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SAZETAK

U posljednjih nekoliko desetlje¢a, intenzivna poljoprivredna proizvodnja dovela je do
oslobadanja znatnih koli¢ina pesticida u ekosustav. U vodeni ekosustav pesticidi opcenito
dospijevaju s poljoprivrednih usjeva difuznim putem pomocu vjetra, kise ili pak gravitacije te
se procjeduju u podzemne tokove. Zagadenje podzemnih voda ostacima pesticida u Hrvatskoj
predstavlja zna€ajan javnozdravstveni problem, s obzirom na ¢injenicu da 90% stanovnistva
koristi podzemnu vodu kao izvor vodoopskrbe. Veliki znacaj u sprjeCavanju kontaminacije
vode za ljudsku potro$nju pesticidima i njihovim razgradnim produktima imaju pracenja istih
(revizijski monitoring) koja se redovito provode. U ovom radu analizirana je koncentracija
odabranih organofosfornih pesticida (OPP-a) i njihovih razgradnih produkata, organoklornih
pesticida (CIP-a), te glifosata plinskom i teku¢inskom kromatografijom (GC — ECD, GC — MS,
GC - MS/MS, LC — MS, LC — MS/MS) u uzorcima vode za ljudsku potro$nju (N=348) tijekom
Sestogodisnjeg razdoblja (2016.-2021.) na podru¢ju Primorsko-goranske zupanije. Svi
analizirani uzorci sadrzavali su znacajno nisku koncentraciju pesticida koja je bila manja od
granica kvantifikacije te nijedan analizirani uzorak nije odstupao od maksimalno dopustenih

vrijednosti.

Kljucne rijeci: pesticidi, ostaci pesticida, voda za ljudsku potros$nju, javnozdravstveni problem



SUMMARY

In recent decades, intensive agricultural production has led to the release of significant
amounts of pesticides into the ecosystem. Pesticides generally get into the aquatic ecosystem
from agricultural crops by diffuse means of wind, rain or gravity and are leached into
underground flows. Pollution of groundwater by pesticide residues in Croatia is a significant
public health problem, due to the fact that 90% of the population uses groundwater as a source
of water supply. Audit monitors that are regularly carried out have great importance in
preventing water contamination for human consumption by pesticides and their degradation
products. This study analyses the concentration of selected organophosphoric pesticides (OPP)
and their degradation products, organochlorine pesticides (CIPs) and glyphosate by gas and
liquid chromatography (GC-ECD, GC - MS, GC - MS/MS, LC - MS, LC - MS/MS) in water
samples for human consumption (N=348) over a six-year period (2016-2021) in the Primorsko-
goranska County. All of the samples analysed contained a significantly low concentration of
pesticides that was less than quantification limits and none of the samples analysed deviated

from the maximum permitted values.

Keywords: pesticides, pesticide residues, water for human consumption, public health problem
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1. UVOD

S poc¢ecima moderne kemijske industrije, u prvoj polovici dvadesetog stoljec¢a doslo je
do oslobadanja znacajnih koli¢ina sintetskih sredstava u hidroloski sustav. Razlog tomu je
intenzivna poljoprivredna proizvodnja koja je zahtijevala zastitu usjeva od raznih Stetnika
upotrebom razli¢itih vrsta pesticida (1). Upotrebom pesticida osiguravaju se veliki prinosi u
poljoprivredi koji su neophodni za ostvarivanje potreba moderne civilizacije. Unato¢ ¢injenici
da se radi o tvarima koje stvaraju Stete Zivom svijetu i prirodi, pesticidi se 1 dalje smatraju
neophodnim sredstvom za zastitu bilja od Stetnika (2). Medutim, nekontrolirano koristenje ovih
sredstava moze dovesti do ugroZavanja bioloSke raznolikosti. Time je prvenstveno ugrozen
opstanak riba, ptica, korisnih insekata i ostalih neciljanih organizama. Osim zivog svijeta, voda,
zrak 1 tlo su takoder potencijalno izlozeni ovim kemikalijama do toksi¢nih razina (3).
Procjenjivanje posljedica njihovog prekomjernog koristenja na ljudsko zdravlje te opstanak
zivih organizama u prirodi podrazumijeva uz poznavanje bioloskih utjecaja, 1 nacin na koji

okolisni uvjeti 1 antropogeni ¢imbenici utje¢u na njihovu koncentraciju u ekosustavu (1).

Ulazak u neki ekosustav ovisi o fizikalnim svojstvima samog pesticida. Oni pesticidi
koji su topljivi u vodi, dospijevaju u podzemne vode, potoke, rijeke i jezera te Stetno djeluju na
neciljane organizme. S druge strane, oni koji su topivi u mastima adsorbiraju se u masna tkiva
Zivotinja, te se na taj nacin zadrzavaju u hranidbenim lancima dulje vrijeme. Prilikom ispustanja
aktivni oblici. Pojava pesticida u vodi predstavlja golemu prijetnju vodenom obliku Zivota.
Stetno utje¢u na vodene biljke, smanjuju otopljeni kisik u vodi te negativno djeluju na fizicke
promjene 1 promjene u ponasanju kod riba (3). Stanovnistvo diljem svijeta zabrinuto je
¢injenicom sve ucestalije pojave tragova pesticida u vodenom okoliSu, s obzirom da pesticidi
imaju sposobnost akumuliranja u organizme. U vodeni ekosustav dospijevaju otjecanjem s
poljoprivrednih povrSina 1 iz industrijskih otpadnih voda. Prilikom velikih oborina, molekule
vode nose topive komponente pesticida prema donjim slojevima tla dospijevajuci tako u

podzemne vode (4).

Zdravstveni rizik za ljude 1 Zivotinje predstavlja dugotrajna postojanost tragova
pesticida u vodi (5). Zabrinutost oko ulaska pesticida u vodu dovela je do podjele interesa na
dva razlic¢ita pogleda na situaciju u cilju odrZavanja ili poboljSavanja kvalitete vode, a to su:
zaStita vodenih ekosustava i promicanje odrzivog koriStenja vodnih resursa (6). Pesticidi se

smatraju jednim od izvora zagadenja okoliSa jer njihova nekontrolirana primjena onecis¢uje



vodu, tlo 1 zrak (7). Upravo zato, glavni cilj zastite i odrzivosti okoliSa je smanjiti kontaminaciju

vodenog sustava pesticidima, njihovim metabolitima i razgradnim produktima (5).

1.1. Pesticidi

Prema definiciji Organizacije za hranu i agronomiju pri Ujedinjenim narodima (FAO),
pesticidi su tvari ili smjese komponenata koje se koriste radi sprje¢avanja StetoCina (vektora
koji prenose bolesti ili nezeljene vrste biljaka ili Zivotinja koje prave Stete na poljoprivrednim
usjevima...) te suzbijanja Stetnika koje mogu parazitirati na biljkama ili Zivotinjama. Kada se
koriste odgovorno, pesticidi su klju¢ni element u poljoprivredi koji mogu pomo¢i u zastiti
sjemena i usjeva od nezeljenih biljaka, insekata, bakterija, gljivica i glodavaca (8). Pesticidi
djeluju na nacin tako da privuku, a zatim uniSte ili ublaze djelovanje Stetoc¢ina. Upotreba
pesticida se viSestruko povecala tijekom posljednjih nekoliko desetlje¢a. Prema FAO
podacima, procjenjuje se da se 2019. godine u svijetu upotrijebilo oko 4 milijuna tona pesticida,
dok se u Hrvatskoj iste te godine utrosilo nesto vise od 1500 tona. Primjena pesticida nije
ograni¢ena samo na poljoprivrednim usjevima, ve¢ ih se moze pronac¢i i u kucanstvima u

sprejevima, mamcima i prahovima za suzbijanje Stetnih insekata (3,9).

Svaki pesticidni preparat sadrzi takozvane "aktivne" i "inertne" tvari. Aktivna tvar
pesticida je odgovorna za ublaZavanje djelovanja Stetnika, odnosno odbija i uniStava Stetnike.
Osim toga, moZe biti regulator biljaka 1 stabilizator duSika. Udio aktivne tvari u ukupnom
sastavu je relativno malen. Postoje tri kategorije aktivnih komponenti: konvencionalne,
antimikrobne 1 biopesticidne komponente. Antimikrobne komponente su tvari ili mjeSavine
tvari koje se koriste za uniStavanje ili suzbijanje rasta Stetnih mikroorganizama na nezivim
predmetima 1 povrSinama, dok su biopesticidi, kao $to im samo ime govori, komponente
dobivene od odredenih prirodnih materijala. U konvencionalne komponente spadaju sve one
komponente koje nisu antimikrobne 1 biopesticidne. S druge strane, inertne tvari su namjerno
dodane tvari koje imaju kljucnu ulogu u u¢inkovitosti samog pesticida te time ¢ine pesticidni

pripravak kompletnim (10).

U vecini slucajeva, pesticidi u okoliSu ne ostaju trajno u obliku u kojem su upotrijebljeni.
Uz pomo¢ svjetlosti, topline, vode 1 mikroorganizama, pesticidi se u kombinaciji s drugim
toksi¢nim spojevima mogu modificirati u jo§ jace otrove. Znacajan broj pesticidnih preparata
je iznimno postojan odnosno tesko razgradiv. Trajnost takvih pesticida se krece u rasponu od
par dana, par tjedana ili nekoliko godina. Neki pesticidi su izrazito perzistentni pa se

pretpostavlja da ¢e, unato¢ njihovoj zabrani, ostati u ekosustavu duze od 50 godina (11).



Zbog postojanja raznih vrsta kemijskih sredstava s razlicitom namjenom i razliitim

toksi¢nim djelovanjem stvorene su razne podjele pesticida temeljene na odredenim kriterijima:

a) Prema namjeni suzbijanja pesticidi se dijele na:

e Mikrobiocidi
o Baktericidi — suzbijaju bakterije
o Virocidi — suzbijaju viruse
e Fungicidi — suzbijaju gljiviéne bolesti
e Fitocidi
o Algicidi — suzbijaju alge
o Herbicidi
- Selektivni
- Neselektivni — suzbijaju svu vegetaciju
o Arboricidi — suzbijaju drvece 1 grmlje
e Zoocidi
o Insekticidi (neselektivni) — suzbijaju kukce
o Akaricidi — suzbijaju grinje i pauke
o Nematocidi — suzbijaju oblice
o Limacidi — suzbijaju puzeve
o Moluscidi — suzbijaju mekusce
o Rodenticidi
- Neselektivni — suzbijaju glodavce
- Muricidi — suzbijaju miSeve i1 voluharice
- Raticidi — suzbijaju Stakore
o Avicidi — suzbijaju ptice

¢ Homocidi — bojni otrovi protiv ljudi



b) Prema kemijskom sastavu pesticidi se dijele na:

Anorganski spojevi (zive, floura, barija, sumpora, bakra, klorata, borata, cijanovodika
(HCN), ugljikovog monoksida (CO) i drugih)
Organski spojevi
o Organoklorni
o Organofosforni
o Derivati karbaminske, tio- i ditiokarbamisnke kiseline
o Dusikovi derivati fenola
o Derivati fenoksioctene kiseline
o Piretrini i piretroidi
o Organozivine tvari
o Ftalimidi
o Triazini, derivati karbamida

o Mineralna ulja

¢) Prema primarnom mjestu ulaska pesticida u organizam dijele se na:

Oralni — ulazak kroz probavni sustav
Kontaktni — ulazak kroz pokrovni sustav

Fumiganti — ulazak kroz diSni sustav (11)



1.1.1. Povijest uporabe pesticida

Jos$ od davnina, jednostavni kemijski spojevi dostupni iz okolisa koristeni su u svrhu
zaStite usjeva ili zastite uskladiStenih odnosno preradenih plodova. Ve¢ 2500 godina prije
Krista, Sumerani su rabili spojeve sumpora prilikom zastite namirnica od kukaca, dok su u
drevnoj Kini prije 3200 godina koriSteni anorganski spojevi zive i arsena za unistavanje stjenica
i usi (12). Osim toga, stari Rimljani su spaljivali sumpor za suzbijanje Stetnih organizama, a
sol, pepeo 1 gor¢inu su koristili za uniStavanje korova (13). Poljoprivrednici iz SAD-a su pri
kraju devetnaestog stolje¢a poceli koristiti nikotin sulfat, kalijev arsenat i sumpor za
poljoprivredne usjeve (14). Takoder, prilikom borbe protiv epidemije koloradske zlatice u
SAD-u koriSteni su necisti oblici bakra i arsena (13). Prije same pojave sinteti¢kih pesticidnih
pripravaka, ljudi su upotrebljavali prirodne pripravke koji se i danas koriste, na primjer

dalmatinski buhac i listovi duhana (14).

