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SAZETAK

Kromatografske metode su medu najvaznijim metodama u analitickoj kemiji jer
omogucuju istovremeno odjeljivanje, identifikaciju i kvantitativno odredivanje sastojaka u
slozenim smjesama. Ionska kromatografija (IC), ¢esto primjenjivana u industriji, vrlo je vazna
za analiziranje uzoraka koji sadrze ionske Cestice.

Najnoviji trendovi u kromatografiji opcenito, pa time i u ionskoj, vezani su uz vezanje
(uparivanje) vise kromatografskih sustava u svrhu poboljsanja osjetljivosti analiza, ali i
eventualne ustede troskova. Raspon analita je vrlo $irok, od jednostavnih anorganskih iona do
organskih molekula poput herbicida glifosata kojim se bavi i ovaj rad.

Glifosat, Cesto upotrebljavani herbicid, a koji moze biti opasan po ljudsko zdravlje, u
ovom je radu analiziran ionskom kromatografijom. Pri tome su za analizu primijenjeni 1D i
2D IC sustav.

Za oba sustava razvijene su i validirane metode kromatografske analize glifosata.

Primijenjena 1D metoda pokazala se nedostatnom za analizu realnog uzorka piva.

2D IC analizom uspjes$no je detektirana i kvantificirana koncentracija glifosata u

analiziranom uzorku piva.

Kljuéne rije¢i: ionska kromatografija, ICxIC sustav, glifosat, validacija



SUMMARY

Chromatographic methods are among the most important analytical methods since
they enable simultaneously separation, identification and quantification of diverse compounds
from complex matrices. lon chromatography, often applied in industry, is very important for
the analysis of samples containing ionic particles.

Current trends in chromatography are related to multidimensional chromatography
where two or more chromatographic systems are paired and applied for analysis in order to
improve the method sensitivity and potentially reduce the analysis cost. Accordingly, same
trends can be found in ion chromatography (IC) also. The range of IC analytes is very wide:
from simple inorganic ions to organic molecules like herbicide glyphosate which is the
analyte in this work.

Glyphosate is very often used herbicide which can be dangerous to human health. This
work describes development and validation of IC method for analysis of glyphosate in beer.
1D and 2D-IC systems were applied for this analysis.

IC methods for glyphosate analysis were developed and validated for both systems.

The applied 1D method proved to be insufficient for beer sample analysis.

The applied 2D-IC method successfully detected and quantified glyphosate in

analysed beer sample.

Key-words: ion chromatography, ICxIC system, glyphosate, validation
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1 UVOD

Ruski znanstvenik Mihail Semjonovi¢ Cvet, 1903. godine, proucavao je pojave
nastanka obojenih vrpci uslijed razdvajanja biljnih pigmenata na kolonama punjenim
kalcijevim karbonatom, polisaharidima, saharozom 1 indulinom te zakljuCio da se uocena
pojava mora ponasati po strogim fizikalnim zakonitostima. Naime, pri upotrebi istog eluensa
dobivao je uvijek isti raspored boja $to nije mogla biti slu¢ajnost. UoCen fenomen Cvet je
nazvao kromatografijom, a to je ime zadrzala i analiticka tehnika nastala proizasla iz opazenih
zakonitosti.

Kromatografija je danas medu najzastupljenijim analiti¢kim separacijskim metodama,
a omogucava raspodjelu komponenti izmedu dviju faza; jedne nepokretne i druge pokretne
koja spomenute komponente nosi u odredenom smjeru.

lonska kromatografija (eng. ion chromatography, IC) je metoda razdvajanja na nacelu
ionske prirode tvari, najéeS¢e primjenjivana za razdvajanje i analizu anorganskih aniona te
organskih iona malih dimenzija. Naj¢esc¢e se koristi za analizu tvari u vodenom mediju, ali
primjenjiva je i u drugim matricama. Kao i ostale kromatografske tehnike, IC omogucava
brzu analizu, obogac¢enu sposobnos¢u simultanog odredivanja velikog broja komponenti.

Kako bismo postigli $to efikasniju kromatografsku analizu, potrebno je odrediti
optimalne uvjete kromatografskog razdvajanja; poput vremena zadrzavanja komponente u
sustavu, $irine zone njezine raspodjele, vrste nepokretne faze, temperature i sl. Naravno,
odredivanje tih uvjeta najcesce se provodi metodom ,,pokusaja i pogreske®, ali buduéi da to
iziskuje puno ulozenog vremena, danas se naglasak stavlja na pronalaZenje i razvijanje
modela predvidanja vremena zadrzavanja. Medutim, ponekad nam modeli stvaraju problem
jer sposobnost predvidanja modela raste porastom njihove kompleksnosti. Nazalost, time raste
I broj parametara potreban za modeliranje sto zahtijeva provedbu veceg broja eksperimenata i
podize sloZenost proracuna.

Nagli razvoj znanosti u posljednjih 50 godina direktno je utjecao na porast primjene
kromatografije dovodeci je do titule najzastupljenije analiticke tehnike. Stoga danas postoji
velika potreba za daljnjim razvojem i usavrSavanjem kromatografskih metoda.

Svaka analiticka metoda, pa tako i kromatografske, da bi bila opcée prihvacena i
odobrena mora biti validirana. Validacija je postupak dokazivanja prikladnosti metode za
to¢no odredenu namjenu. Ona je regulatorni zahtjev ali i profesionalna odgovornost

analiticara.’



2  TEORIJSKI DIO

2.1  Kromatografija

Kromatografija (gré. chroma; boja i graphein; pisati) je laboratorijska analiticka
tehnika za razdvajanje smjesa. Prema IUPAC-u (eng. International Union of Pure and
Applied Chemistry), to je fizikalna metoda separacije u kojoj se sastojci raspodjeljuju izmedu
dviju faza, od kojih je jedna nepokretna, dok se druga, pokretna, kre¢e u odredenom smjeru.
Kromatografska analiza omogucuje odjeljivanje, identifikaciju i kvantitativno odredivanje
sastojaka u slozenim smjesama. Taj proces ukljucuje kretanje ispitivane smjese, otopljene u
pokretnoj, tj. mobilnoj fazi, kroz nepokretnu, odnosno stacionarnu fazu, ¢ime se dijelovi
smjese razdvajaju i izoliraju te ih je na taj na¢in moguée analizirati i kvantitativno odrediti.
Stacionarna faza moze biti Cvrsta ili teku¢a, a mobilna tekuca (tekucinska
kromatografija, eng. liquid chromatography, LC) ili plinovita (plinska kromatografija,
eng. gas chromatography, GC).%*

Kromatografija moze biti pripremna i analiticka. Pripremna se kromatografija bavi
razdvajanjem komponenti iz smjese radi daljnje obrade te se moze smatrati metodom
prociS¢avanja dok se u analitickoj kromatografiji obi¢no radi sa malim uzorcima te se
pokuSava izmjeriti relativni omjer komponenti u smjesi. Kromatografija je jedna od vodecih
analitickih metoda 1 omogucava razdvajanje 1 kvantitativno odredivanje tvari veoma slicne
strukture i kemijskih osobina.’

Kako bismo bolje razumjeli kromatografiju, vazno je spomenuti na pocetku neke od
osnovnih pojmova kao S$to su: analit; tvar koja se razdvaja u kromatografiji, eluens;
komponenta separacijskog sustava koja pokrec¢e uzorak kroz stupac, vrijeme zadrzavanja,
vrijeme za koje analit prode kroz kromatografski sustav u odredenim uvjetima, kromatograf;
uredaj kojim provodimo kromatografiju, kromatogram; graficki prikaz rezultata
kromatografskog postupka gdje svakoj tvari odgovara odredeni vrh, odnosno tzv. pik na

kromatogramu.®

2.1.1 Nepokretna i pokretna faza

Zbog dinamicke ravnoteze dolazi do narusavanja ravnoteznog stanja, Sto uzrokuje
putovanje skupine molekula u smjeru gibanja pokretne faze. Nepokretna je faza ¢vrsta tvar ili
kapljevina na inertnom nosac¢u koja je fiksirana u stupcu (GC ili LC) ili plo¢i (npr. silikagel u

TLC) i mora biti odabrana tako da zadrzavanje molekula bude selektivno, tj. da razliciti



sastojci smjese budu uz nju vezani u razli¢itim vremenskim razdobljima, $to uzrokuje
razlucivanje smjese. Izbor nepokretne faze uvjetovan je prirodom ispitivanog spoja, prirodom
ravnoteze kromatografskog procesa i vrstom veze koja nastaje izmedu ispitivanog spoja i
kromatografske podloge.’

Kako bi se s obzirom na izbor nepokretne faze omogucio optimalan kromatografski
sustav za razdvajanje zeljene smjese treba izabrati pogodan sustav otapala koji ¢ini pokretnu
fazu. Priroda veze koja se ostvaruje izmedu ispitivanog spoja te nepokretne i pokretne faze
vazan je ¢imbenik realnog kromatografskog procesa. Izbor pogodnog otapala, odnosno smjese
otapala, provodi se s obzirom na sposobnost otapala da stvaraju vodikove veze (odjeljivanje
hidrofilnih, odnosno hidrofobnih spojeva). Otapala moraju biti kromatografski ¢ista, $to znaci
da ne sadrzavaju nikakvu necisto¢u koja bi mogla smetati tijekom kromatografskog
odredivanja. Najjednostavniji nacin odjeljivanja teku¢inskom kromatografijom je izokratno
eluiranje pri kojem analit kroz kolonu nosi jedno otapalo, odnosno ne mijenja se sastav
pokretne faze tijekom cijele analize. Medutim, Cesto se bolje razdvajanje (veca djelotvornost)
postize primjenom gradijentnog eluiranja uz upotrebu dvaju ili viSe sustava otapala znatno
razli¢itih polarnosti. Pri gradijentnoj se eluciji sastav pokretne faze mijenja tijekom analize

kontinuirano ili skokovito.

2.2  Podjela kromatografskih metoda

Kromatografske je metode mogucée podijeliti prema razli¢itim kriterijima; S obzirom
na prirodu ravnoteze, na temelju sastava pokretne faze, prema obliku nepokretne faze, itd.
Kada govorimo o prirodi ravnoteze izmedu pokretne 1 nepokretne faze razlikujemo:

» RAZDJELNU KROMATOGRAFIJU, gdje su obje faze kapljevine, medutim
nepokretna faza je kapljevina vezana na inertni ¢vrsti nosac,

» ADSORPCIJISKU KROMATOGRAFWNU, gdje je nepokretna faza Cvrsta,
pokretna kapljevina ili plin,

» AFINITETNU KROMATOGRAFIJU, gdje se na povrsini ¢vrste faze nalaze
razli¢ite funkcionalne skupine s definiranim prostornim rasporedom, a do
vezanja dolazi zbog specifi¢nih interakcija molekula s tim kemijski vezanim
ligandom na povrsini nepokretne faze,

> KROMATOGRAFIJU ISKLJUCENJEM, gdje nepokretna faza veli¢inom pora

propusta ili iskljucuje tvar,



» IONSKU KROMATOGRAFNU (ionsku izmjenjivacku kromatografiju) koja
omogucuje razdvajanje iona ili nabijenih molekula.
Sto se tice sastava pokretne faze, kromatografske metode dijelimo na:
» PLINSKU KROMATOGRAFIJU, gdje je pokretna faza inertni plin,
> TEKUCINSKU KROMATOGRAFIJU, gdje je pokretna faza kapljevina male
viskoznosti,
> FLUIDNU KROMATOGRAFIJU PRI SUPERKRITICNIM UVJETIMA, gdje
je pokretna faza tvar iznad svoje kriti¢ne temperature i tlaka,
dok su prema obliku nepokretne faze, kromatografske metode podijeljene na:
> PLOSNU KROMATOGRAFIIU, gdje razlikujemo tanki homogeni sloj na
inertnoj podlozi (tankoslojna kromatografija) i posebno pripraviljen papir
(papirna kromatografija);
» KROMATOGRAFIJU NA STUPCU, gdje je nepokretna faza gusto pakirana u
stupcu.
Kombinacijom viSe kromatografskih sustava moguée je ostvariti viSedimenzionalnu

kromatografiju.

