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PRISUSTVO TRAGOVA LEKOVA I PESTICIDA U RECNIM SEDIMENTIMA 1
VODI | NJIHOVA SORPCIJA NA MATERIJALU AKVIFERA

Rezime. Predmet ove studije je razvoj i optimizacija novih metoda za pripremu
uzoraka vode i sedimenata i istovremenu analizu prisustva tragova lekova i pesticida u
njima, kao i razvoj i optimizacija metode pripreme uzoraka sedimenata za ispitivanje
sorpcije odabranih lekova i pesticida. Metode pripreme uzoraka zasnovane su na
ekstrakciji na cvrstoj fazi (SPE, eng. Solid-Phase Extraction), u slucaju pripreme
uzoraka vode i ultrazvu¢noj ekstrakciji rastvaratem (USE, eng. Ultrasonic Solvent
Extraction), u slucaju pripreme uzoraka sedimenata. Metoda analize zasnovana je na
teCnoj hromatografiji u kombinaciji sa tandem masenom spektrometrijom (HPLC-
MS/MS, eng. High Performance Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry).
Za najveci broj ispitivanih jedinjenja postignut je visok prinos.

Primena optimizovanih metoda za pripremu i analizu uzoraka povrSinske i
podzemne vode i re¢nih sedimenata izvrSena je na velikom broju realnih uzoraka reke
Dunav i njenih najvecih pritoka na teritoriji Republike Srbije. U cilju sagledavanja
stanja reke Dunav i eventualnog uticaja pritoka na njen kvalitet u pogledu prisustva
odredenih lekova i pesticida, uzorci su uzeti na klju¢nim tackama dela toka reke Dunav
u Srbiji i na lokacijama na njenim pritokama pozicioniranim neposredno pre ulivanja.
Rezultati su pokazali da se odredeni lekovi i pesticidi nalaze samo u povrsinskim i/ili
podzemnim vodama, dok se neki od njih nalaze samo u sedimentima. ZabeleZeno je da
se jedan analit na dve lokacije nalazi i u povrsSinskoj vodi i u sedimentu, ali nije
zabeleZzen slucaj da se neki od ispitivanih analita nalazi u sedimentu i u njemu
odgovaraju¢oj podzemnoj vodi, kao ni to da se nalazi u sva tri ispitivana medijuma na
istoj lokaciji.

U cilju daljeg razmatranja eventualnih razloga zbog kojih su neki od ispitivanih
lekova i pesticida najceS¢e nalaZeni u povrSinskoj vodi, bili vezani za sediment ili
ostvarili prolaz do podzemnih voda, na sedimentima sa odabranih lokacija ispitivana je
sorpcija lekova i pesticida. Jedan od uzoraka uzet je iz akvifera reke Save, zbog
specificnosti njegovog profila i Cinjenice da se nalazi u okviru vodozahvata grada
Beograda. Preostala tri uzorka sedimenata uzeta su iz Dunava i profila akvifera
drenaznog sistema Kovin-Dubovac, sa razli¢itih dubina, zbog ¢injenice da je najveéi

broj jedinjenja nadenih u podzemnim vodama zabeleZzen ba$ na ovom prostoru kao i



¢injenice da se radi o akviferu profila slicnog profilima preostalih akvifera ¢iji su uzorci
re¢nih sedimenata, povrSinske i podzemne vode prethodno analizirani na prisustvo

odabranih lekova i pesticida.

Kljucne reci: lekovi, pesticidi, re¢ni sedimenti, povrSinske i podzemne vode, sorpcija,
SPE, USE, HPLC-MS/MS

Naucéna oblast: |nzenjerstvo zastite zivotne sredine

UZa naucna oblast:

UDK broj:



TRACE LEVEL OF PHARMACEUTICALS AND PESTICIDES IN RIVER
SEDIMENTS AND WATER AND THEIR SORPTION ON AQUIFER MATERIAL

Abstract. The subject of this study is the development and optimization of new
methods for preparation of water and sediments samples and simultaneous analysis of
trace levels of pharmaceuticals and pesticides in them, as well as the development and
optimization of the method for preparation and testing of sediment samples on sorption
of selected pharmaceuticals and pesticides. Methods of samples preparation are based
on solid-phase extraction (SPE), in the case of water samples preparation, and ultrasonic
solvent extraction (USE), in the case of sediment samples preparation. The analysis
method is based on liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry
(HPLC-MS/MS). For the most of the tested compounds a high recovery was achieved.

The application of optimized methods for the preparation and analyses of
surface and ground water as well as river sediments was performed on a large number
of real samples from the Danube River and its major tributaries on the territory of the
Republic of Serbia. With the goal to overview the condition of the Danube River and
the potential impact of tributaries on its quality in terms of presence of certain
pharmaceuticals and pesticides, the samples were taken at key points of the flow of the
Danube River in Serbia and at locations of its tributaries positioned just before the
confluence. Results have shown that certain pharmaceuticals and pesticides are found
only in surface and/or ground waters, while some of them are found only in sediments.
It was noted that one analyte is found in the surface water and corresponding sediment
at two locations but none of the analytes have been found neither in the sediment and its
corresponding ground water, nor in all three tested media at the same location.

In order to estimate the reasons for occurence of some of the tested
pharmaceuticals and pesticides in surface or ground water or river sediment, optimized
methods were applied on the sediments from chosen locations for testing sorption of
pharmaceuticals and pesticides. One of the sediment samples was taken from the aquifer
of the Sava River, due to its specific profile and the fact that it is located within the
water intake of the city of Belgrade. The remaining three samples were taken from the
Danube aquifer of the drainage system Kovin-Dubovac, from different depths, given the
fact that the largest number of compounds found in the ground waters were noted

exactly in this area. This aquifer has a similar profile to the profiles of the remaining



aquifers where surface water, ground water and river sediments were previously

analyzed for selected pharmaceuticals and pesticides.

Key words: pharmaceuticals, pesticides, river sediments, surface and ground water,
sorption, SPE, USE, HPLC-MS/MS

Scientific area: Environmental Protection Engineering

Field of Academic Expertise:

UDC number:
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SPISAK OZNAKA

APCI - hemijska jonizacija na atmosferskom pritisku (eng. Atmospheric Pressure
Chemical lonization)

Cl — hemijska jonizacija (eng. Chemical lonization)

EC — Evropska Komisija (eng. European Commission)

El — jonizacija elektronskim udarom (eng. Electron Impact lonization)

ESI — elektrosprej jonizacija (eng. Electrospray lonization)

EU — Evropska unija (eng. European Union)

GC - gasna gromatografija (eng. Gas Chromatography)

HLB - uravnoteZene hidrofilne i lipofilne karakteristike (eng. Hydrophilic-Lipophilic
Balance)

HPLC - te¢na hromatografija visokih performansi (eng. High Performance Liquid
Chromathography)

IT — jonski trap (eng. lon Trap)

LC — te¢na hromatografija (eng. Liquid Chromathography)

LOD - granica detekcije (eng. Limit of Detection)

LOQ - granica kvantifikacije (eng. Limit of Quantification)

ME - uticaj matrice (eng. Matrix Effect)

MMS - standard koji odgovara matrici uzorka (eng. Matrix-Matched Standard)

MS — masena spektrometrija (eng. Mass Spectrometry)

MS/MS - tandem masena spektrometrija (eng. Tandem Mass Spectrometry)

PLE — te¢na ekstrakcija pod visokim pritiskom (eng. Pressurized Liquid Extraction)
QqQ — trostruki kvadrupol (eng. Triple Quadrupole)

RS - Republika Srbija

RSD - relativna standardna devijacija (eng. Relative Standard Deviation)

SFE - superkriti¢na ekstrakcija (eng. Supercritical Fluid Extraction)

SIM - pracenje odabranog jona (eng. Selected lon Monitoring)

SPE - ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (eng. Solid-Phase Extraction)

SPME — mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (eng. Solid-Phase Microextraction)

SRM - pracenje odabrane reakcije (eng. Selected Reaction Monitoring)
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1. UvOD

Konstantan i ubrzan razvoj drustva, industrije i medicine na globalnom nivou,
uprkos svim pozitivnim efektima, donosi sa sobom i znacajan broj problema koji tek
poslednjih decenija i godina postaju evidentni i ¢ijih posledica drustvo joS uvek nije
svesno u potpunosti. Kao osnovni kontra efekat snaznog razvoja javlja se sve
intenzivnije uzurpiranje i zagadivanje Zivotne sredine koje u mnogim sluc¢ajevima ima
trajne posledice. Jedan od vidova zagadivanja zivotne sredine koji kao rezultat ima
lan¢ani uticaj na veci broj razli¢itih medijuma, a na kraju se oslikava u direktnom i
indirektnom uticaju na zdravlje ljudi, jeste nekontrolisano i enormno ispustanje velikog
broja organskih jedinjenja u Zivotnu sredinu, izmedu ostalog i razli¢itih lekova i
pesticida. Lekovi i pesticidi, kao zagadujuce materije novijeg doba, sve vise postaju
predmet zabrinutosti brojnih naucnika (Buchberger, 2007; Kock-Schulmeyer et al.,
2013;. Farré et al., 2014; Togola et al., 2014; Caldas et al., 2016).

lako su istrazivanja posvecena analizi uzoraka zivotne sredine na prisustvo
lekova i pesticida relativno brojna u poslednje vreme, veéina razvijenih analiti¢kih
metoda se odnosi na hemijski slicna jedinjenja koja pripadaju odredenoj klasi lekova ili
pesticida. Razvoj jedinstvene metode koja obuhvata hemijski razli¢ite analite iz brojnih
klasa i dalje je izazov. S obzirom na to da se lekovi i pesticidi ¢esto nalaze zajedno u
otpadnim vodama, kako ruralnih tako i urbanih podrucja, potreba za razvojem
jedinstvene metode za analizu uzoraka voda na njihovo prisustvo je izuzetno velika,
odakle 1 proistice ideja za izradu ovog istrazivackog rada.

Kontaminacija re¢nih sedimenata razli¢itim organskim supstancama, metalima i
hranljivim materijama predstavlja sloZzen i dugoro¢an problem degradacije kvaliteta
zivotne sredine. Pored toga Sto predstavljaju sabirnike zagaduju¢ih materija, recni
sedimenti mogu postati i sekundarni izvori zagadenja voda i zivotne sredine, nakon
njihove remobilizacije izazvane prirodnim kretanjem vode u koritu i drugim promenama
u okolini, kao i usled poremecaja izazvanih antropogenim delovanjem, promena u
hemijskom sastavu vodene faze ili usled bioloskih aktivnosti koje se u takvoj sredini
prirodno odvijaju. Do ponovnog pokretanja zagadujuc¢ih materija moze do¢i mnogo

kasnije nakon inicijalnog unosa u sistem sediment/voda, usled ¢ega ¢e njihovom



Stetnom delovanju biti prvenstveno izlozen zivi svet u vodi, a nakon toga i organizmi
viseg reda, usled konzumiranja vode ili putem lanca ishrane. Imaju¢i u vidu vrste
zagaduju¢ih materija poput lekova i pesticida, treba naglasiti da je navedeni problem
posebno bitan za vodene sisteme u oblastima u kojima ne postoje sistemi za
precis¢avanje otpadnih voda i gde se gotovo celokupna koli¢ina netretiranih komunalnih
otpadnih voda ispusta u prirodne vodotoke.

Uzimaju¢i u obzir sve navedeno dolazi se do zakljucka da je razvoj metoda za
sveobuhvatnu analizu uzoraka iz ovakvih sistema od izuzetne vaZnosti za zemlju kao $to
je Srbija koja pripada delu sveta u kome se vise od 60% ukupne koli¢ine svih otpadnih
voda ispusta bez precis¢avanja (UNEP/UN-HABITAT, 2010).

U sklopu izrade ovog rada razvijene su i optimizovane metoda pripreme
uzoraka recnih sedimenata za simultanu ekstrakciju odabranih lekova i pesticida, kao
i metoda pripreme uzoraka povrSinskih i podzemnih voda. Metode su zasnovane na
ideji istovremene ekstrakcije veoma razliCitih analita 1 preciS¢avanja dobijenih
ekstrakata. Takode je razvijena visoko efikasna i precizna instrumentalna metoda za
analizu i istovremeno odredivanje odabranih lekova i pesticida u dobijenim
ekstraktima.

Sa ciljem da se dode do potpunijeg razumevanja kretanja analita kroz matrice u
okviru odredenog akvifera, razvijena je i optimizovana metoda za ispitivanje sorpcije
svih, u okviru ove teze ispitivanih, analita na razli¢itim sedimentnim materijalima. Plan
je bio ispitati sorpciju navedenih analita na sedimentnim materijalima koji poticu iz
razli¢itih dubina sedimentnih nanosa i razli¢itih tipova akvifera, u cilju sagledavanja
njenog doprinosa efikasnosti samoprecis¢avajuceg efekta akvifera.

Za istovremeno odredivanje tragova lekova 1 pesticida u sedimentima i
povrSinskim i podzemnim vodama primenjena je metoda visoko efikasne tecne
hromatografije sa tandem masenom spektrometrijom (HPLC-MS/MS, eng. High
Performance Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry), kao jedna od
najsavremenijih tehnika za identifikaciju i kvantitativno odredivanje polarnih i termicki
nestabilnih jedinjenja, pri izuzetno malim koncentracijama. Za ekstrakciju analita iz
sedimenata kori$¢ena je metoda ekstrakcije muckanjem u utrazvu¢nom kupatilu (USE,
eng. Ultrasonic Solvent Extraction), kao jedna od najzastupljenijih tehnika ekstrakcije iz

matrica ovog tipa. Za ekstrakciju analita iz povrSinskih i podzemnih voda koris¢ena je



efikasna tehnika ekstrakcije na Cvrstoj fazi (SPE, eng. Solid-Phase Extraction) koja
spada u savremene nacine pripreme uzoraka za analizu. Ispitivanje sorpcije lekova i
pesticida na sedimentima vrSeno je primenom prethodno razvijene metode produzenog
kontakta sedimenata i vodenih rastvora analita u optimalnim uslovima za ispitivane

analite.



2. TEORIJSKI DEO

2.1. LEKOVI I PESTICIDI KAO ZAGAPUJUCE MATERIJE

Nekontrolisano ispustanje lekova i pesticida u zivotnu sredinu dovodi do
njihovog stalnog prisustva u Zivotnoj sredini i lancu ishrane, kao i njihove akumulacije
u zemljistu, re¢nim sedimentima i biljnim vrstama. Akumulacija lekova i pesticida,
izmedu ostalog, predstavlja posebno vazan segment razmatranja negativnog uticaja na
zivi svet, buduéi da se akumuliranjem stvara sredina u kojoj je njihova koncentracija
povecana i pri ¢emu date akumulacije prete da postanu sekundarni izvori zagadenja
ovim materijama. Ovo je posebno vazno kada se radi o jedinjenjima koja se ne sintetiSu
spontano u prirodnim uslovima ve¢ su posledica veStacke kreacije ili bar sadrze
strukturne elemente koji se ne mogu biohemijski sintetizovati (Daughton i Ternes, 1999;
Rieger et al., 2002).

2.1.1. LEKOVI I NJIHOV PUT DO MATRICA ZIVOTNE SREDINE

Lekovi pripadaju relativno novoj grupi zagadujuéih materija. Njihovo prisustvo
u zivotnoj sredini predstavlja rezultat prekomerne upotrebe u o¢uvanju zdravlja ljudi i
zivotinja, neadekvatnog odlaganja od strane potrosaca i neprilagodenosti sistema za
precis¢avanje otpadnih voda da ih u potpunosti uklone u toku tretmana. Problemi koji
nastaju usled njihovog prisustva u Zivotnoj sredini najlakSe se mogu predstaviti na
primeru antibiotika tj. sve ¢e$¢oj pojavi rezistentnosti mikroorganizama na dejstvo ovih
lekova, §to za posledicu ima ¢ak i povecanje smrtnosti usled nedostatka adekvatnih
antibiotika u datim situacijama (Jgrgensen i Halling-Sgrensen, 2000; Kimmerer, 2001,
Beausse, 2004; Wasik et al., 2007; Mansour et al., 2016).

Glavni izvori zagadenja zivotne sredine lekovima razli¢itih grupa predstavljaju
komunalne otpadne vode, otpadne vode sa farmi, poljoprivredna zemljiSta tretirana
stajnjakom koji sadrzi razliCite vrste veterinarskih lekova, bolnice, instituti i drugi centri

za zastitu zdravlja, zatim industrija, divlje deponije i dr. (slika 1) (Gruji¢, 2009).
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Slika 1. Prikaz putanja kojima lekovi dospevaju u Zivotnu sredinu (Grujié, 2009)

U Zivotnu sredinu lekovi dospevaju u najveCem broju slucajeva u
nepromenjenom obliku, zbog brzine izlucivanja iz organizma koji se tim lekovima
tretira. Takode, u Zivotnu sredinu dospevaju i u formi razli¢itih metabolita, koji dalje
imaju svoj put razgradnje i mogu se transformisati u veéi broj novih jedinjenja (Hirsch
et al., 1999; Ternes, 2001; Diaz-Cruz et al., 2003).

Lekovi ukljucuju vise od 4000 molekula i 10000 proizvoda sa razli¢itim fizicko-
hemijskim i bioloskim karakteristikama (Beausse, 2004). Prema Zakonu o lekovima i
medicinskim sredstvima (,,SI. gl. RS*, br. 30/2010 i 107/2012), lekovi se definiSu kao
proizvod koji se stavlja u promet u odredenoj jacini, farmaceutskom obliku i pakovanju,
a koji sadrzi supstancu ili kombinaciju supstanci za koju se pokazalo da ima svojstvo da
leci ili sprec¢ava bolesti kod ljudi, odnosno zivotinja, kao i supstancu ili kombinaciju
supstanci koja se moZe koristiti ili primenjivati na ljudima, odnosno Zivotinjama, bilo sa
namerom da se ponovo uspostavi, poboljsa ili izmeni fizioloska funkcija putem
farmakoloSkog, imunoloskog ili metabolickog dejstva ili da se postavi medicinska
dijagnoza. Lekovi mogu biti humanog (krv i proizvodi od krvi), Zzivotinjskog
(mikroorganizmi, cele zivotinje, delovi organa, zZivotinjski sekreti, toksini, ekstrakti,
proizvodi iz krvi), biljnog (mikroorganizmi, cele biljke, delovi biljaka, biljni sekreti,
ekstrakti) i hemijskog porekla (hemijski elementi, hemijske supstance koje se u prirodi

nalaze u datom obliku, kao i hemijski proizvodi dobijeni hemijskom promenom ili
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sintezom). Podelu lekova nije lako izvrsiti, ali ona koja se najcesce koristi podrazumeva

podelu na lekove prema terapeutskoj nameni. Najcesce se koriste slede¢e grupe lekova

(www.stetoskop.info):

1.

Antibiotici — jedinjenja koja inhibiraju rast ili uniStavaju mikroorganizme u
potpunosti, u organizmu ¢oveka ili zivotinje. U antibiotike se ubrajaju B-laktami
(penicilini, cefalosporini), sulfonamidi, makrolidi, tetraciklini, aminoglikozidi,
glikopeptidi, linkozamidi i dr. (Diaz-Cruz i Barcelo, 2005).

Sedativi — lekovi koji deluju kao depresori centralnog nervnog sistema i
prouzrokuju pospanost i razlicite nivoe umirenja, u zavisnosti od primenjene
doze. Po hemijskom sastavu dele se na benzodiazepine i nebenzodiazepinske
hipnotike, barbiturate i agoniste melatonin receptora (Miao i Metcalfe, 2003).
Analgoantipiretici — lekovi protiv bolova, koji suzbijaju i poviSenu telesnu
temperaturu, a veéina deluje i antiinflamatorno tj. sniZzava i zaustavlja proces
zapaljenja (Heberer, 2002).

Antihipertenzivi — lekovi koji se koriste za leCenje hipertenzije, a obuhvataju
slede¢e grupe lekova: antihipertenzivi u uzem smislu re¢i (alfa-blokatori,
direktni vazodilatatori), diuretici, organski nitrati, beta-blokatori, antagonisti
kalcijumovih kanala, inhibitori angiotenzin konvertirajuceg enzima (ACE
inhibitori), inhibitori angiotenzina Il (ATII inhibitori).

Antiepileptici — lekovi koji se koriste za kontrolu napada epilepsije, a
funkcioniSu na jedan od tri glavna nacina: pojacavanje delovanja
gamaaminobuterne kiseline, inhibiranje funkcije natrijumovih kanala i

inhibiranje funkcije kalcijumovih kanala.

2.1.2. PESTICIDI I NJIHOV PUT DO MATRICA ZIVOTNE SREDINE

Pesticidi su jedinjenja koja se Koriste za suzbijanje biljnih bolesti, Stetnih

insekata i drugih Zivotinja (glodara i dr.), kao i biljaka u procesima proizvodnje hrane,

zatim suzbijanje StetoCina i plesni u toku skladiStenja poljoprivrednih proizvoda i dr.

Osnovna podela pesticida izvrSena je upravo prema grupi zivih organizama koja se

njima kontroli$e i/ili suzbija (Janji¢ i Mitri¢, 2004):

1.

Herbicidi — jedinjenja za uniStavanje korova i drugih biljaka;



2. Zoocidi — jedinjenja za kontrolu i suzbijanje Stetnih organizama iz grupe

animalia, dele se prema grupi Zivotinja koje suzbijaju na:
a) Insekticide — sredstva za suzbijanje insekata;
b) Akaricide — sredstva za suzbijanje grinja;
¢) Nematocide — sredstva za suzbijanje nematoda;
d) Miliskocide (limacide) — sredstva za suzbijanje puzeva;
e) Rodenticide (muricide) — sredstva za suzbijanje glodara;
f) Awvicide — sredstva za suzbijanje ptica;

3. Fungicidi — jedinjenja za suzbijanje i prevenciju pojave fitopatogenih gljiva;

4. Baktericidi — jedinjenja za suzbijanje i prevenciju pojave fitopatogenih bakterija;

5. Antibiotici — jedinjenja koja deluju antagonisticki na neke mikroorganizme
prouzrokovace biljnih bolesti;

6. Repelenti i atraktanti — repelenti su sredstva za odbijanje insekata, grinja, ptica i
glodara, a atraktanti su sredstva za primamljivanje insekata, grinja, ptica i
glodara;

7. Hemosterilizanti — sredstava za suzbijanje S$tetoCina izazivanjem sterilnosti
muskih ili zenskih individua;

8. Fiziotropi — jedinjenja koja usporavaju ili modifikuju pojedine fizioloSke
procese kod biljaka.

Prema svim svojim svojstvima pesticidi su manje ili vise otrovne materije koje
unete u organizam ¢oveka mogu, pod izvesnim okolnostima, dovesti do teSkog trovanja,
kao 1 do smrtnog ishoda (Mokranjac, 2001). Toksi¢nost ovih jedinjenja je merljiva,
izraZzava se dozama u odnosu na Zive organizme ili koli¢inama po jedinici povrSine koja
se tretira 1 predstavlja izuzetno interesantno podrucje ispitivanja i pracenja u gotovo
svim matricama Zivotne sredine. Koliko ih ima u upotrebi govori podatak iz Evropske
unije (EU) da se na zvani¢noj listi nalazi vise od 600 razliCitih pesticida za koje je
propisana maksimalno dozvoljena koncencentracija u hrani, kao i to da se u EU
godisnje proda priblizno 320000 t ovih aktivnih supstanci, $to zna¢i da EU ¢ini jednu
Cetvrtinu svetskog trziSta pesticida (European Commission Legislation of maximum
residue levels, 2016).

Prisustvo pesticida u zivotnoj sredini odavno je evidentno buduci da je njihova

primena postala integralni deo moderne poljoprivrede, vocarstva 1 Sumarstva. Takode,



pesticidi sve viSe postaju znacajan faktor oCuvanja zahtevanih komunalnih uslova, na
prvom mestu, u urbanim sredinama. Ove zagaduju¢e materije se spiraju sa tretiranih
povrsina i na taj nacin dospevaju na zemljiste 1 u povrSinske vode, a zatim 1 u recne

sedimente i njima odgovaraju¢e podzemne vode (slika 2) (Kuster et al., 2009).

Poljoprivreda Primena u urbanim sredinama
TR i
e R Y T

¢ Neadekvatna primena
A

Urbane
sredine

‘%k Baite

Kanalizacija

Spiranje vodom

R Drenaia v

Difuzija Postrojenja za preciS¢avanje otpadnih voda

Slika 2. Prikaz putanja kojima pesticidi dospevaju u Zivotnu sredinu (Kuster et al., 2009)

2.1.3. PRISUSTVO LEKOVA | PESTICIDA U VODI | SEDIMENTIMA

Literatura pokazuje da je prisustvo lekova i pesticida najce$¢e ispitivano u
vodama, bilo otpadnim, povrSinskim, podzemnim ili vodi za pic¢e (Petrovi¢ et al., 2010;
Van de Steene et al., 2010; Wille et al., 2012; Meffe i Bustamante, 2014; Caldas et al.,
2016), a da se relativno mali broj studija bavi ispitivanjem njihovog prisustva u re¢nim
sedimentima sa kojima voda kao matrica ima intenzivnu i konstantnu razmenu
materijala i uticaja (Vazquez-Roig et al., 2010; Kock-Schulmeyer et al., 2013; Masia et
al., 2015), kao i u kanalizacionom mulju (Radjenovi¢ et al., 2010; Chen et al., 2013;
Masia et al., 2015).



U tabeli 1 je dat kratak pregled literature u pogledu detekcije odredenih lekova i

pesticida u povrSinskim i podzemnim vodama, dok je u tabeli 2 dat pregled literature u

pogledu njihovog detektovanja u re¢nim sedimentima.

Tabela 1. Pregled rezultata ispitivanja prisustva odredenih lekova i pesticida u povrsinskim i
podzemnim vodama

Analiti Koncentracija (ng L™) Matrica Literatura
Lekovi
Karbamazepin 55
Diazepam 1,6 . )
. Povrsinske vode Vazquez-Roig et al.,
Diklofenak 0,5 L
(Spanija) 2012
Sulfametoksazol 1,6
Trimetoprim 0,1
Karbamazepin 2,9-23,1
Atorvastatin 3,0-101,3 PovrSinske vode
Conley et al., 2008
Sulfametoksazol 3,1-33,0 (SAD)
Trimetoprim 2,3-63,6
Karbamazepin 22,0-551,0 Povrsinske vode
Palmer et al., 2008
Ibuprofen 39-126,0 (SAD)
Karbamazepin 33,0-66,0 )
PovrSinske vode
Ibuprofen 5,0-34,0 ]
. (sliv reke Dunav, Loos et al., 2010
Diklofenak 5,0 ] )
viSe zemalja)
Sulfametoksazol 12,0-85,0
Karbamazepin 25,0-1075,0
Diklofenak 1030,0
Povrsinske vode
Ibuprofen 55,0 Heberer, 2002
(Nemacka)
Ketoprofen 65,0
Gemfibrozil 35,0
4-AAA 120,0-1000,0 PovrSinske vode
Zuehlke et al., 2004
4-FAA 70,0-1000,0 (Nemacka)




Tabela 1. (nastavak)

Analiti Koncentracija (ng L™) Matrica Literatura
Pesticidi
Karbendazim 2,78
Imidakloprid 1,06-1,66
Dimetoat 0,47-2,57 Povrsinske i
Malation 0,33 podzemne vode Ccanccapa et al., 2016
Atrazin 1,99 (Spanija)
Propazin 0,14
Simazin 3,28
Atrazin <50 Povrsinske vode
Simazin <50 (sliv reke Dunav, Loos et al., 2010
Diuron 50 viSe zemalja)
) PovrSinske vode
Karbendazim 160,0-5500,0 L Vega et al., 2005
(Spanija)
Simazin 45,0 .
] PovrSinske vode
Atrazin 314,0 . Kuster et al., 2009
: (Spanija)
Diuron 15,0
. Povrsinske i
Atrazin 56,0-73,0
. podzemne vode Carvalho et al., 2008
Diuron 56,0 .
(Spanija)
) Povrsinske vode )
Karbendazim 110,0-320,0 Makihata et al., 2003
(Japan)
Karbendazim 8,0-22,0 ) )
. PovrsSinske i
Dimetoat 23,0
podzemne vode Dujakovic et al., 2010
Karbofuran 25,0 N
] (Srbija)
Propazin 6,0-18,0
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Tabela 2. Pregled rezultata ispitivanja prisustva odredenih lekova i pesticida u recnim

sedimentima

Analiti Koncentracija (ng g™%) Matrica Literatura
Lekovi
Atorvastatin 0,12-2,99
Karbamazepin 0,40-2,84
Diklofenak 0,69-3,36 . ] ) ]

. o Sedimenti Ferreira da Silva et al.,
Eritromicin 26,3-33,5 L

(Spanija) 2011

Ibuprofen 1,76-20,9
Lorazepam 3,03-3,35
Metoprolol 0,59-4,10
Trimetoprim 0,42-2,34
Diklofenak <LOQ
Ibuprofen <LOQ
Sulfametoksazol 11,2 Sedimenti

. . L Martin et al., 2010
Trimetoprim <LOQ (Spanija)
Karbamazepin <LOQ
Propranolol 3,37
Eritromicin 1,26-62,7
Sulfadiazin 3,08-83,9
Sulfametazin 4,42-69,5 ) o

. o Sedimenti (Kina) Yang et al., 2010

Oksitetraciklin 0,93-196,0
Ofloksacin 11,4-1560,0
Tetraciklin 2,96-72,6
Pesticidi
Malation 0,08 Sedimenti (Spanija)  Ccanccapa et al., 2016
Atrazin 140
Simazin 230 . . .

. Sedimenti (Italija) Carafa et al., 2007
Diuron 770
Linuron 200

2.1.4. UKLANJANJE LEKOVA I PESTICIDA U SISTEMIMA ZA

PRECISCAVANJE OTPADNIH VODA

Kada je u pitanju preciS¢avanje otpadnih voda, sistemi za prec¢iS¢avanje koji su

zastupljeni

u najveéem broju

slucajeva obuhvataju konvencionalne

tehnike
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pre€is¢avanja i nisu u stanju da se izbore sa jedinjenjima poput lekova i pesticida.
Sistemi koji uklju¢uju naprednije tehnologije preciS¢avanja uspesno uklanjaju ovu vrstu
zagadujuc¢ih materija (Radjenovic¢ et al. 2007, 2008 i 2009; Dolar i Kosuti¢, 2013), ali je
problem §to ovako kompleksnih postrojenja u svetu ima malo, prevashodno zbog jos
uvek visoke cene investicionih ulaganja. U podrucju u kome se nalazi Republika Srbija
jo§ uvek nije instalirano nijedno postrojenje koje ukljucuje jednu od unapredenih
tehnika.
Od pomenutih modernih tehnologija najznacajnije su (Von Sperling, 2007):

1. Ozonizacija - podrazumeva upotrebu ozona kao snaznog oksidanta i
dezinficijenta. Ozon je nestabilan gas, plave boje i karakteristicnog mirisa.
Njegova stabilnost se izrazava kroz vreme razgradnje reda veli¢ine jednog
minuta. Proizvodi se postupkom elektrolize, fotohemijskim i radiohemijskim
reakcijama 1 elektri¢cnim praZnjenjem. Koristi se kao deo sistema za
preciS¢avanje otpadnih voda, kao i1 deo sistema za pripremu vode za pic¢e. Rad
sistema za ozonizaciju je u osnovi sacinjen od sledec¢ih faza: 1. priprema gasa za
dobijanje suvog napojnog gasa za generisanje 0zona; 2. generisanje ozona; 3.
uvodenje ozona u vodu kroz konektore i sisteme za rastvaranje ozona u vodi; 4.
destrukcija ozona u izlaznom gasu;

2. Reverzna osmoza — predstavlja najzastupljeniji oblik fine filtracije. Ovaj proces
omogucava odstranjivanje najsitnijih Cestica zbog Cega se koristi u sistemima
precis€avanja voda do nivoa koji zadovoljava i1 najzahtevnije kriterijume
farmaceutske i drugih procesnih industrija. Radi na principu izmene prirodnog
smera osmotskog procesa. Voda koja se preCiS¢ava usmerava se kroz
polupropustljivu membranu pri pritisku ve¢em od osmotskog pritiska;

3. Nanofiltracija — je proces membranske filtracije fino¢e izmedu ultrafiltracije i
reverzne osmoze. Nominalna veli¢ina polupropustljive membrane iznosi oko
1nm;

4. MBR tehnologija (eng. Membran Bioreactor Technology) — tehnologija koja
podrazumeva upotrebu kombinacije tradicionalnih procesa precis¢avanja
(biorazgradnja organskih jedinjenja i biolosko uklanjanje nutrijenata) sa
membranskim procesom separacije (mikrofiltracija i ultrafiltracija).
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2.2. SORPCIJA LEKOVA I PESTICIDA U SISTEMU
SEDIMENT/VODA

Sediment je vaZzna dinami¢ka komponenta prirodnih vodenih sistema koja usled
snazne tendencije vezivanja predstavlja rezervoar mnogih toksi¢nih i perzistentnih
jedinjenja antropogenog porekla. Akumulacija ovih jedinjenja u sedimentu moze imati
izuzetno Stetne efekte po ekosistem.

Prisustvo lekova 1 pesticida u sedimentima, teorijski gledano, najéesée zavisi od
fotostabilnosti i poluzivota samog jedinjenja, njegovog vezivanja i kapaciteta sorpcije,
njegove brzine degradacije i izluZivanja u vodu (Diaz-Cruz et al., 2003). Sorpcija
predstavlja odlucujuci proces za sudbinu organskih jedinjenja u zemljistu 1 sedimentima
Zivotne sredine, ali svakako ne jedini. Stepen sorpcije zavisi od fizicko-hemijskih
svojstava zagaduju¢ih materija ali i sadrZaja organske materije u sedimentu, mineralnog
sastava, jonoizmenjivackog kapaciteta, pH vrednosti i mogucnosti formiranja
kompleksa sa metalnim jonima poput jona Ca, Mg, Fe ili Al. Jedinjenja koja se snazno
sorbuju imaju tendenciju da se akumuliraju na povrSinskim slojevima zemljista i
sedimenata, dok veoma mobilna organska jedinjenja imaju tendenciju da se izluZuju
dalje, odnosno da budu transportovana u podzemne vode i drenazne sisteme ali i da
budu isprana u povrsinske vode (Karickhoff et al., 1979; Diaz-Cruz et al., 2003; Drillia
et al., 2005).

Kako ¢e jedinjenja biti raspodeljena izmedu te¢ne i ¢vrste faze u teoriji zavisi od
osnovnih fizi¢ko-hemijskih svojstava kao Sto su rastvorljivost u vodi i sposobnost datih
jedinjenja da se vezu za ¢vrstu fazu. Uzevsi u obzir navedeno, pracenje i tumacenje
mogucih dogadaja deluje relativno jednostavno. Ipak, u realnim uzorcima se radi o vrlo
sloZzenim procesima i zapravo je veoma tesSko utvrditi i predvideti o¢ekivanu raspodelu u
slucaju matrica iz zivotne sredine.

Broj studija koje se bave ispitivanjem sorpcije lekova i pesticida u sistemu
sediment/voda je veoma ograni¢en i usmeren na mali broj jedinjenja (Zhang et al.,

2010; Chen et al., 2013; Burke et al. 2013; Gui et al., 2016).

13



2.2.1. SORPCIJA -POJAM | DEFINICIJA

Sorpcija predstavlja spontani fizicko-hemijski proces koji se javlja pri kontaktu
Cvrste sa teGnom ili gasovitom fazom, a usled teZnje za smanjenjem slobodne energije
povrSine faza. Kao rezultat ove teznje dolazi do promene koncentracije neke od
prisutnin komponenata na grani¢noj povrSini faza heterogenog sistema. Komponenta
teCne faze koja se sorbuje predstavlja sorbat, dok se faza na kojoj se vrsi sorpcija naziva
sorbent. Sam proces je kompetitivan buduci da je u slucaju sorpcije novih jedinjenja
neophodno da dode do desorbovanja jedinjenja koja su prethodno bila vezana na
povrSini sorbenta. Na granici faza sorbovace se one komponente sistema Cijim
prisustvom se smanjuje specifiéna povrsinska energija datog sistema (Aboul-Kassim i
Simoneit, 2001).

Sorpcija, u zavisnosti od prirode veza koje se uspostavljaju izmedu sorbenta i
sorbata, moze biti: fizicka 1 hemijska.

Fizicka adsorpcija (fizisorpcija) nastaje usled dejstva Van der Valsovih sila
(Johannes Diderik van der Waals), koje, iako dugog dometa, spadaju u slabe sile, zbog
cega je energija koja se oslobodi pri fizickoj sorpciji mala i reda veliine entalpije
kondenzacije. Ona je posebno izrazena na nizim temperaturama (nizim od tacke
kljucanja adsorbata) i karakteriSe je niska energija sorpcije, buduci da je potrebna niza
energija aktivacije. MoZe biti viSeslojna. Prilikom ostvarivanja ovog nacina sorpcije ne
dolazi do znacdajne preraspodele gustine elektrona ni u molekulu sorbata ni na povrsini
sorbenta (Pordevi¢ i Drzi¢, 1994).

Hemijska adsorpcija (hemisorpcija) ukljucuje prenos elektrona pa samim tim
predstavlja stvaranje hemijske veze izmedu sorbenta i molekula sorbata. U zavisnosti od
naéina razmene elektrona dolazi do uspostavljanja jonske, kovalentne, koordinativno
kovalentne ili vodoni¢ne veze. Hemisorpciju prati velika energija prenosa, buduéi da
adsorbat obrazuje jake lokalne veze sa aktivnim centrima na sorbentu pa se vezani
molekuli sorbata ne mogu lako kretati po sorpcionoj povrsini i potrebna je daleko veca
aktivaciona energija nego u slucaju fizicke adsorpcije. Specificnost je da se
hemisorpcija moze odvijati pri visokim temperaturama. Koli¢ina supstance koja podleze
hemisorpciji zavisi od svojstava kako sorbenta tako i sorbata, a samo vezivanje se

odvija u monosloju (Weber, 1972; Pordevi¢ i Drazi¢, 1994).
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Ukoliko izmedu aktivnih centara sorpcije i molekula sorbata postoji odredena
hemijska srodnost, tada ¢e fizicka sorpCija biti praéena hemisorpcijom. U realnim
sistemima najéeS¢e je prisutna kombinacija i jedne i druge vrste sorbovanja, tj.
ostvarena adsorpcija je delom fizicka a delom hemijska. Od vrste sistema sorbent/sorbat
I fizicko-hemijskih uslova sredine zavisi koja od ove dve sorpcije ¢e preovladati u
datom sistemu (tabela 3) (Pordevi¢ i Drazi¢, 1994).

