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POVZETEK

V diplomskem delu sem ugotavljala hitrost razgradnje pesticida imidakloprida, sistemskega
insekticida, ki se pogosto uporablja v kmetijstvu za nadzor insektov v zemlji. V ta namen sem
uporabila aparat suntest, ki simulira naravne pogoje, kot je na primer oson¢enost. Z uporabo
aparata sem simulirala sonen poletni dan in obsevala vzorce z intenziteto svetlobe 750
W/mz2 v razli¢nih ¢asovnih intervalih (od 15 min do 12 h). Ker debelina in enakomernost
nanosa obsevane zemlje v petrijevki mo¢no vplivata na fotorazgradnjo imidakloprida, sem
skuSala dologiti primerno oziroma zadostno koli¢ino vzorca za obsevanje in nadaljno analizo.
Stopnjo razgradnje imidakloprida sem doloCala z uporabo tekocinske kromatografije z
detekcijo na diodno matriko (HPLC-DAD). Obsevanje vzorcev imidakloprida vecje mase (5 g)
se je pokazalo kot zelo neustrezno, zato sem v nadaljevanju diplomskega dela obsevala
manjso koli¢ino zemlje, onesnazene z imidaklopridom. Razgradnja imidakloprida v manjsih
koli¢inah vzorca (100 mg) je potekala eksponentno. Najvecja koli¢ina imidakloprida se je
razgradila v prvih 60 minutah in se je pri daljSem €asu obsevanja ustalila. Za dolo€itev
razgradnih produktov v zemlji sem vzorce ekstrahirala z acetonitrilom in jih analizirala na
tekoCinskem kromatografu v kombinaciji z masno selektivnim detektorjem (LC-MS). Njihove
produkte pa Zal nisem uspela dolo€iti zaradi kompleksnosti vzorca ter premajhnih mnozin le-
teh.

ABSTRACT

In the diploma thesis | have set photodegradation of pesticide imidacloprid, which is a
systemic insecticide that is widely used in agriculture to control insects. To this end, | used
suntest device that simulates a sunny summer day and irradiated samples placed under the
light intensity 750 W/mz2. Since the coating thickness and uniformity of the irradiated soil in
the petri dish strongly influence on the photodegradation properties of imidacloprid, | wanted
to provide a suitable and sufficient amount of sample for irradiation and further analysis.
Imidacloprid in soil samples that | irradiated in different time intervals (from 15 min to 12h),
monitored its degradation and analyzed it by liquid chromatography coupled with diode array
detection (HPLC-DAD). Degradation of large quantities of irradiated samples (5 g) is very
uneven, so it was necessary to identify the most suitable, a small amount of treated soill.
Irradiation of soil samples in small quantities (100 mg) was held on a exponentially
decomposition. Maximum degradation of imidacloprid has expired in the first 60 minutes, and
after prolonged irradiation time constant stabilized. Imidacloprid and its degradation products
extracted from water samples with acetonitrile, and analyzed on a liquid chromatograf in
combination with mass selective detector (LC-MS). Products | could not determine, because
of their polarity and elution with the mobile phase.

KLJUCNE BESEDE: imidakloprid, fotokemiéna razgradnja, aparat Suntest

KEY WORDS: imidacloprid, photodegradation, suntest apparatus
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1. UvOD

Vsaka snov ali meSanica snovi, ki je namenjena prepreCevanju ali unievanju Skodljivih
organizmov oziroma plevelov, je pesticid. Gre za stroSkovno najbolj ucinkovito sredstvo, ki
omogoc€a ohranitev trenutnega donosa in prispeva k gospodarski sposobnosti prezivetja.
Pesticide lahko razvr§€amo glede na njihov cilj, na€in ali obdobje delovanja ter glede na
njihove kemijske lastnosti. V uporabi je ve¢ kot 500 razli¢nih pesticidov, predvsem v
kmetijstvu (Azevedo, 1998). V zadnjih 50-ih letih se je poraba pesticidov znatno povecala,
predvsem zaradi velikega naras€anja prebivalstva.

V zadnijih letih je v literaturi objavljenih precej raziskav, ki obravnavajo prisotnost pesticidov v
vodi ali hrani in mozne nezazelene ucCinke le-teh na zdravje ljudi ter na ekosistemsko
ravnotezje. Med moznimi kroni€nimi ucinki teh spojin lahko omenimo kancerogene (Blair in
sod., 1985; Blair in sod., 1993) in nevrotoksi¢ne u€inke (Tanner in Laangston, 1990) ter tiste
uCinke, ki vplivajo na reprodukcijo (Hileman, 1994) in razvoj celice, predvsem v zgodnji fazi
odrascanja (Gray in sod., 1994).

Pravzaprav je bilo ocenjeno, da manj kot 0,1 % pesticidov dejansko doseze pridelek in ciljne
organizme; ostalo kontaminira tla, vodo, zrak in tako negativno vpliva na netaréne organizme
(Pimentel in Levitan, 1986). Poleg tega veliko pesticidov, med njimi tudi organoklorni
insekticidi, ostanejo v ekosistemu dalj ¢asa, tudi 20 let in ve€ po prepovedi njihove uporabe
(Larson in sod., 1997). Ko pa pesticid vstopi v prehransko verigo, je velika verjetnost
biomagnifikacije, kar pomeni kopi¢enje pesticida v masc€obnih tkivih zivih organizmov, kjer
lahko doseze viSje koncentracije kot v okolju (Brewer, 1979).

Pesticide so zaceli prvi¢ uporabljati v kmetijske namene v drugi polovici 19. stoletja. V
zadnjem desetletju prejSnjega stoletja so razvili novo generacijo pesticidov, tako imenovani
neonikotinoidi, z namenom, da nhadomestijo organofosfatne pesticide, ki so negativno vplivali
na vsa Ziva bitja, tudi na ¢loveka in na okolje. Njihova slaba lastnost je namre¢ akutna
toksi¢nost za ¢loveka (Chambers in Levi, 1992).

Pri razvoju novih pesticidov je namre¢ potrebno upostevati sledeca dejstva:
- da delujejo pretezno na ciljne organizme, ne pa tudi na neciljne,
- da so biolosko razgradljivi,
- da je njihova ucinkovitost visoka pri nizkih dozah uporabe,
- da ne razpadajo v toksi¢ne produkte,
- da so nestrupeni za okolje.

Neonikotinoidi so nova skupina sintetiziranih organskih spojin. Na trziS¢u so se pojavili v
zaCetku devetdesetih let prejSnjega stoletja. To so visokosistemski insekticidi, sposobni
translacije v rastline preko koreninskega sistema. Na ta nadin omogoc&ajo za&¢ito pred
razliénimi Skodljivci skozi daljSe ¢asovno obdobje (Cox, 2001).

Med neonikotinoide uvr§€amo Sest aktivnih snovi, ki so kemijsko podobne nikotinu:
imidakloprid, acetamiprid, nitenpiram, tiametoksam, tiakloprid in klotianidin. Glavne skupine
teh spojin so lahko nitrometilenska, nitroiminska ali cianoiminska skupina (Matsuda in sod.,
2001). Neonikotinoidi so ucinkoviti insekticidi s Sirokim spektrom delovanja. Vsrkajo ga
korenine rastlin, nato pa se prek rastlinskega soka prenese po celotni rastlini in tako tudi med
njeno rastjo zagotovi zascito pred Skodljivci (Placke in Weber, 1993). Uporabljajo se tako
povrsinsko kot tudi v zemlji, pa tudi za tretiranje semen. Najbolj razSirjen in uporabljen med
njimi je imidakloprid.

Obstajajo Stevilne poti, prek katerih pesticidi vstopijo v tla: direktna aplikacija v zemljo,
Skropljenje v kombinaciji z oranjem, izpiranje, itd. Usoda pesticidov v zemlji je odvisna od
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mnogih dejavnikov: od bioloSkih dejavnikov, fizikalno-kemijskih procesov, lastnosti in vrste
prsti, koli¢ine padavin, vremena, pokritosti tal, od oblike pesticida (vodotopni koncentrat,
mocljiv praSek, koncentrirana suspenzija) ter raznih dodatkov, kot so povrSinsko aktivne
snovi (surfaktanti) (Gupta in sod., 2002). Najpomembnejsi nacin transporta je vertikalno
pronicanje v globlje plasti.