2.3  Karakteristi¢ne kromatografske velicine

2.3.1 Omijeri raspodjele
Kromatografska se odjeljivanja temelje na razli¢itoj raspodjeli komponenata izmedu

pokretne i nepokretne faze:
A, 2A, 1)
gdje A,, predstavlja komponentu A u pokretnoj fazi, aAg u nepokretnoj fazi. Ako se

pretpostavi da su pokretna i nepokretna faza u kontaktu dovoljno dugo da se uspostavi

ravnotezno stanje ionske izmjene, raspodjela komponenata izmedu dviju faza moze se izraziti
konstantom razdjeljenja, K_. Konstanta razdjeljenja je omjer koncentracija razdijeljene
komponente i u nepokretnoj, Cg, i pokretnoj fazi, c,,:

K. = s @)
Ci — CM’i

Komponente koji imaju izraZen afinitet prema nepokretnoj fazi imaju visoke vrijednosti K_,

dok komponente ¢ije su vrijednosti konstante razdjeljenja bliske nuli preferiraju pokretnu



fazu. Razlike u vrijednostima konstante razdjeljenja komponenti preduvjet su koji omogucéava
njihovo kromatografsko razdvajanje.

Ova pretpostavka vrijedi za idealne slucajeve kada se ostvari ravnotezna izmjena.
Budu¢i da je kromatografski sustav dinamican sustav, ravnotezu je bolje promatrati kao odraz
vremena kojeg pojedina komponenta provede u nepokretnoj fazi. Komponente s ve¢om
konstantom razdjeljenja zasigurno ¢e provoditi viSe vremena u nepokretnoj fazi od onih s
manjom konstantom. Kako se komponenta kre¢e samo dok se nalazi u pokretnoj fazi, prve ¢e
sustav napustati one komponente koje u pokretnoj fazi provedu najvise vremena. Time dolazi

do medusobnog razdvajanja komponenti, ovisno o afinitetu prema nepokretnoj fazi.®

2.3.2 Vrijeme i faktor zadrzavanja
Vrijeme koje komponenta provede u sustavu naziva se vremenom zadrzavanja, 1y, i

pri identi¢nim uvjetima analize karakteristika je pojedine komponente. Pretpostavimo da je

promatrani kromatografski sustav kolona obujma V , u kojoj volumen nepokretne faze iznosi
V, a volumen pokretne V,,. Sve komponente koje se razdvajaju na koloni prolaze identi¢nim

volumenom, jednakim umnosku vremena zadrzavanja komponente u koloni i brzine njenog

protoka kroz kolonu:

VM =tR,i V=1, (3)

i
Indeksom 0 oznaceno je vrijeme i brzina protoka nezadrzanog sastojka (pokretne faze).
Brzina protoka komponente i kroz kolonu manja je od brzine protoka nezadrzanog sastojka,
ovisno o vremenu provedenom u nepokretnoj fazi:

t t, Vu Vy

kI ak reroad Xy V4V,
R,i 0 R,i R,i M R

(4)

gdje t'z; predstavlja prilagodeno vrijeme zadrzavanja, odnosno vrijeme koje je komponenta

i provela u nepokretnoj fazi, Vi ; volumen zadrzavanja komponente, a V' 'y dodatni volumen

pokretne faze potreban za eluciju komponente i uslijed njenog zadrzavanja u nepokretnoj fazi
(prilagodeni volumen zadrzavanja). Iznos dodatnog volumena pokretne faze moze se prema

izrazu (2) povezati s volumenom nepokretne faze u koloni:

V' =K, -V, ()
Vv
Vi=Vo o (6)
V,, + K, -V,

Uvrstavanjem jednadzbe (6) u jednadzbu (3) dobije se:



tei Vo =V +K;-Vs (7

Umnozak vremena zadrzavanja komponente i protoka pokretne faze jednak je volumenu
zadrzavanja komponente®®:

Vei =V + K. Vg (8)

Uzimajuc¢i umjesto omjera koncentracija tvari u dvjema fazama omjer mnoZzina (Ng za

nepokretnu i n,, za pokretnu fazu), definira se jos jedna bitna kromatografska veli¢ina; faktor

. . 9,

zadrzavanja’:

k. =—= 9)
Prikazuju¢i mnozine kao umnozak koncentracije i volumena dobije se:

Cs,i 'Vs
CM,i 'VM

k =

(10)

iz Cega je, uvrStavajuéi jednadzbe (2) i (8), lako dobiti najcesc¢e koriSteni izraz za faktor

zadrzavanja:
V. =V,
ki— R,i M (11)
VM
Uz konstantnost protoka, volumni parametri mogu se prevesti u parametre vremena
zadrzavanja:
ty. —t
ki — R,i 0 (12)
tO

Iz izraza (12) jasno se vidi da faktor zadrzavanja u biti predstavlja omjer vremena kojeg
uzorak provede u nepokretnoj fazi i onog provedenog u pokretnoj fazi. Za razliku od vremena
zadrzavanja, faktor zadrzavanja ne ovisi o brzini protoka i duljini kromatografske kolone, pa
je stoga Cesto prikladniji izraz za kvalitativnu karakterizaciju tvari. Ujedno, poznavanje
faktora zadrzavanja razli¢itth komponenti dobar je pokazatelj njihovog razdjeljivanja
odabranom kromatografskom metodom*. Mijera sposobnosti razdjeljivanja naziva se
selektivnost, a, 1 definirana je kao omjer faktora zadrzavanja dviju komponenti, pri ¢emu se u
nazivniku uvijek nalazi komponenta koja u nepokretnoj fazi provodi manje vremena.

k,
kl

a =

Lok, >k (13)

Selektivnost, jednako kao i faktor zadrZavanja, ovisi o sastavu nepokretne i pokretne

faze, ali i o temperaturi sustava.’® U sludaju kada selektivnost poprima vrijednost 1



razdvajanje komponenti nije moguce jer pri tim uvjetima analize ne postoji kromatografski

bitna razlika izmedu ispitivanih komponenti.

2.3.3 Razlucivanje

Osim selektivnosti, koje je viSe kvalitativna mjera razdvajanja, kao mjera
kvantitativnog razdvajanja koriste se razludivanje, Ry, i broj teorijskih odsjetaka, N .

Putovanjem uzorka kroz kolonu dolazi do njegove raspodjele oko srediSnje maksimalne

vrijednosti®® 3

. Podrug¢je raspodjele naziva se zonom komponente i, prema teoriji odsjecaka,
Siri se s udaljenoS¢u uzorka od ulaza u kolonu, odnosno s vremenom koje komponenta
provede u koloni. Sirina zone odreduje kromatografsku djelotvornost kolone; uza zona —
djelotvornija kolona. Djelotvornost kolone mozZe se pak izraziti bilo brojem teorijskih
odsjecaka (eng. number of theoretical plates; N ), bilo visinom ekvivalentnom teorijskom
odsjecku (eng. height equivalent to a theoretical plate; HETP). Prema definiciji, teorijski
odsjecak je hipotetska zona unutar koje dolazi do potpune ravnoteze izmedu dviju faza.*

Uz pretpostavku idealne elucije, raspodjela unutar kromatografskih zona biti ¢e
Gaussova normalna raspodjela, a odzivi analize simetricne Gaussove funkcije. Tada se
djelotvornost kolone moZze izraziti u terminima vremena zadrzavanja komponente i

standardne devijacije njene raspodjele oko centra zone. Broj teorijskih odsjecaka u tom

sluéaju jednak je:

N :(t_Rjz (14)

Standardna devijacija Gaussove krivulje raspodjele odgovara njenoj polovici Sirine u tockama
infleksije®® (slika 1). U kromatografskoj praksi ponekad se, umjesto vrijednosti standardne
devijacije, rabe vrijednosti Sirina, kako u tocki infleksije tako i u nekim drugim tockama;
primjerice na polovici visine kromatografske krivulje ili pak pri baznoj liniji. Uzimajuéi u

obzir odnose tih Sirina i standardne devijacije funkcije raspodjele:

W; =20 (15)
w, =4o (16)
W, = 2,3550 (17)

broj teorijskih odsjecaka moze se izraziti kao:

2 2 2
N = 4(5) =5, 54(LJ =16£tij (18)
Wti WO,S Wb



Simbolom W, oznacena je Sirina krivulje u tockama infleksije, W, oznacava Sirinu krivulje pri
baznoj liniji, a W, 5 onu na polovici visine kromatografske krivulje.

Ponekad se za izraCunavanje broja teorijskih odsjeCaka moze Kkoristiti omjer visine

kromatografske krivulje, h, i povrSine ispod krivulje, A:
h 2
N=2x (tR Zj (19)

Visina ekvivalentna teorijskom odsjecku ra¢una se pak kao omjer duljine kromatografske
kolone, L, ibroja teorijskih odsjecaka:

HETP :ﬁ (20)

odnosno, izrazeno preko standardne devijacije raspodjele mase komponente unutar

kromatografske zone®:

2
(o2

HETP == (21)

Ukoliko se umjesto vremena zadrzavanja, pri izrazavanju djelotvornosti kolone koristi
prilagodeno vrijeme zadrzavanja, t'; , u obzir se uzima Sirenje zone do kojeg dolazi
iskljué¢ivo na nepokretnoj fazi. Tako izraZzen broj odsjeCaka naziva se brojem efektivnih

teorijskih odsje¢aka (eng. number of effective theoretical plates; N ):

t'y )
Ny = [—Rj (22)
o
Odnos izmedu broja efektivnih teorijskih odsjecaka i1 broja teorijskih odsjecaka dan je
izrazom:
k 2
Ny =N| — 23
o (1+k] (23)

Razluc¢ivanje je pak jednako omjeru udaljenosti vremena zadrzavanja dviju susjednih

komponenti i dvostruke vrijednosti sume standardnih devijacija krivulja odziva:

t,, -t
RS — R,2 R1 (24)
2(0,+0,)

Sli¢no kao 1 kod izrauna broja teorijskih odsjecaka, uvazavajuci odnose (15), (16) i (17),

razluc¢ivanje se moZe racunati preko Sirina krivulja odziva:

R =@ ' 11 e w5 e e (25)
Wiy T Wii2) Wosw) TWosz) W)y T W



A Komponenta 1

Komponenta 2

ODZIV DETEKTORA

h(2) . L+ - - - - ..

: >
Wh(2) VRIJEME

Slika 1. Shema odziva kromatografske analize s nazna¢enim karakteristicnim veli¢inama.

Ponekad se razlu¢ivanje moze procijeniti koristeci vrijednosti visina kromatografskih krivulja,
h, i visine njihovog eventualnog preklopa® (slika 2):

h) - _h+h
R,~0,1 —|; h= 2 26
~od L m=hy 26)

Komponenta 1

Komponenta 2 hw

Slika 2. Procjena razlucivanja na temelju visina susjednih krivulja
i njihove preklopljenosti.



Vecina kromatografiCara smatra da je za kvalitativnu analizu uzoraka potrebno posti¢i
vrijednosti razlu¢ivanja veée od 1,5%*%°, dok neki za krivulje koje znatnije odstupaju od

Gaussove funkcije razdiobe predlazu da minimalna potrebna vrijednost razlu¢ivanja bude 2.%°

2.4  Razvoj kromatografskih metoda

Kako bi se utvrdio kemijski sastav uzorka, potrebno je imati metodu za njegovo
odredivanje. Sastojci uzorka se Cesto mogu odrediti s nekoliko razli¢itih metoda. Izbor
metode ovisi 0 nizu ¢imbenika kao Sto su kemijska svojstva analita i njegova koncentracija,
matrica uzorka, cijena i brzina analize, vrsta mjerenja (kvalitativna ili kvantitativna analiza) i
broj uzoraka.