Tabela 3. Prikaz konvencionalnih kriterijuma za razlikovanje fizicke od hemijske sorpcije

Fizi¢ka sorpcija Hemijska sorpcija
Parametar o - . .
(fizisorpcija) (hemisorpcija)
NiZa od temperature Znatno viSa od temperature
Temperatura ) ) ] )
klju¢anja sorbata klju¢anja adsorbata
Toplota sorpcije Relativno mala Veéa — priblizna toploti reakcije
B L Nije potrebna ili Potrebna i zavisi od pokrivenosti
Energija aktivacije . o .
relativno mala povrsine i jacine adsorpcije
Brzina uspostavljanja Aktivirana — brza
. Vrlo brza o
ravnoteze Neaktivirana — spora

Sorpcija je, taénije, izraz koji se najéeSce u literaturi koristi umesto izraza
»adsorpcija“ a obuhvata sve mehanizme koji kao rezultat daju vezivanje adsorbata za
povrsinu ¢vrste faze, kao Sto su jonska izmena, kompleksiranje, precipitacija (talozenje)
i dr. U konkrethom sistemu sediment/voda, sorpcija oznaava pojavu vezivanja
odredene komponente vodene faze za Cvrstu fazu sa kojom se nalazi u kontaktu
(suspendovane Cestice, sediment).

Nasuprot hemijske sorpcije koja je nepovratan proces, u slucaju fizicke sorpcije
molekuli sorbata su u mogucnosti da prime odredenu koli¢inu kineti¢ke energije koja
¢e omoguciti otpustanje ovih molekula sa povrSine sorbenta i njihov povratak u te¢nu
fazu. Ova pojava se naziva desorpcija. Desorpcija raste sa porastom povrsine sorbenta
pokrivene molekulima sorbata. Buduc¢i da sorpcija tokom vremena opada a desorpcija
raste, jasno je da se moze ocekivati da se u nekom trenutku uspostavi dinamicka
ravnoteza izmedu ova dva procesa. Uspostavljena dinamicka ravnoteza naziva se
ravnoteza sorpcije ili sorpciona ravnoteza, a predstavlja stanje u kome je broj molekula

sorbata koji se vezu za sorbent jednak broju molekula sorbata koji biva otpusten sa
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sorbenta u jedinici vremena (Pordevi¢ i Drazi¢, 1994). Brzina uspostavljanja sorpcione
ravnoteze zavisi od temperature, pH vrednosti, prirode i koncentracije sorbata i

karakteristika povrsine na kojoj se sorpcija odigrava.

2.2.2. RAVNOTEZA PROCESA - SORPCIONE IZOTERME

Pracenje sorpcije organskih jedinjenja iz vodenog rastvora na sedimentu i
utvrdivanje karakteristika sorpcije zahtevaju obezbedivanje pouzdanih i1 ponovljivih
podataka iz eksperimenata koji obuhvataju uspostavljanje sorpcione ravnoteze za dati
sistem sorbent/sorbat, pod odredenim uslovima. Eksperimenti se obavljaju pri
konstantnoj temperaturi i drugim fizicko-hemijskim parametrima (npr. pH vrednost)
(Pordevi¢ i Drazi¢, 1994).

Kvantifikacija sorpcije se vrsi proucavanjem zavisnosti mase sorbata vezanog po
jedinici mase sorbenta, Cs i ravnotezne koncentracije sorbata u vodi C, pri konstantnoj
temperaturi (jednac¢ina 1). Navedeni odnosi se predstavljaju graficki a dati grafici se

nazivaju sorpcione izoterme i u najve¢em broju slu¢ajeva su nelinearne.
Cs=f(Cw) (1)

Poznavanje ravnoteZe sorpcionog procesa vazno je sa dva aspekta: odredivanje
sorpcionog kapaciteta sorbenta pri datim eksperimentalnim uslovima i odredivanje
selektivnosti sorbenta, ukoliko u rastvoru koegzistira viSe supstanci koje mogu biti
sorbovane.

Sorpcione izoterme se, u zavisnosti od oblika funkcija navedenog odnosa, dele
na Cetiri grupe (Slika 3) (Delle Site, 2000; Limousin et al., 2007):

— C-tip — prolazi kroz koordinatni pocetak §to ukazuje na Cinjenicu da je odnos
koncentracija supstance preostale u te¢noj fazi i sorbovane na ¢vrstoj fazi
konstantan, tacnije, nezavisan od pocetne koncentracije sorbata (linearna
izoterma). C-tip izoterme je najéeS¢e pogodan za opisivanje procesa U veoma
uskom koncentracionom opsegu, u kome se krivolinijske izoterme mogu
aproksimirati nizom pravih linija. Sorpcija velikog broja organskih supstanci se

moze opisati ovim tipom izoterme;
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— L-tip — odnos sorbovane koli¢ine analita u ¢vrstoj fazi i Koli¢ine preostale u
rastvoru opada sa porastom inicijalne koncentracije sorbata u rastvoru, Sto
ukazuje na progresivno zasi¢enje sorbenta (konkavna kriva). Na krivoj se moze
uociti plato koji ukazuje na zasi¢enje sorbenta, ali i ne mora. Postojanje platoa
kome se kriva asimptotski priblizava, oznaava da sorbent ima ograni¢en
sorpcioni kapacitet;

— H-tip — ukazuje na ¢injenicu da sorbent ima izrazen afinitet prema sorbentu, te je
pocetni nagib skoro beskonacan (podvrsta L-tipa izoterme). Koristi se za niske
koncentracije sorbata. Ovaj tip krive je znacajno strmijeg oblika od L-tipa krive;

— S-tip — sigmoidalna kriva na kojoj je uo€ljiva taka prevoja. Ovakav tip izoterme
je prouzrokovan postojanjem najmanje dva mehanizma, a prevojna tacka
ilustruje koncentraciju pri kojoj dolazi do promene mehanizma vezivanja

sorbata.

. a) izoterma C-tipa b} izoterma L-tipa
¢ sa platoom

~\
bez platoa

»C a4
3 €

izoterma H-tipa q d) 1zoterma S-tipa
3

LT

*C *C

[ ¢

q, ¢)

Slika 3. Tipovi sorpcionih izotermi: C-tip, L-tip, H-tip i S-tip (Limousin et al., 2007)

2.2.3. MODELI ZA OPISIVANJE SORPCIJE U SISTEMU
SEDIMENT/VODA

Postoje razlic¢iti modeli izotermi koji se koriste za opisivanje sorpcije organskih
jedinjenja u sistemu sediment/voda: linearna, Lengmirova (eng. Lengmuir), BET (eng.
Brunauer—-Emmet-Teller, BET) i Frojndlihova (eng. Freundlich) izoterma (Giles et
al., 1960; Delle Site, 2000; Aboul-Kassim i Simoneit, 2001) (slika 4).
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(a) Linearna

o Pt (i e s

{e) BET (d) Frojdlihova

Slika 4. Prikaz tipicnih izotermi za opisivanje sorpcije u sistemu sediment/voda (Delle Site,
2000)

Linearna izoterma predstavlja izotermu C-tipa. Ova izoterma ukazuje na proces
raspodele u kome se sorbat raspodeljuje izmedu cvrste i te¢ne faze bez uspostavljanja
interakcija izmedu sorbata i sorbenta.

Lengmirova izoterma predstavlja izotermu L-tipa, sa jasno izrazenim
asimptotskim platoom koji ukazuje na to da sorbent ima ograni¢en kapacitet za datu
sorpciju. Ova izoterma pokazuje da odnos koncentracije sorbata u cvrstoj fazi i
koncentracije u te¢noj fazi opada sa porastom koncentracije sorbata u tecnoj fazi do
trenutka kada promene u odnosu postanu jednake nuli, odnosno, do trenutka kada se
dostigne koncentraciona ravnoteZza. Ovakvo sorpciono ponaSanje se objaSnjava visokim
afinitetom sorbenta za sorbat pri niskim koncentracijama sorbata u rastvoru i dostizanja
trenutka zasiCenja sorbenta sorbatom pri odredenoj koncentraciji sorbata u rastvoru,
usled ¢ega se proces sorpcije zaustavlja.

BET izoterma predstavlja izotermu S-tipa. Ovaj tip sorpcione izoterme ukazuje
na pojavu da pri niskim koncentracijama sorbata u rastvoru, sorbat ima nizak afinitet
prema povrSini sorbenta. Medutim, kako raste koncentracija sorbata u rastvoru, tako se

povecava i prethodno pomenuti afinitet. Tipican primer za ovaj tip sorpcije predstavlja
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sorpcija nepolarnih organskih jedinjenja na glini. Naime, organska jedinjenja imaju
nizak afinitet za sorpciju na povrsini gline. Medutim, kada se povrSina gline prekrije
jednim slojem organskih jedinjenja, dalja sorpcija organskih molekula se odvija brze.
Ovaj fenomen je nazvan kooperativha adsorpcija i ¢esto se moZe uociti kod
surfaktanata.

Frojndlihova izoterma predstavlja izoterme L i H-tipa, ali bez dostignutog
asimptotskog platoa, Sto ukazuje na to da sorbent nema ogranic¢en kapacitet za odredenu
sorpciju. Ova izoterma pokazuje da brzina sorpcije opada sa porastom koncentracije
sorbata u te¢noj fazi. Smanjenje brzine sorpcije se javlja kao posledica smanjenja broja
slobodnih mesta za vezivanje sorbata na sorbentu tokom sorpcije. Ovakvo sorpciono
ponasanje se objaSnjava visokim afinitetom sorbenta za sorbatom pri niskim
koncentracijama sorbata u rastvoru i niskim afinitetom datog sorbenta za sorbatom pri
vis§im koncentracijama sorbata.

Najjednostavniji matematicki model za opisivanje sorpcije je model ravnotezne

raspodele:

A=Ky - C (2)

pri ¢emu Koeficijent raspodele sediment/voda, Kq, predstavlja ukupnu meru vezivanja
jedinjenja za sediment i predstavlja odnos koncentracije jedinjenja vezanog za Cvrstu
fazu sedimenta, A(ngg™) i njegove koncentracije u vodi u stanju ravnoteZe,

C(ng mL™). 1zrazavaseumL g,
Ke=A/C @3)

Model ravnoteZzne raspodele u sistemima kakav je sistem sediment/voda
zasnovan je na hipotezi da organska materija u sedimentu predstavlja izuzetno vaznu
komponentu na kojoj se odvija sorpcija vecine organskih jedinjenja, kao i hipotezi da
organska materija predstavlja homogenu fazu. Kako bi se varijacije vrednosti
koeficijenta Kq smanjile za sedimente sa razli¢itim sadrzajem organske materije, uveden
je koeficijent raspodele normalizovan na sadrzaj organskog ugljenika, Koc. Ovaj
koeficijent predstavlja koeficijent raspodele organskog jedinjenja izmedu organskog

ugljenika i vode. Koeficijent raspodele, Kg, izraZzava se kao funkcija frakcije (sadrzaja)
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organskog ugljenika u sedimentu, foc (%) i1 koeficijenta raspodele normalizovanog na
sadrZaj organskog ugljenika, Koc (mL g™) (Delle Site, 2000).

Ka = foc* Koc (4)

Koeficijent raspodele normalizovan na sadrzaj organskog ugljenika, Koc,
definisan na nacin predstavljen u jednacini (4), odgovara situaciji u kojoj je sadrzaj
organskog ugljenika prethodno odreden u laboratorijskim ispitivanjima. U slu¢ajevima
kada to nije moguce uraditi, vrednost koeficijenta Koc moze biti predvidena
koris¢enjem brojnih empirijskih jednacina baziranih na koeficijentu raspodele
organskog jedinjenja izmedu n-oktanola i vode, Kow, koje omogucavaju dalje
medusobno poredenje dobijenih vrednosti koeficijenta Koc. Za predvidanje koeficijenta
raspodele normalizovanog na sadrzaj organskog ugljenika, u sluéaju ispitivanja sorpcije
srednje polarnih jedinjenja na sedimentima i zemlji, Karichofova jednacina (Karickhoff,
1981) je jednacina koja se najcesce koristi (Loffler et al., 2005; Sanders et al., 2008;
Schaffer et al., 2012; Estevez et al., 2014):

log Koc = 0,989 - log Kow — 0,346 (5)

Koeficijent raspodele normalizovan na sadrzaj organskog ugljenika, Koc, trebalo
bi da predstavlja konstantnu vrednost za dato jedinjenje, odnosno trebalo bi da
predstavlja karakteristiku samog jedinjenja i da ima iste vrednosti u slucaju sedimenata
sa razliCitim sadrZzajem organske materije. Ipak, postoje izvesne razlike u koeficijentima
raspodele Koc eksperimentalno odredenim na razli¢itim sedimentima, pa ¢ak i na
sedimentima sa istim sadrzajem organske materije, $to ukazuje na to da na raspodelu
organskih jedinjenja u sistemu sediment/voda utiCe, kako kvantitet, tako i kvalitet
organske materije (Schwarzenbach et al., 2003).

Koeficijent raspodele organskog jedinjenja izmedu n-oktanola i vode, Kow, Se u
teoriji koristi kao operativno merilo hidrofobnosti organskih jedinjenja i direktno je
proporcionalan teznji organskog jedinjenja da se sorbuje. Kod organskih jedninjenja sa
vrednoséu log Kow > 5, afinitet prema organskoj materiji sedimenta je izuzetno visok pa
se o¢ekuje da ova jedinjenja u potpunosti sorbuju na organskoj materiji sedimenta

(Ferreira da Silva et al., 2011).
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Pored modela ravnotezne raspodele, za opisivanje sorpcije u sistemu

sediment/voda koriste se i1 drugi modeli za opisivanje tzv. nelinearne sorpcije, a

najvazniji od njih su svakako:
— Frojndlihova izoterma (Vallée et al., 2013; Estevez et al., 2014; Martinez-Hernandez
et al., 2014; Togola et al., 2014; Al-Khazrajy and Boxall, 2016);
— Lengmirova izoterma (Estevez et al., 2014; Martinez-Hernandez et al., 2014; Al-
Khazrajy and Boxall, 2016).
Empirijski model koji se najéeS¢e koristi za opisivanje sorpcije hidrofobnih
organskih jedinjenja na sedimentu jeste nelinearna Frojndlihova izoterma (Delle Site,
2000):

A=K;.C (6)
ili njen logaritamski oblik:
log A =log K¢+ (1/n) - log C (7)

gde je: A — koligina sorbovanog analita (ng g ™), izratunata iz razlike po&etne
koncentracije, Co i ravnotezne koncentracije, C: A = (Cy - C),
Co— pocetna koncentracija analita u rastvoru (ng mL™),
C - ravnotezna koncentracija analita u rastvoru (ng mL™),
Kt — Frojndlihova konstanta (jedinice za K¢ zavise od jedinica u kojima se
izrazavaju A i C, npr. ng" ™" mL®"91),

1/n — Frojndlihov eksponent.

Frojndlihova izoterma se koristi pri niskim koncentracijama vodenih rastvora i u
situacijama kada povrsina sorbenta nije energetski homogena (Delle Site, 2000).
Frojndlihov eksponent, 1/n, ukazuje na energetsku heterogenost povrsine,
odnosno na razlicitost slobodnih energija za sorpciju organskog jedinjenja na razli¢itim
komponentama heterogenog sistema. Razlikuju se tri slu¢aja vrednosti eksponenta n:
1. kada je 1/n =1, izoterma je linearna (jednacina 2) i slobodna energija sorpcije je
ista pri svim koncentracijama sorbata. U slucajevima kada je n = 1, K; je

jednako Ky pa jednacina (6) postaje linecarna (jedna¢ina 2). Ova hipoteza
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omogucava racunanje koeficijenta sorpcije, Kg, kojim se definiSe kapacitet
sorpcije (C = 1 ng mL™) (jedna¢ina 2) (Delle Site, 2000; Sukul et al., 2008).

2. kada je n < 1 (1/n >1), izoterma je konkavna, a sa porastom koncentracije
sorbata opada slobodna energija sorpcije.

3. kada je n > 1 (1/n <1), izoterma je konveksna, a sa porastom koncentracije
sorbata raste i slobodna energija za dalju sorpciju.
Konstante K: i 1/n odreduju se iz linearnog oblika Frojndlihove jednacine,

ta¢nije iz grafika zavisnosti prikazane datom jednacinom, pri ¢emu se K racuna iz

odsecka, a nagib predstavlja odnos 1/n.

2.2.4. DINAMIKA PROCESA - PRENOS MASE

Proces sorpcije se moZze smatrati u potpunosti opisanim ukoliko je poznato
ponasanje ispitivanog sistema i u statickim i dinami¢kim uslovima.

Prenos mase je fizicki fenomen transporta supstance iz oblasti viSe u oblast nize
koncentracije. U zavisnosti od toga da li osim koncentracionog polja postoji i brzinsko,
prenos mase moze biti molekulski (difuzija) ili konvektivni. Ta¢nije, ukoliko se masa
prenosi samo u sopstvenom polju komponente, prenos se vrsi mehanizmom difuzije. S
druge strane, ukoliko osim koncentracionog polja i sopstvenog fluksa komponente koja
se prenosi postoji i proto¢ni fluks komponente, pa se 0sim prenosa mase javlja i prenos
koli¢ine kretanja, prenos se smatra konvektivnim (Cvijovi¢ i Boskovi¢-Vragolovic,
2007).

Kao i kod prenosa koli¢ine kretanja i prenosa toplote, fluks prenosa mase se
formalno pojednostavljuje tako Sto se definiSu pogonska sila i otpor datom prenosu, gde
je fluks dat kao koli¢nik pogonske sile i otpora. Izbor pogonske sile zavisi od
konkretnog slucaja i predstavlja apsolutnu vrednost razlike koncentracija izmedu dve
oblasti gde postoji dati prenos. Kako je za prenos mase osnovni uslov postojanje
koncentracionog gradijenta, pogonska sila se moze izraziti kao razlika koncentracija ili
udela date komponente, dok izrazi za otpor ili brzinu zavise od mehanizma prenosa.

Difuzija je prenos kojim se materija transportuje sa jednog na drugo mesto u

sistemu, kao rezultat haoti¢nog kretanja molekula, dok konkavni prenos mase (prelaz)
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podrazumeva da fluks koji se prenosi sa fluida do granice faze predstavlja fluks prelaza

mase (Cvijovi¢ i Boskovi¢-Vragolovié¢, 2007).

Strujanje fluida moZe da se posmatra u koordinatnom sistemu, a jednacine

kojima se strujanje definiSe dinamickog su tipa i svaki od njenih ¢lanova ima dimenziju

sile. Jedna¢inom su obuhvaceni slede¢i parametri (Dimkic et al., 2012):

sila potrebna za ubrzanje jedini¢ne mase fluida u nestacionarnom toku;

prenos koli¢ine kretanja fluidom kroz jediniénu povrSinu normalnu na strujanje
fluida;

gustina fluida;

gradijent statickog pritiska;

otpor promeni zapremine fluida (zanemarljiv za tecnosti);

otpor smicanju.

Kombinacijom jednacina izdvajaju se nezavisne bezdimenzionalne grupe:
Rejnoldsov broj (Reynolds) koji predstavlja odnos inercionih i viskoznih sila;
Frojdova grupa (Froud) koja oznac¢ava odnos inercionih i gravitacionih sila;
Eulerov broj (Euler) koji predstavlja odnos pritiska i inercionih sila;

Smitov broj (Schmidt) koji definise odnos kinematske viskoznosti i molekulske
difuzivnosti.

Sto se ti¢e fenomena prenosa mase u procesu sorpcije, moze se reéi da se

sorpcioni procesi sastoje iz Cetiri konsekutivna stupnja (Ho et al., 2000; Delle Site,
2000) (slika 5):

1.
2.
3.

transport sorbata u masi fluida;

difuzija kroz film fluida (grani¢ni sloj) oko Cestice sorbenta (eksterna difuzija);
difuzija kroz fluid sadrzan u porama sorbenta, kao i duz zidova pora (interna
difuzija);

sorpcija i desorpcija unutar i na povrsini cestice.

Bilo koji od ova Cetiri stupnja moze biti limitirajuci za odvijanje sorpcije. Vazno

je napomenuti da je postojanje eksternog prenosa mase (difuzija kroz grani¢ni sloj)

karakteristicno na samom pocetku procesa, jer pogonska sila za dati proces (razlika

koncentracija u masi fluida i na granici faze) opada veoma brzo, pa je uticaj eksterne

difuzije na celokupan proces ograni¢en samo na ranu fazu sorpcije.
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Fenomen prenosa Koeficijent

@ Masa fluida
Difuzija/Konvekcija Brz prenos
@ Film fluida
Eksterni prenos mase kg
V) -
@ @a Difuzija u porama Dy
C3n
Cestica Povrinska difuzija D.
Adsorpcija Trenutno

Slika 5. Prikaz fenomena zastupljenih u procesu sorpcije sorbata iz fluida poroznim
sorbentom

Difuzija unutar Cestica sorbenta se ne moze odvijati ukoliko je sorbent
neporozan. S druge strane, proces sorpcije na aktivnim mestima generalno predstavlja
brz proces, osim u slucajevima kada je jonska izmena pracena hemijskim reakcijama
neutralizacije, asocijacije ili formiranja kompleksnih jedinjenja u te¢noj fazi.

Celokupni proces uklanjanja supstance iz vode pomoc¢u suspendovanih Cestica
sorbenta u sistemu voda/sediment, mogao bi biti opisan sistemom jednacina iskazanih
kao maseni balans za Cesticu, povrSinu Cestice i ukupan bilans za datu zapreminu. Ovi
maseni balansi predstavljaju diferencijalne jednaCine ¢ije reSavanje je veoma
kompleksno, pa se one generalno reSavaju numerickim metodama a analiticka reSenja

postoje samo za specijalne slucajeve (Delle Site, 2000; Lindim et al., 2016).
2.2.5. JONSKA IZMENA

Materijali intergranularnog akvifera, kao Sto su sedimenti, poseduju u izvesnoj
meri 1 Cestice koloidnog oblika 1 veli¢ina, S$to uslovljava mogucénost pojave sorpcije
jonskom izmenom. Koloidne &estice su veli¢ine od 10~ do 107° mm.

U pogledu jonske izmene vazno je prisustvo gline ¢ije Cestice su velike u
poredenju sa malim molekulima, ali dovoljno male da sile na granicama njihovih

dodirnih povrsina u velikoj meri odreduju njihovo ponasanje.
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Jonska izmena u akviferu je uglavnom ogranicena na koloidne Cestice, buduci da
imaju snazan elektrostaticki naboj u odnosu na svoju povrSinu. Kao rezultat tako
stvorenog generalno negativnog naboja, pozitivni joni iz rastvora bivaju privuceni. Ovi
joni dalje mogu biti zamenjeni u procesu jonske izmene jonima sa vec¢im afinitetom ka
sorbovanju. Glinoviti materijali na svojoj povrsini uglavnom imaju Na*, Ca?*, K* i/ili
Mg?* jone koji mogu biti zamenjeni (Dimki¢ et al., 2012).

Da li ¢e i u kojoj meri joni biti zamenjeni zavisi i od kapaciteta katjonsko-jonske
izmene. Generalno gledano, glineni materijali imaju izuzetno visok kapacitet katjonske
izmene, a njegova veli¢ina zavisi od same strukture gline. Za jednovalentne i
dvovalentne jone metala postoji utvrden afinitet ka sorbovanju jonskom izmenom u

slu¢aju gline:

CS+ > Rb+ > K+ > Na+ > |_|+

jaci afinitet »  slabiji afinitet

Ba2+ > Sr2+ > Caz+ > |\/|g2+

Visevalentni joni imaju ve¢i afinitet ka sorbovanju, s tim da on zavisi 1 od

prirode sorbenta, ali i koncentracije rastvora (Dimkic¢ et al., 2012).
2.2.6. UTICAJ SASTAVA SEDIMENTA NA SORPCIJU

Kada je u pitanju sorpcija, najvaznija svojstva ¢vrste supstance predstavljaju:
sastav, struktura, specificna povrsina i poroznost.
Prema strukturi razlikuju se kristalni, amorfni i kombinovani materijali.
Specifi¢na povriina je povrina jedini¢ne mase datog sorbenta (m® g™) i u tesnoj
je vezi sa poroznoS¢u materijala koja predstavlja odnos zapremina pora i ukupne
zapremine materijala. Na osnovu veli¢ine pora, materijali se dele na (Everett, 1972):
— makroporozne, sa porama reda veli¢ine 100—200 nm 1 specificnom povrSinom
od 0,5-2 m* g*;
— mezoporozne ili kapilarno porozne, sa porama radijusa 1,5-100 nm i

specifiénom povrsinom od 10-500 m? g*;
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— mikroporozne, sa porama reda veli¢ine molekula koji se sorbuju (0,5-1,5 nm) i
specifi¢nom povrsinom od 500-1000 m? g™

Kada je sorpcija u pitanju, glavni geometrijski faktor kod mikropora jeste
njihova zapremina a ne povrsina.

Kada je u pitanju sastav sedimenta, moze se re¢i da se sediment sastoji od
neorganskog i organskog dela.

Neorganski deo sedimenta ¢ine minerali gline (kaolinit, hlorit, smektit) i drugi
alumosilikati (zeoliti, kvarc i dr.), kalcijum-karbonat (kalcit, dolomit) i minerali gvozda
(getit, hematit, siderit, pirit, magnetit). Minerali mogu biti primarni i sekundarni i
njihova struktura je veoma sli¢na. Razlika izmedu ovih minerala je u tome Sto
sekundarni minerali nastaju naruSavanjem strukture primarnih minerala u sedimentu,
dejstvom razli¢itih fizi¢kih (abrazija, kvaSenje i suSenje, zamrzavanje i topljenje vode
zarobljene u kristalnoj reSetki, termicka ekspanzija i kontrakcija pod dejstvom
Suncevog zrafenja), hemijskih (hidratacija, hidroliza, oksido-redukcija) i bioloskih
procesa. Osnovni minerali, tj. primarni, imaju Kkristalnu strukturu koju ¢ine tetraedari
sastavljeni od cetiri atoma O koji okruzuju centralni atom Si i oktaedri sastavljeni od
Sest jona OH™ rasporedenih oko katjona AI** (Aboul-Kassim i Simoneit, 2001;
Trickovi¢, 2009).

Glina je mineralna frakcija ¢iji je pre¢nik Cestica manji od 0,002 mm, ¢ime je
obezbedena velika specifi¢na povrsina. To je razlog zbog koga se frakcija gline smatra
veoma vaznom hemijski aktivnom komponentom povrSine veéine Cvrstih faza u
procesima sorpcije. PovrSina gline ima polarnu i jonsku prirodu usled negativnog
naelektrisanja koje potice od nezasi¢enih valenci na povrSini kristalne reSetke slojevitih
silikata 1 hidroksida aluminijuma, disocijacije hidroksilnih grupa i izomorfne

I** se u kristalnoj resetki zamenjuje sa Si**, dok Fe** i Mg** zamenjuju

supstitucije (A
AI*"). Polarna i jonska priroda ovih povr§ina prouzrokuje privlacenje izmedu &vrste faze
i jedinjenja, koja su takode polarne ili jonske prirode. Pored gline, od drugih mineralnih
faza znacCajnih sa aspekta fizicko-hemijskih interakcija, znacajni su oksidi Mn, Al 1 Fe
koji zbog svojih amfoternih svojstava 1 velike specifi€ne povrSine imaju visok kapacitet
za sorpciju (Aboul-Kassim i Simoneit, 2001; Tri¢kovi¢, 2009).

Gledano sa aspekta odvijanja sorpcije nepolarnih hidrofobnih organskih

jedinjenja, neorganski deo sedimenta ima znacajniju ulogu u slu¢aju veoma niskog
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sadrzaja organskog ugljenika, manjeg od 0,01% (Schwarzenbach i Westall, 1981), pri
¢emu do vezivanja moze doc¢i usled sorpcije na povrSini interakcijama tipa elektron
donor-elektron akceptor i sorpcije polarnih molekula na suprotno naelektrisane povrsine
uspostavljanjem elektrostatickih interakcija (Huang et al., 2003).

Organski deo sedimenta ¢ini ukupni organski materijal koji ukljucuje i organske
supstance rastvorljive u vodi, kerogen, huminske supstance, mikrobiolosku biomasu i
delove biljaka u razli¢itim fazama raspadanja, kao i organske materije antropogenog
porekla kao Sto su ugljenicne strukture velikih specifiénih povrSina, kao 1 ulja i
povrsinski aktivne materije. Smatra se da organska materija ima najznacajniju ulogu u
ukupnoj sorpciji vecine organskih jedinjenja.

Kerogen potice od uglja a nastaje usled starenja sedimenata. U sedimentu moze
biti prisutan u malim koli¢inama, ali moze ¢initi i vise od polovine ukupnog organskog
ugljenika. Kerogen 1 tipa nastaje iz morskih algi, kerogen Il tipa nastaje iz biljnog
materijala kopnenih biljaka (polen, smola, vosak) ili iz fito- i zooplanktona, dok
kerogen 111 tipa nastaje iz ostataka viSih kopnenih biljaka i ima veéi sadrzaj kiseonika.
Najzastupljeniji je kerogen Il tipa (Luthy et al., 1997; Tri¢kovi¢, 2009).

Sto se ti¢e ugljeniénih struktura sedimenata koje imaju veliku specifi¢nu
povrsinu, one su rezultat nepotpunog procesa sagorevanja vegetacije i/ili fosilnih goriva.
One mogu biti prisutne u sedimentu u obliku ¢adi, crnog ugljenika, grafitnog ugljenika,
ugljenisanih Cestica, uglja i dr., u koli¢ini do 10% ukupne koli¢ine organskog ugljenika.
Odlikuju se visokom poroznos¢u, velikom specificnom povrSinom, nepolarne su i
aromati¢ne strukture (mali udeo O i H i povecan sadrzaj C), pa imaju visok afinitet
prema organskim zagaduju¢im materijama (Chiou i Kile, 1998; Schwarzenbach et al.,
2003; Trickovié, 2009).

Ipak, huminske Kkiseline predstavljaju najznacajnija organska jedinjenja u
sedimentima. To su polimerna jedinjenja Cija struktura nije jasno definisana a nastaju
kao rezultat mikrobioloske aktivnosti. Tamno su obojene, od Zute do braon boje.
Razlikuju se od biopolimera (lignina i proteina) po svojoj heterogenosti i sloZzenoj
hemijskoj strukturi. Njihova Klasifikacija se vrsi prema rastvorljivosti i izdvajaju se tri
klase:

— Fulvokiseline — rastvorne u vodi pri bilo kojoj pH vrednosti i u polarnim

organskim rastvara¢ima kao §to su aceton ili metanol,
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— Huminske kiseline — rastvorne samo u vodenim rastvorima pri viSim pH

vrednostima (obi¢no se kao granica uzima pH 8);

— Humin - predstavlja prostorno umrezenu makromolekularnu supstancu koja nije
rastvorna ni u ¢emu.

Fulvokiseline su najsitniji molekuli, zatim slede huminske kiseline, a onda
humin. Huminske kiseline su do 20 puta ve¢i molekuli od fulvokiselina i sadrze manje
karboksilnih i fenolnih grupa, usled Cega se definiSu kao manje polarne, slabije
rastvorljive i vise kondenzovane forme u odnosu na fulvokiseline. Fizicka i hemijska
svojstva humina su manje poznata. O na¢inu nastajanja huminskih supstanci postoji vise
teorija po kojima one, po ubedenju jedne grupe naucnika, predstavljaju modifikovane
forme lignina koji zaostaje nakon mikrobioloSke razgradnje, dok su po drugima one
nastale od Secera, celuloze i dr. (Kukkonen i Oikari, 1991; Aboul-Kassim i Simoneit,
2001; Trickovi¢, 2009).

Huminske supstance imaju veliku specificnu povrsinu i znacajno veliki katjon-
izmenjivacki kapacitet. Kako su polarne grupe uglavnom kiselog karaktera i mogu se
kompleksirati sa metalnim jonima (Ca®*, Fe**, AI**), pH vrednost i jonska jagina imaju
uticaj na sorpcione karakteristike prirodne organske materije. Pri maloj jonskoj jacini i
odgovaraju¢em pH, polarne grupe mogu biti disosovane, usled ¢ega dolazi do
medusobnog odbijanja i stvaranja otvorene strukture prirodnih organskih materija. Ako
su dvovalentni joni vezani za funkcionalne grupe, tada ne dolazi do odbojnih
elektrostatiCkih interakcija ve¢ se formiraju mostovi izmedu polarnih grupa i javlja se
odredeni vid uvijanja makromolekula pri ¢emu se formiraju hidrofobne Supljine. Ovi
uslovi su uslovi pri kojima je sorpcija organskih jedinjenja na huminskim kiselinama
izrazenija. Sto se ti¢e uticaja pH i jonske ja¢ine, one su izrazenije kod manjih polarnijih
fulvokiselina, dok za vece huminske kiseline ovi efekti nisu toliko znacajni, buduc¢i da
tipican opseg pH vrednosti u prirodnim vodama iznosi pH 6-9 (Kukkonen i Oikari,
1991; Trickovi¢, 2009).

2.2.7. SAMOPRECISCAVAJUCI POTENCIJAL AKVIFERA

Gledano sa aspekta zastite podzemnih voda jednog vodenog sistema, ceo sistem

sediment/voda moze da se posmatra na daleko Siri nacin, tacnije, kroz

28



samopreciscavajuci potencijal samog akvifera. Naime, akvifer ili izdan predstavlja
podzemni vodonosni sloj poroznih stena, peska ili Sljunka koji su nastali dejstvom vode
kroz vreme. To je geoloSka struktura konkretnog prostora u kojoj se voda prirodno
akumulira i iz kojeg se kasnije moze izvlaciti za potrebe vodosnabdevanja i drugo.
Samoprecis¢avajuéi potencijal akvifera je njegova sposobnost da poboljsa
inicijalni kvalitet povrsinske vode filtracijom kroz akvifersku sredinu, u funkciji
vremena i duzine filtracije (Dimki¢ i Keckarevi¢, 1990; Lindim et al., 2016; Turner et
al., 2016). Usled fizickih, hemijskih i biohemijskih procesa u vodi, u toku dovoljno
duge filtracije, dolazi do promene njenog kvaliteta, uglavnom na bolje. U redem broju
slu¢ajeva moze do¢i i do pogorSanja kvaliteta vode usled rastvaranja soli gvozda i
mangana iz akvifera, izmedu ostalog. Zbog povezanosti materije u sistemu
sediment/voda, sam akvifer se posmatra kao fizicko-hemijsko-bioloski reaktor ¢iji
samopreciscavajuci potencijal treba na adekvatan nacin analizirati 1 iskoristiti.
Do promene kvaliteta vode na putu kroz akvifer dolazi usled razlicitih procesa i
to (slika 6) (Dimkic¢ et al., 2012):
1. prenoSenje rastvorene materije putem konvekcije, disperzije, difuzije;
2. prenos materije iz Cvrste faze u rastvor — procesi desorpcije, rastvaranja
materijala akvifera, prelaska nerastvorene materije u rastvor;
3. procesi prelaska materije iz teCne faze na materijal akvifera — fizicka i
hemijska sorpcija, taloZenje;
4. procesi razgradnje materije — biodegradacija, radioaktivno raspadanje,
oksidaciono-redukcioni procesi izvan procesa bioloSke degradacije;
5. isparavanje.
Koji od njih 1 u kojoj meri uti¢e na promenu kvaliteta vode u konkretnom

slucaju, predmet je Sireg razmatranja datog slucaja i svih ostvarenih odnosa.

29



Slika 6. Prikaz razlicitih procesa prenosa i razgradnje materije (Dimki¢ et al., 2012)

Sto se ti¢e matematickog i fizickog modela za opisivanje i pracenje navedenih
fenomena prenosa materije u slucaju akvifera, znacajno je sloZeniji u odnosu na
jednostavnije razmatranje prenosa opisano u poglavlju 2.2.4. U ovom sistemu, procesi
prenosa materije opisuju se slede¢im jednafinama, a zajedno Cine opStu jednacinu
selektivnog trasporta rastvorene materije (Dimkic¢ et al., 2012):

a) jednacina kontinuiteta kretanja vode u akviferu — ukljucuje pijezometarski nivo
u vodonosnom sloju, koeficijent vodoprovodnosti, specificnu izdasnost izdani,
vertikalno doticanje vode po jedinici povrsine i vreme;

b) jednacina kontinuiteta kretanja materije u akviferu — ukljucuje koncentraciju
materije u vodi, brzinu kretanja fluida kroz poroznu sredinu, koncentraciju
materije na Cesticama Cvrste faze, poroznost sedimenta ili stene, koeficijente
hidrauli¢ke disperzije, brzinu razgradnje materije u te¢noj fazi, brzinu razgradnje
materije u ¢vrstoj fazi i vreme. Ova jednacina se sastoji od pojedina¢nih ¢lanova
koji se odnose na: difuziju i disperziju (disperzioni ¢lan), konvekciju
(konvektivni ¢lan), degradaciju materije u te¢noj fazi (biohemijska i hemijska
razgradnja), biohemijsku ili hemijsku degradaciju materije na cvrstoj fazi i
promenu koncentracije u te¢noj fazi koja moze biti posledica procesa opisanih
prethodnim ¢lanovima. Procesi koji se opisuju ovom jednad¢inom daleko su
raznovrsniji i slozeniji nego Sto to jednacina pokazuje;

) traserska jednacina strujanja podzemnih voda;
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d) jednacina sorpcione ravnoteze;

e) jednacina sa uklju¢enom sorpcijom — ¢lan za sorpcione procese ukljucuje vise
mogucih procesa razmene materije akvifera 1 teCne faze (fiziCka sorpcija,
hemijska sorpcija, jonska razmena, taloZenje, rastvaranje tj. vetrenje stene i dr.).
Sto se ti¢e ostalih standardnih parametara sredine koji su takode vazni za proces

precis¢avanja filtracijom vode kroz akvifer, izdvajaju se:

— u te¢noj fazi: pH vrednost, sadrzaj rastvorenog kiseonika, redoks potencijal,
stepen zasi¢enosti rastvora odredenom materijom i dr.

— u akviferu: mineroloski sastav, granulometrijski sastav, poroznost i dr.

Kod Sarznog unoSenja i filtracije rastvorene materije, disperzija je najvazniji
proces ¢iji je znacaj sve veci §to je vreme unosa kra¢e. Kod kontinualnog unoSenja
rastvorene materije, najve¢i znacaj ima proces degradacije ili kombinacija procesa
degradacije i sorpcije, a proces disperzije gubi znacaj (Dimkic et al., 2012).

Kako se moze zaklju¢iti iz prethodno navedenog, odredivanje procesa
samopreciS¢avanja ili uopste prac¢enje desavanja po pitanju razmene materije u akviferu,
nije nimalo lak posao. On ukljuCuje znaajno veliki broj parametara i relevantnih
faktora koji moraju biti posebno istrazivani da bi bili definisani. Veoma cesto nije

moguce doci do saznanja o svim navedenim parametrima i deSavanjima.

2.2.7.1. RECNI SEDIMENT KAO MEDIJUM ZA PROCES
PRECISCAVANJA VODE

Kao S§to je prethodno opisano, mineralni sastav re¢nih sedimenata moze biti
razlicit, pri ¢emu su najcesc¢e zastupljene kreCnjacke stene, pescari, stene metamorfnog
porekla i stene koje sadrZe glinovite minerale.

Kada je u pitanju granulometrijski sastav, recni sedimenti sadrze kako najsitnije
tako 1 najkrupnije frakcije: glinu, prasinu, pesak i Sljunak. Granulometrijski sastav se
odreduje utvrdivanjem procentne zastupljenosti zrna odredene veli¢ine, pri ¢emu je
veli¢ina zrna razliita za razliCite vrste sedimenata. Na slici 7 je dat prikaz raspodele
veli¢ine zrna u odnosu na vodopropusnost i provodljivost razlicitih sedimenata (Dimki¢
etal., 2012).

