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Sazetak

Tiabendazol (TBZ) je vrlo korisno antihelminticko i fungicidno sredstvo koje je naslo Siroku
primjenu. Kao antihelmintik, tiabendazol moZze djelovati na dva naina: moze inhibirati enzim
fumarat reduktazu ili nastanak mikrotubula tijekom mitoze. Ako se koristi kao fungicid, u
gljivicama moze inhibirati sustav prijenosa elektrona ili mitozu hifa. Budu¢i da se zbog svojih
ucinkovitih svojstava sve ucestalije koristi kao fungicid, moguce je da tiabendazol zaostaje na
usjevima pa je zbog toga odredena maksimalna dopustena koncentracija pri kojoj tiabendazol ne
Steti. Medutim, zbog mogucih Stetnih posljedica na endokrini sustav pri viSim koncentracijama,
potrebno ga je odredivati 1 pratiti u uzorcima voca, povrca, tla i vode. Tiabendazol se uspjesno
moze odrediti raznim spektroskopskim, kromatografskim, elektroanalitickim te bioloSkim i
imunokemijskim metodama. Najcesce koriStene metode su spektrofluorimetrija, spektroskopija

povrsinski pojacanog Ramanovog rasprsenja i teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti.
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Abstract
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1. UVOD

Tiabendazol je derivat benzimidazola koji ima Sirok spektar djelovanja kao
antihelminticko 1 antifungalno sredstvo. Kao antihelmintik koristi se za uklanjanje helminta iz
organizma, iako su ga u zadnje vrijeme zbog Cestih Stetnih nuspojava zamijenili drugi lijekovi,
poput ivermektina i mebendazola. Kao fungicid pokazao se vrlo korisnim pri tretiranju raznog
voca i povréa radi suzbijanja plijesni, Stetocina i truljenja. U nekim drzavama se tiabendazol ¢ak
koristi 1 kao konzervans prilikom transporta i dugog skladiStenja svjezih proizvoda. Iako nije
toksican za ljude, zbog svog Sirokog spektra koristenja, tiabendazol je potrebno pratiti u okoliSu
jer pokazuje Stetne endokrine posljedice pri visokim koncentracijama (remeti rad hormona

Stitnjace).

Metode kojima se tiabendazol odreduje u realnim uzorcima mogu se podijeliti u Cetiri
velike skupine. Spektroskopske metode koje se koriste su UV/Vis spektroskopija,
spektrofluorimetrija, fosforimetrija i SERS spektroskopija. Od kromatografskih metoda, najéesce
se koristi HPLC metoda, ali se takoder koriste 1 plinska, teku¢inska 1 micelarna tekucinska
kromatografija te kapilarna elektrokromatografija. Od elektroanalitickih metoda koristi se
direktna potenciometrija. Bioloski testovi su predstavnici bioloskih metoda, a imunoloski testovi,

posebice ELISA-test, predstavnici su imunokemijskih metoda.

Cilj ovog Diplomskog rada je predstaviti svojstva tiabendazola i dati pregled analitickih
metoda kojima se tiabendazol odreduje i1 prati u okoliSu na temelju analiza vode 1 tla te u

uzorcima voca i povrcéa.



2. TTABENDAZOL

Tiabendazol (TBZ) je organska molekula ¢ije [UPAC ime glasi 4-(1H-1,3-benzodiazol-2-
il)-1,3-tiazol. Tiabendazol ima molekulsku formulu C;oH;N3S, a njegova struktura prikazana je

na Slici 1 [1].

Slika 1. Struktura molekule tiabendazola [1].

Tiabendazol je bijela kristalna tvar koja se tali pri 304-305 °C. Tvori i kisele 1 bazi¢ne
derivate. Slabo je topljiv u vodi pri neutralnom pH, a vecu topljivost ima u razrijedenim
kiselinama i luzinama (najvecu topljivost ima u klorovodi¢noj kiselini pri pH vrijednosti od 2,5).
Stabilan je 1 u ¢vrstom stanju i kao otopina. Molekula tiabendazola tvori obojene komplekse s
metalima, npr. zeljezom [2]. S obzirom da u svojoj strukturi sadrzi tri atoma dusSika 1 jedan atom
sumpora koji mogu sluziti kao koordinacijski centri, tiabendazol je dobar keliraju¢i agens, Sto
ukazuje na mogucnosti upotrebe u medicini kod trovanja metalima, npr. olovom, zivom ili
antimonom. Osim ovih svojstava, nedavno su Tabanez i suradnici [3] opisali molekulska,
kristalografska i spektroskopska svojstva tiabendazola koja ¢e zasigurno pomo¢i u daljnim

istrazivanjima o moguéem koriStenju ovog lijeka.

2.1. Dobivanje tiabendazola

Tiabendazol je derivat benzimidazola, spoja koji u svojoj strukturi sadrzi benzenski

prsten spojen na imidazolni prsten. Benzimidazol je bicikli¢ka, planarna i aromatska molekula.
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Najznacajnije sinteze benzimidazola su sinteze iz o-fenilendiamina kao polaznog spoja, u
kombinaciji s raznim reagensima, npr. s octenom kiselinom, aldehidima, ketonima, esterima i sl.
[4]. Medutim, prvi benzimidazol je pripravljen 1872. godine, kada je Hoebrecker reducirao 2-

nitro-4-metilacetanilid i dobio 2,6-dimetilbenzimidazol [5].

Brown [6] je 1961. godine prvi predstavio tiabendazol kao novu vrstu spojeva koji imaju
izvrsna antihelminticka svojstva. On je tiabendazol pripravio reakcijom 4-tiazolkarboksamida s
o-fenilendiaminom, uz polifosfornu kiselinu kao katalizator, pri 250 °C tijekom 3 sata te je dobio
kona¢ni produkt uz iskoriStenje reakcije od 64 %. Kemijska reakcija sinteze tiabendazola
prikazna je na Slici 2. Osim samog tiabendazola, takoder je sintetizirao i njegove razli¢ito
supstituirane derivate koje je koristio u ispitivanjima antihelmintickih svojstava, ali je Cisti

tiabendazol pokazao najveci potencijal kao antihelmintik.

NH, S a) [ IN N
NH -
H

NH, o)

Slika 2. Kemijska reakcija sinteze tiabendazola iz o-fenilendiamina i 4-tiazolkarboksamida uz

polifosfornu kiselinu (a) [7].

Iducu sintezu predlozili su Grenda i suradnici [8]. Oni su predlozili sintezu iz drugacijih
polaznih spojeva, a to su N-arilamidini i natrijev hipoklorit. Osim tiabendazola, sintetizirali su i
druge spojeve te dokazali kako se, uz natrijev hipoklorit i bazu, iz N-arilamidin hidroklorida
mogu dobiti razni spojevi iz skupine benzimidazola. Za samu sintezu tiabendazola, pri sobnoj
temperaturi i uz mijesanje, otopini N-fenil-4-tiazolkarboksamidin hidroklorida i metanola, dodali
su natrijev  hipoklorit te je doSlo do nastanka meduprodukta N-kloro-N'-fenil-4-
tiazolkarboksamidina. Nakon refluksiranja i filtriranja te na kraju i prociS¢avanja, dobiven je
konac¢ni produkt uz iskoriStenje reakcije od 93 %. Koraci kemijske reakcije sinteze prikazani su

na Slici 3. Osim ovog nacina sinteze takoder su pokazali da se tiabendazol uz vece iskoriStenje



reakcije, od ¢ak 95 %, moZe sintetizirati i ako je meduprodukt nastao uz drugacije uvjete reakcije

(adicijom hipoklorita na amidin hidroklorid u otopini vode i1 metilen-klorida).
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Slika 3. Kemijska reakcija sinteze tiabendazola (I1la) iz N-fenil-4-tiazolkarboksamidin hidroklorida (Ia)
uz prisutnost NaOCl i baze [8].

Osim sinteze Cistog tiabendazola, takoder su poznate i sinteze supstituiranih tiabendazola
zbog njihove Siroke bioloske aktivnosti. Patil i suradnici [9] predlozili su niz jednostavnih sinteza
za koje su koristili lako dostupne i jeftine polazne reagense. Njihove sinteze su temeljene na
anilinu kao reaktantu. Osim anilina, sinteze su provodili i na anilinima s atomom klora u orto,
para 1 meta polozaju, koji reagiraju s 4-cijanotiazolom u dva koraka. Prvi korak se odvijao pri
temperaturi od 135 °C uz diklorbenzen kao otapalo te u atmosferi suhog klorovodika. Pri tome
su kao meduprodukti nastali odgovarajuc¢i amidin hidrokloridi. Zatim se drugi korak odvijao uz
prisutnost natrijevog hipoklorita te natrijevog karbonata i dobiveni su supstituirani tiabendazoli

kao konacni produkti uz iskoriStenja reakcija izmedu 40 % 1 69 %.

NH; N 1. diklorbenzen N

N
NC 3 135 °C; HCI TN 3
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N

Slika 4. Opcenita kemijska reakcija sinteze tiabendazola iz anilina i 4-cijanotiazola [9].



2.2. Antihelmintic¢ka svojstva tiabendazola

Tiabendazol je prvi puta spomenut kao izvrstan antihelmintik Sirokog spektra 1961.
godine kada je njegova svojstva opisao Brown [6]. Helminti su parazitski viSestani¢ni organizmi
koji mogu biti unutarnju ili vanjski nametnici na Covjeku, zivotinjama ili biljkama. Njima
pripadaju brojni parazitski oblici, kao §to su metilji, trakavice, virnjaci, obli¢i, strunasi i kukasi
[10]. Opcenito, antihelmintici su lijekovi koji se koriste za uklanjanje helminta koji Zive u
ljudskom tijelu (najces¢e u probavnom sustavu), domacéim i drugim Zivotinjama ili biljkama. Oni
uspjesno djeluju jer uklanjaju neZeljene parazite bez ostavljanja Stetnih posljedica u organizmu
domacina. Antihelmintici se mogu podijeliti u tri skupine, ovisno o vrsti parazita na kojeg
djeluju: nematocidi djeluju na obli¢e (nematode), trematocidi djeluju na metilje (trematode) 1
cestodicidi djeluju na trakavice (cestode) [11]. Osim tiabendazola, koji pripada skupini
nematocida, Brown je analizirao i1 antihelminticka svojstva njegovih derivata, ali se Cisti
tiabendazol pokazao najuspjesniji kod uklanjanja gastrointestinalnih parazita kod ovaca, koza,

konja, pasa, peradi, stoke i svinja [6].

Mehanizam djelovanja tiabendazola kao antihelmintika nije u potpunosti razjasnjen, ali
istrazivanja pokazuju dva moguca nacina. Prvi je inhibicija enzima fumarat reduktaze kojega je
predstavio Prichard [12]. Inhibicijom fumarat reduktaze, specificnog mitohondrijskog enzima
helminta, tiabendazol inhibira ciklus limunske kiseline i mitohondrijsko disanje $to dovodi do
nemogucnosti stvaranja ATP-a, odnosno smrti parazita. Druga istrazivanja pokazuju kako
posjeduje antimitoticka svojstva. Predlozeno je da se tiabendazol veze na tubulin Sto uzrokuje
inhibiciju nastanka mikrotubula, a to rezultira remecenjem procesa mitoze. Istrazivanja su cak
pokazala da je kod nekih vrsta parazita potrebna veca koncentracija lijeka kako bi se inhibirala
fumarat reduktaza, nego Sto je potrebna za inhibiciju polimerizacije tubulina [13]. McKellar i
Scott su, uzimajuéi u obzir oba nacina djelovanja, napravili pregled istrazivanja u kojima se
navode 1 ostali moguci razlozi zasto je tiabendazol ucinkovit u uklanjanju parazita. Neki od njih
su inhibicija citoplazmatskog 1 mitohondrijskog enzima malat dehidrogenaze kod vrsta 4. suum,
F. hepatica i M. expansa, inhibicija fumarat reduktaze kod H. contortus, a osim uklanjanja
odraslih parazita, tiabendazol je inhibirao i rast jajaSaca ¢ime se sprijecila daljna infekcija

domacina [13].



Strongiloidoza je crijevna zaraza sisavaca 1 ptica uzrokovana obli¢ima iz roda
Strongyloides stercoralis. Na svijetu je to Cetvrta najceSc¢a crijevna zaraza nematodama i prisutna
je na Cak pet kontinenata, ali najviSe se javlja u vlaznim tropskim krajevima [14]. Iako je jedna
od crijevnih zaraza koja je najmanje podlozna terapiji antihelminticima, moze se lijeciti
ivermektinom, albendazolom i tiabendazolom, koji prevladava kao lijek bez obzira na neke
toksi¢ne nuspojave. Istrazivanja su pokazala da su nakon Sest mjeseci lijeCenja tiabendazolom
odrasli paraziti bili i dalje prisutni kod 7 % ispitanika, a jajasca kod 3 od ukupno 42 osobe [15].
U novijem istrazivanju, Igual-Adell i suradnici [16] ispitivali su 88 osoba te usporedivali
ucinkovitost tiabendazola 1 ivermektina. Od ukupnog broja ispitanika 35 % ljudi je primalo
tiabendazol (25 mg/kg/12 h 3 dana za redom) 1 njih 25 (78 %) je bilo izlije¢eno, dok ih je 16 %
imalo Stetne nuspojave. U ovom radu je ivermektin pokazao bolju u¢inkovitost i manje slucajeva

sa Stetnim posljedicama.

Tiabendazol se brzo apsorbira kroz crijeva, ali se moze apsorbirati i preko koZze.
Preporucena doza uzimanja ovisi o tezini domacina, dok ga djeca ispod 10 godina starosti ne bi
trebala uzimati. Tiabendazol se najceS¢e metabolizira u jetri do 5-hidroksitiabendazola (5-OH-
TBZ) prije nego se eliminira iz organizma u obliku glukuronida ili sulfatnog konjugata [17]. Na
Slici 5. prikazani su moguc¢i metaboliti tiabendazola. U zadnje vrijeme uporaba tiabendazola je
postala ograni¢ena zbog sve ceS¢ih slucajeva sa Stetnim nuspojavama u usporedbi s drugim
slicnim lijekovima, kao S§to su mebendazol ili ivermektin. Najucestalije nuspojave koje se
javljaju su mucnina, vrtoglavica, glavobolja i pospanost, a kako bi se izbjegle ili smanjile

gastrointestinalne smetnje, preporucuje se uzimati lijek poslije jela [18].
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Slika 5. Metaboliti tiabendazola [17].

2.3. Antifungalna svojstva tiabendazola

Osim antihelmintickih svojstava, istrazivanja su pokazala da tiabendazol ima i
antifungalna svojstva te ga je tvrtka Merck registrirala kao fungicid u SAD-u 1969. godine. Kao
fungicid koristi se na raznom vocu i povréu za uklanjanje plijesni, protiv Stetocina, truljenja i
protiv raznih vrsti gljivica. MoZze se primijeniti Spricanjem, uranjanjem u otopinu ili se nanosi
tijekom premazivanja voca i povréa voskom [19]. In vitro istrazivanja pokazala su da je
tiabendazol ucinkovit protiv raznih vrsta saprofitskih i patogenih sojeva gljiva. Posebno je
ucinkovit protiv roda Trichophyton 1 Microsporum te inhibira rast kultura koje proizvode

mikotoksine [20].

