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Popis oznaka, kratica i simbola

°C Celzijev stupan;

Mg Mikrogram

uL Mikrolitra

5HAA Smjesa pet halooctenih kiselina monokloroctene, dikloroctene, triklooroctene,

monobromooctene i dibromoctene kiseline.

A Aritmeticka sredina
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CIA Klorojodoctena kiselina

Clz Elementarni klor
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DBP Dezinfekcijski nusprodukti
DCA Dikloroctena kiselina

DIA Dijodoctena kiselina

GC-ECD  Plinski kromatograf s detektorom zahvata elektrona

h Sat

H2S04 Sumporna kiselina

HAA Halooctene kiseline

HCIO Hipokloritna kiselina

IRAC Internacionalna agencija za istrazivanje raka
k Koeficijent korelacije

L Litra

m Metar

MBA Monobromoctena kiselina
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MIA Monojodoctena kiselina
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NaClO Natrijev hipoklorit

ng Nanogram
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NTP Nacionalni toksikoloSki program
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stDEV Standardna devijacija
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1. Uvod

Voda kao strateski resurs 21. stolje¢a preduvjet je za razvoj ljudskog drustva. Ona je osnova
za zivot i potreba svakog organizma. Ekonomski je resurs koji se nalazi u ograni¢enim
koli¢inama. Sve civilizacije nastale su u neposrednoj blizini izvora vode i njezina uloga u
organizmu je neizmjerno vazna. Voda se u kuéanstvu osim za pi¢e koristi i za pranje, u
poljoprivredi za navodnjavanje, u industriji u razli¢itim operacijama hladenja, termicke obrade

i sl.

Globalni problem 21. stoljeé¢a predstavlja osiguravanje dovoljne koli¢ine vode za pice populaciji
svijeta. Pitka voda, odnosno zdravstveno ispravna voda odredene kakvoce nije dostupna
svima. Stoga kako bi voda za picCe bila mikrobiolo$ki ispravna, odnosno odredene kakvoce
podvrgava se prociS¢avanju razli¢itim metodama. Voda iz javnih vodoopskrbnih sustava
podrijetlom je iz povrsinskih ili podzemnih izvora. Njihova fizikalno—kemijska svojstva su
promjenjiva i ovise o viSe vanjskih faktora. Izvori vode iz podzemnih ili povrSinskih vodotokova
vrlo ¢esto su oneciséeni razli¢itim prirodnim organskim tvarima. Prirodne organske tvari koje
se nalaze u vodama su naj¢eS¢e skup razli¢itih organskih spojeva koji nastaju raspadanjem
razliCitih biljaka, algi i bakterija te antropogenih izvora ili djelovanjem Covjeka. Prisutnost
prirodnih organskih tvari ¢ine vodu nepozeljnom, jer utje€u na boju, okus i miris vode, mogu
utjecati na uspjesnost procesa obrade vode kao i uspjeSnost uklanjanja Zeljeza i mangana iz

vode. Takoder, pojedine organske tvari (pesticidi, fenoli i sl.) mogu biti toksicni ili kancerogeni.

Dezinfekcija vode smatra se najkorisnijim dostignu¢em za javno zdravstvo 20. stolje¢a diljem
svijeta. Smatra se i da je znatno smanjila pojavu bolesti uzrokovanih patogenim
mikroorganizmima koje se prenose vodom. Dezinfekcija se najéeSce vrsi klorom i njegovim
spojevima zbog dobrog dezinfekcijskog djelovanja, relativne niske cijene klora i njegovih
spojeva te jednostavnosti upravljanja procesom dezinfekcije. Prilikom dezinfekcije vode s
kemijskim dezinficijensima moze doc¢i do formiranja nusprodukata dezinfekcije vode, reakcijom
izmedu sredstva za dezinfekciju i organske tvari prisutne u vodi koja se dezinficira.
Nusproizvodi dezinfekcije vode Cesto su vrlo toksi¢ni, a kroni¢no izlaganje malim koli€inama
moze biti kancerogeno za ljude (NTP, 2018). Oko 80 % ukupnog broja nusprodukata nastalih
dezinfekcijom vode, C&ine trihalometani i halooctene kiseline. Ljudi su &eSée izlozeni
ispare iz vode a halooctene kiseline zaostanu u vodi (Chen i sur., 2009). Do danas je u
dezinficiranoj vodi identificirano 13 halooctenih kiselina koje sadrze klor, brom, jod ili
kombinaciju ovih halogenih elemenata (NTP, 2018). Europsko Vije¢e 2020. godine izdalo je

Direktivu 2020/2184 kojom propisuje dopusteni udio 5 halooctenih kiselina u vodi.

U nastavku diplomskog rada cilj je razviti i validirati metodu za odredivanje pet halooctenih
kiselina (5HAA) koje se naj¢eS¢e mogu pronaci u vodi za pi¢e i koje su regulirane Europskom

Direktivom 2020/2184 i Pravilnikom o parametrima sukladnosti, metodama analiza i
2



1. Uvod

monitorinzima vode namijenjene za ljudsku potroSnju (NN 64/23), a predstavlja smjesu
monokloroctene kiseline (MCA), monobromoctene kiseline (MBA), dikloroctene kiseline
(DCA), trikloroctene kiseline (TCA) i dibromoctene kiseline (DBA). Metoda je razvijana na
Nastavnom zavodu za javno zdravstvo Dr. Andrija Stampar u Zagrebu. Tijekom razvijanja i
validacije metode, za odredivanje halooctenih kiselina koridtena je modificirana US EPA
metoda 552.3. Determinacija halooctenih kiselina i dalapona (2,2-diklorpropionska kiselina) u
vodi za pice tekucinsko—tekuénskom mikroekstrakcijom, derivatizacijom i plinskom

kromatografijom s detektorom zahvata elektrona iz 2003. godine.

Princip metode je ekstrahirati halooctene kiseline iz vode pomocu metil-tert-butil-etera (MTBE),
nakon toga slijedi metilacija halooctenih kiselina u odgovaraju¢e metilne estere, pomocu
metanola uz dodatak sumporne kiselina kao katalizatora te odredivanje udjela metilnih estera
halooctenih kiselina plinskom kromatografijom s detektorom zahvata elektrona (GC-ECD).
Postavljena modificirana metoda je validirana kroz parametre linearnosti, preciznosti, to¢nosti,

granicu kvantifikacije, selektivnosti i odredeno joj je podrucje primjene.