V prsti lahko pote€e razgradnja in pretvorba pesticidov ter njegovih ostankov s pomocjo
metabolizma Zivih organizmov ali fotokemi€no na povrSini zemlje. Razpolovni ¢&as
posameznega pesticida je odvisen tudi od vrste prsti, njene pH vrednosti, uporabe organskih
gnojil in pokritosti tal. Na primer za imidakloprid je znano, da se hitreje razgradi v prsti, ki je
pokrita z rastjem (razpolovni €as t1,= 48 dni), kot pa v tleh, ki niso porasla z vegetacijo (ti,=
190 dni) (http://www.cdpr.ca.gov/docs/empm/pubs/fatememo/imid.pdf). Potrebno je tudi
upostevati vpliv vegetacije (neporasla, porasla tla), temperaturo in vlaznost tal (Krohn in
Hellpointer, 2002).



http://www.cdpr.ca.gov/docs/empm/pubs/fatememo/imid.pdf�

1.1 Glavni cilji:

-z uporabo aparature Suntest izvesti fotokemijsko razgradnjo imidakloprida v zemlji pri
izbranih pogojih osvetljenosti (750 W/m?);

- optimizirati postopka razgradnje in dolo¢anja imidakloprida v vzorcih zemlje (doloditi
zadostno koli¢ino vzorca tako za obsevanje kot tudi za analizo);

- identificirati razgradne produkte imidakloprida v zemlji.



2. TEORETICNI DEL

2.1 Neonikotinoidi

Neonikotinoidne insekticide uporabljamo za zaS$Cito rastlin od zaCetka devetdesetih let.
Skladno z Evropsko direktivo o rastlinskih zas¢itnih sredstvih (Council Directive 91/414/EEC
of 15 July 1991 concerning the placing of plant protection products on the market) delno
nadomes$c€ajo organofosfatne insekticide, ki so bili v rabi od 70-ih let prejSnjega stoletja.
(FURS, 2004).

Gre za t. i. sistemske insekticide, kar pomeni, da jih vsrkajo listi rastlin, nato pa se prek
rastlinskega soka prenesejo po celotni rastlini in tako tudi med njeno rastjo zagotovijo zasc¢ito
pred Skodljivci (Placke in Weber, 1993).

Razvili so jih na Japonskem v 80-ih letih. So analogi strupa dvozivk iz druzine Dendrobatidae
in nikotina. Kemi&no so podobni nikotinu — toksinu, ki ga vsebuje tobak (Milevoj, 2007).

Za razliko od neonikotinoidov je pri nikotinu insekticidna uginkovitost slabo izraZzena, poleg
tega pa je nestabilen in zato neprimeren za kmetijsko uporabo za zascito semen in listov
razlicnih kultur. Obe skupini, neonikotinoidi in nikotinoidi, delujejo kot agonisti nikotinskih
acetilholinskih receptorjev (nAChR) in jih reverzibilno blokirajo. Osnovna razlika v delovanju
je v tem, da se nikotinoidi ionizirajo pri fizioloSkem pH ter so selektivni za NAChR sesalcev,
medtem ko se neonikotinoidi ne ionizirajo pri omenjenem pH in so bolj selektivni za NnAChR
insektov. Selektivnost neonikotinoidov temelji na drugacni strukturi in farmakoloskih
lastnostih NAChR insektov in sesalcev. Prav to pa naj bi bil tudi razlog, da so neonikotinoidi
za neciljne organizme (vretenc€arje) manj strupeni (Tomizawa in sod., 2003).

Po rastlini se Sirijo akropetalno (po rastlini navzgor), bazipetalno (po rastlini navzdol) in
translaminarno (globinsko). Njihovo delovanje na sesajoCe/grizoCe zuzelke je kontaktno,
sistemicno, hitro in dolgotrajno. Zaradi podobne strukture z nikotinom uvr§éamo imidakloprid
in strukturno analogne insecticide (acetamiprid, klotianidin, tiametoksam, nitenpiram in
tiakloprid) med neonikotinoide (Milevoj, 2007).

2.2 Kemijska zgradba

Strukturno je molekula neonikotinoida sestavljena iz dveh delov. Substituiran aromatski
heterocikli¢ni obro¢ je 6-kloropiridinil in predstavlja prvi del pri imidaklopridu, acetamipridu,
nitenpiramu in tiaklopridu; 2-klorotiazol pa pri tiametoksamu in klotianidinu. Prvi del
aromatskega obro€a je preko metilenskega mosti¢ka povezan s cianodinaminskim delom pri
acetamipridu, s cikli€nim nitrogvanidinskim delom pri imidaklopridu in tiametoksamu ter s
diaminonitrometilensko skupino pri nitenpiramu. MocCno elektron-priviatna terminalna
skupina je prisotna pri vseh neonikotinoidih in je vezana na etensko ali amino skupino
(Roberts in Hutson, 1999).

Vsi neonikotinoidi so nehlapne, v vodi dobro topne, polarne in neionizirane molekule pri pH
vrednostih med 5 in 9. So zelo mobilni v zemlji, predvsem zaradi njihove visoke polarnosti.
Sposobni so tudi translacije v rastline, kar se odraza v veliki uinkovitosti proti sesajo¢im
Skodljivcem (Roberts in Hutson, 1999). Slika 1 prikazuje kemijske strukture imidakloprida,
klotianidina, nitenpirama, tiametoksama, acetamiprida in tiakloprida.
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Slika 1: Kemijske strukture imidakloprida, klotianidina, nitenpirama, tiametoksama,

acetamiprida in tiakloprida.




2.3 Razgradni procesi v zemlji

Pesticidi pridejo v zemljo z direktno aplikacijo, s Skropljenjem, z izpiranjem, itd. Po aplikaciji
so pesticidi podvrzeni Stevilnim dejavnikom. Njihova mobilnost v tleh in prenos v druge dele
okolja (atmosfera, vodna telesa) sta odvisna od mehanizmov in kinetike sorpcijskih in
desorpcijskih lastnosti posameznih delcev tal (Moorman in sod., 2001) ter Stevilnih
dejavnikov, ki so navedeni v Tabeli 1. ObnaSanje pesticidov v tleh je odvisno od razli¢nih
dinami¢nih fizikalnih, kemijskih in bioloSkih procesov, ki jih privzemajo rastline, vkljuéno s
sorpcijo-desorpcijo, z izhlapevanjem, s kemijsko in bioloSko razgradnjo, z odtekanjem in z
izpiranjem. Ti procesi heposredno vplivajo na prenos pesticidov v tla in njihov prenos iz tal v
vodo, zrak ali hrano. Pomen teh procesov pa se spreminja glede na kemijsko naravo
pesticida in lastnosti tal (Linn in sod.,1993).

Pomembna procesa, ki vplivata na mobilnost in na pretvorbe pesticidov v tleh, sta tudi
razgradnja in absorpcija. Razgradnja je bistvenega pomena, nanjo vplivajo tako abiotski kot
tudi biotski dejavniki (encimske katalize z mikroorganizmi). Vklju€uje zapletene mehanizme
in razlicne interakcije med mikroorganizmi, sestavinami zemlje in pesticidi (Topp in sod.,
1997).

Na hitrost razgradnje vplivajo tudi fizikalno-kemijske lastnosti tal (pH, vsebnost organskega
ogljika) in bioloSke lastnosti (aktivnost in distribucija mikroorganizmov in okoljski pogoji, ki
uravnavajo temperaturo tal ter vsebnost viage). Odvisna pa je tudi od lastnosti kemikalije.
Pesticidi vsebujejo bodisi bazicne bodisi kisle funkcionalne skupine (Walker in sod., 2001).
Dokazano je, da je razgradnja mnogih nevtralnih spojin hitrejSa pri viSjem pH-ju. Pri ionskih
spojinah, kjer se mo¢ sorpcije zmanjSa, se hitrost za razgradnjo poveca s poveanjem pH
zemlje. Izjemoma v primeru, ko prevladujejo abioti¢ni dejavniki, viSji pH negativno vpliva na
stopnjo razgradnje (Kah in Brown, 2006).