Razvoj kromatografskih metoda, pa tako i onih ionskih, uobic¢ajeno se provodi prema

shemi prikazanoj na slici 3.

1. Informacije o uzorku, definiranje
ciljeva kromatografskog razdvajanja.

2. Posebni zahtjevi, priprava uzorka.

3. Odabir detektora i njegovih
postavki.

4. Odabir kromatografske tehnike;
preliminarna analiza.

5. Optimizacija uvjeta
kromatografskog razdvajanja.

6. Provjera postojanja problema.
Ispunjava li zahtjeve za odredenu
namjenu?

7.A Kvantitativno 7.B Kvalitativno
odredivanje. odredivanje.

Slika 3. Shematski prikaz razvoja kromatografskih metoda.
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Vidljivo je da se razvoj kromatografskih metoda moze se podijeliti u nekoliko koraka:

» Prije samog razvoja metode potrebno je prikupiti informacije o uzorku poput
broja komponenti koje je potrebno odrediti u uzorku i njihove kemijske
strukture, UV spektra, koncentracijskog podruéja i sl. Takoder, potrebno je
definirati ciljeve analize kao Sto su provodenje kvalitativne ili kvantitativne
analize, postizanje razdvajanja svih komponenti uzorka ili samo nekih,
definirati zahtjeve za validaciju metode, definirati matrice za koje metoda
mora biti prikladna te postaviti zahtjeve za vremenskim trajanjem analize.
Jedan je od najces¢ih ciljeva u kromatografiji postizanje potpunog
razdvajanja analita od onih sastojaka koji bi smetali daljnjoj analizi. Pri
definiranju ciljeva kromatografskog razdvajanja uzima se u obzir ocekivani
broj uzoraka, dostupnost kromatografske opreme (detektori, kolone,
moguénost gradijentnog eluiranja i sl.) te vjeStine analitidara.’® Ciljevi se
mogu ostvariti pravilnim odabirom parametara kao Sto su: vrsta nepokretne
faze, sastav pokretne faze, temperatura tijekom kromatografskog razdvajanja,
dimenzije kolone, protok pokretne faze, koli¢ina analita koja se unosi u
kromatografski sustav, nacin i postavke detekcije, priprema uzorka i sl.

» Neki se uzorci mogu direktno unijeti u kromatografski sustav, §to je vrlo
prakti¢no i osigurava vecu preciznost rezultata. Ipak, vecina uzoraka zahtijeva
pripravu, kao §to je razrjedivanje, podesavanje pH-vrijednosti, dodavanje
unutarnjeg standarda, a ukoliko je uzorak krutina potrebno ga je otopiti ili
ekstrahirati analit. Kod nekih uzoraka potrebno je uzorak koncentrirati,
ukloniti interferencije ili tvari iz uzorka koje bi mogle uzrokovati oStecenje
kromatografske kolone. Stoga je vrlo vaZno poznavati prirodu matrice i
vjerojatne koncentracije analita.

» Sljedeca vazna stavka je odabir detektora i njegovih postavki. Tijekom
razvoja metode, prije prvog unosenja uzorka, potrebno je izabrati detektor.
Detektor se bira ovisno o komponentama koji ¢e se odredivati i njihovim
kemijskim svojstvima. Kod ionske kromatografije na izboru su
konduktometrijski detektor, UV/VIS detektori, elektrokemijski detektori
(moguénost direktne kulometrije, amperometrijske detekcije 1 pulsne
amperometrijske detekcije), a u novije vrijeme i spektrometar masa.

» Na temelju informacija o uzorku i ciljeva kromatografskog razdvajanja,

odabire se kromatografska tehnika. Krece se s preliminarnom analizom, koja
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se obi¢no provodi kod uobicajenih pocetnih uvjeta. Odabire se kolona
(parametri odabira su dimenzija, veli¢ina Cestica, nepokretna faza), pokretna
faza, protok pokretne faze, temperatura, volumen injektiranja.

» Nakon preliminarne analize, slijedi optimizacija uvjeta kromatografskog
razdvajanja, odnosno uvjeti se sistemati¢no mijenjaju kako bi se postiglo Sto
bolje razdvajanje komponenti. U vecini se slucajeva uvjeti optimiraju
metodom pokusaja i1 pogreSke. Kod ionske kromatografije najcesSce se
optimira sastav pokretne faze jer on utjeCe na razlucivanje, vrijeme trajanja
analize, asimetriju kromatografskih krivulja itd. Ispituju se izokratini i
gradijentni uvjeti eluiranja kako bi se ispunili postavljeni ciljevi iz prve
stavke. Prilikom optimizacije uvjeta, osim razlu¢ivanja (R5>195) koje je
primarni zahtjev te trajanja analize, metoda mora zadovoljiti i ostale
izvedbene karakteristike, kao $to su asimetrija pika, prikladan tlak u sustavu,
a pozeljno je i da utroSak otapala bude Sto manji. Ukoliko se radi sa
zahtjevnijim uzorcima ili ukoliko su postavljeni strogi ciljevi
kromatografskog razdvajanja, potreban je velik broj eksperimenata kako bi se
postiglo zadovoljavaju¢e razdvajanje. U nekim sluc¢ajevima striktno
eksperimentalni pristup razvoju metode nije izvediv zbog velikog utroSka
vremena i financijskih troskova. Kao posljedica toga krajem 1980-ih pocele
Su se razvijati racunalne simulacijel7’18 kao pomo¢ u razvoju metoda. One
zahtijevaju manji broj eksperimentalnih analiza, a omogucuju predvidanje
kromatografskog razdvajanja za veliki skup razli€itih profila eluiranja. Na taj
nacin najdugotrajniji dio razvoja metode znatno se skracuje.

» U zadnjem dijelu razvoja metode, potrebno je provjeriti ponovljivost
kromatograma, tj. razdvajanja. Takoder, provjerava se zadovoljava li metoda
postavljene zahtjeve. Utvrduje se je 1i metoda robusna te postoje 1i problemi
koji bi mogli smetati prilikom rutinskog rada. Ukoliko se radi o kvantitativnoj

metodi odredivanja, izraduje se kalibracijski dijagram te se metoda validira.'®

2.5 lonska kromatografija

lonska kromatografija (IC) je kromatografska metoda u kojoj se separacija uglavnom

temelji na razlici u afinitetu sastojaka uzorka prema ionskoj izmjeni na nepokretnoj fazi.
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2.5.1 Povijesni razvoj ionske kromatografije

Ionsku su kromatografiju kao novu analiticku metodu prvi put predstavili Small,
Stevens i Bauman®. Za vrlo kratko vrijeme ionska se kromatografija razvila od postupka za
odredivanje nekoliko kationa i aniona u modernu tehniku za odredivanje niza ionskih vrsta.
Godine 1979. Fritz'? je opisao tehniku za odredivanje anorganskih aniona u kojoj je kolonu za
odjeljivanje izravno vezao s konduktometrijskom ¢elijom. U tom su ionskom
kromatografskom sustavu nepokretnu fazu Ccinili ionski izmjenjivaci niskog kapaciteta
izmjene, tako da se mogao upotrijebiti eluens niske ionske jakosti. Molarna je provodnost
odredivanih iona takoder bila niska te samim time nije bila moguca osjetljivija detekcija
analita. Krajem 1970-ih ionska je kromatografija prvi put upotrijebljena za analizu organskih
iona. Zahtjevi za kromatografskom tehnikom koja bi omoguéila odjeljivanje i analizu
organskih Kkiselina doveli su do razvoja metode temeljene na mehanizmu ionskog
iskljugivanja koju su prvi opisali Wheaton i Bauman®®. Sirina primjene ionske kromatografije
uvelike se povecala uvodenjem elektrokemijskih i1 spektrometrijskih detektora. Pulsna
amperometrijska detekcija olakSala je analizu ugljikohidrata®. Primjena poslijekolonske
obrade uzorka u kombinaciji s fotometrijskim detektorom omogucila je odredivanje teskih i
prijelaznih metala. Osobitu je popularnost ionska kromatografija stekla uvodenjem segmenata
za priguSivanje pozadinskog Suma, tzv. supresora: 1970-ih diskontinuirani kemijski, 1980-ih
kontinuirani kemijski te 1990-ih samoregenerirajuéi elektrokemijski supresori. Ovakav je
razvoj ionskoj kromatografiji omogucio da se uvrsti u moderne analitiCke tehnike, te da

postane sastavni dio moderne anorganske i organske analize.

2.5.2 Princip rada ionske kromatografije

Ionska kromatografija teku¢inska je kromatografija kod koje je nepokretna faza ionski
izmjenjivag. Tonski izmjenjivaé moze biti u krutom ili gel obliku®, a sastoji se od nosaga;
netopljive matrice koja po svojoj prirodi moze biti organska ili anorganska tvar, funkcionalne
skupine; ionizirane skupine koja su vezane na matricu i predstavljaju ionski aktivna mjesta
nepokretne faze te protuiona; ekvivalentna koli¢ina suprotno nabijenih iona koji su privuceni
na prije navedena aktivna mjesta u svrhu odrzavanja elektroneutralnosti sustava.

Prilikom kontakta izmjenjivaca s otopinom, dolazi do izmjene mjesta protuiona
izmjenjivaa sa ionima iz otopine koji imaju naboj istog predznaka, a nazivaju se
kompeticijski ioni. Posljedica izmjene iona, odnosno toga kada ion iz otopine zamijeni
postoje¢i protuion na aktivnom mjestu, je zadrZavanje tog iona na izmjenjivacu uslijed

elektrostatskih sila. Ukoliko uzorak sadrzi vise komponenti koje imaju razli¢it afinitet prema
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izmjeni na nepokretnoj fazi, svaka ¢e od tih komponenti biti zadrzana razli¢it vremenski
period na aktivnim mjestima. Na taj nacin dolazi do razdvajanja komponenti uzorka na

ionskom izmjenjivaéu.e”23

2.5.3 lonski kromatografski sustav
Na grafickom prikazu (slika 4) je blokovski dijagram osnovnih sastavnica modernog

ionskog kromatografa s konduktometrijskom detekcijom.
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Slika 4. Shema modernog ionskog kromatografskog sustava
s konduktometrijskom detekcijom.

Voda se kao pokretna faza iz spremnika crpi visokotlanom crpkom s prigusivacem
pulsova i potiskuje dalje kroz sustav. Eluens Zeljene koncentracije nastaje elektrolitickim
putem u racunalno kontroliranoj jedinici otkuda nastavlja dalje kroz sustav. Ako sustav sadrzi
jedinicu za generiranje eluensa, u pravilu se odmah iza nje mora nalaziti tzv. kolonska klopka,
koja uklanja pojedine smetajuce ionske vrste te reducira trend povecanja pozadinskog Suma s
porastom koncentracijskog gradijenta eluensa. Nakon kolonske klopke iz eluensa se uklanjaju
potencijalno prisutni plinovi. U injekcijskoj jedinici dolazi do uvodenja uzorka u tok pokretne
faze kojim dalje biva noSen kroz kromatografsku pretkolonu 1 kolonu, a unutar kojih dolazi do
odjeljivanja sastojaka uzorka. Pretkolona i kolona najéeS¢e se nalaze u termostatiranom
kuc¢istu. Na izlasku iz kolone nalazi se elektrokemijski supresor koji omogucéava smanjenje
pozadinskog Suma 1 pojacanje signala analita te detektor za mjerenje signala. Signal detektora
sakuplja se i obraduje u racunalnoj jedinici. Iako ionski kromatograf ne koristi izrazito visoke
tlakove, poput primjerice tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (eng. high
performance liquid chromatography, HPLC), izvedbeni materijali moraju biti dovoljno ¢vrsti.