Vrhunac razvoja sinteti¢kih pesticida dogodio se 1939. godine kada su sintetizirani
insekticidi diklordifeniltrikloretan (DDT) i aldrin. Nedugo nakon, otkriveni su drugi
organofosfatni insekticidi i fenoksi herbicidi (15,16). Tijekom Vijetnamskog rata koriSten je
eksperimentalni ratni herbicid pod nazivom Agent Orange razvijen od strane Monsanta (13).
No, ve¢ godinu dana nakon, javnost je suocena sa Stetnim ucincima neselektivne upotrebe
pesticida ¢ime je doSlo do znacajne redukcije razvoja novih pesticida (15,16). U kasnim 1960-
ima, uveden je Integrated Pest Management (IPM), odnosno pristup ,,integriranog upravljanja
Stetoinama” kojim su koriSteni bioloski grabeZljivci ili paraziti u svrhu suzbijanja Stetnika.
Iako se razina Stetnika tom metodom moze znacajno smanjiti, IPM metoda nije bila kvalitetna
zamjena za kemijske pesticide (15). Potvrdena istraZivanja su dokazala kako DDT $tetno djeluje
na reproduktivni sustav ptica, kruzi u okoliSu i1 nakuplja se u zivim organizmima (17).
Znamenita knjiga Rachel Carson “Tiho prolje¢e”, objavljena 1962. odigrala je veliku ulogu u
odluci da se zabrani DDT i drugi organoklorni insekticidi za poljoprivrednu upotrebu u SAD-
u, te je dovela do pojacane regulative pesticida (18). Stoga je Agencija za zaStitu okoliSa 1972.
godine zabranila koriStenje DDT-a u SAD-u, nakon ¢ega su ostale zemlje ucinile isto (17).
Brojni pesticidni pripravci proizvedeni 60-ih godina 20. stolje¢a danas su na popisu zabranjenih
pesticida u Europi, pa tako i u Hrvatskoj. Trideset godina nakon, razvitak pesticidnih pripravaka
usmjeren je na optimiziranje postojecih aktivnih komponenti s ciljem porasta selektivnosti 1
time smanjenja opterecenja ekosustava te rizika za ljudsko zdravlje. Prije otprilike 10-ak godina
pojavilo se oko 30 novih sintetiziranih spojeva koji su registrirani kao tvari s pesticidnim

efektom (19).



Od svih poznatih vrsta pesticida, danas su najzastupljeniji herbicidi (priblizno 50%),
zatim fungicidi (blizu 30%) pa insekticidi (s udjelom od oko 15%). Te tri spomenute vrste

pesticida ¢ine gotovo 95% svih pesticida koji su stalno u upotrebi (20).

1.1.2. Potrosnja pesticida u Republici Hrvatskoj

Sva potrosnja pesticidnih spojeva regulirana je zakonodavstvom Europske unije koja
vec¢im dijelom ¢ini zakonsku regulativu Republike Hrvatske. Cilj je, uz naveden niz mjera i
obaveza razli¢itih dionika poljoprivrede, smanjiti nepovoljan utjecaj na ljudsko zdravlje i

zivotinje, na vodni sustav i generalno cijeli ekosustav. Temeljnu legislativu Cine:

e Zakon o odrzivoj uporabi pesticida (NN 46/2022),

e Zakon o izmjenama zakona o provedbi Uredbe (EZ) br. 1107/2009 o stavljanju na trziSte
sredstava za zastitu bilja (NN 32/2019)

e Pravilnik o uspostavi akcijskog okvira za postizanje odrzive uporabe pesticida (NN
142/2012)

e Zakon o odrzivom gospodarenju otpadom (NN 84/2021)

e Pravilnik o integriranoj proizvodnji poljoprivrednih proizvoda (NN 137/2012 1 59/2014)

21)

U Hrvatskoj je 2006. godine dozvolu za promet 1 upotrebu imalo 190 pripravaka
insekticida s 63 aktivne tvari, 235 pripravka fungicida s 80 aktivnih tvari te 302 herbicidna
pripravka s 94 aktivne tvari (11). Budu¢i da ne postoje relevantni podaci o potro$nji pesticida
u Hrvatskoj, uzeti su podaci koji su obradeni od strane Hrvatskih voda za 2012. godinu. Prema
navedenim podacima, 2012. godine je registrirano 210 aktivnih komponenta u 734 pesticidnih
pripravaka. Na Slici 1 prikazana je tablica sa skupinama pesticida, ukupnom potro$njom
pesticida u kilogramima aktivne tvari te postotni udio pojedinih pesticidnih skupina koriStenih

2012. godine.

Skupina pesticida Broj a. t. Kga.t. Udjel u potrosnji, %
Herbicidi 56 1031533 46,8
Fungicidi 65 1106456 50,2
Zoocidi 36 67 197 3,0
Ukupno 157 2 205 186 100

Slika 1. Broj aktivnih tvari, ukupna potrosnja (u kilogramima aktivne tvari) 1

postotni udio pojedine skupine pesticida u Hrvatskoj za 2012. godinu (21)



Nadalje, potrosnja i udio pet najvise koristenih vrsta pesticida koriStenih u Hrvatskoj u
godini 2012. prikazani su na Slici 2. Ono $to se moZze primijetiti je to da prema Popisu opasnih
tvari i prioritetnih opasnih tvari 1 Popisu ostalih opasnih tvari iz Uredbe o opasnim tvarima u
vodama (NN 137/08), niti jedna aktivna tvar herbicida koja je koristena u 2012. godini nije na
spomenutim popisima. Takoder, svih pet aktivnih tvari fungicida koje su koriStene navedene
godine se ne nalaze na Popisu opasnih tvari i prioritetnih opasnih tvar, ali se mankozeb nalazi
na Popisu ostalih opasnih tvari. Medutim, naj¢esce koristen insekticid klorpirifos (klorpirifos-
etil) nalazi se na Popisu opasnih tvari i prioritetnih opasnih tvari, a na Popisu ostalih opasnih

tvari navedeni su organofosforni insekticidi kojima pripada koristeni dimetoat.

Rang Herbicidi Fungicidi Insekticidi

1 glifosat sumpaor klorpirifos

2 s-metolaklor bakar dimetoat

3 terbutilazin mankozeb imidakloprid

4 acetoklor pirimetanil klorpirifos-metil

5 2,4-D fosetil cipermetrin
Ukupno kg | 703 018 kg 863 854 kg 47 171 kg
Udjel, % 68,2 78,1 70,2

Slika 2. PotroSnja i udio pet najcesce koriStenih aktivnih tvari herbicida, fungicida 1 insekticida u

Hrvatskoj za 2012. godinu (21)
1.2. Insekticidi

Insekticidi su pesticidni preparati za suzbijanje insekata na usjevima, domacim
zivotinjama 1 kuénim ljubimcima te na taj nacin sprjecavaju prijenos bolesti koje prenose kukci.
Tijekom proteklih sedam desetljeCa uvedene su razliCite klase insekticida (22). Njihova
primjena je donijela znacajan doprinos, jer su pomocu njih iskorijenjene neke teSke zarazne
bolesti, spaSene znatne koli¢ine hrane i sprijecene Stete na usjevima. No, Steta koja je nastala
velikom primjenom insekticida joS uvijek je nemjerljiva jer su posljedice za sad nepoznate (23).
Insekticide moZzemo podijeliti u dvije skupine prema nacinu djelovanja. Prvu skupinu Cine
insekticidi koji izravno suzbijaju insekte, dok insekticidi druge skupine uklanjaju ili doprinose
njihovom unistenju a da ih pri tome izravno ne suzbiju. Nekolicina poznatih insekticida ima
selektivno djelovanje i suzbija samo odredenu vrstu insekata (24). Insekticidi u prvom redu
djeluju na ziv€ani sustav, no poznato je takoder da djeluju toksi¢no na probavni i respiracijski

sustav te na kozu. Sli¢nosti izmedu ziv€anog sustava insekata i ¢ovjeka Cesto dovode do



unakrsne toksicnosti. Njihovo prekomjerno koriStenje moZe dovesti do neurotoksi¢nosti
odnosno do malformacija ziv€éanog sustava (22,24). Ranih 1940-tih godina na trziste su uvedeni
prvi organoklorni insekticidi Sirokog spektra djelovanja. Njih su ubrzo zamijenili organofosfati

1 karbamati, piretroidi, a 1990-tih neonikotinoidi (22).

Najstarija skupina insekticida su organoklorati, koji su zbog svoje sposobnosti
akumuliranja u mastima, sve viSe mijenjale druge kemijske skupine. Najpoznatiji primjer
organoklornih pesticida je ve¢ spomenuti DDT (23). Osim njega, toj skupini pripadaju jos
izodrin, aldrin, lindan, dieldrin 1 drugi (25). Njihovo glavno obiljezje je toliko duboka
akumulacija u masnom tkivu da neki insekticidi gotovo zauvijek ostanu u masnom tkivu
organizama koji su njima bili izloZeni. U¢inkoviti su u prolasku krvno-mozdane i placentalne
barijere, a dokazano je da se skladiSte 1 u masnom tkivu fetusa. Preko bubrega se izlu¢uju samo
produkti biotransformacije, ali ne i sami pesticidi. S druge strane, organofosforni insekticidi su
derivati fosforne ili tiofosforne kiseline. Vrlo su otrovne tvari koje su se nekad koristile kao
bojni otrovi. U Hrvatskoj se naj¢es¢e koriste malation, paration, diazinon i naled (23). Imaju
sposobnost brzog prodiranja u biljno tkivo, razgraduju se lako a da pritom ne nastaju toksi¢ni
produkti. Opcenito, svi organofosfatni insekticidi imaju jaku moc¢ apsorpcije svim putevima.
Prolaznost tjelesnih barijera ponajvise ovisi o lipofilnosti samog spoja. Najvise se akumuliraju
u jetri, bubrezima, masnom tkivu te Zlijezdama s unutarnjim izlu¢ivanjem. Glavni mehanizam
njihovog toksi¢nog djelovanja je blokiranje enzima acetilkolinesteraze, enzima odgovornog za
razgradnju neurotransmitera acetilkolina koji prenosi podraZaje medu Ziv€anim vlaknima.
Prekid prenoSenja podrazaja preko Ziv€anog vlakna rezultira smrt kukaca koja proizlazi zbog

paralize osnovnih ziv€anih procesa (23,24).

Karbamati imaju slican mehanizam djelovanja kao 1 organofosfatni insekticidi,
medutim smatraju se manje otrovnim za ¢ovjeka. Izrazito dobro prolaze sve tjelesne barijere.
Sintetizirani su s namjernom da se pronade dostojna zamjena za organoklorne insekticide zbog
njihovog negativnog djelovanja na okoli§ i cCovjeka. Biotransformiraju se u procesima
hidroksidacije, hidrolize i konjugacije s glukuronskom kiselinom, a nastali metaboliti nemaju

istu biolosku aktivnost kao pocetna tvar (23,24).