Sorpcija igra kljuéno vlogo pri razprSenem prenosu gibanja, obstojnosti, preoblikovanju in
bioakumulaciji pesticidov (De Jonge in sod., 1996). Sorpcijo nevtralnih spojin je raziskal tudi
Gao (Gao in sod., 1998) in opazil, da je v veliki meri odvisna od vsebnosti organskih snovi v
tleh, kar se je kasneje izkazalo za klju¢no pri dolo€anju neionskih pesticidov (Ahmad in sod.,
2006). Sorpcija Sibkih organskih kislin je odvisna od pH tal (Clausen in Fabricius, 2002),
delno zaradi svojega kislinsko-bazi¢nega ravnotezja (Wauchope in sod., 2001), delno zaradi
ucinkov pH na druge lastnosti tal, kot so elektri¢ni naboj in ionska mo¢. Druge sestavine
zemlje, poleg huminskih kislin tudi glina in Fe-oksidi, so pomembni sorbenti ionskih
pesticidov (Clausen in Fabricius, 2002)

Balmer (Balmer in sod., 2000) je ugotovil, da velikost delcev tal, mineralna sestava,
absorpcijske lastnosti in vsebnost vlage vplivajo na naravo tal in na fotoreakcije pesticidov v
njih. Prodor svetlobe v tla je zelo omejen z debelino plasti zemlje in z obmo¢jem valovnih
dolzin v vidnem delu sonénega spektra. Huminske kisline, kompleksne organske molekule, ki
so produkt razgradnje rastlin in zivali v zemlji, lahko bodisi izboljSajo, bodisi zavirajo fotolizo
(Fuin sod., 2005).

Na proces razgradnje pesticidov pomembno vpliva tudi tekstura tal. Goncalves in sod. (2006)
so pokazali, da na hitrost razgradnje vpliva poroznost, ki pospeSi razgradnjo v zgodnji fazi
obsevanja. Ce so prisotni vegji delci prsti, je tudi ve& vmesnih prostorékov za pronicanje in
razprSevanje svetlobe, kar pospesi proces fotorazgradnije.



Tabela 1: Dejavniki,

ki vplivajo na usodo pesticidov v tleh, vir:

info.si/lindexl.asp?ID=VarOk/Usod FFS/US 4.asp

http://www.fito-

Lastnosti FFS

DEJAVNIKI OKOLJA

Lastnosti tal

Klimatske razmere

Kmetijske tehnike

- parni tlak

- polarnost spojin
- obstojnost FFS v
tleh

- tekstura tal

- volumska gostota
tal

- organska snov

- padavine
(intenziteta, koli¢ina
in razporeditev
padavin skozi leto)

- naéin nanosa FFS
- odmerek FFS

- lastnosti gojene
rastline (setev,

- topnost - mikrobioloske - temperatura zraka | razvojne faze
- polarnost lastnosti (biomasa, in tal rastlin, kolobar)
- absorbcijske struktura in - vlaZnost zraka - obdelava tal
lastnosti aktivnost mikrobnih | - evapotranspiracija | - namakanje (vrsta,
- pH zdruzb) - sonéno sevanje intenziteta)

- struktura tal

- pH tal

- globina tal

- nagib

- porasc¢enost tal
(intercepcija)

2.3.1 Fotorazgradnja pesticidov

Veliko raziskav obravnava uporabo soncne in UV-svetlobe za razgradnjo pesticidov v zraku,
vodi in tleh. Z obsevanjem s svetlobo ustrezne valovne dolzine lahko znotraj molekule
povzro¢imo fotokemijske spremembe. Valovne dolzine vidnega spektra obsegajo med 400 in
800 nm, valovne dolzine UV-obmoc¢ja pa med 400 in 172 nm. UV-obmoc¢je se deli na 4
razrede: UV-A (dolgovalovna svetloba), UV-B, UV-C (kratkovalovna svetloba) in VUV
(vakuumska ultravijoliCna svetloba). Za raziskave v laboratorijih se uporablja visokotlatne
Zivosrebrove ali ksenonove Zarnice z emisijo v bliznjem UV-obmodgju, ki predstavljajo vir UV-
svetlobe (Litter, 2005).

Fotorazgradnja potece, ko molekula (obi¢ajno onesnazilo) sama absorbira svetlobo ali pa se
oksidira preko fotoinduciranih procesov aktivnih skupin (hidroksilni radikali, singletni kisik, ...)
(Cooper, 1991).

Fotorazgradne Studije pesticidov (pretezno v vodi) so bile opravljene v Stirih kategorijah:
fotoliza, fotoinducirana razgradnja in fotokataliti€na razgradnja, ki vklju€uje tudi razgradnjo s
hidroksilnimi radikali.

2.3.2 Fotoliza

Velika vecina pesticidov (med njimi tudi imidakloprid) absorbira svetlobo v UV-Vis obmodju
na relativno kratki valovni dolzini. Ker sonfna svetloba, ki doseze zemljino povrsino
(predvsem UV-A, z razli¢nimi koli¢inami UV-B), vsebuje le majhno koli¢ino kratkih valovnih
dolzin UV-sevanja, je priCakovati, da bo neposredna fotoliza pesticidov le omejenega
pomena. Direktno obsevanje vodi k vzbujanju pesticidov od njihovega osnovnega stanja do
vzhujenega singletnega stanja, ki lahko kasneje preide v tripletno stanje. TakSna vzbujena



stanja lahko kasneje reagirajo v naslednjih procesih: homolizi, heterolizi ali fotoionizaciji
(Burrows in sod., 2002) in so prikazana na sliki 2.

P+ X HOMOLIZA

PX hv (F’X)* { P:}? X} HETEROLIZA

P+ Xt

_i_ -
(PX) + eaq FOTOIONIZACUA

Slika 2: Mozne poti razgradnje preko direktne fotolize (Burrows in sod., 2002)

S homolizo nastanejo radikali, ki zazenejo verizno reakcijo, pri ¢emer nastanejo koncni
produkti. Dodatna reakcija v prisotnosti kisika proizvaja superoksidne radikale:

R-R* + O, — R-R* '+ O, ~(Litter, 2005) (1)

Superoksidni radikal nima velike oksidacijske moc€i, vendar je vseeno zmozZen reagirati z
aromatskimi spojinami (Litter, 2005).

2.3.3 Fotoinducirana razgradnja

Fotoinducirana razgradnja temelji na absorpciji svetlobe druge molekule, ki kasneje prenese
energijo iz svojega vzbujenega stanja na onesnazilo. Vzbujanje s svetlobo (fotovzbujanje)
lahko vkljuCuje tudi redoks-reakcije, kot je foto-Fentonova reakcija, kjer prenos elektrona ali
atoma povzroCi nastanek prostih radikalov (Stangroom in sod., 1998; Aguer in Richard,
1996; Burns in sod., 1997; Canonica in Freiburghaus, 2001).

Pomembna prednost fotoinducirane razgradnje je uporaba daljSih valovnih dolzin od tistih, ki
ustrezajo absorpcijskim lastnostim onesnazil. Slika 3 prikazuje kemic¢ni potek z uporabo
fotoinducirane fotolize.

Sens — Y (Sens)*

+
PX
P+ X7
* P~+ X*
PX)" ——— or
+ P+ X~
Sens \
(PX)"+ eaq

Slika 3: Kemiéni potek z uporabo fotoinducirane fotolize (Burrows in sod., 2002)



2.4 Imidakloprid

Imidakloprid je relativno nov insekticid, ki ga proizvaja druzba Bayer CropScience AG. Od
njegove uvedbe na trg leta 1991 so bili proizvodi z imidaklopridom odobreni v skoraj 120
drzavah za uporabo na ve¢ kot 140 kmetijskih pridelkih. Imidakloprid se prodaja pod
razlicnimi  imeni, vkljuéno s Confidorjem in  Gaucho (Bayer CropScience,
http://www.bayercropscience.com). Slika 4 prikazuje kemijsko strukturo imidakloprida.

/@/\N
Cl N/ J\
N
o

NO,

Slika 4: Kemijska struktura imidakloprida

2.4.1 Uporaba

Imidakloprid je sistemski insekticid, ki se pogosto uporablja v kmetijstvu za zatiranje insektov,
za obdelavo zemlje in za zdravljenje listov razlicnih pridelkov ter sadovnjakov. Uporablja se
tudi za zatiranje S€urkov in termitov. Najdemo ga celo za zatiranje insektov v gospodinjskih
prostorih (Cox, 2001).

Ima zelo Sirok spekter uporabe, saj ga je mogoc€e uporabljati pri obdelavi tal proti termitom,
za zasCito semena, npr. oljne ogrscice, bombaza, koruze, soncnice, sladkorne pese, za
foliarno Skropljenje tobaka, kave, sadja in zelenjave in drugih kmetijskih pridelkov (Elbert in
sod., 1998).