Stoga su dijelovi koji dolaze u dodir s pokretnom fazom obi¢no izradeni od polietereterketona
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1 drugih polimera te materijala poput safira, rubina ili ¢ak keramike, a koji se koriste u

glavama crpki, sigurnosnim ventilima i injektoru.

2.6 2D tekucinska kromatografija

Nerijetko se dogada da kod slozenih smjesa nije moguce kvalitativno, a posebice
kvantitativno odvojiti sastojke, a to se vidi po nerazluc¢enim pikovima. U takvim sluc¢ajevima
znatno veca selektivnost moze se postici spajanjem dvaju zasebnih kromatografskih sustava.
Naime, svaki od zasebnih sustava ima drugaciju selektivnost prema analiziranim analitima.
Prvu primjenu dvodimenzionalne kromatografije ostvarili su davne 1944. Consden i
suradnici.?” koriste¢i papirnu kromatografiju za odvajanje 22 hidroklorida aminokiselina.
Nekoliko desetlje¢a kasnije, 1978., Erni i Frei razvijaju dvodimenzionalnu tekuéinsku
kromatografiju na stupcu®, nakon &ega dolazi do eksplozije radova, kako iz podrugja 2D-LC-
a®, tako i drugih kromatografskih tehnika,**

Danas se 2D kromatografija opcenito upotrebljava kroz dva nacina izvedbe: heart-

cutting i comprehensive izvedbu.

2.6.1 Heart-cutting 2D kromatografija
Heart-cutting 2D kromatografija uzima samo dijelove uzorka iz prve dimenzije

(pikovi eluirani iz kolone) koji ¢e biti injektirani u drugu dimenziju (slika 5).

Izostavljeni pikovi za 2D analizu

/
AL

\7 N/

2D ‘

S —

Slika 5. Shema heart-cutting provedbe 2D kromatografije.
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Dakle, cijeli se pik iz prve dimenzije, gledajuéi vrijeme pocetka i vrijeme kraja pika,
odjednom uzorkuje, a analiza u drugoj dimenziji traje duze od samog vremena uzorkovanja.
U drugom se sustavu koriste duze kolone sa viSom efikasnosti separacije i razli¢itom
selektivnosti od prve kolone.* Nagelno, u drugom se sustavu koristi manji protok kako bi se
ostvarila Sto bolja razlucivost pikova. Za ovaj naCin koriStenja 2D kromatografije nije
potreban dodatan software ve¢ se rezultati o€itavaju promatrajuci kanal koji prikazuje odziv

detektora drugog kromatografskog sustava.

2.6.2 Comprehensive 2D kromatografija

Kod comprehensive 2D kromatografije kompletni set pikova iz prve kolone/dimenzije
prenosi se sekvencijalno u drugu kolonu/dimenziju gdje se potom analizira brzim gradijentom
(slika 6).

LC 1 ra SBC

LC,

% MIN

& & & & I & & & & & & & & &
aa AA ll s
L [ 3 [ 3 [ 3 [ 3 * [ 3 * * [ 3 [ 3 L [ 3 [ 2 L 2 [

.
Prvi pik iz prve Dirugi pike iz prve Treéi pik iz prve dimenzije
dimenzija dimenzijs

Slika 6. Shema comprehensive provedbe 2D kromatografije.

Na taj se nacin pik uzorkuje 3 do 4 puta te je moguce dobiti vecu razlucivost i detektirati i
kvantificirati spojeve koji su se mozda preklapali na prvom sustavu. Vrijeme trajanja analize
druge dimenzije treba se poklapati s vremenom uzorkovanja u prvoj dimenziji. Na kraju,
pikovi su rekonstruirani. Pri upotrebi ove izvedbe 2D kromatografije potreban je programski
paket koji ¢e na kraju moci rekonstruirati dijelove pikova i, ukoliko je potrebno, izbaciti

rezultate u 3D obliku (slika 7).*°
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Separacija u
drugoj koloni

7
Separacija u prvoj koloni

Slika 7. Shematski prikaz rezultata dobivenih comprehensive 2D kromatografijom.

2.6.3 lonska 2D kromatografija

Primjeri uparenih ionskih kromatografskih sustava znatno su rjede prisutni u literaturi.
Medutim, ima nekoliko aplikacija 2D-IC koje je ponudila kompanija Thermo Fisher Scientific
za odredivanje bromata i perklorata,®*®

Aplikacije sa prebacivanjem ventila injekcijskih petlji postaju sve popularnije u
ionskoj kromatografiji, a primjer takvih aplikacija ukljucuje skretanje matrice ili uklanjanje
matrice prije analize komponenti u tragovima. Konvencionalni sustav ionske kromatografije
obi¢no je opremljen s jednim ventilom, odnosno injekcijskom petljom, dok je instaliranje
dodatnih ventila za primjenu dvodimenzionalne separacije ili pripremu uzorka prili¢no
nezgrapno. Instrumenti koji se koriste u tu svrhu imaju integrirano automatizirano upravljanje
modula koji podrzavaju razli¢ite konfiguracije petlji.

Sustav za 2D ionsku kromatografiju sastoji se od pumpe (SP ili DP), eluent generatora
(EG), injekcijske petlje, pretkolone, kolone, supresora, detektora (DC), autosamplera (AS) i
racunala (Slika 8). Svrha koristenja 2D ionske kromatografije je dobivanje vece razlucivosti
pikova upotrebom drugog kromatografskog sustava razliCite selektivnosti. Na taj se nacin
lakSe detektiraju i kvantificiraju Zeljeni anioni 1 kationi u uzorku, kao §to se i dobiva uvid u

cjelokupni sastav uzorka.®
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Slika 8. Shema 2D-IC sustava.

2.7 Glifosat

Glifosat je Siroko primjenjivani herbicid i sredstvo za suSenje usjeva. Prema I[UPAC-u
njegov naziv je u N-(fosfonometil) glicin, a kemijska formula C3HgNOsP (slika 9). Molarna
masa iznosi 169,07 g/mol, a pojavljuje se kao bijeli kristalini¢an prah. Vrlo je opasan i ima

nagrizajuca svojstva.®

O

0
HO N R woH

OH
Slika 9. Strukturna formula glifosata.

Koristi se kako za sprjeCavanje rasta korova, kao i odredenih vrsta trava koje smetaju
usjevima.** Globalno poznata tvrtka Monsanto je 1974. plasirala glifosat na trziste pod

komercijalnim nazivom ,,Roundup®, a 2007. godine postao je najcesc¢e koriSten herbicid u
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poljoprivredi Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava s upotrebom oko 83000 t, a intenzivno se koristio
i u kuénim odnosno vrtnim potrebama (oko 3500 t), te industriji.**

Glifosat se apsorbira kroz lis¢e, dok je njegova apsorpcija kroz korijenje minimalna.*
On inhibira djelovanje biljnog enzima ukljuenog u sintezu tri vaZzne aromatske
aminokiseline; tirozin, triptofan i fenilalanin.”® Stoga je efektivan samo na aktivno rastuce
bilje, odnosno ne djeluje prije nicanja. Medutim, danas je sve veéi broj usjeva genetski
projektiran tako da bude tolerantan na glifosat, a to zapravo omogucava poljoprivrednicima
koriStenje glifosata nakon nicanja u svrhu uniStavanja korova. U 2015. godini, 89 %
kukuruza, 94 % soje i 89 % pamuka proizvedenog u SAD-u su genetski modificirani u svrhu
dobivanja otpornosti na herbicide, pa tako i glifosat.** Problem pocinje predstavljati Ginjenica
da se u danasnje vrijeme pojavljuju i mnoge vrste korova otporne na glifosat. Deaktivacija
glifosata hidrolizom rezultira nastajanjem aminometilfosfonske kiseline (AMPA).* U nekim
vrstama, poput mrkve i uljane repice, pronasli su AMPA-u cak dvije godine nakon S§to je
zemlja bila tretirana glifosatom.

Provjera toksi¢nosti glifosata Njemackog saveznog instituta za procjenu rizika 2013.
godine govori o tome kako su dostupni podaci kontradiktorni i daleko od toga da budu
uvjerljivi s obzirom na korelaciju izmedu izlozenosti formulacijama glifosata i riziku od
raznih vrsta raka*. U ozujku pak 2015. godine, Medunarodna agencija za istraZivanje raka
Svjetske zdravstvene organizacije klasificirala je glifosat kao ,,vjerojatno kancerogen za
ljude* na temelju epidemioloskih istraZivanja i ispitivanja na Zivotinjama.

Europska unija je 2002. propisala prihvatljiv dnevni unos za glifosat koji iznosi
0,2-0,3 mg/kg tjelesne mase dnevno.*” No, neovisni znanstvenici upozoravaju da bi vrijednost
prihvatljivog dnevnog unosa za glifosat trebala biti znatno manja, otprilike 0,025 mg/kg
tjelesne mase dnevno, a to temelje na svim rezultatima istrazivanja koji su objavljenim u
periodu od 2002. do danas. Propisana maksimalna dozvoljena razina za rezidue glifosata u
pSenici 1 graSku za EU iznosi 10 mg/kg. Usporedbe radi, uobicajen sadrzaj vitamina E u
pSenici se kre¢e izmedu 7 i 10 mg/kg. No, maksimalna dozvoljena razina za sadrzaj glifosata
u soji, zobi 1 jeCmu je ¢ak i visa i iznosi 20 mg/kg (tablica 1). Medutim, treba uzeti u obzir da
tijekom odredenog vremenskog razdoblja propisane vrijednosti za maksimalno dozvoljenu
razinu rezidua glifosata u vec¢ini glavnih zitarica su poviéene.47

Budu¢i da se u zadnje vrijeme dosta naglaSava opasnost glifosata po ljudsko zdravlje,
mnogi su proizvodaci ali i agencije poceli intenzivnije kontrolirati razine glifosata, odnosno
njegovih rezidua, u proizvodima dostupnima na trzistu. Tako je nedavno izbio veliki skandal

u prehrambenoj industriji kada su u etrnaest njemackih piva pronadeni tragovi glifosata.*®
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Prema istrazivanju Instituta za zastitu okoli§a u Munchenu®® ogitanja za prisutni glifosat bila
su izmedu 0,46 1 29,74 ng/L, a najvece je ocCitanje bilo ¢ak 300 puta veée od dozvoljene razine
u pitkoj vodi u Njematékoj.50 Budu¢i da se radi o svjetski poznatim markama nimalo ne ¢udi

¢injenica da se vecina tih piva51 mogla pronaci i na hrvatskom trzistu.