Allen 1 Gottlieb [21] prikazali su kako tiabendazol djeluje na razne stani¢ne procese kao
fungicid te ustanovili kako bi primarno mjesto djelovanja mogla biti inhibicija sustava prijenosa
elektrona, a smanjenje ostalih metabolickih funkcija su sekundarna mjesta djelovanja zbog

nedovoljne koli¢ine potrebne energije. Istrazivanje su provodili na Penicillium atrovenetum ciji



je rast tiabendazol inhibirao 45 % pri koncentraciji od 0.5 pg/mL, 90 % pri koncentraciji od 8.0
pg/mL te 100 % pri koncentraciji od 10 pg/mL. Osim na rast, tiabendazol je utjecao i na stanicno
disanje te stani¢ni metabolizam, dok se utjecaj na sintezu proteina nije mogao utvrditi. Medutim,
smatra se kako je zbog smanjenog rasta od cak 90 % pri koncentraciji od 8 pg/mL sinteza
proteina, nukleinskih kiselina, lipida 1 ugljikohidrata vrlo niska. S druge strane, Davidse i Flach
[22] prikazali su drugi nain djelovanja tiabendazola kao fungicida te opisali njegova
antimitoti¢ka svojstva. U svom istrazivanju prikazali su kako tiabendazol pri koncentraciji od 80
umol/L potpuno inhibira mitozu hifa Aspergillus nidulans, dok su DNK 1 RNK sinteza te rast
micelija bili samo djelomi¢no inhibirani pri istoj koncentraciji. Kod Penicillium expansum
pokazali su kako tiabendazol kompetitivno inhibira ['*C]karbendazim tako $to se veZe na tubulin

1 interferira prilikom nastanka mikrotubula.

2.4. Vaznost odredivanja tiabendazola

Osim prethodno navedenih svojstava, tiabendazol se koristi 1 kao povrSinski konzervans u
SAD-u (ima oznaku E-233) kako bi se sprije¢io nastanak plijesni tijekom dugog skladiStenja i
transporta, dok u Europskoj uniji, Australiji i Novom Zelandu nije dopusten za koristenje kao
aditiv u hrani [23]. Zbog njegovih raznih primjena, provedena su brojna istraZivanja povezana s
toksi¢nosti tiabendazola. Opcenito, tiabendazol ima nisku akutnu toksi¢nost za ljude, medutim
klasificiran je kao potencijalni kancerogen buduci da pri viSim dozama uzrokuje smetnje u
ravnotezi hormona S§titnjace. Rizik od pretjerane izloZenosti tiabendazolu za ljude je vrlo nizak,
te je za ptice i sisavce skoro netoksi¢an. Medutim, tiabendazol je izrazito toksican za slatkovodne
ribe 1 beskraljeznjake koji zZive u estuarijima [19]. Zbog toga, vazno je odredivati tiabendazol i
njegove metabolite u tlu i vodi kako ne bi doslo do veceg zagadenja ili do Stetnih ucinaka na
okoli$. Europska komisija je 2017. godine donijela odluku o produljenju odobrenja koriStenja
tiabendazola kao fungicida sve do 2032. godine, uz uvjet da drzave Clanice Europske unije
zastite podzemne vode 1 potrosace te da kontroliraju otpadne vode nakon poslijezetvene uporabe
zbog mogucih endokrinih ucinaka tiabendazola [24]. U nastavku slijedi pregled analitickih

metoda kojima se tiabendazol u€inkovito moze odrediti u voc¢u i povréu te uzorcima vode i tla.



3. METODE ODREDIVANJA TIABENDAZOLA

Opcenito, metode kemijske analize dijele se na klasicne i instrumentalne metode.
Klasi¢ne metode kemijske analize temelje se na interakciji kemijske energije s uzorkom S§to
dovodi do spontane kemijske reakcije, a analit se odreduje izravno iz mase uzorka ili obujma
standardne otopine ili plina. Neke od klasi¢nih metoda su titrimetrija, gravimetrija, destilacija,
ekstrakcija, filtracija i dr. Instrumentalne metode kemijske analize su metode koje se temelje na
interakciji energije 1 uzorka Sto dovodi do nastanka analitiCkog signala kojeg instrumenti
pretvaraju u signal koji se moze izmjeriti. Instrumentalne metode su brze, osjetljive,
reproducibilne, selektivne te ne zahtijevaju veliku koli¢inu uzorka [25]. Za odredivanje
tiabendazola vec¢inom se koriste instrumentalne metode. NajceS¢e metode odredivanja
tiabendazola mogu se svrstati u Cetiri skupine: spektroskopske, kromatografske, elektroanaliticke

te bioloske 1 imunokemijske metode.

3.1. SPEKTROSKOPSKE METODE

Spektroskopija je znanstvena grana analitiCke kemije koja se bavi proucavanjem
elektromagnetskog zracenja, odnosno proucCavanjem spektara nastalih interakcijom
elektromagnetskog zracenja 1 tvari u uzorku. Elektromagnetsko zracenje je vrsta energije koja se
prenosi kroz prostor najve¢om moguc¢om brzinom. Njegova svojstva su dvojna i mogu se opisati
valnim modelom (pri Sirenju kroz prostor) jer sadrzi parametre kao §to su valna duljina,
frekvencija, amplituda i1 brzina te cCesticnom teorijom (pri interakciji s tvari) gdje se
elektromagnetsko zraCenje promatra kao Cestica energije, odnosno foton. Interakcija zracenja i
tvari dovodi do prijelaza atoma ili molekula izmedu energijskih stanja §to rezultira trima glavnim

procesima: apsorpcijom, emisijom i fluorescencijom [26, 27].



3.1.1. Ultraljubicasta i vidljiva spektrofotometrija

Ultraljubicasta 1 vidljiva spektrofotometrija je kvantitativna analiticka tehnika koja
proucava apsorpciju bliskog ultraljubi¢astog zracenja valne duljine 180-390 nm i/ili vidljivog
dijela spektra elektromagnetskog zracenja valne duljine 390-780 nm. Dio elektromagnetskog
spektra koji obuhvaca podrucje tih valnih duljina ima energiju dovoljnu za elektronske prijelaze
izmedu energijskih stanja [28]. Apsorpcija je proces u kojem tvar prisutna u propusnoj sredini
selektivno smanjuje intenzitet odredene frekvencije elektromagnetskog zracenja. Prilikom
apsorpcije tvar prima dovoljnu koli¢inu energije u obliku fotona i dolazi do elektronskog
prijelaza iz osnovnog stanja (stanja najniZze energije) do pobudenog stanja (viSe energetsko
stanje). Ubrzo nakon toga, dolazi do relaksacije, odnosno do povratka elektrona u nize energijsko
stanje pri cemu se viSak energije rasipa u okolinu u obliku topline ili uzrokuje vibraciju tvari koje

okruzuju pobudenu cCesticu [27].

otopina

Pizvora P

b,

Slika 6. Prikaz apsorpcije zracenja i smanjenja intenziteta zracenja [29].

Na Slici 6. prikazan je snop zracenja prije 1 poslije prolaska kroz uzorak. Zbog interakcije
zracenja izvora (Py) 1 Cestica u uzorku koje apsorbiraju dolazi do smanjenja intenziteta zracenja
(P). Transmitancija, 7, je udio upadnog zracenja koji je proSao kroz otopinu, najc¢esce se izrazava

u postotcima, a definira se kao:

T=2L (1).
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Osim transmitancije, takoder se moze definirati i apsorbancija, 4. Ona je mjera koli¢ine

apsorbiranog zrac¢enja i povecava se smanjenjem intenziteta zracenja te se izrazava kao:
P
A = —logT = logP— (2).
0

Poveznicu izmedu apsorbancije i koncentracije uzorka, koja se odreduje ovom metodom,

¢ini Beer-Lambertov zakon, koji glasi:
A = ¢ebc 3)

gdje je A4 oznaka za apsorbanciju koja se mjeri instrumentima i nema mjernu jedinicu, ¢ je
konstanta proporcionalnosti odnosno molarni apsorpcijski koeficijent koji se izrazava u dm’ cm™
mol”, b je duljina puta zradenja kroz uzorak odnosno debljina kivete, a ¢ je koncentracija uzorka

koja se odreduje [27].

Osnovni instrument koji se koristi pri odredivanju zove se spektrometar. Spektrometar se
sastoji od izvora zraCenja, selektora valnih duljina, prostora za uzorak, detektora i uredaja za
oCitavanje signala. Apsorpcijska spektroskopija zahtijeva da izvor zracenja bude odvojen od
spremnika uzorka. Naj¢esce koriSteni izvori zracenja za ultraljubicasto podrucje su vodikova ili
deuterijeva zarulja, dok su za vidljivo podrucje najcesce koriStene zarulja s volframovom niti ili
kvarcna volfram/halogen Zzarulja. Selektori valnih duljina sluze kako bi se iz polikromatskog
zracenja izdvojila odredena valna duljina pri kojoj se vr$i mjerenje. Mogu se podijeliti u dvije
skupine: monokromatori i opticki filtri. Monokromatori se sastoje od pukotina, leca, zrcala,
prozora i disperznog sredstva, a najceS¢i su prizma i difrakcijska reSetka. Opticki filtri se dijele
na apsorpcijske i interferencijske. Uzorci se nalaze u kivetama koje su kvarcne (za mjerenje u
bliskom ultraljubi¢astom podruc¢ju), odnosno staklene ili plasticne (za mjerenje u vidljivom
podrucju). Detektori koji se koriste u ovom mjernom podrucju su fotocijev, fotomultiplikator,
silicijska fotodioda i fotonaponski ¢lanak. Zadnji dio mjernog instrumenta ¢ine procesor signala 1
uredaj za ocCitavanje signala koji su u izravnoj vezi s analiticarom jer mu daju razumljive mjerne

podatke [26, 27].

Dvije su najceSc¢e vrste spektrometara: jednosnopni i dvosnopni. Na Slici 7. shematski su
prikazani jednosnopni i dvosnopni spektrometar. Glavna razlika izmedu ta dva spektrometra je

Sto se zraCenje u dvosnopnom spektrometru dijeli na dva snopa pomocu zrcala u obliku slova V 1
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omogucava prolazak zracenja istovremeno kroz referentnu kivetu i kivetu s uzorkom c¢ija

koncentracija se odreduje [26, 27].

zaslon
foto-

detektor

: w P e
izvor Q\M’mml s

referentna
I kiveta
P,

(a)

izvor

wo|  filtarili
O ; monokmmator_

(b)

Slika 7. Shematski prikaz jednosnopnog spektrometra (a) i dvosnopnog spektrometra (b) [27].
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Rajzman [30] je prikazala istrazivanje o odredivanju tiabendazola u citrusima

ultraljubicastom spektroskopijom. Toc¢nije, uzorci su bili kore i/ili pulpa citrusnog voéa (limun,

grejp 1 Shamouti naranca) iz kojih je tiabendazol ekstrahiran kloroformom 1 odredivan

mjerenjem apsorpcije pri 302 1 303 nm. Kao rezultat dobiven je spektar prikazan na Slici 8.

Ovom metodom tiabendazol je odreden u koncentracijama od 0,10 ppm u 100 g kore ili pulpe

voca te 0,03 ppm u cijelom vocu. Takoder su odredivali tocnost metodom standardnog dodatka

pri ¢emu je iskoristenje bilo u rasponu od 94,1 % do 103 % ovisno o uzorku voca.

12



00F

02

0.4 =

06

apsorbancija

08

1:2 1 | 1

valna duljina/nm

Slika 8. Ultraljubicasti spektar snimljen u kivetama sa svjetlosnim putem od 10 mm: a) tiabendazola u
otopini kloroforma; b) uzorka voca tretiranog tiabendazolom; ¢) uzorka voc¢a netretiranog tiabendazolom

[30].

3.1.2. Spektrofluorimetrija

Spektrofluorimetrija je analiticka metoda koja se temelji na mjerenju fluorescencije.
Kada se atom ili molekula pobude i prijedu iz osnovnog energijskog stanja u pobudeno
energijsko stanje (stanje viSe energije), postoji nekoliko nacina kojima se oni mogu vratiti natrag
u osnovno stanje. Jedan od nadina je da se viSak energije emitira kao foton. Ce3¢i nadin je
neradijativni prijelaz u kojem se viSak energije prenosi na tvari koje okruzuju pobudeni atom ili

molekulu $to rezultira njthovom vibracijom, rotacijom ili translacijom.

Kod fluorescencije dolazi do spontane emisije zracenja unutar nekoliko nanosekundi
nakon prestanka pobudivanja, a koraci koji dovode do njene pojave prikazani su na Slici 9.
Nakon pocetne pobude i1 prijelaza tvari iz osnovnog u pobudeno energijsko stanje, dolazi do
sudara izmedu susjednih Cestica te jedan dio energije neradijativno prelazi na molekule koje se
nalaze u okruzenju, a molekula se spuSta u najnize vibracijsko stanje. Medutim, susjedne
molekule ne mogu uvijek primiti svu energiju pa se viSak energije moze spontano emitirati sve

dok se tvar ne vrati u osnovno stanje, odnosno u stanje najnize energije. Upravo zbog toga §to se
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fluorescencija odvija nakon §to je dio energije preSao na susjedne molekule, ona se javlja pri

vi§im valnim duljinama odnosno pri nizim frekvencijama od izvora zracenja [31].

Neradijativni
prijelaz

Zracenje
i
W/  (fluorescencija)

Molekularna potencijalna energija

Internuklearnorazdvajanje

Slika 9. Koraci koji vode do fluorescencije [31].

Osnovni dijelovi spektrofluorimetara, instrumenata za mjerenje fluorescencije, istovjetni
su dijelovima spektrometara za ultraljubicastu i1 vidljivu spektroskopiju te su najc¢es¢e dvosnopni.
Fluorescencijske metode su od 10 do 1000 puta vise osjetljive nego apsorpcijske metode buduci
da se njihova osjetljivost moze povecati pojacanjem detektorskog signala ili pojacanjem
pobudnog snopa zracenja. lako je fluorescencija jedan od nacina povratka tvari iz pobudenog u
osnovno stanje, moguénost fluoresciranja ovisi o strukturi molekule. Najintenzivnije
fluorescencijske emisije imaju aromatski spojevi pa se oni najceS¢e analiziraju metodom
fluorescentne spektrometrije ili spektrofluorimetrije [27], a tiabendazol je jedan od njih jer u

svojoj strukturi sadrzi benzenski, imidazolni i tiazolni prsten.

Mnogi autori opisali su primjenu spektrofluorimetrije pri odredivanju tiabendazola.
Capitan 1 suradnici [32], prikazali su emisijski spektar tiabendazola i utvrdili da ima maksimum

emisije pri 350 nm, a maksimum apsorpcije pri 303 nm. Uzorak je pripremljen tako S$to su u 500
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mL vode, koja sadrzi tiabendazol (od 1,0 ng/mL do 10 ng/mL), dodani acetatni pufer (pH 4,70) i
Sephadex G-15 gel. U rezultatima su naveli nekoliko promatranih parametara metode te kako se

oni mijenjaju ovisno o volumenu uzorka, $to je prikazano u Tablici 1.

Tablica 1. Analiticki parametri za odredivanje tiabendazola spektrofluorimetrijom [32].