Voda u sedimentu moze biti nevezana (gravimetrijska) ili vezana fizickim i/ili

hemijskim silama. Kod praSinastih materijala nije zastupljena gravitaciona voda Sto
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znali da je znacajan deo vode vezan u materijalu. U sedimentima kod kojih je pre¢nik
zrna vecli, vise je zastupljena gravitaciona voda. Kod akvifera ¢ija su zrna §ljunkovita ili
peskovita, skoro sva voda je gravitaciona (Whitehead i Lack, 1982; Dimki¢ et al.,
2012).
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Slika 7. Prikaz raspodele velicine zrna u relaciji sa vodopropusnoscéu i provodljivoséu razlicitih
sedimenata (Dimki¢ et al., 2012)

Pored geometrije akvifera, osnovni parametri koji su karakteristicni za
vodonosne slojeve 1 bitni za procese teCenja vode i prenosa materije podzemnom vodom
jesu poroznost i koeficijent filtracije.

Ukupna poroznost sedimentne mase jednaka je koli¢niku zapremine pora i
ukupne posmatrane zapremine tla, dok efektivna poroznost obuhvata samo pore u steni
ispunjene gravitacionom vodom zanemarujuci prostor ispunjen fizicki vezanom vodom
I izolovane ,,slepe* pore. Koeficijent poroznosti predstavlja koli¢nik zapremine pora tla,
u ovom slucaju sedimenta, i zapremine sedimenta bez pora. U tabeli 4 dat je prikaz
klasifikacije sedimenata prema poroznosti u zavisnosti od vrste zrna (De Wiest, 1969).

Ipak, na poroznost uti¢e i raspored zrna a ne samo njihova veli¢ina. Tako, na

primer, zrna sferi¢nog oblika iste veliCine teorijski mogu biti rasporedena na dva nacina:
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kubni i tetraedarski, pri ¢emu kubni raspored obezbeduje poroznost od 47,67%, a
tetraedarski poroznost od 25,97%. Kakav ¢e raspored zrna zauzeti zavisi od uslova

sedimentacije i pritiska kojem je tlo izloZeno.

Tabela 4. Velicina poroznosti u zavisnosti od vrste i velicine sedimentnog materijala

Nevezani sedimentni materijal Poroznost (%)
Sljunak 25-40
Pesak 25-50
Prasina 35-50
Glina 40-70

Koeficijent filtracije predstavlja, u matematiCkom smislu, parametar linearne
proporcionalnosti u Darsijevom zakonu kojim se opisuje laminarno kretanje u poroznoj
sredini (teCenje). Darsijev zakon pored koeficijenta filtracije ukljuCuje i1 pijezometarski
nivo vode, duZinu u pravcu kretanja, proticaj i povrsinu. Koeficijent filtracije odrazava
rad sile trenja izmedu tecnosti 1 zidova pora materijala akvifera i u osnovi zavisi od
svojstava materijala akvifera, svojstava vode i gravitacione sile. Ima dimenzije brzine a
okvirne vrednosti koeficijenta filtracije za razlicite sedimente date su na slici 8 (Dimki¢

etal., 2011).
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Slika 8. Opseg vrednosti koeficijenta filtracije (Dimki¢ et al., 2011)
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kretanja podzemne vode i transport rastvorene materije, ¢ija varijabilnost u najve¢em
delu zavisi od promenjivosti poroznosti u sedimentu usled pojave proslojaka razliCite
propusnosti. Proslojci mogu biti zaglinjeni i praSinasti, ali i hemijski vezani proslojci.

U slu¢aju podzemnih voda koja se nalaze u aluvijalnim sredinama vecih reka,
kakav je slucaj sa vodama i sedimentima ispitivanim u okviru ove studije, kvalitet
povrsinskih voda ima znacajan uticaj na kvalitet podzemnih voda budu¢i da se akvifer
najve¢im delom prihranjuje iz reke. Ona moZe biti u vecoj ili manjoj vezi sa akviferom,
ali uvek ima uticaj na izdasnost izvorista i kvalitet podzemne vode. Zbog Cinjenice da su
naselja, poljoprivredne povrsine i industrijski objekti ¢esto smesteni pored reka, kao i da
su svi ve¢i vodotoci prijemnici komunalnih i industrijskih voda, jasno je da imaju

znacajan negativni uticaj na kvalitet podzemnih voda.

2.3.  ANALITICKE METODE ZA ODREPIVANJE TRAGOVA
LEKOVA | PESTICIDA U UZORCIMA VODE | SEDIMENATA

Kompletan analiticki postupak ispitivanja prisustva tragova lekova i pesticida u
uzorcima zivotne sredine izuzetno je zahtevan posao, kako zbog hemijske raznolikosti
samih analita i niske koncentracije u kojoj se oni nalaze u navedenim uzorcima, tako i
zbog sloZenosti i nehomogenosti sastava samih uzoraka. Da bi se doSlo do krajnje
analize neophodno je kvalitetno izvrsSiti veliki broj predkoraka koji podjednako uti¢u na
kvalitet i ispravnost rezultata koji se na kraju dobija.

Ispitivanje prisustva tragova bilo kojih zagadujuc¢ih materija, u ovom slucaju
lekova i pesticida, sastoji se od pripreme za uzorkovanje i uzorkovanja odredenog
medijuma Zzivotne sredine (voda, sediment, zemljiSte i dr.), adekvatnog pakovanja,
transporta, privremenog skladistenja i Cuvanja uzorka, zatim pripreme uzorka za dalju
analizu, analize samog uzorka (razdvajanje analita od matrice i njihova kvantifikacija) i,
na kraju, struéne analize dobijenih rezultata. Svaki od ovih koraka moZze biti izveden na
veliki broj razli¢itih nacina, a izbor svakog od njih prevashodno zavisi od vrste analita

koji se ispituju, matrice €iji sadrzaj se razmatra i koncentracija analita koje se oc¢ekuju.
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Pocetni koraci u celokupnom postupku ispitivanja prisustva tragova lekova i
pesticida, kao Sto su uzorkovanje, transport i cuvanje uzoraka do trenutka zapocinjanja
postupka pripreme i dalje analize, smatraju se jednostavnijim postupcima. Osnhovni
zahtevi koji moraju biti zadovoljeni podrazumevaju obezbedivanje uslova pod kojima
neée do¢i do remecenja prirodnih odnosa koji do trenutka uzorkovanja vladaju u
medijumu koji se uzorkuje, gde se prevashodno misli na obezbedivanje zastite od
razaranja matrice i eventualno prisutnih analita pod dejstvom svetlosti, povisene
temperature, hemijskih jedinjenja unetih u sistem po uzorkovanju i fizicke i mehanicke
sile razliCitog tipa. Takode, misli se na zastitu uzorka i eventualno prisutnih analita od
daljih hemijskih, bioloskih i mikrobioloskih procesa koji bi nastavili da se odvijaju i
nakon uzorkovanja, kako bi se obezbedilo da dati uzorak bude reprezent stvarnog stanja
u medijumu Zivotne sredine a ne reprezent potencijalno novostvorenog stanja u uzorku
nakon izdvajanja (Diaz-Cruz et al., 2003).

Priprema uzorka nastupa nakon uzorkovanja, transporta i privremenog ¢uvanja

uzorka i podrazumeva niz postupaka koji se izvode u cilju izdvajanja eventualno
prisutnih analita iz matrice u $to je mogucée vecem procentu i u §to je moguce Cistijem
rastvoru, pogodnom za dalju analizu odabranom instrumentalnom tehnikom. Potreba za
pripremom uzorka proizilazi iz Cinjenice da su uzorci matrica zivotne sredine
kompleksni po sastavu, da sadrze veliki broj razli¢itih necistoca i gradivnih elemenata
koji ometaju analizu, kao i iz ¢injenice da se analiti od interesa u njima nalaze u niskim
koncentracijama, zbog Cega direktno injektovanje uzorka u instrument za analizu nije
moguce. Takav uzorak je neophodno pripremiti, tj. neophodno je izolovati analite od
interesa iz matrice, koncentrisati rastvor u kome se nakon izolovanja nalaze i precistiti
ga na nacin da se ukloni $to je moguce veci deo zaostalih necistoca. Idealna tehnika
pripreme uzorka treba da bude jednostavna, efikasna, selektivna, jeftina i kompatibilna
sa Sirokim spektrom instrumentalnih metoda (Diaz-Cruz et al., 2003).

Kada su u pitanju tehnike instrumentalne analize koje se koriste kao poslednji

korak u postupku ispitivanja prisustva analita od interesa, u ovom slucaju tragova
lekova i pesticida, u uzorcima Zivotne sredine, moze se reci da one predstavljaju deo za
sebe u celokupnoj proceduri analitickog ispitivanja njihovog prisustva u pomenutim
uzorcima. Instrumentalne metode koje se koriste u analizi lekova i pesticida su

savremene, kompleksne i izuzetno pouzdane tehnike analize, koje sa sobom nose veliki
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broj zahteva i strogih pravila bez ¢ijeg poStovanja ne bi bilo moguce doéi do ta¢nih i
ponovljivih rezultata. Ove savremene analiticke tehnike su izuzetno napredne i pruzaju
mogucénost detekcije analita poput lekova i pesticida u uzorcima Zivotne sredine u
koncentracijama reda veli¢ine ng mL™, pa ¢ak i ng L. One pruZaju $irok spektar
mogucnosti, ali za svaki specifican slucaj ispitivanja realnih uzoraka moraju biti
razvijeni posebni uslovi tj. posebna analiticka metoda koja ¢e se primenjivati u svim
slede¢im analizama (Diaz-Cruz i Barceld, 2005).

Da bi se dokazalo da odabrana metoda u potpunosti odgovara nameni,
neophodno je izvrsiti njenu validaciju pri kojoj se odreduju parametri kao Sto su
osetljivost metode, prinos, preciznost, ponovljivost, granica detekcije (LOD, eng. Limit
of Detection) i granica kvantifikacije (LOQ, eng. Limit of Quantification). Odabrana
metoda mora ispuniti uslove koji podrazumevaju visok prinos metode (od 70% do
120%), ostvarene niske granice detekcije i kvantifikacije, ostvaren visok stepen
ponovljivosti metode izrazen preko relativne standardne devijacije (RSD, eng. Relative
Standard Deviation) za koju je pozeljno da iznosi do 20%, kao i ostvarenu linearnost tj.
adekvatnu vrednost parametra valjanosti analiticke metode koji se definiSe kao
mogucnost da se u datom opsegu detektuje signal koji je direktno proporcionalan
koncentraciji ili koli¢ini analita. Pod granicom detekcije se podrazumeva koncentracija
pri kojoj je odnos signala i Suma jednak 3, dok se pod granicom kvantifikacije
podrazumeva koncentracija pri kojoj je odnos signala i Suma jednak 10 (Diaz-Cruz i
Barcelo, 2005; Wasik et al., 2007).

Bilo koja od instrumentalnih tehnika da se koristi, neophodno je odabrati metodu
kalibracije na osnovu koje ¢e se vrsiti sva predvidena merenja i dalje ocitavanje i
poredenje dobijenih rezultata. Danas se najceSc¢e koriste tri metode malibracije: metoda
sa eksternim standardima, metoda standardnog dodatka i metoda sa internim

standardima.

2.3.1. PRIPREMA UZORAKA VODE | SEDIMENATA

Priprema uzorka je veoma vazan deo svake analiticke metode i ¢ini viSe od
polovine ukupnog vremena trajanja celokupne procedure ispitivanja odredenog uzorka

matrice Zivotne sredine. Izbor metode pripreme uzorka koja ¢e u konkretnom slucaju
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biti primenjivana, zavisi od fizicko-hemijskih svojstava samih analita (kiselo-baznih
svojstava, stabilnosti, isparljivosti, rastvorljivosti u vodi i organskim rastvaracima),
prirode uzorka koji se ispituje (agregatnog stanja, cistoe, 1 dr.) 1 odabrane
instrumentalne metode kojom ¢e se analiza uzorka izvoditi (Robinson et al., 2007).

Priprema uzoraka vode se znatno razlikuje od pripreme uzoraka sedimenata.

2.3.1.1. PRIPREMA UZORAKA VODE ZA ODREDIVANJE TRAGOVA
LEKOVA | PESTICIDA

Za predkoncentrisanje tragova lekova i pesticida iz vode mogu se Kkoristiti
metode kao Sto su: fecno-tecna ekstrakcija, tecno-cévrsta ekstrakcija i mikroekstrakcija
na ¢vrstoj fazi.

Tecno-tena ekstrakcija je tehnika koja se zasniva na raspodeli analita izmedu
vode i organskog rastvaraca U kojima je njegova rastvorljivost razli¢ita (Pedersen et al.,
2005), dok se tec¢no-Cvrsta ekstrakcija zasniva na raspodeli analita izmedu vode i
¢vrstog adsorbensa (Buchberger, 2007). Literaturni podaci pokazuju da je te¢no-¢vrsta
ekstrakcija odavno uzela primat nad klasi¢cnom te¢no-teCnom ekstrakcijom i da se
najveci broj istrazivanja ovog tipa izvodi upotrebom ba$ ove tehnike (Gomez et al.,
2006; Kuster et al., 2009; Pinxteren et al., 2009; Gruji¢ et al., 2009; Rodil et al., 2009;
Pailler et al., 2009). Razlog za to lezi u ograni¢enjima te¢no-te¢ne ekstrakcije koja se
ogledaju u lakom stvaranju emulzija i neophodnosti koriS¢enja velikih koli¢ina
organskih rastvaraca, ali 1 dokazanoj jednostavnosti, brzini, efikasnosti i manjoj potrebi
za organskim rastvaraima teno-Cvrste ekstrakcije. Te€no-Cvrsta ekstrakcija koja se
najcesce koristi za izolovanje i predkoncentrisanje lekova i pesticida iz uzoraka vode
jeste metoda ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPE, eng. Solid-Phase Extraction) u kojoj je
Cvrsta faza upakovana u kolonama kroz koje se propusta uzorak sa analitom (Lindsey et
al., 2001; Yang i Carlson, 2004). lako je u praksi najviSe zastupljena, ni ova metoda nije
idealna, a njena ogranicenja se oslikavaju kroz relativno skupe kolone sa pakovanjem
Cvrste faze koje se koriste, kao i unoSenje sastojaka matrice u ekstrakt.

Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (SPME, eng. Solid-Phase Microextraction)
predstavlja dobru alternativu klasi¢nim metodama ekstrakcije na ¢vrstoj fazi. U njoj se
koriste silikatna vlakna oblozena stacionarnom fazom pa se analit rasporeduje izmedu

stacionarne faze i matrice uzorka. Nakon uspostavljanja ravnoteze, adsorbovani analit se
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desorbuje organskim rastvaracima i analizira, kao i kod metode ekstrakcije na ¢vrstoj
fazi (Kumazawa et al., 2003). Prednosti ove metode nad SPE metodom su brzina
izvodenja, upotreba minimalnih zapremina rastvaraca (do 100 puta manjih) i koris¢enje
manjih zapremina samih uzoraka, kao i to §to se vlakna koja se koriste u SPME metodi
mogu koristiti ve¢i broj puta. Uprkos tome, SPE metoda se daleko viSe koristi za
odredivanje razli¢itih analita u uzorcima vode, a razlog je znacajno veca osetljivost ove
metode, sa granicom detekcije nizom i do 2000 puta (Balakrishnan et al., 2006;
Pedrouzo et al., 2007).

2.3.1.1.1. Metoda ekstrakcije na ¢vrstoj fazi

Metoda ekstrakcije na ¢vrstoj fazi je metoda kod koje dolazi do zadrZavanja
analita na ¢vrstom nosa¢u tokom propustanja te¢nog uzorka kroz poroznu ¢vrstu fazu
Cije gradivne Cestice pokazuju izuzetno veliki afinitet prema datom analitu. Nakon
vezivanja analita za ¢vrstu fazu, njegovo eluiranje sa ¢vrste faze se izvodi primenom
najpogodnijeg rastvaraca, prethodno odabranog na osnovu rezultata dobijenih u procesu
optimizacije ovog dela metode (Rouessac i Rouessac, 2007). Procedura ekstrakcije na
¢vrstoj fazi sastoji se iz Cetiri osnovna koraka (slika 9):

1. kondicioniranje kolone — propustanje male zapremine odgovarajuceg rastvaraca
kroz pakovanje kolone u cilju pripreme sorbenta za sorpciju analita koja sledi;

2. nanoSenje uzorka — propustanje uzorka vode kroz kolonu, pri ¢emu se analit
sorbuje na Cesticama pakovanja kolone;

3. ispiranje kolone — propustanje minimalne zapremine odgovarajuceg rastvaraca
kroz kolonu radi uklanjanja necisto¢a polarne prirode i soli iz uzorka vode,
ukoliko su se prethodno zadrzZali na sorbentu;

4. eluiranje — propustanje odgovarajueg rastvaraca u kojem se analit dobro

rastvara i desorpcija analita sa kolone.
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Slika 9. Prikaz procedure ekstrakcije na évrstoj fazi

Izvodenje ekstrakcije na ¢vrstoj fazi odvija se na kertridzima (kolonama), tj.
specijalno dizajniranim staklenim ili polietilenskim Spricevima odredene zapremine
(1-60 mL), u odredenoj meri napunjenim nekim od odgovaraju¢ih sorbenata (masa
pakovanog sorbenta iznosi 0,1-10 g, veli¢ina Cestica oko 50 pm). Masa sorbenta u
kertridza je fiksirana sa donje i gornje strane teflonskim ili polietilenskim fritama
odredene poroznosti (Rouessac i Rouessac, 2007). Debljina sloja sorbenta je dovoljno
velika da omogu¢i formiranje rastresitog i poroznog pakovanja koje dopusta lagan
protok uzorka kroz kertridz, bilo usled dejstva sile gravitacije ili uz pomo¢ pritiska ili
vakuuma. Kao sorbenti u SPE kolonama najcesé¢e se koriste silikatni materijali sa
polarnim i nepolarnim funkcionalnim grupama koje omogucavaju selektivne i
specificne interakcije sa analitima. Na osnovu interakcija izmedu sorbenta i analita,
ekstrakcija na ¢vrstoj fazi moze biti jonoizmenjivacka, normalno-fazna i reverzno-
fazna. Jonoizmenjivacka ekstrakcija na Cvrstoj fazi zasniva se na jonskoj interakciji
izmedu analita i sorbenta. Sorbent ima katjonske ili anjonske funkcionalne grupe i
zadrZava jone analita suprotnog naelektrisanja. Normalno-fazna ekstrakcija na ¢vrstoj
fazi podrazumeva interakcije izmedu polarnog analita i polarnog sorbenta uz nepolarnu
matricu uzorka. Za odvijanje normalno-fazne ekstrakcije, najcesée se koriste silikatni

materijali sa polarnim funkcionalnim grupama kao Sto su —CN, —NH; i dr. Reverzno-
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fazna ekstrakcija na ¢vrstoj fazi se odvija na nepolarnom sorbentu, a silikatni materijali
koji se najcesce koriste za ovu vrstu ekstrakcije jesu materijali sa alkil (Cyg i Cg) ili aril
grupama (Delle Site, 2000).

Prednosti upotrebe polimernih adsorbenasa jeste bolje zadrZzavanje Kkiselih
analita bez zakiSeljavanja uzorka, mogucnost dodatnih interakcija sa analitom, olaksano
kvaSenje pakovanja, kao i moguénost izvodenja multirezidualne analize bez
podeSavanja pH vrednosti uzorka. Upotrebom ovih kertridza priprema uzorka je
pojednostavljena, budu¢i da nije neophodno precis¢avanje uzorka radi uklanjanja
huminskih i fulvo kiselina i da je moguénost kisele hidrolize drugih analita u
multirezidualnoj analiti¢koj proceduri smanjena (Gomez et al., 2006). Na slici 10 dat je
prikaz kertridZa koji se najcesc¢e Kkoristi za izvodenje metode ekstrakcije na ¢vrstoj fazi,
kao i prikaz aparature na kojoj se izvodi celokupna procedura pod uslovima stvorenog
vakuuma. Prikazana aparatura omogucava istovremenu ekstrakciju veeg broja uzoraka,
a sastoji se od staklene kade na kojoj se nalazi izvod sa manometrom za vezivanje
vakuum pumpe. Staklena kada se zatvara perforiranim poklopcem na koji se postavljaju
kertridzZi, dok se u kadu stavlja stalak sa kivetama koje su pozicionirane neposredno

ispod svakog kertridZza kako bi bilo moguce sakupljati ekstrakt prilikom eluiranja

kolona rastvara¢em.
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Slika 10. Prikaz kertridza i aparature za izvodenje metode ekstrakcije na évrstoj fazi
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Kertridzi proizvodaca Waters (Milford, SAD), komercijalnog naziva Oasis
HLB, najées¢e su koris¢eni Kertridzi u analizi tragova lekova i pesticida (Batt i Aga,
2005; Gomez et al., 2006; Kuster et al., 2009; Pinxteren et al., 2009; Gruji¢ et al., 2009;
Rodil et al., 2009; Pailler et al., 2009). Oasis HLB kertridZ (eng. Hydrophilic-Lipophilic
Balance) je karakteristiCan po uravnotezenim hidrofilnim i lipofilnim karakteristikama
Sto omogucava istovremenu ekstrakciju kiselih, neutralnih i baznih analita, u Sirokom
opsegu pH vrednosti (Gruji¢, 2009). Poseduje odli¢ne moguénosti kvasenja hidrofilnog
dela pakovanja kertridZa, zbog ¢ega susenje nema negativan uticaj na prinos metode pa
zbog toga nije neophodan kontinualan tok kroz kolonu (Ollers et al., 2001). Ono $to
ovaj kertridz favorizuje u odnosu na druge jeste Cinjenica da je na njemu moguca
ekstrakcija umereno polarnih analita iz vode bez dodatnog zakiSeljavanja uzorka, Sto je
u slucaju drugih kertridza uglavnom neophodno (Gomez et al., 2006; Gros et al., 2006).

Sto se ti¢e parametara koji uti¢u na efikasnost ekstrakcije na &vrstoj fazi,
izdvajaju se pH vrednost uzorka, sadrzaj organske materije u samom uzorku,
rastvorljivost analita, polarnost, pK, vrednost i stabilnost (Gruji¢, 2009). Vrednost pH
rastvora odreduje hemijski oblik analita, njegovu stabilnost i interakciju sa sorbentom,
pa tako, na primer, zakiSeljavanje rastvora prouzrokuje smanjenje disocijacije slabo
kiselih analita, Sto vodi povecanju efikasnosti ekstrakcije ukoliko se nedisosovani oblik
analita vezuje za ¢vrstu fazu SPE kertridza (Diaz-Cruz i Barceld, 2005; Zhang i Zhou,
matrica predstavlja velika koli¢ina prirodne organske supstance, kao $to su huminske i
fulvo kiseline. Prisustvo ovih kompleksnih organskih jedinjenja u ispitivanom uzorku
moze uticati na smanjenje sorpcije analita, zbog kompetitivnog vezivanja za sorbent,
kao i na probijanje kapaciteta kertridZza. Pored toga $to uti¢e na slabljenje efikasnosti
ekstrakcije, prisustvo organskih materija moZe uticati na ometanja detekcije analita
usled smanjene jonizacije analita (Hao et al., 2006). Do smanjenja efikasnosti
ekstrakcije nekih jedinjenja moze do¢i i zbog trajnog vezivanja za silanolne grupe stakla
zbog ¢ega se izbegava rad sa staklenim posudem pri analizi jedinjenja za koje se zna da
se za njega vezuju, kao §to je slucaj sa tetraciklinima. Takode je poznato da tetraciklini
imaju veliki afinitet ka helathom vezivanju katjona metala. Smanjenje vezivanja i
ekstrakcije metala prisutnih u uzorcima matrica iz zivotne sredine moze se postici

dodavanjem nekog jakog helatnog sredstva u fazi pripreme uzorka (Hirsch et al., 1999;
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Lindsey et al., 2001; Ternes et al., 2001; Yang i Carlson, 2004). Treba ipak biti obazriv
pri izboru jedinjenja koja bi trebalo da umanje neki od navedenih potencijalnih
negativnih uticaja na efikasnost ekstrakcije, budué¢i da njihovo prisustvo moze dovesti
do brzog prljanja jonskog izvora i drastiénog smanjenja osetljivosti detektora koji se
koriste pri instrumentalnoj analizi ekstrakata (Gentili et al., 2005). Svi navedeni efekti,
kao i mnogi drugi, samo dodatno ukazuju na kompleksnost postupka pripreme uzorka i
neophodnost preciznog 1 sveobuhvatnog optimizovanja specificne metode za Zeljene
analite 1 Zeljenu matricu, pri ¢emu se mora imati u vidu ¢injenica da optimizacija
metode postaje visestruko komplikovanija ukoliko se zeli pratiti ve¢i broj analita
razli¢itog porekla i strukture, razliite polarnosti, rastvorljivosti, pK, vrednosti i

stabilnosti.

2.3.1.2. PRIPREMA UZORAKA RECNIH SEDIMENATA ZA
ODREDIVANJE TRAGOVA LEKOVA | PESTICIDA

Pri odredivanju tragova lekova i pesticida u kompleksnim matricama, kao $to su
re¢ni sedimenti, tehnika pripreme uzorka se dugi niz godina smatrala zamornom i
neinventivnom, tako da se njenom razvoju nije posvecivala znacajna paznja i same
matrice nisu, ili retko jesu, analizirane na sadrzaj ovih analita. Sa razvojem veoma
osetljivih instrumentalnih tehnika krenulo se u razvoj metoda za pripremu uzoraka ovih
matrica i vrSenje efikasne ekstrakcije analita iz nje, ali intenzitet izvodenja analiza i
dalje nije tako veliki kao u sluc¢aju vode. Priprema uzoraka i ekstrakcija lekova i
pesticida iz re¢nih sedimenata predstavlja veoma znacajan deo celokupnog procesa
ispitivanja njihovog prisustva, a sam postupak se sastoji od koraka sli¢nih onima koji se
primenjuju u slucaju pripreme uzoraka vode i podrazumeva: homogenizaciju uzorka;
ekstrakciju analita od interesa primenom adekvatnih rastvaraca koji mogu biti uneti u
merni instrument; predkoncentrisanje rastvora ekstrahovanih analita, kao i filtriranje tj.
prec¢is¢avanje ekstrahovanih analita od koekstrahovanih sastojaka sa kojima mogu da
interferiraju (Beausse, 2004).

Izbor tehnike pripreme ove vrste uzoraka prevashodno zavisi od fizicko-
hemijskih svojstava samih analita, kao Sto su: isparljivost, rastvorljivost (u vodi i

organskim rastvaracima), stabilnost, kiselost, baznost i dr., kao i od fizicko-hemijske
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prirode matrice uzorka (sadrzaj ugljenika, kiselost, baznost, sadrzaj vode, poroznost i
hidraulicke karakteristike sloja i dr.) (Beausse, 2004).

Priprema uzoraka re¢nih sedimenata za odredivanje sadrzaja lekova i pesticida u
njima, tacnije za izvodenje njihove ekstrakcije iz sedimenata, u najve¢em broju
slu¢ajeva se vrsi primenom metode ekstrakcije muckanjem primenom razli¢itih
organskih rastvaraca (LSE, eng. Liquid Solvent Extraction), odnosno metode
ultrazvuéne ekstrakcije rastvara¢ima (USE, eng. Ultrasonic Solvent Extraction) (Diaz-
Cruz i Barcel6, 2005).

Metoda ekstrakcije lekova i pesticida primenom razli¢itih organskih rastvaraca
je klasi¢na metoda ekstrakcije zasnovana na dobro poznatim i izu¢enim principima. Ova
metoda ne zahteva upotrebu slozenih i skupih instrumenata a rastvara¢i visoke ¢istoce,
iako relativno skupi, dosta se lako mogu nabaviti. Medutim, glavni nedostaci metode su
upotreba relativno velikih koli¢ina toksi¢nih organskih rastvaraca, relativno dugo vreme
izvodenja ekstrakcije, kao 1 upotreba velike koli¢ine laboratorijskog posuda, §to moze
dovesti do kontaminacije i znacajnijih greSaka pri kvantifikaciji analita. Ipak, razvoj
instrumentalnih tehnika u pogledu njihove poboljSane osetljivosti i selektivnosti, doveo
je do smanjenja potrebe za pre¢is¢avanjem i koncentrisanjem uzoraka, Sto u mnogome
olaksava izvodenje ove metode pripreme (Diaz-Cruz et al., 2003).

Ultrazvucna ekstrakcija rastvara¢ima je u sustini metoda kojom se omogucéava
ekstrakcija ispitivanih jedinjenja rastvara¢ima, ali se u postupku ostvarivanja kontakta
izmedu rastvara¢a i matrice analitima, uglavnom u kratkom vremenskom periodu,
koristi ultrazvu¢no kupatilo koje omogucéava da se kontakt i disperzija inteziviraju usled
dejstva ultrazvuénih talasa.

U cilju prevazilazenja nedostataka metode klasi¢ne ekstrakcije, a u skladu sa
trendom smanjenja upotrebe organskih rastvaraca, mnoge alternativne metode pripreme
uzorka su razvijene i opisane u literaturi ali se, u slucaju matrica kao Sto su recni
sedimenti, jedino joS primenjuju metode ekstrakcije pod visokim pritiskom i to metoda
teCne ekstrakcije pod visokim pritiskom (PLE, eng. Pressurized Liquid Extraction) i
metoda superkriti¢ne ekstrakcije (SFE, eng. Supercritical Fluid Extraction). Metoda
tecne ekstrakcije pod visokim pritiskom podrazumeva koris¢enje povecane kineticke
energije analita na povisenim temperaturama. U toku izvodenja ekstrakcije, neophodno

je odrzavati konstantno poviSen pritisak u ekstrakcionom sudu, budu¢i da su radne
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temperature obi¢no vise od temperatura kljucanja rastvaraca koji se koriste. Dobra
strana ove tehnike je Sto se ekstrakcija analita postize uz malu potrosnju organskog
rastvarata. Osim toga, organski rastvara¢ moze se u odredenim uslovima zameniti
vodom. Ekstrakti dobijeni na ovaj nacin uglavnom zahtevaju dodatno preciS¢avanje
uzorka. Veliki nedostatak ove metode je Sto je neprimenjiva na termolabilna jedinjenja
i Sto zahteva velika inicijalna ulaganja u opremu (Diaz-Cruz i Barcelo, 2005; Radenovi¢
et al., 2009). Kod superkriticne ekstrakcije najées¢e se kao superkriticni fluid koristi
ugljen-dioksid (CO,), posto veoma lako prelazi u superkriticno stanje, nije toksican,
inertan je i lako se uparava pod ambijentalnim uslovima. SFE i pored toga Sto ne
zahteva upotrebu organskih rastvaraca, nije nasla veliku primenu medu tehnikama
pripreme uzorka za odredivanje ostataka lekova i pesticida u re¢nim sedimentima, a kao
osnovni nedostatak uoc¢ava se neophodnost velikih inicijalnih ulaganja, kao i kod PLE
metode (Diaz-Cruz i Barceld, 2005).

Metoda ekstrakcije organskim rastvara¢ima. Odabrani rastvara¢ ili
kombinacija rastvaraca dovode se u kontakt sa pripremljenim homogenizovanim
uzorkom i uz primenu laboratorijske muckalice tj. Sejkera i ultrazvu¢nog kupatila, pod
odredenim 1 optimizovanim uslovima, simuliraju se realni uslovi u reci u pogledu
konstantnog kretanja vode i povrSinskog pomeranja sadrzaja (Beausse, 2004; Kim i
Carlson, 2005; Yang et al., 2010).

Tabela 5. Fizicka svojstva rastvaraca

Dielektri¢na

Tacka kljucanja Napon pare
Rastvarac konstanta
(°C) (kPana?25 °C)
(20 °C)

Aceton 20,72 56 30,8
Acetonitril 37,5 82 11,8
Cikloheksan 2,0 81 13,0
Dihlormetan 91 40 58,2
Etil-acetat 6,0? 77 12,6
Heksan 1,9 69 20,2
Metanol 32,6° 65 16,9
Pentan 1,8 36 68,3
Petroletar - 30-60 -
Voda 78,5 100 -
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a-25°C

Izbor organskog rastvaraca zavisi od polarnosti ispitivanih analita. U postupku
ekstrakcije nepolarnih analita najpogodnije je koristiti nepolarni rastvara¢, dok je u
sluc¢aju ekstrakcije polarnih analita najpogodnije koristiti blago do srednje polaran
rastvaraC. Polarnost rastvaraca najbolje se izrazava dielektricnom konstantom pa ¢e se
tako polarne supstance bolje rastvarati u polarnim rastvarac¢ima tj. u rastvara¢ima sa
ve¢om dielektricnom konstantom, a nepolarne u nepolarnim rastvara¢ima koji imaju
manju vrednost dielektricne konstante. U slucaju da je dobijeni ekstrakt potrebno
dodatno upariti radi koncentrisanja uzorka, prilikom izbora rastvaraca, osim polarnosti,
u obzir treba uzeti i njegovu tacku kljucanja.

U tabeli 5 je dat pregled dielektriénih konstanti, tacki kljuc¢anja i napona para
nekih organskih rastvaraca koji mogu biti koriS¢eni kao rastvarai u postupku
ekstrakcije lekova i pesticida iz re¢nih sedimenata.

Prema literaturi, ekstrakcija lekova 1 pesticida iz re¢nih sedimenata u najvecoj
meri se izvodi primenom rastvaraca kao §to su metanol, dihlormetan, etil-acetat i
acetonitril, ili njihovom kombinacijom u odredenom odnosu (Loffler et al., 2005; Yang
et al., 2010; Wille et al., 2012).

2.3.1.3. PRIPREMA UZORAKA RECNIH SEDIMENATA ZA
ODREDIVANIJE SORPCIJE ODABRANIH LEKOVA | PESTICIDA

Da bi se pristupilo kvantifikaciji sorpcije lekova i pesticida na sedimentima,
neophodno je izvrsiti eksperiment koji u osnovi podrazumeva obezbedivanje dovoljno
dugog kontakta recnog sedimenta i vodenog rastvora analita koji se ispituju i pri tome
pokusati simulirati odredene uslove u prirodi, kao Sto su relativna izloZenost svetlosti,
povremeno kretanje vodene i prevrtanje ¢vrste faze. Literatura pokazuje da ne postoji
veliki broj studija koje se time bave, ali da je njihov broj u poslednje vreme u porastu
(Drillia et al., 2005; Scheytt et al., 2005; Sukul et al., 2008; Zhang et al., 2010), ¢emu je
doprineo razvoj savremenih tehnika za instrumentalnu analizu dobijenih rastvora.

Za odvijanje eksperimenta ispitivanja sorpcije lekova i pesticida, kao prvi korak,
neophodno je odrediti adsorpciono-desorpcionu tacku ravnoteze koja se dobija

utvrdivanjem vremenske tacke u kojoj brzina adsorpcije analita iz vodenog rastvora od
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strane sorbenta prestaje da raste tj. dostize plato. S druge strane, brzina desorpcije sa
zasi¢enog sedimenta takode dostize svoj plato. Tacnije, to je vreme koje ispitivana
matrica, sediment, odnosno, sorbent i vodeni rastvor analita koji se ispituju treba da
budu u neposrednom kontaktu. Da bi se odredilo ravnotezno kontaktno vreme
neophodno je ispitati ¢itav niz vremenskih tacaka, kako bi se ispratilo ponaSanje analita
i sedimenata i utvrdila tacka u kojoj se dostizu pomenuti platoi (Sukul et al. 2008).

Nakon §to se odredi ravnotezno kontaktno vreme, tj. neophodno vreme kontakta
analita 1 sedimenta, pristupa se izvodenju eksperimenta u kome je sediment u kontaktu
sa vodenim rastvorima razli¢itih koncentracija analita u vremenskom trajanju koje je
odredeno u prethodnom koraku. Sam postupak ostvarivanja kontakta sedimenta i
vodenih rastvora je tehni¢ki isti (Sukul et al. 2008).

Da bi se eksperimenti mogli izvoditi, neophodno je prvo pripremiti sediment tj.
osusiti odabrani uzorak sedimenta kako bi se vodenom rastvoru analita, kojim ¢e uzorak
naknadno biti tretiran, omogucilo da nesmetano prodre do svih njegovih delova. Susenje
se obavlja u mraku kako ne bi doSlo do fotodegradacije, a nakon toga se prosejava na
situ odredene poroznosti. Ta¢no odredena masa sedimenta se odmerava, smesta u vecu
plasti¢nu ili teflonsku epruvetu sa zatvaraCem 1 spaja sa odredenom zapreminom
vodenog rastvora smeSe analita definisane koncentracije, ili vode, u zavisnosti od toga
da li se radi eksperiment adsorpcije ili desorpcije. SmeSa odmerenog sedimenta i
vodenog rastvora, ili vode, se dalje izvesno vreme mucka, a zatim centrifugira i
dekantuje. Tako dobijeni rastvori se analiziraju nekom od metoda za analizu.

Eksperiment je veoma kompleksan, dugo traje, podrazumeva dosta uporednih
proba i zahteva dosta laboratorijskog posuda. Sredivanje i tumacéenje rezultata je takode

dug i sloZen proces.

2.3.2. INSTRUMENTALNE METODE ZA ANALIZU PRISUSTVA
TRAGOVA LEKOVA | PESTICIDA

Za analizu uzoraka na prisustvo lekova i pesticida, u najvecoj meri se koristi gasna
hromatografija (GC, eng. Gas Chromatography), u slucaju odredivanja nepolarnih

jedinjenja i te¢na hromatografija (LC, eng. Liguid Chromatography), u slucaju
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odredivanja polarnih jedinjenja. Budu¢i da se poslednjih godina sve viSe koriste
polarniji 1 manje isparljivi lekovi i pesticidi, moze se re¢i da je tecna hromatografija
postala znacajnija tehnika u domenu ispitivanja tragova ovih jedinjenja u uzorcima
medijuma Zivotne sredine, pri ¢emu se posebno misli na te¢nu hromatografiju visokih
performansi sa masenom spektrometrijom (HPLC-MS, eng. High Performance Liquid
Chromatography Tandem Mass Spectrometry), kao izuzetno osetljivom i selektivnom

detekcionom tehnikom.

