[1,2,3-cd]piren; 24: dibenzo[a,h]antracen; 25:
benzol[g,h,i]perilen
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Slika 43. GC - MS hromatogram dobijen snimanjem ekstrakta uzorka pripremljenog
QuEChERS tehnikom smeSom rastvaraca heksan/aceton 1 ekstrakcijom disperznom ¢vrstom
fazom uz klinoptilolit kao adsorbens za nivo spajkovanja 0,05 mg kg™

1: fenol dg; 2: 2-hlorfenol-3,4,5,6-d,; 3: 1,2-dihlorbenzen-d,; 4: nitrobenzen-ds; 5: naftalen; 6: 2-fluorobifenil;
7: acenaftilen; 8: acenaften d,o; 9: acenaften; 10: fluoren; 11: 2,4,6-tribromfenol; 12: fenantren; 13: antracen;
14: fluoranten; 15: piren; 16: p-terfenil-dy,; 17: hrizen; 18: benzo[a]antracen; 19: benzo[b]fluoranten; 20:
benzo[k]fluoranten; 21: benzo[a]piren; 22: perilen dy; 23: indeno[1,2,3-cd]piren; 24: dibenzo[a,h]antracen; 25:
benzo[g,h,i]perilen

Dobijeni hromatogrami ukazuju na to da je postignuto optimalno razdvajanje za sva

analizirana jedinjenja. Manji Sum zapazen je pri retencionom vremenu od 36 - 40 minuta.

U Tabeli 23. prikazane su efikasnosti odredjivanja 16 policiklicnih aromati¢nih
ugljovodonika iz zemljiSta pripremljenth QUEChERS tehnikom smeSom heksan/aceton kao
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rastvaraca, u kombinaciji sa PSA, C18, florisilom, dijatomejskom zemljom i klinoptilolitom

kao dSPE sorbensima.

Tabela 23. Efikasnost odredivanja 16 prioritetnih policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika
(PAU niskih molekulskih masa - LMW PAU, PAU visokih molekulskih masa - HMW PAU)
dobijene GC - MS analizom u ekstraktima pripremljenim QUEChERS tehnikom upotrebom

smese heksan/aceton i razli¢itih sorbenasa

Efikasnost £ SD (%)

.. Sorbens
Koncentracija
PAU ukupnihPAU .. .
(n?g k) PSA C18  Florisil  DHAtOMeIska i tilolit
zemlja
5 101+4 101+4 98+2 98+3 95+2
Naftalen 0,5 85+2 93+2 93+2 9412 832
0,05 95+3 812 95+3 8612 712
5 85+2 9212 91+2 97+3 91+3
Acenaftilen 0,5 89+3 9212 872 8412 84+3
0,05 90+3 87+2 78+2 95+3 98+3
) 5 1005 100+4 85+3 91+2 93+2
< Acenaften 0,5 73+2 93+2 106+4 108+4 8712
o 0,05 7312 70x1 9814 7812 101+3
= 5 74+3 732 893 8313 871
> Fluoren 0,5 1015 99+3 933 873 99+3
-~ 0,05 99+3 1104 101+4 701 95+3
5 9714 77+2 9312 902 96+2
Fenantren 0,5 98+3 96+3 101+4 9242 100+3
0,05 93+2 101+4 17+2 1054 108+4
5 7214 93+3 82+3 801 8412
Antracen 0,5 8414 95+2 751 7312 86x2
0,05 88+3 89+2 9412 9914 89+1
5 9314 54,8+0,8 752 731 78+1
Fluoranten 0,5 753 58+2 91+4 8512 97+3
0,05 752 51,4+0,8 89+3 7312 91+2
5 104+4 1054 571 54+1 86x1
Piren 0,5 90+2 8412 55+1 6412 873
2 0,05 1014 7621 551 7642 8013
o 5 6812 723 65+2 64+1 86+2
; Hrizen 0,5 612 7512 60+1 53+2 84+2
S 0,05 84+2 7312 71+2 70+1 832
T 5 96+4 96+3 752 7112 7412
Benzo[a]antracen 0,5 99+3 86+1 7242 68+2 88+2
0,05 93+3 8814 7212 802 721
5 98+2 1055 107+4 107+4 964
Benzo[b]fluoranten 0,5 10445 81+3 99+2 98+2 106+4
0,05 89+2 87+2 89+2 80+2 91+2
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5 68+1 76+1 73+1 76+2 75%1

Benzo[k]fluoranten 0,5 91+4 74+2 71+1 80+2 96+2
0,05 6742 7642 72+1 8343 10314
5 101+4 10145 104+4 102+4 102+4

Benzo[a]piren 0,5 102+4 88+2 71£1 93+3 88+2
0,05 7442 97+4 109+4 7942 94+4

5 90+3 96+4 85+3 98+3 93+3
'”‘1%’}‘;%;3 05 882 9412 994 9434 103%3
0,05 90+3 10145 92+3 90+2 90+3

5 97+3 75+1 95+2 109+4 10944

Dibenzo[a,h]antracen 0,5 81+1 73+2 73+2 94+2 105+4
0,05 92+2 68+2 98+3 71+2 91+2

5 92+3 62+2 88+2 72+2 77+1

Benzo[g,h,i]perilen 0,5 92+4 82+3 82+2 72+2 92+3
0,05 62+2 81+2 81+3 99+3 82+2
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U kombinaciji smeSe rastvara¢a heksan/aceton kao ekstrakcionog rastvarata i PSA kao

sorbensa dobijene su zadovoljavaju¢e vrednosti efikasnosti odredivanja za veéinu
analiziranih komponenti. Kao i u vecini slu¢ajeva, najniza efikasnost zabelezena je za
benzo[g,h,i]perilen i iznosila je 62%. Ovo jedinjenje ima veliku sposobnost vezivanja za
organsku materiju zemljiSta, te postoji mogucnost da nije ekstrahovano iz zemljiSta u
odgovarajucoj meri pri ovim uslovima. Znatno bolje vrednosti zabelezene su za LMW PAU,
pa se smatra da ova kombinacija moze biti koris¢ena u analizi policiklicnih aromati¢nih
ugljovodonika niskih molekulskih masa. Najvisa efikasnost iznosila je 104% i odredena je za

benzo[b]fluoranten.

Vrednosti efikasnosti za kombinaciju smese rastvaraca heksan/aceton i C18 kao sorbensa bile
su u intervalu od 51,4% za fluoranten do 110% za fluoren. U poredenju sa vrednostima
dobijenim za istu smesSu rastvarac¢a i PSA kao sorbens, dobijene su sli¢ne vrednosti. Odli¢ne
vrednosti dobijene su za benzo[a]piren upotrebom smesSe rastvaraca heksan/aceton i C18.
Vrednosti za ovo jedinjenje bile su u intervalu od 88-101%, za sva tri nivoa spajkovanja. Ako
se uzme u obzir ¢injenica da je analiza ovog jedinjenja, zbog njegovog kancerogenog
potencijala, od velikog znafaja, ovi podaci ukazuju na to da i ova kombinacija

rastvara¢/sorbens moze biti kori§¢ena za analizu benzo[a]pirena.

Florisil je sorbens koji je u kombinaciji sa svim predlozenim rastvara¢ima pokazao
efikasnosti koje su uglavnom vece od 70%, ali u kombinaciji sa smeSom heksan/aceton
dobijene su niZe efikasnosti za analizirana jedinjenja. Najvecéa efikasnost za ovu kombinaciju
rastvarac/sorbens zabeleZena je za benzo[a]piren i iznosila je 109%, za najnizi nivo

spajkovanja.

Preostala dva testirana sorbensa dala su neSto bolje vrednosti u kombinaciji sa smeSom
rastvara heksan/aceton. Za dijatomejsku zemlju kao sorbens koriS¢en za preciScavanje
ekstrakata, dobijene su efikasnosti od 53% za hrizen do 109% za dibenzo[a,h]antracen.
Vrednosti vee od 70% dobijene su upotrebom smesSe heksan/aceton kao rastvaraca i
dijatomejske zemlje kao sorbensa za sve analizirane komponente pa se smatra da i ova

kombinacija moze biti upotrebljena u analizi 16 PAU prioritetnih za analizu.

Klinoptilolit je u poredenju sa ostalim sorbensima u kombinaciji sa smeSom rastvaraca
heksan/aceton dao najbolje efikasnosti. Najniza vrednost zabelezena je za naftalen i iznosila

je 71%, dok je najvisa vrednost zabelezena za indeno[ 1,2,3-cd]piren i iznosila je 109%.
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Ukoliko se uporede efikasnosti za sve testirane rastvarace i1 sorbense, predloZzene za

ekstrakciju 1 preciS¢avanje policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika iz uzoraka zemljista
QuEChERS tehnikom, moze se zakljuciti da su najbolje vrednosti dobijene za kombinaciju
acetonitril/voda kao rastvarata za ekstrakciju i dijatomejske zemlje kao sorbensa za

precis¢avanje ekstrakata.

4.3.5 Parametri validacije metode GS MS analize ekstrakta model uzoraka
zemljiSta pripremljenih QuUEChERS tehnikom upotrebom smeSe

acetonitril/voda i dijatomejske zemlje kao sorbensa

Nakon optimizacije izvrSena je validacija QuUEChERS tehnike upotrebom smeSe rastvaraca
acetonitril/voda za ekstrakciju 1 dijatomejske zemlje kao sorbensa za preciS¢avanje

ekstrakcijom disperznom ¢vrstom fazom, koja je dala najbolje efikasnosti za 16 analiziranih
PAU.

Rezultati validacije metode predstavljeni su u Tabeli 24.
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Tabela 24. Parametri validacije metode analize 16 prioritetnih policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika dobijene GS - MS analizom u
ekstraktima pripremljenim QUEChESR tehnikom sa kombinacijom acetonitril/voda i dijatomejske zemlje kao sorbensa - Rt (retenciono vreme);

LOD (granica detekcije); LOQ (granica kvantifikacije); RSD (relativna standardna) devijacija (ponovljivost)); Uc (merna nesigurnost)

Kvantifikacioni LOD LOQ Jednacina

Rt Koeficijent RSD U

PAU (minut) o k(g.?) k(g.?) Kl 'é’rr;\féone korelaciie (%) (%)
Naftalen 11,792 128,0 1,08 3,60 y=1,2065*x 0,99 8,61 5,02
Acenaftilen 17,721 152,0 0,96 3,20 y=2,0982*x 0,99 7,38 9,98
Acenaften 18,460 153,0 0,96 3,20 y=1,4690*x 0,99 8,09 9,37
Fluoren 20,380 166,0 0,48 1,69 y=0,8661*x 0,99 517 341
Fenantren 24,000 178,0 153 510 y=1,0413*x 0,99 8,99 13,77
Antracen 24,177 178,0 0,39 1,30 y=0,6336*x 0,97 14,35 5,56
Fluoranten 28,575 202,0 0,69 2,30 y=0,5583*x 0,98 14,09 10,20
Piren 29,383 202,0 0,78 2,60 y=0,7462*x 0,98 17,76 6,23
Hrizen 34,072 228,0 1,02 3,40 y=0,5407*x 0,99 18,95 4,25
Benzo[a]antracen 34,238 228,0 0,51 1,70 y=0,9333*x 0,99 17,42 10,07
Benzo[b]fluoranten 37,937 253,0 0,81 2,70 y=0,4197*x 0,98 16,76 12,66
Benzo[k]fluoranten 38,103 253,0 0,72 2,40 y=0,7569*x 0,99 6,59 2,64
Benzo[a]piren 39,039 253,0 0,60 2,00 y=0,6135*x 0,99 0,97 4,80
Indeno[1,2,3-cd] piren 42,760 277,0 0,96 3,20 y=0,3030*x 0,99 8,10 5,19
Dibenz[a,h]antracen 42,878 279,0 1,14 3,80 y=0,0879*x 0,99 17,22 13,75
Benzo[g,h,i]perilen 43,637 276,0 0,90 2,00 y=0,6264*x 0,99 7,86 13,59

X - intenzitet signala y - koncentracija analita; m/z - odnos mase i naelektrisanja jona
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Granice detekcije i kvantifikacije odredene su na osnovu odnosa signal/Sum. LOD

vrednosti bile su u rasponu od 0,39 pg kg™ za antracen i 1,53 pg kg™ za fenantren, dok

su LOQ vrednosti bile u granicama 1,30-5,10 pg kg™ za antracen i fenantren.

