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Apstrakt
Rad prikazuje trovanje psa metomilom. Uzorke `eluda~nog sadr`aja i hrane na toksiko-
lo{ko-hemijsku analizu koja uklju~uje analizu na pesticide je dostavio vlasnik uginulog
psa. Metomil je odre|en te~nom hromatografijom sa PDA detektorom i gasnom hro-
matografijom sa jon trap masenom spekrometrijom (GC-ITMS) gde su podaci priku-
pljeni u punom skeniranju. Metomil je izolovan iz `eluda~nog sadr`aja i hrane te~no-
te~nom ekstrakcijom u kiselom dihlormetanu. Razdvajanje je postignuto na koloni
Symmetry® C8 sa mobilnom fazom acetonitril : natrijum dihidrogen fosfat 50 mM pH
3,6 u gradijentu i na  kapilarnoj koloni TG-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm) na tem-
peraturi 50-300 ºC sa rampom od 10ºC; sa temperaturom MS Transfer linije 280 ºC; tem-
peraturom jonskog izvora od 220ºC. Nose}i gas je helijum, a opseg masa: m/z 50-600.
Rekonstitucija je vr{ena u heksanu, a injektovano 1,0 µL u GC/MS. Metoda je validirana
i linearna u opsegu 0,1-2,0 µg/mL (r2= 0.989). Granica detekcije je 0,05 µg/mL, a limit
kvantifikacije je 0,1 µg/mL. Prinos ekstrakcije za metomil u serumu je 80 – 95%. Ovo
su moderne analiti~ke tehnike za identifukaciju i kvantifikaciju lekova i pesticida u
biolo{kim te~nostima i tkivima.
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UVOD
U svakodnevnom `ivotu prisutan je veliki broj materija

hemijskog i organskog porekla koje su izuzetno toksi~ne
kako po nas tako i po na{e ku}ne ljubimce. Mnogi otrovi su
dostupni na na{em tr`i{tu i prakti~no mo`e svako da ih kupi
i koristi. ^esta su podmetanja i namerna trovanja pasa i
ma~aka. Naj~e{}e upotrebljivani otrovi, a vrlo smrtonosni,
sa kojima se sre}emo u klini~koj praksi su dinitrofenoli i to
kreozan-`uti prah (4,6-Dinitro-o-crezol-DNOC). Izazivaju
poreme}aj telesne temperature usled poreme}aja metaboliz-
ma, a deluju i na jetru, bubrege i CNS.(12) Organofosfati i
karbamati su nervni otrovi, gde simtomi trovanja nastupaju
vrlo brzo: ubrzano disanje, nedostatak koordinacije, po-
vra}anje, gr~evi muskulature, hipersalivacija, su`ene zenice.
(4,7)

Slede}a grupa su rodenticidi, antikoagulanti namenjeni
uni{tenju glodara. Njihov mehanizam delovanja je spre~a-
vaje koagulacije krvi, {to dovodi do nekontrolisanog kr-
varenja u organizmu i smrti `ivotinje. Simptomi se javljaju
nekoliko dana od uno{enja otrova. (4) 

Procenat pre`ivljavanja otrovanih `ivotinja zavisi od
toga koliko je uneto otrova u organizam i koliko je vremena
pro{lo od pru`anja stru~ne veterinarske pomo}i.  

U na{em radu je opisano trovanje `ivotinje metomilom,
koji prema hemijskoj podeli pripada monometilkarbamati-
ma oksima.(1) Visoko je toksi~an pesticid.  Koristi se kao
insekticid i akaricid, pogotovo protiv {teto~ina koje su raz-
vile otpornost na organofosfate. (10) Prvi put je registrovan
1968. 

Agencija za za{titu `ivotne sredine Environmental
Protection Agency (EPA) svrstala ga je u grupu insekticida
~ija je upotreba ograni~ena Restricted use Pesticide (RUP).  

C5H10N2O2S     
Molekulska masa-162,21   
CAS-broj-16752-77-5

Slika 1. Strukturna formula metomila
ime po IUPAC: (E,Z)-metil N-{[(metilamino)karbonil]oksi}etanimidotioat
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Metomil je bela, kristalna supstanca sumporastog mirisa,
rastvorljiva u vodi, metanolu, acetonu.(6,7,12)

Trovanje metomilom je pra}eno inhibicijom aktivnosti
acetilholinesteraze koje je reverzibilne prirode. Simptomi su
pove}an bronhijalni sekret, preterano znojenje, salivacija,
suzenje o~iju, gr~evi, povra}anje, proliv i tahikardija, depre-
sija respiratornog sistema i koma.

Metomil se lako apsorbuje preko ko`e, sluzoko`e, gas-
trointestinalnog i respiratornog trakta. Brzo se izlu~uje i ne
akumulira se u tkivu sisara. Metabolizam metomila se odvi-
ja u tri pravca. Jednim delom se metaboli{e do merkapturik
kiselinå (acetilcistein) i elimini{e urinom. Drugi metaboli~ki
put je stvaranje oksima koji se konjuguju ili metaboli{u do
ugljen dioksida. Tre}i put uklju~uje vivo-izomerizaciju
metomila i njegov glavni metabolit acetonitril. Prikazano na
slici 3.