2.TEORIJSKI DIO



2.Teorijski dio

2.1. Dezinfekcija vode

Pocetkom 20. stolje¢a pocinje se primjenjivati dezinfekcija vode za ljudsku potrosnju kako bi
se sprijeCilo Sirenje bolesti vodom te kako bi se povecala kvaliteta vode. Postupkom
dezinfekcije vode uklanjaju se razli€iti mikroorganizmi koji mogu biti patogeni, a time i izvor
bolesti kod ljudi i Zivotinja. Dezinfekcija je neophodna kod opskrbe vodom za ljudsku potro3nju.
ZnaCajna je za mikrobioloSku kakvocu vode zbog eliminiranja i smanjivanja broja
mikroorganizama koji se nalaze u vodi, koja moze biti podrijetlom iz povrSinskih i podzemnih
vodotokova. Voda za pice, kada nije mikrobioloski ispravna, moZe postati izvor infektivnih
bolesti koje se prenose vodom. Bolesti koje se prenose vodom mogu izazvati epidemije koje
se vrlo brzo Sire i za kratko vrijeme javlja se veliki broj zaraZenih osoba (Sundstrom i Klei,
1979).

Vodom se prenose bolesti kao S§to su kolera, trbusni tifus i paratifus, infektivni hepatitis,
tularemija, dizenterija te razni paraziti. RazliCite zarazne bolesti stoke mogu se prenositi vodom
kao i jaja parazita koja mogu inficirati zivotinje, a neke mogu biti infektivhe za ljude. Zato je
vazno ukloniti uzro€nike bolesti obradom vode odnosno kondicioniranjem vode za ljudsku

potroS$nju upotrebom odgovarajucih fizikalno-kemijskih metoda.

Osim mikroorganizama, oneciS¢ena voda sadrzi prirodne organske tvari, koje mogu biti
prisutne u povrSinskim i podzemnim vodotokovima kao posljedica prirodnih dogadaja u
okoliSu. Prirodne organske tvari predstavljaju smjesu organskih spojeva razliitog podrijetla,
razli€itog molekulskog sastava i razli¢itih veli€ina. U vodi su nepozeljne zbog utjecaja na
organolepti¢ka svojstva vode (boju, okus i miris vode), smetaju u procesu obrade vode, te u
procesu uklanjanja mangana i Zeljeza iz vode, izazivaju promjene u sistemima za opskrbu
vodom, mogu imati toksi€an i kancerogen uc€inak na ljudski organizam, mogu uzrokovati
nestanak otoplijenog kisika u prirodnim vodotokovima uslijed mikrobne razgradnje, te su
prekursori za nastanak nusprodukata dezinfekcije vode koji bi mogli imati toksi¢ne ili
kancerogene ucinke na ljudsko zdravlje. Prirodne organske tvari koje su prisutne u vodi dijele

Seé na:

= hidrofobne komponente (dijelovi biljaka, mikroorganizmi, ulja, humusne tvari i
dr.)i
= hidrofiine komponente (humusne tvari, saharidi, masne kiseline, proteini,

peptidi, aminokiseline, otopljeni organski plinovi, sintetski organski spojevi i dr.).

Iz povrSinskih voda veliki dio prirodnih organskih tvari predstavlja hidrofobne kiseline, koje se
klasificiraju kao negativho nabijene makromolekule, odnosno humusne tvari, koje sadrze

huminske kiseline, fulvinske kiseline, himetomelanske kiseline i druge sastojke. Humusne tvari

5



2.Teorijski dio

prisutne u vodi, ciklicke su strukture i kisele su po prirodi. Huminske kiseline predstavljaju
kisele sastojke humusne tvari koje su topljive u bazama, no taloze se u kiselinama, dok su
fulvinske kiseline topljive u bazama i kiselinama. Zbog svoje strukture huminske kiseline mogu
na sebe vezati metale pri ¢emu nastaju kompleksi metala i huminske tvari. Zbog negativnog
utjecaja prirodnih organskih tvari na kakvoc¢u i kvalitetu vode, potrebno ih je u potpunosti

ukloniti razli¢itim metodama obrade vode.

Primjenom filtracije vode uklanjaju se grube Cestice koje su prisutne u vodi. Nakon uklanjanja
grubih nedistoca, primjenjuje se metoda koagulacije i flokulacije, kojoj je cilj uklanjanje
disperzivnih &estica prisutnih u vodi, te dezinfekcija. Cilj dezinfekcije je inaktivacija
mikroorganizama kao &to su bakterije, virusi i protozoa kako bi se sprijeCilo Sirenje bolesti
vodom, takoder unistavanje nepatogenih mikroorganizama ili Zivih organizama cije prisustvo
u vodi negativno utjeCe na kakvocu vode. UspjeSna dezinfekcija moze se provesti samo u
bistroj vodi. Dezinfekcija se moze provesti i kao preventivha mjera u sluajevima rata,
elementarne nepogode kao $to je poplava ili potres, kada se voda mora transportirati ili
skladistiti duze vremena i dr. Dezinfekcija vode moze se provoditi fizikalnim metodama,
kemijskim metodama ili kombinacijama fizikalno-kemijskih metoda. Najéesce se upotrebljavaju
kemijske metode zbog svoje ucinkovitosti i moguénosti naknadnog djelovanja. Vecéinom se za
kemijsku dezinfekciju koristi klor, klorni dioksid ili ozon. Dezinfekcija klorom i njegovim

spojevima je najucestalija metoda dezinfekcije (Mijatovic¢ i Matosi¢, 2008).

2.2. Dezinfekcija vode klorom i njegovim spojevima

Dezinfekcija vode klorom i njegovim spojevima (klorni dioksid, kalcijev hipoklorit, natrijev
hipoklorit i kloramin) naj¢e$¢e se primjenjuje kao sredstvo za dezinfekciju, zbog dobrog
dezinfekcijskog djelovanja, relativhe niske cijene klora i njegovih spojeva te jednostavnosti
upravljanja procesom dezinfekcije. Postrojenje za dezinfekciju vode klorom ne ovisi o
elektri¢noj energiji. Kada klor dode u kontakt s vodom, nakon jedne minute djeluje na bakterije,
napada stanice i razara enzimske sustave. Klor najslabije djeluje na inaktivaciju bakterijski
spora i parazitskih protozoa (Giardia lamblia, Giardia muris i Cryptosporadium), nesto bolje na

viruse, a najbolje djelovanje ima na bakterijske stanice.