Kalibracione prave Kkonstruisane su snimanjem serije standardnih rastvora
koncentracija 0,0962-9,6154 pg ml™ za benzo[g,h,i]perilen i 0,1923-19,2307 pg ml™
za preostale analizirane komponente. Vrednosti koefcijienata korelacije bile su vece od

0,98 za sva analizirana jedinjenja, osim za antracen (0,97).

Preciznost je odredena izracunavanjem ponovljivosti, koja je odredena tretiranjem pet
spajkovanih uzoraka uzoraka istog dana, na istom aparatu od strane istog analitiCara i
rezultati su prikazani preko relativne standardne devijacije (RSD). RSD vrednosti bile
su u rasponu 0,97 do 18,95%.

Merna nesigurnost, izrazena kao prosirena relativna nesigurnsot (Uc) izraCunata je kao
proizvod standardne nesigurnosti i faktora pokrivenosti (k = 2). Vrednosti proSirene

nesigurnosti kretale su se od 2,64% za benzo[k]fluoranten do 13,77% za fenantren.

Na osnovu sprovedenih eksperimenata optimizacije i validacije metoda za analizu
policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika na Slici 44. prikazana je Sema predlozene

metode za odredivanje policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika u uzorcima zemljista.
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{Odmeriﬁ 10 g uzorka zemljista i prebaciti u QUEChERS

/

\

kivetu od 50 mL, dodati surogat standard i 10 mL vode

2

Dodati 20 mL acetonitrila, muc¢kati 1 minut i nakon togaJ

ostaviti 30 minuta na ultrazvu¢nom kupatilu

N

Dodati 8 g MgSO, i 2 g NaCl, muckati 1 minut i
centrifugirati 10 minuta na 4000 rpm

2%

{ Prebaciti 1.5 mL supernatanta u kivetu koja sadrzi 150

mg MgSO, i1 50 mg dijatomejske zemlje, muckati 5

minuta i centrifugirati 10 minuta na 8000 rpm
Prebaciti 1 mL supernatanta u GC-MS vialu i dodati ZOOJ

ML unutrasnjeg standarda

2%

Injektovati 2.5 uL u GC-MS

Slika 44. Sema izvodenja metode predloZene za analizu policikliénih aromati¢nih

ugljovodonika u uzorcima zemljista
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4.4.Analiza sadrzaja PAU u realnim uzorcima zemljista

Nakon optimizacije i validacije metode analizirani su realni uzorci zemlji$ta iz gradskog dela
Nisa. Uzorci su prikupljani u blizini prometnih saobracajnica, gradske toplane i kuca koje za
ogrev pretezno koriste drva i ugalj, u cilju odredivanja zagadenosti zemljiSta. Prikupljeni
uzorci pripremljeni su QUEChERS tehnikom uz upotrebu smese rastvaraca acetonitril/voda i
dijatomejske zemlje kao sorbensa i analizirani na GC - MS. Rezultati analize prikazani su u
Tabeli 25.

Najveéi sadrzaj ukupnih PAU zabeleZen je na lokalitetu 22 i iznosio je 48,7 mg kg™. Ovaj
lokalitet nalazi se u blizini prometne saobracajnice, pa je visoka koncentracija policikli¢nih
aromati¢nih ugljovodonika u zemljistu ocekivana, s obzirom da je znafajna koli¢ina PAU
poreklom iz motora sa unutras$njim sagorevanjem (Shen i sar., 2011). Takode, na dan kad je
vr$eno uzorkovanje u neposrednoj blizini mesta odakle je uzorak uzet vrSeno je asfaltiranje
puta, Sto takode moze biti jedan od razloga za ovako visoku koncentraciju PAU (Mahler i
sar., 2014). Visoke koncentracije ukupnih PAU zabelezene su i u uzorcima 14 i 18 (27,3 i 40
mg kg?). Lokalitet 14 nalazi se u blizini autobuske stanice sa visokom frekvencijom
saobracaja i gradske toplane, dok se lokalitet 18 nalazi u blizini prometne raskrsnice, $to
objasnjava visoku koncentraciju ukupnih PAU u ovim uzorcima. Najniza koncentracija
ukupnih PAU odredena je u uzorku 2 i iznosila je 0,346 mg kg™. Ovaj uzorak prikupljen je u
blizini kuca koje se greju na centralno grejanje, u ulici sa malim protokom saobracaja, pa se
nizak sadrzaj PAU moZe objasniti time da je na ovom lokalitetu nizak procenat PAU koji
poti¢u iz motora sa unutrasnjim sagorevanjem. Ukoliko se uporede koncentracije ukupnih
PAU u analiziranim uzorcima iz urbanog dela grada NiSa, moze se videti slaganje ovih
vrednosti sa vrednostima koje su objavljene u dosada$njim studijama (Morillo i sar., 2007).
U ovom radu odredene su koncentracije PAU u zemljistu prikupljenom u urbanom delu
Glazgova (UK), Torina (Italija) 1 Ljubljane (Slovenija). Jedino su u zemljiStu iz Glazgova
zabelezene poveéane koncentracije PAU (1,487-51,822 mg kg™), dok je u druga dva grada
sadrzaj ukupnih PAU bio do deset puta nizi u odnosu na sadrzaj PAU u zemljiStima iz
Glazgova. Vane i saradnici (2014) ispitivali su sadrzaj ukupnih PAU i polihlorovanih bifenila
(PCB) u zemljistu prikupljenom u urbanom delu Londona. Koncentracije ukupnih PAU u
ovim uzorcima bile su u intervalu od 4 do 67 mg kg™, 3to je takode u saglasnosti sa

vrednostima dobijenim ispitivanjem zemljiSta iz urbanog dela NiSa. U dva odvojena
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istrazivanja sprovedena u Srbiji (Agencija za zaStitu Zivotne sredine, 2009; Institut za

ratarstvo i povrtarstvo, 2008) prikupljani su uzorci iz urbanog dela Novog Sada. U studiji
koju je sprovela Agencija za zastitu Zivotne sredine (2009), u kojoj su analizirani uzorci
zemljista iz urbanog dela Novog Sada dobijene su vrednosti koncentracija ukupnih PAU koje
su vec¢e od 1 mg kg’l. Analiza uzoraka iz urbanog dela Nisa pokazala je da 15 od 34 uzoraka
zemljista ima koncentraciju ukupnih PAU ve¢u od 1 mg kg™, U drugoj studiji u kojoj su
analizirani uzorci iz urbanog dela Novog Sada (Institut za ratarstvo i povrtarstvo, 2008)
dobijene su vrednosti 0,1699 do 0,4275 mg kg™, $to je manje u odnosu na rezultate dobijene

analizom zemljiSta iz urbanog dela Nisa.

Zakonska regulativa u Srbiji ne propisuje maksimalno dozvoljenu koncnentraciju 16 PAU u
zemljistu. Uredbom o programu sistemskog pracenja kvaliteta zemljista, indikatorima za
ocenu rizika od degradacije zemljista i metodologiji za izradu remedijacionih programa
(Ministarstvo zastite Zivotne sredine, 2010) definisana je grani¢na vrednost sume 10 PAU
(Z10PAU) (antracen, benzo[a]antracen, benzo[k]fluoranten, benzo[a]piren, hrizen, fenantren,
fluoranten, indeno[1,2,3-cd]piren, naftalen i benzo[g,h,i]perilen) i vrednost koja moze ukazati
na znacajnu kontaminaciju. Kao grani¢na vrednost postavljena je koncentracija od 1 mg
>10PAU na 1 kg apsolutno suvog zemljista, dok je vrednost koja ukazuje na znacajnu
koncnentraciju ona koja je veca od 40 mg kg'l. Ni jedan od analiziranih uzoraka nije preSao
vrednost od 40 mg kg™ Z10PAU, dok je devet uzoraka premasilo vrednost od 1 mg kg™, pa se
moze zakljuciti da prema zakonskoj regulativi Srbije zemljiSte u urbanom delu grada Nisa

nije znacajno zagadeno.
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Tabela 25. Koncentracije policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika u analiziranim uzorcima zemljista izrazene kao srednja vrednost + standardna devijacija

(mg jedinjenja na kg suvog zemljista)

o =] = — < -—
8 2 < < m g < m & & 8 8 & 3 g 8 > R
1 0,0057 0,0005 0,261 nd nd nd 0,0120 0,0316 0,0084 0,015 0,020 0,0094 0,0081 nd nd 0,0067 0,0533 0,379
+0,0002*  +0,0000*°  +0,004° - +0,007°  +0,0005¢  +0,0004°  +0,001°  +0,001°  +0,0006°  +0,0006* - ' 40,0008°  +0,0009°  +0,009%
) 0,0086 0,0005 0,299 nd 0,0065 nd 0,0056 0,0129 nd nd 0,0092 0,0039 nd nd nd nd 0,0254 0,346
+0,0005°  +0,0000°  +0,002° - +0,0003° - +0,0002°  +0,0005° 40,0008 +0,0007° - - - - +0,0008*  +0,001°
3 0,0070 nd 0,321 nd 0,00465 nd 0,4760 0,0110 nd nd nd nd nd nd nd nd 0,0161 0,3484
+0,0003° - +0,003° - +0,0003* - +0,0002%  +0,0007% - +0,0006*°  +0,0005°
4 0,0070 nd 0,340 nd 0,0047 nd 0,0033 0,0086 nd nd nd nd nd nd nd nd 0,0164 0,3641
+0,0002? = +0,002° = +0,0000? - +0,0005  +0,0002° = +0,0005*  +0,0002°
0,0059 0,373 0,0034 0,0026 0,0126 0,385
5 +0,0003* n.d. +0,002° n.d. +0,0001% n.d. +0,0002% nd L L nd n.d. nd L nd +0,0008°  +0,002°
0,0121 0,0050 0,459 0,0037 0,0013 0,0194 0,481
6 +0,0001° +0,0001°  +0,002' n.d. +0,0002% n.d. +0,0002° nd L L nd n.d. nd L nd +0,0004°  +0,002°
0,0091
' a 0,444 0,0050 0,0058 0,020 0,0192 0,485
7 +0,0003 nd. +0,003° nd. +0,0003% nd. +0,0002°  +0,001° nd nd nd nd. nd nd.  nd nd +0,0005°  +0,003°
0,0109 0,446 0,0055 0,0035 0,0219 0,466
8 £0.0008® n.d. +0,001% n.d. +0,0001% n.d. £0.0007°% n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. £0,0008°  +0001%