Tablica 1. Maksimalne dozvoljene razine rezidua glifosata za neke namirnice na podrucju
Europske unije.>

Namirnica w, mg/kg Namirnica w, mg/kg
Grejp 0,1 Krastavac 0,1
Naranca 0,5 Slatki kukuruz 3
Limun 0,1 RuZmarin 0,1
Mandarine 0,5 Sjemenke suncokreta 20
Jabuke 0,1 Maslinovo ulje 1
Breskve 0,1 JeCam 20
Bademi 0,1 Zob 20
Ljesnjaci 0,1 Raz 10
Krumpiri 0,5 PSenica 10
Mrkva 0,1 Hmelj 0,1
Cesnjak 0,1 Kozje mlijeko 0,05
Rajcice 0,1 Jaja 0,05
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3 VALIDACIJA ANALITICKIH METODA

Validacija analitickih metoda predstavlja potpuni postupak procjene izvedbenih
znaajki. Pod izvedbenim znacajkama analitiCkih kemijskih reakcija (metoda)
podrazumijevaju se oni parametri ¢ija brojcana vrijednost omogucuje procjenu valjanosti
analitickog postupka i njegovu svrsishodnost u rjeSavanju postavljenog analitickog zadatka.
Izvedbene znacajke obuhvacaju osjetljivost, preciznost (ponovljivost, medupreciznost i
obnovljivost), selektivnost/specificnost, granicu dokazivanja, granicu odredivanja, linearnost i
koncentracijsko podrugje, robusnost.”®

Validacija obvezuje svaku analiticku metodu te mora u sebi sadrzati sve bitne podatke
o analitiCkom procesu odredivanja i predstavlja sredstvo utvrdivanja potencijalnih problema u
koriStenju odredenog procesa analize. Validacija moze biti unutarlaboratorijska i
medulaboratorijska. Unutarlaboratorijska se provodi unutar jednog laboratorija (dakle
validacija metoda razvijenih u laboratoriju) dok se medulaboratorijska provodi medu vise

laboratorija koji analiziraju isti uzorak.**

3.1  Unutarlaboratorijska validacija

Kada govorimo o unutarlaboratorijskoj validaciji valja razlikovati izvedbene znacajke
u kvalitativnoj i kvantitativnoj kemijskoj analizi. U kvalitativnoj kemijskoj analizi pod
izvedbenim znacajkama podrazumijevamo grani¢ne vrijednosti dokazivanja, selektivnost i
otpornost. Od idealne reakcije trazi se da bude specifi¢na, osjetljiva 1 jednostavna za
izvodenje. Takvih je reakcija malo. Obzirom na broj iona koji reagiraju pod odredenim
uvjetima s nekim reagensom reakcije mogu biti selektivne ili specifi¢ne, a obzirom na najnizi

sadrzaj analita koji se jo§ pouzdano moZe dokazati mogu biti vise ili manje osjetljive.

3.1.1 Preciznost
Preciznost govori 0 odstupanju rezultata dobivenih nizom mjerenja uzoraka i
visekratnim ponavljanjem cijelog procesa. Ovisno o uvjetima u kojima se odreduje
razlikujemo:
» Ponovljivost — izrazava preciznost pri istim operativnim uvjetima u kratkom
vremenskom intervalu. Uvjeti ukljucuju isti laboratorij, analiticara i aparaturu.
» Medupreciznost — preciznost koja se ostvaruje unutar istog laboratorija u duljem

razdoblju uz o¢ekivane promjene nekih uvjeta (razliciti analitiari, instrumenti,
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reagensi iz razliitih boca i razlicitih dobavljaca). Postupak moze odrazavati
razlike u rezultatima. Cilj medupreciznosti je verifikacija metode i potvrda da ¢e
u istom laboratoriju metoda pruziti iste rezultate kada faza bude razvijena.

» Obnovljivost — izrazava preciznost izmedu laboratorija (kolaborativne studije se
obi¢no primjenjuju na standardizaciji metodologije). Dakle, promjenjivi uvjeti
ukljucuju razlicite laboratorije. Taj se parametar odreduje u svrhu normiranja

metode i rijetko je sastavni dio validacije koju provodi sam laboratorij.

Odredivanjem preciznosti kvantificiraju se slucajne pogreske metode, a numericki je
pokazatelj standardna devijacija, koeficijent varijacije ili varijanca. Kod eksperimenata
onima pri rutinskoj uporabi metode. U sluc¢aju rezultata koji ne zadovoljavaju treba otkriti
najvazniji izvor pogreske i pokuSati ga ukloniti. Vazno je naglasiti da se eksperimenti
preciznosti rade na homogenom autentiénom uzorku, odnosno umjetno pripremljenom
uzorku, a postupak se ponavlja prema propisu u metodi upravo onako kako ¢e se ubuduce
raditi u praksi. Broj ponavljanja treba zadovoljiti zahtjeve statistike. NajceS¢e se radi po tri
ponavljanja na nekoliko koncentracijskih razina Kkoji se, naravno, poklapaju s podru¢jem
linearnosti. Kriteriji prihvatljivosti ovise o vrsti analize, matrici uzorka i koncentraciji analita

koji se odreduje.”

3.1.2 Tocnost
Toc¢nost metode definira se kao stupanj podudaranja izmedu stvarne, tj. prihvaéene
referentne vrijednosti, i srednje vrijednosti dobivene primijenjenim postupkom odredeni broj
puta. Numericki pokazatelj tocnosti eksperimentalno je utvrdeno sustavno odstupanje (eng.
bias) metode, dobiven je kao razlika aritmeti¢ke sredine rezultata i referentne vrijednosti ili
kao njihov odnos, §to se posebno primjenjuje kod odredivanja iskoriStenja. Eksperimenti se
provode nakon odredivanja selektivnosti, linearnosti i preciznosti. Raspon koncentracija treba
odgovarati stvarnom uzorku, ali treba ukljuciti 1 koncentraciju na granici kvantifikacije (GK)
kada je ona bitna. Tocnost metode moguce je procijeniti na nekoliko nacina:
» usporedbom rezultata ispitivane metode s rezultatima dobivenim uhodanom
referentnom metodom
» analizom uzorka poznate koncentracije, primjerice certificiranoga referentnog
materijala i usporedbom izmjerenih rezultata i certificiranih vrijednosti

> cijepljenjem matrice ili uzorka poznatom koncentracijom referentnog materijala.
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Rezultati se mogu prikazati graficki kao odnos teorijske (o¢ekivane) vrijednosti prema
izmjerenoj koncentraciji, ali obavezno kao srednje iskoriStenje. Relativna standardna

devijacija (RSD) i ovdje moze posluziti kao pokazatelj preciznosti.

3.1.3 Granice detekcije i kvantifikacije

Granice detekcije i granica kvantifikacije definiraju se kao najmanja je koli¢ina analita
u uzorku koja se moze detektirati odnosno kvantificirati uz odgovarajucu preciznost 1 to¢nost.
Odreduje se razrjedivanjem osnovne otopine. Procjena moze biti vizualna, s pomocu omjera
signal/Sum ili statistiCka. Vizualna se procjena moze primijeniti i kod klasi¢nih i kod
instrumentalnih metoda, uglavnom samo za granicu detekcije, a procjenjuje se najmanji signal
koji se nedvojbeno moze prepoznati. Omjer signal/Sum moZe se primijeniti samo na analiticke
postupke s baznom linijom, a prihvatljivi su omjeri 3:1 za granicu detekcije i 10:1 za granicu
kvantifikacije. Statisticki se granice detekcije i1 kvantifikacije mogu odrediti na bazi
standardne devijacije signala i nagiba. Parametar granice kvantifikacije iznimno je vazan kod
metoda kojima se odreduju analiti u tragovima koji 1 u vrlo niskim koncentracijama mogu
Stetno djelovati na zdravlje ljudi i okolis.

Granica detekcije Cesto se mijeSa sa pojmom osjetljivosti. Osjetljivost analiticke
metode je sposobnost metode da otkrije male razlike u koncentraciji i masu ispitivanog
analita. U prakticnom smislu, osjetljivost je nagib krivulje kalibracije dobivene nanoSenjem

odziva na koncentraciju ili masu analita.>

3.1.4 Linearnost

Linearnost je odredena kao moguénost metode da unutar odredenog podrucja daje
ispitne rezultate proporcionalne koncentraciji analita u uzorku. U praksi se linearnost odreduje
mjerenjem odziva metode na razliCite poznate koncentracije referentnog materijala;
preporucuje se najmanje pet koncentracijskih razina uz tri ponavljanja. Procjenjuje se
matematicki i graficki.

Matematicki pristup ukljuCuje provedbu tzv. linearne regresije gdje se ovisnost
nezavisne 1 zavisne varijable izraZzava jednadzbom pravca.

Graficki prikazi ovisnosti signala o koncentraciji analita vazni su zbog mogucnosti
vizualnog nadzora. Najcesce se upotrebljavaju dva nacina grafickog prikaza:

» graficki prikaz odstupanja od regresijskog pravca prema koncentraciji ili

logaritmu koncentracije,
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» graficki prikaz relativnih signala (omjer signala i odgovarajuc¢e koncentracije)
na osi y i odgovarajuéih koncentracija na osi x log skale.

Kad se kalibracijske krivulje primjenjuju u svrhu kvantifikacije treba:

» pri njihovoj izradi upotrijebiti najmanje pet razina,

» opisati operativni raspon krivulje,

» opisati matemati¢ku formulu krivulje i primjerenost podataka krivulji

» opisati raspone prihvatljivosti parametara krivulje.
Ako je pak potrebno serijsko kalibriranje na temelju standardne otopine, treba naznaditi
prinvatljive raspone kalibracijske krivulje, koji mogu varirati od serije do serije.

Nerijetko se uz pojam linearnost spominje i pojam podru¢je linearnosti. Podrucje
linearnosti nije nista drugo doli podru¢je izmedu donje i gornje koncentracijske granice
analita (granice su uklju¢ene) u uzorku za koje vrijedi linearan kalibracijski odnos te koje se
mogu kvantificirati uz odgovarajuéu preciznost, to¢nost i linearnost. Za odredivanje tog
parametra nije potrebno provoditi zasebne eksperimente, nego se zakljucci izvode iz samog
proucavanja linearnosti. U puno slucajeva podrucje je odredeno svrhom metode i nema
potrebe za ispitivanjem krajnjih moguénosti metode. Naprotiv, suzavanjem podru¢ja na
koncentracijski raspon uzoraka postizu se bolja to¢nost i preciznost metode. Medutim, kad se
ocekuju uzorci sa Sirokim rasponom koncentracija, isplati se definirati maksimalno podrucje
metode. Raspon je obi¢no izrazen u postocima ili ppm, tj. rezultatima testiranja dobivenih

analitickom metodom.

3.1.5 Selektivnost

Selektivnost je svojstvo metode da odredi Zeljeni analit u prisutnosti ostalih
komponenata matrice uzorka u kojima se moze ocekivati da ¢e biti prisutan pod utvrdenim
uvjetima ispitivanja.

lako se u praksi Cesto poistovijecuju, specificnost 1 selektivnost dva su razlicita
svojstva metode. Specificna metoda je ona kojom se moze odrediti samo jedan specificni
analit. Metoda kojom se moZze odredivati viSe komponenata istodobno, ali pod uvjetom da te
komponente pri odredivanju ne smetaju jedna drugoj, naziva se selektivnom.

Selektivnost je nezaobilazan parametar za validaciju vecine metoda. U praksi se
dokazuje usporedbom odziva metode na referentni materijal i analit u uzorku. Kod
kromatografskin metoda, osim usporedbe kromatograma referentnog materijala i uzorka,
potrebno je dokumentirati razlu€ivanje te asimetriju pikova, a §to je nuzno za dobivanje

kvantitativnih rezultata. Kod odredenih metoda potrebno je prikupiti dokaze o Cistoéi pikova.
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Nije uvijek mogucée dokazati da je jedan analiticki postupak specifi¢an za odredeni analit. U
tom se slucaju preporuc¢a kombinacija dva ili vise analitickih postupaka za postizanje potrebne
razine razlikovanja. Specificnost u kromatografiji postize se odabirom optimalnih kolona i
postavljanjem kromatografskih uvjeta, kao Sto su sastav mobilne faze, temperatura kolone,
parametri detekcije... Kromatografskim odvajanjem moze se naime pospjesiti selektivnost
metode: komponente koje pojedini detektor ne bi mogao razlikovati napustaju kolonu

(eluiraju) u razli¢itim vremenskim intervalima.