Imidakloprid najdemo na nasem trzis€u v pripravkih z razli¢nimi trgovskimi imeni:

» Confidor SL 200 (za Skropljenje sadja, zelenjave in okrasnih rastlin; imidakloprid 20 %; od
22. 06. 1995; uporabljamo ga: na hmelju za zatiranje hmeljeve uSi (Phorodon humuli), na
jablanah za zatiranje listnih uSi (Aphididae), na hruskah in ¢eSnjah za zatiranje listnih uSi
(Aphididae), na slivah za zatiranje listnih uSi (Aphididae), na jablanah in hruSkah za zatiranje
sadnega listnega duplinarja (Leucoptera scitella) in sadnega listnega zavrtada (Lyonetia
clercella), na hruskah za zatiranje hruSeve bolSice (Psylla spp.), na breskvah za zatiranje
listnih usi (Aphididae) in resarjev (Thripidae), na paradizniku, papriki in jajéevcu za zatiranje
listnin uSi (Aphididae), rastlinjakovega S$citkarja (Trialeurodes vaporariorum) in resarjev
(Thripidae) (Bayer CropScience, http://www.bayercropscience.com);

» Kohinor SL 200 (za Skropljenje sadja, zelenjave in okrasnih rastlin).


http://www.bayercropscience.com/�

2.4.2 Delovanje imidakloprida

Imidakloprid deluje na zivéni sistem insektov. Aktivnha snov se prenaSa po rastlini in na ta
nacin deluje na veliko Stevilo Skodljivcev.

Uporabljamo jo lahko kot foliarni insekticid ali za tretiranje semena. Imidakloprid se dobro
prenasSa iz korenin do listov in novih poganjkov (dobra ksilemska prevodnost), medtem ko je
transport v korenine, gomolje in plodove slabsi (slaba floemska prevodnost) (FURS, 2004).

Acetilholin ima v telesu funkcijo prenosa signala med Zivénimi celicami ali med Zivénimi
celicami in tkivom. Na receptorska mesta v zivénem sistemu se imidakloprid zaradi svoje
oblike, naboja in velikosti prilega na receptorska mesta v zZivénem sistemu, ki spremljajo
molekule acetilholina (Cox, 2001). V nasprotju z organofosfatnimi pesticidi, ki delujejo kot
zaviralci encima acetilholinesteraze (AChE), je imidakloprid zelo strupen za zuzelke, z
relativno nizko toksi¢nostjo za sesalce. (Chao in Casida, 1997).

2.4.3 Fizikalno-kemijske lastnosti

Fizikalno kemijske lastnosti imidakloprida so prikazane v tabeli 2.

Tabela 2: Fizikalno-kemijske lastnosti imidakloprida,
vir:(http://extoxnet.orst.edu/pips/imidaclo.htm)

SploSno ime Imidakloprid

CAS ime 1-[(6-kloro-3-piridinil) metil]-N-nitro-2-
imidazolidinimin

IUPAC ime (EZ)-1-(6-kloro-3-piridilmetil)-N-
nitroimidazolidin-2-ylideneamine

Empiri¢na formula CgH1oCIN50,

Molekulska masa 255,7 g/mol

Barva Brezbarven

Agregatno stanje Brezbarvni kristali

Talis¢e (°C) 144 (136,4 in 143,8 — odvisno od kristalne
oblike)

Gostota (g/mL; 20 °C) 1,543

Kislost in bazi¢nost Zelo Sibke osnovne lastnosti, ki niso
neposredno merljive v vodi

Topnost v vodi (g/L; 20 °C) 0,61; 0,51

Topnost v drugih topilih (g/L; 20 °C) Diklorometan: 50-100; izopropanol: 1-2;
toluen 0,5-1; n-heksan: <0,1; mascobe:
0,061 g/100g

Porazdelitveni koeficient (log Pow) (22 0,57 (Pow =3,72)

°C)

Parni tlak (Pa; 20 °C) 4x10™

Ker je imidakloprid fotokemiéno nestabilen in dobro topen v vodi, ima nizek potencial
bioakumulacije v okolju. Ker pa je vodotopen (hidrofilen; porazdelitveni koeficient log Po, =
0,57) in netopen v lipidih, je nevarnost bioakumulacije v bioloSkih tkivih in biokoncentracije
vzdolz prehranjevalne verige majhna (Krohn in Hellpointer, 2002).
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2.4.4 Kinetika in metabolizem imidakloprida

Kinetika imidakloprida pri sesalcih in koristnih Zuzelkah je povzeta v tabeli 3. Na splosSno se
imidakloprid zlahka absorbira, hitro izlo¢a ter se ne bioakumulira v Zivih bitjih.

Tabela 3: Presnova imidakloprida pri sesalcih in koristnih Zuzelkah

Zival Podatek
Absorbcija Podgana | Prekomerno absorbira (>92 %) iz prebavil (Klein, 1987; Solecki,
2001)

Podgana | Lahko se porazdeli med tkiva in organe, razen mascobnih tkiv,
centralnega zivénega sistema in mineralnih delov kosti ( Klein,
1987; Solecki, 2001)

RazsSirjenost . o — _ —
Cebela NajniZje koncentracije imidakloprida in metabolitov v hemolimfi,

najvisje koncentracije v danki (Klein, 1987; Solecki, 2001)

Akumulacija Podgana Ni znakov za bioakumulacijo (Klein, 1987; Solecki, 2001 )

Podgana | >92 % odmerka se izlo€i preko ledvic in z blatom (ve€inoma iz
zelodca) v roku 48 ur po odmerku (Klein, 1987; Solecki, 2001)

Kopicenje

Cebela (DT50) je 25 h (Klein, 1987; Solecki, 2001)

Podgana | Hitra presnova: nespremenjena spojina 10-16 %; glavni
metabolit se izlo¢a preko urina in blata: 6-kloronikotinska kislina
in njen konjugat glicina, 4- in 5-hidroksi-imidakloprid in olefin
(Klein, 1987; Solecki, 2001)

Biotranformacija Cebela Razpolovni ¢as je 20 min; presnova imidakloprida v 4- ali 5-

hidroksi-imidakloprid, 4,5-dihidroksi-imidakloprid, 6-
kloronikotinska kislina in derivati olefin ter se¢nine (Suchail in
sod., 2004)

2.4.5 Strupenost imidakloprida

Strupenost imidakloprida je bila dobro raziskana na sesalcih, pti€ih, kopenskih nevretencarjih
in vodnih organizmih.

Ptice so bolj obcutliive na imidakloprid kot sesalci. Pri pticah imidakloprid povzro¢a
nevrotoksi¢nost in Skodljive vplive na prezivetje in rast pri kroniéni izpostavljenosti. Med
koristnimi kopenskimi nevretencariji (npr. ¢ebele) imidakloprid pri nizkih odmerkih povzrodi
umrljivost in Skodljive ucinke na €ebele (LOAEL=1,5 ng/€ebelo) (SERA, 2005). Pri dvozivkah
lahko imidakloprid povzro€i kromosomske in DNA-poSkodbe pri izpostavljenosti 8 mg/L v 7
dneh (Feng in sod., 2004). Pri ribah so zmanjSano rast opazili pri 2,3 mg /L po 96 dneh
izpostavljenosti (SERA, 2005). Najbolj obcutljive na imidakoprid pa so bile li¢inke komarju
podobnih zuzelk vrste Chironomus tentans, kjer je znaSala LC50=0,0105 mg /L (SERA,
2005).

Oralna izpostavitev imidaklopridu v enem samem odmerku 200 mg/kg ali ve¢ je povzrocila
kar nekaj funkcionalnih motenj pri podganah, te motnje pa so se zmanjSale po 6 dneh. Pri
odmerkih 380—-650 mg/kg telesne mase je polovica poskusnih podgan umrla. Smrtna doza
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pri miSih je bila precej nizja (LD50: 130-170 mg/kg telesne teze) (Bomann, 1989; Solecki,
2001).

Za Cebele je najnizji NOAEL znaSal 0,013 mg/kg telesne teze (akutno). V neposredni blizini
Skropljenja in pri 100 % absorbciji so ocenili dnevni odmerek imidakloprida na 64 mg/kg
telesne teze (SERA, 2005).

Za ribe, konkretno za Sarenko, znasa NOAEC 1,2 mg/L (96 dni). Ocenjena onesnazenost
povrsinskih voda, ki se lahko zgodi pri uporabi imidakloprida z dozo 0,2 kg/ha, v razponu do
300 m iz smeri vetra znaSa do 0,01 mg/L in to v primeru, da se neposredno Skropi (SERA,
2005). Te koncentracije izpostavljenosti so ocenjene za 2 m globoke ribnike (spiranje z
onesnazenih tal ni vklju¢eno).