Najnoviju skupinu insekticida ¢ine neonikotinoidi. NajSire koriSten neonikotinoid u
poljoprivredi za zastitu usjeva od Stetnika je imidakloprid (IMI). Neonikotinoidi djeluju kao
agonisti nikotinskih acetilkolinskih receptora. Vrlo su uinkoviti u suzbijanju razlicitih vrsta
insekata, a rezistentnost kukaca na njihovo djelovanje je izrazito mala. Zbog Siroke primjene

neonikotinoida, Cesto se pronalaze u tlu, povrSinskim i podzemnim vodama (26).
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Slika 3. Kemijske strukture pojedinih insekticida

Izvor: https://www.researchgate.net/figure/Chemical-structure-of-insecticides-have-been-

using-for-pine-weevil-control figl7 239522273


https://www.researchgate.net/figure/Chemical-structure-of-insecticides-have-been-using-for-pine-weevil-control_fig17_239522273
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1.3. Herbicidi

Herbicidi su pesticidna sredstva koja odstranjuju neZeljene biljne vrste (korove),
ometajuc¢i biokemijske procese koje su potrebne za njihov daljnji razvoj, a da pri tom ne djeluju
Stetno na biljnu vrstu koja je cilj uzgoja. Nakon Sto biljka upije herbicidne komponente, one se

odumiranjem biljke.
Generalno se herbicidi prema mehanizmu djelovanja mogu podijeliti:

e Inhibitori fotosinteze
¢ Inhibitori biljnog rasta
e Inhibitori biosintetickih procesa

e Herbicidi nepoznatog mehanizma djelovanja (27)

Prilikom aplikacije, herbicid mora preko lista kroz kutikulu, epidermu, palisad doprijeti
sve do floema. Takoder, herbicidne komponente mogu putem tla dospjeti u biljku. Razina
djelovanja herbicida ovisi o tome je li on selektivan ili neselektivan. Selektivni herbicidi
sprjecavaju rast korovnih biljnih vrsta, a da pri tome ne djeluju Stetno na kulturu. S druge strane,
neselektivni herbicidi se koriste kad se Zeli unistiti sva moguca vegetacija koja je prisutna na

tlu (23,24).

Dinitrofenoli su pesticidna sredstva koja mogu imati ucinak insekticida, herbicida 1
fungicida. Najpoznatiji predstavnici dinitrofenola su: dinosebacetat (DNC), dinitroortokrezol
(DNOC) 1 dinitrobutilfenol (DNBP) (24). Najcesc¢e koristeni herbicid iz skupine fenil ureja
herbicida je zasigurno diuron. NajviSe se primjenjuje na poljoprivrednim usjevima za suzbijanje
biljne vegetacije koja nije ciljna kultura (28). U biljci smanjuje moguénost fotosinteze i

onemogucuje stvaranje adenozin trifosfata (29).

Osim njih, valja spomenuti najkoriSteniji pesticid na svijetu, glifosat, koji spada u
skupinu organofosfornih herbicida. Jako je Stetan za biljne vrste jer sprjeCava sintezu
esencijalnih aminokiselina potrebnih za njihov rast (30). Djeluje kao sol, najéesce s kationima
natrija ili izopropilaminom. Kako bi bio u¢inkovit u svojoj namjeni, glifosat se nanosi na listove
biljaka. Glifosat sprjec¢ava sintezu aminokiselina fenilalanina, tirozina i triptofana, bez kojih je
izgradnja biljne stanice neizvediva. To je jedina molekula koja veoma ucinkovito inhibira

enzim 5-enolpiruvil-Sikimat-3-fosfat sintazu (EPSPS) Sikiminskog puta (31).
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Slika 4. Kemijska struktura herbicida glifosata

Izvor: https://www.researchgate.net/figure/Molecular-structure-of-glyphosate figl 322333408

1.4. Pesticidi u vodi

Osiguravanje dostatne koli¢ine zdravstveno ispravne vode za pi¢e jedan je od
temeljnih uvjeta ocuvanja ljudskog zdravlja. Zdravstveno ispravnom vodom se smatra voda
dobrih senzorskih svojstva, odnosno voda koja ne sadrzi tvari u koncentraciji koje mogu nanijeti
Stetu ljudskom zdravlju (32). Primjena pesticida i njihovih ostataka postala je problem zbog
mogucénosti oneciS¢enja podzemnih 1 povrSinskih voda, te posljedicno potencijalnog utjecaja
na okoli$ 1 javno zdravlje (33). Upravo zbog toga, bitno je pracenje njene kvalitete koja se mozZe
narusSiti ako u nju dospiju kemijske tvari, primjerice pesticidi (34). Nakon $to se ispuste u okolis,
pesticidi mogu biti podlozni ulasku u vodene ekosustave difuzno ili putem tockastih izvora.
PrenoSenje pesticida putem zraka spada u difuzne izvore. To podrazumijeva odnoSenje
pesticida vjetrom tijekom prskanja pesticida i isparavanje nakon primjene Sto moze dovesti do
talozenja spojeva u udaljenim ekosustavima od njihove pocetne primjene (35). Za vecinu
trenutno koristenih pesticida prijenos putem zraka je ograni¢en na radijus od 300 km jer su
manje postojani za prenoSenje na vece udaljenosti (36). Uz to, kod velike koli¢ine padalina tlo
gubi sposobnost apsorbiranja vode te dolazi do zasi¢enosti tla vodom zbog cega pesticidi
prisutni u tlu dospijevaju u vodene ekosustave. Povrsinski tok koji se stvara prilikom dodatnih
padalina izaziva eroziju tla §to rezultira otjecanje pesticida iz tla u podzemne tokove. Svi

navedeni primjeri su difuzni izvori koji nisu pod potpunom kontrolom ¢ovjeka (35).

S druge strane, pesticidi mogu dospjeti u vodu putem tockastih izvora kao rezultat

ljudske pogreske. To se uglavnom odnosi na unos pesticida u vodeni sustav koji je povezan s
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mjestima aplikacije, valjanosti strojeva te manipulacijom ambalaze (37). Uzrok moguceg
otjecanja pesticida u vodeni tok je i nepostojanje sustava odvodnje otpadnih voda. Ukoliko
pesticidi dospiju u otpadnu vodu, vecina prociséivaca otpadnih voda nema filter s aktivnim

ugljen koji bi eliminirao prisutne pesticide.

Koncentracija pesticida koja dospije u vodene ekosustave varira ovisno o fizikalno-
kemijskim svojstvima samog spoja kao i o zemljopisnim, geoloskim, hidroloSkim i klimatskim
uvjetima i vrsti usjeva (36). Rijeka, jezera 1 potoci koji se nalaze u blizini poljoprivrednih usjeva
mogu do¢i u doticaj s tragovima pesticida. Pesticidi koji se pronadu u povrSinskim vodama vrlo
lako mogu dospjeti u podzemne vode zbog otjecanja tla (34). Stoga je potrebno tocno i
ucinkovito pracenje pesticida i njihovih ostataka u izvorima vode i vodi za ljudsku potrosnju.
Zbog njihove toksi¢nosti Americka agencija za zastitu okoliSa (EPA) i Europska unija (EU)

uvrstile su pesticide na svoj popis prioritetnih zagadivaca (38).

Pesticidi nakon primjene kruze u okoliSu na razlic¢ite nacine. Ukoliko biljka ne
apsorbira pesticid, on ¢e se zadrzati u tlu ili ¢e biti podvrgnut razgradnji u neki metabolit.
Pesticide topljive u vodi odnijeti ¢e molekule vode sa sobom, posebno tijekom velike kolicine
padalina te ¢e se cijediti prema donjim slojevima tla i na kraju dospjeti u podzemnu vodu (39).
Kontaminaciji vode pesticidima takoder pridonose isparljivi pesticidi u atmosferi koji se
vrataju nazad u vodu tijekom padalina. Uglavnom pesticidi u hidroloski sustav ulaze
procjedivanjem povrSinskih voda kroz slojeve tla pri ¢emu na stupanj one€iS¢enja pesticidima

u vodi utjecu svojstva pesticida, karakteristike tla i okoli$ni uvjeti (40).

S obzirom na to da su ve¢im dijelom pesticidi organski spojevi, oni se razgraduju
mikrobnim, fotokemijskim ili kemijskim reakcijama. Mikrobna razgradnja pesticida ukljucuje
proces mineralizacije pri ¢emu se pesticid razlaZe na ugljik 1 proces kometabolizacije pri kojem
se pesticid pretvara u druge kemijske oblike. Razgradnja pesticida fotolizom uvjetovana je
prisutnoscu ultraljubicastog (UV) svjetla. Kemijska razgradnja pesticida podrazumijeva redoks
reakcije 1 hidrolizu sa zrakom, vodom i drugim spojevima u okoliSu. Pesticidi s niskom
sposobnosc¢u biorazgradnje imaju dulji poluvijek 1 skloniji su duZzem opstajanju u okolisu
kontaminiraju¢i tako izvore vode. Prilikom razgradnje pesticida stvaraju se metaboliti,
anorganski krajnji produkti koji mogu biti vece ili manje toksi¢nosti od polaznog pesticida.
Osim toga, mobilnost pesticida ovisi o sposobnosti adsorpcije 1 topljivosti pesticida. Pesticidi
koji imaju sposobnost snaznog adsorbiranja u tlo manje ¢e infiltrirati prema dolje kroz tlo, no
lako se mogu prenijeti erodiranim ¢esticama tla preko povrSinskog otjecanja 1 na kraju do¢i do
podzemnih voda (40). Pesticidi s dugim poluvijekom, slabim kapacitetom adsorpcije na Cestice
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tla 1 dobrom topljivos¢u imaju sposobnost ispiranja i otapanja u vodi. Herbicid atrazin je vrlo
postojan i kao takav se smatra sposoban za ispiranje u podzemne vode. S druge strane, cijanazin
je slabije postojan stoga ima manji potencijal ispiranja. Pesticid 2,4-D je pesticid topiv u vodi
koji se brzo razgraduje bioloskim djelovanjem stoga je manja vjerojatnost da ¢e se akumulirati
u tlu (41).

Photo decomposition

0]

' Volatilization . Absorption &
exudation
OC

Surface runoff

Water table

Slika 5. Putovi ulaska pesticida u vodeni okolis i mobilizacija iz tla

Izvor: https://www.researchgate.net/figure/Pathways-of-entry-of-pesticides-into-the-aquatic-

environment-and-mobilization-from-the figl 332940602

1.4.1. Zakonska regulativa 1 monitoring ostataka pesticida u vodama

Prema Zakonu o vodama, prac¢enje kakvoce povrsinskih, priobalnih i podzemnih voda
je u nadleznosti Hrvatskih voda. Prac¢enje povrSinskih voda obuhvaca kontrolu ekoloskih i
kemijskih pokazatelja, dok se za podzemne vode prate kemijski i koli¢inski pokazatelji.
Prilikom pracenja kemijskog stanja povrSinskih voda velika paZnje se posvecuje tvarima za

koje na razini EU postoje propisani standardi Direktivom 2013/39/EU o izmjenama i dopunama
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Direktiva 2000/60/EZ 1 2008/105/EZ o prioritetnim tvarima u podrucju vodne politike (42). Na
Popisu prioritetnih tvari u podruc¢ju vodne politike nalazi se 45 tvari, od kojih je 21 tvar utvrdena

kao prioritetno opasna tvar (43).

Zakon o vodi za ljudsku potrosnju prenosi opée odredbe stare Direktive 98/83 EZ (44).
Pravilnikom o parametrima sukladnosti, metodama analize, monitoringu i planovima sigurnosti
vode za ljudsku potro$nju te nacCinu vodenja registra pravnih osoba koje obavljaju djelatnost
javne vodoopskrbe je ureden nacin i ucestalost vrSenja uzorkovanja vode za ljudsku potrosnju.
Takoder, u navedenom Pravilniku je odreden popis i vrijednosti parametara koji se ispituju,
vrste analiza i njihov opseg te sve ostalo $to je potrebno za monitoring (45). Svrha Zakona o
odrzivoj uporabi pesticida (NN 46/22) je ostvarivanje odrzive uporabe pesticida, smanjenje
rizika 1 nepovoljnih ucinaka od upotrebe pesticida na ljudsko zdravlje te zasStitu okolisa 1

ocuvanja bioraznolikosti (46).