Parametar Volumen uzorka (mL)

50 100 200 500
Raspon linearnosti (ng/mL) 2,0-120,0 | 2,0-100,0 [ 1,5-60,0| 1,5-10,0
Granica detekcije (ng/mL) 1,3 0,6 0,3 0,1
Koeficijent korelacije (R%) 0,9961 0,9996 0,9980 0,9979
Granica kvanitifikacije (ng/mL) 3,8 2,0 1,0 0,4
RSD (%) 1,3 1,4 1,4 1,4
Osjetljivost (ng/mL) 0,4 0,2 0,1 0,04

Ovisnost intenziteta fluorescencije i koncentracije tiabendazola ima najveéi raspon
linearnosti u uzorku od 50 mL, a povecanjem volumena taj raspon se smanjuje. Granica
detekcije, granica kvantifikacije, ali 1 osjetljivost metode, smanjuju se povecanjem volumena
uzorka, dok je relativna standardna devijacija (RSD) ista u svim mjerenjima. Uzorci vode iz
slavine, sirove, morske, mineralne i otpadne vode, koje su uzorkovali na podruéju Spanjolske,
filtrirani su kroz filter papir s porama veli¢ine 0,45 pm i spremljeni u polietilenske boce pazljivo
oc¢iS¢ene s dusSi¢nom kiselinom. Zatim su ti uzorci bili pripremljeni na isti nacin kao 1 standardne
otopine uz dodatak 0,01 mol/L dinatrijeva etilendiamintetraacetata (Na,EDTA) zbog uklanjanja
interferenata (iona Fe’™ i AI’"). Odredivanjem tiabendazola ovom metodom, prikazali su da
nijedan uzorak nije sadrZzavao visoke koncentracije tiabendazola, Sto znaci da nije doSlo do
onecis¢enja. Metodom standardnog dodatka odredivala se i to¢nost te su iskoriStenja bila u

rasponu od 98,6 % do 101 % [32].
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Rodriguez-Cuesta 1 suradnici [33] su osim tiabendazola odredivali jo§ 1 karbendazim te
fuberidazol, ali 1 pesticide u kojima je moguca prisutnost ovih spojeva. Za odredivanje je
pripremljeno 12 smjesa pesticida te tri uzorka cistih pesticida (tiabendazol, karbendazim i
fuberizadol) otapanjem u metanolu. U uzorcima pesticida, tiabendazol je bio prisutan u 11 od 12
uzoraka, a koncentracija je bila u rasponu od 15 ng/mL do 40 ng/mL. Granica detekcije
tiabendazola iznosila je 4,7 ng/mL, uz preciznost metode od 2 %. 1 koeficijent korelacije od

0,9990.

Garcia-Reyes 1 suradnici [34] odredivali su tiabendazol u ostatcima citrusnog voca,
to¢nije u uzorcima limuna i narance. Tiabendazol je iz uzoraka voca izdvojen ekstrakcijom
tekuce-tekuce s acetonitrilom te je uzorak zatim bio prociS¢en koriStenjem smjese primarnih i
sekundarnih amina. Nakon mjerenja fluorescentnog signala, rezultati su pokazali da
fluorescencijski signal pokazuje linearnost u ovisnosti o koncentraciji u rasponu od 0,3 mg/kg do
10 mg/kg, granicu detekcije od 0,09 mg/kg, granicu kvantifikacije od 0,3 mg/kg te vrijednost
relativne standardne devijacije manju od 2 % za obje vrste uzoraka. Osim toga, metodom
standardnog dodatka odredivala se 1 to¢nost metode. U uzorcima limuna iskoristenja su bila u

rasponu od 87,1 % do 97,8 %, a u uzorcima narance od 91,8 % do 108,9 %.

Huang 1 suradnici [35] su u svom istrazivanju kompleksirali molekulu tiabendazola s
kukurbit[6]urilom (Q[6]), kukurbit[7]urilom (Q[7]) 1 simetricnim tetrametil-kukurbit[6]urilom
(TMeQ[6]) u vodenim otopinama kako bi poboljsali fluorescenciju. Mjerenja standardnih
otopina tiabendazola za kalibraciju, ali i mjerenja realnih uzoraka mineralne, rijeCne vode 1 vode
iz slavine vrSena su pri pH 6,5 1 temperaturi od 25 °C. Fluorescencijski intenzitet je pokazivao
linearnost u ovisnosti o koncentraciji u rasponu od 6,0-10'8 mol/L do 8,0-10'6 mol/L, a
kalibracijska krivulja imala je dobar koeficijent korelacije 0,9998. Granice detekcije za Q[6]-
TBZ, Q[7]-TBZ i TMeQ[6]-TBZ su redom iznosile 7,1340,02:10° mol/L, 5,51+0,01-107
mol/L i 8,85+0,02-10” mol/L. Toénost se odredivala metodom standardnog dodatka pri ¢emu su
iskoriStenja bila u rasponu od 91,87 % do 103,61 %. Interferencije izmedu iona su bile vrlo male
pa su autori predlozili ovu metodu za pracenje koncentracije tiabendazola u okoliSu, a osim
dobrih analiti¢kih parametara, kao prednosti ove metode naveli su kako se tijekom pripreme

uzoraka ne koriste Stetna organska otapala niti dugotrajni procesi ekstrakcije.
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Dosad navedena istrazivanja o primjeni spektrofluorimetrije prikazivala su odredivanje
tiabendazola u uzorcima voca i1 vode, pa su zato Llorent-Martinez i suradnici [36] predlozili
koristenje automatizirane sekvencijske injekcijske analize (engl. sequential injection analysis,
SIA) s fluorescencijskom detekcijom kao metode za odredivanje tiabendazola u gljivama.
Istrazivanje je provedeno na Sest razliCitih vrsta gljiva, svjezih ili konzerviranih, iz kojih je
tiabendazol ekstrahiran s acetonitrilom ekstrakcijom u cvrstoj fazi te prociS¢en smjesom
primarnog i sekundarnog amina. Za ovu metodu rezultati su bili sljede¢i: za uzorak volumena
500 pL linearnost je bila u rasponu od 1,6 mg/kg do 40 mg/kg, koeficijent korelacije je bio
0,9992, granica detekcije je iznosila 0,5 mg/kg, a granica kvantifikacije 1,6 mg/kg. Ovim
istrazivanjem autori su potvrdili kako je metoda ucinkovita i korisna te da moze biti dobra
zamjena kromatografskim tehnikama. Tocnost metode odredivali su metodom standardnog
dodatka tako Sto su uzorcima gljiva dodavali otopine tiabendazola razli¢itih koncentracija i opet
v1sili mjerenja te pri tome dobili iskorisStenja u rasponu od 93 % do 110 %. Takoder su potvrdili
kako koncentracije tiabendazola u gljivama ne prelaze maksimalne dopustene vrijednosti od 60

mg/kg.

S namjerom pojacanja intenziteta fluorescencije, Chen i suradnici [37] proucavali su
tiabendazol kao kompleks s terbijem (Tb*") gdje je Tb*" bio centralni ion, a tiabendazol ligand.
Prvenstveno su napravili senzor za odredivanje terbija kojeg su testirali na uzorcima vode iz
rijeke Minjiang (Fujian, Kina). Standardnu otopinu Tb>" iona (0,1 mol/L) priredili su otapanjem
TbCl3-6H,0 u vodi, a standardnu otopinu tiabendazola (10,0 pmol/L) priredili su otapanjem
tiabendazola u acetonitrilu. Zatim su mjerili fluorescencijski intenzitet smjese tih dviju otopina u
razli¢itim otapalima (dimetil sulfoksid, octena kiselina, metanol, PBS pufer, Tris-HCI pufer i
acetonitril), od kojih se acetonitril pokazao najbolji jer je tada fluorescencijski intenzitet bio
najjaci. Takoder se pokazalo da se intenzitet fluorescencije povecava i povec¢anjem koncentracije
Tb**, te da u ovisnosti o koncentraciji Tb*" pokazuje linearnost u rasponu od 5,0-10° mol/L do
3,0:10° mol/L. Senzor su zatim primijenili na uzorke soka narande kako bi odredili
koncentraciju tiabendazola. U tom slucaju intenzitet fluorescencije je pokazao linearnost u
ovisnosti o koncentraciji tiabendazola u rasponu od 8,0-10'6 mol/L do 4,0-10'5 mol/L, uz
koeficijent korelacije 0,9990. Prilikom odredivanja to¢nosti metode iskoriStenja su bila u rasponu

od 101,1 % do 104,6 %. PredloZena metoda je usporedena s ICP-MS metodom te je vrijednost
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RSD iznosila 1,6-2,5 % ¢ime se pokazala u¢inkovitom metodom za odredivanje tiabendazola, ali

1 terbija u okolisu.

Ionske tekucine (engl. ionic liquids, IL) su spojevi koji se sastoje od velikih organskih
kationa 1 aniona te se tale pri temperaturama nizim od 100 °C. One su dio nove generacije
otapala, tzv. “zelenih” otapala, koji se sve viSe koriste u kemijskim procesima kao zamjena
otrovnim, zapaljivim, hlapivim i nagrizaju¢im otapalima zbog ocuvanja okolisa. Upravo su Kaur
1 suradnici [38] razvili senzor za odredivanje tiabendazola, koji se temelji na vezanju nanostapica
(engl. nanorods) ZnO 1 tri vrste ionskih tekuéina (IL 1/Zn0O, IL 2/Zn0O i IL 3/Zn0O). Snimljeni su
fluorescentni spektri svih triju ionskih tekuéina, a zatim i spektri s dodatkom pet razlicitih
lijekova, medu kojima je bio i tiabendazol. Od svih ispitanih lijekova, jedino je tiabendazol
uzrokovao povecanje intenziteta fluorescencije kod sve tri vrste ionskih tekucina. Senzor s IL
3/Zn0 pokazao je najbolji linearni odnos fluorescentnog intenziteta u ovisnosti o koncentraciji
tiabendazola i to u rasponu od 10 umol/L do 80 pmol/L, a izracunato je kako senzor s IL 1/ZnO
ima najbolju granicu detekcije tiabendazola od 12 nmol/L. Budu¢i da je fluorescentni senzor za
odredivanje tiabendazola imao granicu detekcije u nanomolarnom rasponu, autori su zakljucili

kako se ovakva vrsta “zelenih” senzora treba i dalje razvijati te poboljSavati.

Osim 1onskih tekuéina, postoje brojni nacini kako uciniti kemijske sinteze “zelenima” te
tako pomoc¢i u ocuvanju i zastiti okoliSa. Tako su Kazemifard i suradnici [39] u svom radu
opisali novu ekoloski prihvatljivu metodu za razvijanje senzora za odredivanje tiabendazola u
soku jabuke, narance 1 rajCice. Opticki senzor koji su razvili sastojao se od ugljikovih
nanokuglica (engl. carbon dots, CDs) sintetiziranih iz ruzmarina koje su bile modificirane s
molekulski tiskanim polimerima (engl. molecularly imprinted polymers, MIPs) kako bi se
povecala selektivnost. Fluorescencijski intenzitet je pokazao linearnost u ovisnosti o
koncentraciji tiabendazola u rasponu od 0,03 pg/mL do 1,73 pg/mL 1 granicu detekcije od 8,0
ng/mL. Pri analizi u realnim uzorcima linearnost je bila u rasponu koncentracija od 0,04 pg/mL

do 1,7 pg/mL, a vrijednost RSD je bila u rasponu od 2,6-5,5 %.
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3.1.3. Fosforimetrija

Fosforimetrija je analiticka metoda koja se temelji na mjerenju fosforescencije.
Fosforescencija je jedan oblik emisije zraenja, kao i fluorescencija, ali te dvije pojave se
razlikuju po tome Sto fosforescencija duze traje jer dolazi do pohranjivanja energije koja se zatim
polako otpusSta. Na Slici 10. prikazani su koraci koji dovode do pojave fosforescencije kod
molekula koje imaju singletno osnovno stanje. Nakon pocetne pobude molekule 1 apsoprcije
zracenja, molekula prelazi is osnovnog u pobudeno stanje. Prisutnost tripletnog pobudenog
stanja ima odluc¢ujucu ulogu jer pri viSim energijama, singletno i tripletno stanje imaju sli¢nu
geometriju te zbog toga, dolazi do medusustavnog krizanja (engl. intersystem crossing).
Medusustavno krizanje je neradijativni prijelaz izmedu dva stanja razli¢itog multipliciteta, a iste
energije. Takav prijelaz moZe biti iz singletnog u tripletno stanje ili obrnuto. Kada pobudena
molekula prijede u tripletno stanje, ona nastavlja pohranjivati energiju u susjedne molekule koje
ju okruzuju, ali silaZzenjem u niza energijska stanja dolazi do najnizeg vibracijskog stanja koji
prema energiji ne odgovara energiji singletnog stanja pa je neradijatvni prijelaz zabranjen.
Medutim, radijativni prijelaz nije zabranjen pa molekule emitiraju viSak energije prilikom

povratka u osnovno stanje dugo nakon pocetne pobude $to se detektira kao fosforescencija [31].
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Slika 10. Koraci koji vode do fosforescencije kod molekule koja ima singletno osnovno stanje [31].
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Nekoliko istrazivanja pokazalo je da polarne ili ionske molekule imaju sposobnost
fosforesciranja pri sobnoj temperaturi kada su adsorbirane na prikladne materijale kao Sto su
silicij, aluminij ili celuloza. Takav fenomen je dobio sluzbeni naziv fosforescencija pri sobnoj
temperaturi (engl. room temperature phosphorescence, r.t.p.), odnosno kao analiticka tehnika
fosforimetrija pri sobnoj temperaturi te se odnosi isklju¢ivo na mjerenje fosforescencije
organskih molekula adsorbiranih na ¢vrste nosace [40]. Parker je sa svojim suradnicima [41]
ispitao tu metodu na velikom broju spojeva te opisao njene parametre. Priprema uzorka je
jednostavan postupak u kojem se otopina sa Zeljenim analitom nanosi na ¢vrsti nosa¢, kao kod
tankoslojne kromatografije, uzorak se suSi i zatim se vr$i mjerenje spektrofosforimetrom.
Prednosti fosforimetrije pri sobnoj temperaturi su brojne. Visoka selektivnost odlikuje ovu
metodu jer mali broj spojeva pokazuje potencijal za ovu vrstu luminiscencije. Osim toga, metoda
je vrlo precizna i osjetljiva jer se kvantitativna analiza vr$i pri nanogramskim koli¢inama, ima

dobar raspon linearnosti te zahtijeva malu koli¢inu uzorka u rasponu volumena od 3 pL do 5 pL.

Correa 1 Escandar [42] su predstavili fosforescenciju pri sobnoj temperaturi kao metodu
za odredivanje tiabendazola. Cvrsti nosa¢ je bio na¢injen od sinteti¢ke tkanine (najlona) koja je
inducirala fosforescenciju tiabendazola, a intenzitet je bio pojacan dodatkom soli teSkih metala,
od kojih se olovov (II) acetat pokazao najucinkovitijim. Granica detekcije za tiabendazol
odgovara preporukama [UPAC-a, te iznosi 0,010 pg/mL. Metoda je pokazala linearnost u
rasponu od granice kvantifikacije, koja je iznosila 0,031 pg/mL, pa sve do konentracije od 0,26
pg/mL. Osim u €istim uzorcima, metodu su ispitali na realnim uzorcima rije¢ne, mineralne vode
i vode iz slavine na podrucju Argentine (rijeka Parand, gradovi Rosario i Mendoza). Medutim,
realni uzorci su sadrzavali premalu koncentraciju tiabendazola, ispod granice detekcije, pa su

uzorcima dodali tiabendazol 1 odredili iskoriStenja koja su bila u rasponu od 93 % do 118 %.

U drugom istrazivanju, Piccirilli 1 Escandar [43] takoder su koristili metodu
fosforimetrije pri sobnoj temperaturi za odredivanje tiabendazola, ali u kombinaciji s protocnim
optosenzorom. I u ovom istraZivanju, ¢vrsti nosac za tiabendazol bio je najlon, a fosforescencija
je bila pojacana dodatkom kalijevog jodida (KI) i natrijevog sulfita (Na,SO3), $to se vidi na Slici
11. Na oglednom uzorku od 2000 pL, metoda je pokazivala linearnost u rasponu koncentracija
od 12,9 ng/mL do 110 ng/mL, granicu detekcije od 4,5 ng/mL, granicu kvantifikacije od 12,9
ng/mL i vrijednost RSD od 3,2 %. Koeficijent korelacije iznosio je 0,9985. Realni uzorci
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mineralne, podzemne, rije¢ne vode 1 vode iz slavine nisu sadrzavali tiabendazol pa se provela

metoda standardnog dodatka kojom su dobivena odli¢na iskoriStenja (97 — 110 %).

400

200 1

Fosforescencija na ¢vrstom nosacu

0 L] .- ~ . .- L] L L)
300 350 400 450 500 550 600

Valna duljina (nm)

Slika 11. Ekscitacijski (EX) i emisijski (EM) spektar fosforescencije tiabendazola imobiliziranog na
najlonu (crvena isprekidana linija), u prisutnosti KI (zelena linija) te u prisutnosti KI i Na,SO; (crna linija

su pozadinski signali) [43].