Slika 3. Metomil i metaboliti metomila*
MATERIJAL I METODE
Uzorak `eluda~nog sadr`aja uginulog psa i uzorak hrane

koju je pas prethodno konzumirao u laboratoriju je dostavio
vlasnik. Dihlormetan, hlorovodoni~na kiselina, fosforna

kiselina (PA ~isto}e), acetonitril i metanol (HPLC ~isto}e)
nabavljeni su od firme Merck, Nema~ka. Reagensi mobilne
faze natrijum dihidrogen fosfat i standard metomila koji je
kori{}en za analizu dobijeni su od Sigma-Aldrich. 

Metomil je dokazan tehnikom gasne hromatografije na
instrumentu (GC/MS)-Thermo Fisher Scientific Jon Trap
ITQ 900 Trace GC Ultra, uz upotrebu biblioteke MS spekta-
ra autora Maurer HH, Pfleger K, Weber AA. Hromatografs-
ki uslovi za GC-MS: Razdvajanje je ra|eno na kapilarnoj
koloni TG-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm). Temperatura
kolone iznosila je od 50-300ºC sa rampom od 10ºC. Tempe-
ratura MS Transfer linije je bila 280ºC, a jonskog izvora
220ºC. Gas nosa~ je helijum, a protok gasa je 1 mL/min.
Maseni detektor je Jon Trap ITQ 900 Trace GC Ultra,
Thermo Fisher Scientific. Opseg masa 50-600. Du`ina anali-
ze 32 min. Ekstrakcioni rastvara~ je kiseli dihlormetan.
Uparavanje je vr{eno u struji vazduha, rekonstitucija u 0,5
ml heksana, a injektovano je 1,0 µL u GC/MS. Retenciono
vreme za metomil: Rt ≈ 14,33 min.Metomil je odre|en i tehnikom te~ne hromatografije u
sprezi sa PDA detektorom i bibliotekom UV spektara. Hro-
matografski uslovi za HPLC-PDA: Mobilna faza: acetoni-
tril: natrijum dihidrogen fosfat 50 mM pH 3,6 doteran sa
H3PO4 (20%). Mobilna faza je filtrirana i degazirana preko
membranskog filtra; kolona Symmetry® C8 4,6 x 250 mm
Waters sa pretkolonom Sentry Guard Symmetry® C18, tem-
peratura kolone: 30°C , brzina protoka mobilne faze: 1-1,5
mL/min. u gradijentu, PDA detektor: λ = 234,0 nm; reten-
ciono vreme za metomil: Rt ≈ 9,336 min. Uzorak je rekon-
stituisan u metanolu i hromatografisan.

REZULTATI
Dostavljen je uzorak `eluda~nog sadr`aja uginulog psa i

uzorak hrane koju je pas prethodno konzumirao sa zahtevom
da se izvr{i analiza na prisustvo pesticida. Toksikolo{ko-

Slika 2. 
Metomil- supstanca

*Published under the joint sponsorship of the United Nations Environment
Programme, the International Labour Organisation, and the World Health
Organization World Health Organization  Geneva, 1996
First draft prepared Dr M.L. Lithchfield, Arundel, United Kingdom Slika 4.  Hromatogrami metomila iz uzorka `eluda~nog sadr`aja.
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hemijskom analizom primenom gasne hromatografije sa
masenom spektrometrijom (GC-MS) i pore|enjem reten-
cionih vremena i MS spektara sa MS bibliotekom u uzorci-
ma `eluda~nog sadr`aja i hrane dokazano je prisustvo
metomila. Primenom te~ne hromatografije (HPLC) sa PDA
detektorom i pore|enjem retencionih vremena i UV spek-
tara sa UV bibliotekom u dostavljenim uzorcima tako|e je
dokazano prisustvo pomenutog pesticida. Koncentracija
metomila u `eluda~nom sadr`aju uginulog psa iznosila je
36,0 mg/kg.

Uvedena je metoda GC/MS za dokazivanje i odre|ivan-
je metomila metodom te~no-te~ne ekstrakcije u biolo{kom
materijalu. 

Na slikama 4 i 5 prikazani su hromatogrami selektovani
na jone 88 i 105 i MS spektar metomila u uzorku `eluda-
~nog sadr`aja koji se poklapa sa MS spektrom iz biblioteke
spektara (97,02 % poklapanja), slika 6. Na slici 7. prikazani
su hromatogrami i MS spektar u serumu koji je optere}en
standardom metomila. Na slici 8. prikazan je hromatogram
i UV spektar metomila u uzorku `eluda~nog sadr`aja koji
se poklapa sa UV spektrom iz biblioteke spektara.