2.4.6 lzpostavljenost

Imidakloprid se uporablja kot aktivna snov v razliénih pripravkih (Confidor SL 200), ki se
uporabljajo tako za foliarno nanasanje kot tudi za tretiranje semen (Gaucho FS 350, trenutno
prepovedan). Delavci v kmetijstvu in sadjarstvu so lahko izpostavljeni med meSanjem ali
razprSevanjem preko dihal, prebavnega trakta ali preko koze in o¢i. Imidakloprid se uporablja
tudi v veterinarske namene za nadzor bolh, kar povzro€a vecjo izpostavljenost ljudi z dotikom
hisnih ljublienékov. Zivali, kot so &ebele, so izpostavljene pripravku preko nektarja ali
cvetnega prahu (FURS, 2004).

2.4.7 Imidakloprid v okolju

2.4.7.1. Rastline

Imidakloprid se hitro absorbira skozi korenine v trsni sladkor (priblizno 50), medtem ko vnos
v krompir, riz ali koruzo ne presega 20 % (Schmuck, 1999). Asimilacija skozi listje je nizka,
vendar se povec€a na 80 % z nekaj dodatki. NajviSja koncentracija imidakloprida in njegovih
metabolitov se lahko priCakuje v listih. Le 1,2—1,4 % asimiliranega imidakloprida se pri¢akuje
na cvetnem prahu ali nektarju (Schmuck, 1999). Uporabljeni imidakloprid za tretiranje semen
ostane v tleh skozi celotno vegetacijsko obdobje.

2.4.7.2. VVoda

Imidakloprid je stabilen v vodi pri pH 4-9, v sterilnih pogojih in odsotnosti svetlobe (Krohn in
Hellpointer, 2002). S Studijo z radioaktivho ozna¢enim imidaklopridom (v odsotnosti svetlobe)
so dolocili razpolovni ¢as (DT50) 30 dni v aerobnih pogojih in 27 dni v anaerobnih pogojih.
DT50 vrednost za imidakloprid v sedimentih znasa 130-160 dni (Krohn in Hellpointer, 2002).

Imidakloprid ne hidrolizira v kislem ali nevtralnem, se pa hidroliza povecuje v alkalnih pogojih
in s poviSano temperaturo (Zheng in sod.,1999). Raziskave so pokazale, da je pri pH 7 le
1,5 % imidakloprida hidroliziralo v treh mesecih, medtem ko je pri pH 9 hidroliziralo 20 %
imidakloprida (Zheng in Liu,1999). Ugotovili so tudi, da hidroliza povzroa nastanek
imidaklopridijevega metabolita 1-[(6-kloro-3-pirdinil)metil]-2-imidazolidona, ki se lahko
kasneje razcepi s pomocjo oksidativne cepitve vezi N-C med piridinom in imidazolidinom. Kot
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produkti nastajajo anorganski ioni in molekule, ki okolju niso Skodljivi: CO,, NO;3 in CI
(Zheng in Liu, 1999).

Tudi fotokemijske pretvorbe v vodi so bile predmet raziskav Stevilnih skupin. Tako je Moza in
sod. (1998) obseval imidakloprid s svetlobo valovne dolzine 290 nm, pri emer se je v 4 urah
razgradilo 90 % le-tega. Glavni produkti so bili 6-kloronikotinaldehid, N-metilnikotinamid, 1-
(6-kloronikotinil)imidazolidon in 6-kloro-3-piridilmetil etilendiamin (Moza in sod., 1998).

Fotokemijsko razgradnjo imidakloprida s son&no svetlobo so Studirali tudi na povrSini
paradiznikovih listov, pri ¢emer je bila fotorazgradnja izredno hitra, identificirali pa so Stiri
produkte (Scholz in Reinhard, 1999).

Kole in sod. (1999) je preuCeval UV-fotolizo (240-260 nm) imidakloprida v 10-procentni
raztopini acetonitrila v vodi. Identificirali so tri produkte, za katere so sklepali, da so nastali s
cepitvijo N-NO, vezi , hidroksiliranjem imidazolijevega obro€a in oksidativno cepitvijo
metilenskega mosticka.

Ugotovljeno je bilo tudi, da obsevanje imidakloprida v vodi pri pH 7 s ksenonovimi lué¢mi vodi
do razgradnje imidakloprida. Polovica imidakloprida se je namre€ razgradila v 57 minutah,
identificirali pa so devet metabolitov, med njimi cikli¢ni guanidinijev derivat, sec¢nino, olefinski
guanidin in dva produkta s kondenziranima obro&nima sistemoma (Roberts in Hutson,1999).

Fotolizo imidakloprida so Studirali tudi na fitofarmacevtskem pripravku Confidor v pitni vodi
(Wamhoff in Schneider, 1999). Identificirali so ve¢ razgradnih produktov, med katerimi je bil
glavni 1,6-dikloro-3-piridinil-metil-2-imidazolidinon.

2.4.7.3 Zrak

Nizek parni tlak kaze, da je imidakloprid nehlapen, zato je malo verjetno, da bo razprSen po
zraku na velikem podro€ju zaradi izhlapevanja. Ko je prisoten v zraku v plinasti obliki ali
areosolih, se hitro razgradi pod vplivom soncne svetlobe (Krohn in Hellpointer, 2002).

2.4.7.4 Razgradnja imidakloprida v prsti

Razgradnja in pretvorba imidakloprida in njegovih ostankov v prsti lahko poteka preko
metabolizma Zivih organizmov, na povrsini zemlje pa tudi fotokemi¢no. Glavni nacin
transporta je vertikalno pronicanje v vedno globlje plasti, kjer lahko doseze podtalnico (Gupta
in sod., 2002).

Mozne poti razgradnje imidakloprida v prsti so prikazane na sliki 3, ki je povzeta po literaturi
(Bacey, 2000). Pod razlicnimi vremenskimi pogoji se spreminja tudi razpolovna doba
imidakloprida v tleh in znaSa od 27 do 229 dni (Bacey, 2000). Npr. organska gnojila povecajo
absorpcijo na organske snovi in podaljSajo razpolovno dobo do 40 dni. Ko je bil uporabljen
le kravji gnoj, se je razpolovna doba podaljSala do 124 dni. Imidakloprid se razgradi hitreje
pod vegetacijo z razpolovno dobo 48 dni, brez vegetacije le-ta znasa 190 dni. V odsotnosti
svetlobe se razpolovna doba poveca iz 39 dni na 229 dni (Bacey, 2000). Visoka topnost v
vodi in nizek log Pow kaze majhno moznost absorpcije imidakloprida na zemeljske delce in
ve€jo moznost pronicanja v podtalnico. Koeficient sorpcije za imidakloprid je v razponu od
109 (peSc€ena ilovica) do 411 mL/g (pesek), zato so ga dolocili kot srednje mobilnega v tleh, z
moznostjo globljega prodora v tla (Krohn in Hellpointer, 2002). Imidakloprid so odkrili Ze v
podtalnici (5,5 m pod povrSino zemlje, peS¢ene ilovice, v koncentraciji 1 mg/L (Bacey, 2000).
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Imidakloprid ima nizek potencial bioakumulacije v okolju. Na to kaze relativho nizka vrednost
Kow (3,7) in hitra razgradnja imidakloprida v prsti, odvisno od svetlobnih razmer. Prav tako
ne izkazuje sposobnosti vezave na delce, predvsem zaradi nizkega Koc, ki znasa 132 do
310 dni (Gupta in sod., 2002). Mozne poti pretvorbe imidakloprida v prsti so prikazane na
sliki 5.
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Slika 5: MoZne poti razgradnje imidakloprida v prsti (Bacey, 2000)
Glavni razgradni produkti imidakloprida v zemlji so 6-kloronikotinska kislina (iz katere

s€asoma ob popolni mineralizaciji nastane CO,), cikli€na urea, 6-hidroksinikotinska kislina,
olefinski cikliéni nitroguanidin in nitrozo- ter nitroderivati.
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2.5 Doloc¢anje imidakloprida v zemlji

Najbolj razSirjena analizna tehnika za dolo¢anje pesticidov je plinska kromatografija. Vendar
je za dolo¢anje neonikotinoidnih pesticidov neustrezna predvsem zaradi njihove nizke
hlapnosti in termiéne nestabilnosti. Za doloCanje imidakloprida v okolju so bile razvite
razlicne analitske metode, ki zahtevajo bodisi visoke koncentracije imidakloprida v vzorcih
vode ali tal (50-2000 ug/L) bodisi zapletene postopke ekstrakcije pri vzorcih z nizko
koncentracijo imidakloprida (Ishii Y. in sod., 1994).