Pesticidi koji se prate u povrsinskim i podzemnim vodama su uglavnom pesticidi koji
se nalaze na Popisu prioritetnih tvari sukladno navedenoj Direktivi. Drzave ¢lanice Europske
unije obvezne su pratiti te tvari 1 vr$iti monitoring nad istima. S obzirom da su ve¢im dijelom
pesticidi koji sadrze navedene tvari odavno ve¢ zabranjeni za upotrebu, u pracenje je potrebno
uvrstiti ona sredstva koja se koriste u Hrvatskoj, a mogu Stetno utjecati na vodeni ekosustav.
Pracenje kvalitete vode za pice je u nadleznosti Ministarstva zdravstva. Hrvatski zavod za javno
zdravstvo zajedno s Zupanijskim zavodima vrSe analize pracenja kvalitete vode. Zagadenje
podzemnih voda u Hrvatskoj predstavlja znacajan problem budu¢i da 90% stanovniStva koristi
podzemnu vodu kao izvor vodoopskrbe (42). Direktivom o kvaliteti vode namijenjene za
ljudsku potrosnju 2020/2184 Europskog parlamenta i Vije¢a odredena je maksimalno
dopustena koncentracija pesticida u uzorcima vode koja iznosi 0,1 mikrograma po litri (ng/L),
odnosno maksimalno dopuStena koncentracija ukupnih pesticida u uzorku vode ne smije
prelaziti 0,5 mikrograma po litri (ug/L). Pod pojmom ,,pesticidi* podrazumijevaju se: organski
insekticidi, organski herbicidi, organski fungicidi, organski nematocidi, organski akaricidi,
organski algicidi, organski rodenticidi, organski slimicidi, srodni proizvodi (medu ostalima,
regulatori rasta) kao i njihovi metaboliti koji se smatraju relevantnima za vodu namijenjenu za
ljudsku potro$nju. Koncentracija od 0,1 pug/L se odnosi na sve pesticide osim na aldrin, dieldrin,

heptaklor 1 heptaklor epoksid ¢ija koncentracija ne smije biti veca od 0,03 pg/L (38).
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1.4.2. Metode uklanjanja pesticida iz vode

Vodeni ekosustavi postaju jako onecis¢eni industrijskim, poljoprivrednim, rudarskim
i urbanim otpadnim vodama koji su izvor znatnih koli¢ina pesticida. Danas postoje razlicite
tehnike obrade 1 uklanjanja pesticida iz vode koje ukljuc¢uju kombiniranje metoda fizikalnog,
kemijskog 1 bioloskog prociS¢avanja (Slika 6). Svaka navedena tehnika obrade voda ima svoje
prednosti i ograni¢enja ne samo u smislu kapitalnih 1 operativnih troskova, ve¢ i u smislu

ucinkovitosti, pouzdanosti te utjecaja na okolis (47).

Activated sludge - Extended Aeration -
Biological Anaerobic process - Rotating biological
| approches contactors - Sequencing batch reactors and
\ tracking filters

Pesticides in
Water
Environment

Adsaorption - Distillation - Filtration -
Physical Steam and stripping - Oil and grease
appraches skimming - Oil/water separation =
Sedimentation- Membrane technologies

Best
treatment
approaches

Challenges and
Environmental
Fates

Oxidation - precipitation - Coagulation -
Chemical Flocculation - Hydrolysis - Neutralization -
approches Dissolved air flotation - Electrochemical
solvent extraction - lon exchange

Slika 6. Razlicite bioloske, fizikalne i kemijske metode procis¢avanja otpadnih voda (47)

1.4.2.1. Kemijska obrada vode

Kemijska metoda obrade otpadnih voda podrazumijeva razne kemijske reakcije koje
pomazu u razgradnji pesticida u sigurnije kemikalije. Jedne od glavnih kemijskih metoda su
koagulacija 1 napredni oksidacijski proces (AOP), ozoniranje i Fentonov tretman. Uglavnom se
navedene metode koriste u kombinaciji s fotokatalizom i/ili membranskim tehnikama (48).
Napredni oksidacijski procesi (AOP) koriste oksidacijska sredstva za oksidaciju pesticida.
Najcesce koristeni oksidacijski radikali su hidroksilni radikal (*OH) i sulfatni radikal (SO4+—)
(49). Ekoloski je prihvatljiva metoda koja moze razgraditi organske kontaminante u bezopasne
tvari (50). Opcenito se metoda dijeli na tretmane temeljene na ozonu, ultraljubicastim (UV)

zrakama, elektrokemijskim naprednim oksidacijskim procesima (eAOP), katalitickim
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naprednim oksidacijskim procesima (cAOP) i foto naprednim oksidacijskim procesima
(pAOP). Osim pomocu AOP-a, pesticidi se iz vode mogu ukloniti ozoniranjem. Ozonizacija
moze imati izravan u€inak na onecis¢ujucée tvari u vodi uz djelovanje molekula ozona, ali i
neizravni oksidacijski uc¢inak pomocu slobodnih radikala koji nastaju razgradnjom ozona u
vodi. Proizvedeni slobodni radikali su visoko reaktivni i manje selektivni od kemijskih
oksidansa. Ozon ima vrlo kratak vijek postojanosti, pa bi se trebao stvarati prilikom izvodenja
metode, §to povecava cijenu postupka. Uklanjanje 40 razlicitih pesticida pomocu ozoniranja
proucavali su Ormad 1 sur. (2008). Rezultati su pokazali uklanjanje 70% izoproturona, 75%
diurona 1 paration metila dok je uklonjeno samo 50% razine atrazina. Medutim, kada se
ozoniranje kombiniralo s aktivnim ugljenom, brzina uklanjanja atrazina dosegla je 90%, dok je
preostalih tri pesticida 100% uklonjeno (51). Metodom ozoniranja uz dodatak nano-ZnO
(nZnO) postignuto je 100%-tno uklanjanje atrazina iz kontaminirane vode (52).
Najucinkovitijom metodom oksidacije za uklanjanje organskih oneciS¢enja smatra se Fenton
tehnologija (53). Fenton tehnologija se pokazala ucinkovita u uklanjanju organofosfatnih

insekticida fenitrotiona i klorfenvinfosa te organoklornih pesticida iz otpadne vode (54).

1.4.2.2. Fizikalna obrada vode

Tehnike membranske filtracije su naj¢es¢e koriStene metode procis¢avanja otpadnih
voda. S obzirom na vrstu membrane 1 ciljanim oneciS¢enjima, filtracija se moze provesti u bilo
kojoj fazi tijekom obrade vode. Vrsta filtracije ovisi o veli¢ine same membrane (55). Nano-
filtracijske membrane s veli¢inom pora izmedu 10 i 10~ um idealne su za uklanjanje bakterija,
virusa 1 velikih organskih molekula (56). Ahmad 1 sur. (2008) su utvrdili Cetiri razliite vrste
poliamidnih nanomembrana za filtraciju organofosfatnog insekticida dimetoata te atrazina,
budu¢i da su oba pesticida poznata kao toksi¢na za ljudsko zdravlje. Najboljom membranom
medu Cetiri testirane imenovana je NF90 sa stopom zadrZavanja od 85% za dimetoat 1 95% za
atrazin (57). Uklanjanje diurona i izoproturona pocetne koncentracije od 2 mg/L iz vode
poljoprivrednih polja proucavali su Mehta 1 sur. (2015). Pri postupku je koriStena tankoslojna
kompozitna poliamidna membrana reverzne osmoze, a vise od 95% pesticida je uklonjeno (58).
Proces adsorpcije aktivnim ugljenom najucinkovitiji je i najperspektivniji temeljni pristup u
procesima prociS¢avanja otpadnih voda. Upotreba tehnologije adsorpcije u procis¢avanju
otpadnih voda joS uvijek je skup proces, uglavnom zbog visoke cijene adsorbenta. Komercijalni
aktivni ugljen proizveden za postizanje preciznih povrSinskih svojstava skup je i zahtijeva

razradene procese reaktivacije i regeneracije (59). Najveci postoci uklanjanja pesticida uz
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pomo¢ aktivnog ugljena dobiveni su za heptaklor, drine i DDT, kao i za trifluralin, klorpirifos,

heksaklorobenzen, metoksiklor i tetradifon, s uc¢inkovitos¢u iznad 90% (60).

1.4.2.3. Bioloska obrada vode

Razliciti bio sustavi za procis¢avanje otpadnih voda sadrze mikroorganizme koji su
sposobni razgraditi pesticide. Bio-smjese su obi¢no izradene od tvari bogatih huminima za
povecanje zadrzavanja pesticida, tla i mikroorganizama (61). Bioloski postupak procis¢avanja
dijeli se na aerobni i anaerobni tretman. Poznato je da se diklorirani pesticidi razgraduju
aerobnom metodom, koja ukljucuje oksidaciju i cijepanje eterske veze, te hidroksilaciju
klorofenola kako bi se formirao klorokatehol. Nakon $to se aromatski prsten otvori, spoj se
moze lako razgraditi bakterijskim metabolizmom u vodu i uglji¢ni dioksid (62). Di-klorirani
pesticidi se takoder mogu anaerobno probaviti reduktivnom dehalogenacijom. Nakon $to je
koli¢ina atoma klora dovoljno niska, spoj ¢e se razgraditi u metan i uglji¢ni dioksid (63).
Bioloska razgradnja pesticida je zahtjevna, no kada se jednom uspostavi, sustav biorazgradnje
se moze lako odrzavati. Prethodne obrade razgradnja odredenih pesticida fotokemijskom
razgradnjom 1li enzimskim reakcijama moZe olakSati njihovu biolosku pretvorbu (64). U
nedavnoj studiji, aerobni bioloSki tretman prihvacen je kao sekundarni tretman nakon
fotokataliticke obrade vode kontaminirane insekticidom klorpirifosom. Rezultati su pokazali da
odabrani bioloski tretman ima visoku u¢inkovitost uklanjanja tog insekticida (65). Membranski
bioreaktor je jedna od novijih tehnologija u prociS¢avanju otpadnih voda koja kombinira
bioloski postupak zajedno s tehnikama membranske filtracije. Unato¢ visokoj ucinkovitosti,

tehnika zahtijeva veliku energiju 1 visoke troSkove odrzavanja sustava (66).

1.4.3. Odredivanje tragova pesticida u vodama

Detekcija 1 kvantifikacija pesticida u vodi odreduje se tekuéinskom i plinskom
kromatografijom (LC 1 GC) (67). Koristenjem sve vece koli¢ine polarnih, nisko hlapljivih i/ili
termolabilnih spojeve pesticida, potaknula je primjenu tekucinske kromatografije (LC) za
njihovo odredivanje. Najnovije tehnike analize pesticida i njihovih metabolita u uzorcima vode
primjenjuju se u kombinaciji sa spektrometrijom masa (LC-MS). LC-MS je analiticka tehnika
koja ukljucuje fizicko odvajanje ciljnih spojeva (analita) nakon ¢ega slijedi ionizacija molekula,
te detekcija u analizatoru na temelju odnosa naboja 1 mase molekulskih iona, odnosno
fragmenata izvornog spoja - pesticida. Za postizanje visoke osjetljivosti 1 selektivnosti,
kombinacija tekuc¢inske kromatografije s tandem masenom spektrometrijom pokazala se vrlo

uspjesnom (68,69). LC-MS/MS je sposoban kvantificirati tragova pesticida u vrlo slozenim
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matricama. Osim toga, koriStenje MS-MS detekcije omogucuje analizu bez potpunog
kromatografskog odvajanja izmedu analita, ¢ime se skracuje vrijeme same analize. Najcesce
koriStene tehnike ionizacije u LC-MS instrumentima su ionizacija elektrosprejom (ESI) i
kemijska ionizacija pod atmosferskim tlakom (APCI). Odabir najprikladnijeg izvora ionizacije
1 nacina ionizacije (pozitivan, PI ili negativan, NI) ovisi o vrstama analiziranih pesticida.
Karbamati, spojevi fenil ureje i triazini najbolje se ioniziraju uz koriStenje APCI, a kationski 1
anionski herbicidi bolje se ioniziraju s ESI (70,71). Za analizu organoklornih pesticida

primjenjuje se LC na nanoskali povezan s izvorom elektronske ionizacije (EI) (72).