3.1.4. Ramanova spektroskopija

U fizici, rasprSenje svjetlosti znaci promjenu kretanja Cestica kada naidu na zapreku.
Jedan dio upadnog snopa svjetlosti se zaustavi ili se apsorbira, a drugi dio se nastavi kretati u
istom ili promijenjenom smjeru. Na Slici 12. prikazan je dio Jablonskog dijagrama koji opisuje
na koje se nacine svjetlost moze rasprsiti. Kada se molekula pobudi izvorom zracenja i prijede iz
osnovnog u pobudeno stanje, postoje tri moguca ishoda. Prvi nacin je elasticno rasprSenje pod
nazivom Rayleighovo rasprSenje. Ono nastaje kada se elektromagnetski val sudari s Cesticama
manjim od valne duljine vala te se molekula vra¢a u osnovno stanje emitirajuci fotone iste
energije kao prvotno zraCenje. Druga dva nacina su neelasticno rasprSenje te pripadaju

Ramanovom rasprsenju. Ako se molekula vra¢a u osnovno stanje emitiraju¢i fotone manje
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energije od prvotnog zracenja dolazi do pomaka prema ve¢im valnim duljinama, tzv. Stokesovog
pomaka. Kao zadnji na Slici 12., prikazan je anti-Stokesov pomak. Ako se molekula ve¢ nalazi u
pobudenom stanju te se ekscitira do stanja viSe energije, kada se vraca natrag u osnovno stanje
otpusta fotone s viSom energijom nego sto je to bilo tijekom prvotnog pobudivanja pa dolazi do
pomaka prema manjim valnim duljinama. Tre¢i naCin je najmanje vjerojatan jer se vecina
molekula pri sobnoj temperaturi nalazi u osnovnom energijskom stanju i tada su najstabilnije

[44].
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Slika 12. Jablonski dijagram energijskih prijelaza za Rayleighovo i Ramanovo rasprSenje [44].

Ramanova spektroskopija je analiticka metoda koja se bavi promatranjem neelasticnog
rasprSenja svjetlosti te proucava vibracijska stanja molekule ¢ime pripada skupini metoda
vibracijske spektroskopije. U usporedbi s drugim tehnikama, kao §to su FTIR (engl. Fourier-
transform infrared spectroscopy) 1 NIR (engl. near-infrared spectroscopy), prednost Ramanove
spektroskopije je u tome Sto ona promatra rasprSeno, a ne apsorbirano zracenje te zbog toga
zahtijeva kratku ili nikakvu pripremu uzorka, §to znaci da se uzorak moze nalaziti u bilo kojem

agregacijskom stanju. Takoder, molekule koje se promatraju ne trebaju imati trajni dipolni
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moment i1 voda se moze koristiti kao otapalo jer ova metoda nije osjetljiva na apsorpcijske vrpce

vode [44].

Postoji nekoliko vrsta Ramanove spektroskopije, ali metoda koja se najcesce koristi pri
odredivanju tiabendazola je spektroskopija povrSinski poja¢anog Ramanovog rasprsenja (engl.
surface-enhanced Raman scattering, SERS). Kao $to joj samo ime kaze, SERS spektroskopija je
povrsinski osjetljiva tehnika koja se zasniva na pojacanju Ramanovog rasprSenja od strane
molekula adsorbiranih na grube metalne povrSine. Pojatanje moze biti elektromagnetskim ili
kemijskim mehanizmom. Dominantni mehanizam je elektromagnetski koji teoretski moze doseci
faktore pojacanja od 10'® do 10'. Elektromagnetski mehanizam pojatanja Ramanovog
rasprSenja zasniva se na rezonanciji titranja valentnih elektrona metalnih nanocestica, najcesce
zlata 1 srebra, s frekvencijom pobudnog zraCenja Cime nastaju lokalizirani povrSinski plazmoni
koji pojacavaju elektromagnetsko polje u blizini povrSine materijala te tako pojacavaju i sami
intenzitet Ramanovog rasprSenja. Drugo pojac¢anje promatranog rasprSenja je kemijsko, a zasniva
se na mehanizmu prijenosa naboja u kojem se analit mora vezati za metalni supstrat. Kada
pobudno zraCenje reagira s metalom, nastaje par elektron-Supljina iz kojega elektron prelazi u

molekulu analita, a nakon pobude prelazi natrag u metal pri ¢emu se zracenje raspriuje [45, 46].

Miiller 1 suradnici [47] prvo su karakterizirali vibracijski spektar tiabendazola koriste¢i
SERS tehniku sa srebrovim nanocesticama, a zatim proveli istrazivanje u kojem su odredivali
tiabendazol prijenosnim mini-Raman spektrometrom na vocu s rumunjske trznice. Spektar
tiabendazola dobiven SERS tehnikom pokazuje povecanje intenziteta signala u usporedbi sa
spektrom obi¢nog Ramanovog rasprSenja za tiabendazol u vodenoj otopini pri pH 7. Voce
(naranc¢a, limun, banana, grejp i bio limun) je slu¢ajnim odabirom kupljeno na trznici i oprano
vodom iz slavine. Uzorak je pripremljen tako $to je komadi¢ kore uronjen u 100 mL destilirane
vode tijekom 24 h, a zatim je uzet alikvot od 10 puL za mjerenje. Ve¢ nakon 8 sekundi mjerenja,
dobiveni su rezultati, odnosno u tako kratkom vremenu tiabendazol je bio odreden. SERS spektar
uzroka snimljen je u rasponu valnih brojeva od 200 cm™ do 3400 cm™, s time da je osjetljivost
prijenosne opreme bila najbolja u rasponu valnih brojeva od 400 cm™ do 2000 cm™. Ako se
odreduje u vodenoj otopini, granica detekcije za tiabendazol iznosi 1,96-107"" mol/L. Ako se

tiabendazol otopi u etanolu, granica detekcije moze biti niza i do tri reda veliine. Rezultati su
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pokazali da svi uzorci voca, osim banana, sadrze 13 puta viSu koncentraciju tiabendazola od

dopustene vrijednosti.

Takoder, koriste¢i srebrove nanocestice za pojacanje Ramanovog rasprSenja, odnosno
SERS metodu, He i suradnici [48] odredivali su tiabendazol na povrsini jabuka. U istrazivanju su
prikazali SERS spektar tiabendazola u metanolu (Slika 13.) na kojem je vidljiv ,,otisak prsta“
molekule tiabendazola, ali i tri najvisa pika koji odgovaraju rastezanju C=N veze (pri 1547 cm™),
rastezanju prstena (1285 cm™) i savijanju C-H veze (785 cm™). Odredili su da je granica
detekcije ove metode 0,01 pg/mL, Sto ju ¢ini dovoljno osjetljivom za odredivanje maksimalno
dopustenih koncentracija tiabendazola za jabuke (5 pg/g). Koeficijent korelacije iznosio je 0,977.
Tocnost metode odredivana je metodom standardnog dodatka ¢ime su dobivena iskoristenja od
89,2 % do 115,4 %. Vremensko trajanje ove metode, ukljucujuéi pripremu uzorka i detekciju,
bilo je 10 minuta Sto ¢ini ovu metodu brzom i jednostavnom te joj daje moguénost za uporabu na

samom mjestu uzorkovanja.
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Slika 13. SERS spektar 100 pg/mL tiabendazola u metanolu [48].

Feng 1 suradnici [49] sintetizirali su molekulski tiskane polimere sa selektivnim
afinitetom za tiabendazol te ih koristili kao sorbens za ekstrakciju ¢vrstom fazom kako bi
izdvojili tiabendazol iz uzoraka soka narance. Zatim su dodali srebrove koloidne nanocestice za

SERS analizu i pokazali kako takav sustav tvori jedinstveni kemosenzor za brzo i osjetljivo
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odredivanje tiabendazola u soku narance. Granica detekcije iznosila je 4 ppm, Sto je ispod
maksimalno dopustenih vrijednosti, a granica kvanitifikacije iznosila je 13 ppm. Metodom

standardnog dodatka odredivali su to¢nost metode i dobili iskoriStenja od 87,25 % do 108,81 %.

Jo$ jedan primjer primjene ove metode sa srebrovim koloidnim nanocesticama prikazali
su Oliveira 1 suradnici [50] u svom istrazivanju. Rezultati su pokazali kako se smanjenjem
koncentracije tiabendazola u uzorku smanjuje i SERS intenzitet. Snimanje spektara se vrsilo u
rasponu valnih brojeva od 150 cm™ do 1800 cm™, §to odgovara koncentraciji tiabendazola od
8,0-10® mol/L do 1,6:10* mol/L, medutim metoda je pokazala linearnost samo u rasponu
koncentracija tiabendazola od 8,0-10® mol/L do 1,6:10” mol/L. Odredena je i granica detekcije
od 13,8 ppb, koja je ispod maksimalne dopuStene vrijednosti od strane brazilske regulatorne

agencije ANVISA (10 ppm za citruse).

Sljedecih nekoliko istrazivanja takoder prikazuju primjenu SERS tehnike za odredivanje
tiabendazola, ali se u ovim istrazivanjima koriste zlatne nanocestice umjesto srebrovih. Luo i
suradnici [51] koristili su SERS metodu sa zlatnim nanocesticama za odredivanje fosmeta 1
tiabendazola u jabukama. Rezultati su pokazali kako je najbolji SERS intenzitet tiabendazol
pokazivao pri veli¢ini nanocestica od 102 nm. Mjerenje SERS spektra vrsilo se pri rasponu
valnih brojeva od 550 cm™ do 2000 cm™. Najistaknutiji pik molekule tiabendazola vidi se pri
1557 em™ na obiénom Raman spektru, §to odgovara rastezanju C-C i N=C veza na drugom
prstenu, rastezanju C=C i C-C veza na treem prstenu i savijanju C-H i C-N-H veza na drugom
prstenu. Na SERS spektru taj pik se pojadava na 1593 cm” i prema tim spektralnim
karakteristikama, tiabendazol se mogao vizualno odrediti ve¢ pri koncentraciji od 0,02 pg/mL, a
1 koeficijent korelacije je pri tom piku bio najbolji i iznosio je 0,996. Stvarna granica detekcije za
tiabendazol u uzorcima jabuka iznosila je 0,1 pg/g, sto je pokazalo da je metoda manje osjetljiva

u realnim uzorcima zbog potencijalnih interferenata.

Alsammarraie i suradnici [52] odredivali su tiabendazol u soku limuna, mrkve 1 manga,
takoder SERS metodom uz zlatne nanocestice. Intenzitet pikova na spektru tiabendazola
pojacavao se povecanjem koncentracije tiabendazola u rasponu od 0 pg/L do 1000 pg/L za sve
uzorke. Granice detekcije su iznosile 149 pg/L za limun, 216 pg/L za mrkvu i 179 pg/L za
mango. U realnim uzorcima sva tri uzorka soka, koncentracija tiabendazola bila je 50 ug/L, §to je

ispod maksimalno dopustene koncentracije od 10 mg/L. Korelacijski koeficijenti su za uzorke
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soka limuna, soka mrkve i soka manga iznosili redom 0,99, 0,98 1 0,99. Takoder su odredivali i
tocnost ove metode dodatkom tiabendazola u sok limuna, mrkve i manga te u aceton (Cisti

pesticid) pri ¢emu su dobili iskoristenja kako slijedi: 96 — 98 %, 97 — 99 %, 96 % 1 98 — 99 %.

Tiabendazol u jabukama su SERS metodom odredivali Fu i suradnici [53]. Za
pojacavanje Ramanovog rasprSenja koristili su zlatne nanocjev€ice. Rezultati su pokazali
logaritamsku korelaciju izmedu koncentracije tiabendazola 1 intenziteta Ramanovog rasprsenja.
U uzorcima tiabendazola koji je bio otopljen u metanolu, koeficijent korelacije (R?) iznosio je
0,991, a granica detekcije bila je 0,037 mg/L. U realnim uzorcima jabuke koeficijent korelacije
iznosio je 0,980 te je granica detekcije bila 0,06 ppm. To¢nost metode je odredena metodom
standardnog dodatka pri 1593 cm™, a iskoristenja su bila u rasponu od 76 % do 106 %. Osim
odredivanja tiabendazola, autori su u radu takoder pokazali kako se zlatne nanocjevice mogu
nakon mjerenja ocistiti plazmom pri niskoj temperaturi tijekom 1 minute te ponovno iskoristiti

Za nova mjerenja.

Teixeira i Poppi [54] odredivali su tiabendazol u uzorcima kore manga. Zlatne
nanocestice su talozili na obican papir koriste¢i vostani pisa¢ te su tako povrSinski pojacali
intenzitet Ramanovog rasprSenja. Za normaliziranje signala koristili su unutarnji standard
natrijev tiocijanat (NaSCN), koji je relativno standardno odstupanje (RSD) smanjio s 10,0 % na
2,3 %. Pripremili su niz standardnih otopina tiabendazola u rasponu koncentracija od 0,030 ppm
do 10 ppm te snimili SERS spektre. Nakon mjerenja uocili su da dolazi do vrlo dobrog
razlikovanja onih otopina koje sadrze manju koncentraciju tiabendazola od 2 ppm 1 onih otopina
koje sadrze viSu koncentraciju tiabendazola. Koncentracija od 2 ppm je najveca dopustena
koncentracija tiabendazola koja smije zaostati nakon koriStenja, koju je odredila brazilska
Zdravstvena regulatorna agencija. Metoda je na realnim uzorcima manga pokazala osjetljivost od
92 % te selektivnost od 94 %, Cak 1 u prisutnosti drugih pesticida te se pokazala vrlo dobrom za

odredivanje tiabendazola.

U novijem istrazivanju, Xuan i suradnici [55] izradili su supstrat Ag-Au-1P6-Mil-101(Fe)
za SERS metodu tako §to su in-situ reducirali srebrove i zlatne nanocestice na metalno-organski
okvir (engl. metal-organic framework, MOF), naginjen od tereftalne kiseline i Fe*" pod nazivom
Mil-101(Fe), koji je modificiran s inozitol heksafosfatom (IPs). Metalno-organski okviri su

spojevi pripravljeni iz metalnih iona i organskih molekula te ¢ine posebnu klasu spuzvastih
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materijala s porama u nano veli¢inama. Zatim su odredivali tiabendazol u uzorcima soka
breskve. SERS metoda pokazala je linearnost u rasponu koncentracija od 1,5 ppm do 75 ppm uz
koeficijent korelacije 0,986, a granica detekcije za tiabendazol iznosila je 50 ppb, Sto
zadovoljava zahtjeve kineskog nacionalnog standarda. Takoder, autori su odredili to¢nost

metodom standardnog dodatka 1 dobili iskoriStenja u rasponu od 84,32 % do 113,12 %.

3.2. KROMATOGRAFSKE METODE

Kromatografija je analiticka tehnika odjeljivanja komponenata smjese na temelju razlicite
raspodjele komponenata izmedu dviju faza, nepokretne (stacionarne) i pokretne (mobilne) [56].
Ona je najcesce koristena separacijska tehnika u laboratorijima jer se koristi za analizu, izolaciju
1 proCiS¢avanje uzoraka. Postoji nekoliko podjela kromatografskih metoda. Prema nacinu
ostvarivanja kontakta izmedu nepokretne 1 pokretne faze razlikuju se dvije metode: plosna i

kolonska kromatografija.