2.3.2.1. TECNA HROMATOGRAFIJA VISOKIH PERFORMANSI

Hromatografija je fiziCka metoda razdvajanja supstanci iz smesa, koja se zasniva
na razli¢itoj raspodeli analita izmedu dve faze, od kojih je jedna nepokretna
(stacionarna), a druga pokretna (mobilna) faza (slika 11). Mobilna faza moze biti
teCnost, gas ili superkriti¢ni fluid, dok stacionarna faza moze biti ¢vrsta, tecna ili gel.
Kod te¢ne hromatografije, mobilna faza je te¢na, a stacionarna faza je ¢vrsta ili tecna i
predstavlja pakovanje hromatografske kolone. Do hromatografskog razdvajanja dolazi
usled razliCitog stepena interakcije analita iz smeSe sa mobilnom i/ili stacionarnom
fazom, zbog Cega je razlicito vreme prolaska analita od mesta unosSenja uzorka do mesta
detekcije. Vreme zadrzavanja analita u hromatografskom sistemu predstavlja retenciono
vreme (Ardrey, 2003). Molekuli koji formiraju jae veze sa stacionarnom fazom nego sa
mobilnom, sporije se eluiraju sa kolone i samim tim imaju duZa retenciona vremena,
dok molekuli koji formiraju jace veze sa mobilnom fazom imaju kra¢a retenciona
vremena. Na osnovu prirode interakcija izmedu komponenti uzorka i stacionarne faze,
razlikujemo sledece tipove te¢ne hromatografije (Rouessac i Rouessac, 2007):

~ podeona hromatografija, predstavlja najceSce koriS¢eni tip hromatografije. U
zavisnosti od relativne polarnosti stacionarne faze i mobilne faze razlikuju se:

- hromatografija sa normalnom fazom — stacionarna faza je polarna, dok je

mobilna nepolarna (polarniji analit se duze zadrzava u koloni);

- hromatografija sa reverznom fazom — stacionarna faza je nepolarna, dok

je mobilna faza polarna (manje polarni analit se duze zadrzava u koloni);

~ adsorpciona hromatografija, hromatografija u kojoj se analit fizicki adsorbuje

na stacionarnoj fazi, a do razdvajanja dolazi usled razlike u jacini adsorpcije

izmedu komponenti smese;
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~ jonoizmenjivacka hromatografija, hromatografija kod koje materijal stacionarne
faze na svojoj povrSini ima naelektrisane jone koji su suprotnog naelektrisanja
od jona ispitivanog uzorka. Joni sa ve¢im naelektrisanjem jace interaguju sa
stacionarnom fazom, $to za rezultat ima poveéano vreme eluiranja;

~ hromatografija razdvajanja po veli¢ini, kod koje se komponente smeSe
razdvajaju na osnovu fizicke veli¢ine tako §to se u porama na povrSini
stacionarne faze zadrzavaju mali molekuli koji mogu da difunduju unutar pora,
dok veliki molekuli prolaze kroz kolonu.

Stacionarna faza se sastoji od centralnog jezgra na ¢ijoj povrSini su vezane
zeljene funkcionalne grupe. Svojstva koja stacionarna faza mora da poseduje su:
nerastvorljivost u mobilnoj fazi, stabilnost na promene pritiska, temperature i pH
vrednosti, $to uniformnija raspodela ¢esica (odstupanje od srednje vrednosti do 10%).

Mobilna faza se moze menjati u zavisnosti od zahteva separacije. Razliciti
rastvara¢i se mogu koristiti kao mobilna faza, pod uslovom da poseduju sledeca
svojstva: visoka Cisto¢a, dobra rastvorljivost analita, kompatibilnost sa detektorom,

mala viskoznost, hemijska inertnost, razumna cena (Ardrey 2003).

Uzorak Pokretna faza

IRy 1
e

Nepolretna faza
=
[

ty f fa ty fy

Yreme

Slika 11. Osnovni principi tecne hromatografije
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Kod te¢ne hromatografije visokih performansi punjenje kolone se sastoji od
Cestica veoma malih dimenzija, $to omogucéava dobro pakovanje i veliki pad pritiska
duz kolone i, kao posledicu toga, visoku mo¢ razdvajanja (visoku rezoluciju), po kojoj
je metoda i dobila naziv. Separacioni proces HPLC tehnike zasnovan je na
interakcijama izmedu analita 1 povrSine Cestica punjenja kolone.

Osnovni delovi te¢nog hromatografa visokih performansi su (slika 12):
rezervoari mobilne faze (staklene boce sa rastvara¢ima koji ¢ine mobilnu fazu);
pumpa (za postizanje visokih pritisaka i stabilnog protoka mobilne faze);

sistem za unoSenje uzorka (injektor i/ili autosempler);

A w np e

kolona (duzine 10-25 cm, unutrasnjeg precnika 3—5 mm, veliine Cestica 3—
10 um);

detektor (UV, fluorescentni, maseni i dr.);

o

6. racCunar (za snimanje, sakupljanje i obradu rezultata).

HPLC kolona

Hromatogram

— —

Sistem za
unosenje uzorka

i
2

Sistem za obradu
podataka

Rezervoar
mobilne faze Uzorak

Pumpa Detektor

Otpad

Slika 12. Prikaz tecnog hromatografa

2.3.2.2. MASENA SPEKTROMETRIJA

Masena spektrometrija (MS) je analiticka metoda koja se zashiva na jonizovanju
uzorka i razdvajaju nastalih naelektrisanih ¢estica (jona) prema odnosu njihove mase i
naelektrisanja (m/z). Ova metoda omoguéava identifikaciju analita na osnovu

informacija o molekulskoj masi i strukturi jedinjenja. Prednost metode je izuzetna
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osetljivost, jer se potrebne informacije mogu dobiti analizom svega 1 pg analita
(Ardrey, 2003).

Maseni spektrometar se sastoji iz jonskog izvora, analizatora, detektora, vakuum
sistema i racunara (Slika 13). U jonskom izvoru dolazi do jonizacije neutralnih molekula
analita, nakon cega se nastali joni prebacuju u maseni analizator i bivaju razdvajani
prema odnosu mase i naelektrisanja. Detektor registruje signale svih jona. Analizator i
maseni detektor rade pod visokim vakuumom kako bi se medusobna interakcija jona

svela na minimum.

maseni analizator

jonski jonski trap
izvor .
ESl PP L e, (Mdetektor—radunar
HPLC——==m=-=== [ 1] | I |

: k tik elektronski

jonska optika DmultiplikatorM
atmosferski k -
pritisak vakutim maseni

hromatogram

Slika 13. Prikaz masenog spektrometra

Jonizacija uzorka u jonskom izvoru se moze izvesti na viSe nacina: jonizacija
elektronskim udarom (EI, eng. Electron Impact lonization), termosprej jonizacija (TS,
eng. Thermospray lonization), hemijska jonizacija (Cl, eng. Chemical lonization),
hemijska jonizacija na atmosferskom pritisku (APCI, eng. Atmospheric Pressure
Chemical lonization), elektrosprej jonizacija (ESI, eng. Electrospray lonization) i dr.
Tehnike jonizacije elektronskim udarom i hemijske jonizacije mogu da se koriste samo
u slucaju kada su analiti u gasovitom stanju. Termosprej, elektrosprej i hemijska
jonizacija na atmosferskom pritisku su pogodne za jonizaciju neisparljivin i
termonestabilnih jedinjenja. ESI i APCI su najces¢e koriscene tehnike jonizacije
prilikom HPLC-MS analize uzoraka Zzivotne sredine u pogledu pracenja prisustva
tragova zagadujuéih supstanci poput lekova i pesticida. ESI se koristi za analizu
polarnih 1 umereno polarnih jedinjenja, zbog ¢ega se vecéina analitiara opredeljuje za
ovu tehniku, dok se APCI koristi za analizu jedinjenja srednje i slabe polarnosti
(Ardrey, 2003).
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Nastanak jona elektrosprej jonizacijom se postize prolaskom te¢nosti kroz jako
elektri¢no polje, pri ¢emu na vrhu kapilare dolazi do formiranja spreja naelektrisanih
kapljica. Tac¢nije, analit rastvoren u polarnom, isparljivom rastvaracu u struji azota se
raspruje kroz staklenu kapilaru ¢iji je vrh pod visokim naponom (3-6 kV), pri ¢emu
nastaju pozitivno ili negativno naelektrisane kapljice, u zavisnosti od polarnosti
elektricnog polja. Na atmosferskom pritisku dolazi do desolvatacije kapljica usled ¢ega
dolazi do smanjivanja njihove povrsine i u jednom trenutku, kada povrsinski napon vise
nije u stanju da izdrZzi nagomilano naelektrisanje, dolazi do eksplozije kapljica. Ovaj
proces se ponavlja, a kao rezultat toga nastaju joni analita, oslobodeni od rastvaraca,
koji kroz jonsku kapilaru stizu do analizatora. Ovom tehnikom dobijaju se protonovani
ili deprotonovani molekuli ([M+H]" ili [M—H]"), opet u zavisnosti od elektri¢nog polja.
Cesta je pojava i viSestruko naelektrisanih jona, tipa [M+nH]"" ili [M-nH]"", kao i
stvaranje adukt jona sa rastvaratem ([M+R+H]"). Nastankom viestruko naelektrisanih
jona, molekuli sa velikom molekulskom masom se pojavljuju na nizim m/z vrednostima.
Ovo povecava merni opseg analizatora, §to omogucava analizu molekula sa velikom
molekulskom masom upotrebom jeftinijih analizatora (Ardrey, 2003). Prikaz

elektrosprej jonizacije dat je na slici 14.

jonska

y visestruko kapllara
Kapilara Tejlorova naelektrisana
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molekul visestruko il
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kapljica
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napajanja

Slika 14. Prikaz elektrosprej jonizacije

Na nastanak jona elektrosprej jonizacijom uticu pH vrednost rastvora, pKa

vrednost analita, temperatura, protok i sastav mobilne faze, koncentracija aditiva i
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analita (Kamel et al., 1999; Zhao et al., 2002). Na stabilnost samog elektrospreja u
najvecoj meri utie sastav mobilne faze pri ¢emu organski rastvaraci u sastavu mobilne
faze povecavaju osetljivost samog detektora (Kamel et al., 1999; Cech i Enke, 2001).
Zbog mogucnosti prljanja jonskog izvora usled kristalizacije, izbegava se dodavanje
razlic¢itih soli i aditiva, kako u ispitivani uzorak, tako i u mobilnu fazu (Zhao et al.,
2002). Za svako jedinjenje, odnosno smesSu jedinjenja koja se ispituju, potrebno je
podesiti optimalan sastav mobilne faze i pH vrednosti kako bi se ostvarila efikasna
elektrosprej jonizacija i uspe$na te¢na hromatografija (Jeanville et al., 2003).

Maseni analizator koristi elektri¢no ili magnetno polje ili njihovu kombinaciju
da razdvoji jone na osnovu m/z odnosa. Najcesce koris§éeni maseni analizatori u analizi
tragova lekova i pesticida u Zivotnoj sredini LC-MS metodom su trostruki kvadrupol
(QQQ, eng. Triple Quadrupole) i jonski trap (IT, eng. lon Trap) (Hernandez et al. 2004).
Trostruki kvadrupol je osetljiviji i precizniji od jonskog trapa, ali je njegova cena znatno
veca. S druge strane, specificnost jonskog trapa je moguénost izvodenja veceg broja
stupnjeva masene analize (MS") §to ga ¢ini veoma selektivnim (Wieboldt et al., 1998;
Bartolucci et al., 2000). Razlika izmedu ova dva analizatora je i u tome $to jonski trap
izvodi masenu analizu tandemski u vremenu, dok kvadrupolni analizator izvodi analizu
tandemski u prostoru (Gentili et al., 2005).

Jonski trap je maseni spektrometar u kome mogu da se cuvaju ili da se
analiziraju joni primenom kvadrupolnog radiofrekventnog elektri¢nog polja. Sastoji se
iz tri elektrode, jedne u obliku prstena i dve tanjiraste, koje trap zatvaraju sa obe strane
(slika 15). Obe tanjiraste elektrode imaju na sebi otvore kroz koje joni izlaze i napustaju
trap. SkladiStenje jona u trapu se postize dovodenjem radiofrekventnog signala na
prstenastu elektrodu, Sto dovodi do stvaranja polja unutar prstena, dok su tanjiraste
elektrode uzemljene. Joni u centralnom delu trapa imaju ograni¢eno kretanje u
aksijalnom pravcu, medutim u radijalnom oni bivaju ubrzani prema tanjirastim
elektrodama i nisu zadrzani. Simultano zadrzavanje jona u oba pravca se postize
menjanjem smera elektricnog polja svaki put kada se joni priblize elektrodama.
Eksterno proizvedeni joni koji ulaze u jonski trap imaju visoke vrednosti kineticke
energije zbog Cega se u sam trap uvodi gas helijum pri pritisku od 0,133 Pa (1 mTorr)
kako bi se usled elasti¢nih sudara jona sa atomima helijuma umanjila njihova kineticka

energija i samim tim joni grupisali u centru trapa. Pozitivni efekti se takode mogu videti
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i kada je rezolucija u pitanju, jer je malo rasipanje jona u toku masene analize,
omogucujuc¢i da se joni istog m/z odnosa izbacuju u kompaktnim paketima. Usled
dejstva odbojnih kulonovih sila, postoji ogranicenje u broju jona koji se U trapu mogu
Cuvati. Kada se dostigne zasi¢enje trapa dolazi do smanjenja rezolucije i osetljivosti
(Ardrey, 2003). Glavni nedostatak ovog masenog analizatora je ograni¢en dinamicki

opseg, usled ograni¢enog broja jona koji mogu biti prisutni u trapu.

Jonski trap

Prstenasta
elektroda

Jonslki
irvor
Detektor
Tanjirasta Tanjirasta
elektroda elektroda

-+ 10-25com ——

Slika 15. Prikaz jonskog trapa

Hromatografija kao tehnika nije najbolje reSenje za identifikaciju komponenata
smese, Cak 1 kada je hromatografsko razdvajanje najpreciznije izvrSeno, zbog Cega je
prati masena spektrometrija ili neka druga tehnika za selektivniju analizu.
Kombinovanje ove dve tehnike omogucéava tacno definisanje i razlikovanje supstanci
koje imaju ista ili sli¢na retenciona vremena, na osnovu njihovih jedinstvenih masenih
spektara (Ardrey, 2003). Od hromatografskih tehnika koje u kombinaciji sa masenom
spektrometrijom predstavljaju mocne tehnike, koriste se gasna i te¢na hromatografija. I
jedna 1 druga kombinacija se koristi u analizi tragova razli¢itih jedinjenja. Gasna
hromatografija u kombinaciji sa masenom spektrometrijom se koristi u analizi velikog
broja jedinjenja u razli¢itim matricama, ali je postupak identifikacije u slu¢aju polarnih i
termicki nestabilnih jedinjenja znacajno komplikovan zbog Cega se za analizu ovih
jedinjenja koristi kombinacija te¢ne hromatografije sa masenom spektrometrijom. Ova
metoda je izuzetno vazno posebno iz razloga §to je u moguénosti da analizira jedinjenja
velikih molarnih masa (Reemtsma, 2001; Miao i Metcalfe, 2003).

Razvoj tandem masene spektrometrije (MS/MS ili MS?) omoguéio je pouzdanu
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detekciju veoma niskih koncentracija analita u kompleksnim matricama. Naime, tandem
masena spektrometrija (MS/MS) koristi dve faze masene analize. Prva faza je
izolovanje jona od interesa, dok je druga faza analiza fragmenata nastalih npr. pri
sudaru jona sa inertnim gasom (argon ili helijum). Ova dvostepena analiza, mozZe se
izvr$iti tandemom u vremenu ili tandemom u prostoru. Tandem u prostoru znaci da su
dva masena spektrometra vezana serijski i da se eksperimenti simultano izvode, ali su
prostorno odvojeni. Tandem u vremenu znaéi da se eksperimenti izvode u istom
prostoru, ali u razli¢ito vreme. Ova kombinovana tehnika omogucava identifikaciju i
kvantifikaciju analita koji imaju istu molekulsku masu, ali razli¢ite fragmentne jone,
kao i onih jedinjenja koja nisu potpuno hromatografski razdvojena. Medutim, odredeni
stepen razdvajanja je neophodan kako bi se smanjio uticaj matrice i poboljSao odnos
signala i Suma, odnosno povecao signal analita koji se prati. Odgovor masenog

detektora u toku vremena jeste maseni hromatogram. Ukoliko se u toku rada izabere

snimanje celog masenog spektra tada se dobija ukupni jonski hromatogram (TIC, eng.
Total lon Chromatogram). Ukoliko se odabere posmatranje samo odredene vrste jona
od interesa dobija se hromatogram odabranog jona (SIM, eng. Selected lon Monitoring).
Takode, moze se odabrati 1 detektovanje jona koji je nastao kao rezultat fragmentacije
odabranog jona, pa se kao rezultat dobija hromatogram odabrane reakcije (SRM, eng.
Selected Reaction Monitoring) (Ardrey, 2003).

TeCna hromatografija u kombinaciji sa tandem masenom spektrometrijom
(HPLC-MS/MS) predstavlja veoma selektivnu i osetljivu tehniku za analizu velikog
broja, u ovom slucaju, lekova i pesticida. UspeSna analiza se moze izvoditi ¢ak i u
najkompleksnijim matricama, §to omogucéava primenu jednostavnijih tehnika pripreme
uzoraka. lako se HPLC-ESI-MS/MS tehnika uspe$no koristi u kvantitativnoj analizi
tragova ovih analita, njen veliki nedostatak je pojava efekta matrice koja moZe dovesti
do pogresne kvantifikacije. Uticaj matrice ili matriks efekat (ME) prvi put su opisali
Tang i Kebarle (Tang i Kabarle, 1993), koji su pokazali da prilikom HPLC-ESI-MS

analize organskih baza dolazi do smanjenja signala u prisustvu drugih organskih baza u

matrici. Pokazano je da jedinjenja sa visokim afinitetom ka protonima, kao i jedinjenja
koja mogu da formiraju jonske parove sa jonima analita, vrSe supresiju signala prilikom
ESI jonizacije. Tatan mehanizam ME je nepoznat. Jedno od moguéih objasnjenja je da

poti¢e od kompeticije analita i neisparljivih komponenata matrice za mesto na povrsini
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kapljice prilikom prelaska jona iz te¢ne u gasovitu fazu (Tang i Kabarle, 1993). Zato je
izuzetno vazno uklanjanje neisparljivih sastojaka uzorka u toku prethodne obrade
uzorka (King et al., 2000). Postoji nekoliko nacina da se otkrije uticaj matrice u
kvantitativnoj analizi HPLC-MS metodom. Najbolji nacin da se proceni ME je da se
uporedi signal analita u Cistom rastvaracu sa signalom analita u ekstraktu matrice
(MMS, eng. Matrix-Matched Standard). Razlika u intenzitetu signala ukazuje na
smanjenje ili povecanje broja jona. Jedan od najefikasnijih nacina da se redukuje uticaj
matrice je paZzljiv izbor odgovaraju¢e kalibracione tehnike. Najc¢eS¢e koriS¢ene su:
eksterna kalibracija sa MMS, metoda internog standarda i metoda standardnog dodatka
(Mezcua et al., 2006; Martinez et al., 2007). Metoda eksterne kalibracije sa MMS se

veoma Cesto koristi jer efikasno eliminiSe apsolutni efekat matrice, ali relativni efekat
matrice moze da umanji tacnost 1 preciznost ove metode. Metoda interne kalibracije,
koris¢enjem izotopski obeleZenih analita kao internih standarda, veoma je pouzdana.
Medutim, za primenu ove metode, kada je potrebno odrediti veliki broj analita u jednom
analitickom postupku, je neophodno koristiti veliki broj internih standarda koji
odgovaraju razliCitim analitima u smesi, a oni nisu uvek dostupni ili su skupi. U
literaturi se Cesto preporucuje metoda standardnog dodatka. Metoda standardnog
dodatka je pouzdana metoda, koja znac¢ajno pobolj$ava tacnost i preciznost odredivanja,
ali zahteva dosta vremena, jer se za svaki uzorak mora napraviti posebna kalibraciona
kriva (Reemtsma, 2001; Dijkamn et al., 2001).

U postupku detektovanja analita od interesa u realnom uzorku primenom LC-
ESI-MS, lako moze do¢i do pojave laznih pozitivnih rezultata. Posebno velika opasnost
u identifikaciji lezi u situaciji u kojoj se zeli detektovati veci broj analita koji
medusobno nisu dovoljno dobro hromatografski razdvojeni i kada je matrica u kojoj se
nalaze kompleksna. Kako bi se izbegli lazni pozitivni rezultati, neophodno je izvrSiti
pouzdanu potvrdu analita detektovanih u uzorku. Uslov za potvrdu prisustva
detektovanih analita primenom LC-MS analize jeste odstupanje retencionog vremena
analita manje od 5% od retencionog vremena standarda ispitivanih analita. Takode je
vazno da odnos intenziteta signala fragmentnih jona analita u uzorku ne odstupa vise od
20% od njihovog odnosa u standardu (Li et al., 1996; Reemtsma, 2001). Uslovi za
potvrdu prisustva tragova organskih zagadujucih supstanci masenom spektrometrijom

odredeni su odlukom Evropske unije, a ocena podobnosti je zasnovana na sistemu
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identifikacionih poena (European Commission Decision 2002/657/EC). Potreban broj
identifikacionih poena za potvrdu moze se dosti¢i pracenjem dve ili vise reakcija
fragmentacije, za svaki analit posebno. Sto se ti¢e potvrde lekova i pesticida u uzorcima
vode, ona se uglavnom postize pra¢enjem dve karakteristicne SRM reakcije (Herndndez
et al., 2004; Renew i Huang, 2004; Pozo et al., 2006). Sam postupak potvrde izvodi se
ponovnim injektovanjem pozitivnog uzorka i izvodenjem snimanja i analize primenom
proSirene MS metode koja sadrzi dodatne SRM prelaze, odabrane za potvrdu analita.
Ukoliko prekursor jon fragmentacijom daje samo jedan produkt jon, potvrdu je mogucée
postiéi izvodenjem dalje fragmentacije fragmentnog jona, takozvanom MS® analizom
(Diaz-Cruz i Barcel6, 2005).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

U toku izrade doktorske teze, radeno je na razvoju i optimizaciji metoda za
pripremu i analizu uzoraka re¢nih sedimenata i njima odgovaraju¢ih povrSinskih i
podzemnih voda na prisustvo veceg broja lekova i pesticida, kao i na razvoju i
optimizaciji metode za ispitivanje sorpcije odabranih lekova i pesticida na

reprezentativnim sedimentima uzetim iz sliva reke Dunav u Srbiji.

3.1. 1ZBOR LEKOVA | PESTICIDA

Za istrazivanje koje je sprovedeno u okviru prvog dela ovog rada, a sa¢injenog
od razvoja metoda pripreme uzoraka vode i sedimenata, kao i razvoja jedinstvene
metode za istovremeno odredivanje odabranih lekova i pesticida, odabrano je jedanaest
lekova i dvanaest pesticida koji po svojoj strukturi pripadaju razli¢itim hemijskim
grupama (tabela 6). Radi se o lekovima i pesticidima koji u okviru svojih grupa
pripadaju razli¢itim podgrupama, kada je njihova primena u pitanju. Za istrazivanje su
odabrani lekovi i pesticidi koji su medu najkoris¢enijima u Republici Srbiji. Takode, za
istrazivanje su odabrana i dva metabolita metamizola (dipirona), 4-formilaminoantipirin
(4-FAA) i 4-acetilaminoantipirin (4-AAA), budu¢i da je metamizol jedan od najéesce
koris¢enih analgoantipiretika od 70-ih godina proSlog veka i da se metaboliti
metamizola veoma ¢esto pronalaze u matricama zivotne sredine (Moldovan, 2006).

U eksperimentima koji su se odnosili na sorpciju odabranih lekova i pesticida na
reénim sedimentima, pored gore navedenih jedinjenja, razvoj metode je proSiren i na
dodatnih osam lekova i tri pesticida. Radi se o kardiovaskularnim lekovima i
pesticidima novije generacije koji nisu na redovnoj listi ispitivanja, ali su veoma
zastupljeni na trzistu.

Analiti¢ki standardi odabranih lekova, Cistoée vece od 97%, dobijeni su od
domacih farmaceutskih kompanija (Hemofarm iz Vrsca, deo nemacke kompanije Strada
grupa i Zorka-Pharma iz Sapca). Standardi odabranih pesticida obezbedeni su od
proizvodaca, kompanije Riedel-de Haén iz Nemacke, dok su standardi metabolita

metamizola obezbedeni od proizvodaca, kompanije Sigma-Aldrich, iz Nemacke.
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Tabela 6. Lekovi i pesticidi odabrani za istraZivanje

Lekovi Hemijska grupa / dejstvo M,  Pesticidi Hemijska grupa / dejstvo M,
Trimetoprim Sulfonamidni antibiotik 290  Monokrotofos  Organofosfatni insekticid 223
Amoksicilin Penicilinski antibiotik 365  Dimetoat Organofosfatni insekticid 229
Sulfametoksazol Sulfonamidni antibiotik 253  Malation Organofosfatni insekticid 330
Ampicilin Penicilinski antibiotik 349  Imidakloprid Neonikotinoidni insekticid 255
Eritromicin Makrolidni antibiotik 733 Acetamiprid Neonikotinoidni insekticid 222
o Diacilhidrazinski
Azitromicin Makrolidni antibiotik 748  Tebufenozid . L. 352
insekticid
Karbamazepin Antiepileptik 236  Karbendazim Benzimidazolski fungicid 191
Bromazepam Benzodiazepin 315  Karbofuran Karbamatni insekticid 221
Lorazepam Benzodiazepin 320  Karbaril Karbamatni insekticid 201
Diazepam Benzodiazepin 284  Atrazin Triazinski herbicid 215
Diklofenak Analgoantipiretik 295  Propazin Triazinski herbicid 229
4-FAA 231  Simazin Triazinski herbicid 201
4-AAA 245  Monuron 198
Antihipertenziv, - .
Metoprolol 267  Diuron 232
blokator
. Antihipertenziv, B— .
Bisoprolol 325  Linuron 248
blokator
. Antihipertenziv, ACE
Enalapril L 376
inhibitor
o Antihipertenziv, blokator
Amlodipin 408
Ca kanala
Atorvastatin Antihiperlipemik, statin 558
Simvastatin Antihiperlipemik, statin 418
Klopidogrel Antikoagulant 321
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Standardni rastvor svakog analita pripreman je, na svakih pet meseci, u
metanolu pri koncentraciji od 100 mg L™. Radni standardni rastvori su pripremani na
nedeljnom nivou, u razli¢itim koncentracijama, meSanjem odredenih zapremina
pojedina¢nih standardnih rastvora i daljim razblaZzivanjem metanolom. Svi rastvori su
¢uvani na —4 °C.

Svi koriSc¢eni rastvaraci (metanol, dihlormetan, aceton, acetonitril, etil-acetat)
bili su HPLC stepena &istoée, od proizvoda¢a Fluka (Svajcarska) ili Sigma-Aldrich
(Nemacka). Za podeSavanje pH vrednosti uzoraka voda koriS¢eni su koncentrovana
sirCetna kiselina 1 amonijak, analiticke Ccisto¢e, proizvodaca Roth (Nemacka).
Dejonizovana voda je dobijana primenom Gen Pure sistema za dobijanje ultraciste vode
(TKA, Niederelbert, Nemacka). Azot koris¢en za uparavanje, nabavljen je od

proizvodaca Messer Group (Srbija).

3.2.  ISPITIVANJE PRISUSTVA LEKOVA | PESTICIDA U UZORCIMA
VODE

3.2.1. OPTIMIZACIJA INSTRUMENTALNE METODE

Za ispitivanje prisustva lekova i pesticida u uzorcima vode bilo je neophodno
razviti 1 optimizovati instrumentalnu metodu analize zasnovanu na tecnoj hromatografiji
I tandem masenoj spektrometriji. Ideja je bila da se ista metoda koristi za ispitivanje
prisustva lekova i pesticida u uzorcima vode i re¢nih sedimenata, nakon Sto se analiti iz

sedimenta ekstrahuju, prevedu u te¢nu fazu i pripreme za snimanje.

3.21.1. SNIMANJE MASENIH SPEKTARA ANALITA

Snimanje masenih spektara je prethodno izvrseno u okviru razvoja pojedina¢nih
metoda za lekove i pesticide (Gruji¢ et al., 2009; Dujakovi¢ et al., 2010), tako da je u
okviru ovog rada izvrSena provera i potvrda prethodno dobijenih rezultata.

Maseni spektri analita dobijeni su koris¢enjem LCQ Advantage kvadrupolnog
jonskog trapa, kao masenog spektrometra (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

SAD). Kao jonizaciona tehnika koriS¢ena je elektrosprej jonizacija. UnoSenjem
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standardnog rastvora svakog analita koncentracije 10 mg L™ u tok mobilne faze,
podeSena je osetljivost masenog spektrometra za odabrani jon svakog ispitivanog
analita. Utvrdeno je da su za detektovanje svih odabranih lekova i pesticida, optimalni
sledec¢i parametri jonskog izvora: temperatura kapilare (290 °C), protok azota (25 au, tj.
25 arbitrary units, jedinica na skali opsega 0-100 koji je definisan LCQ Advantage
sistemom) i napon izvora (4,5 kV).

Za svaki analit pojedinacno odabran je prekursor jon, protonovani molekul,
zatim je optimizovana koliziona energija, tj. energija sudara jona sa atomima helijuma u
jonskom trapu za reakciju fragmentacije prekursor jona, a zatim i odgovarajuca reakcija
fragmentacije, tj. izabran je najintenzivniji i najstabilniji fragmentni jon. Na taj nacin se
doslo do reakcija fragmentacije koje je neophodno pratiti i koristiti za kvantifikaciju
analita. Za potvrdivanje analita u daljoj analizi, izvrSeno je dodatno fragmentisanje jona
i pronalazenje dodatnih reakcija za odredeni analit, uz optimizaciju neophodne
kolizione energije i utvrdivanje stabilnih i intenzivnih fragmentnih jona.

Obrada rezultata izvrSena je pomocu softverskog paketa Xcalibur v. 1,3 (Thermo

Fisher Scientific, SAD).

3.21.2. OPTIMIZACIJA HROMATOGRAFSKOG RAZDVAJANJA
ANALITA

Razvoj i optimizacija metode hromatografskog razdvajanja svih ispitivanih
jedinjenja bili su predmet rada u ovoj studiji. Ideja je bila da se dode do jedinstvene
hromatografske metode za sva ispitivana jedinjenja, odabrane lekove i pesticide
razli¢itih grupa. Ciljevi koje je trebalo posti¢i podrazumevali su tacnost, preciznost,
ponovljivost, razliita retenciona vremena za sve analite, najkra¢e moguce vreme
trajanja analize, precizno definisane segmente snimanja i dr.

Za tecno-hromatografsku analizu uzoraka koris¢en je Surveyor HPLC sistem
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD). Reverzno-fazno razdvajanje analita
vrSeno je na Zorbax Eclipse® XDB-C18 koloni (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, SAD), dimenzija 75 mm x 4,6 mm 1 prec¢nika Cestica pakovanja od 3,5 pm. Za
razdvajanje je koriS¢ena i predkolona istog proizvodaca, dimenzija 12,5 mm x 4,6 mm i
prec¢nika Cestica od 5 pum, postavljena neposredno pre kolone. Za hromatografsko

razdvajanje lekova i pesticida, koji se detektuju kao pozitivni joni, mobilna faza je bila
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formirana od sledecih sastojaka: metanol (A), dejonizovana voda (B) i 10 % (v/v)
vodenog rastvora sir¢etne kiseline (C), a gradijent se menjao na slede¢i nac¢in: 0,0 min —
A 145%, B 85,0%, C 0,5%; 35,0 min — A 99,5%, B 0,0%, C 0,5%; 46,0 min
- A99,5%, B0,0%, C0,5%. Nakon hromatografskog razdvajanja analita, pocetni
uslovi su uspostavljeni i odrzavani 10 min. Protok mobilne faze je iznosio 0,6 mL

min™". Zapremina injektovanog uzorka iznosila je 10 pL.

3.2.1.3. OPTIMIZACIJA HPLC-MS/MS PARAMETARA

Nakon izbora mobilne faze i snimanja spektara analita, osetljivost masenog
spektrometra je ponovo podeSena i izvrsena je optimizacija instrumentalnih uslova za
identifikaciju tragova odabranih lekova i pesticida. Standardni rastvor svakog analita
koncentracije 10 mg L™ uno3en je u tok mobilne faze. Maseni spektri pozitivnih jona
svih analita snimljeni su u opsegu m/z 50-1000. Najintenzivniji joni u MS spektru su
dalje fragmentisani, pri ¢emu je izvrSena i optimizacija energije sudara za dobijanje
najintenzivnijeg i najstabilnijeg fragmentnog jona. MS" analiza je dala karakteristi¢ne
reakcije fragmentacije za kvantitativno odredivanje svakog analita u konacno razvijenoj
HPLC-MS/MS metodi. Na osnovu rezultata izvedene analize, postupak SRM detekcije
pozitivnih jona podeljen je na vremenske segmenate, pri ¢emu su U svakom segmentu
sakupljani podaci za maksimalno Cetiri analita, kako bi se ocuvala visoka osetljivost MS
detekcije. Za podelu masene detekcije na vremenske segmente bilo je neophodno postic¢i

odredeni nivo hromatografskog razdvajanja analita smeSe.

3.2.2. OPTIMIZACIJA METODE EKSTRAKCIJE LEKOVA | PESTICIDA
1Z UZORAKA VODE

Optimizacija metode istovremene ekstrakcije lekova i pesticida iz vode izvodena
je u skladu sa rezultatima prethodno obavljenih istrazivanja vezanih za optimizaciju
ovih metoda pojedina¢no za odabrane lekove (Gruji¢ et al., 2009) i pesticide (Dujakovi¢
et al., 2010). Ideja je bila osmisliti i razviti jedinstvenu metodu za istovremenu analizu
odabranih lekova i pesticida, pri ¢emu se misli na postupke izvodenja metode i

podesavanje parametara na nacin koji ¢e biti optimalan i za lekove i za pesticida.
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Metoda ekstrakcije na Cvrstoj fazi je odabrana kao ve¢ dokazano efikasna
metoda za izolovanje, predkoncentrisanje i pre¢is¢avanje ekstrakata lekova i pesticida.
Efikasnost Oasis HLB kertridZa (200 mg/6 mL), proizvoda¢a kompanije Waters (SAD),
dokazana je u mnogim radovima za ekstrakciju razlicitih organskih jedinjenja iz vode pa
je to bio razlog da se oni koriste i u ovom istrazivanju.

U cilju dobijanja efikasne metode za istovremenu ekstrakciju lekova i pesticida
iz uzoraka vode, optimizovani su slede¢i parametri: pH vrednost vodenog uzorka, vrsta
rastvaraca za eluiranje | zapremina uzorka vode. Za optimizaciju SPE procedure
koris¢ena je podzemna voda za koju je prethodno dokazano da ne sadrzi nijedan od

analita od interesa.

3.2.2.1. 1ZBOR OPTIMALNE pH VREDNOSTI UZORKA VODE

Prvi korak u razvoju metode predstavljala je optimizacija pH vrednosti uzorka
vode, pri ¢emu su testirane vrednosti od 3,0, 6,0 i 7,5. Vrednost pH je podeSavana
neposredno pred izvodenje eksperimenata koriS¢éenjem koncentrovane sir¢etne kiseline.
Za merenje pH vrednosti uzorka, koris¢en je pH-metar koji je svaki put prethodno
kalibrisan pomocu puferskog rastvora tatno poznate pH vrednosti.

Oasis HLB sorbent je pre propustanja uzorka bio kondicioniran sa 5 mL
metanola, zatim 5 mL dejonizovane vode i 5 mL dejonizovane vode ¢ija je pH vrednost
bila podeSena na pH vrednost jednaku pH vrednosti uzorka koji je u tom trenutku
ispitivan. Na tako pripremljen sorbent nanoSeno je 100 mL pripremljenog uzorka vode
pri koncentraciji od 1 ug L™ sa podesenom pH vredno$¢u pri protoku od 1 mL min™,
Nakon nanosenja uzorka, SPE kertridz je susen 10 min pod vakuumom, a zatim eluiran
sa 15 mL metanola. Dobijeni ekstrakt je uparavan do suva u struji azota, u vodenom
kupatilu ¢ija je temperatura bila 30 °C, a nakon toga rekonstituisan sa 1 mL metanola.
Novodobijeni ekstrakt je homogenizovan pomocu Vortex aparata i na kraju filtriran
kroz poliviniliden-difluorid filter (PVDF) (Carl Roth, Nemacka) poroznosti 0,45 um, a
zatim analiziran HPLC-MS/MS metodom.
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3.2.2.2.  1ZBOR OPTIMALNOG RASTVARACA ZA ELUIRANJE

Nakon izbora optimalne pH vrednosti, slede¢i korak u optimizaciji SPE metode
bio je izbor rastvaraca za eluiranje, pri ¢emu su razmatrani metanol, kao efikasan
rastvara¢ za eluiranje pri ekstrakciji lekova (Gomez et al., 2006; Zhan i Zhou, 2007,
Gruji¢ et al., 2009; Pailler et al., 2009; Rodil et al., 2009) i kombinacija rastvaraca
metanol i dihlormetan u odnosu 1:1, kao efikasan rastvara¢ za eluiranje pesticida
(Curini et al., 2001; Vega et al., 2005; Maloschik et al., 2007; Dujakovi¢ et al., 2010).
Eksperiment je izvoden na nacin istovetan prethodno opisanom ali uz podeSavanje pH
vrednosti na utvrdenu optimalnu vrednost i uporedo koriS¢enje dva razlicita rastvaraca

tj. rastvaraca i kombinacije rastvaraca u fazi eluiranja.

3.2.2.3. 1ZBOR OPTIMALNE ZAPREMINE UZORKA VODE

Poslednji korak u optimizaciji bio je odredivanje optimalne zapremine uzorka.
Prema prethodno dobijenim rezultatima (Gruji¢ et al., 2009; Dujakovi¢ et al., 2010),
najve¢i prinosi metode, za skoro sve ispitivane analite, ostvaruju se primenom
zapremina uzorka od 100 i 250 mL. Preliminarni eksperimenti su pokazali da nanoSenje
zapremine uzoraka od 500 i 1000 mL ne daje dobre rezultate buduci da je vreme
trajanja analize znatno produzeno, a evidentni su i gubici nekih analita. Zbog toga su u
okviru ovog istrazivanja ispitivane zapremine od 100 i 250 mL. Eksperimenti su
izvodeni na isti nacin kao do sada, primenjuju¢i optimizovane vrednosti parametara iz
prethodna dva koraka i dve razli¢ite zapremine uzorka obogacene tako da se dobije

koncentracija od 100 pg L™ svakog analita u finalnom ekstraktu.

3.3.  ISPITIVANJE PRISUSTVA LEKOVA | PESTICIDA U UZORCIMA
RECNIH SEDIMENATA

Za analizu ekstrakata lekova i pesticida iz uzoraka re¢nih sedimenata, koris¢ena
je ista prethodno optimizovana instrumentalna metoda opisana u poglavlju 3.2.1., dok se
metoda ekstrakcije razlikovala u odnosu na metodu ekstrakcije lekova i pesticida iz
uzorka vode. Razvoj i optimizacija metode ekstrakcije iz re¢nih sedimenata bio je jo$

jedan zadatak ovog istrazivanja.
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3.3.1. OPTIMIZACIJA METODE EKSTRAKCIJE LEKOVA | PESTICIDA
1Z UZORAKA SEDIMENATA

Nakon detaljnog istrazivanja literature i sagledavanja moguénosti, za potrebe
ovog rada odabrana je metoda ultrazvuc¢ne ekstrakcije rastvaracima za izolovanje lekova
i pesticida iz reénih sedimenata. Optimizacija metode vrSena je u skladu sa
preporukama, a optimizovani su slede¢i parametri: rastvarac¢ kojim de se vrsiti
ekstrakcija, vreme trajanja ekstrakcije i nacin pripreme uzorka sedimenta pre

ekstrakcije.