Samples:
Multiple component
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Solvents: mobile phase

/ 1 33 Detection
rrTra
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Mass Spectrometer { |
<1z f#. Jabline- - ———
- ~ “ e
~ LC-MS e
Interface + 0
o Ton source Q
High performance liquid HPLC Chromatogram +
Chromatography (HPLC) device ~ Column Mass spectrum analysis

Slika 7. Prikaz sheme LC-MS

Izvor: https://www.nebiolab.com/complete-guide-on-liquid-chromatography-mass-spectrometry-lc-ms/

Plinska kromatografija-masena spektrometrija (GC-MS) je glavna usvojena analiticka
tehnika za izvodenje analize viSe ostataka nepolarnih, hlapljivih pesticida, kao $to su
organoklorni 1 organofosforni pesticidi. Komponente razdvojene plinskom kromatografijom
odlaze u maseni spektrometar u kojem dolazi do ionizacije te nastaju molekulski ioni koji se u
analizatoru odvajaju s obzirom na odnos mase 1 naboja. U GC-MS sustavu ionizacija pesticida
se moze posti¢i elektronskim udarom (EI) ili pozitivnom ili negativnom kemijskom ionizacijom
(PCIL, NCI). Takoder, koriste se instrumenti s razli¢itim analizatorima mase, na primjer

magnetski sektori, kvadrupoli (Q), ionske zamke (IT) 1 analizatori vremena leta (TOF). Najbolja
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selektivnost 1 osjetljivost za piretroidne insekticide postignuta je s negativnom kemijskom
ionizacijom (73,74). Uz plinsku kromatografiju sa spektrometrijom masa, kao ¢esta analiticka
metoda se joS koristi plinska kromatografija (GC) pomocu dugih kapilarnih kolona i sa
selektivnim i osjetljivim detektorima, kao Sto je elektronicki detektor hvatanja (ECD). Detektor
za hvatanje elektrona (ECD) je selektivni detektor za elektronegativne spojeve, posebno
halogene kao s$to su organoklorni pesticidi. Relativna vremena retencije kriteriji su koji se
primjenjuju za identifikaciju kromatografskih pikova, ali je ponekad potrebna dodatna potvrdna
tehnika. U tu svrhu, osjetljivost i selektivnost mogu se poboljsati koriStenjem tandemske
masene spektrometrije (MS-MS). Druge alternative za potvrdu rezidua su koristenje razlicitih
GC detektora, kao i koriStenje dva GC stupca s razli¢itim polaritetima (75,76). Organofosfatni
pesticidi se u uzorcima vode uz ve¢ navedene metode mogu odrediti i plinskom
kromatografijom s plameno-fotometrijskom detekcijom (FPD), plinskom kromatografijom s
detekcijom ionizacije plamena (FID) te plinskom kromatografijom s detekcijom duSika i

fosfora (NPD) (77).
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Slika 8. Prikaz sheme GC-MS

Izvor: https://www.researchgate.net/figure/Schematic-plot-of-the-main-components-of-GC-MS-

instruments_figl 273955959
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja bio je odrediti koncentracije ostataka odabranih organofosfornih
pesticida (OPP-a) i njihovih metabolita, organoklornih pesticida (CIP-a) te glifosata u uzorcima
vode za ljudsku potroSnju, prirodnih mineralnih voda, prirodnih izvorskih voda, stolnih,
povrsinskih i podzemnih voda koji su dostavljeni u svrhu analize na Zdravstveno-ekoloski odjel
Nastavnog zavoda za javno zdravstvo Primorsko — goranske Zupanije (NZZJZ PGZ). Uz to, u
obzir su uzeta analiticka izvjeS¢a odredivanja pesticida u uzorcima vode za razdoblje od 2016.

—2021.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali
3.1.1. Kemikalije

natrijev tetraborat dekahidrat (Borat-Pufer)
FMOC-CI reagens

fosforna kiselina

diklormetan (DCM), za analizu ostataka pesticida
n-heksan, LiChrosolv

natrij-sulfat, bezvodni

metanol LC-MS grade (za mobilnu fazu)

amonijev formijat (pufer)

3.1.2. Pribor i oprema

magnetska mijeSalica

vakumski uparivac

mikser

tehnicka vaga

staklene bocice s plasticnim ¢epom i PTFE septumom od 2 ml (vialke)
staklene bocice s metalnim ¢epom 1 PTFE septumom od 10 ml (vialke)
staklene posudice za skupljanje frakcija

odmyjerne tikvice, pipete, menzure, Erlenmayerove tikvice, tikvice s okruglim dnom,
tarionik

filter papir, crna vrpca

filter papir, 0,45 um veli¢ina pora

LC-MS/MS Sciex Triple Quad™ 4500, HPLC Sciex ExionL.C

GC-MS Agilent 7000 Series Triple Quad

GC-MS Shimadzu GC/MS-QP 2020 NX, Nexis GC 2030

GC-ECD Scion 436-GC
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Slika 9. LC-MS/MS Sciex Triple Quad™ 4500, HPLC Sciex ExionLC

Izvor: osobna arhiva

Slika 10. GC-MS Agilent 7000 Series Triple Quad

Izvor: osobna arhiva
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Slika 11. GC-MS Shimadzu GC/MS-QP 2020 NX, Nexis GC 2030

Izvor: osobna arhiva

Slika 12. GC-ECD Scion 436-GC

Izvor: osobna arhiva
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3.2. Metode

3.2.1. Priprema radnih standarda

Za pripremu radnih standarda OPP-a koncentracije 200 upg/mL, odnosno

klorfenvinfosa, triazina i permetrina 100 pg/mL:

Svaki se standard razrijedi na 1 ng/uL. Odmjerna tikvica od 10 mL napuni se do 2/3
n-heksanom te se doda 50 pL (odnosno 100 pL) standarda i nadopuni do oznake n-heksanom.
Zatim se u Sest tikvica od 10 mL pipetira 5 mL n-heksana te se redom dodaje: 1 mL, 0,8 mL,
0,6 mL, 0,4 mL, 0,2 ml i 0,1 mL stock standarda. Potom se tikvice nadopune n-heksanom do
oznake. Dobivena razrjedenja su radni standardi od 0,10 ng/uL, 0,08 ng/uL, 0,06 ng/uL, 0,04
ng/uL , 0,02 ng/uL 10,01 ng/puL.

Za pripremu smjese 30 pesticida koncentracije 200 pg/mL svaki, te dimetoata i

klorpirifos-metila koncentracije 100 pg/mL:

Standard se u prvom stupnju razrijedi na 10 ng/pL. U vialku od 2 mL doda se 0,95 mL
DCM-a te 50 pL standarda, odnosno za dimetoat i klorpirifos-metil doda se 0,90 mL DCM-a,
te 100 pL standarda koncentracije 10 ng/pL. U drugom stupnju standard se razrijedi na 1 ng/pL.
U vialku od 2 mL doda se 0,90 mL DCM-a, te 100 pL standarda koncentracije 10 ng/pL.
Dobiveno razrjedenje je stock standard iz kojeg se pripremaju radni standardi. Nakon toga se u
Sest vialki od 2 mL doda redom: 1,485 mL; 1,47 ml; 1,44 mL; 1,41 mL; 1,38 mL i 1,35 mL n-
heksana, te injekcijskom iglom 15 pL; 30 pL; 60 pL, 90 uL; 120 uL 1 150 pL stock standarda
koncentracije 1 ng/puL. Dobivena razrjedenja su radni standardi od 0,01 ng/uL, 0,02 ng/uL, 0,04
ng/uL, 0,06 ng/uL, 0,08 ng/uL 1 0,10 ng/uL. Nakon pripravljenih standardnih otopina definira

se bazdarna krivulja.

3.2.2. Analiza uzorka

Analiza uzoraka vode na ostatke organofosfornih i1 organoklornih pesticida provodi se u dva

koraka:
1. Priprema uzoraka
2. Zavrsno odredivanje
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Postupak pripreme uzorka za odredivanje ostataka organofosfornih pesticida je
modifikacija postupka pripreme opisanog normama: HRN EN 12918:2002 Kakvoca vode —
Odredivanje parationa, metil- parationa i nekih drugih organofosfornih spojeva u vodi
ekstrakcijom s diklormetanom i analizom plinskom kromatografijom (EN 12918:1999) i HRN
EN ISO 10695:2002 Kakvoca vode - Odredivanje odabranih organskih spojeva dusika i fosfora
- Metode plinske kromatografije (ISO 10695:2000; EN ISO 10695:2000).

Postupak pripreme uzorka za odredivanje ostataka organoklornih pesticida je
modifikacija postupka pripreme opisanog u normi HRN EN ISO 6468:2002 Kakvoc¢a vode —
Odredivanje nekih organoklornih insekticida, polikloriranih bifenila i klorbenzena — Metoda

plinske kromatografije nakon ekstrakcije tekuce-tekuce (ISO 6468:1996; EN ISO 6468:1996).

U bocu od 1L s uzorkom vode dodaje se 50 mL DCM-a te se pesticidi ekstrahiraju 10
minuta na magnetskoj mijesalici. Nakon toga organski sloj se propusta kroz lijevak s filter
papirom i malom koli¢inom bezvodnog natrij-sulfata (da bi se uklonili eventualni tragovi vode)
u tikvicu s okruglim dnom. Potom se u bocu dodaje jo§ 25 mL DCM-a i1 ponovno stavlja na
ekstrakciju sljede¢ih 10 min. Organski sloj se potom filtrira na isti nacin i u istu tikvicu. Tako
spojeni ekstrakti se uparavaju na vakuum uparivac¢u. Uzorku se dodaje 2 mL n-heksana, te se 1

pL unosi u plinskokromatografsku kolonu.

Zavr$no odredivanje ostataka organofosfornih pesticida se provodi na plinskim
kromatografima s MS 1 MS/MS detektorima, dok se za organoklorne pesticide provodi na
plinskom kromatografu s ECD detektorom. U slucaju da je koncentracija nekog od analiziranih
organoklornih pesticida ve¢a od maksimalno dopustene koncentracije, potvrdna metoda
prisutnosti te komponente provodi se na GC-MS-u ili GC-MS/MS-u. Prilikom odredivanja
glifosata akreditiranom metodom HRN EN ISO/IEC 17025:2017 uz pomo¢ tekucinske
kromatografije sa spektrometrijom masa, u uzorcima vode prvo je potrebno izvrSiti
derivatizaciju uzorka vode pomo¢u FMOC-a, budu¢i da je glifosat nehlapljiv, visoko topljiv u
vodi ali netopljiv u organskim otapalima. Odredeni metaboliti koji se odreduju s tekuc¢inskom

kromatografijom, direktno se unose u kromatograf, bez prethodne pripreme (Slika 13).