3.1.6 Robusnost

Robusnost se odreduje kao mjera otpornosti analitiCkog postupka na male, namjerne
promjene radnih uvjeta metode. To daje naznaku o pouzdanosti postupka tijekom normalnog
koriStenja. Vazan su dio razvoja metode jer pomazu otkriti optimalne uvjete izvedbe metode
te upucuju na to Sto treba nadzirati. Tijekom eksperimenta mijenjaju se radni uvjeti unutar
stvarnih granica i prati kvantitativna promjena rezultata. Primjerice kod tekucinske
kromatografije ispituju se utjecaji sastava i pH mobilne faze, temperature, protoka i sli¢no.
Ako promjena nekog radnog uvjeta ne utjece bitno na rezultat, kaze se da je on u podrucju
robusnosti metode. Uvjete za koje je utvrdeno da utjecu na rezultat treba drzati pod nadzorom
1 to jasno naznaciti u opisu metode. Prema podacima o robusnosti postavljaju se parametri za
ispitivanje prikladnosti sustava.

Test robusnosti provodi se najéesée prema Youdenovom postupku.®

3.1.7 Stabilnost

Testiranje stabilnosti vazno je za procjenu dopustenog vremenskog razdoblja izmedu
uzimanja uzoraka i analizu uzorka. Nakon zavrSetka Zeljenog vremena skladistenja, stabilnost
se testira usporedbom odgovora instrumenta sa svjeze pripremljene otopine i skladiStene

otopine.*®

3.2  Medulaboratorijska validacija

Kod medulaboratorijske validacije vazno je spomenuti tri moguénosti ispitivanja:
1. Ispitivanje izvedbene metode - ocjenjuju se izvedbene karakteristike, tocnije
utjecaj na preciznost metode; ponovljivost i obnovljivost.
2. Ispitivanje rada laboratorija - podrazumijeva se analiza uzorka poznate ili

najtocnije moguce procijenjene koncentracije, najceS¢e putem samih
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medulaboratorijskih eksperimenata. Svejedno je koja se metoda analize Koristi, a
rezultati se analiza laboratorija usporeduju s ciljem procjene kvalitete rada
pojedinih laboratorija te unaprjedenja njihove izvedbe.

3. Ispitivanje uzoraka - potrebno je odrediti najvjerojatniju koncentraciju sa §to
manjom nesigurnos¢u i najcesc¢e se koriste razlicite metode, a cilj ispitivanja je

dobivanje referentnih rezultata.

3.3  Koraci validacije

Validacija metoda zapocinje kada se u laboratorij zeli implementirati nova metoda, a
zavrSava kada metoda viSe nije u upotrebi. Proces je podijeljen u nekoliko faza zbog duljine
trajanja 1 sloZenosti. Prvi korak je da se definira podru¢je metode. Ovo ukljucuje spojeve u
koncentracijskom rasponu, matricu uzorka, specificnu opremu koja bi trebala biti koriStena i
mjesto gdje bi postupak trebao biti izveden. Kada definiramo $to treba analizirati, sljedeci
korak je definirati izvedbene karakteristike, izvedbeni test i kriterije prihvatljivosti. Testovi se
provode u skladu s protokolima. Rezultati testova usporeduju se s kriterijima prihvatljivosti.
Konacno, rutinski postupci razvijeni su kako bi potvrdili kontinuirani rad sustava u vrijeme
analize. Svi eksperimentalni uvjeti i rezultati provjere su dokumentirani u validacijskom
izvjeséu.>®

Opseg metode i kriterije validacije treba definirati rano u procesu. Definiranje opsega
je zajednicki napor nekoliko odjela, ukljucujuéi razvoj poslovanja, analitickog razvoja,
kontrole kvalitete i osiguranja kvalitete.

Definiranje opsega metoda takoder je vazno za pronalazak optimalnih napora za
testiranje. Na primjer, ukljuc¢ivanje opreme razli¢itih proizvodaca ¢e povecati napor testiranja,
ali 1 fleksibilnost laboratorija za koriStenjem razli¢itih instrumenata u rutinskoj analizi. Ako se
metoda izvodi samo na specifi¢énim instrumentima, nema potrebe da se koriste instrumenti od
drugih dobavljaca u eksperimentima validacije. Na taj nacin, kod eksperimenata se moze
ograniCiti ono S$to je stvarno potrebno. Slicno tome, ukljufivanjem razliCitth mjesta u
proucavanje validacije ¢e se povecati napor testiranja, ali to ¢e takoder omoguciti jednostavan
prijenos metode na mjesta koje su dio prou¢avanja.’

Za uclinkovitost procesa provjere, vazno je odrediti prave parametre validacije i1
kriterije prihvacanja. Nije uvijek potrebno provijeriti sve analiticke parametre dostupne za
posebne tehnike. Na primjer, ako se metoda koristi za kvalitativnu analizu razine u tragovima,

nema potrebe za testiranjem i validiranjem metode za granicu kvantifikacije ili linearnost. Sto
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je viSe parametara, viSe ¢e se vremena potvrdivati. Medutim, potrebno je definirati sve one
parametre koji su zahtijevani. Izbor parametara validacije i kriteriji prihvatljivosti trebaju se
temeljiti na poslovnim, regulatornim i Klijentskim zahtjevima, i, trebaju biti opravdani i
dokumentirani.

IzraCunavanje parametara u skladu s uobicajenim metodama zahtijeva izvodenje
nekoliko pojedinacnih ispitivanja. Mora se odrediti svaka znacajka ucinkovitosti za svaku
vecu promjenu. Metodama za ispitivanje vise analita moguce je istodobno analizirati nekoliko
analita, uz uvjet da su prethodno iskljucene interferencije koje bi mogle biti znacajne. Na isti
nacin se moze odrediti nekoliko znacajki ucinkovitosti. Dakle, da bi se smanjila koli¢ina
posla, preporucljivo je kombinirati ispitivanja u §to je moguce veéoj mjeri.*

Za svaki pojedini projekt validacije treba razviti plan projekta. Na njemu se vidi §to
treba uciniti kako bi odredena metoda ili postupak bili validirani. Plan treba sadrzavati
raspored sa specificnim zadacima, isporuciteljima i vlasnicima.

Nema sluzbenih smjernica za slijed validacije ispitivanja. Optimalna sekvenca moze
ovisiti o samom postupku. Na temelju literature, za tekuc¢e kromatografske metode, dokazano
je da je koristan sljede¢i slijed:

1. specificnost/selektivnost,
ponovljivost vremena zadrZavanja i podrucje pika,
linearnost, granica kvantifikacije, granica detekcije, raspon,

2
3
4. tocnost pri razli¢itim koncentracijama,
5. medupreciznost,

6

obnovljivost.

Neki od parametara, kao $to je navedeno u to¢kama 2-4, mogu se mjeriti u
kombiniranim pokusima. Na primjer, kada se mijeri preciznost pikova preko raspona
koncentracija, podaci se mogu koristiti za provjeru linearnosti.

Cilj validacije analitickih metoda je ne samo kako bi se osigurali validirani podaci

tijekom prve uporabe metode ve¢ tijekom cijelog zZivotnog Vijeka.56

3.4  Izvje$éa validacije

Nakon S§to je metoda razvijena i provjerena, treba pripremiti izvjeS¢e o validaciji.
Izvjes¢e treba sadrzavati dovoljno informacija tako da iskusni analiti¢ar moZe ponoviti ocjenu

validacije.
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Uobicajeno je da izvjescéa sadrzavaju sljedece:
» svrhu i podrucje metoda,
sazetak metodologije,
odgovornosti,
vrstu spojeva i matrice, sve kemikalije i referentne standarde,
postupke za kvalitetnu provjeru standarda i kemikalija koje se koriste,
sigurnosne mjere,
plan i postupak za provedbu metode,

kriticne parametre uzete iz robusnosti testiranja,

YV V.V V V V VYV V

detaljne parametre i uvjete o tome kako su eksperimenti bili provedeni,

ukljucujuéi i pripremu uzorka,

A\

statistiCke postupke i reprezentativne izracune,

A\

postupke za kontrolu kvalitete,

A\ 4

reprezentativne graficke podatke (kromatogrami, spektri i kalibracijske
krivulje),

ocekivanu nesigurnost mjernih rezultata,

kriterije za ponovnu validaciju,

reference (ukoliko je potrebno),

odstupanja od plana validacije i protokola,

sazetak 1 zakljucke,

YV V V V V V¥V

odobrenje s imenima, naslovima, datumima i potpisima onih koji su

odgovorni za pregled 1 odobravanje analitickog postupka ispitivanja.

3.5  Ponovljena validacija

Analiticke metode zahtijevaju ponovnu provjeru, odnosno ponovljenu validaciju (eng.
revalidation) ako se parametri metoda moraju mijenjati i ukoliko su te promjene izvan
tolerancije propisane pravilnicima ili pak ako se promijeni matrica uzorka.*® Svaka navedena
izmjena treba biti dokumentirana, treba definirati razlog promjene i promjena biti odobrena za

provedbu. Nakon toga provodi se ponovljena validacija.
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4  EKSPERIMENTALNI DIO

4.1  Reagensi i otopine

Prilikom analiza otopina glifosata koriStena su dva kalibracijska pristupa: metoda
vanjskog standarda i metoda standardnog dodatka. Pri tome je koriStena standardna otopina
glifosata (Sigma-Aldrich, Njemacka) koncentracije 1000 ppm iz koje su razrjedivanjem
pripremljene radne standardne otopine razli¢itih koncentracija. Za razrjedivanje je koriStena
ultracista voda vodljivosti 18 MQ, dobivena primjenom Milli-Q uredaja (Millipore, SAD,
slika 10).

Za potrebe metode vanjskog standarda razrjedivanjem standardne otopine glifosata

pripremljene su radne standardne otopine sljede¢ih koncentracija: 1,0, 2,5, 5,0, 7,5, 10,0, 25,0,
50,0, 75,0 i 100,0 ppm. Svaka otopina pripravljana je i mjerena 3 puta §to je u konacnici
¢inilo 9 mjerenja po jednakoj koncentracijskoj razini.
Prilikom metode standardnog dodatka radene su 3 pripreme 3 razli¢ita dodatka. 10 mL
otopine realnog uzorka dodavano je u tikvice od 100 mL, nakon ¢ega je u tikvice dodavano
redom 10, 25 i 50 mL radne standardne otopine glifosata od 10 ppm (1,0, 2,5 i 5.0 ppm
dodatka) i nadopunjeno ultracistom vodom do oznake.

Kao realni uzorak, odabrano je neimenovano pivo stranog proizvodaca. Uzorak piva
prije analize tretiran je na ultrazvucnoj kupelji Bandelin SONOREX™ Digital 10 P (Bandelin
Electronic GmbH & Co. KG, Njemacka) da se uklone plinovi.

Slika 10. KoriStena aparatura za dobivanje ultra¢iste vode.
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4.2  Jednodimenzionalni ionski kromatografski sustav (1D-1C)

Preliminarna ionska kromatografska analiza, odnosno analiza glifosata u vodenom
mediju, radena je na jednodimenzionalnom analitickom IC sustavu Dionex 1CS-5000,
shematski prikazanom na slici 11). Cijeli sustav ra¢unalno je upravljan programskim paketom

Chromeleon 7.1.

i CcD1 ASRS 4mm
A

Slika 11. Shema upotrijebljenog 1D-IC sustava.

Kao pokretna faza koriStena je otopina hidroksidnih iona (KOH), a elucija je
provedena izokraticno pri 30 mM KOH. Protok od 1 mL/min, radna temperatura kolone od
30 °C i temperatura detektora od 35 °C odrzavani su konstantnim. VVolumen injekcijske petlje
iznosio je 25 pL. Kao nepokretna faza koriStena je kolona visokog kapaciteta izmjene AS11
HC s pretkolonom AG11 HC. Detekcija analita provodila se konduktometrijskim detektorom.
Kao inertni plin za sprjeCavanje stvaranja podtlaka u spremnicima pokretne faze koristen je
dusik ¢istoce 5,0. Za priguSenje signala mobilne faze koriSten je elektrokemijski supresor
ASRS 4mm s postavljenom jakos¢u struje od 75 mA. Svi spomenuti segmenti

jednodimenzionalnog IC sustava su marke Thermo Fisher Scientific (SAD).