3.3.1.1. 1ZBOR OPTIMALNOG RASTVARACA

U prvom koraku optimizacije, testirano je Sest razli¢itih rastvaraca i kombinacija
rastvaraca. Metanol, aceton, acetonitril i etil-acetat su razmatrani pojedina¢no kao
potencijalno optimalni rastvaraci, dok je kao smesa rastvarata razmatrana kombinacija
metanola i dihlormetana u odnosu 1:1. Kombinacija metanola, acetona i etil-acetata je
takode testirana, ali ne kao smeSa rastvaraa ve¢ je ekstrakcija izvodena primenom
svakog od navedenih rastvaraca pojedinac¢no, redom (metanol/aceton/etil-acetat), a tako
dobijeni ekstrakti su na kraju pomeSani. Svaki od navedenih rastvara¢a prepoznat je i u
literaturi kao pogodan za ovde odabrane analite i testiran je u razli¢itim varijantama
(Ghanem et al., 2008; Furtula et al., 2009; Martin et al., 2010; Yang et al., 2010).

U eksperimentu, 1 g susenog i homogenizovanog sedimenta je bio odmeren i
stavljen u polipropilensku epruvetu sa zatvaraCem, koja se Kkoristi za postupak
centrifugiranja, zapremine 50 mL. U odmerenu masu sedimenta je zatim dodat radni
rastvor lekova i pesticida tako da koncentracija u uzorku iznosi 125 i 500 ng g%, a kako
bi se dobila koncentracija od 25 i 100 ug L™ svakog analita u finalnom ekstraktu.
Sadrzaj epruvete je snazno muckan u vorteks aparatu u trajanju od 1 min, kako bi se
obezbedio potpun kontakt analita od interesa sa sedimentom, a zatim je ostavljen u
kapeli 24 h, u mraku, kako bi rastvara¢ u potpunosti ispario. Nakon toga, 5 mL
odredenog rastvaraca (tj. metanol, aceton, acetonitril ili etil-acetat), smeSe rastvaraca (t;.
metanol-dihlormetan  (1:1)) ili prvog od rastvarata poslednje kombinacije

(metanol/aceton/etil-acetat), dodato je u epruvetu sa pripremljenim sedimentom i
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kompletan sadrZaj je muckan u Sejkeru pri 200 0 min™, u trajanju od 25 min, zatim u
ultrazvuénom kupatilu, takode u trajanju od 25 min i na kraju centrifugiran pri
4000 o min™*, u trajanju od 10 min (25/25/10 min). Postupak ekstrakcije je ponavljan na
isti nadin jo§ dva puta i novodobijeni ekstrakti su nakon dekantovanja sjedinjavani u
jednu epruvetu (ukupno 15 mL po rastvaratu i uzorku). U slucaju kombinacije
rastvaraca (metanol/aceton/etil-acetat), nakon ekstrakcije metanolom izvrSena je
ckstrakcija istom koli¢inom acetona, pa etil-acetata, a dobijeni ekstrakti su takode
sjedinjeni, bez obzira §to se radi o razli¢itim rastvara¢ima, a na dalje je primenjena
opisana procedura. Ukupna koli¢ina ekstrakta (15 mL) je zatim uparavana u struji azota
do suva i rekonstituisana metanolom do zapremine od 5 mL. Tako dobijen finalni
ektrakt filtriran je kroz 0,45 um PVDF filter direktno u boc¢icu za autosempler, a nakon

toga analiziran.

3.3.1.2. 1ZBOR OPTIMALNOG VREMENA TRAJANJA EKSTRAKCHNE

U drugom koraku optimizacije ekstrakcije, ispitivani su efekti produzenog
vremena ekstrakcije sa ciljem eventualnog postizanja vecih prinosa za pojedine analite.
Koris¢enjem prethodno utvrdenog optimalnog rastvarata za postupak ekstrakcije
odabranih lekova i pesticida, prethodni eksperiment (25/25/10 min) je ponovljen
uporedo sa eksperimentom u kome je vreme trajanja prva dva koraka procedure
produZeno, pa je tako muckanje u Sejkeru trajalo 90 min, a postupak u ultrazvu¢nom
kupatilu 45 min, dok je vreme trajanja centrifugiranja bilo nepromenjeno
(90/45/10 min).

3.3.1.3. 1ZBOR OPTIMALNE PRIPREME UZORKA SEDIMENTA

U poslednjem koraku optimizacije, procedura je ponovljena za obe varijante
vremena trajanja koraka postupaka (25/25/10 i 90/45/10 min) uz primenu optimalnog
rastvaraca, s tim da su paralelno sa njima izvrSene obe procedure na sedimentu koji je
sterilisan, sa ciljem da se umanji mikrobioloSka aktivnost kao potencijalna opasnost za
nekontrolisanu degradaciju analita u toku ispitivanja. Sterilizacija je izvrSena toplim
vazduhom u susnici gde je sediment zagrevan na temperaturi od 200 °C u toku 24 h
(Trevors, 1996; Horsing et al., 2011).
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3.4. KALIBRACIJA | VALIDACIJA OPTIMIZOVANIH METODA

3.4.1. KALIBRACIJA

U postupku optimizacije koris¢en je metod eksterne kalibracije, primenom
odgovarajuceg standarda u matrici (Dujakovi¢ et al., 2010; Gros et al., 2006; Gruji¢ et
al., 2009). Za uzorke vode, standard u matrici je pripreman dodavanjem 1 mL
standardnog rastvora (koncentracije 100 pug L™ svakog analita) ekstraktu slepe probe
dobijenom primenom optimizovane SPE procedure. U slucaju sedimenata, odgovarajuci
standard u matrici je pripreman dodavanjem 5 mL radnog rastvora u ekstrakt slepe
probe koji je dobijen nakon primene procedure ekstrakcije. Vrednosti povrSine pikova
detektovanih analita u uzorcima slepe probe oduzimane su od vrednosti povrSina pikova
snimljenih za analite standarda u matrici i obogacenih uzoraka.

Za analizu realnih uzoraka vode i sedimenata, kori$¢ena je metoda standardnog
dodatka. Za svaki uzorak vode pravljena su cCetiri kalibraciona rastvora, U opsegu
koncentracija 1-500 ng L™". Uporedo sa njima radene su procedure za dva uzorka vode
u koja nije dodavan standardni rastvor. Za svaki sediment, kalibracioni uzorci su
pripremani dodatkom standardnog rastvora uzorku sedimenta na cetiri koncentracije u
intervalu 10-500 ng g™ (po dve probe za svaku koncentraciju). Odgovarajuéi standarni
rastvor je dodavan uzorcima sedimenata pre ekstrakcije i uzorci su pripremani

koriS¢enjem optimizovane procedure ekstrakcije.

3.4.2. VALIDACIJA

Razvijena i optimizovana metoda za analizu uzoraka vode, validirana je
koris¢enjem uzoraka podzemne vode obogacenih radnim rastvorom lekova i pesticida
na tri koncentraciona nivoa — 50, 250 i 500 ng L™. Za uzorke podzemne vode je
prethodno utvrdeno da ne sadrze nijedan od izabranih analita, a Svi uzorci vode su
prethodno filtrirani kroz filter poroznosti manje od 1 um. Za uzorke sedimenata,
optimizovana metoda je validirana koris¢enjem sedimenata obogacenih pri koncentraciji
od 25, 125500 ng g .
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Prinos 1 ponovljivost metode, izrazena kroz relativhu standardnu devijaciju
(RSD), odredeni su analiziranjem tri probe uzoraka, u tri razliita dana. Granice
detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ) odredene su pri snimanju najnize koncentracije
analita kao koncentracija pri kojoj je odnos signala i Suma jednak 3 (LOD), odnosho 10
(LOQ) (Yang et al., 2010; Kock-Schulmeyer et al., 2013; Togola et al., 2014).

U cilju procene uticaja matrice koji se moze odraziti na poveéanje ili smanjenje
signala analita u ekstraktu matrice, sledeca jednacina je koris¢ena pri obradi podataka
(8):

Uticaj matrice (%) = [(Pmatrica— Pslepa proba) / Prastvarac] X 100 — 100 (8)

Uticaj matrice se izracunava tako $to se vrednost povrsine pika analita dobijenog
analizom standarda u matrici, tj. uzorka pripremljenog dodavanjem radnog rastvora u
slepu probu (Pmatica), Umanji za vrednost povrsine pika analita prisutnog u slepoj probi
(Pstepa proba), @ zatim podeli vredno$éu povrSine pika analita u standardnom rastvoru
analita u metanolu (Praswarac). Od dobijene vrednosti, izrazene u %, oduziman je broj 100
kako bi se odredio procenat umanjenja (negativna vrednost) ili uvecanja signala

(pozitivna vrednost) usled uticaja komponenata matrice.

3.5.  PRIMENA OPTIMIZOVANIH METODA NA REALNE UZORKE

3.5.1. 1ZBOR UZORAKA

Optimizovane metode uspeSno su primenjene u analizi velikog broja realnih
uzoraka u postupku ispitivanja prisustva lekova i pesticida u vodama reke Dunav i
njenih pritoka Tise, Save i Morave, kao i njima odgovaraju¢ih podzemnih voda i re¢nih
sedimenata.

IstraZivanje je obuhvatilo Dunav i njegove pritoke iz razloga $to je reka Dunav
najznacajnija i najveca reka u Srbiji, pored toga Sto predstavlja drugu po veli¢ini reku u
Evropi i jedan od njenih najznacajnijih vodnih puteva. Duzina njenog toka iznosi
2850 km, a prostire se od Svarcvalda u Nemackoj pa sve do Crnog mora, pod

konstantnim uticajem 17 zemalja i oko 80 miliona ljudi (slika 16). Njen basen obuhvata
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povrsinu od preko 800000 km?% Kroz Republiku Srbiju Dunav se prostire duZinom od
588 km, prolaze¢i pritom kroz veliki broj industrijskih i urbanih centara (Apatin, Backa
Palanka, Novi Sad, Beograd, Smederevo, Donji Milanovac, Kladovo). Prema zvani¢nim
informacijama, samo 10% ukupne koli¢ine otpadnih voda u Srbiji biva u izvesnoj meri
pre€iS¢eno pre ispusStanja u recipijent. Gradovi Beograd i Novi Sad predstavljaju
najznacajnije izvore zagadenja Dunava komunalnim otpadnim vodama, buduci da
nijedan od ovih gradova nema izgraden sistem za preé¢is¢avanje otpadnih voda. Sto se
ti¢e industrijskih voda, koli¢ina otpadnih voda koja se preciS¢ava u Srbiji trenutno ne
prelazi 5%. Poljoprivredne povrsine u Srbiji zauzimaju povrSinu veéu od 5,7 miliona
hektara, od ¢ega 4,8 miliona hektara ¢ini plodno zemljiSte. Zbog svega navedenog,
veoma je vazno konstantno pratiti vrednosti parametara kvaliteta voda dela dunavskog
basena u Srbiji, kao $to se to radi u Evropi, posebno ako se uzme u obzir ¢injenica da se
voda ovog basena u velikoj meri koristi u pripremi vode za pic¢e (Simonovi¢ et al.,
2007).

Reke Tisa, Sava i Morava su najvece pritoke Dunava u Srbiji, zbog ¢ega prostor
u blizini njihovog us¢a u Dunav predstavlja veoma vaznu poziciju za uzorkovanje
povrsinskih i podzemnih voda i sedimenata (Simonovi¢ et al., 2007).

Reka Tisa je najduza pritoka reke Dunav sa svojih 966 km, od ¢ega samo 5%
proti¢e kroz Srbiju, ta¢nije 164 km. Basen reke Tise je najveci podbasen reke Dunav, sa
povrdinom od 157186 km?. Tisa u Srbiju ulazi iz Madarske i uliva se u Dunav kod
Slankamena, na 1215 km toka reke Dunav.

Reka Sava je najveca pritoka sa proseénim protokom od 1564 m* s i druga je
pritoka po povrsini basena koji obuhvata (95419 km?). Sava nastaje od Save Dolinke i
Save Bohinjke u Sloveniji i uliva se u Dunav u Beogradu, na 1170 km toka reke Dunav.
Kroz Srbiju protic¢e duzinom od 206 km.

Reka Velika Morava nastaje spajanjem Juzne i Zapadne Morave kod naselja
Stala¢, u centralnoj Srbiji. Reka je dugacka 185km protice kroz najplodniji i

najnaseljeniji predeo centralne Srbije, poznatiji kao Moravska dolina ili Pomoravlje.
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Slika 16. Prikaz celog toka reke Dunav

Ispitivanja predstavljena u okviru ovog rada deo su Sire studije ispitivanja
prisustva tragova lekova i pesticida u Dunavu i pritokama, kao i studije ispitivanja
migracije ovih analita kroz prirodni filtracioni sloj akvifera.

Za potrebe prezentovanja rezultata u okviru ovog rada odabrani su samo uzorci
na kojima su u potpunosti primenjene ovde opisane metode, i uzorci povrSinskih i
podzemnih voda koji pripadaju lokacijama na kojima je vrSeno ispitivanje prisustva
odabranih lekova i pesticida u sedimentima, kako bi mogla da se sagleda Sira slika
stanja na odabranim lokacijama, kada je prisustvo lekova i pesticida u pitanju. Vodilo se
racuna i o tome da pored Dunava budu obuhvacene i sve njegove pritoke. Gradovi i
opStine na ¢ijim teritorijama su uzimani uzorci za analizu, nemaju izgradene sisteme za
preciS¢avanja otpadnih voda, a na teritoriji svake od njih nalaze se brojna
poljoprivredna i druga proizvodna dobra na kojima se, potencijalno, koriste razlicite
vrste pesticida, ali i lekova.

Realni uzorci povrsinskih 1 podzemnih voda i re¢nih sedimenata prikupljani su
na pet lokacija, od kojih su dve bile pozicionirane na Dunavu, u gradu Novom Sadu i
opstini Kovin, a tri preostale na rekama Tisi, Savi i Moravi, neposredno pre njihovog
ulivanja u Dunav (slika 17). Monitoring program, u okviru koga je vrSeno uzorkovanje i
ispitivanje sadrzaja uzoraka, trajao je tri godine, a u njemu je ukupno bilo analizirano 30
uzoraka povrSinske vode (SW, eng. surface water), 44 uzorka podzemne vode (GW,

eng. groundwater) i pet uzoraka reénih sedimenata (SED, eng. sediment). U tom
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periodu, na nekim od lokacija, uzorci su uzimani i vec¢i broj puta, kako je predstavljeno

u tabeli 7.

Slika 17. Prikaz sireg podrucja sakupljanja uzoraka voda i sedimenata
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Tabela 7. Spisak mesta uzorkovanja vode i sedimenata, kodova za sistemsko vodenje uzoraka

(SW, povrsinske vode; GW, podzemne vode, SED, sedimenti) i broja uzetih uzoraka

Opis mesta uzorkovanja

Kodovi mesta uzorkovanja

Ukupan broj

uzetih uzoraka

Reka Dunav, Novi Sad, 1252 km toka reke

Reka Dunav, Kovin, 1112 km toka reke

Reka Tisa, pritoka Dunava, 1 km pre uséa

Reka Sava, pritoka Dunava, 5 km pre uséa

Reka Morava, pritoka Dunava, 1 km pre u§¢a

SW1

SW2

SW3

SW4

SW5

Gw1/1
GW1/2
GW1/3

GW2/1
GW2/2
GW2/3
GwW2/4
GwW2/5
GW2/6

GW3/1
GW3/2
GW3/3
Gwa3/4

Gw4/1
GW4/2
GW4/3
Gwa4/4
GWw4/5
GWw4/6

GWH5/1
GWS5/2
GWS5/3
GW5/4

SED1

SED2

SED3

SED4

SED5

w

P PR, DN DN NP R DN DN DN DN NP NN PR OO RN 0O wWw R, o N R R
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3.5.1.1. PRIKUPLJANJE UZORAKA POVRSINSKIH | PODZEMNIH VODA

Uzorci povrSinskih voda uzimani su sa sredine toka reke, na dubini od oko 1 m.
Uzorci podzemnih voda prikupljani su iz ve¢ postojecih istraznih bunara, pozicioniranih
nedaleko od pomenutih reka. Svi uzorci su sakupljeni u plasticnim bocama zapremine
1L, a zatim zamrznuti bez dodavanja aditiva za odrzavanje Zzeljenih uslova i tako
Cuvani do trenutka zapocinjanja pripreme uzoraka i dalje analize. Pre zapocCinjanja
analize, svi uzorci su filtrirani kroz filtere sa staklenim vlaknima poroznosti manje od

1 um (Whatman GmbH, Dassel, Germany).

35.1.2.  PRIKUPLJANJE UZORAKA RECNIH SEDIMENATA

Uzorci recnog sedimenta prikupljeni su sa dna reke, koriS¢enjem posebno
konstruisane hvataljke (kasike) od nerdajuceg celika. Uzorci su, po uzorkovanju,
prebacivani u plasti¢ne posude, transportovani u prenosivom frizideru, a zatim ¢uvani u
zamrznutom stanju do trenutka zapocinjanja pripreme uzoraka za ekstrakciju i dalju
analizu. Pre analize, a nakon odmrzavanja, uzorci sedimenata su dobro mesani, a zatim
nanoSeni u tankom sloju na sterilno sahatno staklo i suSeni u mraku, na vazduhu i
sobnoj temperaturi, ne duZe od tri dana. Nakon su$enja, sadrZaj vlage u uzorcima
iznosio je manje od 0,05%. Tako pripremljeni uzorci su prosejavani kroz sito poroznosti
1 mm, u cilju odvajanja Sljunka, biljnog korenja i drugih necisto¢a, a zatim ponovo

meSani kako bi se obezbedila homogenost samih uzoraka.

3.6. ISPITIVANJE SORPCIJE RECNIH SEDIMENATA ZA ODABRANE
LEKOVE I PESTICIDE

Ispitivanje prisustva odabranih lekova i pesticida daje veliki doprinos
sagledavanju stanja recnih sedimenata i njima odgovarajuc¢ih povrsinskih i podzemnih
voda. Sve ranije napisano jasno ukazuje na to da je za razumevanje odnosa raspodele
odredenih lekova i pesticida u istrazivanim uzorcima neophodno posmatranje i
istrazivanje velikog broja parametara, procesa, zavisnosti, §to je nemoguce obuhvatiti

samo jednim istrazivaCkim radom ve¢ zahteva umrezavanje rezultata velikog broja
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razlic¢itih. Kako se proces sorpcije izdvaja kao najverovatniji nain vezivanja
rastvorenih lekova i pesticida za sedimente, ali ne i jedini, cilj ovog dela studije je bio
da se dode do odgovora o ponaSanju svakog od odabranih lekova i pesticida u tom
pogledu, kako bi se dobijeni rezultati kasnije stavili u Siri kontekst ispitivanja
samopreciscavajuceg potencijala odabranih akvifera.

Za analizu rastvora u eksperimentima ispitivanja sorpcije odabranih lekova i
pesticida na re¢nim sedimentima, koris§¢ena je prethodno optimizovana instrumentalna
metoda c¢ija optimizacija je opisana u poglavlju 3.2.1, ali je prilagodena za dopunjenu

listu odabranih jedinjenja.

3.6.1. OPTIMIZACIJA METODE ISPITIVANJA SORPCIJE ODABRANIH
LEKOVA | PESTICIDA NA SEDIMENTIMA

Optimizacija metode ispitivanja karakteristika sorpcije odabranih lekova i
pesticida na sedimentima, vrsena je na povrSinskom uzorku uzetom sa dna re¢nog korita
reke Dunav.

Prvi eksperiment koji je obavljen u okviru optimizacije, vréen je u cilju
odredivanja podataka o vremenskoj tacki u kojoj, za odabrani sediment, lekove i
pesticide, procesi sorpcije i desorpcije dostizu plato, tj. podataka o vremenu u kome
promene postaju neznatne. To je vreme koje se naziva ravnoteZznim vremenom sorpcije
(dC/dt=0) i predstavlja vreme kontakta sedimenta i vodenog rastvora lekova i
pesticida neophodno za uspostavljanje ravnoteze procesa sorpcije i desorpcije (Sarzni
kineticki eksperiment, eng. Batch Kinetic Experiment) (Sukul et al. 2008).

Eksperiment je izvoden tako S§to je 1 g susenog i homogenizovanog sedimenta
odmeravan u polipropilensku epruvetu za centrifugu sa zatvaraéem, zapremine 50 mL.
U epruvetu je zatim dodavano 20 mL vodenog rastvora odabranih lekova i pesticida
koncentracije 500 pug L. Smesa je zatim muékana odredeni vremenski period, na
muckalici (3ejkeru) sa hodom napred-nazad, pri brzini od 1050 min™ na sobnoj
temperaturi. Ispitivana su sledec¢a vremena muckanja, odnosno ostvarenog kontakta
sedimenta i vodenog rastvora lekova i pesticida: 1, 2,5, 5, 16, 24 i 48 h. Na kraju
odredenog perioda muckanja, sadrzaj je centrifugiran pri brzini od 4000 o min™ u

trajanju od 10 min. Dobijeni ekstrakt (supernatant) je zatim dekantovan u istu
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epruvetu, uz merenje njegove zapremine, a zatim filtriran kroz 0,45 pum PVDF filter i na
kraju analiziran primenom optimizovane HPLC-MS/MS metode. Za svako odredeno
vreme muckanja istovremeno su radena po dva uzorka, a uporedo sa njima radeni Su
jedan uzorak slepe probe, u kojem se nalazio samo vodeni rastvor lekova i pesticida
date koncentracije bez sedimenta, i jedan uzorak u kome se nalazilo 1 g sedimenta i
20 mL dejonizovane vode, kako bi se videlo da li pod zadatim uslovima tretiranja
sedimenta vodom dolazi do ekstrakcije potencijalno prisutnih analiziranih lekova i
pesticida. Da bi se sprecio potencijalni uticaj fotodegradacije, eksperiment je izvoden u
mraku koji je obezbedivan pokrivanjem epruveta sa uzorcima.

Eksperiment desorpcije je izvoden dodavanjem iste koli¢ine dejonizovane vode
(20 mL) sedimentu koji je zaostao nakon krajnjeg dekantovanja ekstrakta u
eksperimentu sorpcije. Tako dobijena smesa je podvrgavana istim koracima (muckanje,
centrifugiranje, dekantovanje, filtriranje) koji su preduzimani u eksperimentu sorpcije,
uz isto vreme trajanja postupka. Nakon filtriranja, dobijeni ekstrakti su takode
analizirani navedenom metodom, sve u cilju obezbedivanja podataka za odredivanje
ravnotezne tacke sorpcije.

Pre prvog dela eksperimenta izvrSeno je ispitivanje optimalnog odnosa
sediment/vodeni rastvor odredene koncentracije lekova i pesticida i utvrdeno je da, za
sva ispitivana jedinjenja, najadekvatniji odnos iznosi 1:20 (ispitivani su josS i odnosi 1:5,
1:101 1:15).

Ukupna koli¢ina analita koja se vezala za sediment (sorpcija) rac¢unata je kao
razlika koncentracija lekova i pesticida u dobijenom ekstraktu i slepe probe iste
zapremine koja je tretirana na isti nacin.

Nakon odabira adekvatnog odnosa mase sedimenta i zapremine rastvora i
vremena potrebnog da se uspostavi tacka u kojoj relativno prestaju promene u toku
odvijanja procesa sorpcije i desorpcije, pristupilo se daljem ispitivanju sorpcije
odabranih lekova i pesticida na uzorcima sedimenata uz primenu tzv. Sarznog
eksperimenta ravnoteze sorpcije. Naime, odabrano je osam razli¢itth pocetnih
koncentracija odabranih lekova i pesticida i to: 10, 25, 50, 75, 100, 250, 500 i
1000 pg L™, u cilju da se istrazivanjem obuhvati sveukupni interval koncentracija u

kojima su ova jedinjenja nalazena u uzorcima re¢nih sedimenata, ali i povrsinskih i
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podzemnih voda. Svi eksperimenti su izvodeni u duplikatu, uz slepu probu za svaku

koncentraciju i uzorak sedimenta.

3.6.2. PRIMENA OPTIMIZOVANE METODE ISPITIVANJA SORPCIJE
NA REALNIM UZORCIMA

Primena optimizovane metode ispitivanja sorpcije odabranih lekova i pesticida
na sedimentima izvrSena je na tri re¢na sedimenta reke Dunav, uzeta sa razliCitih
lokacija i dubina, i jednom sedimentu reke Save, u cilju daljeg razmatranja eventualnih
razloga zbog kojih su neki od ispitivanih lekova i1 pesticida najce$¢e nalazeni u
povrsinskoj vodi, bili vezani za sediment ili napravili prolaz do podzemnih voda.

Izbor lokacija na kojima su uzeti uzorci za ispitivanje sorpcije odabranih lekova
1 pesticida usledio je nakon analize podrucja sliva reke Dunav i lokacija sa kojih su
prethodno uzimani uzorci za ispitivanje prisustva lekova i pesticida u povrsinskim i
podzemnim vodama i sedimentima (tabela 8, slika 18). Budu¢i da je najveéi broj
ispitivanih jedinjenja naden u podzemnim vodama u podru¢ju Dunava kod Kovina, tri
uzorka, sa razliCitih dubina, uzeta su ba§ na ovom prostoru tj. iz Dunava i profila
akvifera drenaznog sistema Kovin-Dubovac. Ujedno, ovi uzorci uzeti su i kao
predstavnici podruc¢ja Dunava, kao i Tise i Morave na us¢u u Dunav, zbog Cinjenice da
se radi o akviferu profila slicnog profilima preostalih akvifera ¢iji uzorci povrSinske 1
podzemne vode i recnih sedimenata su prethodno analizirani na prisustvo odabranih
lekova i pesticida. Cetvrti uzorak uzet je iz akvifera reke Save, zbog specifiénosti

njegovog profila i ¢injenice da se nalazi u okviru vodozahvata grada Beograda.

Tabela 8. Uzorci uzeti za analizu sorpcije na recnim sedimentima i njihove oznake

Oznaka ] . Originalna Dubina uzimanja
Opis mesta uzorkovanja
uzorka oznaka uzorka uzorka (m)
Povrsinski re¢ni sediment sa dna re¢nog Dunav,
SEDSORP | . 0
korita reke Dunav Smederevo

SEDSORRP lI Sediment uzet iz piezometra reke Dunav B-2/P-1 5,2-14
SEDSORP II1 Sediment uzet iz piezometra reke Dunav B-13/P-1 10-16
SEDSORP IV Sediment uzet iz piezometra reke Save Rb-2m/P-1 14-18
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Danube 8

Kovin — Dubovac Drenazni Sistem

Beogradski vodozahvat na reci Savi

Slika 18. Prikaz pozicija mesta uzorkovanja sedimenata za eksperiment sorpcije

Prvo mesto uzorkovanja, SEDSORP I, nalazi se u blizini grada Smedereva na
1112 km re¢nog toka reke Dunav (GPS koordinate: N 44°41'36.72", E 20°57'22,70").
Mesta uzorkovanja SEDSORP Il i SEDSORP Il pripadaju drenaznom sistemu reke
Dunav, Kovin-Dubovac, a nalaze se na lokacijama udaljenim oko 20 km nizvodno od
prvog mesta uzorkovanja i medusobno su udaljena oko 1,2km (SEDORP II:
N 44°45'55,27", E 21°9'48,56"; SEDSORP Ill: N 44°46'23,47", E 21°1025,92").
Sediment sa lokacije SEDSORP I je povrsinski sediment sa dna re¢nog korita, dok su
sedimenti sa lokacija SEDSORP Il i SEDSORP Il sedimenti slojeva akvifera istog
prostora. Mesto uzorkovanja SEDSORP 1V, nalazi se u akviferu reke Save, na podrucju
vodozahvata grada Beograda.

Realni uzorci sedimenata uzimani su iz postojecih istraznih bunara i pripremani
za dalji tretman i analizu na isti na¢in kao i sedimenti u delu ispitivanja ekstrakcije

organskim rastvara¢ima, a sam postupak uzorkovanja je opisan u poglavlju 3.5.1.2.
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Granulometrijska analiza ispitivanih sedimenata 1 ispitivanje njihovih
specifiénih fizicko-hemijskih karakteristika, za potrebe ove studije, izvrSena je na

Institutu za vodoprivredu ,,Jaroslav Cerni*.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

41. OPTIMIZACIJA INSTRUMENTALNE METODE

4.1.1. LC-ESI-MS? ANALIZA

Kao §to je ranije opisano, maseni spektri su snimani u intervalu m/z 50-1000, u
pozitivnom rezimu snimanja. Najintenzivniji joni bili su odabrani kao prekursor joni za
dalju MS" analizu. Za svaki od analita pojedina¢no odabran je prekursor jon i optimalna
koliziona energija za dobijanje najintenzivnijeg produkt jona koji je kasnije kori$¢en za
identifikaciju i kvantifikaciju analita.

U najvecem broju slucajeva, za dobijanje najintenzivnijih fragmentnih jona koji
sluze za identifikaciju i kvantifikaciju analita u daljoj analizi, kori$¢ena je fragmentacija
protonovanih molekula ([M+H]"). 1zuzetak su bili amoksicilin i ampicilin gde su kao
prekursor joni bili odabrani protonovani adukti sa metanolom ([M+CHz;OH+H]") i
tebufenozid, gde je kao prekursor jon bio odabran adukt sa natrijumom ([M+Na]").
Rezultati su predstavljeni u tabeli 9, pri ¢emu su fragmentni joni odabrani za
kvantifikaciju navedeni u deblje ocrtanim poljima, dok su fragmentni joni odabrani za

potvrdu oznaceni isprekidano iscrtanim i zeleno obojenim poljima.

78



Tabela 9. Prikaz LC-MS i MS? parametara za kvantifikaciju (deblje ocrtani kvadratici) i
potvrdu (isprekidano ocrtani kvadratic¢i) odabranih lekova i pesticida

Trajanje MS Koliziona Mms® Koliziona Mms®
Analit segmenta prekursor energija produkt energija produkt

(min) jon (%) jon (%) jon

(m/z) (m/2) (m/2)

Trimetoprim 0,0-6,2 291 [M+H]* 44 230 40 201
123 - -

Amoksicilin 6,2-9,5 398 [M+CH3OH+H]* 28 381 23 349
4-FAA 232 [M+H]* 30 204 30 187
214 30 199
4-AAA 246 [M+H]* 28 228 - -
204 28 187

Monokrotofos 9,5-13,0 224 [M+H]* 38 193 25 127
167 24 127

Sulfametoksazol 254 [M+H]* 34 188 25 160
156 24 108

Imidakloprid 13,0-16,0 256 [M+H]" 28 210 25 175
175 - -

Ampicilin 382 [M+CH,OH+H]* 23 223 25 206
365 25 259

Dimetoat 230 [M+H]* 26 199 22 171
Acetamiprid 223 [M+H]* 36 126 - -
187 33 146

Karbendazim 192 [M+H]* 34 160 35 132
Simazin 18,0-25,0 202 [M+H]* 36 124 30 96
132 29 104

Karbofuran 25,0-27,5 222 [M+H]* 32 165 27 123
Bromazepam 316 [M+H]" 36 288 35 261
318 [izotop+H]" 36 290 35 263

Karbaril 27,0-31,0 202 [M+H]* 46 145 31 117
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Tabela 9. (nastavak)

Trajanje MS Koliziona MS® Koliziona MS®
. Jan) prekursor - produkt - Produkt
Analit segmenta ) energija - energija :
(min) jon (%) jon (%) jon
(m/2) (m/z) (m/z)
Karbamazepin 237 [M+H]* 34 194 - -
220 23 192
Atrazin 216 [M+H]" 38 174 35 146
Lorazepam 31,0-33,5 321 [M+H]" 32 303 26 275
Propazin 33,5-36,0 230 [M+H]* 36 188 33 146
146 - -
Diazepam 285 [M+H]* 40 257 39 228
Malation 331 [M+H]" 28 285 20 127
Tebufenozid 36,0-55,0 375 [M+Na]* 34 225 25 171
203 24 72
Diklofenak 296 [M+H]" 28 278 22 250
Azitromicin 749 [M+H]* 30 591 28 434
Eritromicin 734 [M+H]* 26 576 22 558
716 20 522

Kao rezultat optimizacije kompleksne metode razdvajanja i detekcije analita od
interesa dobijen je maseni hromatogram (SRM) odabranih lekova i pesticida, primenom
opisane LC-ESI-MS/MS analize na ekstrakt podzemne vode obogacéen pri koncentraciji
od 100 pug L™ (slika 19). VaZnost razvoja ove metode i dobijanja prikazanog
hromatograma lezi u ¢injenici da ona predstavlja metodu za razdvajanje i istovremeno
analiziranje prisustva velikog broja razlicitih jedinjenja koja su pre toga pojedinacno

analizirani primenom dve medusobno razli¢ite metode.
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Slika 19. SRM hromatogram odabranih lekova i pesticida ekstrakta podzemne vode pri
koncentraciji od 100 ug L™

4.2. OPTIMIZACIJA METODE EKSTRAKCIJE LEKOVA | PESTICIDA

1Z UZORAKA VODE

Prvi korak u optimizaciji SPE metode bio je izbor pH vrednosti uzorka vode.
Vrednost pH ima znacajan uticaj na efikasnost ekstrakcije, buduci da se analiti koji se
nalaze u nedisosovanom obliku znacajno efikasnije ekstrahuju primenom organskih
rastvaraa. Zbog toga su bazni analiti mnogo efikasnije ekstrahovani na ve¢im pH
vrednostima, dok su kiseli analiti ekstrahovani sa ve¢om efikasnos¢u na nizim pH
vrednostima. Prinosi koji su ostvareni u toku ovog dela eksperimenta, prikazani su u
tabeli 10.
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Tabela 10. Prinosi odabranih jedinjenja na razlicitim pH vrednostima za uzorke vode pri
koncentraciji 1 ug L™ (n = 3)

Prinos, % (RSD, %) Prinosi, % (RSD, %)
Lekovi Pesticidi

pH=30 pH=60 pH=75 pH=30 pH=6,0 pH=75

Trimetoprim 82(10) 88 (9) 88(11) Monokrotofos 80 (6) 85(3)  78(8)
Amoksicilin 23(14) 49(4)  4(16) Imidakloprid 72(4)  119(5) 41(12)

4-FAA 78(11)  85(9) 73(14) Dimetoat 76(10)  84(8)  70(8)
4-AAA 95 (19) 93(11) 110(9) Acetamiprid 88 (19) 78 (24) 85(11)
Sulfametoksazol 42(24)  86(12) 116 (9) Karbendazim 92(8)  82(9)  82(16)
Ampicilin 40(8) 40(11) 2(12) sSimazin 84(11)  83(9)  77(11)
Bromazepam  97(11)  90(8)  70(13) Karbofuran 80(7) 104(8)  58(7)
Karbamazepin 76 (7) 94(7) 49(11) Karbaril 58(22) 72(14) 144(9)
Lorazepam 96 (9) 9 (5  62(10) Atrazin 74(14)  67(1)  75(79)
Diazepam 77 (14)  94(19) 116(8) Propazin 66 (2) 53(2)  42(9)
Diklofenak 84 (14) 90(21) 58(24) Malation 83(14) 81(14) 36(11)
Azitromicin 139(9) 118(8) 58(11) Tebufenozid 79(11)  67(16)  83(23)
Eritromicin 11(6)  76(14) 56 (27)

Najveéi prinosi, za vecinu analita, ostvareni su pri pH vrednosti 6,0. Amoksicilin
i ampicilin su ekstrahovani uz nizi prinos (< 50%), ali su ove vrednosti prinosa takode
vece od vrednosti ostvarenih pri drugim pH vrednostima ili jednake njima. Znacajno
nizi prinosi amoksicilina 1 ampicilina ostvareni pri pH 7,5 (4% i 2%, redom), u
poredenju sa rezultatima ostvarenim pri pH 6,0 (49% i 40%, redom) i pH 3,0 (23% i
40%, redom), mogu biti objasnjeni njihovom brzom degradacijom u alkalnoj sredini
(pH 7,5-9,0). Rezultati takode pokazuju da je pH vrednost 3,0 odgovarajuca za najveci
broj ispitivanih pesticida, ali i da je pH vrednost 6,0 takode pogodna za ekstrakciju ovih
analita. Budu¢i da je cilj bio da se odrede optimalni uslovi za istovremenu analizu
odabranih lekova i pesticida, za dalje istrazivanje je odabrana pH vrednost 6,0.

Sto se ti¢e izbora rastvarac¢a za eluiranje, uocava se da je, za ovde predstavljenu
multirezidualnu analizu, smeSa metanol-dihlormetan (1:1) najadekvatniji rastvarac¢
buduci da su prilikom njenog koris¢enja ostvareni najveci prinosi za veliku veéinu

ispitivanih jedinjenja (slika 20). To se posebno odnosi na pesticid malation i lekove

82



sulfametoksazol i ampicilin, gde je prinos bio veéi od prinosa ostvarenog prilikom

koriS¢enja metanola kao rastvaraca za eluiranje za ¢ak 25-42%.
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Slika 20. Prinosi ispitivanih jedinjenja za razlicite rastvarace koriséene za eluiranje

Za veéinu ispitivanih jedinjenja, najveéi prinosi su ostvareni koriS¢enjem
zapremine od 100 mL uzorka vode (slika 21). Pokazalo se da je zapremina od 250 mL
uzorka vode prevelika za sve odabrane lekove, buduéi da je doslo do znacajnog gubitka
analita (do 52% za ampicilin). Za ekstrakciju pesticida, zapremina od 250 mL uzorka
vode je podjednako adekvatna kao i za 100 mL, osim za acetamiprid gde je prinos bio
manji za oko 40%. Zbog svega navedenog, zapremina uzorka od 100 mL odabrana je
kao optimalna za odvijanje ekstrakcije odabranih jedinjenja na c¢vrstoj fazi, pod

opisanim uslovima.
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Slika 21. Prinosi ispitivanih jedinjenja za razlicite zapremine uzorka vode

Na slici 22a dat je prikaz procedure ekstrakcije odabranih lekova i pesticida iz

uzoraka vode pri optimizovanim uslovima.
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100 mL vode
(pH = 6 sa CH;COOH)

'

SPE kolona:
OASIS HLB
200 mg / 6 mL

Kondicioniranje kolone:
SmLCH;OH;
SmLH,0;

SmLH,O sapH=6

NanoS$enje uzorka

}

Susenje kolone:
10 min na vakuumu

Eluiranje:
15mLCH,0H : CH,Cl, (1:1)

!

Uparavanje do suva

.