Dezinfekcijska ucinkovitost klorom pripisuje se slobodnom radikalu kisika ( koji nastaje kao
rezultat velikog afiniteta klora prema vodiku iz vode ) ili nastaloj hipokloritnoj kiselini (HCIO)
prilikom kloriranja. Mehanizam i dinamika baktericidnog djelovanja nisu jo$ u dovoljnoj mjeri
razjasnjenja. Dodavanje dovoljne koliCine klora u vodu kao i njegovih spojeva, vazno je kako

bi dezinfekcija vode klorom bila potpuna i uc€inkovita.
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Dio dodanog klora, odnosno dezinfekcijskog sredstva se utroSi na oksidaciju prirodne
organske tvari koja je prisutna u vodi, dio na oksidaciju zeljeza i mangana koji mogu biti prisutni
u nekim vodama te se dio utroSi na reakciju spojeva s dusikom (amonijak). To predstavlja
potrebe vode za klorom odnosno koli€inu klora koju je potrebno dodati vodi do pojave
rezidualnog klora, a izrazena je u mg/L. Treba uzeti u obzir da vode s istog izvora, ali u
razli€itim godisnjim dobima ili prilikama (nakon oborina ili susa) nemaju istu potrebu vode za
klorom. Koncentracija klora koja je zaostala u vodi, kao visak, nakon zavrSenog procesa
dezinfekcije vode, odnosno nakon reakcije klora s tvarima koje se oksidiraju u vodi nazivamo
rezidualni klor i izrazena je u mg/L. Rezidualni klor je garancija da je dezinfekcija potpuna
odnosno da je proces dobro izvrSen te §titi vodu od naknadne kontaminacije (Mijatovic€ i
Matosi¢, 2008). Zakonski je reguliran, te su njegove dopustene koncentracije u vodi do 0,5
mg/L kod normalnih uvjeta. U izvanrednim situacijama koli€ina rezidualnog klora moze biti do
0,6 mg/L (Uredba 2023/754, 2023). Kako bi ucinkovitost procesa dezinfekcije bila $to bolja,
potrebno je dodati dovoljnu koliinu klora kako bi se zadovoljile potrebe vode za klorom i
stvaranje rezidualnog klora, odnosno doza klora koju je potrebno dodati vodi izrazava se u

mg/L.

Potrebno vrijeme za dezinfekciju vode klorom je minimalno 30 minuta, nakon ¢ega se odreduje
u vodi koncentracija rezidualnog klora koja mora biti minimalno 0,1 mg/L, kako bi proces
dezinfekcije bio dobro izvr§en. Ako se nakon 30 minuta po dodatku klora ne utvrdi da je koli€ina
rezidualnog klora dovoljna, postupak se ponavlja, sve dok se ne utvrdi odgovarajuca koli€ina

rezidualnog klora nakon ponovljenog postupka i isteka vremena od 30 minuta.

Dezinfekcija vode se moze obaviti unutar cjevovoda ako je vrijeme zadrzavanja dovoljno dugo
u cjevovodima ili u spremnicima gdje je vrijeme zadrzavanja dovoljno za kontakt sredstva za
dezinfekciju i mikroorganizama. Kod dezinfekcije vode u spremnicima potrebno je osigurati

mijeSanje spremnika kako bi dezinfekcija bila u€inkovita (Mijatovi¢ i Matosi¢, 2008).

2.2.1. Sredstva za dezinfekciju vode na bazi klora

Dezinfekcijska sposobnost sredstava za dezinfekciju na bazi klora ovisi o koli€ini aktivhog
klora. Pod pojmom aktivni klor podrazumijeva se koli€ina hipokloritne kiseline koja se oslobada
dodatkom dezinfekcijskog sredstva u vodu. NajviSe koristena sredstva u obradi vode na bazi

klora su:

» elementarni klor (Cly),
= klorni dioksid (CIO,),
= Kkalcijev hipoklorit (Ca(OCl)2),
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= natrijev hipoklorit (NaCIO) i
= kloramin (NH2CI).

Elementarni klor (Clz) je plin zeleno-zute boje, dobiven je elektrolizom otopine natrijevog
klorida (NaCl), neugodnog je mirisa i teZi je od zraka. Plinski klor sadrzi 100 % aktivhog klora,
Sto ga Cini uc€inkovitijim dezinficijensom. Izrazito je toksi¢an i ubraja u grupu bojnih otrova
zagusljivaca (Mijatovi¢ i Matosi¢, 2008). Nadrazuje diSne puteve, kozu i sluznicu, no vazno je
napomenuti da plinoviti klor kada dode u kontakt s vodom, pretvara se u hipokloritnu kiselinu i
hipokloritne ione. Zbog toga toksi¢na svojstva elementarnog klora u vodi za ljudsku potro3nju
ne predstavljaju opasnost za ljude. Klor se transportira u &elicnim bocama pod tlakom i u
teku¢em je stanju. Potrebna koli€ina elementarnog klora za dezinfekciju vode ovisi o kvaliteti

vode koja se dezinficira (Omerdi¢, 2021).

Klorni dioksid (ClO2) je nestabilni plin zeleno Zute boje koji je teZi od zraka. Ima intenzivan
miris i otrovniji je od klora. Prema dezinfekcijskom djelovanju klorni dioksid je najucCinkovitiji
dezinficijens na bazi klora i oksidacijsko djelovanje mu je 2,5 puta jaCe od elementarnog klora.
Zbog nestabilnog svojstva plina klorni dioksid se ne mozZe skladistiti ni transportirati te se zbog
toga proizvodi na licu mjesta. Klorni dioksid koristi se za dezinfekciju vode koja ima neugodan
miris i okus, a optimalna koncentracija koja se upotrebljava za dezinfekciju je 0,2-0,5 mg/L. Za
razliku od klora, klorni dioksid je ucinkovitiji prilikom uklanjanja parazitskih organizama
(Mijatovi¢ i Matosic, 2008).

Kalcijev hipoklorit (Ca(OCI).) je bijela krutina, koja dolazi u obliku granula ili tableta. Vrlo je
stabilan i kada je pravilno zapakiran moze se dugo skladistiti u odgovarajuéim uvjetima
Cuvanja. Vrlo je nagrizaju¢a te zahtjeva strogo pravilno rukovanje tijekom obrade vode.
Kalcijev hipoklorit nastaje otapanjem elementarnog klora (Cl2) u otopini kalcijevog oksida
(CaO) i natrijeva hidroksida (NaOH). Vrlo dobro se otapa u vodi, te prilikom hidrolize dolazi do
nastanka hipokloritne kiseline (HCIO). Prilikom obrade vode s kalcijevim hipokloratom, koriste
se manje koli¢ine dezinfekcijskog sredstva za razliku od dezinfekcije s elementarnim klorom
(Omerdi¢, 2021).

Natrijev hipoklorit (NaCIlO) &esto se upotrebljava kod dezinfekcije bazena. Sadrzi 10-14 %
aktivnog klora. Mehanizam djelovanja je isti kao kod elementarnog klora i ostalih

dezinfekcijskih sredstava na bazi klora, u reakciji s vodom daje hipokloritnu kiselinu (HCIO).