Za analizo neonikotinoidov v prsti se najvecCkrat uporabljajo kromatografske tehnike, ki
omogocajo locevanje in doloCevanje (kvalitativno in kvantitativno) ozko sorodnih komponent
v kompleksnih vzorcih. Eden takih je teko€inska kromatografija visoke lo¢ljivosti (HPLC).
Uporablja se za doloanje koncentracije imidakloprida in njegovih razpadnih produktov.
Glavne vrste detektorjev so detektor na diodno vrsto (DAD) in masni selektivni detektor (MS).
Pri Studiji Baskaran (Baskaran in sod., 1997) so za HPLC analizo uporabili mobilno fazo
acetonitril : voda v razmerju 20 : 80. Pri tem so vzorce prsti predhodno ekstrahirali trdno-
tekoCe z acetonitrilom (acetonitril : voda, 80 : 20) (Baskaran in sod., 1997).

GC-MS je plinska kromatografija z masnim spektrometrom, s katerim se dolo¢a razpadne
produkte imidakloprida. Za GC-MS analizo je potrebna predhodna ekstrakcija teh vzorcev.
Zaradi nizkega parnega tlaka so imidakloprid predhodno pretvorili v hlapno spojino (Vilchez
in sod., 1996).

Za doloCanje radiokemicne Cistosti so v zemlji, onesnazeni z imidaklopridom, uporabili
tankoplastno kromatografijo (TLC). Predhodno so bili vzorci raztopljeni z acetonitrilom in
hranjeni pri temperaturi -18 °C (Oi, 1999).

Pri Studiji Ruiz de Erenchun in sod. (1997) so za analizo imidakloprida in njegovih produktov
uporabili teko€insko kromatografijo z detektorjem v UV-obmocju. Meja detekcije je znaSala
0,01-1,0 mg/kg. Amperometri¢ni detektor pri LC je mogoce uporabiti v oksidativnem ali
redukcijskem nacinu. Redukcijska amperometri¢na detekcija zahteva Zivosrebrove elektrode
za razSiritev uporabljenega potencialnega obmocja na negativne potenciale. Uporabili so
Ag/AgCl-elektrodo za visoko selektivno-reduktivno amperometricno dolo¢anje insekticidov.
Vsi vzorci so bili predhodno ekstrahirani z acetonitril-metanol-voda (3 : 2 : 2) (Ruiz de
Erenchun, in sod 1997).

Za dolo¢anje imidakloprida in njegovih metabolitov v zemlji so uporabili LC-MS z elektro-
razpr8evanjem. Kromatografska loCitev je potekala z mobilno fazo acetonitril in 0,1 % ocetne
kisline. Vzorci so bili predhodno ekstrahirani s teko€o-teko€o ekstrakcijo z diklorometanom
(Proenca in sod., 2005).
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3. EKSPERIMENTALNI DEL

3.1 Reagenti in raztopine

- imidakloprid 99,9% distost, Riedel-de Haén
- 2-krat deionizirana voda

- acetonitril, Sigma Aldrich, for HPLC >99,9 %
- metanol

3.1.1 InStrumenti in oprema

- pH-meter
- ultrazvoc¢na kopel
- rotavapor

Vzorce zemlje, umetno onesnazene z imidaklopridom, sem obsevala v komori (aparatu
Suntest XLS+), ki preko SUNSENSIV™ senzorja posnema son¢no sevanje.

Za kvantitativno dolo¢anje imidakloprida sem uporabila tekoCinsko kromatografijo visoke
locljivosti v kombinaciji z detektorjem z diodno matriko (HPLC-DAD) proizvajalca Agilent
(Agilent 1100), medtem ko sem za identifikacijo njihovih razgradnih produktov uporabila
tekocCinsko kromatografijo z masnim analizatorjem z ionsko plastjo (LC-MS), sicer tekocCinski
kromatograf LC Perkin Elmer Series 2000 (Schelton, CT, USA), povezan z 3200 Q sistemom
TRAP MS in opremljen z elektro-ion spray (ESI).
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3.2 Odvzem vzorca zemlje

Faral
Lanecica Jasen

Koseze
Vrbavo

Dolnji

Zemon Vrbica

Veiika
Bukovica 832

L] Jablanica

Gorny

Mala Zemon

Bukovica
832 K

Trplane

632

0 Bre
Map dsta @2011 Tele Atias

Slika 6: Odvzeto mesto vzorca, vir: http://maps.google.com/
3.2.1 Vzorc¢enje

Slika 6 prikazuje mesto vzoréenja odvzete zemlje, ki se nahaja v okolici Ilirske Bistrice, na
kmetijski povrsini, ki ni namenjena kmetijski obdelavi. Od glavne ceste llirska Bistrica-
Podgora je oddaljeno 2 km in 1 km od reke Reke. Vzorec zemlje sem odvzela pod povrSino,
in sicer ob son¢nem vremenu, 5. marca 2011, pri temperaturi okoliSkega zraka 13 °C, ko Ze
3 dni ni deZevalo. Na izbranem vzorénem mestu povrsine 2 m? sem odvzela 2 kg zemlje.
Podrocje sem razdelila na 4 kvadrante in iz vsakega odvzela priblizno 0,5 kg zemlje.

3.2.2 Sejanje in suenje vzorca

Zemljo sem nato odnesla v laboratorij za nadaljnjo obdelavo. Najprej sem jo porazdelila po
papirju in po¢akala nekaj dni, da se je posusSila. Nato sem zemljo 2 h suSila Se pri temperaturi
120 °C, da sem odstranila odve¢no vodo (adsorbirano, absorbirano ali vkle$¢eno v
mikroprostorckih) ter zemljo sterilizirala. Zemljo sem nato presejala najprej skozi sito 1200
Mw, 800 Dr.St. in nadaljevala sejanje skozi sito velikosti 300 Mw 200 Dr.St DIN Nr. 20.

17



3.2.3 Dolo¢anje pH zemlje

Po uspesni kalibraciji pH-metra (s pH 4,0 in 7,0) sem v 100 mL ¢aso odtehtala 10 g zemlje
(m (dejanska)=10.0027 g), dodala 50 mL 1M KCl in 2 h meSala s stekleno palCko ter izmerila
pH.

3.2.4 Priprava vzorcev za poskus

2 kg nabrane nekontaminirane zemlje sem umetno onesnaZila z imidaklopridom s konéno
koncentracijo 20 mg imidakloprida/kg zemlje. Z meSanjem z neonesnazeno zemljo sem nato
pridobila razli€no onesnazeno zemljo s koncentracijami 10 mg/kg, 5 mg/kg, 2,5 mg/kg in 1,25
mg imidakloprida/kg suhe zemlje.

Delo je potekalo v dveh smereh:
a.) Ekstrakcija imidakloprida iz zemlje
Postopek ekstrakcije sem povzela po literaturi (Thuyet in sod., 2009).

Imidakloprid sem ekstrahirala iz zemlje z ro€nim stresanjem (5 min) v centrifugirski tubi, tako
da sem k 5 g oziroma 100 mg suhe zemlje s koncentracijo imidakloprida 10 mg/kg, 5 mg/kg,
2,5 mg/kg in 1,25 mg/kg suhe zemlje dodala 10 mL acetonitrila. Zmes sem nato postavila Se
v ultrazvoéno kopel za 20 min. Nato sem pocakala 1 uro, da se je zemlja v centrufugirki
usedla in nato previdno dekantirala acetonitril. Postopek sem ponovila Se dvakrat. Ekstrakte
sem nato prelila v bu¢ko in uparila acetonitril. V bu¢ko sem dodala 2 mL mobilne faze za
HPLC-DAD analizo, in sicer mesSanico acetonitrila in vodne raztopine ocetne kisline (30 %
acetonitrila, 70 % vodne raztopine ocetne kisline (1,5 vol.%)). Raztopino iz butke sem
prefiltrirala in vsebino prelila v viale za HPLC-DAD in LC-MS analizo.

b.) Fotorazgradnja imidakloprida

Umetno onesnazeno zemljo (5 g oziroma 100 mg suhe zemlje s koncentracijo imidakloprida
10 mg/kg suhe zemlje sem enakomerno razporedila po stekleni petrijevki s premerom 9 cm
in viSino 2 cm ter jo postavila v aparat Suntest. Intenziteto svetlobe v njem sem naravnala na
750 W/mz, torej na simulirane »poletne« pogoje, ko je intenziteta svetlobe velika. Prvotno
smo Studijo fotorazgradnje zastavili tako, da bomo testirali razlicne debeline zemlje in
ugotovili, pri kateri koli€ini vzorca dobimo zanesljive rezultate. Ker pa se je v nadaljevanju
raziskovalnega dela mentorica odlocila, da je za tovrstno raziskavo potrebno raziskovalno
delo, preobsezno za diplomsko delo, sem nadaljevala raziskovalno delo le Se s testiranjem
najmanjSe izbrane plasti zemlje. Tako sem v nadaljevanju v petrijevko nanesla le 100 mg
kontaminirane zemlje z doloeno koncentracijo imidakloprida in jo obsevala v razli¢nih
¢asovnih intervalih. Pred obsevanjem vzorcev sem steklene petrijevke dodatno povrSinsko
oCistila z etanolom, da sem preprecila in izkljuCila mozne negativne vplive (necistoCe na
povrSini) na obsevanje vzorca.