Za izvedbu plosne kromatografije nepokretna faza se nanosi na ravnu plohu ili u pore
papira, a pokretna faza zatim prolazi kroz nju pod utjecajem kapilarnih sila, gravitacije ili
elektricnog potencijala. Razlikujemo tri vrste ploSne kromatografije, a to su tankoslojna, papirna
i elektrokromatografija. Kod papirne kromatografije nepokretna faza je najces¢e celuloza iz
papira, ali danas se rabe i modificirani oblici papira, npr. impregnirani ionskom smolom, silika-
gelom, aluminijevim oksidom i dr. Kod tankoslojne kromatografije odjeljivanje se najcesce vrsi
na inertnoj podlozi (staklo, inertni polimerni materijal ili aluminijska folija) na koju se kao tanki
homogeni sloj nanosi nepokretna faza, koja se sastoji od usitnjenog praha (zrnca dimenzije od 5
um do 50 pum). Treca vrsta ploSne kromatografije, elektrokromatografija, bit ¢e naknadno
detaljnije opisana jer uz nekoliko modifikacija moze biti i vrsta kolonske kromatografije. Princip
rada svih vrsta ploSne kromatografije je sli¢an uz male izmjene. Mali volumen uzorka nanosi se
na nepokretnu fazu, na to¢no oznacenom mjestu. Plocica ili papir se zatim uroni u komoru za
razvijanje kromatograma na ¢ijem se dnu, ispod linije na koju je nanesen uzorak, nalazi otapalo
koje je pokretna faza. Pod djelovanjem kapilarnih sila otapalo putuje nepokretnom fazom i sa

sobom nosi sve komponente uzorka. Taj dio kromatografske analize naziva se razvijanje
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kromatograma i1 shematski je prikazano na Slici 14.a. Na kraju se kromatografska ploca vadi iz
komore 1 su$i. Na ploSnom kromatogramu (Slika 14.b) moze se i$€itati nekoliko veli€ina, a to su
pomak pokretne faze, Sto oznaCava udaljenost od startne linije do fronte otapala, odnosno
pokretne faze te pomak pojedine komponente, Sto predstavlja udaljenost od startne linije do
sredine mrlje komponente. Faktor zaostajanja, Ry, temeljni je parametar u plosSnoj kromatografiji
1 koristi se za karakterizaciju polozaja komponente uzorka. On predstavlja omjer puta
komponente i puta otapala, a njegova vrijednost se krece od 0 do 1, gdje 0 predstavlja startnu

liniju, a 1 frontu pokretne faze [27, 56].

komora za razvijanje kromatograma

kromatografska |fronta pokretne faze
— e ploca ¥
v
@ @,
1|2 3!
s PRETENRS
1 Fa :
startna linija (tocka)

b)

a)

Slika 14. Shematski prikaz plosne kromatografije: a) prikaz komore za razvijanje kromatograma,
kromatografske ploce s nanesenim uzorkom, otapala i dvije komponente (plava i crvena tocka); b) prikaz
razvijenog kromatograma: 1 - pomak pokretne faze, 2 - pomak komponente A, 3 - pomak komponente B,

wy - Sirina mrlje komponente A, wg — Sirina mrlje komponente B [56].

Kod kolonske kromatografije ili kromatografije na stupcu, nepokretna se faza nalazi u
koloni ili stupcu. Kroz kolonu pokretna faza prolazi pod utjecajem primijenjenog tlaka ili
djelovanjem gravitacije. Tijekom cijelog trajanja kromatografske analize, odnosno odjeljivanja

komponenti uzorka, potrebno je dodavati nove koli¢ine otapala, odnosno pokretne faze.
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Teku¢ina ili otapalo koje se dodaje na ulaz u kolonu zove se eluens, a na izlasku iz kolone naziva
se eluat. Sam proces prolaska tekucine ili plina (pokretne faze) kroz kolonu zove se eluiranje pa
se ova tehnika joS naziva i eluacijska kromatografija. Na Slici 15. prikazana je shema kolonske
kromatografije. Na pocetku (vrijeme #y) se uzorak, koji moze biti u teku¢em ili ¢vrstom stanju,
nanosi na vrh kolone. U ovom slu¢aju, uzorak sadrzava komponente A i B. Zatim se dodaje
pokretna faza tijekom cijele analize, a brzina kojom raznosi pojedine komponente uzorka se
razlikuje. Komponenta A brze prolazi kroz kolonu, odnosno manje se zadrzava u nepokretnoj
fazi i detektor ju ocitava u vremenu #;. Komponenta B jace se veze za nepokretnu fazu, manje
vremena boravi u pokretnoj fazi pa ju detektor o¢itava kasnije, u vremenu #. Sto je razlika u

vremenima zadrzavanja komponenata veca, to je bolje njihovo odjeljivanje [27, 56].

pokretna faza

uzorak
kolona |7 L
ispunjena |/ 7 dulii
nepokretnom | M
PR stupca

pokretna
faza

Slika 15. Shematski prikaz kolonske kromatografije [56].

Kromatogram kod kolonske kromatografije je graficki prikaz odziva detektora, odnosno
prikaz ovisnosti koncentracije analita o volumenu ili vremenu te se moze koristiti i za
kvalitativnu (polozaj pika) i za kvantitativnu analizu (povrsina ispod pika). Za komponentu A iz

uzorka raspodjela izmedu pokretne i nepokretne faze prikazana je sljedeCom ravnotezom:
Apokretna S Anepokretna (4)
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Konstanta ravnoteze, K, toga procesa je omjer ili koeficijent raspodjele i definira se kao:

K== (35)

M
gdje je cs koncentracija sastojka u nepokretnoj fazi, a ¢\ koncentracija u pokretnoj fazi [27, 56].

Na Slici 16. prikazana je podjela kromatografskih metoda ovisno o vrsti pokretne i

nepokretne faze te na temelju mehanizma razdjeljivanja sastojaka u uzorku.

Kromatografija
|
[ . I- . " I "
stitib i R plin superkriti¢ni fluid tekuéina
stacionarna faza  krutina tekucina krutina  tekucina krutina tekuc¢ina  micele
(GSC) (GC) (SEC) (SEC) (LC) (LLC) (MEKC)
| i 0.
prema adsorpcijska, adsorgmljska; adsorpcijska adsorplcgska,
mehanizmu  iskljudenje TG i razdjelna
prema
veli¢ini | 2 e b | | |
adsorpcijska  iskljucenje ionsko-  afinitetna  vezanih
(LSC) prema izmjenjivaéka  (A() faza
veli¢ini
(SEC) (IEC) (BPC)

Slika 16. Podjela kromatografskih metoda [57].

Istrazivanja pokazuju da se za odredivanje tiabendazola najceS¢e koriste plinska
kromatografija (GC), teku¢inska kromatografija (LC), micelarna teku¢inska kromatografija
(MLC), teku¢inska  kromatografija  visoke  djelotvornosti (HPLC) 1  kapilarna
elektrokromatografija pa ¢e te metode u nastavku biti detaljnije objaSnjene i prikazat ¢e se

rezultati analiza odredivanja tiabendazola u realnim uzorcima.
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3.2.1. Plinska kromatografija

Plinska kromatografija (engl. gas chromatography, GC) je metoda odjeljivanja lako
hlapivih organskih spojeva u kojoj je pokretna faza inertni plin (argon, helij, dusik ili ugljikov
dioksid), a nepokretna faza mogu biti krutina ili tekuc¢ina, ovisno o kakvom analitu se radi. Za
odjeljivanje komponenti male molekulske mase koristi se krutina velike specifi¢éne povrSine na
koju se adsorbiraju analizirane komponente, a ako se odjeljuju komponente velike molekulske
mase onda se koristi teku¢ina nanesena na povrsinu ¢vrstog nosaca adsorpcijom ili kemijskim
vezanjem. Kod plinske kromatografije, uzorak mora biti u plinovitom stanju, a ako ve¢ nije, onda
ga se treba prevesti u plinovito stanje. Na Slici 17. shematski je prikazan plinski kromatograf

[25, 27, 56].

izlaz
uzorak plina
injektiran
kroz gumenu detektor
pregradu

pokretna grijani
faza dio za
razdjelnik] injektiranje
toka
plin

nosilac

termostatirani dio

Slika 17. Shematski prikaz plinskog kromatografa [56].

Cetiri su koraka analize: unoSenje uzorka na vrh kolone, prijenos uzorka kroz kolonu

pokretnom fazom, adsorpcija sastojaka u nepokretnoj fazi i na kraju detekcija sastojaka. Na
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pocetku, u kolonu se unosi mala koli¢ina uzorka (plinoviti uzorak: V' = 1-10 mL; tekuéi uzorak:
Vo= 0,1-1 pL) kroz gumenu ili silikonsku pregradu. Uzorak se moZe unijeti rucno ili
automatskim injektorom iz parne faze ili otopine. Kolone mogu biti punjene ili kapilarne.
Punjene kolone izradene su od staklenih, metalnih ili teflonskih cijevi, duljine su od 2 m do 3 m,
a u njih se jednoliko stavlja sitno zrnasto punilo ili ¢vrsti nosac¢ na kojeg se nanosi nepokretna
faza. Kapilarne kolone mogu imati nepokretnu fazu nanesenu direktno na unutarnju stijenku ili
mogu sadrzavati nosa¢ na kojeg se nanosi nepokretna faza. Mjesto za unoSenje uzorka, kolona i
detektor nalaze se u termostatiranom prostoru, koji omogucuje plinovito stanje uzorka. Dodatno,
mjesto za unoSenje uzorka i detektor zagrijavani su na temperaturu otprilike 50 °C iznad
temperature vreliSta najmanje hlapivog sastojka, kako bi se osiguralo brzo uplinjavanje uzorka
pri unosu te sprijeCila kondenzacija prilikom dolaska na detektor. Ako se analizira uzorak
Sirokog raspona vreliSta, tada je potrebno vrSiti analizu uz temperaturno programiranje.
Temperaturno programiranje je tehnika pri kojoj se temperatura kromatografske kolone
kontinuirano ili skokovito povisuje u odredenom rasponu tijekom odjeljivanja. Uredaji za
detekciju trebaju biti stabilni i selektivni te imati linearan odziv. Detektori koji se najcesce
koriste pri plinskoj kromatografiji su plameno-ionizacijski detektor, plameni fotometar,
spektrometar masa, FTIR spektrometar ili detektor zahvata elektrona. Prednosti plinske
kromatografije su automatsko biljezenje signala na spregnutom detektoru, potreban je mali
volumen uzorka, mogu se odjeljivati vrlo sloZzene smjese s vise od 100 sastojaka te kratko

vrijeme analize, jer se plin kao pokretna faza vrlo brzo krece kroz kolonu [25, 27, 56].

Mastovskd 1 suradnici [58] wusporedivali su konvencionalnu metodu plinske
kromatografije spregnutu s masenim spektrometrom kao detektorom (engl. gas chromatography-
mass spectrometry, GC-MS) i istu tu metodu s niskim tlakom oko kolone (engl. low-pressure gas
chromatography-mass spectrometry, LP-GC-MS) na 20 razli¢itih pesticida u ekstraktu mrkve,
ukljucujudi i tiabendazol. Kao pokretnu fazu koristili su inertni plin helij. Rezultati su pokazali
kako su se koristenjem LP-GC-MS metode dobili bolji pikovi za tiabendazol u odnosu na GC-
MS metodu, ali je utjecaj interferenata bio veci 1 granica detekcije se povecala s 3 ng/g kod GC-

MS metode na 11 ng/g kod LP-GC-MS metode.
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3.2.2. Tekudinska kromatografija

Tekucinska kromatografija (engl. liguid chromatography, LC) je metoda odjeljivanja u
kojoj je pokretna faza tekucina, a nepokretna faza je najCeS¢e krutina ili tekucina. Primjena
teku¢inske kromatografije je vazna zato Sto se velik broj spojeva ne moze prevesti u plinoviti
oblik pa to onemogucuje njihovo odjeljivanje plinskom kromatografijom. Tekucinska
kromatografija temelji se na koristenju kolona relativno velikih promjera, za prolazak pokretne
faze kroz kolonu koristi se samo gravitacija ili malo poviSeni tlak, a brzina raspodjele sastojaka
izmedu pokretne i nepokretne faze je kontrolirana difuzijom. Izbor nepokretne faze ovisi o
veli¢ini Cestica te o njenoj aktivnosti s otopljenom tvari u uzorku. NajceSc¢e se koriste silika gel i
glinica jer su bezvodni pa su stoga dobri adsorbensi. Pokretna faza se bira s obzirom na polarnost
prema uzorku i nepokretnoj fazi kako ne bi doslo do adsorbiranja pokretne faze na nepokretnu i
samim time loSeg odjeljivanja komponenata uzorka. S obzirom na polarnost pokretne i
nepokretne faze razlikuju se dvije vrste kromatografije. Kromatografija normalnih faza je ona
kod koje je nepokretna faza polarna, a pokretna faza nepolarna, ¢ime se postize da se prvo
odjeljuju nepolarne ili manje polarne komponente, a kasnije polarne komponente jer se one bolje
adsorbiraju na nepokretnoj fazi 1 ostaju duze u koloni. Takoder, mogu se koristiti pokretne faze
razli¢ite polarnosti tako da se kolona prvo eluira s manje polarnim otapalima, a kasnije se
polarnost otapala povecava. Taj postupak zove se gradijentno eluiranje. S druge strane, kod
kromatografije obrnutih faza nepokretna faza je nepolarna, a pokretna faza je polarna. Ako se
provodi gradijentno eluiranje, onda se kolona prvo eluira s polarnim otapalima, a kasnije se
njihova polarnost smanjuje kako bi se bolje odjelile nepolarne komponente koje se adsorbiraju

na nepolarnu fazu [27, 56, 59].

Na Slici 18. shematski je prikazana instrumentacija za tekucinsku kromatografiju.
Pokretna faza iz spremnika dolazi do pumpe i prolazi kroz filter do sustava za unos uzorka gdje
se uzorak 1 pokretna faza mijeSaju. Zatim zajedno prolaze kroz filter ili pretkolonu do
kromatografske kolone gdje se odvija odjeljivanje sastojaka. Komponente dolaze do detektora, a
signal se biljezi na racunalu u obliku kromatograma. Na kraju uzorak prolazi kroz jo§ jedan filter

i odlazi u spremnik za otpad [59].
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Slika 18. Shematski prikaz sustava za tekué¢insku kromatografiju: a) sustav za unos pokretne faze, b)
pumpa, c) filter za otapalo, d) sustav za unos uzorka, e) pretkolonski filter (pretkolona), f) kolona, g)

detektor, h) raCunalo, 1) filter, j) spremnik za otpad [59].

Pous i suradnici [60] su uz tiabendazol odredivali jo§ 4 druga spoja u uzorcima jagoda,
naran¢e, krumpira, kruSaka i dinja koriste¢i metodu tekucinske kromatografije spregnutu s
masenim spektrometrom (engl. liquid chromatography-mass spectrometry, LC-MS). Nepokretna
faza je bila silicijev dioksid sa slojem Cig, a pokretna faza bio je metanol-amonijev formijat.
Granica detekcije za tiabendazol iznosila je 0,01 mg/kg, a granica kvantifikacije 0,04 mg/kg.
Prema zakonima Europske Unije, dopustena koli¢ina tiabendazola koja smije ostati nakon
tretiranja voc¢a i povréa krece se u rasponu od 0,1 mg/kg do 6 mg/kg. U realnim uzorcima,
tiabendazol je pronaden u dva uzorka narance (1,40 mg/kg i 0,75 mg/kg), u dva uzorka jagode
(0,45 mg/kg 1 0,6 mg/kg) i jednom uzorku dinje (0,08 mg/kg), Sto je manje od maksimalno
dopustenih vrijednosti. To¢nost metode se odredivala dodatkom tiabendazola u uzorke narance

pri ¢emu su iskoriStenja bila u rasponu od 58 % do 68 %.

Takoder koriste¢i LC-MS tehniku, Yoshioka, Akiyama i Teranishi [61] odredivali su
nekoliko razli€itih pesticida: o-fenilfenol, difenil, imazalil 1 tiabendazol u citrusnom voc¢u (limun,
grejp 1 naranca). Uzorci su pripremljeni ekstrakcijom s dietil-eterom, nakon cega je dodan
metanol te se uzorak suSio kako bi dietil-eter ispario. Pokretna faza bila je smjesa metanola i
vode ¢iji se omjer tijekom vremena mijenjao (od 60 % metanola do 100 % metanola u 10 min).