Kloramin (NH2Cl) nastaje prilikom kloriranja vode uz prethodnu amonizaciju vode, odnosno
dodatkom amonijaka (NHs) ili njegovih soli koje s klorom stvaraju kloramine. Prilikom
dodavanja kloramina u vodu, kloramini daju hipokloritnu kiselinu (HCIO) i postepeno se otpusta

klor. Zbog postepenog otpustanja klora, odnosno produzenog djelovanja, kloramini su prikladni
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za dezinfekciju vode koja duze stoji ili duze cirkulira u vodoopskrbnom sustavu (Mijatovi¢ i
Matosi¢, 2008).

2.3. Nusprodukti dezinfekcije vode (DBP)

Prilikom procesa dezinfekcije vode s kemijskim dezinficijensima dolazi do stvaranja
nusprodukata dezinfekcije vode (eng. Disinfection By Products, DBP). Reaktivna priroda klora
ili drugih dezinfekcijskih sredstava koriStenih za dezinfekciju vode, osim Sto pomaze kod
inhibicije mikroorganizama uzrokuju stvaranje niza spojeva nastalih kao nusprodukti
dezinfekcije vode. Dezinfekcijsko sredstvo reagira s prirodnim organskim tvarima (humusnim
tvarima) iz vode pri ¢emu dolazi do formiranja DBP. Nusprodukti dezinfekcije nalaze se u
kloriranoj vodi za picCe, hrani koja je obradena ili prana u kloriranoj vodi, napitcima koja su
pripremljena s kloriranom vodom, bazenima koji su tretirani klorom i mogu se pronaci u zraku

za vrijeme tusiranja (NTP, 2018).

Proces dezinfekcije vode je kriti€no bitan proces za kontrolu mikrobioloSke ispravnosti vode za
ljudsku potrosnju, jer sprjeCava Sirenje bolesti koje mogu biti uzrokovane konzumacijom
zdravstveno neispravne vode. Smatra se da su nusprodukti dezinfekcije vode ,nuzno zlo“, jer
do utjecaja na organizam dolazi tek nakon dugoroénog izlaganja i nakupljanja u organizmu.
Dok kod kontaminirane neobradene vode posljedice su odmah vidljive i mogu biti velikih
razmjera te uzrok razligitih epidemija kao i bolesti koje se prenose vodom (Sarkanj, 2010).
Vazno je napomenuti da uporaba dezinficijensa na bazi klora rezultira stvaranjem DBP-a koji
su Cesto povezivane s toksi¢nim i kancerogenim ucinkom na organizam. Rizici od takvih
posljedica su mali, jer se potencijalno opasni nusproizvodi dezinfekcije ¢esto nalaze u malim
koli€inama u dezinficiranoj vodi, u usporedbi s rizicima koji su povezani s neodgovarajuc¢om
dezinfekcijom vode. Vazno je da ucinkovitost dezinfekcije vode ne bude ugrozeno u pokusaju

kontrole nastanka nusprodukata dezinfekcije (IPCS, 2000).

Do danas je identificirano vise od 500 jedinstvenih nusprodukata dezinfekcije vode, a neki od
najvaznijin predstavnika su trihalometani, haloketoni, klorirani fenili i halooctene kiseline
(HAA). Oko 80 % od ukupnog broja nusprodukata nastali dezinfekcijom vode Ccine
trihalometani i halooctene kiseline. Cesto se njihov u&inak na organizam povezuiju s toksi¢nim
i kancerogenim posljedicama. Kako bi se udio nusprodukata dezinfekcije vode minimizirao
primjenjuju se procesi prerade vode kod kojih se uklanjaju prekursori za nastanak DBP ili se

koriste druga dezinfekcijska sredstva.

odnosno vreliste trihalometana je na oko 60 °C (vreliSste HAA je na oko 180 °C) te se vrlo lako
9



2.Teorijski dio

uklanjaju tijekom zagrijavanja vode (Chen i sur., 2009). Nusproizvodi dezinfekcije vode &esto
su vrlo toksicni, a kroni¢no izlaganje malim koli€inama moze biti kancerogeno za ljude (NTP,
2018).

2.4. Halooctene kiseline (HAA) identificirane u dezinficiranoj vodi

Sve halooctene kiseline imaju kemijsku strukturu sli¢nu octenoj kiselini, odnosno molekule
halooctenih kiselina sastoje se od dva atoma ugljika, koja ukljuuje karboksilnu skupinu (R-
COOH), te a-ugljik. Halooctene kiseline nastaju zamjenom jednog, dva ili tri vodikova atoma
koji se nalaze vezani za a-ugljik s nekim od halogenih elemenata. Halogeni elementi su

elementi 17. skupine periodnog sustava elemenata a to su fluor (F), klor (CI), brom (Br) i jod
(.

Do danas je u dezinficiranoj vodi identificirano 13 halooctenih kiselina koje sadrze klor, brom,

jod ili kombinaciju ovih halogenih elemenata, ato su :

= monokloroctena kiselina (MCA),

= dikloroctena kiselina (DCA),

= trikloroctena kiselina (TCA),

= monobromoctena kiselina (MBA),

= dibromoctenakiselina (DBA),

» tribromoctena kiselina (TBA),

*» monojodoctena kiselina (MIA),

» dijodoctena kiselina (DIA),

» bromokloroctena kiselina (BCA),

* bromodikloroctena kiselina (BDCA),
= klorodibromoctena kiselina (CDBA),
* bromojodoctena kiselina (BIA) i

= klorojodoctena kiselina (CIA) .

Njihove strukture je prikazane su na Slici 1. Halooctene kiseline koje sadrze fluor, a nastaju
kao nusprodukt dezinfekcije vode nisu identificirane. Pretpostavlja se da je to zato Sto je
energija koja je potrebna za stvaranje takvih molekula ve¢a od oksidativnog potencijala
dezinficijensa (NTP, 2018).