25



EKSTRAKCIJA OPP-aI CLP-a
iz 1L VODE sa 75 mL (50+25)
DCM-a (2 x 10 min na magnetskoj

mijesalici)

k4

FILTRACIJA EKSTRAKTA
PREKO Na504, UPARAVANIE
DO SUHA, RAZRIJEDIVANJIE 5

n-HEKSANOM

Y

ANALIZA NA GC MS-u ili GC
MS/MS-u (OPP); GC ECD (CIP)

EKSTRAKCIJA GLIFOSATA iz
ImL UZORKA UZ DODATAK 30
nL BORAT PUFERA

Y

DERIVATIZACIJA uz 60 pL FMOC-
CIREAGENSA (1 h kupelj na 40°C)
TE DODATAK 30 uL HiPO,

PRIPREMA RADNIH
STANDARDA

¥

BAZDARNA
KRIVULJA

Y
ANALIZA NA LC MS/MS-u

Y

EKVANTIFTKACIJA

ODREDIVANIE
METABOLITAU
TZORCIMA VODE

Y

ANATIZA NA LC MSMS-u

h 4

REZULTAT

F Y

Slika 13. Postupak odredivanja OPP-a i njihovih metabolita, CIP-a te glifosata

razli¢itim analitickim metodama

Izvor: osobna arhiva
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Tablica 1. Popis pesticida i metabolita, te metoda odredivanja njihovih koncentracija u svrhu

revizijskog monitoringa

Pesticid Metoda Detektor Pesticid Metoda Detektor
Izodrin** GC ECD 24D GC MS/MS
Dimetoat** GC MS Diuron LC MS/MS
Klorpirifos-etil** GC MS MCPA GC MS/MS
Klorpirifos-metil** GC MS Bromacil GC MS/MS
Malation** GC MS/MS Mekoprop GC MS/MS
Ometoat** GC MS Izoproturon GC MS/MS
Pirifos-metil** GC MS/MS Desmetilizoproturon GC MS/MS
Glifosat LC MS/MS Pendimetalin** GC MS
Klorfenvinfos** GC MS Linuron LC MS
Fosetil LC MS/MS Klorotoluron LC MS/MS
Malaokson GC MS/MS Dimetenamid-p LC MS/MS
Atrazin** GC MS Dikamba LC MS/MS
Simazin** GC MS Prosulfokarb LC MS/MS
Terbutilazin** GC MS/MS Mankozeb LC MS/MS
Destehil atrazin GC MS/MS Propineb LC MS/MS
Deisopropil atrazin GC MS/MS Tiofanat-metil LC MS/MS
Desetil terbutilazin LC MS/MS Tebukonazol LC MS/MS
Desed! detsopropil LC MS/MS Azoksistrobin LC MS/MS
2-hidroksi atrazin LC MS/MS Folpet GC MS/MS
Hidroksi simazin LC MS/MS Acetoklor LC MS/MS
Hidroksi terbutilazin LC MS/MS Acetoklor ESA LC MS/MS
Pesetil-2-hidrokest LC MS/MS Acetoklor OXA LC MS/MS
Metribuzin GC MS/MS S-metolaklor LC MS/MS
Bentazon GC MS/MS Matolaklor OXA LC MS/MS
2,6-diklorobenzamid GC MS/MS Matolaklor ESA LC MS/MS

(*) Pojmovi crveno istaknuti su metaboliti

(**) Pesticidi koji se analiziraju akreditiranim metodama

U Tablici 1 su prikazani pesticidi 1 njihovi razgradni produkti koji se odreduju u

akreditiranom laboratoriju na Nastavnom zavodu za javno zdravstvo Primorsko — goranske

zupanije. Takoder, u tablici su prikazane metode s kojima se oni odreduju, kao 1 to da se

odredeni pesticidi analiziraju akreditiranim metodama. Uz to, valja spomenuti da se neki

pesticidi kao $to su dimetoat, ometoat, bentazon, MCPA, linuron, tebukonazol i drugi, mogu

analizirati i s plinskom i teku¢inskom kromatografijom.
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Na Nastavnom zavodu za javno zdravstvo Primorsko — goranske zupanije analiziraju se
uzorci vode na pesticide i njihove razgradne produkte u svrhu revizijskih monitoringa i za ostale
zavode za javno zdravstvo na podruc¢ju Republike Hrvatske. Osim u svrhu revizijskog
monitoringa, u akreditiranom laboratoriju se analiziraju pesticidi u uzorcima vode za Hrvatske

vode.

3.2.3. IzraCunavanje rezultata

Koncentracije pojedinih komponenti izracunavaju se iz jednadzbe dobivene

kalibracijskim pravcem:

4 Fomponente = da- Cimﬂpmrerr:e
Axomponente = povrsina pika iz kromatograma uzorka

a = nagib kalibracijskog pravca

Ckomponente = Koncentracija komponente

Rezultati se izrazavaju u pg/L, za koncentracije > 0,020 pg/L na dvije znacajne

znamenke.
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4. REZULTATI

U svrhu revizijskog monitoringa, u razdoblju od 2016. do 2021. godine na Odsjeku za
kontrolu voda, voda u prirodi, otpadnih voda, otpada, ekotoksikologiju i mikrobiologiju
Nastavnog zavoda za javno zdravstvo Primorsko — goranske Zupanije ukupno je analizirano
348 uzoraka (N=348) podzemnih i povrSinskih voda na odabrane pesticide (Tablica 1). Uzorci
su uzorkovani na podrucju Primorsko — goranske Zupanije na vodoopskrbnim podrucjima DP
Opatija — Rijeka — Krk, DP Cres — LoSinj, DP Hrvatsko primorje, DP Gorski kotar i DP
Zrnovnica. Tijekom navedenih $est godina najveéi broj uzoraka uzorkovan je iz podzemnih

vodozahvata (N=325), a tijekom 2019. godine uzorkovano je najvise uzoraka (N=69) (Slika

14).

2016. 2017. 2018, 2019, 2020. 2021,
B PODZEMNO IZVORISTE 53 49 53 64 53 53
m POVRSINSKO 1ZVORISTE 3 3 4 5 4 4

70

60

5

o

4

o
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o

Broj uzoraka

2

o

1

o

Slika 14. Graficki prikaz broja uzorka i vrsta vodozahvata tijekom razdoblja 2016. - 2021.

Svi uzorci su analizirani u akreditiranom laboratoriju uz pomo¢ plinske kromatografije
s ECD i MS/MS detektorima, te tekucinske kromatografije s MS/MS detektorima. Prema
dobivenim rezultatima, svi rezultati su bili ispod granica kvantifikacije (Tablica 2) 1 ispod
maksimalno dopustene koncentracije (Tablica 3). S obzirom na vrlo male koncentracije
odredenih pesticida u analiziranim uzorcima, rezultati analiza su istaknuti preko granica
kvantifikacije. Granicu kvantifikacije ¢ini najmanju koncentraciju analita koja se moze

kvantitativno odrediti u uzorku sa odredenom sigurnoscu.
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Tablica 2. Broj uzoraka podzemnih i povrsinskih izvorista kroz Sestogodisnje razdoblje (2016.

—2021.) te sadrzaj odabranih pesticida u uzorcima vode

Broj uzoraka | Godina analize | Sadrzaj odabranih pesticida*
56 2016. <GK
52 2017. <GK
57 2018. <GK
69 2019. <GK
57 2020. <GK
57 2021. <GK

*pesticidi navedeni u Tablici 1

Tablica 3. Pesticidi i metaboliti koji se analiziraju u akreditiranom laboratoriju i njihove granice

kvantifikacije i maksimalno dopustene koncentracije (ng/L)

Granica Granica
Pesticid kvantifikacije (1\:;]13 Pesticid kvantifikacije (1\:3113
(ng/L) (ng/L)
Izodrin <0,001 0,10 24D <0,020 0,10
Dimetoat <0,020 0,10 Diuron <0,020 0,10
Klorpirifos-etil <0,020 0,10 “ MCPA <0,020 0,10
Klorpirifos-metil <0,020 0,10 Bromacil <0,020 0,10
Malation <0,020 0,10 Mekoprop <0,020 0,10
Ometoat <0,020 0,10 Izoproturon <0,020 0,10
Pirifos-metil <0,020 0,10 || Desmetilizoproturon <0,020 0,10
Glifosat <0,030 0,10 Pendimetalin <0,020 0,10
Klorfenvinfos <0,020 0,10 Linuron <0,020 0,10
Fosetil <0,020 0,10 Klorotoluron <0,020 0,10
Malaokson <0,020 0,10 Dimetenamid-p <0,020 0,10
Atrazin <0,020 0,10 Dikamba <0,020 0,10
Simazin <0,020 0,10 Prosulfokarb <0,020 0,10
Terbutilazin <0,020 0,10 Mankozeb <0,020 0,10
Destehil atrazin <0,020 0,10 Propineb <0,020 0,10
Deisopropil atrazin <0,020 0,10 Tiofanat-metil <0,020 0,10
Desetil terbutilazin <0,020 0,10 Tebukonazol <0,020 0,10
Desetil deisopropil <0,020 0,10 Azoksistrobin <0,020 0,10
atrazin
2-hidroksi atrazin <0,020 0,10 Folpet <0,020 0,10
Hidroksi simazin <0,020 0,10 ‘l Acetoklor <0,020 0,10
Hidroksi terbutilazin <0,020 0,10 Acetoklor ESA <0,020 0,10
Desetil-2-hidroksi <0,020 0,10 ‘I Acetoklor OXA <0,020 0,10
atrazin
Metribuzin <0,020 0,10 S-metolaklor <0,020 0,10
Bentazon <0,020 0,10 ‘l Matolaklor OXA <0,020 0,10
2,6-diklorobenzamid <0,020 0,10 Matolaklor ESA <0,020 0,10
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Calibration curve: CIP-08-10-2021 - lindan
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Slika 15. Kalibracija na GC — ECD-u za lindan

Izvor: osobna arhiva

HCE

wincloz olin

FCIB

Slika 16. Izgled kromatograma standarda izodrina na GC — ECD-u

Izvor: osobna arhiva
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Slika 18. Atrazin GC — MS

Izvor: osobna arhiva
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- @ Calibration for FMOC-Glifosat 1:y = 5.0423%4x r =0.35673) (weighting: None)
@ Calbration for FMOC-Glifosat 2 y = 16536 41682 x (r = 0.87626) (weighting: None)
@ Calibration for FMOC-13C15M-Glifosat 1 y = 59135883 x (r =-0.65131) (weighiing: None)
@ Calibrafion for FMOC-13C15N-Glifosat 2 y = 309.05779 x (r = {1 668%5) (weighting: None)

Ares

e

0008 0010 0018 [} s 0030 0.0% 0 0 005 0055 08 0068 0mn 007 00B0 0088 ] 0.0%

Slika 19. Kalibracija standarda glifosata na LC — MS-u

Izvor: osobna arhiva
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Slika 20. Izgled kromatograma standarda glifosata na LC — MS/MS

Izvor: osobna arhiva
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4.1. Validacija mjernog postupka

Validacija je dokumentirani sustav odredivanja povoljnosti mjernog postupka za
dobivanje kvalitetnih analitickih podataka. Pomoc¢u nje se potvrduje da je taj mjerni postupak
primjeren za namijenjenu svrhu (78). Kako bi analiti¢ki sustav postao validiran, nuzno je
provesti vrednovanje za sve bitne korake. Validacija mjernog postupka se izvodi procjenom
tocnosti i preciznosti, selektivnosti i specificnosti, osjetljivosti metode, granica detekcije i

kvantifikacije, linearnosti, iskoristivosti te otpornosti metode (79).

Tablica 4. Odabrani parametri validacije 1 kriteriji prihvatljivosti za glifosat

Parametar Kriterij prihvatljivosti
Selektivnost Retencijsko vrijeme (RT) i m/z

Tocnost (iskoriStenje) 100 = 30% (*)
Preciznost

-ponovljivost mjerenja standarda RSD <25% (*)
-intermedijarna preciznost RSD <25%

Linearnost k>0,95

Granica detekcije, pg/L 30% od GK (**)

. . . manja od vrijednosti odgovarajuceg
kvantifik L
Granica kvantifikacije, ug/ standarda kakvocée vodnog okolisa (***)

(*) Kriteriji prihvatljivosti za tocnost i preciznost preuzeti iz AOAC INTERNATIONAL 2016
Appendix F: Guidelines for Standard Method Performance Requirements

(**) N.N. 125/13 Pravilnik o parametrima sukladnosti i metodama analize vode za ljudsku
potro$nju; Pravilnik o parametrima sukladnosti, metodama analize, monitoringu 1 planovima
sigurnosti vode za ljudsku potrosnju te nacinu vodenja registra pravnih osoba koje obavljaju

djelatnost javne vodoopskrbe (NN 125/17)

(***) NN 66/19 Pravilnik o posebnim uvjetima za obavljanje djelatnosti uzimanja uzoraka i

ispitivanja voda ( Clanak 14.)

Selektivnost se moze definirati kao svojstvo metode da moZe odrediti skupine sli¢nih
komponenti u uzorku, dok se pod specificnoS¢u misli na moguénost da u isto vrijeme
identificira ili kvantificira odredene analite koji ne ovise jedan o drugom. Pri instrumentalnom
odredivanju, metoda koja je specifi¢na ¢e dati signal koji je odgovarajuci samo odzivu analita,

a selektivna metoda ¢e dati zasebne signale za razliCite komponente i medusobno nece utjecati
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na rezultat (79). Za selektivnost metode odredivanja glifosata u vodi pomocu tekucinske
kromatografije sa spektrometrijom masa primarni uvjeti selektivnosti uz retencijsko vrijeme su
odgovaraju¢i MRM prijelazi specifi¢ni za svaki analit. Kod uvodenja metode RT za glifosat je

pri 2,47 min (Tablica 5).