Granica detekcije za tiabendazol iznosila je 0,01 pug/g, a od 20 uzoraka tiabendazol je detektiran

34



u njih 11 u rasponu koncentracija od 0,01 pg/g do 2,88 ng/g. Autori su odredivali i tocnost

metodom standardnog dodatka 1 dobili iskoriStenja u rasponu od 82 % do 100 %.

3.2.3. Tekudinska kromatografija visoke djelotvornosti

Iako je tekucinska kromatografija ucinkovita, jednostavna i relativno jeftina metoda,
odjeljivanje sastojaka tom tehnikom zahtijeva mnogo vremena, $to je dovelo do razvoja brze
metode pod nazivom tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High-Performance
Liquid Chromatography, HPLC). Do poboljSanja metode dolazi zbog koriStenja vrlo sitnih
Cestica nepokretne faze te visokih tlakova otapala, odnosno pokretne faze. Nepokretna faza
kojom se puni kolona je najcesc¢e silika gel visoke Cisto¢e u kojem cestice imaju promjer < 10
um, a nekad ¢ak 1 < 2 pm. Medutim, mogu se koristiti 1 glinica (promjera Cestica 5 um),
cirkonijev oksid (promjera Cestica < 2 um) te titanijev oksid (promjera Cestica 3 pm) Zbog tih
modifikacija, ova metoda zahtijeva primjenu sloZenije instrumentacije (Slika 19.) koja se sastoji

od cCetiri osnovna dijela [27, 56].

injekcijskj
ventil

otpad

mijeSanje
otapala

crpka
kolona otpad

detektor

otapala - mobilna faza

Slika 19. Shematski prikaz tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti [56].
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Prvi dio ¢ini sustav za opskrbu pokretnom fazom sa crpkom koja omogucuje postizanje
visokog tlaka. Takoder je u tom dijelu prisutan i sustav koji omogucuje mijesanje otapala jer se
kod ove metode takoder moze koristiti izokratno (koriStenje samo jednog otapala) ili gradijentno
eluiranje (koriStenje otapala razli¢itih polarnosti). Otapala, odnosno pokretne faze, koje se koriste
moraju biti visoke Cistoce 1 ne smiju sadrzavati mjehuri¢e plina. Zatim dolazi sustav za precizan
unos tekuceg uzorka to¢no odredenog volumena, koji se moze kretati od 0,5 pL do 5,0 mL. U
sustav je prije kromatografske kolone postavljena kra¢a kolona istog punila, koja se zove
pretkolona. Ona je jeftinija te se lakSe i ceS¢e moZe mijenjati pa se zbog toga koristi kao zastita
za kromatografsku kolonu. Zadnji osnovni dio instrumentacije za HPLC metodu je sustav za
detekciju koji ovisi o prirodi uzorka. Detektori koji se najcesce koriste su detektori UV/Vis
zraCenja, fluorescencijski detektori te detektori indeksa loma. Najveca prednost HPLC metode,
osim osjetljivosti 1 prilagodljivosti, je ta Sto moze analizirati Siroki spektar uzoraka razli¢itih
svojstava (nukleinske kiseline, pesticidi, anorganske tvari, organometalni spojevi), ¢ak i lako
hlapive te termicki nestabilne spojeve pa se zato primjenjuje u raznim granama znanosti i

industrije [27, 56].

Kawasaki 1 suradnici [62] odredivali su tiabendazol 1 njegov metabolit 5-
hidroksitiabendazol HPLC metodom u uzorcima svinjskog miSica, jetre 1 masti te kravljeg
mlijeka koje su nabavili na trznici u Japanu. Pokretna faza je bila smjesa 25 mmol/L bezvodnog
natrijevog dihidrogenfosfata i acetonitrila (4:1), temperatura kolone je bila 40 °C, a za detekciju
su koristili UV detektor. Metoda je pokazala linearnost u rasponu koncentracija tiabendazola od
0,01 pg/mL do 1 pg/mL, a granica detekcije je iznosila 0,01 pg/mL. Ni u jednom od realnih

uzoraka nije bio prisutan niti tiabendazol niti njegov glavni metabolit 5-hidroksitiabendazol.

Autor Su i suradnici [63] odredivali su uz tiabendazol jo§ pet drugih benzimidazolnih
spojeva 1 njihove derivate koriste¢t HPLC metodu uz detektor s nizom fotodioda (engl.
photodiode array detector, PDA) 1 fluorescentni detektor. Kromatografsku kolonu su gradijentno
eluirali 1 pri tome koristili acetonitril 1 0,02 mol/L natrijev dihidrogenfosfat (pH 3,3). Kao uzorke
koristili su svinjsko meso, svinjsku jetru, govede meso, janje¢e meso te govede i kozje mlijeko
kupljeno na trznici u Taipeiju. Ova metoda pokazala je linearnost u rasponu koncentracija od
0,05 pg/mL do 2,50 pg/mL s koeficijentom korelacije 1,0000. Pri koriStenju UV detektora

(PDA) granica detekcije je iznosila 0,020 ppm, a pri koristenju fluorescentnog detektora granica
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detekcije iznosila je 0,005 ppm. Na Slici 20. prikazani su kromatogrami s obje vrste detektora uz
iste kromatografske uvjete. Metodom standardnog dodatka odredivali su i1 to¢nost metode te
dobili iskoristenja u rasponu od 84,5 % do 97,6 %. Od 30 ispitanih realnih uzoraka, niti jedan
nije sadrzavao benzimidazolne spojeve pa tako ni tiabendazol, medutim HPLC metoda se

pokazala vrlo korisnom jer je pruzila mogucnost istovremenog odredivanja Sest razliCitih

benzimidazolnih spojeva.
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Slika 20. Prikaz HPLC kromatograma Sest benzimidazolnih spojeva snimljenih detektrorom s nizom
fotodioda (A) i fluorescentnim detektorom (B) pri unosu 25 ng svakog spoja: (1) albendazol 2-

aminosulfon, (2) 5-hidroksitiabendazol, (3) albendazol sulfoksid, (4) tiabendazol, (5) albendazol sulfon,
(6) mebendazol [63].
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Veneziano i suradnici [64] su u svom radu odredivali tiabendazol, karbendazim i tiofanat-
metil u ukupno 50 uzoraka banana uvezenih iz Ekvadora (32), Paname (10) i Kostarike (8) u
Italiju. Pokretna faza tijekom odjeljivanja HPLC metodom bila je smjesa metanol/voda i 0,6 %
NH; (50:50) te je koristen detektor s nizom fotodioda. Granica detekcije je izraunata i bila je u
rasponu od 0,001 mgkg do 0,02 mgkg. U 11 uzoraka pronaden je tiabendazol u
koncentracijama od 0,050 mg/kg do 2,510 mg/kg $to je nize od maksimalno dopuStenih
vrijednosti u Italiji, odnosno Europi, koja iznosi 5 mg/kg. Metodom standardnog dodatka
odredena je to¢nost ove metode uz iskoriStenja u rasponu od 81,0 % do 96,0 %.Takoder,
provedena je i dodatna analiza GC-MS metodom koja je potvrdila sve rezultate dobivene HPLC

metodom.

U uzorcima limuna Prousalis 1 suradnici [65] odredivali su tiabendazol, karbendazim 1 o-
fenilfenol u limunu koriste¢i HPLC metodu obrnutih faza. Tijekom analize kromatografska
kolona je izokratno bila eluirana pokretnom fazom koju je Cinila smjesa acetonitrila, vode 1 30%-
tnog amonijaka (39:60,5:0,5), a detekcija se vrsila UV detektorom pri 254 nm. Metoda je
pokazala linearnost u rasponu koncentracija od 0,1 pg/mL do 40,0 pg/mL uz koeficijent
korelacije 0,999. Takoder su se promatrali i ostali parametri te su rezultati pokazali da je metoda
ponovljiva (uz RSD vrijednost u rasponu 0,1-2,0 %) 1 reproducibilna (uz RSD vrijednost 1,2-3,8
%). Granica detekcije za tiabendazol iznosila je 0,27 mg/kg, a granica kvantifikacije 0,91 mg/kg.
Zbog niskih granica detekcije 1 kvantifikacije, ova metoda je pogodna za odredivanje niskih
koncentracija tiabendazola, ali i drugih pesticida karbendazima i o-fenilfenola, u razinama nizim

od maksimalno dopustenih vrijednosti u Europi.

Turiel i suradnici [66] odredivali su tiabendazol u uzorcima narance, limuna, grozda i
jagode. Prvo su sintetizirali molekulski tiskani polimer (MIP) koriste¢i molekulu tiabendazola
kao predlozak te tako dobili vrlo selektivnu nepokretnu fazu veliine Cestica ~ 3,5 pm kojom su
punili HPLC kolonu. Tijekom analize koristili su dvije pokretne faze koje su izmjenjivali, a to su
bile 100 %-tni metanol te smjesa metanola i octene kiseline (80:20). Metoda je pokazala
linearnost u rasponu koncentracija 0,1 mg/L do 5 mg/L s koeficijentom korelacije 0,999. Granica
detekcije iznosila je 0,03 pg/L, a moze se jo$ 1 sniziti unosom veceg volumena uzorka. To¢nost

ove metode autori su odredili metodom standardnog dodatka i1 dobili iskoriStenja u rasponu od
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88,7 % do 102,4 %. U realnim uzorcima tiabendazol je pronaden u uzorcima jagoda te u kori

narance 1 limuna.

Hu 1 suradnici [67] odredivali su karbendazim i tiabendazol u uzorcima jabuka koriste¢i
mikroekstrakciju u ¢vrstoj fazi te kombiniraju¢i HPLC tehniku s fluorescentnom detekcijom.
Linearnost se kretala u rasponu od 0,01 mg/kg do 1 mg/kg uz korelacijski koeficijent 0,9998.
Granica detekcije iznosila je 0,003 mg/kg, a granica kvantifikacije 0,006 mg/kg. Dodatkom
otopina tiabendazola koncentracija 0,1 mg/kg 1 0,5 mg/kg u uzorke jabuka, autori su ispitivali
to¢nost metode 1 dobili iskoriStenja u rasponu od 91,5 % do 96,1 %. Nakon primjene na realnim
uzorcima, ustanovljeno je da RSD vrijednost iznosi 2,9 % te da su koncentracije tiabendazola u

jabukama ispod maksimalno dopustene vrijednosti od 5 mg/kg.

Autor Wu je sa svojim suradnicima [68] takoder odredivao karbendazim i tiabendazol, ali
u uzorcima tla i vode (kiSnica, bunarska voda i jezerska voda). Uzorci su pripremljeni
koristenjem disperzivne mikroekstrakcije tekuce-teku¢e te je tiabendazol odredivan
kombinacijom HPLC metode i fluorescentne detekcije. Za uzorke vode, linearnost je bila u
rasponu od 5 ng/mL do 800 ng/mL, korelacijski koeficijent iznosio je 0,9997, granica detekcije
je bila 1,0 ng/mL, a granica kvantifikacije 2,0 ng/mL. Primjenom metode standardnog dodatka u
uzorcima vode iskoriStenja su bila u rasponu od 86 % do 94 %. Za uzorke tla, linearnost je bila u
rasponu od 10 ng/g do 1000 ng/g, korelacijski koeficijent iznosio je 0,9994, granica detekcije
bila je 1,6 ng/g, a granica kvantifikacije 3,2 ng/g. Primjenom metode standardnog dodatka u

uzorcima tla iskoriStenja su bila u rasponu od 84 % do 90,8 %.

U novijem istrazivanju Zhang, Tian 1 Rustum [69] predstavili su novu metodu za
odredivanje tiabendazola, HPLC kromatografiju obrnutih faza i s ionskim parovima, koja se
pokazala osjetljivom, to¢nom, s dobrim linearnim rasponom, preciznom, reproducibilnom,
ponovljivom, specificnom i robustnom §to ju ¢ini prigodnom za analize u laboratorijima za
kontrolu kvalitete. Za usporedbu su jo$ proveli i mjerenja s drugim metodama kao Sto su
tekucinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti (engl. wultra-high-performance liquid
chromatography, UHPLC) i tekud¢inska kromatografija kombinirana s masenim spektrometrom
(LC-MS). Princip rada UHPLC instrumenata je isti kao kod HPLC metode s nekoliko
modifikacija. UHPLC metoda vrs$i mjerenje pri viSem tlaku (do 1000 bara), ¢ime se omogucava

bolje razlu€ivanje komponenata uzorka u kra¢em vremenu. Pokretna faza sastojala se od 25 %-
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tnog acetonitrila 1 75 %-tne vodene otopine natrijeve soli 1-oktansulfonske kiseline (koja je
sadrzavala 0,1 % metansulfonsku kiselinu). Brzina protoka bila je 1,5 mL/min, temperatura
kolone je bila 35 °C, a cjelokupno trajanje analize s UV detekcijom pri 300 nm bilo je 4 minute.
Granica detekcije za tiabendazol iznosila je 0,1 pg/mL za standardnu otopinu $to je ekvivalentno
analitickoj koncentraciji od 0,1 mg/mL. Mjerno podrucje metode je u rasponu koncentracija od
0,1 pg/mL do 120 pg/mL. Korelacijski koeficijent za kalibracijsku krivulju iznosio je 1,000, a
to¢nost metode se odredivala metodom standardnog dodatka i dobivena su iskoristenja u rasponu

od 94,6 % do 99,5 %.

3.2.4. Micelarna teku¢inska kromatografija

Micelarna teku¢inska kromatografija (engl. micellar liquid chromatography, MLC) je
vrsta kromatografije u kojoj nastaje pseudo faza koja se sastoji od micela. Ova metoda
odjeljivanja razvila se iz potrebe za odvajanjem neutralnih molekula iz smjese uzorka, budu¢i da
se elektricki nabijene molekule mogu odvojiti metodom kapilarne elektroforeze. Iako se gibanje
molekula u ovoj metodi vr$i djelovanjem elektri¢nog polja, odjeljivanje molekula se temelji na
kromatografskom principu razdjeljivanja (prema hidrofilnosti, odnosno polarnosti). Kada se
elektricki nabijene molekule povrSinski aktivnih tvari, npr. natrijeva dodecilsulfata, nalaze u
otopini u koncentraciji vecoj od kriticne micelarne koncentracije dolazi do njihovog udruzivanja
1 nastanka micela. Micele predstavljaju sferi¢nu strukturu u kojoj su hidrofobni lanci medusobno
povezani u unutrasnjosti, dok su hidrofilne, odnosno polarne skupine okrenute prema otapalu.
Neutralne molekule se iz uzorka odvajaju od hidrofilnih molekula tako Sto se smjeStaju u
hidrofobnu unutrasnjost micela. U primjeni, micele mogu biti dio pokretne faze i zamijeniti
skupa 1 toksi¢na organska otapala koja se inace koriste kao pokretne faze u tekucinskoj
kromatografiji visoke djelotvornosti, ali se mogu i adsorbirati na povrSinu stacionarne faze

unutar kromatografske kolone [26, 70].

Peris-Vicente i suradnici [71] razvili su metodu micelarne tekucinske kromatografije za
istovremeno pracenje cCetiri pesticida (tiabendazol, pirimetanil, o-fenilfenol i imazalil) u

uzorcima otpadne vode. Mobilna faza je sadrzavala 0,07 mol/L 5 %-tnog natrijevog dodecil
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sulfata 1 1-pentanol puferiran pri pH 3. Mobilna faza se kretala kroz C18 kolonu s protokom 1
mL/min pri sobnoj temperaturi. Koristili su UV/Vis detektor, a tiabendazol su odredivali pri 305
nm. Za tiabendazol koeficijent korelacije (R?) iznosio je 0,99990, granica detekcije je bila 0,18
pug/mL, a granica kvantifikacije 0,5 pg/mL. Ova metoda je pokazala vrlo dobru to¢nost s
iskoriStenjima u rasponu od 93,9 % do 103,7 %.Takoder su utvrdili da se fungicidi zadrzavaju u

povrsinskim vodama do 8 dana nakon primjene.