10
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Halogeni elementi Mono-HAA Di-HAA Tri-HAA
Monckloroctena kiselina Dikloroctena kiselina (DCA) Trikloroctena kiselina {TCA)
f}IC:\.} Cl O Cl O
Ci Q
Klor cl
Cl OH Cl OH
OH
Monobromoctena kiselina Dibromoctena kiselina {DBA)  Tribromoctena kiselina {TBA)
AEBEA
(™ ) Br O Br L] Br 8]
Brom ‘; /’<j
Br
2H Br OH Br OH
MMongjodoctena kiselina Dijodoctena kiselina (DI4)
. (MIA) o] | o]
Jod : if
COH | CH
Bromkloroctena kiselina Bromdikloroctena kiselina
[BCA) ai o (BDCA) Br o
Brom i >—< JoT—
Klor ol OH cl OH
Klordibromoctena kiselina
(CDBA) g o
Br
Cl OH
Bromjodoctena kiselina (BIA)
| O
Jod i brom
Br 2H

ili klor

Klorjodoctena kiselina (CIA)
| O

Cl OH

Slika 1 Struktura 13 halooctenih kiselina pronadenih u dezinficiranoj vodi (NTP, 2018)

2.5. Zakonska regulativa halooctenih kiselina na razini Europske

unije

Europski parlament i Vijeée 2020. godine donijeli su Direktivu 2020/2184 o kvaliteti vode

namijenjene za ljudsku potrosnju, kojom se propisuje da udio pet halooctenih kiselina (5HAA)

ne smije biti veéi od 60 pg/L kod vode koja je namijenjena za ljudsku potroSnju. SHAA

predstavlja zbroj pet halooctenih kiselina Cija je prisutnost najéesSc¢a u dezinficiranoj vodi, a to
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su monokloroctena kiselina, dikloroctena kiselina, trikloroctena kiselina, monobromoctena
kiselina i dibromoctena kiselina. Udio 5SHAA se odreduje samo kada se voda namijenjena za
ljudsku potro$nju podvrgnuta procesu dezinfekcije s dezinficiiensima koji mogu uzrokovati
formiranje dezinfekcijskih nusprodukata. Odredivanje 5HAA nije potrebno odredivati kod vode
s vodocrpilista. Drzave Clanice se obavezuju da ¢ée do 12. sijeCnja 2026. poduzeti potrebne
mjere kako bi se osiguralo da voda namijenjena za ljudsku potroSnju bude u skladu s
navedenim parametrima iz Direktive (Direktiva (EU) 2020/2184). Ministarstvo zdravstva
objavilo je Pravilnik o parametrima sukladnosti, metodama analiza i monitorinzima vode
namijenjene za ljudsku potrodnju (NN 64/23) u kojemu usvaja Direktivu (EU) 2020/2184

Europskog parlamenta i Vijeca.

2.6. Cimbenici koji utjeéu na stvaranje halooctenih kiselina

Poznavanjem procesa nastanka halooctenih kiselina kao i ¢imbenika koji utjeCu na njihovo
nastajanje, vazno je, kako bi se njihov udio u dezinficiranoj vodi sveo na minimum. Najvaznija,
odnosno primarna uloga obrade vode namijenjene za ljudsku potrodnju je inaktivacija ili
uklanjanje patogenih mikroorganizama. Sekundarna uloga je smanjivanje koncentracije
dezinficiiensa u procesu dezinfekcije i stvaranju DBPa a time i HAA, bez da se ugrozava
zdravstvena ispravnost vode (IPCS, 2000). Minimalni udio HAA u dezinficiranoj vodi, kojima
se opskrbljuju potrosaci, vazan je cilj svakog vodoopskrbnog sustava. Strategija smanjenja ili
sprieCavanja stvaranja HAA najbolja je opcija. Takva strategija ukljuéuje smanjenje
koncentracije prekursora prisutnih kao $to je prirodna organska tvar u vodi, ali i manipulaciju
uvjeta u kojima se provodi dezinfekcija vode. Cimbenici koji odreduju vrstu i kolig¢inu nastalog

nusproizvoda dezinfekcije tijekom obrade vode su :

= prisutnost i udio organske i anorganske tvari u vodi (koja varira ovisno o
godi$njem dobu kao i vremenskim uvjetima),

» odabirom metode dezinfekcije i sredstva koja su koriStena u obradi vode,

= vrijeme kontakta dezinficijensa s organskom tvari u vodi,

= temperatura na kojoj se odvija proces dezinfekcije i

= pH vode tijekom procesa dezinfekcije.

Odabir metode dezinfekcije vode najéeSée se bazira na ucinkovitosti procesa dezinfekcije,
jednostavnosti rukovanja i izvedbe te cijeni sredstva za dezinfekciju. Kemijska dezinfekcija
klorom i njegovim spojevima je u tom pogledu najbolji moguéi odabir, zato je i najraSireniji
postupak diliem svijeta (NTP, 2018). Udio nastalih HAA dezinfekcijom vode ovisi o vrsti
sredstva koje je koristeno u procesu dezinfekcije. Upotrebom klora (Cl.) kao sredstva za

dezinfekciju, dolazi do formiranja najviSe HAA, dok kod primjene kloramina (NH.CI) kao
12
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sredstva za dezinfekciju nastaje otprilike 1/2 manje HAA nego kod dezinfekcije s klorom. Dok
koristenjem klornog dioksida (ClO2) nastaje otprilike 1/3 manje HAA u odnosu na dezinfekciju
klorom. Dezinfekcija vode ozonom doprinosi minimalnom formiranju HAA, odnosno samo u
prisutnosti bromida u vodi nastaju HAA koje sadrze brom. Modifikacijom procesa dezinfekcije
npr. mijenjanja sredstva za dezinfekciju i doze dezinficijensa koja se dodaje u vodu moze se

umanijiti udio nastalih HAA u dezinficiranoj vodi (Clark i sur. ,1994) .

Nakon dodavanja klora u vodu koja se dezinficira, pocinje reakcija izmedu prirodne organske
tvari i klora koja rezultira stvaranjem DBP, a time i HAA. Razdoblje brzog nastajanja HAA
predstavlja prvih 4 — 8 sati, nakon Cega slijedi opadanje brzine nastajanja. U razdoblju brzog
nastajanja formirat ¢e se 90 % konacne koncentracije TCA i DCA, koje se stvaraju tijekom
prvih 24 sata nakon dodatka klora u vodu. Nastajanje DBA, traje do 20 sati nakon pocetka
procesa kloriranja. Formiranje i povecavanje koncentracije HAA traje ¢ak i do 96 sati nakon
dodatka klora u vodu (IPCS, 2000). Povecanjem temperature procesa dezinfekcije povecava
se koli¢ina nastanka HAA. Takoder, pH vrijednost tijekom dezinfekcije vode jedan je od
Cimbenika koji utje€u na nastajanje HAA, odnosno povec¢anjem pH vrijednosti vode (pH > 8)

smanjuje se koli¢ina nastalih HAA dezinfekcijom (NTP, 2018).