0,0052 0,4428 0,0026 0,0012 0,0104 0,452
9 00003 "¢ 000060 M +0,0002° nd. +0,0001° nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd nd. +0,0006*  +0,003®
10 0,0214 0,0018 0,727 nd 0,0269 0,0196 0,032 0,139 0,0127 0,037 0,038 0,0021 nd nd nd nd 0,165 1,08
+0,0002° +0,0002°  +0,004" - +0,0002¢  +0,0007°¢  +0,001¢ +0,002"  +0,0006°  +0,001° +0,002°  +0,0006° = = = - +0,006° +0,02°
1 0,0780 0,066 0,681 0,0228 0,0155 0,0049 0,0084 0,0307 nd 0,011 nd nd nd nd nd nd 0,125 0,918
+0,0007%  #0,001¢ +0,0062° +0,0004*  +0,004° #0,0005  +0,0003°  +0,0009% - +0,002% - - - - - - +0,005°  +0,005°
12 2,09 1,460 4,400 0,309 0,140 0,042 0,077 0,273 nd 0,086 nd nd nd nd nd nd 2,49 8,87
+0,02 +0,001"  +0,000'  +0,001° +0,002f +0,002° +0,001° +0,004¢ - +0,002¢ - - - - - = +0,06¢ +0,08°
13 0,305 0,195 1,104 0,063 0,0313 0,0089 0,0154 0,0496 nd 0,0107 nd nd nd nd nd nd 0,387 1,783
+0,005°  +0,004°  +0,005  +0,002°  +0,0005°  +0,0006°  +0,0004°  +0,0005° - +0,0008* - - - - - = +0,006°  +0,007¢
14 7,871 5,03 11,94 0,87 0,361 0,116 0,179 0,744 nd 0,202 nd nd nd nd nd nd 8,9 273
+0,002"  0,03° +0,06' +0,02 +0,007" 0,002 0,002  0,004" ' +0,002° - - - - - - £0,1° +0,2f
15 3,463 18 4,69 0,360 0,159 0,047 0,0840 0,300 nd 0,0827 nd nd nd nd nd nd 39 11,0
+0,005° +0,1° +0,01¢ +0,002° 40,003 +0,003°  +0,0008°  +0,001° - +0,0006¢ - - - - - - +0,1¢ +0,2°
0,0103 101
16 0,895 0,467 1,81 0,101 0,041 +00006® 00192 0,062 0,017 0,0183 nd nd nd nd nd nd , 344
+0,003  +0,009 +0,06%  +0,001®  #0,001° T +0,0002° 40,001  +0,001%  +0,0006™ - - - - - - +0,08¢ +0,09
17 0,0726 0,070 0,59 0,029 0,025 0,0063 0,0199 0,026 0,0036 0,0127 0,0062 0,0020 nd nd nd nd 0,144 0,86
+0,0005°  +0,002°  +0,01°  +0,004®*  +0,001®®  +0,0007® +0,0005° 0,002  +0,0001®  +0,0002*  +0,0007*  +0,0006° - - - - +0,005¢ +0,03°
12,64 10,2 13,9 1,38 0,557 0,206 0,34 0,649 0,0025 0,165 0,0057 0,0035 14 40
18 n.d. n.d. n.d. n.d.

+1° +4"

+0,01° +0,3! +0,9° +0,08' +0,005° +0,005' +0,02° +0,004° +0,0001° +0,002"  +0,0003*  +0,0008



00048 0,060 0,383 0,021 0,014 0,0035 0,0074 0,014 0,0032 s 055
19 $0,0003°  0,001° 0,003  +0,004®  +0,002®  +0,0005°  +0,0001*  +0,002% nd. +0,0005° nd. nd. nd. nd. nd. nd. *0,0004"  yos
20 2913 1,86 42 0,32 0,126 0,042 0,066 0,141 0,033 0,035 o o o cd ond - 3,24 97
+0,005"  +0,03' 0,19 £0,02"  +0,003°  +0,002®  #0,003°  +0,006"  +0,001  +0,002° - - - - - - +0,06° +0,19
’1 01093 015529 0,87 0,065 0,048 0,013 0,0305 0,076 0,0030 0,025 o o o cd ond - 0,243 1,4
+0,0007°  +358°  +0,01° 0,004  +0,002°  +0,002%° +0,0009°  +0,002¢  +0,0005®  +0,001° : 0 0 0 0. 0 +0,004°  +0,07°
” 15,97 11,09 17,6 1,50 0,598 0217 0,331 0,87 022 0,232 0,009 0,0034 0,012 od nd 0,016 17,6 48,7
+0,03° 0,00 +0,29 +0,02' +0,004°  +0,006° 0,004 0,037 +0,02' 0,006  +0,001°  +0,0008°  +0,002° +0,002°  +0,49 +0,6"
0,0140 0,0091
O 0,0011 0,39 0,012 A 0,014 0,039 0,0109 0,0095 0,0480 0,50
23 #00009" 550010 s M- 00020 00009 5003 so003* 00002 ™% sgooorr MO nd. nd.ndondo 00070 +0,03®
0,0287 0.139
” 00813 00082 0685 o, 0026 000498  0,0156 0,051 0,013 0,0133 o o o od nd o : 1,0
+0,0008"  +0,0001° #0,002* T +0,003®  +0,0004®  +0,0009°  +0,003°  +0,001°  +0,0007% - - - - - - +0,008° +0,1%
- 1,76 1,05 3,30 0,253 0,119 0,035 0,066 0,253 0,071 0,007 o o o od nd o 2,1 7.0
+0,03<  £0,02°  +0,09%  +0,003°  +0,0004°  +0,003°°  £0,003°  +0,006'  +0,002°  +0,0023° : 0. 0. 0. 0. 0. +0,1° +0,1°
0,0057
St 0,39 0,0018 0,0017 0,0009 0,0048 0,0057 0,40
26 i0,0bOO3 n.d. 0,02 n.d. +0,0003 +0,0004°  +0,0000°  +0,0001° n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. +£0,00016° +0,04°
0,0051 0,428 0,0023 0,0011 0,0010 0,0042 0,0051 044
21 «00006° "% +0,006" nd. +0,0004*  +0,0006°  +0,0000°  +0,0006° nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd- 4000060 +0,07°
0,107
28 0,084 0,099 074 0,021 0,0105 0,0022 0,0062 0,023 o o ol ol . od ond o 0,99

+0,001f +0,002° £0,03* 0,003  +0,0009°  +0,0005°  +0,0002*°  +0,002" +0,009° +0,03°



29 0,205 0,115 0,806 0,028 0,0140 0,0032 0,0057 0,018 nd nd nd nd nd nd nd nd 0,237 1,2
+0,007" 40,009  +0,005° +0,003*°  +0,0003®  +0,0002*  +0,0001*°  +0,002°* - - - - - - - = +0,009° 40,14
30 0,602 0,417 1,82 0,1201 0,069 0,020 0,036 0,113 0,025 0,0230 nd nd nd nd nd 22,54 0,81 33
+0,008' +0,003" +0,07¢ 40,004 +0,005™  +0,002°¢  +0,003" +0,003°  +0,002%  +0,0009™ e e = = = +3,04° +0,01¢ +0,2°
31 0,073 0,048 0,59 0,0166 17,61 0,0027 0,0120 0,0337 0,0207 0,0215 nd nd nd nd nd 8,15 0,141 0,85
+0,002°  #0,002°  +0,01°  +0,0009°  +1,57%® +0,0002°  +0,0003®  +0,0009°  +0,0008%  +0,0006™ - - - - - +0,74% +0,009° +0,08°
32 0,040 0,040 0,60 0,015 0,0169 0,0032 0,029 0,101 0,017 0,030 0,031 0,013 nd nd nd o 0,120 0,9
+0,002¢  £0,001° 0,02  +0,002°  +0,0003®  +0,0003°  +0,002°  +0,003°  +0,001*  +0,001° +0,004° +0,002% - - - - +0,008° +0,1°
33 2,468 1,270 38 0,35 0,220 0,061 0,150 0,501 0,0004 0,147 0,0026 0,0093 nd nd nd nd 31 9,0
+0,004'  +0,002" +0,2%f +0,01" +0,008¢ +0,003°  #0,001%  +0,009°  +0,0000°  +0,007  +0,0004*  +0,0008" - - - - +0,6¢ 40,79
0,0076 0,42 0,0030 0,0029 0,0135 0,43+
34 +0,0006 % nd. +0,02° nd. +0,0001 % nd. 40,0001 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd.  nd. nd. +0,0006°  0,08°

n.d. - nije detektovano (ispod granice detekcije); vrednosti oznacene razli¢itim slovima statisticki se znacajno razlikuju pri P < 0.05; Nap - naftalen; Acl- acenaftilen; Acn - acenaften; Flu -
fluoren; Phe - fenantren; Ant - antracen; Flr - fluoranten; Pyr - piren; Chr - hrizen; BaA - benzo[a]antracen; BbF - benzo[b]fluoranten; BKF - benzo[k]fluoranten; IcdP - indeno[1,2,3-

cd]piren; BaP - benzo[a]piren; DahA - dibenzo[a,h]antracen; BghiP - benzo[g,h,i]perilen
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Koncentracije benzo[a]pirena, jadinjenja koje je prema klasifikaciji IARC svrstano u Grupu 1

dokazanih kancerogena za ljude, i dibenzo[a,h]antracena bile su ispod granice detekcije opisane
metode. Jedinjenje koje je u analiziranim uzorcima pronadeno u najvecoj koncentraciji u poredenju
sa ostalim jedinjenjima je acenaften. Koncentracije ovog jedinjenja bile su u granicama od 0,261
mg kg™ (1) do 17,6 mg kg™ (22). Osim acenaftena, u svim analiziranim uzorcima pronadeni su jos i
naftalen i fluoranten. Koncentracije naftalena kretale su se u rasponu od 0,0051 mg kg™ (27) do
15,97 mg kg™*(22). Koncnetracije fluorantena bile su nesto niZe i iznosile su od 0,0009 mg kg™ (26)
do 0,343 mg kg™ (18).

Poreklo PAU u zemljistu moze se proceniti preko odnosa koncentracija pojedinacnih jedinjenja.
Procesi koji se odigravaju na niskim temperaturama kao rezultat imaju nastajanje PAU nizih
molekulskih masa, dok se pri visokotemperaturnim procesima formiraju PAU visokih molekulskih
masa (Mostert i sar., 2010). Razlog za to je sam mehanizam nastanka PAU: na visokim
temperaturama dolazi do raskidanja veza u organskim molekulima i formiranja radikala koji teze da
se stabilizuju i na taj nacin formiraju PAU. PAU nastali na ovaj nac¢in sadrze veci broj aromati¢nih
prstena od PAU koji nastaju na nizim temperaturama (Hwang i sar., 2003b). Koris¢enje odnosa
PAU zasniva se na razliCitoj stabilnosti izomernih jedinjenja. Izomeri nastali procesima na visokim
temperaturama odlikuju se manjom stabilnoS¢u, dok se izomeri nastali pri nizim temperaturama i
sporijim procesima odlikuju vecom stabilnosc¢u (Yunker i sar., 2002). U odredenim slu¢ajevima ne
postoji poklapanje tumacdenja odnosa PAU, pa ovom problem treba posvetiti veliku paznju. U

Tabeli 26. dat je pregled najcesce koriS¢enih odnosa za procenu porekla PAU.
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Tabela 26. Pregled literature u kojoj su koriS¢eni odnosi pojedinih policikliénih aromati¢nih

ugljovodonika za procenu njihovog porekla u zemljistu

Odnos Vrednost Poreklo Referenca
>
LMW/HMW . Petrogeno Zhang i sar., 2008
<1 Pirogeno
<0,5 Benzin Ravindra
FIuf(Flu + Pyr) >0,5 Dizel gorivo i sar., 2008b
< ies i sar.
Ant/(Ant + Phe) 0,1 Pe.trogeno Pies i sar., 2008
>0,1 Pirogeno
<04 Petrogeno DeLa
Flr/(FIr + Pyr) 04-05 Sagorevanje fosilnih goriva Torre-Roche
>0,5 . . . i sar., 2009
Sagorevanje uglja, trave i drveta
R S G
BaA/(BaA + Chr) ’ g Cabuk, 2010
<0,2 Petrogeno
>0,35 Sagorevanje Yunker
! gorevan| i sar., 2002
<0.2 Petrogeno
IcdP/(lcdP + BghiP) 0 2_6 5 Sagorevanje goriva Yunker
1>O 5 Sagorevanje trave, drva i uglja i sar., 2002
BaP/BghiP <0,6 Gasovi koji ne, p,oucu od Katsoyiannis
saobracaja .
>0,6 . . . I sar, 2007
Izduvni gasovi automobila
<10 Pirogeno Yunker
Phe/Ant >10 Petrogeno i sar., 2002
Fir/Pyr <1 Pirogeno Yunker
>1 Petrogeno i sar., 2002

LMW -PAU niskih molekulskih masa; HMW - PAU visokih molekulskih masa; Flu - fluoren; Pyr -
piren; Ant - antracen; Phe - fenatren: Flr - fluoranten; BaA - benzo[a]antracen; Chr - hrizen; lcdP -
indeno[1,2,3-cd]piren; BghiP - benzo[g,h,i]perilen; BaP - benzo[a]piren
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Odnos LMW i HMW PAU moze ukazati na poreklo zagadenja zemljiSta. Prema Zhang i

saradnicima (2008) ukoliko je LMW/HMW manji od 1 zagadenje je pirogenog porekla, a ukoliko
je ovaj odnos vedi od 1 zagadenje je petrogenog porekla. Najpre su izracunati zbirovi koncentracija
LMW i HMW PAU, a potom odredeni i njihovi odnosi. U Tabeli 27. prikazane su vrednosti odnosa
LMW i HMW PAU.