Tocnost je razlika mjerene i1 prave vrijednosti uglavnom dobivene sustavnom
pogreskom, a izracunava se dobivanjem podataka tri mjerenja s tri razliite koncentracije

standarda (Tablica 6).

Preciznost ukljucuje dva pojma: ponovljivost rezultata dobivenih u istim uvjetima, u
istom uzorku te istom metodom, a izraCunava se na temelju dobivenog mjerenja tri puta, pet
razlicitih koncentracija radnih standardnih otopina (Tablica 7), te intermedijarna preciznost

koja se dobiva iz podataka dobivenih u dva eksperimenta od razlicitih analitiCara.

Linearnost je osobina analiticke metode da unutar mjernog podruc¢ja omoguci
proporcionalnu ovisnost mjernih rezultata o koncentraciji analita §to je odredeno kalibracijskim
pravcem (79). Da bi se utvrdila linearnost neke metode, potrebno je analizirati najmanje pet

razlicitih koncentracija (Tablica 8) (80).

Tablica 5. Rezultati validacije metode za odredivanje glifosata u uzorcima vode za pice

Kriterij
Parametar Rezultat
prihvatljivosti
2,47 min. RT
Selektivnost Q1 (kvant1ﬁc1ra!1}c1 )= SR Karakteristi¢ni m/z
Q2 (potvrdni ion) =-168,00 MRM) (literatu
Q3 (potvrdni ion) = -150,00 (L) (i)
Tocnost (iskoriStenje) 100 +£19,33% 100 + 30%
Preciznost (ponovljivost) MAX RSD =9,7% RSD <25%
Intermedijarna preciznost MAX RSD =13,33% RSD < 25%
Linearnost k=0,9976 k>0,95
Granica detekcije 0,004 ng/mL ili pg/L <0,05 pg/L
Granica kvantifikacije 0,012 ng/mL pg/L;0,030 ng/mL ili pg/L <0,10 pg/L
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Tablica 6. Rezultati ispitivanja to¢nosti metode dobiveni ponovljenim mjerenjem (tri mjerenja)

standardne otopine koncentracija 0,030; 0,050 1 0,100 ng/mL

Dodana koncentracija,

glifosat, %

ng/mL
0,030 97,0
0,030 105,3
0,030 107,0
0,050 102,6
0,050 97,2
0,050 98,2
0,100 101,1
0,100 99,2
0,100 102,0
Sr. iskorisStenje 101,07
SD 3,532
RSD,% 3,49

Tablica 7. Rezultati ispitivanja preciznosti metode dobiveni ponovljenim mjerenjem (tri puta)

radnih standarda pet razli¢itih koncentracija

0,010 0,030 0,050 0,080 0,100

ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
glifosat 0,012 0,029 0,051 0,082 0,101

0,013 0,032 0,049 0,080 0,099

0,014 0,032 0,049 0,081 0,102
Sr.vrij. 0,013 0,031 0,050 0,081 0,101
RSD, % 0,001 0,002 0,001 0,001 0,001

Sr. RSD, % 0,001
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Tablica 8. Rezultati ispitivanja linearnosti pet razliCitih koncentracija standardnih otopina

0,010 0,030 0,050 0,080 0,100
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
0,012 0,029 0,051 0,082 0,101
glifosat 0,013 0,032 0,049 0,080 0,099
0,014 0,032 0,049 0,081 0,102
Faktor korelacije, k 0,9976
Jednadzba pravca A=10295,3590 2-c

Granica detekcije (dokazivanja) ukljucuje najmanju koncentraciju analita u uzorku koju
je moguce sa sigurnos¢u detektirati, ali ne i kvantitativno odrediti. Dobiva se na temelju sljedece
formule:

330

LD
S

Granica kvantifikacije (odredivanja) ukljucuje najmanju koncentraciju analita koja se
moze kvantitativno odrediti u uzorku uz dopustenu pogresku. To je parametar koji se najcesce
odreduje pri odredivanju maksimalno dopustene koncentracije oneciS¢enja i njihovih

razgradnih produkata, a dobiva se formulom:

gdje su o standardne devijacije odsjecaka na y osi, a S srednje vrijednosti nagiba
kalibracijskih pravaca. Pravei su nacrtani tako da ih ¢ini samo jedna toCka za svaku

koncentracijsku razinu i ne prolaze kroz srediste.

Kod odredivanja granica detekcije 1 kvantifikacije, uzastopno se Sest puta ponavlja jedna
tocka. Nakon toga se od Sest tocka 1 srednje vrijednosti kalibracijskih pravaca dobije granica
detekcije 1 kvantifikacije (Tablica 9). Tako izraunate granice detekcije i kvantifikacije su
teoretske, a granica kvantifikacije potvrduje se sa Sest uzastopnih mjerenja radnog standarda
koncentracije najblize teoretski izracunatoj, a za koju su ponovljivost mjerenja i tocnost
prihvatljivi (RSD < 20%, tocnost 60-120%). Obicno se radi o najnizoj tocki kalibracijskog

pravca.
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Tablica 9. Rezultati odredivanja granica detekcije 1 kvantifikacije za glifosat

Mjerenje Nagib pravca Odsjecak na y-osi

K1 9663,3835 46,5173

K2 9673,1955 33,6274

K3 9972,5564 2,.782

K4 9411,8421 50,9605

K5 9923,8346 24,9729

K6 9973,4586 27,9932

Srednja vrijednost = Standardna devijacija
9769,711783 11,524
LD 0,004
LQ 0,012

Tablica 10. Kalibracija glifosata od 0,010 do 0,100 ng/mL (K1)

A*105

0,008 -

0,006 -

0,004 -

0,002 A

0

R2=0,9981

¢, ng/mL 0,010 0,030 0,050 0,080 0,100
A 152,8 3329 525,8 | 798,2 1032
glifosat-K1
0,012
0.0] - y =9.663,3835x + 46,5173

0,000

0,040

0,060 0,080 0,100
¢, ng/mL

Slika 21. Graficki prikaz kalibracije od 0,010 do 0,100 ng/mL za glifosat (K1)

Izvor: osobna arhiva
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Tablica 11. Kalibracija glifosata od 0,010 do 0,100 ng/mL (K6)

c, ng/mL 0,010 0,030 0,050 0,080 0,100
A 129,1 3329 518,4 820.,4 1032
glifosat-K6
0,012
y=9.973,4586x + 27,9932 .
0,01 R?=0,9997 i
0,008 o
P
=0,006 |
<« &
0,004 |
&
0,002
O T T T T T
0,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120
¢, ng/mL

Slika 22. Graficki prikaz kalibracije od 0,010 do 0,100 ng/mL za glifosat (K6)

Izvor: osobna arhiva

Prema gore navedenim formulama, dobivena je granica detekcije od 0,004 pg/L 1

granica kvantifikacije od 0,030 pg/L za glifosat (Tablica 12).

Tablica 12. Rezultati granice detekcije 1 granice kvantifikacije za glifosat

Pesticid Granica detekcije Granica kvantifikacije
. . 0,012 ng/mL pg/L
Glifosat 0,004 ng/mL ili pg/L 0,030 ng/mL ili pg/L

Iz dobivenih rezultata validacije mjernog postupka, zakljuceno je da metoda za

odredivanje izomera glifosata zadovoljava postavljene zahtjeve 1 stoga je prikladna za

namijenjenu svrhu.
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4.2. Mjerna nesigurnost rezultata ispitivanja

Mjerna nesigurnost se moze definirati kao nesigurnost u rezultat mjerenja, a izrazava se
na temelju objektivne i1 subjektivne procjene analitiCara. Preduvjet pri odredivanju granica
mjerne nesigurnosti je sumnja u rezultat zadanog mjerenja. Upravo zato, svaki laboratorij mora
imati postavljene ciljne granice mjerne nesigurnosti za sve metode s kojima se koristi (81).
Prema podacima iz umjernica i certifikata, kao izvor nesigurnosti smatraju se ¢istoca standarda
i odmjerne tikvice i pipete. Osim toga, za izvore nesigurnosti uzimaju se i podaci dobiveni
validacijom metode, dugoro¢nim pracenjem rezultata ispitivanja te rezultati uzorkovanja.
Prilikom izracuna ponovljivosti pripreme standarda, iz stock standardne otopine CIP-a
koncentracije 80-800 pg/uL pripremaju se radne standardne otopine. Iz stock standarde otopine
izodrina koncentracije 100 pg/uL pripremljene su radne standardne otopine koncentracija 1; 3;
5; 8 1 10 pg/pL. Pripremljena radna standardna otopina izmjerena je po tri puta. Svaki
pripremljeni uzorak za interkalibraciju koji je koriSten za validaciju metode mjeren je jedanput,
a relativna mjerna nesigurnost uslijed ponovljivosti mjerenja izracunata je za koncentraciju
izodrina od 3,7 pg/uL koja odgovara koncentraciji od 0,0037 pg/L uzorka. Uzorak je razrijeden
1:10, tako da je prava koncentracija izodrina u uzorku 0,037 pg/L (Tablica 13).

Tablica 13. Ponovljivost pripreme standarda za izodrin

Pripremljena
koncentracija, pg/uL . > 5 2 5
1,21 3,12 4,87 8,01 9,99
0,99 | 3,06 5,02 7,85 10,05

1,23 3,17 4,97 7,94 9,97

Izmjerena
koncentracija, pg/uL

Sr. vrijednost 1,14 3,12 4,96 7,93 10,00
St. odstupanje 0,13 0,05 0,08 0,08 0,05
Srednj.e st. 0,08
odstupanje, Upmi
Cu 3,7 pg/nL 0,0037 pg/L
Upmi,r 0,021

Mjerna nesigurnost kod ponovljivost mjernog instrumenta:

srednje_st.odstupanje _ 0,08

upmi -

J/br._mjerenja_uzorka Vi = 0,08 pg/UL

N Upmi _ 0,08 pg/uL
PMLT T ¢, 3,7 pg/uL

= 0,021

cu - srednja koncentracija uzoraka
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Na grafickom prikazu izvora mjerne nesigurnosti za izodrin vidljivo je da iskoriStenje 1

ponovljivost pripreme uzorka najvise doprinose mjernoj nesigurnosti, dok ¢isto¢a standarda ne

doprinosi mjernoj nesigurnosti u znatnoj mjeri (Slika 23).

Ponovljivost mjerenja instrumenta

Ponovljivost pripreme uzorka

GRAFICKI PRIKAZ IZVORA MJERNE NESIGURNOSTI

Uzorkovanje

Kalibracijski pravac

Iskoristenje

Volumen standarda

Cistoca standarda

Slika 23. Graficki prikaz mjerne nesigurnosti za izodrin

Izvor: osobna arhiva

Tablica 14. Prikaz izraCuna mjerne nesigurnosti za izodrin

izodrin
]
]
]
]
]

—

-

0 0.61 0.62 0.(|)3 0.(I)4

u(x)/x

Izvor mierne Standardna Relativna Kvadrirana relativna
nesi uril osti Vrijednost, x nesigurnost, standardna standardna nesigurnost,
g u(x) nesigurnost, u(x)/x (u(x)/x)?
Cistoc¢a standarda 100 pg/mL 0,25 ng/mL 2,5%107 6,2*10°¢
Volumen standarda 10 mL 7,6¥102 mL 7,6%¥107 5,8%107
LGOI 0,037 pg/L 1,13%10° 0,031 9,6%10%
pripreme uzorka
Iskoristenje 0,037 ng/L 1,36%¥10° 0,037 1,4*%107
Ponovljivost
mjerenja 3,7 pg/uL 0,078 0,021 4,4%10™
instrumenta
Kalibracijski pravac 3,7 pg/uL 0,094 0,025 6,3*10™
Uzorkovanje 3,7 pg/uL 0,087 0,023 5,5%10™
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Za racunanje sastavljene mjerne nesigurnosti izodrina u obzir se uzima sljedeca

formula;:

+u’ +u:, ‘u

>
+u ppu.,r ik )

2
pmi.r

u = \/u‘r‘:r +u‘prs=r

u=,/(2,5103)2+(7,6:103)2+0,0312+ 0,0372+0,0212+0,0252+0,0232 = 0,063

Ugr = mjerna nesigurnost za Cistocu standarda

Uprs,r = Mjerna nesigurnost pripreme (volumena) radnih standardnih otopina
Upps,r = Mjerna nesigurnost uslijed ponovljivosti pripreme standarda

Uppu,r = Mjerna nesigurnost uslijed ponovljivosti pripreme

Uik = nesigurnost iskoristenja

Uco = nesigurnost kalibracijskog pravca
Za raCunanje proSirene mjerne nesigurnosti izodrina u obzir se uzima sljedeca formula:
U=k-u
U=2-0,063=0,126

Kako bi se proSirena mjerna nesigurnost izrazila u mjernoj jedinici, proSirena mjerna

nesigurnost se mnozi s rezultatom mjerenja:

3,7 pg/ul - 0,126 = 0,5 pg/uL = 0,0047 pg/L

Ukoliko je potrebno rezultat se moze prikazati kao (0,037 + 0,0047) pg/L uzorka za

1zodrin uz obuhvatni faktor k =2.