Opce je poznato da ¢ée kloriranje zbog svojih mnogih prednosti i velike udinkovitosti kod
dezinfekcije, biti i dalje naj¢eséi postupak dezinfekcije. Zato je vazno ukloniti prekursore DBP-
a koji su prisutni u sirovoj, neobradenoj vodi. Uklanjanje organskih i anorganskih tvari u vodi
moze se provoditi procesima filtracije aktivnim uglijenom, nanofiltracijom, ionskom izmjenom ili
poboljSavanjem procesa koagulacije, flokulacije i sedimentacije. Predtretman vode ionskom
izmjenom moze ukloniti do 70 % prirodne organske tvari prisutne u vodi, dok se nanofiltracijom
uklanja ¢ak do 99 % prirodne organske tvari u vodi koji su glavni prekursori za nastajanje HAA.
Filtracija vode s aktivnim ugljenom uklanja oko 90 % prirodne organske tvari u vodi (NTP,
2018). Koagulacijom moze se smanijiti udio organske tvari u vodi ali ne i udio bromida $to moze
dovesti do nastanka HAA s bromom (IPCS, 2000). PoviSene razine broma i joda koje se nalaze
u izvorskim vodama iz antropogenih ili prirodnih izvora, pomaknut ¢e nastanak HAA tijekom
postupka dezinfekcije vode prema HAA s vide broma i joda (NTP, 2018). Naknadno uklanjanje
HAA nakon formiranja, s bioloSki aktivnim ugljenom s prirodnom mikroflorom na povrsini, uspio

je biorazgraditi odnosno ukloniti i do 100 % HAA u dezinficiranoj vodi (Ratasuk i sur. 2008).

2.7. lzlozenost populacije halooctenim kiselinama

Vecina vodoopskrbnih objekata koristi metodu dezinfekcije na bazi klora zbog prakti¢nosti i

jednostavnosti upravljanja procesom dezinfekcije te niske cijene sredstva za dezinfekciju kao
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i postupka. Stoga izlozenost populacije HAA putem dezinficirane vode klorom obuhvaéa svu

populaciju koja konzumira i koristi vodovodnu vodu u svakodnevnom zivotu.

Osim konzumiranjem vodovodne vode iz slavine, HAA mogu se unijeti i drugim napitcima koje
su pripremljene s vodovodnom vodom u domacinstvu kao $to su kava, €aj, sokovi, formule za
dojencad ili putem industrijskih napitaka kao $to su voénih sokovi i bezalkoholna pi¢a. Neke
HAA, kao §to su DCA, MCA, DBA i BCA poprili€no su stabilne u vodi koja klju¢a te nakon 60
minuta gubitci su im manji od 20 % (Raymer i Michael, 2010), Sto znaci da se u toplim napitcima
koji su pripremljeni s vodovodnom vodom, kao $to su kava ili €aj nalazi skoro ista koli¢ina HAA
kao i u vodi iz slavine. Cardador i Galleo (2015), proveli su studiju u kojoj su odredivali 10 HAA
i njihov udio u vo¢nim sokovima i bezalkoholnim pi¢ima. Studija je ukljucivala oko 150 uzoraka
pi¢a te je dokazala da su skoro u svakom uzorku pronadene HAA, sto ukazuje na koridtenje
dezinficirane vode iz vodoopskrbnog sustava ili vode koja je izravno dezinficirana u
proizvodnom procesu proizvodnje soka ili bezalkoholnih pi¢a. I1zuzevsi 2 proizvoda od 100 %
soka gdje nisu pronadene HAA ili ako jesu onda u minimalnim koli€inama, Sto se moze

prepisati kontaminaciji soka putem dezinficirane opreme.

Takoder, unos HAA putem hrane koja je dosla u dodir s kloriranom vodom moze isto biti jedan
od izvora. Udio prirodno prisutnih HAA u hrani je minimalan, ali prilikom procesa obrade hrane
pranjem, kuhanjem u dezinficiranoj vodi ili ispiranjem nakon kuhanja, udio HAA u hrani moze
se povecati (Raymer i Michael, 2010). Osim u svjezim namirnicama ili namirnicama koje su
prane ili termicki obradene u dezinficiranoj vodi, HAA se mogu pronaci u konzerviranom povréu
i to do nekoliko puta vece koncentracije u tekucoj fazi nego u Cvrstoj fazi konzerviranog
proizvoda. Zbog kontakta dezinficirane vode s tvarima koje su koriStene u procesu

konzerviranja povréa. HAA prevladavaju uglavnom u tekucoj fazi (Cardador i Gelleo, 2017).

Osim putem hrane i pi¢a, populacija moze biti izlozena HAA na bazenima ili lje€ilistima, gdje
je dezinfekcija vode obavezna. |zloZenost na bazenima je veéa nego kod dezinficirane vode
namijenjene za ljudsku potro$nju. Dezinfekcija bazenske vode je neophodna radi odrzavanja
mikrobiolodke kvalitete i ispravnosti vode. Voda u bazenima sadrzi vece ostatke klora, a
temperature bazenske vode CeSce su veée nego kod vodoopskrbnog sustava, Sto rezultira
stvaranju vece koli¢ine HAA u bazenskoj vodi. Takoder, ljudski faktori kao $to su urin, znoj,
kosa, stanice koze, kozmetika i sli¢no, utje€u na stvaranje vece koli¢ine HAA u bazenskoj vodi.
Do unosa HAA u organizam moze doci inhalacijom HAA kod zagrijanih bazena, gutanjem
bazenske vode prilikom plivanja ili drugih aktivnosti u bazenima (Chowdhury i sur., 2014;
Cardador i Gallego, 2011).
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2.8. Zdravstveni u€inak halooctenih kiselina na zdravlje ¢ovjeka

Dezinfekcija vode namijenjena za ljudsku potrodnju, neophodan je proces, kako bi se izbjegla
opasnost od S8irenja zaraznih bolesti kod ljudi i Zzivotinja uzrokovane mikrobnom
kontaminacijom. Proces dezinfekcije Stiti od trbusnog tifusa, kolere, amebne dizenterije i drugih
crijevnih bolesti. Vec¢ina vodovodnih sustava primjenjuje dezinfekciju vode klorom i njegovim
spojevima te ozonom, kao prevencija od &irenja zaraznih bolesti uzrokovanih
mikroorganizmima i prazivotinja. Upotreba klora kao sredstva za dezinfekciju daleko je
najCesci proces dezinfekcije i uveliko smanjuje rizik od prijenosa zaraznih bolesti vodom. Osim
Sto klor uniStava patogene mikroorganizme, dezinficijensi reagiraju s prirodnom organskom
tvari iz vode te formiraju nusprodukte dezinfekcije (DBP), kojima se Cesto pripisuju
kancerogena i toksi¢na svojstva. Medutim, dezinfekcija je proces od neupitne vaznosti za svaki
vodoopskrbni sustav zdravstveno ispravne vode. LoSe provedena dezinfekcija u cilju
smanjenja stvaranja DBP-a predstavlja daleko vedi rizik i opasnost po zdravlje ljudi, za razliku

od ucinaka na ljudsko zdravlje izlaganjem DBP-u u iznimno malim koli¢inama.