4.3  Dvodimenzionalni ionski kromatografski sustav (2D-1C)

Dvodimenzionalni sustav upotrijebljen u ovom istrazivanju je upareni analiticki i
kapilarni IC sustav (slika 12), takoder proizvodaca Thermo Fisher Scientific. Koristen je
heart-cutting pristup gdje se iz prvog (analitickog) sustava nakon 7. minute analize izdvaja
analit u trajanju od 150 s (interval eluiranja glifosata) i prenosi u kapilarni IC sustav. Kod
kapilarnog sustava analit se eluirao na AG26 pretkoloni i AS26 koloni, koncentracija KOH

iznosila je 60 mM. Temperatura kuéista s kolonom i temperatura konduktometrijskog
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detektora iste su kao u slucaju jednodimenzionalnog IC sustava (poglavlje 4.2). Kao supresor
koristen je elektoliticki supresor ACES 300 uz iznos struje od 9 mA. Protok u kapilarnom
sustavu iznosio je 0,006 mL/min.

| ANALITICKI

___________________________________________________

CR-ATC

Otplinjac
Regeneracija

ACES 300 |

Slika 12. Shema upotrijebljenog 2D-IC sustava.

Dobiveni kromatogrami kao i kod 1D sustava obradivani su u programskom paketu
Chromeleon 7.1 nakon ¢ega su iznosi povrsina pikova prebaceni u MS Excel 2016 (Microsoft

Office, SAD) gdje je provedena daljnja ratunska analiza.
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5 REZULTATI | RASPRAVA

Za potrebe analize glifosata danas se koriste razli¢ite metode poput SPE LC-MS*,
2D-UPLC s MS detekcij0m58, LC-MS-MS**®  Kao $to se moze vidjeti, sve ove metode

koriste masenu detekciju. U ovom radu primijenjen je znatno jednostavniji pristup: glifosat je

odredivan IC metodom uz konduktometrijsku detekciju.

51  Metoda vanjskog standarda pri 1D-1C analizi

Kao prvi pristup analizi glifosata odabrana je uobicajena jednodimenzionalna IC

analiza, a kao analit uzeta je vodena otopina glifosata.

Tablica 2. Dobivene eksperimentalne vrijednosti povrSina, A, za pojedinu koncentraciju

glifosata, y, u vodenoj otopini.

7, ppm A, uS-min 7, ppm A, uS-min 7, ppm A, uS-min
1,0 0,040 7,5 0,339 50,0 2,734
1,0 0,042 7,5 0,347 50,0 2,713
1,0 0,040 7,5 0,338 50,0 2,703
1,0 0,038 7,5 0,341 50,0 2,728
1,0 0,038 7,5 0,337 50,0 2,778
1,0 0,040 7,5 0,338 50,0 2,672
1,0 0,040 7,5 0,338 50,0 2,714
1,0 0,041 7,5 0,344 50,0 2,740
1,0 0,042 7,5 0,342 50,0 2,730
2,5 0,113 10,0 0,469 75,0 3,970
2,5 0,114 10,0 0,473 75,0 3,976
2,5 0,113 10,0 0,471 75,0 4,080
2,5 0,110 10,0 0,469 75,0 3,992
2,5 0,110 10,0 0,468 75,0 3,994
2,5 0,114 10,0 0,473 75,0 4,006
2,5 0,108 10,0 0,476 75,0 4,069
2,5 0,111 10,0 0,477 75,0 4,014
2,5 0,108 10,0 0,475 75,0 4,099
5,0 0,226 25,0 1,456 100,0 5,682
5,0 0,225 25,0 1,480 100,0 5,571
5,0 0,220 25,0 1,425 100,0 5,619
5,0 0,221 25,0 1,474 100,0 5,725
5,0 0,223 25,0 1,430 100,0 5,709
5,0 0,221 25,0 1,430 100,0 5,757
5,0 0,213 25,0 1,433 100,0 5,744
5,0 0,212 25,0 1,441 100,0 5,670
5,0 0,208 25,0 1,491 100,0 5,664
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Standardizacija je provedena metodom vanjskog standarda. Za potrebe standardizacije
pripravljene su (vidi poglavlje 4.1) i analizirane radne standardne otopine glifosata u
ultracistoj vodi. Pokazalo se da glifosat eluira u 8,453 minuti (slika 13). Dobivene

eksperimentalne vrijednosti odziva glifosata (povrsina ispod kromatografskog pika) prikazane

su u tablici 2.
100 - ] Marija Kosir_Diplomski rad_May 2016 #32 [manipulated] Glifosat 5 ppm CcD_1
BT 1-8,453
0.50
i min
040~ — 77— T T
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10,0

Slika 13. Kromatogram analize glifosata (pik broj 1) u vodenoj otopini.

Regresijskom analizom (primjenom metode najmanjih kvadrata) dobiven je

kalibracijski pravac prikazan na slici 14.

y = 0,0564x - 0,0599
R?=0,9982

0 20 40 60 80 100
Y, PPM

Slika 14. Kalibracijski dijagram IC analize glifosata u vodenoj otopini. Sivi krugovi
predstavljaju vrijednosti uzete za izradu kalibracijskog pravca, dok bijeli krugovi
predstavljaju izostavljene eksperimentalne tocke (pri 1 ppm).
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Za potrebe odredivanja granice detekcije, GD, i granice kvantifikacije, GK, koristeni
su matematicki izrazi®":

3,3

)

GD= 27)

(o2
10-a
GK=—— (28)
(o)
pri ¢emu je a nagib kalibracijskog pravca, y=a-x+b, a kao standardna devijacija o koriStena je
standardna devijacija odsjecka Kalibracijskog pravca, sp, izraCunata nizom statisti¢kih

formula, pocevsi sa prosje¢nom vrijednosti X 1y varijable:

X = N (29)
v
y= N (30)

gdje N predstavlja broj analiziranih uzoraka, a x; i y; set podataka za svaki pojedini uzorak.

Zatim se racunaju sume kvadrata odstupanja:

—\2
Sxx =Z<Xi —X ) (31)
— \2
Sy=2(vi-v) (32)
S><y :z(xi_;()(yi_y ) (33)
Ukoliko se izraz (33) podijeli sa izrazom (31), dobiva se vrijednost nagiba a
a= S (34)
S,
Odsjecak pravca, b, jednak je izrazu:
b=y-ax (35)
Tada se racuna standardno odstupanje regresije, Sy, prema sljede¢em izrazu:
S, —a’-S
s = vy XX 36
N Nz (36)

Konac¢no dolazimo do izraza za standardno odstupanje odsjecka pravca, Sp:

> X
= ' 37
> Sr\/N.fo—(ZXi)2 7

Izracunate vrijednosti prikazane su u tablici 3.
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Tablica 3. Vrijednosti standardne devijacije odsjecka, granice detekcije 1 granice
kvantifikacije upotrijebljene 1C metode analize glifosata u vodenoj otopini.

GD, ppm GK, ppm Sb

0,69 2,08 0,0118

Dobivena granica detekcije od 0,69 ppm ukazala je kako se glifosat u svim otopinama
analiziranim za potrebe izrade kalibracijskog dijagrama moze detektirati. Medutim granica
kvantifikacije pokazala se ve¢om od 1 ppm, pa stoga ta otopina nije koriStena pri konstrukciji
kalibracijskog dijagrama (bijeli krugovi na slici 14).

Visoka vrijednost koeficijenta determinacije, R% od 0,9982 (slika 14) govori u prilog
izrazene linearnosti metode u odabranom rasponu koncentracija. Ravnomjerna raspodjela
reziduala (slika 15) ispod i iznad osi apscise uz izostanak vidljivih trendova ponasanja

pokazatelj je opravdanosti odabira linearnog kalibracijskog modela.

0,25 -
8

0,15 A
: 8
C 8
0,05 - o
(@)

-0,05 A

€, uS-min
(ES})L'O
- -
N -
o @ |O
w -
&
o -
o -

-0,15 A

o o

-0,25 - ) )
¥, uS'min

Slika 15. Grafic¢ki prikaz reziduala.

Sljedec¢i korak kod validacije metode bio je odredivanje njene toCnosti. Za potrebe
analize regresijski smo usporedivali teoretski ocekivane vrijednosti koncentracija
pripravljenih otopina glifosata s koncentracijama dobivenim uvrStavanjem eksperimentalnih
povrsina u jednadzbu kalibracijskog pravca (slika 14). Regresijska analiza provedena je u MS
Excel programskom paketu upotrebom alata ,,data analysis®, a rezultati analize prikazani u

tablici 4.
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Tablica 4. Analiza to¢nosti primijenjene 1D-1C metode.

S Donja granica intervala Gornja granica intervala
Koeficijenti ) _
pouzdanosti 95,0 % pouzdanosti 95,0 %
Odsjecak 0,0006 -0,4848 0,4860
Nagib 0,9994 0,9894 1,0094

Budu¢i da 95,0 %-tni interval pouzdanosti za odsjecak ukljucuje i vrijednost 0,0000,
zakljucujem kako odabrani model ne sadrzi apsolutnu sustavnu pogresku. 95,0 %-tni interval
pouzdanosti za nagiba ukljucuje pak vrijednost 1,0000, §to znaci da s 95,0 %-tnom

vjerojatnos¢u mogu tvrditi kako model ne sadrzi ni proporcionalnu sustavnu pogresku
(slika 16).

110 -
100 - y =0,9994x + 0,0006
90 | 2=10,9982

80 A
70 A
60 -

50 -

YpreD: PPM

40 A
30 A
20 A
10 -

0 20 40 60 80 100
YNnAzIVNE, PPM

Slika 16. Regresijska analiza nazivnih i modelom predvidenih vrijednosti koncentracija
za upotrijebljenu metodu 1D-IC.

Preciznost metode iskazana je kao relativna standardna devijacija, RSD:

RSD = STD (38)

pri ¢emu je ¢ koncentracija glifosata, a SD standardna devijacija mjerenja na odredenoj

koncentracijskoj razini izraCunata prema:
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(39)

Preciznost je odredena na svim koncentracijskim razinama glifosata, ali i ukupno kao srednja

vrijednost preciznosti na pojedinim razinama (tablica 5).

Tablica 5. Preciznost na razli¢itim koncentracijskim razinama glifosata, y, vodenoj otopini.
Preciznost je izrazena kao relativna standardna devijacija, RSD.

Y, ppm o, ppm RSD % RSD %
2,5 0,04 1,34 1,16
5,0 0,11 2,25
7,5 0,06 0,86
10,0 0,06 0,62
25,0 0,44 1,66
50,0 0,44 0,90
75,0 0,85 1,17

100,0 0,51 0,50

Iz rezultata se vidi kako se standardna devijacija poveéava S porastom koncentracije
glifosata, Sto se moze tumaciti vjerojatnom razgradnjom dijela molekula glifosata. Naime
udio razgradenog glifosata trebao bi otprilike biti konstantan. Medutim, promatrano
kvantitativno, pri visokim koncentracijama glifosata vece su apsolutne vrijednosti odstupanja
signala uslijed razlaganja. Upravo stoga, kao pokazatelj preciznosti promatrala sam relativnu
standardnu devijaciju. Pokazalo se da je RSD za svaku koncentracijsku razinu glifosata manji
od 3 % s$to govori u prilog visoke preciznosti metode. Dodatnu potvrdu dala je ukupna srednja

vrijednost RSD koja iznosi svega 1,16 %.

5.2  Analiza realnog uzorka

Razvijena metoda analize glifosata u ultradistoj vodi primijenjena je na realnom
uzorku. Kao realni uzorak koristeno je komercijalno pivo (poglavlje 4.1) ¢iji je kromatogram
prikazan naslici 17 A.