Metoda na GC-MS je validovana i linearna u rasponu
0,1-2,0 µg/mL (r2 =0,989). Granica detekcije je 0,05
µg/mL, a limit kvantifikacije je 0,1 µg/mL sa prinosom
metomila od 80 – 95%. 

Na slici 9. je prikazana je kalibraciona kriva za metomil
u serumu optere}enog razli~itim koncentracijama standar-
da na GC-MS-u.

Slika 5. MS spektar metomila iz uzorka  `eluda~nog
sadr`aja.

Slika 7.  Hromatogrami i MS spektar  standarda
metomila      

Slika 6.  Pore|enje metomila iz uzorka sa bibliotekom
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DISKUSIJA
U navedenom slu~aju trovanja toksikolo{ko-hemijskom

analizom u `eluda~nom sadr`aju dokazano je prisustvo
metomila u koncentraciji od od 36,0 µg/mL. U uzorku hrane
tako|e je dokazano prisustvo metomila.

Primena tehnike gasne hromatografije sa masenom spek-
trometrijom i te~ne hromatografije sa PDA detekcijom je od
velikog zna~aja za identifikaciju i kvantifikaciju metomila i
drugih pesticida u urgentnim i sudsko-medicinskim analiza-
ma.(2,11) Metoda te~no-te~ne ekstrakcije za pripremu uzora-
ka je efikasna sa visokim prinosom 80-95% i linearna u
opsegu 0,1-2,0 µg/mL (r2 = 0.989). Granica detekcije je 0,05
µg/mL, a limit kvantifikacije je 0,10 µg/mL. 

U radovima je prikazana i priprema uzoraka na karba-
mate i metodom ~vrsto-fazne ekstrakcije (SPE).(13)
Detekcija i kvantifikacija metomila vr{ena je primenom
te~ne hromatografije sa PDA detekcijom.(10) Sadr`aj
metomila i drugih pesticida u vo}u i povr}u odre|ivan je
tehnikom te~ne hromatografije sa masenom spektrometri-

jom (LC-MS)(3,10,14), kao i  gasnom hromatografijom (GC-
MS).(5) S obzirom na vrstu uzorka radi se o ve}im koncen-
tracijama i istovremenoj  analizi ve}eg broja pesticida. U
ovim radovima posebna pa`nja se obra}a na njihovom razd-
vajanju. Prednost GC-MS-MS metode je visoka osetljivost,
pa se pesticidi mogu detektovati u veoma niskim koncen-
tracijama. Primena LC-MS-MS metode za odre|ivanje
organofosfata i karbamata u serumu pokazuje veliku pre-
ciznost, osetljivost i linearnost u opsegu od 5-50 µg /L sa
limitom kvantifikacije od 2 µg/L i 5 µg/L. (2)

ZAKLJU^AK
Odre|ivanje koncentracije metomila u uzorcima je

zna~ajno u urgentnoj i forezni~koj toksikologiji zbog
slu~ajnih i namernih trovanja kod ljudi(8) i `ivotinja. Briga o
dobrobiti `ivotinja u civilizovanom dru{tvu, je va`no
dru{tveno pitanje i zauzima zna~ajno mesto. Ka`e se da se
stepen civilizovanosti jednog dru{tva ogleda u na~inu na
koji ono tretira `ivotinje.

Slika 8.  Hromatogram i UV spektar metomila iz uzorka
`eluda~nog sadr`aja

Slika 9. Kalibraciona kriva i regresiona jedna~ina za
optere}en  serum standardnim rastvorima metomila na
GC/MS-u

Abstract 
This article presents the poisoning of a dog by methomyl. Sample of gastric contents

and food, for toxicological- chemical analysis, which included the analysis of pesticides,
submitted to the owner of a dog poisoned. Methomyl was determined by liquid chro-
matography coupled with diode-array detection (DAD) and confirmed technique of gas
chromatography with  ion trap mass spectrometry (GC-ITMS), where data are collected in
full-scan mode. Methomyl was isolated gastric contents and food using a liquid-liquid
extraction with acid dichloromethane. Separation was achieved on the Symmetry® C8
column with mobile phase acetonitrile: dihidrogen sodium phosphate 50 mM pH 3.6 in the
gradient mode, and capillary column TG-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm) temperature
50-300ºC with ramp of 10 ºC; MS Transfer line temperature 280ºC; temperature ion
source 220ºC; carrier gas: He; mass scan range: m/z 50-600. The residue is dissolved in
hexane and a 1-µL aliquot of it is injected into GC/MS. The method is validated and lin-
ear in the range of 0,1-2,0 µg/mL (r2= 0.989). Limit of detection was 0,1 µg/mL and limit
of quantification was 0,05 µg/mL. Recovery of the extraction of methomyl from serum
was 80 – 95%. This is modern analytical instrumentation for identification and quantifica-
tion of drugs and pesticides in biological fluids and tissues.
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