Halooctene kiseline uz trihalometane predstavljaju glavne predstavnike DBP-a. Ljudi su ¢eSce
izloZzeni HAA jer nisu lako hlapljive komponente, za razliku od trihalometana, pa se

prokuhavanjem vode njihov udio ne moze umanijiti (OEHHA, 2022).

Do danas je u dezinficiranoj vodi za pi¢e identificirano 13 HAA, od kojih monokloroctena
kiselina (MCA), dikloroctena kiselina (DCA), trikloroctena kiselina (TCA), monobromoctena
kiselina (MBA) i dibromoctena kiselina (DBA) predstavljaju smjesu 5 halooctenih kiselina
(5HAA) koje se najcesce mogu pronadi u dezinficiranoj vodi za ljudsku potrosnju. HAA izrazito
se brzo apsorbira nakon unosa u gastrointestinalnom traktu kod ljudi i eksperimentalnih
Zivotinja. Moze doéi i do apsorpcije kroz kozu, no takva apsorpcija je u neusporedivo manjim
koli¢inama za razliku od unosom HAA gutanjem. Opcenito se smatra da postoji povezanost
izmedu DBP koji su prisutni u vodi za ljudsku potroSnju i pojave pojedinih negativnih u€inaka
na zdravlje ljudi. Izlozenost HAA u vodi Cesto je povezivana s karcinomom jetre, karcinomom
debelog crijeva, citotoksicnoSc¢u kao i genotoksicnoscu. Medutim, studije utjecaja izlozenosti
HAA na zdravlje ljudi su rijetke i nisu dovoljno pouzdane kako bi se navedene pretpostavke

potvrdile.

Americka agencija za zastitu okolisa (US EPA) 2003. godine klasificira monokloroctenu (MCA)
kiselinu u kancerogenu skupinu D, §to znaci, da se MCA ,ne moze klasificirati kao kancerogen
za ljude (US EPA, 2003a). Studije kancerogenosti koje su provedene na pokusnim Zivotinjama,
nisu pokazale i dokazale povezanost izlozenosti MCA i pojavu karcinogenih aktivnost kod

pokusnih Zzivotinja (NTP, 1992; DeAngelo i sur. 1997). Na temelju provedenih studija na
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pokusnim zivotinjama, National Toxicology Program (2018), zakljuCuje da dokazi studija o
karcinogenom ucinku MCA (provedeno na pokusnim zivotinjama) nisu dovoljni da ispune
kriterije uvrStavanja MCA na popis kancerogenih tvari. Neurotoksi¢nost, metabolicke
promjene, kardiotoksiénosti, toksi¢nost za jetru, bubrege i slezenu navedeni su kao
nekancerogeni ucinci MCA na pokusnim zivotinjama (Bhat i sur. 1991; Daniel i sur., 1991;
NTP, 1992; DeAngelo i sur. 1997). Do danas nisu provedene studije na ljudima o Stetnim
utjecajima na zdravlje ljudi uzrokovano izloZenosti MCA u vodi za ljudsku potrosnju. Oralno ili
dermalno izlaganje koncentriranoj vodenoj otopini MCA ili MCA u krutom stanju izaziva ozbiljna
oStecenja na mjestu kontakta (diSni putevi, koza, gastrointestinalni trakt), koja mogu rezultirati
trovanje sa smrtnim ishodom. Akutno izlaganje MCA rezultira neuroloSkim simptomima,
gubitkom svijesti, kardiovaskularnim nepravilnostima ukljuéujuéi tahikardiju i hipotenziju
(Millischer i sur., 1987; Rogers, 1995; Kusch i sur., 1990). Koncentrirana MCA moZe uzrokovati
hidrolizu proteina i razaranje tkiva, nekrozu tkiva i sl. (Chapman i sur 2006). Akutno izlaganje

MCA nije vjerojatno (osim u iznimnim slu¢ajevima).

US EPA dikloroctenu kiselinu (DCA) navodi kao vjerojatni kancerogen (US EPA, 1998), a
Internacionalna agencija za istrazivanje raka (IARC) 2012. godine uvrstava DCA u 2B skupinu,
kao moguci kancerogen za ljude, na temelju ne adekvatnih dokaza o kancerogenosti kod ljudi,
ali dostatnih dokaza o karcinogenosti kod zivotinja (Guhaii sur., 2012). Studije koje su provodile
istrazivanje povezanosti izlozenosti DCA kod pokusnih zivotinja, pokazale su da su karcinom
jetre u Zivotinja bili najéesce utvrdeni u€inci DCA kod pokusnih zivotinja. Osim karcinoma jetre,
uoCene su pojave tumora kod bubrega i debelog crijeva kod pokusnih Zivotinja (Bull i sur.,
1990; DeAngelo i sur., 1991; Daniel i sur.,1992; DeAngelo i sur., 1999; Bull i sur., 2002; Wood
i sur., 2015; Wehmas i sur., 2017). Studije o genotoksi¢nim ucincima DCA in vitro i in vivo,
pokazale su da DCA vjerojatno posjeduje genotoksi¢ni potencijal. Malo je vjerojatno da
genotoksi¢nost DCA mozZe biti uzrokovana koncentracijama koje se nalaze u vodi za ljudsku
potrosnju, no genotoksicnost DCA je primijecena pri vis§im dozama i najéeS¢e u stanicama jetre
(Herbert i sur., 1980; Giller i sur., 1997; Kargalioglu i sur., 2002; Ono i sur., 1991; Nelson i Bull,
1988; Nelsoni sur., 1989; Chang i sur., 1992; Hassoun i Dey, 2008). Reproduktivna toksi¢nost,
toksi¢nost za jetru i neurotoksi¢nost uoCena je kod pokusnih zZivotinja koje su bile izlozene
DCA (Cicmanec i sur., 1991; DeAngelo i sur., 1991; Daniel i sur.,1992; DeAngelo i sur., 1999;
Hassoun i sur.,2010). No, malo je vjerojatno da ucinci koju su uo€eni kod pokusnih zZivotinja
koje su izlozene DCA imaju isti i na ljude koji su kroni¢no izloZzeni unosu DCA kroz vodu za
ljudsku potroSnju, jer se radi o malim koncentracijama u odnosu na doze koje su davane

pokusnim zivotinjama tijekom izvodenja studija.