Za obsevanje vecje koliine zemlje (5 g) sem zatehtala po 2 paralelki vsakega vzorca zemlje
(2 x 5 g) in jih obsevala v razli¢nih €asovnih intervalih za 1 h, 2 h, 3 h, 6 h, 9 hin 12 h. Za
obsevanje manjSe koli€¢ine onesnazene zemlje (100 mg) pa sem zatehtala po 3 paralelke
vsakega vzorca (3 x 100 mg) in jih obsevala v razli¢nih ¢asovnih intervalih za 15 min, 30 min,
60 min, 120 min, 150 min, 3 h, 6 h in 9 h. Po kon€anem obsevanju sem zemljo ekstrahirala
po zgoraj razlozenem postopku, povzetem po literaturi Thuyet in sod. (2009). Pri ekstrakciji
majhne koli¢ine zemlje (100 mg) sem namesto 10 mL topila acetonitrila uporabila 2 mL topila
in v bucko dodala 1 mL (namesto 2 mL) mobilne faze namenjene za HPLC-DAD analizo.
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3.2.5 Fotorazgradnja imidakloprida v aparatu SUNTEST

Studija fotorazgradnje je bila opravijena v komori, prikazani na sliki 7. Sonéno sevanje se
upravlja preko SUNSENSIV ™ senzorja v sevalnem obmoc¢ju 300—400 nm/340 nm ali 300—
800 nm/LUX. V aparatu je nameS&ena 1700 W ksenonska zarnica, ki se dodatno zra¢no
hladi. Vgrajen senzor omogo¢a neposredno doloCitev in nadzor temperature sevalnega
telesa, ki zajema temperaturno obmocdje BST 45 °C. Celotna povrSina, namenjena
izpostavljenosti 0z. obsevanju v aparatu Suntest, obsega 1100 mm?2.

Aparat Suntest za naSe vzorce simulira sonen poletni dan z intenziteto son¢éne svetlobe 750
W/m? in dejansko temperaturo 20,25 °C, medtem ko je temperatura sevalnega telesa 45 °C.
Obmoc¢je valovnih dolzin svetilke, uporabliene v vseh poskusih, je bilo 300-800 nm.
Petrijevke z enakomerno razporejeno kontaminirano zemljo so bile dane v suntest za
fotoobsevanije in izpostavljene sonéni svetlobi v asovnih intervalih od 15 min do 12 h.

Slika 7: Aparat Suntest.

3.3 Priprava raztopin

3.3.1 Priprava mobilne faze

V 50 mL buCko sem nalila 15 mL acetonitrila, 525 pL ocetne kisline in dolila dvakrat
deioniziranao vodo do oznake.
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3.4 Kromatografski pogoji za HPLC-DAD in LC-MS

Spodaj so navedeni kromatografski pogoji za HPLC-DAD, ki sem jih uporabila za analizo
koncentracije imidakloprida v prsti:

Tabela 4: Kromatografski pogoji za HPLC-DAD

Kolona Zorbax C8
Volumen injiciranja 75,00 pL
Detektor Diodna matrika (270 nm)
Pretok 1,000 mL/min
Mobilna faza A = acetonitril (30 %)
B = ocetna kislina, pH = 3 (70 %)
Elucija IzokratiCna
Cas analize 12 min
Temperatura analize 25 °C

Kromatografski pogoji za LC-MS

Aparatura: Tekocinski kromatograf LC PerkinElmer Series 2000, proizvajalca Schelton, CT,
ZDA. Masni spektometer, povezan z 3200 Q sistemom TRAP MS in opremljen z elektronsko
ionsko plastjo (ESI), proizvajalec Applied Biosystems/Sciex MDS (Foster City, CA, USA).
Locitev je bila dosezena z uporabo kromatografske C8 kolone dimenzij 250 mm x 4,6 mm.
Masno-spektrometricna detekcija je bila izvedena v pozitivnem nacinu Q3, skenirana iz m/z
60 na m/z 400 v 1 s. ESI vir napetosti je bil 3500 V, DP pa 36 V in temperatura Turbo lon
Spray pri 300 °C.Temperatura kolone je bila 25 °C , pretok: 1 mL/min, volumen iniciranja: 90
ML, €as analize: 15 min. Mobilna faza je bila enaka kot pri HPLC-DAD programu.

LC-MS-analize mojih vzorcev je opravila Romina Zabar, ker sama na omenjenem
instrumentu nisem smela delati.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA
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Slika 8: Kromatogram ekstrakta imidakloprida iz zemlje (DAD detektor pri 270 nm)

Imidakloprid se izlo€i iz kolone z retenzijskim ¢asom 8,059 min, pri maksimalni absorpciji
269 nm. Na sliki 8 je prikazan kromatogram ekstrakta imidakloprida iz zemlje posnet na
HPLC-DAD.

4.1 Ekstrakcija velike in male kolic¢ine

Ekstrakcijo sem najprej izvedla z veliko koli¢ino vzorca onesnazene zemlje 5 g. Zatehtala
sem po 5 paralelk vsakega vzorca zemlje (5 x 5 g). 1z umeritvene krivulje na sliki 9 je opaziti
lepe odzive pri doloCenih koncentracijah imidakloprida. Zaradi predebele plasti zemlje v
petrijevki po obsevanju v aparatu Suntest sem nato izvedla Se raziskavo na man;jsi koli€ini
vzorca onesnazene zemlje 100 mg. Zatehtala sem po 3 paralelke vsakega vzorca zemlje
(3 x 5 mg). Obe umeritveni krivulji sta prikazani na slikah 9 in 10. Za viSje koncentracijsko
obmocje smo dobili vecjo linearnost kot za niZje koncentracijsko obmocje, vendar je rezultat
za preliminarne rezultate tudi za nizje koncentracijsko obmocje e v mejah sprejemljivosti
(R?=0,94822).
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4.1.1 Umeritvena krivulja za imidakloprid pri ve¢ji koli¢ini (5 g)
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Slika 9: Umeritvena krivulja za dolo€anje imidakloprida na HPLC-DAD

2
Enacba umeritvene krivulje je bilay = 452 x + 73 z natanénostjo R = 0,998.

4.1.2 Umeritvena krivulja za imidakloprid pri manjsi koli¢ini (100 mg)
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Slika 10: Umeritvena krivulja za dolo€anje imidakloprida na HPLC-DAD

2
Enacba umeritvene krivulje je bilay = 37.7 x -8.2 z natan¢nostjo R = 0,948.
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4.2 Obsevanje vecje in manjSe koli¢ine v aparatu Suntest

4.2.1 Fotorazgradnja imidakloprida v prsti (5 g)

Zatehtala sem po 2 paralelki vsakega vzorca zemlje (2 x 5 g). Stehtane vzorce sem dala v
petrijevke in postavila v aparat Suntest, kjer sem jih obsevala z intenziteto svetlobe 750
W/mz.
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Slika 11: Krivulja razpada imidakloprida v prsti (5 g) po obsevanju

Rezultati poskusa razgradnje imidakloprida z debelejSim nanosom zemlje, prikazani na sliki
11, izkazujejo veliko variabilnost. Predvidevamo, da je bila zaradi predebele plasti nanosa
zemlje po petrijevki fotorazgradnja imidakloprida neucinkovita z obzirom na dejstvo, da
svetloba le malo prodira v zemljo. Ceprav je izmerjena debelina plasti zemlje v petrijevki
znaSala zgolj 3 mm, rezultati potrjujejo, da je bila plast Se vedno predebela. Fotorazgradnja
je potekla samo na povrSini prsti, medtem ko na zasenéeni strani in v globljih plasteh
fotorazgradnja ni potekla.
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4.2.2 Fotorazgradnja imidakloprida v prsti (100 mg)

Zatehtala sem po 3 paralelke vsakega vzorca zemlje (3 x 100 mg). Stehtane vzorce sem
dala v petrijevke in postavila v aparat Suntest, kjer sem jih obsevala s svetlobo intenzitete
750 W/mz2,
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Slika 12: Krivulja razpada imidakloprida v prsti (100 mg) po obsevanju