Tablica 15. Rezultati raCunanja sastavljene 1 proSirene mjerne nesigurnosti

Sastavliena ProSirena : .
mie r1J1 . mjerna | Rezultat, ~ Miema | Rezyltat, Mjerna
Komponenta 1) nesigurnost, = pg/uL nesigurnost, ng/L nesigurnost,
nesigurnost k=2 pg/uL ng/L
izodrin 0,063 0,126 3,7 0,5 0,037 0,0047
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4.3. Medulaboratorijsko ispitivanje (interkalibracija)

Medulaboratorijsko usporedno ispitivanje provodi se u svrhu vlastite provjere
kvalitetnog rada laboratorija. Na temelju toga dobiva se procijenjena razina sposobnosti
razliCitih laboratorija te se definira 'najbolja vrijednost" za konkretno mjerenje. Svaki
akreditirani laboratorij normom EN ISO/IEC 17025:2000 i EN ISO/IEC 9001:2000 je obavezan
provoditi medulaboratorijske usporedbe jer se na taj nacin zadovoljava sljedivost rezultata
mjerenja. Uz validaciju metode, interkalibracija je uvjet da bi odredeni laboratorij bio
akreditirani ili dobio ovlastenje od Ministarstva zdravstva za provodenje analiza za revizijski

monitoring i od Ministarstva zastite okoliSa 1 energetike za Hrvatske vode.

Ukoliko je z-score u skladu s unaprijed definiranim kriterijima prihvatljivosti,

laboratorij postaje akreditiran za analizu odredenih pesticida u vodi.

(x=xq)

Z-score se izraCunava prema formuli: Z =
o

x — rezultat pojedinog laboratorija
Xa — poznata, referencijska vrijednost analita

o — standardno odstupanje rezultata testa

Kiriteriji prihvatljivosti se odreduje s obzirom na dobiveni rezultat z-score-a:

- <|2| — osposobljenost laboratorija je zadovoljavajuca
- <|2-3| — osposobljenost laboratorija je upitna

- >3] — osposobljenost laboratorija je neprihvatljiva (79)

U Tablici 16 prikazane su predane vrijednosti, prave vrijednosti (ug/L), z-score
dobiven gore navedenom formulom, analizirani uzorci dobiveni u svrhu interkalibracije 1
odredena metoda analiziranja. Prema dobivenim z-score vrijednostima, moze se zakljuciti da je

osposobljenost laboratorija zadovoljavajuca.
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Tablica 16. Prikaz prave vrijednosti, predane vrijednosti i z-score-a u svrhu interkalibracije

Godina Predana Prava
et Uzorak Pesticid Metoda | vrijednost | vrijednost | z—score
(ug/L) (ug/L)
Industrijska . HPLC -
2019. otpadna voda Glifosat /oo 0,5465 0,4480 0,73
PovrSinska . . GC -
2021. odn Simazin oo 0,140 0,1374 0,06
Povrsinska . GC -
2021. s Atrazin MS/MS 0,119 0,1082 0,40
PovrSinska HPLC -
2021. odn Bentazon oo 0,1200 0,1949 -1,54
2021. Mli‘sg:na Heptaklor | GC-ECD | 0,0164 0,0157 0,15
2021. M‘i‘zgna Aldrin GC-ECD = 0,0177 0,0147 -0,57
2021. Povvrsgfka Izodrin | GC-ECD | 0,0135 0,0147 0,27
. . GC -
2022. Pitka voda Malation |\ o 0,0545 0,0772 1,18
. . GC -
2022. Pitka voda Diazinon MS/MS 0,0820 0,0850 -0,14
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5. RASPRAVA

Intenzivna poljoprivredna proizvodnja dovela je do znacajne upotrebe sredstava za
suzbijanje Stetnika 1 korova. Stoga, ostaci pesticida mogu dospjeti u podzemne i povrSinske
vode putem protoka i ispiranja tijekom velikih oborina, kontaminiraju¢i tako vodeni ekosustav.
Prisutnost tragova pesticida u vodenim ekosustavima ima Stetne ucinke koji variraju ovisno o

koncentraciji onecis¢ivaca, koli¢ini i vremenu izlaganja (82).

S obzirom na analiticko izvjesée tijekom SestogodiSnjeg razdoblja (2016. — 2021.),
udio pesticida u svim ispitanim uzorcima vode za ljudsku potroSnju, prirodnim mineralnim
vodama, prirodnim izvorskim vodama, stolnim, povrSinskim i podzemnim vodama je bio
znatno malen. Svi analizirani uzorci vode sadrZavali su udio pesticida koji je manji od granica
njihove kvantifikacije (Tablica 2). Prema Pravilniku o parametrima sukladnosti, metodama
analize, monitoringu i planovima sigurnosti vode za ljudsku potro$nju te nadinu vodenja
registra pravnih osoba koje obavljaju djelatnost javne vodoopskrbe (NN 125/17), maksimalno
dopustena koncentracija pesticida u vodi za ljudsku potro$nju smije iznositi najvise 0,10 pg/L.
U svim ispitanim uzoracima (N=348) u Sestogodisnjem razdoblju otkriven je udio pesticida koji
je manji od maksimalno dopustene koncentracije propisane Pravilnikom (Tablica 3). Treba
imati na umu da su u ovim krajevima stijene podrijetlom vapnenacke, koje imaju sposobnost
propustanja oneciS¢enja i upravo zbog toga je velika vjerojatnost da ¢e ostaci pesticida do¢i u
kontakt s podzemnim vodama. Medutim, razlog malom udjelu pesticida u vodi za ljudsku
potro$nju moze se pripisati ¢injenici da se u poljoprivredi na podru¢ju Primorsko — goranske
zupanije dobro provode agrotehnicke mjere. S obzirom na vrstu vodozahvata prilikom
uzorkovanja analiziranih uzoraka vode, pretezno su uzorkovane podzemne vode (N= 325).
Prema analiti¢kom izvjeS¢u, 2016. godine je analizirano 53 uzorka podzemne vode 1 3 uzorka
povrsinske vode, a 2017. godine 49 uzoraka podzemne, te 3 povrSinske vode. Uz to, 2018.,
2020.12021. godine je analiziran isti broj uzoraka povrsinskih (53) 1 podzemnih voda (4), dok
je 2019. godine ukupno analizirano 69 uzoraka vode, od kojih je 64 bilo iz podzemnog, a 5 iz
povrsinskog izvorista (Slika 14). Znatno male koncentracije pesticida u svim analiziranim
uzorcima vode mogu biti rezultat revizijskih monitoringa koji se redovito provode na

Nastavnom zavodu za javno zdravstvo Primorsko — goranske zupanije.

Prema El-Nahhal i sur. (2021), u 1116 uzoraka vode za ljudsku potros$nju iz 31 zemlje
diljem svijeta otkriveno je 58 rezidua organoklornih pesticida i njihovih metabolita u razli¢itim

frakcijama. Najvece koncentracije ostataka organoklornih pesticida u uzorcima vode otkrivene

45



su u vodi iz Libanona i1 Egipta (2,4'-DDD, 12,82 ng/L; heptaklor epoksid, heptaklor 9,01; 4,22
pg/L; aldrin 6,0), a najmanja koncentracija organoklornih pesticida zabiljezena je u vodi iz
Kanade (heptaklor, 0,000525 pg/L). Otkrivanje ostataka organoklornih pesticida u uzorcima
vode mozZe se pripisati povijesnoj poljoprivrednoj primjeni ovih spojeva. Stovise, ostaci
pesticida nakon primjene nastavljaju kruziti razli¢itim putovima, kao S§to su atmosferski
transport 1 otjecanje te se odupiru razgradnji i stoga ostaju u ekosustavu dulje vrijeme. Osim
toga, ostaci organoklorata mogu ispariti iz tla u atmosferu i difundirati kroz vodene sustave. U
istom broju uzoraka (N=1116) iz razli¢itih zemalja svijeta otkriveno je 27 organofosfornih
rezidua u uzorcima vode. Otkriveni organofosforni ostaci ukljucuju zinfos-metil, klorfenvinfos,
klorpirifos, cijanofos, diazinon, diklofention, diklorvos, dikrotofos, dimetoat, etion, etoprofos,
fenitrotion, fention, izofenfos-okson, malation, mefosfolan, metamidofos, monokrotofos,
ometofos, parathion-metilfoat, parathion-metilfot, parathion-metilfot tionazin i triazofos. U
uzorcima vode iz Njemacke otkrivena su samo dva rezidua organofosfornih pesticida s
rasponom koncentracija od 0,18-3,46 pg/L, dok je u uzorcima pitke vode iz Spanjolske
identificirano dvanaest organofosfornih pesticida s rasponom koncentracije od 1,01-21,95
pg/L. U usporedbi s ostacima organoklorata, organofosfati su rjede otkriveni u uzorcima vode

u ovom analiziranom radu (83).

U istrazivanju Schipper i sur. (2008), analizirani su uzorci podzemnih voda iz buSotina
u Nizozemskoj 2006. godine u svrhu monitoringa kvalitete podzemnih voda. Kako bi ispunili
zahtjev o maksimalno dopusStenoj koncentraciji pesticida u vodi za ljudsku potrosnju (0,1 pg/L),
koja je propisana Okvirnom direktivom o vodama, analizirana je Siroka lista pesticida. Od
ukupno 771 uzorka podzemnih voda, u 27% uzoraka su otkriveni ostaci pesticida, dok suu 11%
uzoraka pronadene prekoracene dozvoljene vrijednosti propisane Direktivom. Detaljna analiza
je pokazala da u gornjim slojevima podzemnih voda ima manje ostataka pesticida nego u
donjim dubljim slojevima. Uvjeti u donjim slojevima podzemnih voda su nepovoljniji za
daljnju redukciju ostataka pesticida zbog smanjene mikrobioloske aktivnosti, smanjene sorpcije

organskih tvari te smanjene razine kisika (84).
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6. ZAKLJUCAK

S obzirom na rezultate ovog istrazivanja kojim je analizirano 348 uzoraka vode za ljudsku
potro$nju, prirodnih mineralnih voda, prirodnih izvorskih voda, stolnih, povrSinskih i

podzemnih voda kroz Sestogodis$nje razdoblje (2016.-2021.), moze se zakljuciti sljedece:
e najvise analiziranih uzoraka Cinile su podzemne vode (N=325)

e svianalizirani uzorci sadrzavali su koncentraciju pesticida koja je bila manja od granica
njihovih kvantifikacija dobivenih validacijom analiti¢ckih metoda

e u svim ispitanim uzorcima nije otkrivena koncentracija pesticida koja prelazi
maksimalno dopustenu koncentraciju propisanu Pravilnikom

e s obzirom na znatno nisku koncentraciju pesticida koja je odredena posebno u svakom
uzorku, dokazano je da su svi uzorci bili zdravstveno ispravni

Niska koncentracija pesticida u svim analiziranim uzorcima s podrucja Primorsko — goranske

zupanije kroz Sestogodis$nje razdoblje moze se pripisati dobrim agrotehnickim mjerama.
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