Rekonstituisanje sa 1mL CH,;OH

Slika 22a. Prikaz procedure ekstrakcije odabranih lekova i pesticida iz uzoraka vode

43. OPTIMIZACIJA METODE EKSTRAKCIJE LEKOVA | PESTICIDA
1Z UZORAKA SEDIMENATA

Izbor odgovarajuceg rastvaraca kojim ¢e se izvoditi ekstrakcija odabranih lekova
1 pesticida iz sedimenata, izuzetno je vazan korak u optimizaciji cele metode zbog cega
je odabrano da u ovom delu bude ispitano Sest razli¢itih rastvaraca, smesa i kombinacija
rastvaraca. Rezultati dobijeni u toku ovog dela eksperimenta prikazani su u tabeli 11 i
tabeli 12.

Najveci broj odabranih lekova ekstrahovan je uz najveée prinose primenom

smeSe rastvarata metanol-dihlormetan (1:1), iako se da uociti da su za lekove
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karbamazepin i diazepam dobijeni prinosi bili visoki za skoro sve ispitivane rastvarace,
kao 1 odabranu smesu i kombinaciju rastvaraca. S druge strane, amoksicilin i ampicilin,
kao jedini predstavnici B-laktama, kao i lek azitromicin, nisu mogli uspeSno da se
ekstrahuju iz ispitivanih sedimenata uprkos primeni razli¢itih rastvaraca, §to se moze
objasniti njihovom najverovatnijom trajnom degradacijom ili nepovratnim vezivanjem.
U slucaju pesticida ostvareni su visoki prinosi za sve ispitivane rastvarace, smesu i
kombinaciju rastvaraca (>60%). U slucaju karbendazima, ostvaren je prinos vec¢i od
70% jedino prilikom primene smeSe rastvarata metanol-dihlormetan (1:1).
Monokrotofos je ekstrahovan uz male prinose pri koris¢enju acetonitrila (< 50 %) i etil-
acetata (< 30 %) kao rastvarace. Acetamiprid je takode ekstrahovan uz niske prinose
prilikom kori$¢enja etil-acetata (< 50 %).

Budué¢i da su najve¢i prinosi najveéeg broja odabranih lekova i pesticida
ostvareni prilikom kori$¢enja smeSe rastvaraca metanol-dihlormetan (1:1), ova smeSa
odabrana je za dalje izvodenje istovremene ekstrakcije odabranih jedinjenja iz re¢nih
sedimenata.

Prilikom ispitivanja najpogodnijeg vremena trajanja svih koraka procedure
ekstrakcije (muckanje na Sejkeru, muckanje u ultrazvu¢nom kupatilu, centrifugiranje) i
ispitivanja uspesnosti primene metode uporedo na sterilisanim i nesterilisanim uzorcima
re¢nih sedimenata, dobijeni su rezultati prikazani u tabeli 13. Ovi eksperimenti su radeni
uz primenu prethodno odabrane smeSe rastvarata metanol-dihlormetan (1:1) kao

optimalnog rastvaraca za istovremenu ekstrakciju odabranih jedinjenja.
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Tabela 11. Prinos metode ekstrakcije jedinjenja iz sedimenata pri koncentraciji od 125 i
500 ng g uz korisc¢enje rastvaraca metanola, acetona i acetonitrila (n = 3)

PRINOS, % (RSD, %)

KONCENTRACIJA (ng g™

Analit 125 500 125 500 125 500

RASTVARAC ZA EKSTRAKCIJU

Metanol Aceton Acetonitril

Trimetoprim 49 (10) 44 (4) 5(5) 3(9) 8 (5) 5(11)
Amoksicilin 4(11) 6 (7) 4 (6) I* 2(8) /
4-FAA 46 (4) 25 (6) 31 (8) 8 (6) 16 (12) 7(4)
4-AAA 55 (2) 32 (16) 19 (4) 4 (5) 8 (15) 3(14)
Sulfametoksazol 39 (14) 42 (17) 20 (6) 18 (5) / 19(9)
Ampicilin / / / / / /
Bromazepam 27 (9) 16 (11) 8 (16) 4(8) 6 (1) 2(6)
Karbamazepin 96 (6) 53(9) 81 (12) 59 (14) 53 (6) 54 (17)
Lorazepam / 7(14) / 4 (6) / /
Diazepam 80 (4) 53 (9) 77 (9) 71 (11) 43 (2) 68 (8)
Diklofenak 117 (7) 41 (6) / / / /
Azitromicin 16 (7) / / / 5(10) /
Eritromicin 34 (11) 49 (8) 2(9) 9(3) 2(12) /
Monokrotofos 94 (9) 70 (4) 61 (11) 44 (3) 45 (3) 42 (9)
Imidakloprid 110 (2) 50 (7) 86 (3) 80 (9) 120 (2) 61 (11)
Dimetoat 82 (4) 57 (11) 69 (8) 73 (4) 92 (6) 77 (6)
Acetamiprid 76 (9) 90 (11) 67 (16) 80 (10) 105 (7) 85 (3)
Karbendazim 52 (13) 54(9) 13 (6) 18 (6) 14 (6) 9(1)
Simazin 79 (17) 59 (13) 72 (4) 86 (7) 89 (11) 78 (5)
Karbofuran 77(8) 36 (6) 61 (6) 69 (4) 83 (19) 62 (6)
Karbaril 57 (8) 52 (10) 70 (11) 79 (5) 59 (21) 74 (7)
Atrazin 98 (5) 51 (6) 80 (14) 75 (8) 99 (3) 66 (11)
Propazin 87 (4) 47 (3) 72 (6) 72 (13) 87 (4) 66 (13)
Malation 75 (1) 76 (5) 63 (4) 86 (4) 90 (5) 74(7)
Tebufenozid 117 (12) 91 (3) 102 (4) 90 (9) 109 (1) 85 (14)

*nije odredeno
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Tabela 12. Prinos metode ekstrakcije jedinjenja iz sedimenata pri koncentraciji od 125 i
500 ng g uz koriscéenje rastvaraca etil-acetata, smee metanol-dihlormetan (1:1) i kombinacije
rastvaraca metanol/aceton/etil-acetat (n = 3)

PRINOS, % (RSD, %)
KONCENTRACIJA (ng g ™)
125 500 125 500 125 500

Analit v
RASTVARAC ZA EKSTRAKCIJU
) Metanol-dihlormetan Metanol/aceton/etil-
Etil-acetat
(1:1) acetat

Trimetoprim 8(19) r* 70(3) 65 (6) 58 (5) 28 (8)
Amoksicilin 2(14) / / 2(17) 3(9) /
4-FAA 2 (6) / 67 (4) 56 (8) 32 (19) 18 (14)
4-AAA 15(9) / 79 (7) 49 (4) 56 (6) 23 (7)
Sulfametoksazol 29 (10) / 50 (6) 53 (7) 57 (6) 43 (19)
Ampicilin / / / / 6 (16) /
Bromazepam / / 21 (11) 47 (9) 10 (7) 9(8)
Karbamazepin 82 (14) 52 (11) 97 (7) 66 (12) 116 (11) 76 (14)
Lorazepam / 6 (9) 20 (8) 13 (14) 14 (14) /
Diazepam 87 (8) 66 (14) 87 (9) 68 (6) 87 (8) 82 (4)
Diklofenak / / 81(8) 71(6) / /
Azitromicin 5(17) / 7(12) / 3(6) /
Eritromicin / 1(8) 55 (5) 57 (11) 35 (16) 20 (11)
Monokrotofos 26 (11) 2(12) 93 (10) 78 (8) 88 (7) 64 (16)
Imidakloprid 62 (5) 27 (14) 139 (9) 85 (5) 115 (9) 73 (6)
Dimetoat 81 (12) 66 (10) 91 (11) 83 (6) 96 (11) 93 (4)
Acetamiprid 43 (5) 19(7) 117 (9) 75 (4) 96 (14) 81 (7)
Karbendazim 32 (15) 15(9) 61 (9) 76 (5) 56 (8) 42 (7)
Simazin 112 (9) 78 (5) 89 (4) 86 (9) 99 (9) 94 (2)
Karbofuran 89 (18) 80 (14) 86 (13) 75 (12) 85 (4) 80 (7)
Karbaril 64 (21) 74 (11) 61 (4) 69 (3) 78 (3) 83 (9)
Atrazin 90 (12) 73 (8) 95 (6) 79 (4) 103 (16) 91 (4)
Propazin 100 (8) 73 (13) 105 (9) 73(9) 89 (15) 86 (8)
Malation 97 (12) 90 (7) 90 (11) 88 (1) 92 (9) 95 (12)
Tebufenozid 108 (4) 82 (3) 115 (7) 98 (8) 126 (4) 93 (5)

*nije odredeno
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Tabela 13. Prinosi metode ekstrakcije odabranih jedinjenja iz sedimenata pri koncentraciji od
500 ng g* dobijeni u eksperimentima sa razlicitim vremenom trajanja koriséenjem sterilisanih i
nesterilisanih uzoraka (n=3)

Prinos, % (RSD, %)

Nesterilisani sediment Sterilisani sediment
25/25/10* 90/45/10 25/25/10 90/45/10

Trimetoprim 65 (4) 74.(7) 44 (6) 47 (2)
Amoksicilin 7(9) 4(12) 4(11) 8 (6)

4-FAA 55 (12) 54 (9) 47 (9) 44 (7)
4-AAA 52 (4) 60 (9) 54 (8) 61 (9)
Sulfametoksazol 53 (6) 66 (7) 36 (13) 55 (10)
Ampicilin ND 11(4) 7(6) 9(8)

Bromazepam 44 (15) 42 (12) 18 (10) 6(8)

Karbamazepin 68 (14) 103 (8) 63 (4) 102 (5)
Lorazepam 8 (6) 13 (5) 26 (15) 29 (10)
Diazepam 84 (9) 96 (11) 99 (4) 125 (3)
Diklofenak 73(8) 84 (11) 80 (3) 76 (4)
Azitromicin ND ND ND ND

Eritromicin 57 (8) 87 (2) 24 (9) 25 (5)
Monokrotofos 82 (5) 91(9) 81 (6) 88 (4)
Imidakloprid 84 (8) 93 (18) 94 (11) 74.(7)
Dimetoat 83(9) 74(2) 81 (17) 61 (11)
Acetamiprid 68 (11) 84 (8) 87 (6) 69 (7)
Karbendazim 77(3) 89 (5) 78 (4) 67 (12)
Simazin 78 (8) 83 (10) 72 (14) 73(3)
Karbofuran 94 (6) 103 (12) 118 (9) 126 (5)
Karbaril 60 (9) 97 (13) 66 (8) 108 (4)
Atrazin 77 (5) 93 (8) 82 (6) 85 (9)
Propazin 87 (7) 96 (8) 99 (7) 82 (6)
Malation 63 (4) 97 (2) 68 (12) 103 (7)
Tebufenozid 83 (7) 83 (6) 77(4) 69 (9)

*vreme muckanja na Sejkerulmuckanja u ultrazvucnom kupatilu/centrifugiranja (min)

Rezultati pokazuju da produZzeno vreme trajanja koraka utvrdene procedure
(90/45/10) znacajno poboljSava prinose karbamazepina (do 35%), eritromicina (do
30%), karbarila (do 37%) i malationa (do 24%). Za najveci broj preostalih analita (71%)
primetno je manje povecanje prinosa, do 16%. Takode, rezultati pokazuju da

sterilizacija sedimenata, sprovedena u cilju spreavanja mikrobne degradacije odabranih
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jedinjenja, ne utiCe na povecanje prinosa metode ekstrakcije datih jedinjenja.
ZabeleZeno je neznatno povecanje prinosa lorazepama (do 18%). Na osnovu svega
navedenog utvrdeno je da je ekstrakciju lekova i pesticida iz sedimenata potrebno
izvoditi na sedimentima koji nisu sterilisani, uz primenu duZeg vremena trajanja koraka
procedure ekstrakcije (90/45/10).

Na slici 22b dat je prikaz procedure optimizovane metode ekstrakcije odabranih

lekova i pesticida iz recnih sedimenata.

Susenje sedimenta:
U mraku, na vazduhu, na sobnoj temperaturi

Sejanje sedimenta:
kroz sito poroznosti 1,0 mm mesh

EKSTRAKCIJA

Uzorak sedimenta:

1 g sedimenta ponoviti 3 puta

+

5 mL sme&e rastvora
metanol-dihlormetan (1:1)

Muckanje u Sejkeru:
90 min, 200 o min~', sobna temperatura

Ultrasonifikacija:
45 min

Centrifugiranje:
10 min, 4000 o min™!

Dekantovanje supernatanta

‘ Spajanje sva tri dobijena dekantovana rastvora u jedan
v
‘ Uparavanje do suva pod strujom N,

v
‘ Rekonstituisanje sa SmL CH,OH |

v
‘ Filtriranje
v
l HPLC — MS/MS analiza

Slika 22b. Prikaz procedure ekstrakcije odabranih lekova i pesticida iz rec¢nih sedimenata
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44. VALIDACIJA METODE I UTICAJ MATRICE

Rezultati validacije razvijene metode predstavljeni su u tabelama 14 i 15. Vecina
analita ekstrahovana je iz uzoraka vode uz visoke prinose. lzuzetak je bio eritromicin sa
prinosom koji se kretao u intervalu od 48% do 62%. Takode, amoksicilin i ampicilin su
pokazali nizak stepen ekstrakcije (< 60%) pri nizim koncentracijama, dok su njihovi
prinosi pri ve¢im koncentracijama iznosili oko 70%.

Dobijene kalibracione krive su linearne, sa koeficijentom korelacije koji se
kretao od 0,9938 do 0,9999. Metodu odlikuju niske granice detekcije (1-5ngL™) i
kvantifikacije (3-17 ng L™) za sve ispitivane analite u uzorcima vode.

Sto se ti¢e sedimenata, ispostavilo se da nije moguée izvesti ekstrakciju
ampicilina, amoksicilina i azitromicina pod definisanim uslovima, dok su za lorazepam
I bromazepam ostvareni niski prinosi (10-18% i 32-44%, redom). Za ostale analite
ostvareni prinosi su iznosili vise od 70%. Granice detekcije (1-3 ng g™*) i kvantifikacije
(3-10ng g ™) za analizu odabranih jedinjenja iz sedimenata su niske. Ponovljivost
metode ekstrakcije je dobra, kako za uzorke vode, tako i za uzorke sedimenata, a RSD
je generalno iznosila manje od 20%.

Sto se ti¢e uticaja matrice u sluaju kada je matrica voda, zabeleZeno je
povecanje signala (do 74%) za velinu analita. Smanjenje signala je zabeleZeno za
amoksicilin (do 57%), ampicilin (do 63%) i 4-FAA (do 14%). U slucaju kada je matrica
sediment, signali analita su manje izlozeni uticaju komponenata matrice pa se

zabeleZeno povecanje ili smanjenje signala kretalo do 30%.
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Tabela 14. Prinos, uticaj matrice, granica detekcije (LOD) i granica kvantifikacije (LOQ) za

ispitivane analite u vodi (n = 3)

Prinos, % (RSD, %)

Analit Koncentracija Uticaj matrice LOI?1 LO(?1
(%) (hgL™) (hgL™)
50ng L™ 250ng L™ 500ng L™
Trimetoprim 84 (11) 79 (2) 68 (3) 0 1 3
Amoksicilin 53 (8) 56 (13) 71 (5) -57 2 7
4-FAA 99 (14) 88 (11) 97 (5) -14 1 3
4-AAA 99 (4) 96 (10) 93(2) 14 1 3
Sulfametoksazol 68 (11) 82 (17) 88 (5) 15 4 13
Ampicilin 38(3) 43 (13) 73 (13) -63 3 10
Bromazepam 69 (3) 82 (9) 79 (11) 40 1 3
Karbamazepin 83 (5) 79 (7) 84 (1) 20 1 3
Lorazepam 83(9) 99 (8) 92 (4) 36 1 3
Diazepam 85 (12) 80 (23) 99 (4) 13 1 3
Diklofenak 81 (19) 86 (28) 89 (6) 39 2 7
Azitromicin 95 (28) 118 (8) 99 (4) 41 3 10
Eritromicin 48 (2) 62 (4) 55 (4) 12 2 7
Monokrotofos 47 (5) 76 (3) 98 (6) 16 4 13
Imidakloprid 79 (6) 87 (4) 93 (12) 11 3 10
Dimetoat 84 (10) 86 (8) 95 (2) 45 1 3
Acetamiprid 89 (10) 101 (27) 95 (9) 6 5 17
Karbendazim 84 (11) 91 (9) 95 (9) 10 1 3
Simazin 99 (5) 89 (9) 104 (17) 44 3 10
Karbofuran 69 (14) 72 (8) 80 (10) 30 2 7
Karbaril 77 (9) 86 (14) 88 (5) 34 5 17
Atrazin 75 (6) 79 (1) 75 (9) 36 1 3
Propazin 76 (8) 84 (4) 90 (11) 30 1 3
Malation 82 (24) 96 (17) 88 (3) 35 2 7
Tebufenozid 72 (13) 77 (18) 87 (8) 74 2 7
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Tabela 15. Prinos, uticaj matrice, granica detekcije (LOD) i granica kvantifikacije (LOQ) za
ispitivane analite u sedimentu (n = 3)

Prinos, % (RSD, %)

Uticaj matrice LOD LOQ

A e e gt 9 (198 (90)
Trimetoprim 63 (15) 67 (4) 82 (9) -14 1 3
Amoksicilin * / / / 3 10
4-FAA 49 (11) 55 (6) 62 (16) -28 1 3
4-AAA 77 (19) 65 (11) 73 (6) 5 1 3
Sulfametoksazol 55 (8) 48 (6) 72 (13) 16 2 7
Ampicilin / / / / 3 10
Bromazepam 44 (5) 32 (12) 38 (6) =30 3 10
Karbamazepin 119 (14) 110 (9) 95 (18) 7 1 3
Lorazepam 12 (12) 18 (13) 10 (15) 15 1 3
Diazepam 88 (9) 81 (13) 102 (19) 30 1 3
Diklofenak 92 (13) 75 (14) 86 (17) -15 1 3
Azitromicin / / / / 2 7
Eritromicin 72 (6) 79 (9) 85 (19) 9 1 3
Monokrotofos 84 (9) 90 (13) 97 (11) -2 2 7
Imidakloprid 86 (10) 125 (12) 105 (22) 2 7
Dimetoat 110 (21) 98 (8) 81 (16) 1 3
Acetamiprid 95 (12) 105 (6) 78 (16) 13 2 7
Karbendazim 63 (21) 72 (4) 96 (4) 10 1 3
Simazin 78 (4) 81 (8) 84 (22) -3 2 7
Karbofuran 86 (15) 82 (16) 99 (7) 8 1 3
Karbaril 73 (26) 65 (8) 88 (17) 25 2 7
Atrazin 84 (8) 91 (17) 90 (11) 1 1 3
Propazin 89 (12) 98 (6) 106 (12) 6 1 3
Malation 101 (20) 95 (16) 91 (9) -8 1 3
Tebufenozid 95 (19) 111 (4) 96 (15) -16 2 7

*nije odredeno

45. REZULTATI ANALIZE REALNIH UZORAKA VODE |
SEDIMENATA

Tragovi lekova i pesticida detektovani u ispitivanim uzorcima povrsinske i
podzemne vode i sedimenata prikazani su u tabeli 16. Rezultati pokazuju da je Sezdeset
procenata (60%) ispitivanih lekova i pesticida detektovano u navedenim uzorcima

Zivotne sredine.
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Tabela 16

. Tragovi lekova i pesticida detektovani u uzorcima povrsinskih voda (SW), podzemnih voda (GW) i sedimenata (SED) (n = 2)

Detektovani lekovi i pesticidi
Kodovi - - - - — — - - - - -
Reka ] trimetoprim ‘ 4-FAA ‘ 4-AAA ‘ sulfametoksazol ‘ karbamazepin | lorazepam ‘ diazepam | azitromicin ‘ eritromicin dimetoat ‘ karbendazim ‘ karbofuran ‘ atrazin | propazin ‘ malation
mernih mesta
Koncentracija detektovanih analita (broj pozitivnih uzoraka / broj analiziranih uzoraka), ng L™ (SW, GW) ili ng g™ (SED)
Swi 65-71 (3/3) 100-121 (3/3) 25-30 (3/3)
SED1 24 (1/1)
Gw1l Gw1/1 12 (1/1)
GW1/2 25 (1/1) 13 (1/1) 10 (1/1) 10 (1/1)
GW1/3 48 (1/1) 17 (1/1)
SW2 37-59 (4/7) 31-260 (5/7) 10-32 (5/7) 3-26 (3/7) 417) 8 (1/7)
SED2
GW2 GW2/1 42-75 (2/5) 20-32 (2/5) 9-10 (2/5) 21 (1/5) 4-11 (2/5)
GW2/2 24 (1/1) 6 (1/1) 3(1/1)
GW2/3 26-41 (2/3) 5 (1/3) 68 (1/3) 8 (1/3) 7 (1/3)
GW2/4 22-26 (2/3) 44 (1/3) 41 (1/3) 19-40 (2/3)
GW2/5 34 (1/2) 25 (1/2) 8 (1/2) 64 (1/2)
GW2/6 67 (1/3) 105 (1/3) 86-88 (3/3) 5 (1/3)
Sw3 46(1/6) 76-186 (2/6) 156-327 (2/6) 68-94 (3/6) 37 (1/6) 22 (1/6)
SED3 214 (111) 1222 (1/1) 69 (1/2)
GW3 GW3/1 150 (1/1)
GW3/2
GW3/3
GW3/4
Sw4 7-129(2/7) 9-25 (2/7) 79-120 (2/7) 22 (1/6) 6-12 (2/7) 29 (1/7)
SED4 10 (1/1) 9 (1/1) 79 (1/1) 392 (1/1)
GW4 GWi4/1
GW4/2
GW4/3
GW4/4
GW4/5
GW4/6
SW5 212(1/7) 97-146 (2/7) | 215-512 (5/7) 30-45 (2/7) 12 (1/1) 5 (1/7)
SED5 48 (1/1) 178 (1/1) 21(1/1) 36 (1/1) 72 (1/1) 67 (1/1)
GW5 GWS5/1
GWS5/2
GW5/3 75 (1/1) 11 (1/1)
GWS5/4
Legenda:
Povrsinska voda
Podzemna voda
Sedimenti

Sedimenti u kojima nije detektovan analit ali je detektovan u podzemnoj vodi istog akvifera
Sedimenti u kojima je detektovan dati analit
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Prisustvo ispitivanih analita u vodama. U uzorcima vode analiziranim u
okviru ove studije, karbamazepin i metaboliti metamizola su bili naj¢es¢e detektovani
analiti. Karbamazepin je naden u 50% analiziranih uzoraka povrsinske vode uzetih na
pet opisanih lokacija, a interval koncentracija koje su zabeleZene kretao se od 6 do
94ng L™ Ovaj lek je pronaden i u 23% ispitivanih uzoraka podzemnih voda, u
intervalu koncentracija 5-41ng L™, na tri od pet lokacija. Karbamazepin je
antiepileptik, ¢esto prepisivan u relativno visokim dozama (izmedu 400 1 1600 mg na
dan). Kako pokazuju podaci iz literature, zbog relativno slabe sorpcije koju pokazuje,
otpornosti na biorazgradivost i slabog stepena uklanjanja iz otpadnih voda u tretmanu
njihovog precis¢avanja, karbamazepin je moguce naéi u uzorcima Zzivotne sredine u
koncentracijama od nekoliko stotina nanograma po litru (Ternes et al., 2001; Clara et
al., 2004). Koncentracije tragova karbamazepina detektovane u uzorcima povrsinskih
voda u okviru ove studije niZze su od koncentracija zabeleZenih npr. u Nemackoj (250-
1100 ng L™, Ternes et al., 2001; 96-210 ng L™, Osenbriick et al., 2007), ali su veée od
koncentracija zabeleZenih u Kanadi (611 ng L™, Garcia-Ac et al., 2009). Sto se tice
podzemnih voda, nivo karbamazepina detektovanog u uzorcima u ovoj studiji slican je
nivou koncentracija zabelezenih u Nema&koj (2-51 ng L™, Osenbriick et al., 2007).

lako je metamizol zabranjen za upotrebu u nekim zemljama (SAD, Velika
Britanija), on joS uvek predstavlja jedan od najpopularnijih analgoantipiretika u
Nemackoj, Italiji, Spaniji i Srbiji (Feldmann et al., 2008; Gomez et al., 2008). Njegovi
metaboliti su prisutni u Zivotnoj sredini usled spontane hidrolize glavnog metabolita, 4-
metilaminoantipirina (4-MAA), koji se nakon toga metaboliSe u viSe razlicitih
jedinjenja. Krajnji metaboliti, 4-formilaminoantipirin (4-FAA) i 4-acetilaminoantipirin
(4-AAA), cCesto se koriste kao indikatori zagadenja prirodnih voda vodom iz
kanalizacionih sistema (Zuehlke et al., 2004; Moldovan, 2006). Oba navedena
metabolita metamizola detektovana su u uzorcima povrsinskih voda uzetim na pet
ispitivanih lokacija, a intervali zabeleZenih koncentracija iznosili su 9-186 ng L™
(za 4-FAA) i 31-512 ng L™ (za 4-AAA). Koncentracije metabolita 4-AAA zabeleZene
u ovoj studiji sli¢ne su ili nesto nize od vrednosti zabelezenih u uzorcima povrsinskih
voda u Nemackoj (120-1000 ng L™, Zuehlke et al., 2004; 84-377 ng L™, Wiegel et al.,
2004), Rumuniji (312-1560 ng L™, Moldovan, 2006) i Spaniji (preko 1000 ng L™,

Gomez et al., 2010). Takode, nivo koncentracija metabolita 4-FAA detektovanih u ovoj
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studiji niZi je od nivoa koncentracija zabeleZenih u Nemackoj (70-1000 ng L™, Zuehlke
et al., 2004), Rumuniji (103-510ng L™, Moldovan, 2006) i Spaniji (preko
1000 ng L™, Gémez et al., 2010). Oba metabolita su detektovana i u podzemnim
vodama i to u skoro 20% ispitivanih uzoraka, a koncentracije su se kretale u intervalima
22-75ng L™ (za 4-FAA) i 20-105 ng L™ (za 4-AAA).

Trimetoprim, u kombinaciji sa sulfametoksazolom, je jedan od veoma cesto
koris¢enih antibiotika u Srbiji. U okviru ove studije detektovan je samo u uzorcima
povrsinskih voda (13%), u koncentracijama od 7 do 212 ngL™. Ovde zabeleZene
vrednosti veée su od vrednosti zabeleZenih npr. u Spaniji (do 20 ng L™, Gros et al.,
2006). Sulfametoksazol je detektovan samo u jednom uzorku povrSinske vode u
koncentraciji od 22 ng L™

U uzorcima povrdinskih voda detektovani su i lorazepam (37ngL™) i
azitromicin  (12ng L™). Azitromicin je najéeiée koris¢eni antibiotik u  Srbiji.
Koncentracija zabeleZena ovde niza je od koncentracija azitromicina nadenih u Spaniji
(do 20 ng L™, Gros et al., 2006) i SAD (do 77 ng L™, Jones-Lepp, 2006). Trimetoprim,
sulfametoksazol i lorazepam nisu detektovani u uzorcima podzemnih voda, dok je
azitromicin naden na jednoj lokaciji u koncentracijama od 21 i 68 ng L™.

Kada je re¢ o pesticidima, karbendazim je analit koji je najéeSée nalazen u
uzorcima ispitivanim u okviru ove studije. Naden je u Sest uzoraka povrSinske vode
(20%) sa Getiri razliite lokacije, u koncentracijama 3-29 ng L™". To je pesticid koji ima
Siroku primenu u poljoprivredi, u domenu zastite voca, suncokreta, Seéerne repe i
pSenice (Gruji¢ et al.,, 2010). Koncentracije zabelezene u ovoj studiji nize su od
koncentracija  zabelezenih  u  uzorcima  povrSinskih  voda u  Spaniji
(160-5500 ng L™, Vega et al., 2005) i Japanu (110-320 ng L™, Makihata et al., 2003),
ali su i neznatno vece od onih takode objavljenih za Spaniju (2,78 ng L™, Ccanccapa et
al. 2016). Karbendazim je u okviru ove studije detektovan u osam uzoraka podzemnih
voda (16%) u koncentracijama od 3-88 ng L™. Propazin je naden u jednom uzorku
povrsinskih voda (8 ng L™), dok u podzemnim vodama nije pronaden. Nasuprot tome,
karbofuran je detektovan samo u uzorcima podzemne vode (7-10ngL™), dok u
povrsinskim vodama nije zabelezeno njegovo prisustvo. Atrazin je naden samo u
jednom uzorku povrdinske vode (4ngL™) i u &etiri, njemu odgovarajuca, uzorka

podzemne vode, u koncentracijama 5-64 ng L™. Vrednosti za atrazin i propazin nesto
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su veée od vrednosti detektovanih u Spaniji (1,99 ngL™ i 0,14 ng L™, redom,
Ccanccapa et al., 2016).

Prisustvo ispitivanih analita u sedimentima. Najces¢e detektovani analiti u
re¢nim sedimentima Dbili su pesticidi dimetoat i atrazin, nadeni u tri od ukupno pet
uzoraka sedimenata, u intervalu koncentracija od 79-1222 i 24-392 ng g™, redom.
Dimetoat nije detektovan ni u jednom uzorku vode, a podaci nadeni u literaturi takode
ukazuju na takav trend (Schaffer et al., 2012). Njegovo prisustvo u uzorcima
sedimenata je retko ispitivano i uglavnom nije detektovano (Kock-Schulmeyer et al.,
2013; Farré et al., 2014) ili su koncentracije u kojima je nalaZzen bile veoma niske (do
0,54 ng g ', Maurano et al., 1997). Atrazin je, prema literaturi, detektovan u uzorcima
re¢nih sedimenata u Australiji (do 1,5 ng g ', Magnusson et al., 2013), Spaniji (do
39,2 ng g, Ferrer et al., 1997) i ltaliji (do 140 ng g™*, Carafa et al., 2007).

Pesticid malation detektovan je u dva uzorka sedimenta u koncentracijama od 67
i 69 ng g™*. Za njega takode nije objavljivano da je pronalazen u uzorcima sedimenata
(Kock-Schulmeyer et al., 2013; Farré et al., 2014) ili su koncentracije u kojima je
zabeleZen bile veoma niske (do 0,31 ng g~!, Maurano et al., 1997; Ccanccapa et al.,
2016). Karbofuran i propazin su u okviru ove studije detektovani u jednom uzorku
sedimenta u koncentracijama od 21 i 72 ng g}, redom. Prema saznanjima autora, oni
nisu pronalazeni u uzorcima sedimenata, a istraZivanja njihovog eventualnog prisustva
su retka (Farré et al., 2014).

U poredenju sa pesticidima iz ove studije, lekovi su manje pronalazeni u
ispitivanim sedimentima. Karbamazepin je detektovan u dva uzorka sedimenata u
koncentracijama od 10 i 214 ng g ™. U literaturi je relativno &esto objavljivano da je
karbamazepin detektovan u uzorcima sedimenata, pa je tako u Spaniji zabeleZen u
koncentracijama do 6,85ng g™ (Martin et al., 2010; Ferreira da Silva et al., 2011;
Vazquez-Roig et al., 2010, 2011, 2012), a u Velikoj Britaniji u koncentracijama do
46,5 ngg™ (Zhou i Broodbank, 2014). Publikovani rezultati su sli¢ni rezultatima
dobijenim u ovoj studiji. Lekovi diazepam i eritromicin su takode detektovani u
uzorcima sedimenata u ovoj studiji, u koncentracijama od 48 i 9 ngg™, redom.
Koncentracija diazepama u kojoj je detektovan u ovoj studiji primetno je veéa od

koncentracije publikovane za slu¢aj kada je detektovan u Spaniji (do 4,64 ng g™,
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Vazquez-Roig et al., 2010, 2011, 2012). Nivoi koncentracije eritromicina zabelezeni u
ovom istrazivanju sli¢ni su nivoima koncentracija zabelezenim u Spaniji (26,3
33,5ng g, Ferreira da Silva et al., 2011) i Kini (3,04-56,8 ng g™, Bu et al., 2013;
1,26-62,7 ng g, Yang et al., 2010).

Prisustvo ispitivanih analita u razli¢itim matricama sa istih lokacija bice

predmet diskusije u poglavlju 4.7.

Pregled zakonske regulative. Proizvodnja, upotreba i stavljanje u promet
pesticida i lekova jasno su definisani zakonskim odredbama kako u Evropskoj uniji tako
i u Republici Srbiji. Zakonska regulativa koja definiSe dozvoljene granice njihovog
prisustva u matricama Zivotne sredine i neophodan monitoring njihovog prisustva u
njima takode je delimi¢no definisana.

a) Proizvodnja, upotreba i stavljanje u promet

Kada su u pitanju pesticidi koris¢eni u okviru ove studije, podaci sa zvani¢ne
Liste registrovanih pesticida i aktivnih supstanci u Evropskoj uniji, prema Regulativi
broj 1107/2009, pokazuju da je upotreba pesticida monokrotofosa, karbendazima,
monurona, simazina, karbofurana, karbarila, atrazina 1 propazina zabranjena u
Evropskoj uniji (tabela 17). Za pesticide imidakloprid, acetamiprid, dimetoat, diuron,
linuron, malation i tebufenozid, trenutno su na snazi reSenja o odobrenju koris¢enja s
tim da je zakonom predvideno da se nakon isteka roka vazenja datog odobrenja ponovo
razmatraju uslovi za produzenje odnosno zabranu kori$¢enja jedinjenja.

Kada je Republika Srbija u pitanju, kao kandidat za pridruzivanje Evropskoj
uniji, u obavezi je da radi na prilagodavanju svojih propisa propisima EU, ali s¢ na nju
jos uvek direktno ne odnose odluke koje EU uspostavlja za svoje ¢lanice. Zbog toga jos
uvek ima aktivnih supstanci ¢ije koriS¢enje je zabranjeno na teritoriji EU, ali nije na

teritoriji Srbije, kao i obrnuto.
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Tabela 17. Pregled odobrenja i zabrana proizvodnje, koris¢enja i stavljanja u promet
ispitivanih pesticida u Evropskoj uniji

Pesticid

Status prema
Regulativi (EC)
No. 1107/2009

Datum

odobrenja za

koris¢enje

Datup prestanka

vazenja
odobrenja

Zakonska
regulativa

Monokrotofos
Karbendazim

Imidakloprid

Acetamiprid

Dimetoat

Monuron
Simazin
Karbofuran
Karbaril
Atrazin
Diuron

Propazin

Linuron

Malation

Tebufenozid

nije odobren
nije odobren

nije odobren
nije odobren
nije odobren
nije odobren
nije odobren

nije odobren

/
01.01.2005.

01.08.2009.

01.01.2005.

01.10.2007.

~ Y~ Y~~~

01.10.2008.

/

01.01.2004.

01.05.2010.

01.06.2011.

/

30.11.2014.

31.07.2019.

30.04.2017.

31.07.2018.

~ O~~~ ~—

30.09.2018.

/

31.07.2016.

30.04.2020.

31.05.2021.

2002/2076
Reg. (EU) No.
540/2011 Reg.
(EU) No.
542/2011
(2006/135/EC,
2010/70/EC,
2011/58/EV)
Reg. (EU) No.
485/2013 Reg.
(EU) No.
540/2011
(2008/116/EC,
2010/21/EU)
04/99/EC Reg.
(EU) No.
540/2011
07/25/EC Reg.
(EU) No.
540/2011
2002/2076
04/247/EC
2007/416
2007/355
2004/248/EC
08/91/EC Reg.
(EU) No.
540/2011
2002/2076
03/31/EC Reg.
(EU) No.
540/2011 Reg.
(EU) No.
823/2012

2010/17/EU Reg.

(EU) No.
540/2011

2011/60/EU Reg.

(EU) No.
540/2011

U Republici Srbiji je trenutno na snazi Zakon o sredstvima za zastitu bilja ¢iji
sastavni deo ¢ine Lista odobrenih supstanci i Lista zabranjenih supstanci, prikazane u
tabeli 18.

Prema podacima iz zvani¢nih Listi odobrenih i zabranjenih supstanci na teritoriji

Republike Srbije, vidi se da se u slucaju ovde ispitivanih pesticida zabrane i odobrenja
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EU i RS kod najveéeg broja njih slazu. [zuzetak se javlja u slucaju karbendazima koji je
u meduvremenu zabranjen za koriS¢enje na teritoriji EU, a ta zabrana joS uvek nije
preneta u zakonodavstvo RS. Prema zvani¢noj i najnovijoj Listi registrovanih sredstava
za zaStitu bilja u RS postoje 4 registrovana preparata koja kao aktivnu supstancu sadrze
karbendazim (tabela 18).
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Tabela 18. Pregled odobrenja i zabrana proizvodnje, korisé¢enja i stavljanja u promet ispitivanih pesticida u Republici Srbiji i broj trenutno
registrovanih sredstava za zastitu bilja

Broj trenutno registrovanih

Pesticid Lista odobrenih supstanci* Lista zabranjenih supstanci** sredstava (preparata) za
zastitu bilja
Monokrotofos / Lista B2.2 /
Karbendazim Lista Al.1 / 4
Imidakloprid Lista Al.1 / 27
Acetamiprid Lista Al.1 / 13
Dimetoat Lista Al.1 / 7
Monuron / Lista B2.2 /
Simazin / Lista B2.2 /
Karbofuran / Lista B2.1 /
Karbaril / Lista B2.2 /
Atrazin / Lista B2.2 /
Diuron Lista Al.1 / /
Propazin / Lista B2.2 /
Linuron Lista Al.1 / 6
Malation Lista Al.1 / 4
Tebufenozid Lista Al.1 / 1

* Lista odobrenih supstanci:
DEO ALl: Lista aktivnih supstanci, odnosno osnovnih supstanci;
DEO Al.1: Aktivne supstance, odnosno osnovne supstance za koje se smatra da su odobrene u skladu sa vaze¢im propisima Evropske unije;
DEO A1.2: Aktivne supstance, odnosno osnovne supstance odobrene u skladu sa vazeé¢im propisima Evropske unije;

DEO A2: Lista aktivnih supstanci, odnosno osnovnih supstanci ¢iji zahtev za odobrenje na nivou Evropske unije jo§ uvek nije razmatran, a ¢ija sredstva za zastitu bilja se mogu stavljati u
promet na teritoriji Republike Srbije.

** | ista zabranjenih supstanci
DEO BL1. Lista aktivnih supstanci, odnosno osnovnih supstanci za koje je zahtev za odobravanje dobrovoljno povuden i nije ponovo predat na nivou Evropske unije;
DEO B2. Lista aktivnih supstanci, odnosno osnovnih supstanci za koje postoji odluka o neodobravanju na nivou Evropske unije;
DEO B2.1: Lista aktivnih supstanci, odnosno osnovnih supstanci za koje postoji odluka o neodobravanju na nivou Evropske unije a koje su u prometu u Republici Srbiji;
DEO B2.2: Lista aktivnih supstanci, odnosno osnovnih supstanci za koje postoji odluka o neodobravanju na nivou Evropske unije a koje NISU u prometu u Republici Srbiji.
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Takode, karbofuran koji je u EU zabranjen, u RS se nalazi na Listi B2.1
(objasnjenje podele listi dato je u sklopu tabele 18) sto znaci da se ovaj pesticid trenutno
nalazi u prometu.