Na kromatogramu se vidi prisutnost velikog broja komponenti koje nismo mogli uociti
u Cistoj vodenoj otopini glifosata pa mozemo kazati da se u slucaju piva radi o kompleksnoj

vodenoj matrici. Uvecanjem kromatograma u podruc¢ju bazne linije (slika 17 B) uocava se da
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je bazna linija iznimno neravna, §to je najvjerojatnije posljedica kompleksne pivske matrice.
Takoder uocljivo je da na vremenu zadrzavanja glifosata (prema analizi Ciste vodene otopine
8,453 min) ne eluira nijedna komponenta. Medutim postoji osnovana sumnja da zbog
kompleksnosti matrice glifosat eluira ranije te da njemu pripada pik na 7,403 minuta. Stoga je
provedena nova kalibracija i to metodom standardnog dodatka.

A)

700 < & Marija Kosir_Diplomski rad_May 2016 #296 [manipulated] Pive_1 CD_1_Total
s 12-4,153

60,0

40,0 4

2007 1 -2,950

13- 5,347 \5-9,867
0.0 '

min
-10,0 4
L I L O L B L L ) L |

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 3.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 1.0

B)
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00+ L _r loans
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Slika 17. Kromatogram 10 puta razrijedenog uzorka piva dobiven 1D-IC metodom prikazan:
A) u potpunosti i B) uve¢an u predjelu bazne linije.

53  Metoda standardnog dodatka pri 1D-I1C analizi

Primjenom metode standardnog dodatka u uzorak piva dodavali smo poznate
koncentracije glifosata. To je rezultiralo novim pikom na kromatogramu piva (slika 18).

Uocljivo je da pretpostavka o eluiranju glifosata u 7,403 minuti nije tocna ve¢ se tada
eluira neka druga, meni nepoznata komponenta. Glifosat eluira u 8,057 minuti, Sto je
potvrdilo pretpostavku o snaznom utjecaju kompleksne pivske matrice na vrijeme zadrzavanja
glifosata.

Budu¢i da je prema pisanjima medija za ocekivati bilo barem nekakvu koncentraciju
glifosata, odlucila sam na uzorku piva primijeniti heart-cutting 2D-IC analizu. Time bi
uklonili utjecaj glavnine pivske matrice, a ujedno na prvom sustavu (prvoj IC koloni)

koncentrirali eventualno prisutni glifosat.
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& Marija Kosir_Diplomski rad_May 2016 #314 [manipulated] Pivo_spike 2.5 ppm_1 CD_1_Total
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Slika 18. Kromatogram piva s poznatim dodatkom glifosata.
Pik glifosata oznacen je crvenom bojom.

5.4  Metoda standardnog dodatka pri 2D-1C analizi

Za potrebe heart-cutting 2D-IC analize, kao $to je ve¢ prethodno receno, na prvom IC
sustavu nakon 7. minute izdvajan je eluat u trajanju od 150 sekundi i injektiran u drugi
(kapilarni) sustav. Na kapilarnom sustavu mogu se uoditi 6 intenzivnijih pikova (slika 19 A).
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30,04
20,04

0.0

5.0
r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 30.0 60.0

400 - 3 Marija Kosir_Diplomski rad_May 2016 #305 [manipulated] Pivo_spike 1 ppm_1 cDh_2
7 s

i 11-28,243
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50
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Slika 19. Analiza na kapilarnom IC sustavu; kromatogram izdvojenog segmenta uzorka:
A) Cistog piva i B) piva obogacenog (eng. spiked) 1 ppm glifosata. Crvenim obojenjem
prikazan je pik glifosata.
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Bazna linija je i dalje neravna sto ukazuje da je matrica jos uvijek relativno kompleksan i

mozda krije neke manje koncentracije jo§ uvijek nerazdvojenih komponenti. Upravo stoga,

kalibracija metodom standardnog dodatka trebao bi biti dobar pristup odredivanju

koncentracije potencijalno prisutnog glifosata.

Tablica 6. Dobivene eksperimentalne vrijednosti povrsina, A, za dodana obogaéenja piva

glifosatom, y.
PRIPRAVA 7, ppm A, uS-min 7, ppm A, uS‘min |y, ppm A, uS-min
10,525 18,334 35,277
1 10,283 18,702 37,179
9,929 19,168 36,959
10,772 19,174 36,023
2 1,0 10,620 2,5 18,503 50 36,164
10,258 19,054 36,714
10,627 17,775 36,340
3 10,774 18,339 36,463
10,795 18,318 36,968
40 -
30 | y =6,3596x + 4,0202

R*=0,9943

P

-10

YbopaTkas PPM

Slika 20. Kalibracijski dijagram 2D ionske kromatografske analize glifosata u pivu. Prikazana
je ovisnost povrSine kromatografskog pika, A, 0 koncentraciji standardnog dodatka, .
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Dodatak poznatih koncentracija glifosata otopini piva doveo je do povecanja povrsine
cetvrtog kromatografskog pika (slika 19 B) potvrduju¢i da se izvorno u pivu ipak nalazi
odredena koncentracija herbicida glifosata. Dobivene eksperimentalne vrijednosti povrsina za
pojedinu koncentraciju glifosata u pivu prikazane su u tablici 6.

Na slici 20 prikazan je kalibracijski dijagram 2D ionske kromatografske analize
glifosata u pivu. Istim izraunom kao u prethodnom poglavlju (koristeci standardnu devijaciju
odsjecka pravca) dolazimo do vrijednosti za granicu detekciju i granicu kvantifikacije
(tablica 7).

Tablica 7. Vrijednosti standardne devijacije odsjecka, granice detekcije 1 granice

kvantifikacije 2D-IC analizom glifosata u pivu.

GD, ppm GK, ppm Sh

0,12 0,37 0,234

Dobivene granice detekcije i kvantifikacije znatno su nize od onih koje su izracunate kod
metode vanjskog standarda na 1D kromatografiji (tablica 3), sto govori u prilog poveéanja
osjetljivosti metode uvodenjem dodatnog kromatografskog sustava. Ovo je vrlo vjerojatno
direktna posljedica koncentriranja uzorka na prvom kromatografskom sustavu, ali i uklanjanja
velikog dijela kompleksne pivske matrice.

Vrijednost koeficijenta determinacije, R?, od 0,9943 (slika 20), kao i kod 1D metode,
govori u prilog izraZzene linearnosti metode u odabranom rasponu koncentracija.

Analiza tocnosti, ponovno je u MS Excel-u. Budu¢i da sam radila metodom
standardnog dodatka, koja direktno utjec¢e na odsjecak kalibracijske krivulje kod to¢nosti sam
ispitivala isklju¢ivo postojanje proporcionalne sustavne pogreske. Dobiveni rezultati (tablica
8) ukazuju da s 95 %-tnom vjerojatnos¢u koeficijent nagiba kalibracijskog pravca nije bitno

razli¢it od 1, odnosno ne postoji proporcionalna sustavna pogreska.

Tablica 8. Analiza to¢nosti primijenjene 2D-IC metode.

Donja granica intervala Gornja granica intervala
Koeficijenti pouzdanosti 95,0 % pouzdanosti 95,0 %
Nagib 1,0000 0,9736 1,0264
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Iako se na prvi pogled ¢ini da i kod 2D-IC analiza imamo varijacije u odzivima, $to bi
mozda bilo u skladu s neSto nizim vrijednostima koeficijenta determinacije, analiza

preciznosti osporava takvo razmisljanje.

Tablica 9. Preciznost 2D-IC metode; a i b su koeficijenti pravaca y =ax-+b dobivenih leave-
one-out pristupom, ¢ standardnu devijaciju, a RSD relativnu standardnu devijaciju.

a, uS‘min ppm™ b, uS-min ¥, ppm o, ppm RSD %
6,362 4,011 0,63 0,01 0,92
6,364 4,002 0,63
6,352 4,047 0,64
6,370 3,980 0,62
6,374 3,966 0,62
6,371 3,977 0,62
6,380 3,942 0,62
6,381 3,940 0,62
6,371 3,977 0,62
6,361 4,013 0,63
6,359 4,025 0,63
6,356 4,042 0,64
6,363 4,001 0,63
6,362 4,009 0,63
6,359 4,026 0,63
6,362 4,008 0,63
6,363 4,001 0,63
6,363 4,000 0,63
6,364 4,055 0,64
6,363 4,047 0,64
6,362 4,037 0,63
6,362 4,037 0,63
6,364 4,052 0,64
6,362 4,039 0,63
6,366 4,068 0,64
6,364 4,055 0,64
6,364 4,056 0,64
6,373 4,008 0,63
6,326 4,050 0,64
6,331 4,045 0,64
6,355 4,025 0,63
6,351 4,028 0,63
6,337 4,040 0,64
6,347 4,032 0,64
6,344 4,034 0,64

42




Preciznost smo u ovom slucaju racunali na na¢in da smo iz seta podataka za
kalibraciju (tablica 6) izbacili po jednu vrijednost (leave-one-out pristup) i racunali
koncentraciju glifosata u pivu. Time smo dobili 35 vrijednosti koncentracija glifosata (tablica
9). Standardna devijacija pri tome iznosi 0,01 ppm, a relativna standardna devijacija svega

0,92 % s§to je iznimno zadovoljavajuca vrijednost.

5.5  Odredivanje glifosata u pivskoj matrici

Nakon $to je validacija pokazala da je razvijena 2D-IC metoda prikladna za analizu
glifosata u pivu, iz jednadzbe pravca (slika 20) izra¢unata je koncentracija glifosata u uzorku
piva u iznosu od 6,32 ppm. Dobivena vrijednost ¢ak je 232 puta veca od maksimalne
navedene vrijednosti prilikom nedavne afere s glifosatom u pivi®’.

lako prema dostupnim podacima EU nema direktne klasifikacije rezidua glifosata u
pivu, ve¢ samo u zitaricama i hmelju, ¢ini se da je 6,32 mg/L piva ipak znatna vrijednost
koncentracije herbicida.

Ipak, uzimajuci u obzir da je prihvatljiv dnevni unos glifosata za odraslu osobu prema
EU naputcima®’ 0,2-0,3 mg/kg tjelesne mase, to bi znagilo da prosje¢na osoba od 80 kg smije
dnevno konzumirati 2,5-3,8 litara piva, ukoliko ne konzumira nista drugo $to sadrzi glifosat,

§to 1 nije tako mala vrijednost.
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6 ZAKLJUCAK

U ovom radu proveden je razvoj IC metode analize glifosata u pivu. Pri tome su
primijenjeni 1D i 2D IC sustavi.

Analizom uzorka piva 1D-IC kromatografijom dobiveni su kromatogrami piva na
kojima nije bilo moguce detektirati pik glifosata. Rezultat je to vjerojatno niske koncentracije
glifosata kao i iznimno kompleksne matrice u kojoj se nalazi.

Primjenom 2D-IC kromatografije ostvareno je uklanjanje dijela kompleksne matrice
kao 1 koncentriranje glifosata na prvom kromatografskom sustavu, $to je rezultiralo pikom
glifosata kojeg je bilo moguce detektirati.

Na 2D-IC provedena je kalibracija metodom standardnog dodatka. Metoda je
validirana te je odredena granica detekcije od 0,12, odnosno granica kvantifikacije od 0,37
ppm. Analizom to¢nosti pokazalo se da ne postoji proporcionalna sustavna pogreska.
Preciznost metode izrazena je kroz relativhu standardnu devijaciju koja je iznosila svega
0,92 %.

Iz jednadzbe kalibracijskog pravca dobivenog metodom standardnog dodatka,
odredena je koncentracija glifosata u pivu u iznosu od 6,32 ppm S§to se ¢ini zamjetno visokom
razinom, osobito ako se usporeduje vrijednostima navedenim u tiskovinama tijekom nedavne

pivske afere®’.
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