U jo$ jednom istrazivanju, za odredivanje tiabendazola u otpadnim vodama, Peris-
Vicente i suradnici [72] koristili su micelarnu tekuc¢insku kromatografiju s fluorescencijskom
detekcijom. Hibridna micelarna pokretna faza sadrzavala je 0,10 mol/L natrijeva dodecilsulfata i
6 %-tni 1-pentanol pri pH 3 (pH namjeSten koriStenjem fosfatnog pufera). Brzina protoka bila je
I min/mL u C18 koloni. Kao uzorke koristili su otpadne vode iz postrojenja za pakiranje
citrusnog voca, poljoprivrednih oluka, gradske kanalizacije te ulazne i izlazne vode iz postrojenja
za procis¢avanje otpadnih voda. Rezultati su pokazali da granica detekcije za tiabendazol iznosi
0,005 mg/L te da je mjerno podrucje u rasponu od 0,01 mg/L do 2 mg/L uz koeficijent korelacije
0,9995. Maksimalna dopusStena koncentracija tiabendazola u tom podrucju (Villareal,
Spanjolska) iznosi 0,1 mg/L. Rezultati analize pokazali su kako je u svim uzorcima koncentracija
tiabendazola bila iznad dopustene vrijednosti, osim u uzorcima izlazne vode iz postrojenja za

proc¢iS¢avanje otpadnih voda jer je ta voda proc¢iS¢ena i spremna za ispustanje u okolis.

3.2.5. Kapilarna elektrokromatografija

Opcenito, elektrokromatografija je analiticka tehnika odjeljivanja koja kombinira dvije
metode: elektroforezu na gelu 1 kromatografiju isklju¢enjem prema veli€ini Cestica.
Elektroforeza na gelu je metoda odjeljivanja u kojoj se elektricki nabijene Cestice gibaju kroz
otopinu zbog djelovanja elektricnog polja, a gel se koristi kao nosac elektrolitne otopine.
Kromatografija isklju¢enjem prema veli¢ini Cestica je vrsta kromatografske metode u kojoj se
molekule odvajaju prema svojoj veli€ini, odnosno moguénosti ulaska u poroznu strukturu

nepokretne faze i duljeg zadrzavanja u njoj [26].
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Kapilarna elektrokromatografija (engl. capillary electrochromatography, CEC) je
kombinacija kapilarne elektroforeze i tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC).
Kapilarna elektroforeza je vrsta elektroforeze u kojoj se gibanje Cestica odvija kroz kapilarnu
cijev. Budu¢i da se odjeljivanje komponenata odvija u kapilarnoj koloni, a ne na gelu, ova
metoda pripada skupini kolonske kromatografije. Kod CEC metode, kapilara je najcesce
ispunjena Cesticama nepokretne faze promjera < 3 um, Sto je prikladno za kromatografiju
obrnutih faza. Protok kroz kapilaru je ostvaren elektroosmozom, a ne tlakom, iako se sustav
moze staviti pod visoki tlak za bolju i kra¢u izvedbu. U wusporedbi s tekucinskom
kromatografijom, CEC metoda ostvaruje puno vecu ucinkovitost odjeljivanja komponenata.
Kada su uzorci neutralne molekule, odjeljivanje se vrsi isklju¢ivo prema interakciji komponenata
uzorka s nepokretnom fazom, dok se kod uzoraka s elektricki nabijenim Cesticama odjeljivanje
vr$i 1 prema interakciji s nepokretnom fazom i prema elektroforetskoj mobilnosti komponente.
Selektivnost odjeljivanja moze se kontrolirati dobrim izborom nepokretne faze te izborom

dobrog materijala i dimenzija kapilare [26, 73].

Osnovni dijelovi instrumentacije za provedbu CEC analize prikazani su na Slici 21.
Klju¢ni dio instrumentacije je kolona, odnosno u ovom slucaju kapilara, u kojoj se odvija
odjeljivanje komponenti. Kapilare se opcenito mogu podijeliti u dvije skupine: otvorene cjevaste
(engl. open-tubular) 1 upakirane (engl. packed) kapilare. Kod CEC metode za izbor kapilare
vazno je da materijal od kojeg su izgradene i nepokretna faza kojom su ispunjene budu otporni
na visoko elektri¢no polje koje se koristi tijekom elektroforetskog razdvajanja. Takoder je vazno
da je temperatura oko kapilare dobro kontrolirana jer se prilikom odjeljivanja komponenti
oslobada energija u obliku topline, Sto moze dovesti do smanjenja viskoznosti ili isparavanja
elektrolitne otopine pri ¢emu se mogu stvoriti mjehuri¢i pare i omesti proces odjeljivanja, ali i
detekcije analita. Za detekciju se najceSce koriste UV/Vis detektori i maseni spektrometri, ali

mogu se koristiti 1 elektrokemijski, fluorescentni ili infracrveni detektori [73].
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Slika 21. Shematski prikaz instrumentacije za provedbu kapilarne elektrokromatografije [73].

Cacho 1 suradnici [74] koristili su kapilarnu elektrokromatografiju za odredivanje
tiabendazola u uzorcima citrusnog voca, tocnije u kori 1 pulpi limuna i narance. Autori su sami
izradili molekulski tiskanu kapilarnu kolonu ispunjenu takoder molekulski tiskanom
monolitskom nepokretnom fazom (engl. molcularly imprinted monolith, MIM). Metoda je
pokazala linearnost u rasponu koncentracija tiabendazola od 0,05 mgkg do 20 mg/kg s
korelacijskim koeficijentom od 0,9940 do 0,9998 ovisno o uzorku. Za uzorke limuna, i koru i
pulpu, granica detekcije iznosila je 0,04 mg/kg, a granica kvantifikacije 0,14 mg/kg, dok je za
uzorke narance granica detekcije iznosila 0,05 mg/kg za koru te 0,04 mg/kg za pulpu, a granica
kvantifikacije iznosila je 0,18 mg/kg za koru te 0,17 mg/kg za pulpu. To¢nost metode autori su
odredili metodom standardnog dodatka pri ¢emu su dobili iskoriStenja od 85 % do 105 %.
Dodatno su ispitali to¢nost metode usporedbom s rezultatima analize istih uzoraka HPLC

metodom pri ¢emu rezultati nisu pokazali znacajna odstupanja.
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3.3. ELEKTROANALITICKE METODE

Elektrokemija je grana fizikalne kemije koja se bavi proucavanjem povezanosti
elektricnih pojava i kemijskih reakcija. Elektrokemijski procesi dijele se na one koji su izvor
elektricne struje i na one koji su izazvani djelovanjem elektricne struje. Prema toj podjeli
razlikujemo 1 dvije vrste elektroanalitiCkih metoda: elektrolizne i neelektrolizne metode.
Potenciometrija, konduktometrija i elektroforeza pripadaju skupini neelektroliznih metoda, a
voltametrija, amperometrija, kulometrija i elektrogravimetrija pripadaju skupini elektroliznih
metoda. Mjerenje u elektroanalitickim metodama vrsi se u elektrokemijskoj ¢eliji koja moze
sadrzavati dvije elektrode (indikatorsku i referentnu) ili tri elektrode (indikatorska, pomoc¢na i
referentna). Na indikatorskoj elektrodi odvija se elektrokemijska reakcija, odnosno pobudni
signal ili prisutnost odredene molekulske vrste u otopini uzrokuje nastanak odzivnog signala koji

se detektira elektrokemijskim senzorom [27].

3.3.1. Direktna potenciometrija

Potenciometrijske metode su elektroanaliticke metode koje se temelje na mjerenju razlike
potencijala izmedu elektroda. Potenciometrijska mjerenja se provode u elektrokemijskoj celiji
koja se sastoji od dvije elektrode (referentna i indikatorska) povezane elektrolitnim mostom.
Referentna elektroda je poluclanak s tocno poznatim elektrodnim potencijalom koji ne ovisi o
koncentraciji aktivnih molekulskih vrsta u potenciometrijskoj ¢eliji pa zbog toga tijekom
mjerenja ostaje stalan. NajceSce koristene referentne elektrode su standardna vodikova elektroda
(engl. standard hydrogen electrode, SHE), kalomel elektroda (Hg/Hg,Cl,) i elektroda
srebro/srebrov klorid (Ag/AgCl). Druga elektroda je indikatorska elektroda i, za razliku od
referentne, njezin elektrodni potencijal ovisi o koncentraciji jedne ili viSe aktivnih molekulskih
vrsta. Pozeljna svojstva indikatorske elektrode su da daje brz i reproducibilan odziv na male
promjene u koncentraciji aktivnih vrsta. Dvije su osnovne vrste indikatorskih elektroda: metalne
1 membranske. Kod metalnih elektroda razlika potencijala je posljedica redukcijsko-

oksidacijskog procesa na elektrodi, dok je kod membranskih elektroda ta razlika posljedica
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promjene slobodne entalpije reakcije prijelaza iona kroz medusloj izmedu membrane i otopine.
Metalne indikatorske elektrode se dijele na elektrode prvog reda (metal uronjen u otopinu s
kationima tog istog metala), elektrode drugog reda (metal prekriven tesko topivom soli uronjen u
otopinu s anionima te soli) i inertne redoks elektrode. Od membranskih elektroda najcesce se
koriste staklena pH elektroda te ion-selektivne elektrode s teku¢om ili ¢vrstom membranom.
Uredaji koji mjere razliku elektrodnog potencijala su potenciometri ili voltmetri (pH-metr1).
Primjer jedne elektrokemijske ¢elije za potenciometrijsko mjerenje prikazan je na Slici 22. [27,

75].

digitalni mjera&

referentna
elektroda, E ¢

metalna
indikatorska
€lektroda, E; 4

elektrolitni
most, E,

Ejanka = Eing — Eper + Eyxom

Slika 22. Elektrokemijska ¢elija za potenciometrijsko mjerenje [27].

Potenciometrijsko mjerenje moze biti neizravno (potenciometrijska titracija) ili izravno
(direktna potenciometrija). Direktna potenciometrija je brza i pogodna metoda za odredivanje
aktiviteta raznih kemijskih vrsta. Prednost ove metode je Sto se uzorak prilikom mjerenja ne

uniStava 1 moze se upotrijebiti u daljnjim analizama, ako je potrebno. Princip rada direktne
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potenciometrije vrlo je jednostvan. Potrebno je prirediti niz otopina razli¢itih koncentracija
ispitivanog analita te izmjeriti odgovaraju¢e vrijednosti elektrodnog potencijala za svaku
otopinu. Nakon toga se konstruira bazdarni dijagram i odredi se u kojem podrucju je dijagram
linearan. Za odredivanje nepoznatog aktiviteta koristi se linearni dio bazdarnog dijagrama.
Tijekom mjerenja, na elektrodni potencijal mogu utjecati interferirajuci ioni Sto Cini odredivanje
aktiviteta ispitivane kemijske vrste zahtjevnim pa zbog toga ova metoda nije ¢esto u primjeni

[27, 75].

Volnyanska i suradnici [76] odredivali su tiabendazol u uzorcima banana. Autori su
koristili metodu direktne potenciometrije za odredivanje tiabendazola u realnim uzorcima. Ion-
selektivna elektroda koju su priredili pokazala je linearnost u rasponu koncentracija tiabendazola
od 10” mol/L do 10 mol/L. Takoder su utvrdili kako je kalibracijski graf najpovoljniji pri pH
vrijednostima od 3,0 do 4,0, pa su sva mjerenja vrSili u otopinama pri pH=4,0. Selektivnost
elektrode za organski kation tiabendazola iznosi 10?2 u odnosu na interferirajuce ione Na', K,
Ca® i NH4". Odzivno vrijeme elektrode je za niske koncentracije 2-3 minute, a pri vi§im
koncentracijama tiabendazola (10~ - 102 mol/L) vrijeme odziva se smanjuje na 40 do 50
sekundi. U kori banane odredena je koncentracija tiabendazola od 5,03 mg na 100 g proizvoda, a

u pulpi banane odredena je koncentracija od 4,02 mg na 100 g proizvoda.

3.4. BIOLOSKE I IMUNOKEMIJSKE METODE

Bioloske metode su vrsta analitickih metoda kojima se odreduje koncentracija, prisutnost
ili u¢inak analita na zivu stanicu ili tkivo. Analize mogu biti kvalitativne ili kvantitativne te
izravne ili neizravne. Najces¢e koriStena bioloska metoda je bioloski test. Imunokemijske
metode su bioanaliticke metode koje se temelje na specificnoj reakciji izmedu antigena i
protutijela te stvaranja kompleksa Ag-Ab (engl. antigen-antibody). Imunokemijskim metodama
pripadaju Western-analiza te imunoloski testovi (najces¢e ELISA-test) [77]. Kod odredivanja
tiabendazola najces¢e koriStene tehnike su bioloski 1 imunoloski testovi, koji ¢e detaljnije biti

objasnjeni u nastavku.
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3.4.1. BiolosKi testovi

Bioloski testovi (engl. bioassays) su metode koje koriste zivu tvar (najceSce
mikroorganizme) kako bi se odredila prisutnost ili potencijalna toksi¢nost nekog spoja. Izvrsne
su za kontrolu zagadenja tla, vode i hrane. Bioloski testovi koriste promjenu u broju stanica,
brzini rasta ili brojnosti kako bi opisali ucinak kemijskog spoja na mikroorganizme.
Mikroorganizmi koji se, zbog svojih specifi¢nih fizioloSkih svojstava, koriste kao pouzdani
pokazatelji odredenih znacajki tla, vode ili zraka zovu se bioindikatori te se mogu koristiti kao
pojedinacni organizmi te organizmi u skupini iste ili razli¢ite populacije. Bioloski testovi se
mogu kombinirati s drugim tehnikama kako bi se ubrzao proces odredivanja, a te tehnike su
naj¢eS¢e spektrofotometrija, potenciometrija, bioluminiscencija ili kemoluminiscencija,

turbidimetrija i dr. [78].

Erwin i suradnici [79] pratili su kretanje tiabendazola u biljkama pamuka od korijena do
lis¢a nakon §to je tlo bilo tretirano tim fungicidom. Svoje istrazivanje su potvrdili mjerenjem
tiabendazola 1 spektrofluorimetrijskom metodom. Za izvedbu bioloSkog testa u kojem su pratili
fungicidna svojstva tiabendazola u Petrijeve zdjelice su ulili dekstrozni agar krumpira (engl.
potato-dextrose agar, PDA), na njega dodali 0,1 mL tiabendazola te nakon 24 sata u istu zdjelicu
rasprsili spore Verticillium albo-atrum, vrste gljivica koja uzrokuje uvenuce biljke pamuka.
Tiabendazol se pokazao kao dobar fungicid jer se na mjestu na kojemu je on bio nanesen na

agaru vidjela zona inhibicije rasta gljivica.
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Slika 23. Graficki prikaz ovisnosti veli¢ine povrSine zone inhibicije rasta Verticillium albo-atrum o

koncentraciji tiabendazola [79].