Ono Sto je takode interesantno jeste da je u okviru Liste Al.2, u kojoj su
navedene aktivne supstance odobrene u skladu sa vaze¢im propisima Evropske unije,
definisano da je u okviru dozvoljene aktivne, odnosno osnovne supstance terbutilazina,

dozvoljeno da se propazin, atrazin i simazin nadu U preparatu u koncentracijama ne

vedim od 10,1 30 g kg, redom.

Ocekuje se da ¢e uskoro do¢i do izmena u listama koje su na snazi u Republici
Srbiji, budu¢i da je Nacrt Zakona o izmenama i dopunama Zakona o sredstvima za
zastitu bilja trenutno u izradi.

Kontrola upotrebe pesticida se vrsi redovnim prac¢enjem kvaliteta namirnica
biljnog 1 zivotinjskog porekla za koje se smatra da postoji moguénost da budu
opterecene pesticidima. Direktivom Evropske Komisije broj 396/2005 definisane su
maksimalno dozvoljene vrednosti tragova pesticida u namirnicama biljnog i
zivotinjskog porekla, a medu njima se nalaze i pesticidi koji su ispitivani u okviru ove
studije (European Commision Directive EC No. 396/2005).

Kada su u pitanju lekovi, pitanje proizvodnje, upotrebe i stavljanja u promet na
teritoriji Evropske unije su takode zakonski uredeni. Nijedan od lekova ispitivanih u
okviru ove studije nije zabranjen za upotrebu na prostoru Evropske unije, ali je upotreba
nekih od njih, kao Sto je metamizol, strogo kontrolisana. Tako su npr. Direktivom
Evropske Komisije broj 2377/90 (European Commision Directive EEC No. 2277/90)
definisane maksimalno dozvoljene vrednosti tragova lekova u namirnicama Zivotinjskog
porekla. Navedenom direktivom su obuhvaceni i neki od lekova koji su ispitivani u
okviru ove studije: doksiciklin (100-600 pg kg™, u zavisnosti od vrste namirnice),
diklofenak (1-5 pg kg™), svi antibiotici koji pripadaju sulfonamidnoj grupi (do
100 pg kg™), trimetoprim (do 50 pg kg™), amoksicilin (do 50 ug kg™), ampicilin (do
50 pg kg™), eritromicin (40-200 pg kg™), kao i metamizol &iji metaboliti su ispitivani
(do 100 pg kg™).

Na teritoriji Republike Srbije su u upotrebi svi lekovi koji su ovde ispitivani.
Prema podacima Agencije za lekove i medicinska sredstva, oni predstavljaju osnovnu ili

pomoc¢nu aktivnu supstancu lekova registrovanih za koris¢enje u humanoj medicini i
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nalaze se u ve¢em broju razli¢itih proizvoda. Kada je u pitanju veterinarska medicina, u
upotrebi su metamizol, trimetoprim, sulfametoksazol, doksiciklin i eritromicin

(Agencija za lekove i medicinska sredstva Republike Srbije).

b) Monitoring kvaliteta Zivotne sredine

Sto se tiGe monitoringa kvaliteta Zivotne sredine, na teritoriji Evropske unije vazi
Direktiva Evropske Komisije broj 2008/105/EC koja ureduje prioritetne supstance i
prioritetne hazardne supstance koje je potrebno pratiti prilikom uspostavljanja standarda
kvaliteta zivotne sredine u oblasti voda (European Commision Directive 2008/105/EC).
Ona ukljucuje razliite hemikalije, sredstva za zaStitu bilja, biocide, metale,
poliaromati¢ne ugljovodonike i polibromovane bifeniletre. Od jedinjenja ispitivanih u
okviru ove studije, na listi prioritetnih jedinjenja nalaze se: atrazin, diuron i simazin.
Direktiva je dopunjena Odlukom Evropske Komisije o implementaciji broj 2015/495,
pa su se na listi jedinjenja Cije prisustvo treba pratiti nasla i druga jedinjenja koja su
predmet ove studije i to: diklofenak, eritromicin, azitromicin, imidakloprid i acetamiprid
(European Commision Implementing Decision 2015/495).

U Republici Srbiji je na snazi Uredba o grani¢nim vrednostima zagadujucih
materija u povrsinskim i podzemnim vodama i sedimentima i rokovima za njihovo
dostizanje (,,SI. gl. RS“, br. 50/12), Uredba o grani¢nim vrednostima prioritetnih
supstanci koje zagaduju povrsinske vode i rokovima za njihovo dostizanje (,,SI. gl. RS*,
br. 24/14) i Pravilnik o parametrima ekoloskog i hemijskog statusa povrsSinskih voda i
parametrima hemijskog i kvantitativnhog statusa podzemnih voda (,,SI. gl. RS", br.
74/11). Nijedan od navedenih akata ne propisuje pracenje prisustva lekova u vodama i
sedimentima, dok se pracenje prisustva pojedinih pesticida propisuje u izvesnoj meri.

Uredbom o grani¢nim vrednostima zagaduju¢ih materija definisano je da
grani¢na vrednost aktivne supstance pesticida u podzemnim vodama iznosi 0,1 pg L™
za pojedinatno jedinjenje, odnosno 0,5 pg L™ za grupu jedinjenja. Uredbom je
definisano da se navedene vrednosti odnose na prose¢nu godi$nju koncentraciju, a da
grupa jedinjenja predstavlja sumu svih individualnih pesticida detektovanih i
kvantifikovanih u procedurama monitoringa, uklju¢uju¢i 1 njihove relevantne
metabolite, produkte degradacije i reakcija. U okviru ove Uredbe pod pesticidima se

podrazumevaju organski insekticidi, herbicidi, fungicidi, nematocidi, akricidi, algicidi,

103



slimicidi i drugi sli¢ni proizvodi kao Sto su npr. regulatori rasta, njihovi metaboliti i
proizvodi reakcija razgradnje.

Uredbom o grani¢nim vrednostima prioritetnih 1 prioritetnih hazardnih supstanci
koje zagaduju povrsinske vode, obuhvacena su i ovde ispitivana jedinjenja i to: atrazin i
simazin. Nijedan od njih nije proglaSen prioritetnom hazardnom supstancom. Prose¢na
godisnja koncentracija za atrazin i simazin, koja ne sme da se prekoraci u toku godine,
iznosi 0,6 pug L™ i 1pugL™, redom. Ovom uredbom se Zele obezbediti propisani
standardi kvaliteta zivotne sredine za povrSinske vode i to: smanjivanjem godisnjih
nivoa emisije prioritetnih supstanci i prestankom emitovanja prioritetnih supstanci u
povrsinske vode, i smanjivanjem koncentracije prioritetnih hazardnih supstanci do
njihovog potpunog eliminisanja iz povrSinske vode (¢lan 4 Uredbe). Uskladivanje sa
standardima kvaliteta zivotne sredine vrSi se na osnovu rezultata monitoringa osnovnog
(nultog) nivoa i monitoringa prioritetnih supstanci koji se sprovode primenom metoda u
skladu sa SRPS ISO/IEC-17025:2006 standardom (¢lan 5 Uredbe).

c) Komparativna analiza rezultata istrazivanja i zakonske regulative

Poredenjem rezultata dobijenih nakon ispitivanja prisustva odabranih lekova i
pesticida u povrSinskim 1 podzemnim vodama i re¢nim sedimentima u okviru ove
studije sa odredbama zakona, i podacima iz pravilnika i direktiva predstavljenim u
prethodnom delu teksta, mogu se uociti slede¢a zapazanja:

— U EU je zabranjena upotreba monokrotofosa, karbendazima, monurona,
simazina, karbofurana, karbarila, atrazina i propazina, dok je u RS na snazi
zabrana proizvodnje, upotrebe i stavljanja u promet monokrotofosa, monurona,
simazina, karbarila, atrazina i propazina, ali je joS uvek dozvoljena upotreba
karbendazima, dok se karbofuran zvani¢no nalazi u prometu. Rezultati ove
studije pokazali su da se, uprkos zabrani, u RS upotrebljavaju atrazin i propazin,
kao i karbofuran i karbendazim, za ¢ije koriséenje jo§ uvek nije izdata zabrana.
Interesantno je da na trziStu RS trenutno nije zvani¢no registrovan nijedan
preparat koji u svom sastavu sadrzi karbofuran, a da je, s druge strane, njegovo
prisustvo u Zivotnoj sredini zabelezeno. Takvo stanje moZe ukazati na istorijsko
zagadenje ovim jedinjenjem ili na ¢injenicu da se karbofuran nalazi u sastavu

preparata koji je ilegalnim putem uveden na trziste RS, Sto nije retkost u praksi.
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Upotreba malationa i dimetoata, ¢ije je prisustvo u sedimentima takode
zabeleZeno u okviru ove studije, dozvoljena je u EU i RS.

Upotreba svih lekova odabranih za ovo istraZzivanje u humanoj i veterinarskoj
medicini dozvoljena je, kako u EU, tako i u RS. Rezultati ove studije pokazali su
da se u zivotnoj sredini belezi prisustvo trimetoprima, metabolita metamizola,
sulfametoksazola i eritromicina, jedinjenja koja se, prema zvani¢nim podacima,
koriste u velikim koli¢inama u veterinarskoj medicini na teritoriji RS i jedinjenja
Cija upotreba se prati na teritoriji EU redovnom kontrolom njihovih
koncentracija u odredenim namirnicama zivotinjskog porekla.

Na listi koja ureduje prioritetne supstance koje je potrebno pratiti prilikom
uspostavljanja standarda kvaliteta Zivotne sredine u oblasti voda u EU nalaze se,
izmedu ostalog: atrazin, diuron, simazin, imidakloprid, acetamiprid, diklofenak,
eritromicin i azitromicin, dok se na istoj listi u RS nalaze samo atrazin i simazin.
Rezultati ove studije su pokazali prisustvo nekih od prioritetnih supstanci u
vodama i to atrazina i azitromicina.

Budu¢i da se u Evropskoj uniji pored atrazina i simazina prati i prisustvo
diurona kao prioritetne supstance, a da su, kako je prethodno navedeno, od 2015.
godine na listu dodata i druga ovde ispitivana jedinjenja, kao Sto su diklofenak,
eritromicin, azitromicin, imidakloprid i acetamiprid, moze se reci da ova studija
daje izuzetan doprinos i podlogu za buduca standardna pracenja prisustva ovih
jedinjenja u vodama. Potreba za navedenim standardnim pracenjem njihovog
prisustva moZe se ocekivati kao zahtev buduc¢ih podzakonskih akata. Obaveza
pracenja njihovog prisustva u vodama na teritoriji Republike Srbije usledice
nakon izmena Uredbe, usled stalne teznje za prenoSenjem zahteva direktiva
Evropske unije u nase zakonodavstvo. S druge strane, diuron, imidakloprid i
acetamiprid, iako prioritetne supstance za pracenje njihovog prisustva u vodama,
nalaze se i u Srbiji i u Evropskoj uniji na listi jedinjenja dozvoljenih za

proizvodnju, upotrebu i stavljanje u promet (tabele 17 i1 18).
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46. REZULTATI ISPITIVANJA SORPCIJE ODABRANIH LEKOVA |
PESTICIDA NA SEDIMENTIMA

Karakteristike ispitivanih sedimenata i akvifera. Rezultati granulometrijske
analize ispitivanja datih sedimenata 1 njihovih specificnih fizicko-hemijskih

karakteristika predstavljeni su u tabeli 19.

Tabela 19. Fizicko-hemijske karakteristike ispitivanih sedimenata SEDSORP |, SEDSORP I,
SEDSORP |11 i SEDSORP IV

Organski . Dominantna pH
) o Glina PraSina Pesak Sljunak 3
Sediment ugljenik frakcija Tekstura  vrednost
(%) (%) (%) (%)
(%) (mm) vode
Veoma
SEDSORP | 1,28 0,00 93,50 6,50 0,00 0,003 sitnozrna 8,05
praSina
Peskoviti
SEDSORRP II 0,229 0,00 0,42 39,06 60,52 0,20-1,60 Sljunak, 7,1
srednjezrni
Peskoviti
SEDSORRP 111 0,06 0,00 0,11 27,60 72,29 0,80-3,15 Sljunak, 6,95
srednjezrni
Peskoviti
SEDSORP IV 0,0002 0,00 0,00 94,74 5,26 0,032-0,063 Sljunak, 7,3
sitnozrni

Budu¢i da se smatra da je sadrzaj organskog ugljenika najzasluzniji za odvijanje
sorpcije u sistemu sediment/voda, moze se reci da je najintenzivnija sorpcija oCekivana
na sedimentu SEDSORP | koji sadrzi 1,28% organskog ugljenika. Zna¢ajno manji
procenat organskog ugljenika sadrzi sediment SEDSORP II, dok je njegov sadrzaj u
uzorku sedimenta SEDSORP 11l gotovo zanemarljiv. Uzorak SEDSORP IV u svom
sastavu ne sadrzi organski ugljenik. Uzevsi u obzir ¢injenicu da je uzorak SEDSORP |
povrsinski, a da su preostala tri uzorka uzeta sa dubina koje su se kretale izmedu 5 i
18 m (tabela 8), kao i ¢injenicu da je povrSinski uzorak prirodno obogaéen organskim
ugljenikom, a da se njegov sadrzaj znaCajno smanjuje sa povecanjem dubine tj.
udaljenja od povrsinskog sloja sedimentnih nanosa, jasno je da je takav odnos u

sadrZaju organske materije 1 ocekivan.
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Glina je mineralna frakcija koja obezbeduje sedimentu veliku specificnu
povrsinu usled poroznosti od 40-70% (tabela 4) zbog Cega se smatra veoma vaznom
komponentom povrSine vecine ¢vrstih faza u procesima sorpcije. S druge strane, ima
polarnu i jonsku prirodu zbog cega prouzrokuje privlacenje izmedu Cvrste faze i
polarnih ili jonskih jedinjenja. Kako nijedan od ovde ispitivanih uzoraka sedimenata ne
sadrzZi glinu u svom sastavu, moze se re¢i da se ocekuje dodatno slabija sorpcija na
odabranim sedimentima.

S druge strane, sadrzaj praSine u iznosu od 93,5% u uzorku sedimenta
SEDSORP | predstavlja takode znaajan faktor u pogledu obezbedivanja poroznosti
ovog uzorka budu¢i da poroznost praSine iznosi 35-50% (tabela 4). Ovakav sastav
moZe biti podsticajan za odvijanje sorpcije. Procenat praSine u sastavu ostalih uzoraka
nije znacajan i iznosi manje od 0,5%.

Sediment SEDSORP Il i SEDSORP Il imaju slican odnos sadrzaja peska i
Sljunka, u kome preovladava Sljunak u pribliznom odnosu 1:2. Dominantna frakcija
sedimenta SEDSORP 11l znacajno je krupnija i iznosi 0,8-3,15 mm, dok dominantna
frakcija sedimenta SEDSORP 11 iznosi 0,20-1,60 mm. Zbog ovakvog odnosa veli¢ine
frakcija i Cinjenice da poroznost peska iznosi 25-50%, a poroznost Sljunka 25-40%
(tabela 4), moZe se ocekivati nesto intenzivnija sorpcija u slu¢aju sedimenta SEDSORP
I, posebno ako se uzme u obzir i veéi sadrzaj organskog ugljenika i praSine u ovom
sedimentu.

Sediment SEDSORP 1V je jedini sediment koji ne sadrzi organski ugljenik,
glinu niti praSinu 1 ¢iji sastav uglavnog ¢ini sitnozrni pesak (94,74%). Zbog specifi¢nog
sastava ovog sedimenta, ne moze se re¢i da se sorpcija ne ocekuje uopste, ali se moze
re¢i da je o¢ekivanje manje.

Kada su u pitanju hidraulicke karakteristike akvifera kome pripadaju uzorci
SEDSORP 1l i SEDSORP Il (Dunav, drenazni sistem Kovin-Dubovac), one se mogu
ilustrovati kroz filtracioni koeficijent od 1-10° do 1,5:10°ms™, kao i efektivnu
poroznost od 0,16 do 0,23, dok se hidrauli¢ke karakteristike akvifera kome pripada
uzorak SEDSORP IV (Sava, vodozahvat grada Beograda) mogu izraziti kroz filtracioni
koeficijent za sitnozrni i srednjezrni pesak od 5-10°do1-10"ms™, filtracioni
koeficijent za $ljunak od 1-10*do 5-10* m s i efektivnu poroznost od 0,06 do 0,10.

Filtracioni koeficijent polupropusnih slojeva akvifera Save koji imaju funkciju izolatora
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iznosi od 1-10°do 1.10" m s (Dimki¢ i Pusi¢, 2014). Ovakvi hidraulicki parametri
ukazuju na to da se moze ocekivati neSto brzi proticaj vode kroz akvifer drenaznog
sistema Kovin-Dubovac, §to ujedno znaci da se moze oéekivati i znacajniji i brzi prenos
mase kroz njega, posebno kada se uzme u obzir krupniji granulometrijski sastav tj.
veli¢ina dominantnih frakcija sedimentnih nanosa ovog akvifera.

Karakteristike ispitivanih jedinjenja. Fizi¢ko-hemijske karakteristike lekova i
pesticida za koje je ispitivana sorpcija na navedenim sedimentima predstavljeni su u
tabeli 20.

Prema opstim principima, o¢ekuje se da sorpcija jedinjenja koja imaju relativno
visoke vrednosti log Ko koeficijenta bude znacajna. Suprotno tome, o¢ekuje se da se
teze sorbuju jedinjenja Cija je rastvorljivost u vodi veca. Shodno tome se ocekuje
intenzivna sorpcija jedinjenja kao Sto su azitromicin, eritromicin, lorazepam,
atorvastatin, diklofenak, klopidogrel, simvastatin, propazin, linuron i tebufenozid, dok
se ocCekuje slaba sorpcija jedinjenja kao S$to su trimetoprim, 4-AAA, 4-FAA,
sulfametoksazol, doksiciklin, monokrotofos i imidakloprid. Generalno se ocekuje da
lekovi pokazu znacajniju sorpciju od pesticida.

Sto se ti¢e pH vrednosti sredine, poznato je da ona moZe imati zna¢ajan uticaj na
odvijanje sorpcije organskih kiselina. Pri pH vrednostima nizim od njihovih pK,
vrednosti, organske Kkiseline se nalaze u nedisosovanom obliku. Ovakva forma
jedinjenja ima vecu tendenciju ka sorpciji na organskoj materiji sedimenta u odnosu na

njihov vise polarni disosovani oblik (Mompelat et al., 2009; Xu et al., 2009).
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Tabela 20. Fizicko-hemijske karakteristike lekova i pesticida odabranih za ispitivanje sorpcije

na recnim sedimentima

) log Kow Rastvorljivost .
Analit pKa Literatura
(25 °C) (mg L™) (25 °C)
Trimetoprim 0,91 2334 71 b.c
4-FAA 0,50 11300 - b
4-AAA -0,13 1590 - b
Metoprolol 1,88 4777 9,6 bc
Sulfametoksazol 0,89 3942 5,7 bc
Azitromicin 4,02 2,4 8,7 ¢
Bisoprolol 1,87 2240 95 b
= Doksiciklin -0,02 312,9 31 b
£ Enalapril 2,45 34,9 3,0 b
— Eritromicin 3,06 42 8,9 ¢
Bromazepam 2,05 175,2 b
Amlodipin 3,00 75,3 8,8 ¢
Karbamazepin 2,45 17,7 2,4 b,¢
Lorazepam 3,98 3,7 1,3 b
Diazepam 2,82 58,8 3,4 b.c
Atorvastatin 4,46 - 45 ¢
Diklofenak 4,51 45 41 bc
Klopidogrel 3,82 50,8 53 b,¢
Simvastatin 4,68 08 42 b
Monokrotofos -0,22° 818000° 4.4 d
Karbendazim 1,52 2441 42 b.c
Imidakloprid 0,57 49730 11,1 bc
Acetamiprid 2,55 2226 0,7 b,¢
Dimetoat 0,78 6626 2,0 b
g Monuron 1,94 979,8 - b
3 Simazin 2,18 589,9 1,6 b.c
o Karbofuran 2,32 353,9 - b
Karbaril 2,36 416,2 12,0 b
Atrazin 2,61 214,1 1,6 b,¢
Diuron 2,68 150,6 13,5 b
Propazin 2,93 96,1 1,7 b.c
Linuron 3,20 44,3 - b
Malation 2,36 78,4 - b
Tebufenozid 4,25 1,4 10,8 b

#20°C;

®The e-Chemical Compound Database, http://www.chemspider.com;

“The e-Hazardous Substances Data Bank, http://www.toxnet.nIm.nih.gov;
“The e-Pesticide Manual, 2002-2003, 12" Edition, Version 2.2, Ed. C.D.S. Tomlin, The British

Crop Protection Council.
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RavnoteZa sorpcije. U okviru prvog dela eksperimenta ispitivanja sorpcije
sedimenata za odabrane lekove i pesticide, odredeno je vreme uspostavljanja ravnoteze
sorpcije. Dobijeni rezultati su pokazali da je za odabrana jedinjenja, inicijalnu
koncentraciju i sediment sorpcija uglavnom postepeno rasla sa porastom vremena
trajanja postupka muckanja i ispostavilo se da je uravnotezavanje dostizano nakon 24 h,
a u okviru 48 h muckanja, zbog Cega je odabrano da je optimalno vreme trajanja
uravnoteZavanja, za sva ispitivana jedinjenja, 48 h. Na grafiku predstavljenom na slici
23 dat je prikaz dostizanja platoa u slucaju jednog leka i jednog pesticida (lorazepam i

propazin).
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Slika 23. Prikaz ravnoteZe sorpcije dostignute nakon 48 h za lorazepam i propazin

Sorpcione izoterme. Za obradu podataka dobijenin u eksperimentima
ispitivanja sorpcije odabranih lekova i pesticida na recnim sedimentima koriS¢ene su
¢etiri jednacine: linearna, Frojndlihova klasicna, Frojndlihova proSirena i Lengmirova.
Kao osnovni model za obradu dobijenih podataka koriS¢ena je Frojndlihova klasi¢na
jednacina, kao jednacina koja se najéeSce koristi za opisivanje sorpcije U rastvorima
niskih koncentracija. Njena adekvatnost u slu¢aju opisanih sistema lezi u Cinjenici da
prati deSavanja u Sirokom opsegu (ne)linearnosti i da opisuje sisteme u kojima nije
doslo do zasi¢enja Cvrste faze datim jedinjenjima, odnosno sisteme u kojima nije
dostignut plato na grafiku zavisnosti koncentracija u te¢noj i ¢vrstoj fazi sistema. Takva

situacija nalazi se upravo u rastvorima niskih koncentracija, $to odgovara stanju u
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realnim uzorcima Zivotne sredine, izuzevsi akcidentne situacije i hemijske udese.
Izoterme koje opisuju sorpciju ispitivanih lekova 1 pesticida na re¢nim sedimentima,
dobijene primenom ove jednacine, pojedina¢no su predstavljene u prilozima A i B
(zavisnost A (C)). Logaritamski oblici Frojndlihovih jednacina, za svako jedinjenje i
svaki sediment, pojedinacno su predstavljeni u prilozima C i D (zavisnost
log A (log C)). 1z logaritamskog oblika Frojndlihovih jedna¢ina dobijeni su parametri —
konstanta Ky i eksponent 1/n. Podaci ocitani sa izotermi prikazani su u tabelama 21, 22,
23 i 24 (Ks, 1/n i R%), a razmatranje dobijenih vrednosti usledi¢e u nastavku teksta.

Preostala tri navedena modela primenjena su na sve podatke dobijene u okviru
ove studije 1 rezultati oCitani sa dobijenih izotermi takode su predstavljeni u tabelama
21, 22, 23 i 24. Linearna jednacina je odabrana kao najjednostavniji oblik Frojndlihove
jednaCine u kome je faktor linearnosti, parametar 1/n, jednak 1 u celom opsegu
koncentracija. Kao rezultat ove jednaCine dobijeni su i koeficijenti Ky. Frojndlihova
prosirena jednacina je nesto kompleksnija od osnovne jednacine, $to se ogleda i u dva
dodatna eksponencijalna ¢lana. To je jednacina koja je slicna Lengmirovoj jednacini
budué¢i da u krajnjem delu grafika zavisnosti, u odredenim slucajevima, prati i
eventualno dostignuti plato. Ona je odabrana za testiranje u Zelji da se sagleda zavisnost
uoceno da se u odredenim situacijama dobija bolji koeficijent regresije za ovde dobijene
podatke. Tome je doprinela i informacija iz literature prema kojoj se proSirena
Frojndlihova jednacina koristi u sistemima sa velikim brojem razli¢itih jedinjenja, Sto je
ovde slucaj (Worch, 2012). Lengmirova jednacina je testirana iz razloga S$to se zelelo
videti da li i u kojoj meri grafici zavisnosti dostiZu plato. Drugi razlog je bila potreba da
se na viSe razli¢itih modela sagleda promena zavisnosti koncentracija u delu grafika pre
platoa, pa se pretpostavilo da grafik dobijen iz Lengmirove jednacine takode moze dati
zanimljive odgovore.

Sve izoterme su formirane primenom softverskog programa Origin 9.1.

111



Tabela 21. Vrednosti osnovnih parametara sorpcionih izotermi za odabrana jedinjenja i

sediment SEDSORP |

Frojndlihova

. . . Frojndlihova klasi¢na .. Lengmirova
Linearna jednacina . e prosSirena | ..
jednacina . .. jednacina
jednacina
(mfg N R (%) Ky n  R*(%) R (%) R? (%)
Lekovi
Trimetoprim 38,93 88 249,93 0,55 96 95 96
4-AAA 14,23 97 0,12 1,70 99 99 99
4-FAA 15,67 98 43,94 0,83 94 99 98
Metoprolol 29,27 94 259,64 0,63 99 96 99
Sulfametoksazol 12,93 50 324,27 0,38 39 87 87
Azitromicin 79,47 89 0,01 2,50 97 NF** NF
Bisoprolol 47,15 95 235,56 0,70 97 97 97
Doksiciklin 307,67 86 27,60 1,67 80 73 73
Enalapril 15,78 99 1,44 1,38 100 NF 98
Eritromicin 157,90 93 0,81 1,95 97 95 95
Bromazepam I* / / / / / /
Amlodipin / / / / / / /
Karbamazepin 5,57 71 213,85 0,45 74 97 98
Lorazepam 15,54 87 351,88 0,50 95 94 94
Diazepam 8,54 76 377,91 0,43 89 99 99
Atorvastatin 33,74 96 177,46 0,70 94 85 91
Diklofenak 5,80 72 373,78 0,38 78 95 95
Klopidogrel 10,05 85 621,20 0,37 98 NF 93
Simvastatin 98,98 94 3,28 1,60 88 76 77
Pesticidi
Monokrotofos 2,91 94 77,36 0,68 97 97 98
Karbendazim 14,73 98 61,73 0,76 100 99 98
Imidakloprid 11,02 96 2,17 1,14 92 90 90
Acetamiprid 17,91 89 2,03.10* 2,89 97 97 97
Dimetoat 26,06 97 0,42 1,66 100 99 99
Monuron 9,31 99 22,83 0,85 98 98 98
Simazin 23,60 93 36,72 0,92 88 84 88
Karbofuran 84,56 88 0,13 2,16 97 97 85
Karbaril 25,67 91 481,45 0,51 99 98 97
Atrazin 11,92 99 5,23 1,12 99 99 99
Diuron 7,11 75 279,08 0,43 88 89 88
Propazin 7,47 95 62,88 0,66 99 98 98
Linuron 26,54 93 135,80 0,72 89 83 86
Malation 114,46 98 12,73 1,38 98 97 97
Tebufenozid 2,91 84 106,18 0,43 88 83 85

*[ — nije odredeno

**NF — nije definisano
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Tabela 22. Vrednosti osnovnih parametara sorpcionih izotermi za odabrana jedinjenja i
sediment SEDSORP I

Frojndlihova

Linearna Frojndlihova klasi¢na . Lengmirova
jednacina jednacina PrOSI rﬁna jednacina
jednacina
m Il_<dg 4 R? (%) Ky n R (%) R? (%) R? (%)
Lekovi
Trimetoprim 12,98 98 1,62 1,32 100 100 100
4-AAA 2,74 99 5,84 0,81 100 100 99
4-FAA 0,82 87 23,24 0,50 99 99 98
Metoprolol 15,90 99 8,32 1,10 98 97 97
Sulfametoksazol 114,55 59 2,13-10™ 890 98 98 95
Azitromicin 92,82 90 0,48 1,91 99 100 100
Bisoprolol 19,00 97 50,72 0,82 98 98 99
Doksiciklin 48,73 73 1,17:10° 3,55 98 98 98
Enalapril 17,30 91 0,12 1,79 98 98 98
Eritromicin 59,26 95 0,37 1,82 97 96 96
Bromazepam I* / / / / / /
Amlodipin / / / / / / /
Karbamazepin 42,98 77 1,78:10° 321 99 99 98
Lorazepam 38,19 89 1,62 1,50 88 86 87
Diazepam 7,36 94 0,92 1,68 96 95 95
Atorvastatin 9,60 92 0,20 1,55 96 99 99
Diklofenak 89,34 82 1,34-10° 4,04 99 99 99
Klopidogrel 149,34 86 0,04 2,51 99 99 99
Simvastatin / / / / / / /
Pesticidi
Monokrotofos 60,42 90 2,65 1,55 95 98 96
Karbendazim 67,18 96 4,98 1,45 100 100 100
Imidakloprid 93,87 71 1,30-10° 4,40 100 99 99
Acetamiprid 29,98 95 0,61 1,61 100 100 98
Dimetoat 33,01 85 0,01 2,61 100 100 99
Monuron 29,56 94 1,64 1,54 99 99 98
Simazin 66,26 81 0,02 2,81 99 99 98
Karbofuran 54,60 94 0,87 1,73 100 100 100
Karbaril 40,29 94 1,74 1,83 96 97 94
Atrazin 43,11 91 2,71 1,58 95 99 95
Diuron 25,25 78 3,18:10° 4,14 98 98 98
Propazin 24,85 94 2,17 1,62 99 99 99
Linuron 147,18 82 1,3510° 6,18 96 95 95
Malation 68,27 97 6,77 1,41 99 99 99
Tebufenozid 29,50 88 5,39 1,31 82 76 76

*| — nije odredeno
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Tabela 23. Vrednosti osnovnih parametara sorpcionih izotermi za odabrana jedinjenja i
sediment SEDSORP 111

Frojndlihova

Linearna Frojndlihova klasi¢na . Lengmirova
jednacina jednadina ,prOSI rve.na jednacina
jednacina
m fdg = R? (%) Ky Un R'%) R (%) R? (%)
Lekovi
Trimetoprim 5,34 100 3,23 1,08 100 100 100
4-AAA 1,84 99 4,29 0,94 99 98 98
4-FAA 1,87 98 3,72 0,88 97 96 96
Metoprolol 10,00 75 252,43 0,51 89 96 96
Sulfametoksazol 185,26 94 507,78 0,77 92 96 96
Azitromicin I* / / / / / /
Bisoprolol 42,41 91 53,99 0,95 98 99 100
Doksiciklin 311,65 88 1,02.10* 4,00 98 96 96
Enalapril 9,44 99 23,74 0,85 99 99 99
Eritromicin 5,74 96 43,90 0,68 100 99 99
Bromazepam / / / / / / /
Amlodipin / / / / / / /
Karbamazepin 33,71 98 3,05 1,35 100 100 100
Lorazepam 5,92 100 6,36 0,99 99 99 99
Diazepam 18,29 99 14,33 1,04 99 99 99
Atorvastatin 12,31 99 4,91 1,15 99 99 99
Diklofenak 21,59 92 63,68 0,82 89 99 99
Klopidogrel 19,44 79 1,40.10° 3,37 99 98 99
Simvastatin / / / / / / /
Pesticidi
Monokrotofos 49,30 91 0,06 2,09 100 99 99
Karbendazim 43,65 97 38,78 1,02 95 100 99
Imidakloprid 28,41 97 3,64 1,32 98 100 100
Acetamiprid 48,53 98 6,48 1,23 99 99 99
Dimetoat 33,92 94 0,42 1,76 100 100 100
Monuron 41,12 97 4,69 1,31 98 99 100
Simazin 40,09 92 34,25 1,03 88 100 100
Karbofuran 10,68 97 12,05 0,98 96 99 100
Karbaril 79,55 99 32,62 1,17 98 98 97
Atrazin 30,91 92 17,29 1,10 88 99 99
Diuron 19,62 91 18,20 1,01 84 99 99
Propazin 29,83 97 55,73 0,89 96 99 99
Linuron 28,40 89 3,04.10° 3,98 96 95 95
Malation 19,42 95 34,15 0,91 93 97 92
Tebufenozid 11,71 97 30,62 0,85 97 99 99

* — nije odredeno
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Tabela 24. Vrednosti osnovnih parametara sorpcionih izotermi za odabrana jedinjenja i
sediment SEDSORP IV

Frojndlihova

. . . Frojndlihova klasi¢na o Lengmirova
Linearna jednadina . . prosirena . ..
jednacina . .. jednacina
jednacina

(mf“‘g = R (%) Ky n  R*(%) R (%) R (%)
Lekovi
Trimetoprim 4,98 97 0,47 1,40 99 98 98
4-AAA 1,02 97 0,31 1,18 98 96 95
4-FAA 0,96 96 1,64 0,92 98 97 97
Metoprolol 9,67 99 37,74 0,90 99 97 99
Sulfametoksazol 496,50 86 0,05 2,87 99 99 99
Azitromicin 1427,70 98 433,02 1,35 100 97 99
Bisoprolol 27,80 99 67,23 0,85 100 98 100
Doksiciklin 47,95 98 65,78 0,94 97 97 97
Enalapril 6,08 95 21,46 0,80 94 96 97
Eritromicin 387,63 96 1221,73 0,71 98 NF** 98
Bromazepam * / / / / / /
Amlodipin / / / / / / /
Karbamazepin 11,60 99 19,81 0,92 99 99 99
Lorazepam 6,37 98 0,76 1,34 100 100 100
Diazepam 12,69 100 13,01 1,00 100 99 100
Atorvastatin 4,00 94 0,01 2,05 100 99 99
Diklofenak 6,62 83 89,08 0,61 86 99 99
Klopidogrel 23,20 96 62,17 0,83 95 99 98
Simvastatin / / / / / / /
Pesticidi
Monokrotofos 32,56 96 8,27 1,21 95 100 99
Karbendazim 39,78 97 37,25 1,01 95 99 98
Imidakloprid 18,99 97 16,24 1,02 97 99 100
Acetamiprid 43,46 93 0,052 2,19 98 97 98
Dimetoat 16,98 99 9,97 1,09 98 99 99
Monuron 21,27 99 8,06 1,16 100 100 100
Simazin 30,41 92 64,52 0,87 88 99 98
Karbofuran 22,40 96 13,54 1,08 94 99 99
Karbaril 12,91 87 189,27 0,58 98 96 95
Atrazin 37,04 96 1,43 1,52 100 100 100
Diuron 45,39 85 1,18 1,68 87 85 85
Propazin 15,97 99 24,39 0,93 99 99 99
Linuron 49,08 97 1,84 1,54 100 100 100
Malation 28,83 99 39,33 0,95 99 99 100
Tebufenozid 24,45 97 16,40 1,07 96 95 98

*| — nije odredeno

**NF — nije definisano
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Rezultati dobijeni iz osnovnih Frojndlihovih izotermi sorpcije pokazuju da su u
slu¢aju ispitivanih lekova i pesticida ostvarene znaCajne vrednosti koeficijenata
regresije za sva Getiri ispitivana sedimenta i to: R? = 74-100% i R?=88-100% za
lekove i pesticide, redom, za sediment SEDSORP |; R? = 88-100% i R? = 82-100% za
SEDSORP II; R* = 89-100% i R® = 84-100% za SEDSORP Il i R* = 86-100% i R
= 87-100% za SEDSORP IV. Jedini lo§ rezultat je ostvaren u slucaju sulfametoksazola
na sedimentu SEDSORP |, gde je koeficijent regresije iznosio 39%, zbog ¢ega i nije
unet u prethodno prikazani interval vrednosti. Dobijeni rezultati pokazuju da klasi¢na
Frojndlihova jednacina izuzetno dobro opisuje eksperimentalne podatke pa se smatra
adekvatnom za dalje analiziranje sorpcije. Koeficijenti regresije dobijeni primenom
ostalih jednacina su takode veoma visoki i uglavnom iznose vise od 80%, 0sSim u
slucaju sulfametaksazola na sedimentu SEDSORP I primenom linearne jednacine. Zbog
situacije u kojoj su svi koeficijenti regresije prihvatljivi i dobri, diskusija u ovoj studiji
nece razmatrati pojedinacne parametre Frojndlihove proSirene i Lengmirove jednacine,
ali ¢e se, u nekim primerima, baviti poredenjem grafika dobijenih njihovom primenom.
Na primer, u slucaju sorpcije sulfametoksazola na sedimentu SEDSORP I, moze se
videti da su ostvareni slabi rezultati primenom prve dve jednacine (tabela 21), a da su
znaCajno bolji rezultati dobijeni primenom proSirene Frojndlihove i1 Lengmirove
jednacine (slika 24). Ovakav rezultat govori da je sorpcija sulfametoksazola na
sedimentu SEDSORP | snazna i da se deSava pri niskim ravnoteznim koncentracijama.
Ipak, kapacitet ovog sedimenta nije veliki za sorpciju sulfametoksazola buduci da je
maksimalno zabeleZena koncentracija sorbovanog leka priblizno ¢etiri puta manja od
koncentracije zabeleZzene na sedimentima SEDSORP Il i SEDSORP 1V, dok je
priblizno ista sa koncentracijom zabelezenom na sedimentu SEDSORP Il. Poredeci
grafike na slici 24 moze se uvideti da se sorpcija sulfametoksazola na sva cetiri
sedimenta najvecom brzinom odvija pri malim ravnoteznim koncentracijama, pri ¢emu
se u slucaju sedimenata SEDSORP II 1 SEDSORP IV belezi izvesno kaSnjenje,
najverovatnije usled manjeg broja sorpcionih mesta na sedimentima i izrazene
kompeticije izmedu velikog broja jedinjenja. Jedino se u slucaju sedimenta SEDSORP |
javlja plato koji ukazuje na zasiCenost ovim jedinjenjem. Medutim, budué¢i da je
koli¢ina sorbovanog jedinjenja najmanja na prvom sedimentu javlja se sumnja u

pouzdanost poslednje tacke na grafiku budu¢i da samo njeno postojanje dovodi do
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ovakvog trenda krive. Ova sumnja je dodatno podrzana Cinjenicom da sediment
SEDSORP 1 sadrzi najveci procenat organske materije na osnovu Cega bi se dalo
ocekivati da sorpcija na njemu bude znacajnija (tabela 19). S druge strane, iznenadujuce
je $to je u slucaju sedimenata SEDSORP III i SEDSORP IV ostvarena tako velika
sorpcija buduci da se radi o sedimentima koji sadrze izuzetno mali sadrzaj organske
materije, a da sulfametoksazol ima malu vrednost log Ko, i relativno veliku
rastvorljivost u vodi (tabela 20). Takav ishod moZe ukazivati na to da sorpcija
sulfametoksazola u ovom slucaju ne zavisi samo od sadrzaja organske materije u
sedimentu ve¢ se odvija po nekom drugom mehanizmu. Kada je literatura u pitanju,
uglavnom se beleZe zakljucci da je sorpcija sulfametoksazola ograni¢ena, kao i to da je
znaCajna pri malim koncentracijama, a slabija, ili je uopSte nema, u slucaju veéih

koncentracija (Lin i Gan, 2011; Togola et al., 2014), sto je i ovde slucaj.
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Slika 24. Prikaz izotermi sorpcije sulfametoksazola na sedimentima SEDSORP |, SEDSORP Il,
SEDSORRP |11 i SEDSORP IV
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Sto se ti¢e sorpcije jedinjenja kao §to su bromazepam i amplodipin, u toku
eksperimenta su dobijeni izuzetno loSi i praktiéno neupotrebljivi rezultati (tabele
21-24). Takvo stanje ukazuje na ¢injenicu da predstavljena metoda nije adekvatna za
ispitivanje sorpcije ovih jedinjenja pa dalje razmatranje njihove sorpcije u okviru ove
studije nije moguce. Sli¢na situacija je primecena i u slucaju simvastatina u slucaju
sedimenata SEDSORP 1II, SEDSORP III i SEDSORP 1V. Ipak, u slucaju sedimenta
SEDSORP | su dobijeni korektni rezultati za koje je pokazana dobra linearna zavisnost
(R? = 94%), a ostvareno je i veoma dobro slaganje sa klasi¢nom Frojndlihovom (slika
25), prosirenom Frojndlihovom i Lengmirovom jednacinom (tabela 21). lzoterma
ukazuje na relativno brzu i znacajnu sorpciju na datom sedimentu. Budu¢i da
simvastatin ima visoku vrednost log K,y 1 izrazeno malu rastvorljivost (tabela 20),
njegova sorpcija je bila odekivana. Cinjenica da je ostvario zna¢ajnu sorpciju na
sedimentu koji poseduje najveéi procenat organskog ugljenika moze ukazati na to da se
sorpcija ovog jedinjenja odvija upravo zbog njegovog prisustva, ali, zbog nedostatka

uporedivih rezultata za preostala tri sedimenta, nije moguca detaljnija diskusija.