Tabela 27. Odnos koncentracija policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika niskih molekulskih masa
(LMW PAU) prema koncentracijama policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika visokih molekulskih

masa (HMW PAU) u analiziranim uzorcima zemljista

Uzorak LMW/HMW Uzorak LMW/HMW Uzorak LMW/HMW

1 2,68 13 18,65 25 14,59
2 9,72 14 20,04 26 /

3 21,35 15 19,48 27 /

4 26,42 16 27,49 28 28,44
5 113,46 17 10,98 29 36,37
6 131,07 18 28,07 30 13,41
7 18,13 19 18,92 31 9,28

8 84,14 20 31,35 32 3,74

9 172,41 21 8,44 33 9,31

10 2,91 22 26,96 34 146,11
11 15,25 23 7,02

12 16,91 24 11,83

LMW/HMW - Odnos koncentracija PAU niskih i visokih molekulskih masa

U analiziranim uzorcima odnos LMW i HMW ve¢i je od 1, pa se moze smatrati da je zagadenje

petrogenog porekla.

Odnos LMW i HMW PAU nije naiSao na Siroku primenu iz razloga $to ovakvo odredivanje porekla

PAU nije dovoljno precizno. Radi preciznijeg odredivanja porekla PAU, koristi se i odredivanje
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odnosa pojedinacnih PAU. Jedan od naj¢es¢e primenjivanih odnosa je odnos

fluoranten/(fluoranten+piren), koji su predlozili De La Torre-Roche i saradnici (2009). Odnos

koncentracija fluoranten/(fluoranten+piren) za realne uzorke iz gradskog dela NiSa prikazan je u

Tabeli 28.

Tabela 28. Odnosi koncentracija fluorantena i sume koncentracije fluorantena i pirena

(FIr/(FIr+Pyr)) za analizirane uzorke zemljista

Uzorak FIr/(FIr+Pyr) Uzorak Flr/(FIr+Pyr) Uzorak Flr/(Flr+Pyr)

1 0,00 13 0,39 25 0,32
2 0,34 14 0,33 26 /
3 0,29 15 0,35 27 /
4 0,35 16 0,40 28 0,31
5 1,00 17 0,49 29 0,44
6 1,00 18 0,46 30 0,38
7 0,20 19 0,49 31 0,34
8 1,00 20 0,47 32 0,14
9 1,00 21 0,39 33 0,30
10 0,16 22 0,41 34 1,00
11 0,34 23 0,24

12 0,34 24 0,34

Flr - fluoranten; Pyr - piren

U uzorcima u kojima je odnos Flr/(FIr+Pyr) manji od 0,4 PAU su petrogenog porekla. Broj uzoraka
u kojima je ovaj odnos manji od 0,4 je 18. Kada je odnos ovih jedinjenja izmedu 0,4 1 0,5, smatra se
da PAU poticu od sagorevanja fosilnih goriva. Takvi su uzorci 16, 17, 18, 19, 20, 22 1 29. Uzorak
16 nalazi se u blizini kuc¢a koje za ogrev koriste fosilna goriva, dok se uzorci 17, 18, 19, 22 i 29
nalaze u blizini prometnih saobracajnica. Uzorak 20 nalazi se u blizini gradske toplane, koja takode

predstavlja znacajan izvor PAU pirogenog porekla. Najmanji broj uzoraka ima odnos Flr/(FIr+Pyr)
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veci od 0,5, 1 smatra se da u tim uzorcima zagadenje potice od sagorevanja drveta i trave. Uzorci

5,6, 8, 91 34 su uzorci kod kojih je odnos FIr/(Flr+Pyr) veéi od 0.5.

Cesto je u upotrebi i odnos koncentracija fenantrena i antracena, kao i fluorantena i pirena. Na Slici
45. graficki je prikazan odnos koncentracija fenantrena i antracena, kao i koncentracija fluorantena i
pirena za analizirane uzorke. Grafik je konstruisan nakon odredivanja odnosa koncentracija
fenantrena i antracena, kao i fluorantena i pirena. Na apscisi su predstavljene vrednosti odnosa
koncentracija fluoranten/piren, dok su na ordinati dati odnosi koncentracija fenantren/antracen u

analiziranim uzorcima.
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Slika 45. Odnosi koncentracija fenantren/antracen i fluoranten/piren za analizirane uzorke zemljista

Yunker i saradnici (2002) predlozili su upotrebu odnosa koncentracija fenantrena i antracena, kao i
koncentracija fluorantena i pirena, kako bi se utvrdilo da li su policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici
pirogenog ili petrogenog porekla. Fenantren je termodinamicki najstabilnije jedinjenje sa tri prstena,
a antracen 1 fluoranten su termodinamic¢ki manje stabilni od fenantrena 1 pirena. Odnos
koncentracija antracena i fenantrena, kao i fluorantena i pirena, zavisi od temperature, pa tako
procesi koji se odigravaju na viSim temperaturama (procesi sagorevanja) daju manji procenat
fenantrena, odnosno manji odnos koncentracija fenantren/antracen, dok su procesi koji se

odigravaju na nizim temperaturama (pirogeni procesi) karakterisani vec¢im vrednostima odnosa
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koncentracija fenantren/antracen (Budzinski i sar., 1997). Sa Slike 45. moze se zakljuciti da je

odnos koncentracija fenantrena i antracena u svim analiziranim uzorcima nizi od 10, $to ukazuje na
to da je zagadenje pirogenog porekla, odnosno PAU poticu iz procesa sagorevanja organske
materije. Odnos koncentracija fluorantena i pirena za analizirane uzorke nizi je od 1, §to takode

ukazuje da je zagadenje pirolitickog porekla.

Najveca koli¢ina PAU u zemljiSte dospe putem atmosfere, pa tako na odnos PAU u velikoj meri
utice 1 nadmorska visina zemljista (Brandli i sar., 2008). Takode, razli¢iti PAU desorbuju
razli¢itom brzinom - fluoranten i piren se desorbuju slicnom brzinom, dok se fenantren brze
desorbuje iz zemljista u odnosu na antracen (Enell i sar., 2005), §to moze biti jedan od razloga za
razli¢ito tumacenje porekla PAU na osnovu analize odnosa pojedinih PAU. Ipak, smatra se da
pouzdanije rezultate o poreklu PAU u zemljistu daju odnosi koncentracija pojedina¢nih PAU nego
odnos koncentracija HMW i LMW PAU. Na osnovu odredenih odnosa koncentracijs pojedinih
PAU, kao i teskih i lakih PAU, moze se smatrati da je poreklo ovih jedinjenja u uzorcima zemljista

iz gradskog dela Nisa posledica procesa sagorevanja fosilnih goriva.

159


file:///D:/Application%20Data/Microsoft/Downloads/Budzinski,%201997.pdf
file:///D:/Application%20Data/Microsoft/Downloads/Brändli,%202008.pdf
file:///D:/Application%20Data/Microsoft/Downloads/Enell,%202005.pdf

Rezultati i diskusija
) 90
O g

4.5.0snovne hemijske karakteristike analiziranog zemljista

Hemijske karakteristike zemljista kao Sto su sadrzaj organske supstance, pH 1 provodljivost, uticu
na ponasanje policikliénih aromati¢nih ugljovodonika uzemljistu. Organske supstance prisutne u
zemljistu povecéavaju adsorpicju PAU za zemljiste (Wilke, 2000). Medutim, i zemlji$ta sa niskim
sadrzajem organske supstance mogu sadrzati velike koli¢ine PAU, §to moze biti posledica vezivanja
PAU za minerale gline (Hwang i Cutright, 2003). pH i provodljivost zemljista uti¢u na procese
enzimske i biodegradacije PAU (Moretto i sar., 2005).

U Tabeli 29. prikazani su osnovne karakteristike analiziranog zemljista - pH u vodi, pH u rastvoru

KCI, provodljivost i procenat organske materije.
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Tabela 29. Osnovne karakteristike analiziranih uzoraka zemljista (pH (H20) - pH zemljista u

vodenom rastvoru; pH (KCI) - pH zemljista u 1M rastvoru KCI; provodljivost zemljista izrazena u

mS cm™; OM (%) - sadrzaj organskih supstanci u zemlji§tu izraZen u %)

Uzorak pH (H,0) pH (KCI) provodljivost (mScm™) OM (%)

1 7,7 541 0,32 1,78
2 7,5 6,71 0,23 2,93
3 7,84 7,06 0,18 1,32
4 7,83 7,08 0,31 2,23
5 8,03 7,06 0,19 1,08
6 7,74 7,18 0,18 0,74
7 8,11 7,17 0,23 1,94
8 7,79 7,04 0,23 2,33
9 7,83 7,05 0,23 2,04
10 7,71 6,67 0,23 0,94
11 7,76 7,11 0,17 2,97
12 7,65 7,06 0,32 4,27
13 7,68 7,08 0,46 3,31
14 7,67 6,93 0,13 2,78
15 7,57 7,17 0,21 3,55
16 1,27 7,3 0,2 1,88
17 8,12 7,19 0,88 6,77
18 7,72 7,24 0,12 1,13
19 7,78 7,34 0,14 0,41
20 7,75 7,15 0,28 3,93
21 7,6 7,22 0,22 4,89
22 7,85 7,08 0,34 2,77
23 7,84 7,16 0,34 3,60
24 7,99 7,21 0,67 2,57
25 7,75 7,14 0,14 2,23
26 7,7 7,15 0,14 1,15
27 7,66 7,17 0,2 0,94
28 10,94 10,52 10,1 1,54
29 7,82 7,37 0,19 0,67
30 7,39 6,8 0,31 2,56
31 7,76 7,05 0,19 3,91
32 7,26 6,9 0,67 1,74
33 7,5 7,25 0,18 5,84
34 7,7 5,41 0,32 1,66
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pH vrednosti vodenih rastvora analiziranih zemlji$ta bile su u intervalu od 7,26 za uzorak 32 do

10,94 za uzorak 28. pH vrednosti analiziranih zemljista u rastvotu KCl bile su nize u odnosu na one
odredene u vodenom rastvoru i bile su u rasponu od 5,41 za uzorak 34 do 10,52 za uzorak 28.
Prema klasifikaciji USDA (1993) veéina uzoraka analiziranog zemlji$ta pripada neutralnim i slabo
alkalnim tipovima zemljista. Vrednosti provodljivosti zemljiSta kretale su se u granicama od 0,12
mS cm™ za uzorak 18 do 10,1 mS cm™ za uzorak 28. Provodljivost zemljista ukazuje na dostupnost
nutrijenata biljkama, pa tako Sto je veca provodljivost, dostupnost mineralnih materija zemljiSta
biljkama je veca. Organske supstance zemljiSta bile su prisutne u analiziranim uzorcima u
granicama od 0,41-6,77%. Uzorci u kojima su pronadene najveée koncentracije ukupnih PAU
(uzorci 22, 14 i 18) se po karakteristikama zemljiSta ne izdvajaju u odnosu na ostale uzorke.
Takode, 1 uzorak u kome je odreden najmanji sadrzaj PAU (uzorak 2) ne pokazuje ekstermne

vrednosti ni za jedan od analiziranih parametara.
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4.6. Sadrzaj metala u uzorcima zemljiSta

Elementi prisutni u zemljistu mogu se podeliti na makroelemente, ¢ija koncentracija prelazi 100 mg
kg, i elemente u tragovima, ¢ija je koncentracija manja od ove vrednosti (Sposito, 2008). U
makroelemente se ubrajaju O, Si, Al, Fe, C, K, Ca, Na, Mg, Ti, N, S, Ba, Mn 1 P. Sa stanovista
hemije Zivotne sredine znacajnu ulogu imaju teSki metali. Oni su definisani kao metali koji imaju

......

visokim koncentracijama mogu biti toksi¢ni (Christensen, 1995).