Na Slici 23. graficki je prikazana ovisnost inhibicije rasta gljivica o koncentraciji
tiabendazola iz Cega se vidi da je taj odnos proporcionalan. To zna¢i da se poveéanjem
koncentracije tiabendazola vise spora inhibiralo. Volumen dodanog tiabendazola u obliku diska
uvijek je iznosio 0,1 mL. NajniZza koncentracija tiabendazola pri kojoj se mogla detektirati zona
inhibicije iznosila je 0,3 pg. Tiabendazol se odredivao i u realnim uzorcima na ovaj naéin. Cetiri
tretirane biljke 1 Cetiri netretirane biljke su podvrgnute bioloSkom testu prema istom principu.
Zona inhibicije u rasponu povr§ina od 113 mm?” do 452 mm? pronadena je na uzorcima stabljika i
to na dijelu biljke koji je blizi tlu. Takoder, zona inhibicije bila je ve¢a na vanjskom dijelu

stabljike, a manja na ksilemu (vrsta transportnog tkiva u biljkama) [79].
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3.4.2. Imunoloski testovi

Imunoloski testovi su biokemijski testovi kojima se odreduje prisutnost ili koncentracija
analita pomocu interakcije protutijela i antigena. Protutijelo je klju¢na komponenta imunoloskog
testa jer pruza visoku selektivnost i osjetljivost za odredivanje analita. Vezanje antigena i
protutijela dio je imunosnog odgovora organizma. Protutijelo (naj¢es¢e imunoglobulin G, IgQG)
se veze tako S§to prepoznaje specifi€nu skupinu na antigenu koja se naziva epitop ili antigenska
determinanta. Protutijela mogu biti monoklonska ili poliklonska. Monoklonska protutijela su
specificna za samo jedan antigen, a poliklonska protutijela predstavljaju heterogenu smjesu
protutijela od kojih je svako specificno za razliCiti epitop na antigenu. Antigeni mogu biti
proteini, polisaharidi, nukleinske kiseline ili male molekule vezane na makromolekulski nosac
[77, 80]. Za odredivanje tiabendazola koristile su se dvije vrste imunoloskih testova: strip-based

imunoloski test 1 ELISA testovi.

Strip-based imunoloski test (engl. strip-based immunoassay) je vrsta imunoloSkog testa
kojeg su Blazkova 1 suradnici [81] koristili za odredivanje tiabendazola u uzorcima sokova
raznog voca (jabuka, banana, naranca, kruska). Na Slici 24. prikazana je trakica na kojoj se
odvija test i koja se koristila u ovom istrazivanju. Nitrocelulozna membrana premazana je
konjugatom tiabendazola 1 proteina u testnoj zoni. Tijekom provodenja testa dolazi do gibanja
uzorka 1 konjugata izmedu protutijela 1 ugljika (reaktant B) uzduz trakice kapilarnim silama.
Strip-based imunoloski test se temelji na sljede¢em principu: kada se trakica stavi u reakcijsku
smjesu, reaktant B se veZze na anti-tiabendazol protutijelo (reaktant A) te nastaje detekcijski
kompleks. Ako tiabendazol nije prisutan u uzorku, dolazi do pojave produkta crne boje najjaceg
intenziteta, jer dolazi do vezanja detekcijskog kompleksa na reaktant D. S druge strane, ako je
tiabendazol prisutan u uzorku dolazi do neutralizacije anti-tiabendazol protutijela s detekcijskim
kompleksom 1 intenzitet crne boje produkta se smanjuje proporcionalno koncentraciji prisutnog
tiabendazola. Intenzitet crne boje na trakici omogucuje semikvantitativnu vizualnu procjenu

koncentracije.
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Slika 24. Shematski prikaz dizajniranog strip-based imunoloskog testa; reaktant A — misje anti-
tiabendazol protutijelo, reaktant B — konjugat Cestice ugljika i svinjskog anti-misjeg IgG protutijela,
reaktant C — tiabendazol, reaktant D — konjugat tiabendazola i ovalbumina (25 pg/mL), reaktant E — zecje
anti-svinjsko IgG protutijelo (1 mg/mL) [81].

Usporedivanjem trakica s poznatim koncentracijama tiabendazola, odredeno je da
vizualna granica detekcije tiabendazola iznosi 0,25 ng/mL. Takoder su ustanovili kako se,
vizualno, koncentracija tiabendazola visa od 10 ng/mL ne moze odrediti jer se ne vidi crna boja
na testnoj liniji. Stvarna granica detekcije za tiabendazol (dobivena skeniraju¢om
denzitometrijom) iznosila je 0,08 +0,03 ng/mL, linearnost je bila u rasponu koncentracija od 0,11
ng/mL do 4,13 ng/mL, a vrijednost ICsy iznosila je 0,60+0,08 ng/mL. ICsy (engl. inhibitory
concentration) je ona koncentracija tvari koja uzrokuje 50%-tnu inhibiciju. Autori su metodom
standardnog dodatka odredivali 1 to€nost ove metode te dobili iskoriStenja u rasponu od 81,9 %
do 123,6 %. U realnim uzorcima sokova jabuke, narance, banane i kruske, tiabendazol se mogao
vizualno odrediti ve¢ pri koncentracijama od 50 ng/mL S$to je daleko ispod maksimalno
dopustene vrijednosti od 5 mg/kg. Osim strip-based imunoloskog testa, autori su takoder proveli
1 ELISA-test kojim su dobili granicu detekcije za tiabendazol od 0,08 ng/mL, linearnost u
rasponu koncentracija od 0,2 ng/mL do 9,7 ng/mL 1 vrijednost ICsy od 0,4 ng/mL. Odredivanjem
tocnosti ELISA-testa metodom standardnog dodatka dobili su iskoristenja od 81,5 % do 171,4 %
[81].
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Test enzimski povezane imunosorpcije (engl. enzyme-linked immunoadsorbnt assay,
ELISA) joS je jedna od vrsta imunoloskih testova, Cesto koriStena u raznim analizama. Ova
metoda temelji se na reakciji enzima s bezbojnim supstratom, a rezultira obojenim produktom.
Enzim se kovalentno veze sa specificnim protutijelom koje prepoznaje ciljni antigen. Na Slici
25. prikazane su dvije najceS¢e koriStene vrste ELISA-testa, indirektni 1 direktni, odnosno

,sendvic® ELISA-test [77].

(A) indirektni ELISA-test

ispiranje ispiranje ispiranje <" <
——— e B
jaZica prekrivena specifi¢na se enzimski povezano dodaje se supstrat
antigenom protutijela vezu protutijelo veZe se na kojeg enzim prevodi
na antigen specifi¢no protutijelo u obojeni produkt;

brzina stvaranja boje
razmjerna je kolicini
- I specificnoga protutijela
sendvi¢ -tes

ispiranje ispiranje ispiranje 7T
} EE :EE pirany EE\ E§ S
S

jaZica prekrivena antigen se veze drugo monoklonsko dodaje se supstrat
monoklonskim na protutijelo protutijelo, povezano kojeg enzim prevodi
protutijelom s enzimom, veZe se na u obojeni produkt;

- imobilizirani antigen brzina stvaranja

boje razmjerna je
kolic¢ini antigena

Slika 25. Shematski prikaz principa rada indirektnog (A) i direktnog (B) ELISA-testa [77].

Indirektni ELISA-test (Slika 25.A) se primjenjuje za detekciju prisutnosti protutijela. Dno
jazice prekrije se antigenom, a zatim se dodaju specifi¢na protutijela, odnosno uzorak kojeg
analiziramo. Nakon toga, dodaju se enzimski povezana protutijela koja se vezu na specificno
protutijelo, a dodatak supstrata poti¢e enzim na katalizu reakcije u kojoj nastaje obojeni produkt.
Nasuprot tome, ,,sendvi¢”“ ELISA-test se primjenjuje za detekciju prisutnosti antigena (Slika

25.B). Prvo se protutijelo adsorbira na dno jazice, a zatim se uzorak dodaje u jazicu pri cemu
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dolazi do vezanja protutijela i antigena. Nakon toga, dodaje se sekundarno enzimski povezano
protutijelo, koje je razliCito od primarnog, te dolazi do vezanja za antigen koji je imobiliziran. Na
kraju se takoder dodaje supstrat koji poti¢e enzim na katalizu reakcije nastajanja obojenog

produkta [77].

Osim maloprije spomenutog istrazivanja [81] gdje se ELISA-test koristio za usporedbu,
autor Bushway 1 suradnici [82] takoder su koristili ELISA-test kao potvrdu nakon provedbe
analize raznih uzoraka voca i povréa HPLC metodom s fluorescentnim detektorom. Za HPLC
metodu, mobila faza je bila smjesa acetonitrila, vode, metanola i monoetanolamina u raznim
omjerima Sto je ubrzalo eluiranje tiabendazola za 2,2 minute. Za ELISA-test monoklonsko
protutijelo 448 vezalo se na dno polistirenske epruvete, konjugat je stvoren izmedu enzima
peroksidaze hrena 1 5-sukcinoamido-tiabendazola, a supstrat je bio tetrametilbenzidin. Granica
kvantifikacije za tiabendazol u realnim uzorcima iznosila je 6 ppb, a korelacijski koeficijent je za
53 uzorka voca i povréa iznosio 0,9837. RSD vrijednost je za sve, osim 2 uzorka, bila manja od

10 %.
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4. USPOREDBA ANALITICKIH METODA ZA ODREPIVANJE TIABENDAZOLA

Nakon pregleda analitickih metoda koristenih za odredivanje tiabendazola 1 primjera istrazivanja, slijedi usporedba glavnih

analitickih parametara svake metode. U Tablici 2. nalazi se prikaz svih spomenutih metoda, uzoraka u kojima se odredivao

tiabendazol, mjernih podrugja, koeficijenata korelacije (R?), granica detekcije, to¢nosti metoda i literaturnih izvora.

Tablica 2. Usporedba analitickih metoda koriStenih za odredivanje tiabendazola.

. s GRANICA TOCNOST
METODA UZORAK MJERNO PODRUCJE R IZVOR
DETEKCIJE (%)

UV/Vis spektroskopija voce - - - 94,1 -103,0 [30]
voda 1,5:10° — 0,01 pg/mL 0,9979 110" pg/mL 98,6 — 101,0 [32]
pesticidi - 0,9990 4,7-10” pg/mL - [33]
voce 0,310 ng/g 0,9995 0,09 ng/g 87,1 -108,9 [34]
voda 0,012 1,61 pg/mL 0.9998 1,11-107 pg/mL 91,9 -103,6 [35]
Spektrofluorimetrija gljive 1,6 —40 pg/g 0,9992 0,5 ng/g 93,0-110,0 [36]
sok narancCe 1,61 — 8,05 ug/mL 0,9990 - 101,1 - 104,6 [37]

otopina ;
2,013 -16,11 pg/mL - 2,42-10” pg/mL - [38]

tiabendazola

sok 4-10° - 1,7-10” pg/mL - 8107 pg/mL - [39]
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. ) GRANICA TOCNOST
METODA UZORAK MJERNO PODRUCJE R IZVOR
DETEKCIJE (%)
voda 0,031 - 0,26 pg/mL - 0,010 pg/mL 93,0-118,0 [42]
Fosforimetrija .
voda 0,013 -0,11 pg/mL 0,9985 4,5-10" pg/mL 97,0 -110,0 [43]
voce - - 3,94:10° pg/mL - [47]
jabuke - 0,9770 0,01 pg/mL 89,2 -115,4 [48]
sok narancCe - 0,9900 4 ng/mL 87,3 -108,8 [49]
otopina 5
_ 1,61-10° — 0,032 pg/mL - 0,0138 pg/mL - [50]
tiabendazola
jabuke - 0,9960 0,1 pg/g - [51]
SERS
sok limuna - 0,9900 0,149 pg/mL 96,0 — 98,0 [52]
sok mrkve - 0,9800 0,216 pg/mL 97,0 — 99,0 [52]
sok manga - 0,9900 0,179 pg/mL 96,0 [52]
jabuke - 0,9800 0,06 pg/mL 76,0 — 106,0 [53]
mango 0,03 — 10 pg/mL - 2 pg/mL - [54]
sok breskve 1,5—75 pg/mL 0,9860 0,05 pg/mL 84,3 -113,1 [55]
GC ekstrakt mrkve - - 3-10” pg/g - [58]
LC voce i povrée - - 0,01 pg/g 58,0 — 68,0 [60]
voce - - 1-10” pg/g 82,0 -100,0 [61]
zivotinjski uzorci 0,01 — 1 pg/mL - 0,01 pg/mL - [62]
HPLC zivotinjski uzorci 0,05 —-2,50 ug/mL 1,0000 0,005 pg/mL 84,5 -97,6 [63]
banane - - 0,001 pg/g 81,0 -96,0 [64]
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GRANICA

TOCNOST

METODA UZORAK MJERNO PODRUCJE R IZVOR
DETEKCIJE (%)
limun 0,1 — 40 pg/mL 0,9990 0,03 pg/mL 96,7 —98,3 [65]
voce 0,1 =5 pg/mL 0,9990 3-10” pg/mL 88,7-102,4 [66]
jabuke 0,01 -1 ng/g 0,9998 0,003 pg/g 91,5-96,1 [67]
HPLC voda 5-10” - 0,8 pg/mL 0,9997 1107 pg/mL 86,0 — 94,0 [68]
tlo 0,01 -1 ng/g 0,9994 1,6:10° pg/g 84,0 - 90,8 [68]
otopina
. 0,1 — 120 pg/mL 1,0000 0,1 pg/mL 94,6 - 99,5 [69]
tiabendazola
MLC voda - 0,9999 0,18 pg/mL 93,9 -103,7 [71]
voda 0,01 —2,0 pg/mL 0,9995 0,005 pg/mL 92,1 -104,2 [72]
CEC limun 0,05 —-20 pg/g 0,9940 0,04 pg/g 87,0 -103,0 [74]
naranca 0,05 - 20 pg/g 0,9998 0,045 pg/g 85,0 —105,0 [74]
Direktna
_ - voce 2,0125 -2012,5 pg/mL - - - [76]
potenciometrija
Bioloski test biljka pamuka - - 3 pg/mL - [79]
Strip-based imunoloski . 3 s
sok 1,1-10™ - 4,13-10” pg/mL - 8-10” pg/mL 81,9 -123,6 [81]
test
sok 2:10%-9,7-10” pg/mL - 8107 pg/mL 81,5-171,4 [81]
ELISA-test
voce 1 povrée - 0,9837 0,006 pg/mL - [82]
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5. ZAKLJUCAK

Tiabendazol je Cesto koristen antihelmintik 1 fungicid Sirkog spektra djelovanja. lako ima
nisku akutnu tosi¢nost za ljude, smatra se potencijalnim kancerogenom jer pri viSim
koncentracijama uzrokuje smetnje u ravnotezi hormona Stitnjac¢e. Takoder, vrlo je toksi¢an za
slatkovodne ribe 1 beskraljeznjake koji zive u estuarijima. Zbog toga, postoji niz analiti¢kih

metoda kojima se tiabendazol moze odredivati u okoliSu, ali 1 koje se dalje razvijaju.

Koristenje tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) ima mnogo prednosti
pa je to jedna od najceSc¢e koriStenih metoda. Njene prednosti su kratko trajanje analize, moguce
istovremeno odredivanje razli¢itih pesticida i niska granica detekcije za tiabendazol od 0,03

ng/mL.

Sa stajalista zelene kemije, spektrofluorimetrija je naprikladnija metoda za odredivanje
tiabendazola jer se fluorescencijski intenzitet moze pojacati koriStenjem ionskih tekucina ili
ugljkovih nanokuglica. Osim toga, izbjegava se koriStenje raznih organskih otapala kao kod
kromatografskih metoda i tiabendazol se moze odrediti pri vrlo niskoj granici detekcije od 0,1

ng/mL.

NajviSe autora koristilo je spektroskopiju povrSinski pojatanog Ramanovog rasprSenja
(SERS). Prednosti ove metode su brza priprema uzorka i kratko trajanje analize. Za pojacanje
intenziteta Ramanovog rasprsSivanja mogu se koristiti srebrove ili zlatne nanocestice, ali tijekom
mjerenja treba uzeti u obzir moguce interferencije. Najniza granica detekcije tiabendazola
dobivena ovom metodom iznosila je 0,0039 ng/mL, §to je ujedno i najmanja granica detekcije u

usporedbi s ostalim analitickim metodama.
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