® Simvastatin

— Linearna
—— Frojndlihova klasiéna

T T T T
0 50 100 150 200
C (ng/ml)

Slika 25. Prikaz izotermi sorpcije simvastatina na sedimentu SEDSORP |

Pored navedenih jedinjenja, odredene nepravilnosti kod eksperimentalnih
podataka zabelezene su i u slu¢aju azitromicina. U slucaju sedimenta SEDSORP III
dobijeni su rezultati koje nije bilo moguce dalje razmatrati. U slucaju sedimenta
SEDSORP | zabelezeno je dobro slaganje sa linearnom i Frojndlihovom klasi¢nom
jednacinom, dok Frojndlihova prosSirena i Lengmirova jednacina nisu odgovarale

dobijenim podacima. U slucaju preostala dva sedimenta, slaganje je bilo dobro u slucaju
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sva Cetiri modela (tabele 22 i 24). Na graficima se jasno vidi da se ostvaruje zna¢ajna
sorpcija pri niskim i relativno niskim ravnoteznim koncentracijama i da se sorpcija

odvija po istom mehanizmu opisanom Frojndlihovom klasi¢nom izotermom (slika 26).
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Slika 26. Prikaz izotermi sorpcije azitromicina na sedimentima SEDSORP |, SEDSORP Il i
SEDSORP IV

Za sva ostala ispitivana jedinjenja vrednosti R? koeficijenata su veoma visoke za
sve testirane modele. Zbog neznatne razlike u vrednostima koeficijenta regresije, ali i
usled toga da su rezultati pokazali da Frojndlihova proSirena i Lengmirova jednacina, u
okviru ove studije, generalno prate sorpciju u delu zavisnosti pre uspostavljanja platoa,
Frojndlihova klasi¢na jednacina je odabrana za dalje koris¢enje u ovoj studiji (Ong i
Chotisukarn, 2012; Vallée et al., 2013).

Frojndlihovi koeficijenti sorpcije, K; predstavljaju pokazatelj afiniteta
jedinjenja i sedimenata prema sorpciji. Rezultati dobijeni u ovoj studiji pokazuju da se

vrednosti koeficijenata Ks krecu u Sirokom opsegu vrednosti, kao i to da su u korelaciji
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sa povecanjem sadrZaja organskog ugljenika u sedimentima. Sli¢an trend je zabeleZen u
slu¢aju lekova i pesticida, Sto moze ukazivati na ¢injenicu da ispitivana jedinjenja imaju
afinitet prema sedimentima obogac¢enim organskim ugljenikom, ali njegov sadrZaj ne
mora biti jedini zasluZan za odvijanje sorpcije. Sto se ti¢e afiniteta ispitivanih jedinjenja
prema sedimentima, rezultati su pokazali da najveéi afinitet prema sedimentu
SEDSORP | pokazuju Kklopidogrel, karbaril, diklofenak, diazepam i lorazepam (K u
opsegu 351,88-621,20, tabela 21). Prema sedimentu SEDSORP II najve¢i afinitet
pokazuje bisoprolol (K¢ = 50,72, tabela 22), s tim da je afinitet svih jedinjenja prema
ovom sedimentu primetno mali. Prema sedimentu SEDSORP III najveci afinitet
pokazuju sulfametoksazol, metoprolol, diklofenak i propazin (K u opsegu 55,73-
507,78, tabela 23), a prema sedimentu SEDSORP IV eritromicin, azitromicin i karbaril
(Kf u opsegu 189,27-1221,73, tabela 24). Koeficijent K¢ nije pogodan za medusobno
poredenje rezultata dobijenih za razli¢ite sedimente ukoliko faktori nelinearnosti (1/n)
njihovih izotermi sorpcije nisu jednaki.

Razli¢ite vrednosti faktora nelinearnosti dobijenih iz nagiba sorpcionih
izotermi ukazuju na to da je sorpcija ispitivanih jedinjenja na sedimentima veoma
kompleksan fenomen ¢ije pracenje se dodatno usloznjava u situaciji kada se
istovremeno ispituje veliki broj jedinjenja na vecem broju razli¢itih sedimenata. U
sluc¢ajevima kada su faktori nelinearnosti izotermi ve¢i od 1 (1/n > 1) podrazumeva se
prisustvo odredene kompeticije izmedu molekula vode i jedinjenja za sorpcione lokacije
pri uslovima niskih koncentracija, kao i tendencija rasta sorpcije sa porastom ravnotezne
koncentracije. Radi se o S-tipu sorpcije i trendu konkavnog oblika, zakrivljenog na
gore. Suprotno tome, slucajevi u kojima su faktori nelinearnosti manji od 1 (1/n<1)
ukazuju na snazne interakcije izmedu sedimenta i molekula jedinjenja pri niskim
koncentracijama, kao i Smanjenje tendencije sorpcije sa porastom ravnotezne
koncentracije. U slu¢aju 1/n < 1 radi se o trendu konveksnog tipa, zakrivljenog na dole
(Delle Site, 2000).

U slucaju ispitivanog sedimenta SEDSORP I, odnos 1/n je iznosio manje od 1
(L-tip) za vecinu lekova, sa izuzetkom 4-AAA, azitromicina, doksiciklina, enalaprila
eritromicina i simvastatina (tabela 21). U slucaju sorpcije pesticida na ovom sedimentu,
takode je za najveci broj njih dobijeno da je odnos 1/n manji od 1, izuzev za

imidakloprid, acetamiprid, dimetoat, karbofuran, atrazin i malation. Zbog razli¢itih
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opsega koncentracija koje pokrivaju i trenda koji prate, izoterme sa odnosom 1/n <1 za

lekove prikazane su zbog preglednosti na dva grafika (slika 27), dok su za pesticide ove

izoterme predstavljene na jednom grafiku (slika 28).
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Slika 27. Prikaz izotermi sa odnosom 1/n < 1 za LEKOVE i sediment SEDSORP |

Slika 28. Prikaz izotermi sa odnosom 1/n < 1 za PESTICIDE i sediment SEDSORP |
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Na slici 29 je dat prikaz izotermi lekova i pesticida za SEDSORP I, za koje je

odnos 1/n>1, odnosno, kod kojih se uocava tendencija rasta sorpcije sa porastom

ravnotezne koncentracije. Suprotno tome, na slici 30 su prikazane izoterme pesticida za

koje je odnos 1/n priblizno jednak 1, za isti sediment, tj. pesticida kod kojih se sorpcija

odvija uravnotezenom brzinom.
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Slika 29. Prikaz izotermi sa odnosom 1/n > 1 za LEKOVE i PESTICIDE i sediment
SEDSORP |
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Slika 30. Prikaz izotermi sa odnosom 1/n priblizno jednakim 1 za PESTICIDE i sediment
SEDSORP |

U slucéaju sedimenta SEDSORP 11, situacija je obrnuta. Odnos 1/n je veci od 1
za vecinu lekova i sve pesticide (tabela 22, slike 31, 32 i 33). Takav odnos jasno
ukazuje na znacajno sporiju sorpciju na ovom sedimentu kao i na to da postoji snazna
kompeticija medu jedinjenjima pri nizim koncentracijama i u situaciji kada je i broj
sorpcionih lokacija najverovatnije manji. Tome doprinosi Cinjenica da se radi o

sedimentu sa manjim sadrzajem organskog ugljenika (tabela 19).
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Slika 31. Prikaz izotermi sa odnosom 1/n > 1 za LEKOVE i sediment SEDSORP ||

10000 -
Monuron
Simazin
Karbaril A
Propazin !
Linuron 8000
Tebufenozid
6000
2
=
;=
< 4000 ® Monokrotofos
® Karbendazim
A Imidakloprid
v Dimetoat
Karbofuran
20004 < Atrazin
Diuron
& Malation
T T T 0 T - T T T
0 20 40 60 80 100 120 50 100 150 200
C (ng/ml) C (ng/ml)
10000
8000 -
2 6000
=
;)
<
4000+
2000
= Acetamiprid
0 T T T T
0 100 200 300 400
C (ng/ml)

Slika 32. Prikaz izotermi sa odnosom 1/n > 1 za PESTICIDE i sediment SEDSORP I




800 4 m 4-FAA 10000 4

B 4-AAA

@ Metoprolol
Bisoprolol

8000 -

6000 -

A (ng/g)
N
8

A (ng/g)

4000

2000 +

T T T T T T T T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
C (ng/ml) C (ng/ml)

Slika 33. Prikaz izotermi sa odnosom 1/n < 1 i 1/n priblizno jednakim 1 za LEKOVE i sediment
SEDSORP 11

U slucaju sedimenata SEDSORP |11 situacija je takva da veéina lekova ima
odnos 1/n <1, dok vecina pesticida ima odnos 1/n > 1 (tabela 23, slike 34 i 35). U
slucaju ovog sedimenta zabelezen je veci broj jedinjenja ¢iji faktor nelinearnosti iznosi
priblizno 1 (slika 36). Ono §to je karakteristicno za izoterme nekih pesticida kod ovog
sedimenta jeste to da grafici dobijeni Frojndlihovom klasi¢nom i Frojndlihovom
proSirenom jednaCinom imaju primetno drugaciji izgled, tacnije, konveksnost na
graficima dobijenim pro§irenom jednadinom su izrazeniji (Slike 35 i 37). Takode, vidi se
da pojedine izoterme pokazuju lagano dostizanje platoa, iako se ne belezi njegovo
stvarno dostizanje osim, mozda, u slu¢aju diurona. Na pomenutim izotermama se jasno
vidi da je poslednja tatka pomerena udesno nagovestavajuci drugi prevoj. 1zoterme kod
kojih se javljaju dve prevojne tacke mogu ukazivati na izvesnu promenu mehanizma
sorbovanja (S-tip izoterme). Zbog ove uocene specifi¢nosti u ponasanju, dat je prikaz
izotermi dobijenih, kako klasi¢cnom, tako i pro§irenom Frojndlihovom jednadinom za
jedinjenja tebufenozid (slika 35), karbendazim, simazin, karbofuran, atrazin, diuron,
propazin i malation (slika 37). Lengmirova jednacina kod ovih jedinjenja na datom
sedimentu daje izoterme koje se u najvecem delu preklapaju sa izotermama dobijenim

prosirenom Frojndlihovom jednac¢inom (slika 37).
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Slika 34. Prikaz izotermi sa odnosom 1/n > 1 za LEKOVE i PESTICIDE i sediment
SEDSORRP III
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Slika 35. Prikaz izotermi sa odnosom 1/n < 1 za LEKOVE i PESTICIDE i sediment
SEDSORRP 111
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Slika 36. Prikaz izotermi sa odnosom 1/n priblizno jednakim 1 za LEKOVE i sediment
SEDSORRP 11
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Slika 37. Prikaz izotermi sa odnosom 1/n priblizno jednakim 1 za PESTICIDE i sediment
SEDSORP III (klasicna Frojndlihova jednacina levo i prosirena desno)

Sedimenta SEDSORP 1V je sitniji sediment kod kojeg skoro da nema organskog
ugljenika i gline, a sadrzaj praSine je minimalan, slicno kao u slu¢aju sedimenta
SEDSORP 11 (tabela 19). Podjednak broj lekova ima izoterme sorpcije na sedimentu
SEDSORP 1V sa faktorom nelinearnosti 1/n < 1 (tabela 24, slika 38), odnosno 1/n>1
(tabela 24, slika 39). U slucaju pesticida, znacajan broj ima odnos 1/n > 1 (tabela 24,
slika 40). Ipak, za najveci broj lekova i pesticida izoterme imaju odnos 1/n priblizno
jednak 1 (slika 41 i 42).
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Slika 38. Prikaz izotermi sa odnosom 1/n < 1 za LEKOVE i sediment SEDSORP IV
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Slika 39. Prikaz izotermi sa odnosom 1/n > 1 za LEKOVE i sediment SEDSORP IV
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Slika 40. Prikaz izotermi sa odnosom 1/n > 1 za PESTICIDE i sediment SEDSORP 1V
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Slika 41. Prikaz izotermi sa odnosom 1/n priblizno jednakim 1 za LEKOVE i sediment

SEDSORP IV
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Slika 42. Prikaz izotermi sa odnosom 1/n priblizno jednakim 1 za PESTICIDE i sediment
SEDSORP IV (klasicna jednacina levo i prosirena desno)

Cinjenica da veéina pesticida sporije sorbuje na sedimentima SEDSORP II,
SEDSORRP Il i SEDSORP 1V, tj. snaznije sorbuje pri srednje niskim koncentracijama,
potvrduje o¢ekivanja da bi sorpcija pesticida mogla da bude manja u odnosu na sorpciju
lekova, usled relativno niskih vrednosti koeficijenta log Ko 1 srednje velike
rastvorljivosti pesticida u vodi. lzuzetak su monokrotofos i imidakloprid koji imaju
izuzetno niske vrednosti koeficijenta log Koy I izuzetno visoku rastvorljivost u vodi, pa
se njihova sorpcija nije ni ocekivala. Ipak, rezultati su pokazali da je sorpcija ovih
jedinjenja bila srednjeg intenziteta uz znacajnije sorbovanje pri relativno veéim
koncentracijama iz ispitivanog opsega. S druge strane, tebufenozid ima znacajno veliku
vrednost koeficijenta log Kow 1 veoma malu rastvorljivost u vodi, pa se ocekivala i
znaCajna sorpcija ovog jedinjenja. Rezultati su pokazali da je njegova sorpcija na
sedimentima SEDSORP | i SEDSORP 11 bila skromna i spora dok je u slu¢aju preostala
dva sedimenta sorpcija bila znac¢ajnija. To je zanimljivo budu¢i da prva dva sedimenta
sadrze veci procenat organske materije. U sluc¢aju sedimenta SEDSORP I pokazana je
brza sorpcija vecine ispitivanih jedinjenja u uslovima niske ravnotezne koncentracije,
Sto se najverovatnije moZe objasniti ve¢im sadrzajem prisutnog organskog ugljenika u
sedimentu, ali i pove¢anim sadrzajem najfinije frakcije sedimentnog materijala (93,50%
prasine) koja ima rasporedeniju i snaznije uvezanu ukupnu koli¢inu organske materije
od krupnijih frakcija (Delle Site, 2000).

Ipak, kako bi bilo moguée izvrsiti poredenje rezultata kapaciteta sorpcije
razlicitih sedimenata, pristupilo se izracunavanju koeficijenata sorpcije Kq. U zavisnosti

od iznosa faktora nelinearnosti 1/n, na¢in ra¢unanja Ky koeficijenta je bio razli¢it. Za
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sva jedinjenja i sedimente u kojima je faktor nelinearnosti odstupao od 1 u opsegu do
25% (interval od 0,75 do 1,25), Ky koeficijent je ra¢unat uz pretpostavku da je 1/n =1,
bez ocekivanja znacajnijih greSaka u rezultatima (Delle Site, 2000). U situacijama kada
je faktor nelinearnosti bio manji ili ve¢i od navedene vrednosti, Kq koeficijenti su
racunati na isti nacin, ali samo za uski interval ravnoteznih koncentracija (Horsing et al.,
2011; Estevez et al., 2014; Radke i Maier, 2014). Buduci da se radilo o velikom broju
jedinjenja i sedimenata, kao i to da su dobijeni rezultati pokazali da linearni deo
izoterme nije uvek u istim intervalima ravnoteznih koncentracija, odluceno je da se Ky
koeficijenti pojedina¢no racunaju za tri razli¢ita opsega koncentracija i to 10-25, 125-
150 i 225-250 ng mL™, u zavisnosti od toga gde na datoj izotermi postoji linearna
zavisnost i gde je brzina odvijanja sorpcije najvecéa (tabele 21-24). Dobijene vrednosti
Kq koeficijenata su razlicite i pokrivaju Siroke intervale vrednosti. Kada su u pitanju
sedimenti, intervali Ky vrednosti iznose 2,91-307,67, 0,82-149,34, 1,84-311,65 i 0,96—
1427,70 mL g™, redom za SEDSORP |, SEDSORP II, SEDSORP Il i SEDSORP IV
(tabele 21-24). Porede¢i dobijene vrednosti koeficijenata K4 sa vrednostima dobijenim
u drugim studijama, doslo se do zakljuc¢ka da se uglavnom radi o sli¢nim vrednostima.
Problem je bio naci vrednosti publikovane za sorpciju ovde odabranih jedinjenja na
re¢nim sedimentima, pa su uglavnom zabeleZene vrednosti koeficijenata dobijenih za
sorpciju datih jedinjenja na zemljistu ili mulju iz postrojenja za preciS¢avanje otpadnih
voda, Sto svakako nije isto, ali je posluzilo za okvirno poredenje.

Na primer, vrednosti Ky koeficijenata dobijeni za trimetoprim kretali su se
izmedu 4,98 i 38,93 mL g%, §to je znaajno nize od 390 mL g koliko je zabeleZeno u
literaturi za uzorke sedimenata (Horsing et al., 2011); Ky koeficijenti dobijeni za
sulfametoksazol su se kretali u intervalu od 12,93-496,50 mL g™, §to je niZe od
vrednosti 320,00-370,00 mL g™ objavljenih za mulj (Horsing et al., 2011); Kgq
koeficijenti dobijeni za eritromicin su se kretali izmedu 5,74 i 387,63 mL g™, $to je
sliéno vrednosti od 164,76 mL g™ koja je objavljena za uzorke mulja (Jones et al.,
2002); K4 koeficijenti dobijeni za karbamazepin su se kretali izmedu 5,57 142,98 mL g~
! §to je u skladu sa intervalima 0,49-37,0 mL g™* i 19,95-63,10 mL g™ objavljenim za
zemljiste i mulj, redom (Jones et al., 2002; Drillia et al., 2005; Carballa et al., 2008;
Williams i Kookana, 2010); Ky koeficijenti dobijeni za diazepam su se kretali u

intervalu od 7,36 do 18,29 mL g™, $to je nesto veéa vrednost od 3,00 mL g™ koliko je
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objavljeno za ispitivane uzorke mulja (Loffler et al., 2005); Ky koeficijenti dobijeni za
diklofenak su se kretali u intervalu od 5,80 do 89,34 mL g™, $to je u rangu intervala
0,72-158,49 mL g™* objavljenog za mulj (Jones et al., 2002; Carballa et al., 2008). Za
druge ispitivane lekove nije pronadena informacija da su ispitivani u pogledu sorpcije
na sedimentima ili sli¢cnim matricama. U poredenju sa rezultatima drugih studija, moze
se rec¢i da su u ovoj studiji dobijene nesto veée vrednosti koeficijenta Ky za pesticide, ali
se mora naglasiti da se vrednosti iz literature uglavnom odnose na uzorke zemljista. Na
primer, u slucaju dimetoata dobijene su vrednosti koeficijenta Kq u intervalu od 16,98
do 33,92 mL g, $to je vise od vrednosti 0,45 mL g™ zabeleZenih za uzorke zemljita
(Weber et al., 2004); Ky koeficijenti dobijeni za monuron iznosili su od 9,31 do
41,12 mL g%, $to je vise od 2,04 mL g* §to je zabeleZeno u uzorcima zemljista (Weber
et al., 2004); Kq koeficijenti dobijeni za simazin kretali su se od 23,60 do 66,26 mL g™,
dok je u literaturi publikovana vrednost od 2,19 mL g™, takode za uzorke zemljista
(Weber et al., 2004); za karbofuran su dobijene vrednosti od 10,68 do 84,56 mL g%, §to
je vise od vrednosti 0,72 mL g™ u zemljistu (Weber et al., 2004); za karbaril su
dobijene vrednosti od 12,91 do 79,55mL g, dok je do sada objavljeno samo
1,63 mL g™ za uzorke zemljista (Weber et al., 2004); za atrazin su dobijene vrednosti
od 11,92 do 43,11 mL g™, a u literaturi 2,65 mL g™ za zemljiste (Weber et al., 2004);
za diuron je dobijeno od 7,11 do 45,39 mL g™, a u literaturi se moze na¢i vrednost 7,37
mL g~ za zemljiste (Weber et al., 2004); za propazin su dobijene vrednosti od 7,47 do
29,83 mL g%, dok je u literaturi objavljena vrednost 2,09 mL g™ za zemljiste (Weber et
al., 2004).

Ostvareni rezultati pokazuju da Ky koeficijenti za ista jedinjenja mogu biti
znacajno razliiti za razli¢ite uzorke sedimenata. Interesantno je da su Cesto najnize
vrednosti koeficijenata Ky ostvarene u slucaju sedimenta SEDSORP I koji sadrzi najveci
sadrZzaj organskog ugljenika u odnosu na sve ispitane sedimente. Takode, veoma ¢esto,
najvise vrednosti koeficijenata Ky ostvarene su u slucaju sedimenata koji imaju nizak
sadrzaj sitnozrne prasSine i ¢iju dominantnu frakciju ¢ine krupnije Cestice srednjezrnog
$ljunka. Cinjenica da su za ista jedinjenja dobijeni Ky koeficijenti ¢ije se vrednosti
znacajno razlikuju u zavisnosti od ispitivanog sedimenta, ukazuje na ispravnost hipoteze
po kojoj sorpcija u sedimentima ne zavisi samo od sadrZaja organske materije (Sanders

et al., 2008). Pravilna korelacija koeficijenta Ky i sadrzaja organskog ugljenika
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ostvarena je samo u slucaju trimetoprima, metabolita 4-AAA i metoprolola (slika 43).
Razlog zabelezenih odstupanja od ocekivane pravilne zavisnosti sorpcije od sadrzaja
organskog ugljenika u sedimentu moZe biti i interakcija pesticida i lekova sa
neorganskim komponentama sedimenata gde pH vrednost sredine moze imati znacajan

uticaj.

M Trimetoprim
H4-AAA
B Metoprolol

0,06 0

% OC

Slika 43. Korelacija koeficijenta K i sadrzaja organskog ugljenika za trimetoprim, 4-AAA i
metoprolol

4.7. PRESEK REZULTATA ISPITIVANJA PRISUSTVA LEKOVA |
PESTICIDA U VODI | SEDIMENTIMA I NJIHOVE SORPCIJE NA
SEDIMENTIMA

Sve dobijene i prethodno prikazane rezultate, kako u eksperimentima ispitivanja
prisustva odabranih lekova i pesticida u povrSinskim i podzemnim vodama i re¢nim
sedimentima (tabela 16), tako i u eksperimentima ispitivanja sorpcije lekova i pesticida
(tabele 21-24, prilozi A i B), moguce je sagledati u zajedni¢kom kontekstu. Kao $to je
ranije pojasnjeno, prisustvo lekova i pesticida u podzemnim vodama ukazuje na
¢injenicu da su neki od njih nesmetano prosli kroz sedimentne slojeve datih akvifera,
dok njihovo prisustvo u sedimentima ukazuje na to da su bili zadrzani, najverovatnije

sorpcijom.
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Nakon Sto je dat pregled detektovanih lekova i pesticida u povrSinskim i
podzemnim vodama i sedimentima, neophodno je osvrnuti se na konkretne lokacije na
kojima su odredeni analiti pronadeni u viSe razli¢itih matrica. lako je u tabeli 16
naglaseno koje su to lokacije u kojima su pronadeni analiti u razliitim matricama,

neophodno je prikazati ve¢ predstavljene rezultate na drugaciji na¢in (tabela 25).

Tabela 25. Pregled detektovanih analita prema matricama sa iste lokacije (SW — povrsinske
vode; GW — podzemne vode; SED - sediment)

Zagadene matrice ] ] B
sivotne sredine Analit Reka i lokacija
Trimetoprim Tisa, Sava, Morava
4-FAA Dunav Novi Sad, Sava, Morava
4-AAA Tisa, Sava
SW Sulfametoksazol Sa.lva
Lorazepam Tisa
Azitromicin Morava
Karbendazim Tisa, Sava, Morava
Propazin Dunav Kovin
Diazepam Morava
Eritromicin Sava
Dimetoat Tisa, Sava, Morava
SED Karbofuran Morava
Atrazin Dunav Novi Sad, Sava, Morava
Propazin Morava
Malation Tisa, Morava
Azitromicin Dunav Kovin
GW Karbendazim Dunav Novi Sad
Karbofuran Dunav Novi Sad, Dunav Kovin
SW-SED Karbamazepin Tisa, Sava
SED-GW / /
4-FAA Dunav Kovin, Tisa
4-AAA Dunav Novi Sad, Dunav Kovin, Morava
SW-GW Karbamazepin Dunav Novi Sad, Dunav Kovin, Morava
Karbendazim Dunav Kovin
Atrazin Dunav Kovin
SW-SED-GW / /
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U prvom delu tabele su navedeni lekovi i pesticidi koji su detektovani samo u

povrsSinskim vodama na datim lokacijama, $to znaci da nije doslo do sorpcije, ali ni do

njihovog prolaza do podzemnih voda. Pretpostavlja se da je vreme njihovog boravka u
povrsinskoj vodi na ovim lokacijama u trenutku uzorkovanja bilo relativno kratko, usled
¢ega nije doslo do daljeg prenosa mase na druge matrice, ili da jednostavno nije bilo
uslova za to. MoZe se videti da se uglavnom radi o lekovima, a da najveci deo njih ¢ine
lekovi koji se Kkoriste i u veterinarskoj medicini (trimetoprim, metamizol i
sulfametoksazol). Na jedinom povrSinskom sedimentu koji je u okviru ove studije
ispitivan sa aspekta sorpcije odabranih lekova i pesticida (SEDSORP I) moze se videti
da je sorpcija ovih jedinjenja ocekivana na datom sedimentu s tim da je ona
najintenzivnija u slucaju lorazepama i trimetoprima, dok se u slucaju metabolita

metamizola i azitromicina ona odvija nesto sporije (slika 44).
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Slika 44. Izoterme sorpcije lekova trimetoprima, 4-AAA, 4-FAA, lorazepama i azitromicina
(levo) i pesticida propazina i karbendazima (desno) na sedimentu SEDSORP | prema klasicnoj
Frojndlihovoj jednacini

U drugom delu tabele su navedeni lekovi i pesticidi koji su detektovani samo u

sedimentima na datim lokacijama. MozZe se uociti da se uglavnom radi o pesticidima, a
da su od lekova zabelezeni samo diazepam 1 eritromicin. Eritromicin takode spada u
lekove koji se koriste i u veterinarskoj medicini. To moZe ukazati na intenzivno
koris¢enje nekih jedinjenja u poljoprivredne svrhe u ovim oblastima, kao i to da je od
njihovog koriséenja proslo izvesno vreme buduéi da su uspeli da se vezu za sedimente,
a da njihovo prisustvo u odgovaraju¢im povrSinskim vodama nije zabeleZeno. Takode je

interesantno zapazanje da su skoro sva detektovana jedinjenja zabeleZena u sedimentu
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reke Morave. Takode, na jedinom povrSinskom sedimentu koji je u okviru ove studije
ispitivan sa aspekta sorpcije odabranih lekova i pesticida (SEDSORP 1) moZze se videti
da je sorpcija ovih jedinjenja snazna na datom sedimentu, dok je u sluéaju propazina i

atrazina ona daleko slabija (slika 45).
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Slika 45. 1zoterme sorpcije dimetoata, karbofurana, atrazina, propazina i malationa na
sedimentu SEDSORP | prema Frojndlihovo;j jednacini

U tre¢em delu tabele su navedeni lekovi i pesticidi koji su na datoj lokaciji

detektovani samo u podzemnoj vodi. Radi se o azitromicinu, karbendazimu i

karbofuranu i podzemnoj vodi Dunava kod Kovina i Novog Sada. Cinjenica da ovih
jedinjenja nema u povrSinskoj vodi i sedimentu ukazuje na najverovatnije istorijsko
zagadenje tj. na to da su navedena jedinjenja dugo boravila u ovoj sredini dok nisu
proSla do podzemnih voda. Njihova sorpcija na sedimentu sa lokacije Dunav kod
Kovina i dubinskom sedimentu akvifera drenaznog sistema Kovin-Dubovac trebalo bi
da bude relativno snazna, posebno u sluéaju karbofurana, sude¢i po rezultatima
dobijenim u eksperimentu ispitivanja sorpcije (slika 46) (rezultati dobijeni za
azitromicin i1 sediment SEDSORP III nisu bili korisni za dalje istrazivanje). U slucaju
sorpcije karbofurana na sedimentu SEDSORP III uocava se promena toka izoterme i
primenom Frojndlihove proSirene jednacine jasno Se uoavaju dve prevojne tacke na
grafiku. Takav tok sorpcije moze ukazati na promenu mehanizma sorpcije u ovom

slucaju.
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Karbamazepin je jedini analit koji je istovremeno detektovan u povrsinskoj vodi

I sedimentu i to na lokacijama pozicioniranim na rekama Tisi i Savi, neposredno pre
us¢a u Dunav. Karbamazepin na ovim lokacijama nije pronaden u podzemnim vodama,
ilako su podzemne vode reke Tise ispitivane iz Cetiri, a reke Save iz Sest razli¢itih
pijezometara. Takvi rezultati mogu ukazati na to da je u izvesnoj meri doSlo do sorpcije
karbamazepina na sedimentima reka Tise i Save. Zanimljivo je da je utvrdeno da
karbamazepin nije bio prisutan u sedimentima ostalih reka. S druge strane, na
lokacijama na reci Dunav, kod Novog Sada i Kovina, kao i na reci Moravi,

karbamazepin je istovremeno detektovan u povrSinskoj i podzemnoj vodi, ali ne i u

sedimentima na datim lokacijama. Takva situacija ukazuje na Cinjenicu da je doslo do
prolaza datog analita kroz sedimentne slojeve ovih akvifera, pri ¢emu ocigledno nije
doslo do sorpcije na sedimentu.

Rezultati dobijeni iz dela eksperimenta koji se odnosi na sorpciju, ukazuju na to

da je sorpcija karbamazepina najlakSe ostvariva u slucaju povrSinskog uzorka reke
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Dunav kod Kovina, budu¢i da je brzina sorpcije najveca pri manjim koncentracijama
(slika 47), pa iznenaduje rezultat da on nije detektovan u ovom sedimentu. Sorpcija
ovog jedinjenja na sedimentima uzetim u dubinama ovog akvifera (SEDSORP Il i
SEDSORP III) se odvija daleko sporije i pri ve¢im ravnoteznim koncentracijama ovog
jedinjenja, pa ne ¢udi da je karbamazepin mogao da prode do podzemnih voda nakon

Sto nije bio vezan za povrsinski sediment ili je iz njega naknadno ispran.
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Ista situacija je zabeleZena i u slu¢aju metabolita metamizola (4-FAA 1 4-AAA) i
pesticida karbendazima i atrazina, na lokaciji Dunav kod Kovina, zatim za 4-AAA na
lokacijama Dunava kod Novog Sada i Morave, kao i za 4-FAA na lokaciji reke Tise,

gde su ova jedinjenja detektovana u_povrSinskim i podzemnim vodama, ali ne i

sedimentima (tabela 25).

Ono $§to se izdvaja kao najinteresantnije jeste da je najviSe analita uspelo da
prode do podzemnih voda na lokaciji Dunava kod Kovina. Ovi rezultati mogu biti
prouzrokovani prisustvom istorijskog zagadenja ovim jedinjenjima, njihovom
nedovoljno jakom sorpcijom na sedimentnim nanosima, ali i postojanjem takvih
hidrodinamickih specifi¢nosti datog akvifera koje dovode do znacajnog prenosa mase

kroz sedimentne slojeve.
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Cinjenica da su atrazin i propazin zabeleZeni u povrsinskoj vodi govori u prilog
tvrdnji da se ovi pesticidi koriste uprkos zabrani i da su nanoSeni neposredno pre
uzorkovanja vode. Cinjenica da je prisustvo veéine ostalih detektovanih pesticida
zabelezeno samo u sedimentima i podzemnim vodama moze ukazati na to da su
koriS¢eni 1 ispuSteni ipak neSto ranije u odnosu na trenutak uzorkovanja, ali i na

odvijanje sorpcije na re¢nim sedimentima.
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5. ZAKLJUCAK

Razvijena je i optimizovana metoda za pripremu uzoraka vode za istovremeno
odredivanje prisustva lekova i pesticida, zasnovana na ekstrakciji na ¢vrstoj fazi,
Razvijena je i optimizovana metoda za pripremu uzoraka re¢nih sedimenata za
istovremeno odredivanje prisustva lekova i pesticida, zasnovana na ultrazvucnoj
ekstrakciji rastvaracem,;

Razvijena je i optimizovana multirezidualna analiticka metoda za istovremeno
odredivanje prisustva odabranih lekova i pesticida u uzorcima vode i recnih
sedimenata, zasnovana na te¢noj hromatografiji u kombinaciji sa tandem masenom
spektrometrijom (HPLC-MS/MS);

Razvijene metode su primenjene u analizi devetnaest lekova, petnaest pesticida i dva
metabolita, ukupno 36 jedinjenja;

Razvijene metode su primenjene u pracenju nivoa kontaminacije nekoliko reka
Dunavskog basena na teritoriji Srbije, pri ¢emu su uporedo ispitivani uzorci
povrsinskih voda i njima odgovarajucih recnih sedimenata i podzemnih voda. 60%
ispitivanih jedinjenja (ukupno 15) je detektovano u navedenim uzorcima Zzivotne
sredine. Najcesce detektovani analiti u re¢nim sedimentima su bili pesticidi dimetoat
1 atrazin, dok su karbamazepin i metaboliti metamizola bili naj¢es¢e detektovani
analiti u uzorcima voda;

Od ukupno 12 ispitivanih pesticida, u uzorcima voda i/ili sedimenata detektovano je
njih Sest, od Cega se dva, atrazin i propazin, nalaze na listi pesticida zabranjenih za
koris¢enje u EU i Srbiji. Takode, detektovani karbendazim i karbofuran zabranjeni su
za koris¢enje u EU, ali se u Srbiji karbendazim joS uvek nalaze na listi odobrenih
pesticida, dok se karbofuran nalazi na listi zabranjenih pesticida koji se i dalje nalaze
u prometu na teritoriji zemije;

Od ovde ispitivanih jedinjenja, na listi prioritetnih supstanci koje je potrebno pratiti
prilikom uspostavljanja standarda kvaliteta zivotne sredine u oblasti voda u EU
nalaze se: atrazin, diuron, simazin, imidakloprid, acetamiprid, diklofenak, eritromicin
i azitromicin, dok se na istoj listi u RS nalaze samo atrazin i simazin. Rezultati su

pokazali prisustvo atrazina, eritromicina i azitromicina u ispitivanim vodama;
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e Najmanji broj razlicitih jedinjenja detektovan je u povrSinskim vodama Dunava kod
Novog Sada (3), dok je jednak broj razli¢itih jedinjenja detektovan u ostalim
ispitivanim vodama (po 6);

¢ Najveci broj jedinjenja detektovan je u sedimentu reke Morave (diazepam, dimetoat,
karbofuran, atrazin, propazin, malation), zatim Save (karbamazepin, eritromicin,
dimetoat, atrazin) i Tise (karbamazepin, dimetoat, malation).

e Najveci broj jedinjenja detektovan je u podzemnim vodama Dunava kod Kovina (7),
dok u podzemnim vodama reke Save nije detektovano nijedno od ispitivanih
jedinjenja. Objasnjenje leZi i u ¢injenici da aluvijum beogradskog izvorista reke Save
ima viSe polupropusnih slojeva u heterogenom akviferu, pa mikropolutanti imaju
daleko duze vreme transporta do podzemne vode, ¢ak i kada su u pitanju istrazni
bunari pozicionirani relativno blizu toka reke. Nasuprot tome, drenazni sistem
Kovin-Dubovac ima mnogo homogeniji aluvijum akvifera pa je transport
mikropolutanata dvodimenzionalan, Sto moze dovesti do njihovog prolaska kroz
aluvijum cak 1 na vecu udaljenost od reke, usled Cega je 1 detektovano prisustvo
tragova najveceg broja ispitivanih jedinjenja u podzemnim vodama ovog podrudja;

e U cilju boljeg razumevanja moguénosti da se neka od ispitivanih jedinjenja vezu za
sediment na svom putu prema podzemnim vodama, razvijena je i optimizovana
metoda ispitivanja sorpcije odabranih lekova i pesticida na re¢nim sedimentima;

¢ Dobijeni podaci opisani su veoma dobro Frojndlihovim modelom, a dobri rezultati su
dobijeni i primenom linearne, proSirene Frojndlihove i Lengmirove jednacine;

e |[spitivana jedinjenja imaju afinitet prema sedimentima obogaéenim organskim
ugljenikom, ali njegovo prisustvo nije jedini razlog za odvijanje sorpcije u ovom
slu¢aju - linearna zavisnost sorpcije od koli¢ine sadrzaja organske materije u
sedimentu uspostavljena je samo u slucaju trimetoprima, metoprolola i metabolita
metamizola 4-AAA. Rezultati su pokazali da u slucaju sedimenta sa najveéim
sadrzajem organske materije najveéi afinitet pokazuju klopidogrel, karbaril,
diklofenak, diazepam i lorazepam;

e Dobijeni rezultati i unapredena baza podataka predstavljaju dobru osnovu za
dizajniranje modela transporta lekova i pesticida kroz akvifer i nalazenje moguénosti

za oCuvanje akvifera.
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