U analiziranim uzorcima zemljista odreden je sadrzaj teSkih metala - Cd, Cr, Co, Cu, Hg, Fe, Ni,
Mn 1 Pb. Sadrzaj ovih metala u uzorcima zemljiSta odreden je kako bi pored koncentracije PAU

dodatno ukazao na potencijalno zagadenje zemljista.

Na Slici 46. prikazan je sadrzaj gvozda u analiziranim uzorcima.
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Slika 46. Koncentracija Fe u analiziranim uzorcima zemljita (mg g™)
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Koncentracija gvozda u analiziranim uzorcima zemljista bila je u intervalu od 1,3 mg g‘1 za uzorak

29 do 25,4 mg g™ za uzorak 1. Naucni institut za ratarstvo i povrtarstvo (2006) analizrao je sadrzaj
gvozda u uzorcima iz urbanog dela Novog Sada i dobijene vrednosti slicne su vrednostima

dobijenim u ovom istrazivanju.

Na Slici 47. prikazan je sadrzaj nikla i cinka u analiziranim uzorcima zemljiSta.
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Slika 47. Koncentracija Ni i Zn u analiziranim uzorcima zemljiita (mg g™)

Grani¢na vrednost za sadrzaj Ni u zemljiStu propisana Uredbom o programu sistemskog pracenja
kvaliteta zemljisSta, indikatorima za ocenu rizika od degradacije zemljista 1 metodologiji za izradu
remedijacionih programa (Ministarstvo zastite Zivotne sredine, 2010) iznosi 35 mg kg™*. U
analiziranim uzorcima zemljiSta Cetrnaest uzoraka ima vecu vrednost od zakonom propisane
granice. Grani¢na vrednost za sadrzaj Zn u zemljiStu iznosi 140 mg kg'1 1 pet, od trideset Cetri

analizirana uzorka, ima vrednost sadrzaja cinka ve¢u od 140 mg kg™.
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Na Slici 48. prikazan je sadrzaj mangana u analiziranim uzorcima.
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Slika 48. Koncentracija Mn u analiziranim uzorcima zemljista (ug g™)

Srednja vrednost sadrzaja Mn u odredivanim uzorcima iznosila je 1444,08 ug g*. Najveca vrednost
sadrzaja mangana zabeleZzena je za uzorak 29 i iznosila je 18196,8 pg g'l. U poredenju sa
vrednostima Naucnog instituta za ratarstvo i povrtarstvo Novi Sad (2006) dobijene su nesto vise
vrednosti sadrzaja Mn u uzorcima iz gradskog dela Nisa u odnosu na vrednosti koje su dobijene za
gradski deo Novog Sada.
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Na Slici 49. prikazan je sadrzaj hroma i kobalta u analiziranim uzorcima zemljista.
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Slika

49. Koncentracije Cr i Co u analiziranim uzorcima zemljista (ug g™*)

Koncentracije Cr u analiziranim uzorcima zemljiita bile su u intervalu od 5,5 pg g™ (uzorak 29) do
97,5 ug g (uzorak 30). Ni jedan od analiziranih uzoraka ne sadrzi hrom u koncentracijama veéim
od grani¢nih vrednosti koncentracija propisanih Uredbom o programu sistemskog pracenja
kvaliteta zemljisSta, indikatorima za ocenu rizika od degradacije zemljiSta i metodologiji za izradu
remedijacionih programa (Ministarstvo zastite Zivotne sredine, 2010). Koncentracija Co u

analiziranim uzorcima zemljita bila je u intervalu od 2,92 (uzorak 34) — 12,46 (uzorak 5) pg g™.
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Na Slici 50. prikazan je sadrzaj Cu i Pb u analiziranim uzorcima zemljista.
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Sadrzaj Cu u analiziranim uzorcima premasuje graniénu vrednost propisanu Uredbom (36 mg kg™)
(Ministarstvo zastite Zivotne sredine, 2010). Olovo u zemljiStu je najéesce antropogenog porekla i
poti¢e od izduvnih gasova automobila. U analiziranim uzorcima prosec¢na vrednost koncentracije
olova iznosila je 62,48 ug g™ i samo Sest od trideset Cetri analiziranih uzoraka imalo je veéu

koncentraciju od Uredbom propisane grani¢ne vrednosti.
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Na slici 51. prikazan je sadrzaj kadmijuma i zive u analiziranim uzorcima zemlji$ta.
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Slika 51. Koncentracija Cd i Hg u analiziranim uzorcima zemljista (ug g™)

Koncentracija kadmijuma u analiziranim uzorcima bila je u intervalu od 0,28 do 1,69 pg g™. Jedino
je na lokalitetima 23 1 30 koncentracija kadmijuma bila ve¢a od granicne vrednosti propisane
Uredbom o programu sistemskog pracenja kvaliteta zemljiSta, indikatorima za ocenu rizika od
degradacije zemljiSta i metodologiji za izradu remedijacionih programa (Ministarstvo zastite Zivotne
sredine, 2010). Uredbom je propisana i grani¢na vrednost za sadrzaj zive u zemljistu, koja iznosi
0,3 mg kg'1 1 samo tri uzorka imaju vec¢u vrednost ovog metala u odnosu na grani¢nu vrednost, dok

u nekim uzorcima ziva nije ni detektovana.
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4.7 Statisticka analiza podataka dobijenih analizom sadrzaja PAU, teskih metala i

osnovnih karakteristika u realnim uzorcima zemljista

Multivarijantne statisticke tehnike (PCA 1 klaster analiza) primenjene su na podatke dobijene
analizom sadrzaja PAU, teskih metala i osnovnih karakteristika zemljiSta prikupljenog na teritoriji
gradskog podrucja grada NiSa sa ciljem odredivanja medusobnih odnosa izmedu lokaliteta na
kojima su uzorci prikupljeni kao i razumevanja medusobnih odnosa izmedu analiziranih

parametara.

Pre primene multivarijantne statisticke analize napravljena je korelaciona matrica izmedu

analiziranih policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika (Tabela 30).

Tabela 30. Korelaciona matrica za koncentracije analiziranih policikli¢nih aromati¢nih

ugljovodonika u uzorcima zemljista prikupljenih na teritoriji urbanog dela grada Nisa

Nap Acnl Anth BaA BbF BkF BghiP Chry Finth Flu 1123cdP  Phen  Pyr  Acnph

Nap 1,00 099" 099" 09 003 0,04 032 -001 098 099 0,56 0,98 092" 099

Acnl 1,00 099" 087 004 0,05 0,31 0,00 0,98* 0,99 0,54 098" 0,89 0,98
Anth 1,00 092" 006 0,10 0,30 0,04 1,00 1,00 0,49 1,00 0,94 0,98"
BaA 1,00 0,08 0,19 0,26 0,04 094 092 0,44 0,94" 1,00 0,94
BbF 1,00 092" 0,06 0,75 0,02 0,01 0,28 0,02 0,08 0,01
BkF 1,00 0,02 0,79 0,08 0,04 0,21 0,08 0,17 0,03
BghiP 1,00 0,04 0,30 0,30 0,55 0,30 0,27 0,31
Chry 1,00 -0,01 -0,02 0,25 -0,01 0,03 -0,03
Finth 1,00 1,00* 0,47 1,00 0,96 0,99
Flu 1,00 0,50 1,00 0,94 0,99
1123cdP 1,00 0,47 0,44 0,51
Phen 1,00 096 0,99
Pyr 1,00 095
Acnph 1,00

Varijable benzo[a]piren 1 dibenzo[a,h]antracen nisu pronadene ni u jednom analiziranih uzoraka i
zato nisu uzete u obzir pri statistickoj obradi podataka. Korelacije oznacene zvezdicom su znacajne

pri p <0,05.
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Nakon odredivanja korelacije izmedu varijabli, pristupilo se analizi glavnih komponenti. Primenom

analize glavnih komponenti (PCA) na sadrzaj PAU u zemljistu dobijene su ajgen vrednsoti

(eigenvalues) prikazane u Tabeli 31.

Tabela 31. Ajgen vrednosti varijabli ispitivanja sadrzaja policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika u

uzorcima zemljiSta prikupljenih na teritoriji gradskog dela grada Nisa

Suma Suma
Ajgen % ukupne
ajgen ukupne
vrednost varijanse
vrednosti varijanse

1 31,29963 92,05773 31,29963 92,0577
2 2,57551 7,57502 33,87514 99,6328
3 0,06206 0,18252 33,93720 99,8153
4 0,04205 0,12367 33,97924 99,9390
5 0,01419 0,04174 33,99344 99,9807
6 0,00344 0,01013 33,99688 99,9908
7 0,00133 0,00392 33,99821 99,9947
8 0,00096 0,00281 33,99917 99,9976
9 0,00043 0,00128 33,99960 99,9988
10 0,00023 0,00068 33,99983 99,9995
11 0,00012 0,00036 33,99995 99,9999
12 0,00005 0,00013 34,00000 100,0000

Prema Kriterijumu Kkoji je postavio Kaiser (Kaiser, 1960), znacajne komponente su one ¢ija ajgen

vrednost prelazi 1.

Cilj PCA analize je redukcija broja podataka na manji broj promenljivih (glavnih komponenti) koje
¢e medusobno opisivati varijaciju podataka. Teorijski, glavha komponenta (PC) je linearna
kombinacija originalnih promenljivih. Od dobijenih glavnih komponenti obi¢no se zadrzavaju samo

one Ciji zbir obuhvata veliki procenat ukupne promenljive (Otto, 1999). Od 12 komponenti
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dobijenih PCA analizom samo 2 imaju ajgen vrednost ve¢u od 1 i one ¢ine 99,63% ukupne

varijanse. Najvec¢i doprinos ukupnoj varijansi ima prva komponenta (PC1) i on iznosi 92,06%
ukupne varijanse. Ova komponenta ima negativno opterecenje za tri analizirane komponente -
acenaftilen (-0,6133), naftalen (-2,0989) i acenaften (-18,9294) (Tabela 32). Najvece negativno
opterecenje ima za acenaften, Sto je i ocekivano, ako se uzme u obzir da je ovo jedinjenje nadeno u
svim uzorcima, u najve¢oj koncentraciji u odnosu na ostala jedinjenja. Preostala jedinjenja
grupisana su u istom kvadrantu, Sto je i oCekivano, ako se u obzir uzmu njihove koncentracije i

zastupljenost u analiziranim uzorcima.

U Tabeli 32. prikazane su faktorske koordinate dobijene PCA analizom PAU u uzorcima zemljista

prikupljenog sa teritorije gradskog dela grada Nisa.