Na sliki 12 je prikazan potek fotorazgradnje imidakloprida v tanjSi plasti prsti (masa vzorca
100 mg). Iz grafa lahko sklepam, da se najve¢ imidakloprida razgradi v prvih 60 minutah,
nato pa se kljub daljSemu obsevanju njegova koncentracija ne zmanjSuje vec, temvecC se
ustali. Predvidevam, da se je enakomerno razgradil imidakloprid, ki je bil pretezno na
povrsini zemlje, medtem ko se imidakloprid, ki je bil na dnu petrijevke, ni razgrajeval, saj ni
bil izpostavljen UV-A svetlobi. Zaradi tanjSe plasti zemlje je obstajala tudi vecja moznost
fotorazgradnje po skoraj vsej povrsini kontaminiranega vzorca zemlje. Debelina plasti zemlje
v petrijevki je zna8ala namre€ v drugem primeru le 1 mm. Vzorce sem obsevala v razli¢nih
¢asovnih intervalih od 15 minut, 30 minut, 60 minut, 120 minut, 150 minut, 180 minut, 360
minut do 9h. Glede na to, da glavni del razgradnje poteka v prvi uri (45,42 % razgradnja
imidakloprida), sem zelela Se dodatno skrajSati intervale obsevanja, in na ta nacin dobiti
natanénej$o krivuljo razpada. Zal pa so kraj$i asi obsevanja vzorcev tezko nastavljivi, saj se
mora aparat Suntest stabilizirati, za kar pa potrebuje Cas.
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4.3 Dolocanje razgradnih produktov imidakloprida v zemlji
Razgradne produkte imidakloprida smo dolo&ali na LC-MS.
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Slika 13: Kromatografski vrh vzorca imidakloprida brez obsevanja
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Slika 14: Masni fragmenti imidakloprida brez obsevanja
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Slika 15: Kromatogram vzorca imidakloprida po 90 minutah obsevanja

Obsevani vzorec za LC-MS analizo sem ekstrahirala na enak nacin, kot je opisano v
poglavju Materiali in metode. Na kromatogramu, prikazanem na sliki 15, lahko vidimo, da je
po 90 minutah obsevanja vzorca imidakloprid Se vedno prisoten, poleg njega pa neznani
razgradni produkti, ki so zelo polarni in so se eluirali z mobilno fazo. Primerjava
kromatograma obsevanega vzorca s kromatogrami, poshetimi med fotorazgradnjo
imidakloprida v vodi, je pokazala, da v vzorcu nisem detektirala produktov, ki so bili
identificirani v primeru fotorazgradnje imidakloprida v vodi. Mozna razlaga je, da omenjenih
razgradnih produktov, kot je na primer 6-kloronikotinska kislina, s sistemom uporabljenih topil
nisem ekstrahirala iz vzorca. V primeru fotorazgradnje imidakloprida v vodi sem namre¢ za
analizo uporabila kar vodne vzorce.
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5. ZAKLJUCEK

V eksperimentu sem spremljala fotokemi¢no razgradnjo imidakloprida v prsti z uporabo
aparata Suntest, ki sem ga uporabila kot vir UV-A svetlobe z intenziteto 750 W/mz2,

Vzorec zemlje, umetno onesnazene z imidaklopridom, mi je najprej sluzil za pripravo
umeritvene krivulje. Pred obsevanjem vzorcev zemlje v aparatu Suntest sem pripravila
umeritveno krivuljo tako, da sem ekstrahirala vzorce zemlje, ki sem jih pripravila z red€enjem
kontaminirane zemlje (s koncentracijo imidakloprida 20 mg/kg) z nekontaminirano zemljo.
Vzorci zemlje so tako vsebovali razli¢ne koncentracije imidakloprida, od 10 mg/kg, 5 mg/kg,
2,5 mg/kg do najnizje 1,25 mg/kg. Za pripravo umeritvene krivulje sem najprej uporabila
vecjo koli¢ino (5 g) vzorca, ki sem ga ekstrahirala z 10 mL acetonitrila. Isto koli¢ino vzorca
(5 g), kot sem jo uporabila za izdelavo umeritvene krivulje, sem nato enakomerno razporedila
po petrijevki in jo obsevala v aparatu Suntest ter spremljala razgradnjo imidakloprida. Pri
izpostavljenosti vecje koliCine prsti, naneSene v petrijevki v aparatu Suntest (5 g), sem
ugotovila, da je debelina plasti prevelika in zato razgradnja imidakloprida zelo neenakomerna
0z. nemerodajna.

V drugem delu diplomskega dela sem tako obsevala manj$o koli¢ino vzorca 100 mg. Najprej
sem po istem postopku kot pri vecji koli€ini izdelala umeritveno krivuljo. Vzorce (100 mg)
sem nato enakomerno razporedila po petrijevki in jih obsevala v razli¢nih ¢asovnih intervalih
ter spremljala fotorazgradnjo imidakloprida. Pri vzorcih sem priCakovala vecjo fotorazgradnjo
imidakloprida po daljSem &asovnem obsevanju (9 h). Vendar so dobljeni rezultati pokazali,
da najvecja fotorazgradnja potece v prvi frazi obsevanja (45,42 % razgradnja), nato pa se z
daljSanjem obsevanja ne spreminja ve€, kar lahko razloZimo s tem, da ni ves vzorec
enakomerno osvetljen in zato se imidakloprid razgrajuje le na delih, ki jih svetloba doseze.

Za uspesno fotokemijsko razgradnjo imidakloprida oziroma kateregakoli drugega onesnaZzila
v zemlji je najbolj pomembna debelina plasti obsevanega vzorca. Posledica predebele plasti
kontaminirane zemlje v petrijevki je prevelika koli¢ina neizpostavljenega vzorca, ki tako da
nerealne rezultate, saj razgradnja poteCe le na povrSini obsevane zemlje oziroma na
obsevanih delih in se z globino ter usmeritvijo od obsevanja neizpostavljenega dela povrSine
manjsa.
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PRILOGE (ANNEXES)

Tabela 1A: Odvisnost povrSine kromatografskega vrha od koncentracije imidakloprida (5 g
onesnazene zemlje)

mag/L

BRI 33314 13751 47065 464548
2970,9 1495,0 4465,9

BN 29738 16072 45810
3043,6 1441,2 44848

BT 31437 0 18455 49892
1555,0 566,2 2121,2 2183,04
B 1729 0 5936 0 23665 0000
1747,9 642,3 2390,2

| 54 PR A PP EE A
1258,7 489,9 1748,6

PR 835 20 4212 12747 118818
886,0 394,2 1280,2

B s>s2 0000 41660 12418
779,6 369,2 1148,8

P s 4377 954
479,0 150,7 629,7 644,1
YA $so0: @ 1734 7135
455,8 137,4 593,2

I 4540000 1642 6096
528,8 147,3 676,1

Tabela 2A: Odvisnost povrsine kromatografskega vrha od koncentracije imidakloprida v prsti
(100 mg kontaminirane zemlje)

Koncentracija 1. frakcija + 2. Povprecje
[mg/L] frakcija

10-1

10-2

10-3

5-1

5-2

5-3
2.5-1
2.5-2
2.5-3
1.25-1
1.25-2
1.25-3




Tabela 3A: PovrSina kromatografskega vrha imidakloprida v zemlji (5 g) po obsevanju pri
intenziteti 750 W/mz,

Cas Koncentracija 1. 2. Vsota Povprecje Razgradnja
obsevanja pod [mg/L] frakcija frakcija imidakloprida

intenziteto 750 [%0]
W/ m?

1h 2098,1 2998,9
10-2 2350,2 259,7 2609,9
2h 10-1 800,8 474,3 1275,1 1992,6 57,11
10-2 22374 472,7 2710,1

3h 10-1 2011,1 398,8 2409,9 2665,9 42,61
10-2 2535,3 386,7 2922,0

6h 10-1 538,4 113,3 651,7 620,5 86,64
10-2 348,6 240,8 589,4

9h 10-1 1139,3 1070,7 2210,0 2347,05 49,48
10-2 1403,4 1080,7 2484,1

10-1 727,7 1866,9 2594,6 2936,1 36,80
10-2 974,7 2303 3277,7

2804,4

Tabela 4A: PovrSina kromatografskega vrha imidakloprida (100 mg zemlje) po obsevanju pri
intenziteti 750 W/m?

Cas Koncentraci 1. frakcija+ Povpreje Razgradnja
obsevanja pri | ja[mg/L] 2. frakcija imidakloprida
intenziteti 750 [%0]

W/m?

15 min

30 min

1h

120 min (2 h)

150 min

3h

6h
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