Tabela 32. Faktorske koordinate policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika u uzorcima zemljista

PC1 PC2
Naftalen -2,0989 4,54912
Acenaftilen -0,6133 2,74916
Antracen 2,1507 -0,56854
Benzo[a]antracen 2,0180 -0,58936
Benzo[b]fluoranten  2,1269 -0,74784
Benzo[K]fluoranten  2,2221 -0,67191
Benzo[ghi]perilen 2,2563 -0,63333
Hrizen 2,2581 -0,64919
Fluoranten 1,7800 -0,47400
Fluoren 1,6022 -0,03923
Indeno[123cd]piren  2,2703 -0,63756
Fenantren 1,7800 -0,47400
Piren 1,1770 -0,57209
Acenaften -18,9294 -1,24124

PC — glavna komponenta
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Druga komponenta (PC2) objasnjava 7,58% ukupne varijanse. Najveée pozitivno opterecenje

pokazuje za varijable naftalen i acenaftilen (4,54912 i 2,74916, respektivno), izmedu kojih je

zabelezena i znacajna korelacija (r2 =0,99, p <0,05).
Na Slici 52. prikazan je PCA dijagram za analizirane uzorke zemljista za PC1 i PC2.
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Slika 52. PCA dijagram analiziranih policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika u uzorcima zemljista

prikupljenog na teritoriji gradskog dela Nisa

Najvece negativno opterecenje za PC1 1 najvece pozitivno opterecenje za PC2 pokazuje uzorak 22
(-0,996442 i 0,603634) (Tabela 33.), koji se odlikuje najve¢im sadrzajem ukupnih policikli¢nih
aromaticnih ugljovodonika. Ovaj uzorak odlikuje se 1 najve¢im koncentracijama acenaftena,
naftalena i acenaftilena, koje su se izdvojile na loading plot-u u odnosu na ostale analizirane PAU i
imaju negativno opterecenje za PC1. Preostala analizirana jedinjenja izdvojila su se u donjem levom
kvadrantu, suprotno od analiziranih uzoraka. Ovakva pozicija preostalih PAU je o¢ekivana, ako se u
obzir uzme ¢injenica da su u pojedinim uzorcima oni bili ispod granice detekcije ili su nadeni u

niskim koncentracijama.
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U Tabeli 33. prikazane su faktorske koordinate analiziranih uzoraka na PCA dijagramu.

Tabela 33. Faktorske koordinate wvarijabli ispitivanja sadrzaja policikli¢nih aromati¢nih

ugljovodonika u uzorcima zemljiSta prikupljenih u gradskom delu Nisa

Uzorak PC1 PC2 Uzorak PC1 PC2
1 -0,961437 -0,253206 18 -0,774808 0,625899
2 -0,976180 -0,214342 19 -0,995412 -0,055428
3 -0,977070 -0,211964 20 -0,884680 0,465539
4 -0,976996 -0,211771 21 -0,992868 -0,056654
5 -0,976256 -0,211803 22 -0,996442 0,603634
6 -0,979173 -0,197921 23 -0,974326 -0,216076
7 -0,976747 -0,213703 24 -0,995089 -0,083388
8 -0,977543 -0,205417 25 -0,944797 0,326098
9 -0,975708 -0,214396 26 -0,976426 -0,210829
10 -0,958411 -0,248704 27 -0,975941 -0,213117
11 -0,995253 -0,093884 28 -0,995818 -0,071643
12 -0,955772  0,293511 29 -0,998167 0,049434
13 -0,996676 0,078469 30 -0,989430 0,142656
14 -0,898440 0,438837 31 -0,994367 -0,101323
15 -0,880668 0,468859 32 -0,976653 -0,178207
16 -0,958261 0,280269 33 -0,914448 0,392710
17 -0,995424 -0,082878 34 -0,976760 -0,209421

Cilj klaster analize bilo je grupisanje posataka dobijenih analizom sadrzaja policikli¢nih
aromaticnih ugljovodonika u uzorcima zemljista. PCA analizom dobija se grafi¢ki prikaz koji je
zbog preklapanja varijabli nezgodan za tumacenje, pa je klaster analizom omoguceno lakse
uocavanje veza izmedu podataka dobijenih analizom sadrzaja PAU u uzorcima zemljiSta. Podaci
koji su koris¢eni za PCA analizu podvrgnuti su hijerarhijskoj klaster analizi i rezultati ove analize
prikazani su na Slici 53. u vidu dendrograma. Klaster analiza izvrSena je Vardovom metodom,

upotrebom standardizovanih varijabli, a Euklidova rastojanja prikazana su kao 0dnos (Djink/Dmax) X
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100, gde je Djink rastojanje izmedu varijabli koje se grupisu, a Dmax Mmaksimalno rastojanje izmedu

varijabli.
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Slika 53. Dendrogram ispitivanih policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika u uzorcima zemljista

prikupljenog na teritoriji gradskog dela grada Nisa

Na dendrogramu se mogu videti dva statisti¢ki znacajna klastera na (Djink/Dmax) X 100 = 50. Prvi
klaster ¢ine acenaftilen, acenaften i naftalen. Ova tri jedinjenja pronadena su u svim uzorcima, u
znatno ve¢im koncentracijama u odnosu na ostale analizirane komponente. U ovom klasteru uocava
se 1 potklaster koji ¢ine acenaften i naftalen, koji su u uzorcima nadeni u manjoj koncentraciji u
odnosu na acenaftilen. Preostala analizirana jedinjenja ¢ine drugi klaster. U ovom klasteru uoc¢ava
se viSe potklastera, u kojima su PAU grupisani prema zastupljenosti u analiziranim uzorcima.
Fluoren, piren i fenantren Cine jedan potklaster, jer je njithova zastupljenost u uzorcima veca u
odnosu na ostala jedinjenja koja su grupisana u ovom Klasteru. Rezultati klaster analize podudaraju
se sa rezultatima PCA analize, gde su acenaftilen, acenaften i naftalen takode izdvojena u odnosu na

ostale analizirane komponente.

Klaster analizom grupisani su 1 lokaliteti na kojima je uzorkovano zemljiSte, na osnovu

koncentracije PAU u njima. Rezultati analize prikazani su u vidu dendrograma (Slika 54).
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Slika 54. Dendrogram grupisanja uzoraka zemljista prikupljenog na teritoriji urbanog dela NiSa na

osnovu sadrzaja policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika

Na dendrogramu koji pokazuje grupisanje uzoraka zemljiSta na osnovu sadrzaja PAU mogu se
uociti dva statisticki znacajna klastera. Jedan klaster ¢ine uzorci 22, 18 i 14. Uzorak 22 odlikuje se
najvec¢im sadrzajem PAU, a nakon njega najvece koncentracije PAU pronadene su u uzorcima 18 i
14, pa je 1 oc¢ekivano grupisanje ova tri uzorka u jedan klaster. Uzorci 22 1 18 nalaze se u blizini
prometnih saobracajnica, dok se uzorak 14 nalazi u blizini gradske toplane. Preostali uzorci
grupisani su u drugi klaster, koji sadrzi dva vec¢a potklastera. U jednom od potklastera grupisani su
uzorci 20, 15, 25, 33 1 12, koji se odlikuju slicnim sadrzajem PAU. Uzorak 20 nalazi se u blizini
gradske toplane, dok se uzorak 15 nalazi u blizini kuc¢a koje za grejanje koriste uglavnom fosilna
goriva, pa razlog grupisanja ova dva uzorka moze biti to Sto PAU u njima poticu u najvecoj meri od
sagorevanja fosilnih goriva. Uzorci 25, 33 1 12 nalaze se u blizini saobracajnica sa velikim
protokom saobracaja i pretpostavka je da PAU u ovim uzorcima poti¢u od sagorevanja goriva u
motorima sa unutrasnjim sagorevanjem. Uzorci 1, 2, 3, 4 i 5 su uzorci koji se nalaze u manje
prometnim ulicama i imaju najmanji sadrzaj PAU, pa je i o¢ekivano njihovo medusobno grupisanje

u potklaster.

Sadrzaj teskih metala takode moZe ukazati na potencijalno zagadenje zemljiSta. U cilju razumevanja

odnosa izmedu sadrZaja teSkih metala 1 lokaliteta na kojima su uzorci prikupljani.statisti¢koj analizi
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podvrgnut je i sadrzaj teskih metala u uzorcima. Najpre je uradena korelaciona analiza i dobijeni

rezultati su prikazani u Tabeli 34.

Tabela 34. Korelaciona matrica za analizirane teSke metale

Fe Cd Co Cr Cu Hg Mn Ni Pb Zn
Fe 1,00 -0,13 0,57 0,79 -0,19 -0,11 -0,57 0,41 0,05 -0,07
Cd 1,00 -0,00 0,34 0,90 -0,05 0,18 0,51 0,50 0,87
Co 1,00 0,30 -0,11 -0,45 0,30 0,58 -0,20 -0,28
Cr 1,00 0,30 -0,07 -0,58 0,65 0,34 0,42
Cu 1,00 -0,01 0,12 0,42 0,36 0,88
Hg 1,00 -0,13 -0,39 0,19 0,18
Mn 1,00 0,14 -0,15 -0,16
Ni 1,00 0,26 0,32
Pb 1,00 0,56
Zn 1,00

Korelacije oznacene zvezdicom su znacajne pri p < 0,05.

Nakon odredivanja korelacije izmedu varijabli, pristupilo se analizi glavnih komponenti. PCA

analizom odredene su ajgen vrednosti (eigenvalues) za sadrZaj metala u uzorcima zemljista (Tabela
35).
Tabela 35. Ajgen vrednosti varijabli ispitivanja sadrzaja teSkih metala u uzorcima zemljista

prikupljenog na teritoriji gradskog dela Nisa

Suma Suma
Ajgen % ukupne
ajgen ukupne
vrednost varijanse
vrednosti varijanse

1 32,99655 97,04868 32,99655 97,0487

2 100128 2,94495 33,99784 99,9936

3 0,00168 0,00494 33,99952 99,9986

4 0,00036 0,00105 33,99987 99,9996

5 0,00012 0,00035 33,99999 100,0000

PCA analizom sadrzaja teSkih metala izdvojeno je pet faktora, ali samo prva dva imaju ajgen

vrednost veéu od 1 i ¢ine 99,99% ukupne varijanse.
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PCI ima najvece negativno optere¢enje za varijablu Fe (-16,3271), §to je i ocekivano, ako se u

obzir uzme koncentracija ovog metala u odnosu na ostale (Tabela 36). Za sve ostale elemente PC1
ima pozitivno opterecenje. Najvece pozitivno optere¢enje PC2 ima za Hg (0,34303), koja je element
koji se u analiziranim uzorcima nalazi u najmanjoj koncentraciji. Jedino negativno opterecenje za
PC2 pokazao je Mn (-2,84225), koji nakon Fe ima najve¢u koncentraciju medu analiziranim

elementima.

Tabela 36. Faktorske koordinate sadrzaja teskih metala u uzorcima zemljista

PC1 PC2
Fe -16,3271 0,14427
Cd 1,9643 0,34290
Co 1,9562 0,34105
Cr 1,8982 0,34219
Cu 1,8745 0,31650
Hg 1,9647 0,34303
Mn 0,9916 -2,84255
Ni 1,9304 0,33640
Pb 1,8959 0,34177
Zn 1,8513 0,33444

PC — glavna komponenta

Na Slici 55. prikazan je PCA dijagram za analizirane metale u uzorcima zemljista. Moze se videti
da se uzorak 29 izdvojio u odnosu na ostale. Ovaj uzorak odlikuje se najmanjim sadrzajem Fe,
elementom koji se izdvojio na PC1. Ostali uzorci grupisani su zajedno na score plot-u, u istom
kvadrantu u kom se nalazi 1 Fe, metal koji je u analiziranim uzorcima prisutan u najvecoj

koncentraciji.
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Slika 55. PCA dijagram grupisanja uzoraka zemljiSta na osnovu sadrzaja teskih metala

Primenom klaster analize izvrSeno je grupisanje teskih metala (Slika 56) 1 uzoraka zemljista (Slika
57). Kao osnov grupisanja primenjena je Vardova metoda, a udaljenost izmedu varijabli odredena je

Euklidovim rastojanjem. Pre primene klaster analize varijable su standardizovane
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Slika 56. Dendrogram ispitivanih teskih metala u uzorcima zemljista

Na osnovu rastojanja Djin/Dmax < 50 zakljuc¢eno je da su teski metali u zemljiStu grupisani u dva
klastera. U jednom klasteru izdvojilo se gvozde, koje je u analiziranim uzorcima zastupljeno u
najvecoj koncentraciji, dok drugi klaster ¢ine preostali teski metali. Euklidovo rastojanje izmedu Fe
i ostalih teskih metala vece je od 100 000. U drugom klasteru primeceno je postojanje potklastera, i
izdvajanje Mn u odnosu na ostale metale. Najmanje Euklidovo rastojanje (3) zabeleZeno je izmesu
Cd 1 Hg. Ova dva metala pripadaju grupi elemenata bez dokazane funkcije u Zivim organizmima i

najmanje su zastupljeni u analiziranim uzorcima.
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Slika 57. Dendrogram grupisanja uzoraka zemljista na osnovu sadrzaja teSkih metala

Analizirani uzorci su na osnovu sadrzaja teskih metala grupisani u dva klastera (Djink/Dmax < 50). U
jednom klasteru izdvojio se uzorak 29, dok su ostali uzorci grupisani u drugom klasteru. U drugom
klasteru uocavaju se Cetiri veca potklastera. Najmanje Euklidovo rastojanje (39) zabeleZeno je
izmedu uzoraka 6 1 26, pa se moZe smatrati da su ova dva uzorka najsli¢nija po sadrzaju teskih

metala.

U cilju razumevanja odnosa izmedu sadrzaja policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika, teSkih metala
1 osnovnih karakteristika zemljiSta, PCA analiza primenjena je na ove varijable i rezultati su

prikazani na Slici 58.
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Slika 58. PCA dijagram sadrzaja teskih metala, policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika i osnovnih

parametarakarakteristika zemljiSta

Sa Slike 58. moZe se videti da se u gornjem desnom kvadrantu nalazi organska materija zemljisSta 1
vec¢ina analiziranih teSkih metala. Istrazivanja (Brummer i Herms, 1983) su pokazala uticaj
organske supstance na dostupnost i ponaSanje pojedinih metala. Biodostupnost metala kao §to su
Cd, Zn, Cu i Pb znatno je smanjena u prisustvu organske supstance zemljista, 1 to u ve€oj meri nego
u prisustvu mineralne supstance. Sadrzaj organske supstance u analiziranim uzorcima bio je od
0,41% do 6,77%. Metali se za organske supstance zemljista vezuju gradeci komplekse sa organskim
ligandima, i na taj nacin je njihova biodostupnost smanjena (Impellitteri i sar., 2002). Faktor koji
takode uti¢e na ponaSanje metala u zemlji$tu je pH vrednost zemljista (Rieuwerts i sar., 1998). pH
vrednost takode utice i na sposobnost organske supstance za vezivanje metala. Pri pH vrednostima
veéim od 5 raste sposobnost organske supstance za vezivanje teSkih metala (Rieuwerts i sar., 1998).
Razlog ovome je jonizacija funkcionalnih grupa organskih supstanci prisutnih u zemljistu, koje na

taj nacin lakSe stupaju u reakcije sa metalnim katjonima. Ve¢ina PAU nasla se u donjem desnom
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kvadrantu zajedno sa provodljivo$¢u. Abdel-Shafy i Mansour (2016) uodili su vezu izmedu

provodljivosti zemljiSta i mobilnosti PAU. Smatra se da je povezanost PAU sa provodljivoséu
zemljista posledica prisustva proizvoda sagorevanja organske supstance u zemljiSnom rastvoru.
Naftalen i acenaftilen nasli su se u kvadrantu suprotnom od onog u kome se nalazi provodljivost
zemljiSta, pa se moze re¢i da su ova dva jedinjenja u negativnoj korelaciji sa provodljivoscu
zemljista. Blakely i saradnici (2002) ispitivali su odnos PAU i karakteristika zemljiSta i dosli do
zakljuCka da su PAU koji sadrze 5 prstenova u negativnoj korelaciji sa provodljivos¢u. Sa druge
strane, acenaften je u suprotnom kvadrantu u odnosu na organsku supstancu zemljista, te je ovo
jedinjenje u negativnoj korelaciji sa organskom supstancom prisutnom u zemljiStu. Doslo je do
grupisanja gvozda sa acenaftenom, $to se moze smatrati o¢ekivanim, ako se u obzir uzme to da ovaj

metal i PAU imaju najveée koncentracije u uzorcima zemljista.
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Cilj ove doktorske disertacije bio je optimizovati i validovati metode pripreme uzoraka zemljista za

efikasnu, brzu i jednostavnu analizu policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika kao prioritetnih
polutanata. Analiza ovih jedinjenja u uzorcima zemljista od velikog je znacaja. Postoje¢e metode
analize zahtevaju dugo vreme celokupnog postupka, velike koli¢ine toksi¢nih rastvaraca i skupu

opremu. Cilj je ostvaren realizovanjem sledec¢ih zadataka:

e Optimizacija ultrazvucne ekstrakcije testiranjem dve razliCite smeSe rastvarada i dva
razli¢ita vremena ekstrakcije za analizu PAU u uzorcima zemljista;

e Ekstrakcija PAU po Soksletu iz uzoraka zemljista i optimizacija pre¢iS¢avanja dobijenih
ekstrakata za analizu PAU ekstrakcijom disperznom ¢vrstom fazom;

e Optimizacija QUEChERS tehnike primenom razli¢itih kombinacija rastvaraca i adsorbenasa
za analizu PAU u uzorcima zemljista;

e Validacija optimizovanih tehnika.
Nakon $to se doslo do podataka o tome koja metoda daje najbolje rezultate uz najednostavniji
postupak i1 najkraée vreme ekstrakcije uradena je i analiza sadrzaja PAU u realnim uzorcima
prikupljenim na teritoriji gradskog podru¢ja Nisa. Takode su odredene osnovne karakteristike
zemljiSta 1 sadrzaj teSkih metala. Dobijeni rezultati su statisticki analizirani da bi se utvrdila

medusobna zavisnost ispitivanih parametara.

Ultrazvucéna ekstrakcija je metoda koja je prva optimizovana u radu. Nakon ispitivanja dve razlicite
smese rastvaraca (heksan/aceton (1:1) i cikloheksan/aceton (1:1)) i dva vremena ekstrakcije (30 1 60
minuta) zakljueno je da smeSa rastvaraca cikloheksan/aceton daje bolje efikasnosti u odnosu na
smeSu heksan/aceton. Takode, zapazeno je da su dobijene vece efikasnosti u slucaju kraceg
vremena ekstrakcije. Efikasnosti za smeSu rastvaraca cikloheksan/aceton, za vreme ekstrakcije od
30 minuta, bile su u intervalu od 50% za fluoren do 121% fluoranten. Ostali parametri validacije
metode takode su pokazali da je ultrazvucna ekstrakcija smeSom rastvaraca cikloheksan/aceton
pogodnija za ekstrakciju PAU iz uzoraka zemljiSta za anlaizu na GC - MS u odnosu na ultrazvu¢nu
ekstrakciju smeSom rastvaraca heksan/aceton. Vrednosti granice detekcije za smeSu rastvaraca
cikloheksan/aceton i vreme ekstrakcije 30 minuta bile su u intervalu od 1,02 do 23,67 pg kg™
Utvrdeno je da sa produZenjem vremena ekstrakcije dolazi do smanjenja tacnosti i preciznosti
metode, pa je tako preciznost odredena za smeSu rastvaraca cikloheksan/aceton 1 vreme ekstrakcije

od 30 minuta bila u intervalu od 2,58% za naftalen do 41,93% za fluoren.
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Nakon §to je utvrdeno da ultrazvucna ekstrakcija ne daje optimalne rezultate za ekstrakciju svih 16

prioritetnih PAU iz uzoraka zemljiSta primenjena je ekstrakcije po Soksletu. Za preciS¢avanje
ekstrakata predloZena je ekstrakcija disperznom ¢vrstom fazom. Rezultati dobijeni na ovaj nacin, za
dijatomejsku zemlju kao sorbens, podudaraju se sa rezultatima dobijenim zvani¢nom metodom
Britanske agencije za zastitu zivotne sredine. Efikasnosti za 16 analiziranih jedinjenja, kada je kao
metoda koriS¢ena metoda Britanske agencije za zasStitu Zivotne sredine, bile su u intervalu od 75%
za acenaftilen do 111% za naftalen. Vrednosti dobijene kombinacijom ekstrakcije po Soksletu i
ekstrakcijom disperznom ¢vrstom fazom sa dijatomejskom zemljom kao sorbensom bile su sli¢ne
ovim vrednostima Jedino su za indeno[1,2,3-cd]piren, dibenzo[a,h]antracen i benzo[g,h,i]perilen
prilikom upotrebe dijatomejske zemlje kao sorbensa efikasnosti bile nize od 70%. Ova ¢injenica
ukazuje na moguénost primene nove metode u analizi policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika u
uzorcima zemljiSta i zamenu hromatografije na koloni tehnikom koja je brza, jeftinija i
jednostavnija za rad. IzvrSena je validacija predlozene metode, gde se umesto hromatografije na
koloni kao tehnika preci§¢avanja koristi ekstrakcija disperznom ¢vrstom fazom. Vrednosti granice
detekcije bile su u intervalu od 0,24 pg kg™ do 5,76 pg kg*, dok su RSD vrednosti za veéinu
komponenti bile nize od 10%. Predlozenim modifikacijama u delu pre¢iS¢avanja ekstrakata znatno
je skradeno vreme pripreme uzorka i smanjena upotreba velikih koli¢ina toksi¢nih organskih

rastvaraca.

Jedna od metoda koja u poslednje vreme nailazi na siroku primenu je QUEChERS. Nakon testiranja
Cetiri razli¢ite smese ekstrakcionih rastvaraca (acetonitril/voda, heksan/voda, heksan/aceton 1 etil -
acetat) 1 pet sorbenasa (PSA, CI18, florisil, dijatomejska zemlja i klinoptilolit) za preiS¢avanje
dobijenih ekstrakata QUEChERS tehnikom doslo se do zakljuc¢ka da najbolje rezultate daje
kombinacija acetonitril/voda kao rastvara¢ i dijatomejska zemlja kao sorbens za preciS€avanje
ekstrakata. Efikasnosti dobijene za ovu kombinaciju rastvara¢/sorbens bile su u interval od 81% za

benzo[b]fluoranten do 109% za benzo[a]piren. Zapazeno je i sledece:

e Za sve kombinacije rastvara¢/sorbens dobijene su bolje vrednosti za LMW PAU u
poredenju sa vrednostima za HMW PAU;

e Smesa rastvaraca heksan/voda u kombinaciji sa C18 i florisilom kao sorbensima, kao i etil -
acetat u kombinaciji sa florisilom i dijatomejskom zemljom dali su odli¢ne vrednosti
efikasnosti za benzo[a]piren, jedinjenje koje je po klasifikaciji IARC svrstano u Grupu 1
dokazanih kancerogena. Efiksanosti za benzo[a]piren kada je kao rastvara¢ kori§¢ena smesa
heksan/voda i C18, odnosno florisil kao sorbens bile su u intervalima od 100-102% i 95-
103%, za sva tri nivoa spajkovanja. U slucaju uoptrebe etil - acetata i florisila odnosno
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dijatomejske zemlje efikasnosti za benzo[a]piren bile su u intervalima 100-106 i 83-99%,
za sva tri nivoa spajkovanja;

e Upotrebom smese rastvaraca acetonitril/voda dobijene su zadovoljavajuce efikasnosti (70-
120%) koris¢enjem svih testiranih sorbenasa za vecinu analiziranih jedinjenja, §to implicira
da je ova smesa rastvaraca pogodnija za ekstrakciju PAU iz zemljiSta u odnosu na ostale
testirane rastvarace;

e Kombinacija smeSe rastvaraca heksan/aceton i klinoptilolita kao sorbensa za preciS¢avanje
ekstrakata omogucava postizanje efikasnosti odredivanja vecih od 70% i kretale su se u
intervalu od 72% za benzo[a]antracen do 109% za dibenzo[a, h]antracen;

e U vecini sluajeva najnize efikasnosti dobijene su za benzo[g,h,i]perilen. Najveca
efikasnost dobijena za ovo jedinjenje postignuta je pomocu smeSe rastvaraca
acetonitril/voda i dijatomejske zemlje kao sorbensa za precis¢avanje i bila je u intervalu 81-
105%, za sva tri nivoa spajkovanja .

Nakon §to je utvrdeno da su najbolje efikasnosti (81% za benzo[b]fluoranten do 109% za
benzo[a]piren) dobijene za kombinaciju acetonitril/voda i1 dijatomejsku zemlju, izvrSena je
validacije ove metode. Granica detekcije bila je u intervalu od 0,39 pg kg™ do 1,53 pg kg™, sto je
nize u odnosu na vrednosti dobijene predloZzenom ekstrakcijom po Soksletu i1 ultrazvu¢nom
ekstrakcijom. U odnosu na granicu kvantifikacije ekstrakcije po Soksletu 1 ultrazvucne ekstrakcije,
vrednosti dobijene snimanjem ekstrakata pripremljenih QuUEChERS tehnikom smeSom rastvaraca
acetonitril/voda i dijatomejskom zemljom kao sorbensom su takode nize (1,30 pg kg™ za antracen
do 5,10 pug kg* za fenantren). Predlozena QuEChERS tehnika takode ima i bolju preciznost u
odnosu na ekstrakciju po Soksletu i ultrazvuénu ekstrakciju (0,97% za benzo[a]piren do 18,95% za
hrizen). Prednost predlozene QUEChERS tehnike u odnosu na ekstrakciju po Soksletu i ultrazvu¢nu
ekstrakciju je pored bolje tacnosti 1 preciznosti 1 nizih vrednosti granica detekcije 1 kvantifikacije,
znatno kra¢e vreme pripreme uzoraka, manje koliCine rastvaraca koji se koristi za ekstrakciju i
smanjenje cene analize. Vreme koje je potrebno za pripremu pet uzoraka ekstrakcijom po Soksletu
iznosi 8 sati za ekstrakciju 1 2 sata za preciS¢avanje dobijenih ekstrakata. QUEChERS tehnika
zahteva znatno krace vreme 1 za pet uzoraka ono iznosi 1 sat. Jo$ jedna prednost predloZene metode
je ta Sto se kao sorbens za preciS€avanje predlaze dijatomejska zemlja, koja je mineral Siroko
rasprostranjen u prirodi, ¢ime se dodatno smanjuje cena analize. Predlozena QUEChERS tehnika u
potpunosti ispunjava uslove u pogledu tacnosti, preciznosti i jednostavnosti i kao takva moze biti
koriS¢ena u vecini analitickih laboratorija za analizu policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika, s

obzirom na to da ne zahteva komplikovanu i skupu opremu.
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Nakon optimizacije i validacije, predlozena QuUEChERS tehnika kori$¢ena je za analizu realnih

uzoraka sa gradskog podrucja NiSa. Acenaften, naftalen 1 acenaftilen su jedina tri jedinjenja koja su
pronadena u svim uzorcima. U svim uzorcima najzastupljeniji PAU bio je acenaften, njegova
koncentracija se nalazi u granicama 0,261 mg kg™ do 17,6 mg kg™. Koncentracije ukupnih PAU
varirale su u zavisnosti od mesta uzorkovanja, bile su u rasponu 0,346-48,7 mg kg, i bile su nize

od maksimalno dozvoljene vrednosti propisane zakonskom regulativom Srhbije.

Odnosi fluorantena i pirena i fenantrena i antracena ukazali su na piroliticko poreklo PAU u

analiziranim uzorcima, $to je potvrdio i odnos fluoranten/(fluoranten+piren).

U uzorcima zemljista prikupljenog na teritoriji urbanog dela grada NiSa analiziran je 1 sadrzaj teskih
metala, kako bi se dodatno ispitao kvalitet zemljiSta 1 ukazalo na eventualno zagadenje. Od
analiziranih teskih metala gvozde je element koji ima najvecu koncentraciju u uzorcima zemljista
(od 1,3 mg g™ za uzorak 29 do 25,4 mg g™ za uzorak 1). Sadrzaj pojedinih metala, Ni, Zn, Cu, Pb,
Cd i Hg, prelazi maksimalno dozvoljene koncentracije propisane u zakonskoj regulative Srbije na
nekim od lokaliteta. Jedina dva elementa koja ne prelaze grani¢ne vrednosti koncentracija su Fe i
Cr. Lokaliteti u kojima je sadrzaj policikli¢énih aromati¢nih ugljovodonika najveci (22, 18 i 14) ne
izdvajaju se po sadrzaju ni jednog od analiziranih teSkih metala. Jedino je sadrzaj hroma, cinka i
mangana u ovim uzorcima nesto vec¢i u odnosu na vecinu ostalih analiziranih uzoraka. Uzorci 14 i

22 sadrze 80,21 81,5 ug g™ Cr, dok sadrzaj Zn u uzorku 22 iznosi 98,22 ug g™

Multivarijantnom statistickom analizom izvrSeno je grupisanje uzoraka na osnovu sadrzaja PAU i
teSkih metala 1 utvrdeni su odnosi izmedu analiziranih komponenti. PCA analizom sadrzaja PAU
ekstrahovana su dva faktora, koja ¢ine 99,63% ukupne varijanse. PCA analiza omogudéila je
izdvajanje PAU po njihovoj zastupljenosti u uzorcima, kao i1 izdvajanje uzoraka prema rastu¢im
vrednostima koncentracije, §to implicira da se ovaj vid statisticke analize moze Kkoristiti za
jednostavniji prikaz i tumacenje rezultata dobijenih analizom velikog broja polutanata u uzorcima.
Hijerarhijska klaster analiza potvrdila je rezultate dobijene PCA analizom. Statistickoj analizi
podvrgnut je i sadrZaj teskih metala u uzorcima zemljista. Gvozde se izdvojilo na PCA dijagramu
kao element koji se u uzorcima nalazi u najvecoj koncentraciji, dok se uzorak sa najmanjom
koncentracijom ovog elementa izvdvojio na PCA dijagramu u odnosu na ostale uzorke. Klaster
analizom uzorci su grupisani u dva klastera, u kom je kao 1 u slu¢aju PCA analize, doSlo do
izdvajanja uzorka sa najmanjim sadrzajem Fe u jedan klaster, dok su svi drugi uzorci grupisani u

drugom klasteru, u kom se uocava niz podklastera.
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Zajkljucak

(2 S0

PCA analizom sadrzaja policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika, teskih metala 1 osnovnih

karakteristika zemljista doslo je do grupisanja sledecih varijabli:

Organska supstanca i veéina teskih metala - Cu, Cr, Cd, Co, Hg, Ni, Pb i Zn, $to pokazuje
da sadrzaj organske suptsance u zemljiStu utie na ponasanje teskih metala;

Elektroprovodljivost zemljista i vecina policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika (svi osim
acenaftena, naftalena i fluorena);

pH u vodi, pH u KCI, Fe i acenaften. Acenaften je PAU koji se u analiziranim uzorcima
nalazi u najvecoj koncentraciji, dok je gvozde metal koji se u uzorcima nalazi u najvecoj
koncentraciji, pa njihovo medusobno povezivanje moze biti posledica visokih
koncentracija. PonaSanje Fe u zemljistu zavisi od pH, dok je ranije dokazano da su PAU
koji sadrZe 5 prstena u negativnoj korelaciji sa provodljivoséu;

Naftalen i acenaftilen, dva PAU koja su zastupljena u svim uzorcima, u koncentracijama
nizim od acenaftena, ali viSim od preostalih jedinjenja.
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HN3JABA O AYTOPCTBY

U3jaBspyjeM 1a je TOKTOpCKa AMcepTallyja, Mo HaCJIOBOM

OnTuMu3anMja NocTynaka npuipeMe y3opaka 3eM/bHIITA 32 KBAHTUTATUBHY aHAJIN3Y
NOJTHIUKJIHYHUX APOMATHYHHUX YI/bOBOJIOHMKA IPUMEHOM MeTo/le racHa XpomaTorpaguja-
MaceHa CleKTPpoOMeTpHja

Koja je ondpamena Ha [IpupoiHo - MaremaTnukoM (akyntery YHuBep3urera y Humry:

® PE3YyJTaT COIICTBCHOT' UCTPAKUBAYKOI pajiad,;

® Ja OBy JWCEPTalUjy, HU y LEIWHU, HUTH Y JIeJIOBUMA, HUCAM TpHjaBJbUBA0/Ia HA APYTHM
(bakynTeTuMa, HUTH YHUBEP3UTETHMA;

® Ja HHUCAM TOBpEIMO/la ayTOpCKa IMpaBa, HUTH 3JI0YNOTPEOHNO/JIa MHTEIEKTYyallHy CBOjJUHY
APYTUX JIMLA.

Jlo3BosbaBaMm J1a ce 00jaBe MOjH JIMYHHU TO/IAllH, KOJU CY Y BE3H Ca ayTOPCTBOM U J100HjambeM
aKaJIeMCKOT 3Bama JOKTOpa HaykKa, Kao IITO Cy UME U Mpe3uMe, roJIMHa U MeCTO pohema U AaTym
onOpaHe pajga, U TO y Karanory buOGmmoteke, JIMTMTaqHOM pENoO3UTOPUjyMy YHHUBEp3UTETa Y
Humy, kao u y ny6nukanujama YHuBep3ureta y Humry.

Y Humy,

[Totnuc ayropa nucepranyje:

Jenena C. Hukonuh






HN3JABA O HICTOBETHOCTHU IITAMITAHOI' M1 EJIEKTPOHCKOTI' OBJIMKA
JOKTOPCKE JUCEPTALIUJE

HacnoB aucepranuje:

OnTuMu3anMja nocTynaka npuipemMe y30paka 3eM/bHIITA 32 KBAHTUTATHBHY aHAJIU3Y
NOJMUNKJIUYHUX APOMATHUYHHUX YI/bOBOJOHUKA IPMMEHOM MeTo/le racHa XpomaTtorpaduja-
MaceHa CIeKTPpoOMeTpHja

W3jaBsbyjeM 1a je elneKTPOHCKU OOJIUK MOje JOKTOPCKe JucepTalnje, Kojy caM mpeaao/ia 3a
yHOIICHe y JIMTUTAJHM peno3uTOpujyM YHuBep3utTera y Hwuuny, ncToBeTaH mrTammaHoM
00JHKY.

Y Humy,

[Totnuc ayropa nucepranyje:

Jenena C. Hukonuh






HN3JABA O KOPUIIREDY

Opnamhyjem VYHuBep3utercky Oubmmoreky ,Hukonma Tecma“ ma y dururtanam
pero3utoprjyM YHuBep3utera y Humny yHece Mojy JOKTOPCKY JHCEPTaIjy, 0] HACTOBOM:

OnTuMu3anuja nocTynaka npumpeMe y30paKa 3eM/bHIITA 32 KBAHTUTATUBHY aHAJIU3Y
NOJTHIUKJIHYHUX AaPOMATHYHHMX YI/bOBOJOHMKA IPUMEHOM MeTOo/le FacHa XpomaTorpaguja-
MaceHa CIleKTpoMeTpHja

Jucepranujy ca CBUM NPHJIO3MMa Ipefao/Ia caM y eIeKTPOHCKOM OOJMKY, IOTOJHOM 3a
TPajHO apXUBUPABE.

Mojy IOKTOpCKYy aucepTanyjy, yHeTy y JlUrutaqHu peno3uTopujyM YHHBEp3UTEeTa y
Humry, Mory KOpHCTHTH CBH KOjU TOWITYjy onpeale caapkaHe y oJa0paHOM THITYy JIHMIICHIIE
Kpeatune 3ajeqnauiie (Creative Commons), 3a kKojy cam ce 0Ty4no/a.

1. Ayropcteo (CC BY)

2. AytopctBo — Hekomepruujantao (CC BY-NC)

3. AyTopcTBo — Hekomepuujaano — 6e3 nmpepaae (CC BY-NC-ND)

4. AyTOopCTBO — HEKOMEPIIHjaIHO — AeauT o uetum ycinosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 nipepane (CC BY-ND)

6. AyropctBo — nenutu noja uctum yciosuma (CC BY-SA)

Y Humy,

[otmuc ayropa aucepranyje:

Jenena C. Hukommh