DeAngelo i suradnici (2008) proveli su studiju kroni¢ne izloZenosti pokusnih Zivotinja (miSeva)
trikloroctenoj kiselini u vodi za ljudsku potroSnju, gdje je uo€eno da TCA uzrokuje karcinom
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jetre. Takoder, provedene su nekolicine studija na Zivotinjama gdje je uoCeno nastajanje
tumora jetre, kod pokusnih zivotinja, nakon kroni¢nog izlaganja zivotinja TCA (Herren-Freund
i sur., 1987; Bull. i sur., 1990; Pereira, 1996; Bull i sur., 2002). Studije provedene na
zivotinjama, radi utvrdivanja genotoksi¢nosti TCA pokazuju razliCite rezultate. Vecéina in vitro
studija pokazuju negativni ishod genotoksi¢nosti TCA (Giller i sur., 1997; Harrington-Brock i
sur., 1998; Varshney i sur., 2013; Stalter i sur.,2016) dok in vivo studije ukazuju na pozitivan
ishod genotoksi¢nosti TCA (Gilleri sur., 1997; Nelson i Bull, 1988; Chang i sur., 1992; Hassoun
i sur., 2014; Hu i sur., 2017). Pozitivni genotoksicni ishodi, in vivo studija, mogu biti posljedica
koriStenja visokih doza TCA tijekom studija ili kao rezultat djelovanja metabolita TCA, DCA koji
je dokazano genotoksi¢an kod Zivotinja in vitro. IARC 2012. godine uvrstava TCA u 2B skupinu
,moguce kancerogeno za ljude“ na temelju provedenih studija na Zivotinjama (Guha i sur.,
2012). Istrazivanja navode da nema povezanosti kronic¢ne izloZzenosti TCA putem vode za

ljudsku potrosnju i pojave raka.

Studije kancerogenosti za monobromoctenu kiselinu (MBA) nisu provedene, no postoje jaki
dokazi o genotoksi¢nim ucincima in vitro. Usporedbom relativnhe mutagenosti SHAA, utvrdeno
je da su HAA koje imaju brom u svom sastavu viSe mutagene i citotoksi¢ne za razliku od HAA
koje sadrze klor (Kargalioglu i sur., 2002; Plewa i sur., 2002; Plewa i sur., 2004; Plewa i sur.,
2010; Zhang i sur., 2010; Prochazka i sur., 2015). Obzirom da su provedene studije
kancerogenosti, za HAA koje su manje genotoksi¢ne (DBA, DCA i TCA) ukazuju na

kancerogeno djelovanje, postoji mogucnost da bi MBA mogao imati kancerogeni ucinak.

Nacionalni toksikoloski program Sjedinjenih ameri¢kih drzava (eng. National Toxicology
Program, NTP, 2018) zaklju€uje da je dibromoctena kiselina (DBA) karcinogen za ljude na
temelju provedenih studija na pokusnim Zivotinjama. Karcinogenost je primijeCena kod
kroni¢nog izlaganja Zivotinja DBA putem vode za ljudsku potrosnju. UoCena je pojava tumora
na jetri i pluéima, kao i pojava leukemije i malignih nakupina kod Zivotinja koje su bile izloZene
DBA (Melnick i sur., 2007; NTP, 2007). Takoder, uo€ena je razvojna i reproduktivna toksi¢nost
kod Zivotinja, pri izlaganju viSim dozama (Bodensteiner i sur., 2004; Veeramachaneni i sur.,
2007). Prosjecne koncentracije DBA u vodi za ljudsku potroSnju ne predstavljaju rizik, odnosno

nemaju potencijalno kancerogeno djelovanje.

Studije na ljudima za pojedine HAA su rijetke i nedovoljne da bi se odredeni loSi u€inci pripisali
kroni€nom izlaganju HAA u vodi. No provedene studije koje povezuju izloZenost ljudi razli¢itim
DBP putem vode za ljudsku potro$nju, usko su povezane s razvojnom toksi¢nosti,
reproduktivnom toksicnosti i kancerogenoj aktivnosti (Quist i sur., 2018). Takvi u€inci ne mogu
se pripisati djelovanju samo jedne HAA, nego se smatra da su takvi ucinci na zdravlje ljudi,
posljedica dugotrajnog izlaganja smjesi DBP u vodi za pice, od kojih su HAA jedni od glavnih

predstavnika.
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Djeca i dojenCad predstavlja osjetljivu populaciju, koja je u veéem riziku izloZzenosti HAA i
Stetnih utjecaja na zdravlje, zbog vece stope unosa vode za ljudsku potro$nju u odnosu na
njihovu tjelesnu masu. Takoder, izlozenost HAA, u ranoj dobi predstavlja veci rizik od raka za

razliku od izlozenosti odrasle osobe, odnosno opcée populacije.
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3.1. Zadatak

Zadatak ovog diplomskog rada je:

= razviti analiti¢ku metodu za odredivanje pet halooctenih kiselina (5HAA) prisutnih u
dezinficiranoj vodi &ije su maksimalne koncentracije u vodi namijenjenoj za ljudsku
potroSnu, propisan Direktivom (EU) 2020/2184,

= provesti validaciju razvijene analititke metode za svaku pojedinu halooctenu
kiselinu, kroz parametre validacije i

= provesti kvalitativno i kvantitativno odredivanje koncentracija 5 halooctenih kiselina
prisutnih u uzorcima koji su uzeti na podrucju Osjecko-baranjske Zupanije i grada

Zagreba.

Metoda je razvijana i validirana na Nastavnom zavodu za javno zdravstvo Dr. Andrija Stampar

u Zagrebu.

3.2. Analiticka metoda

Analizirane halooctene kiseline su monokloroctena kiselina, dikloroctena kiselina, trikloroctena
kiselina, monobromoctena kiselina i dibromoctena kiselina, a odredene su prema modificiranoj
metodi koju je izdala US EPA, Metoda 552.3. (2003b). Determinacija halooctenih kiselina i
dalapona (2,2-diklorpropionska kiselina) u vodi za ljudsku potrodnju tekuc¢insko—teku¢nskom
mikroekstrakcijom, derivatizacijom i plinskom kromatografijom s detektorom zahvata

elektrona.

Princip ove metode je ekstrahirati halooctene kiseline iz vode u metil-tert-butil-eter (MTBE)
sloj, nakon Cega slijedi metilacija halooctenih kiselina u odgovaraju¢e metilne estere, pomocu
metanola uz dodatak sumporne kiselina kao katalizator te odredivanje udjela metilnih estera

halooctenih kiselina plinskom kromatografijom s detektorom zahvata elektrona (GC-ECD).

Tijekom razvijanja i validacije metode, za odredivanje HAA koriStena je modificirana US EPA

metoda 552.3, zbog svoje prakti¢nosti i manjeg rizika izlozenosti analiti¢ara toksi¢nim tvarima.
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3.3. Materijali i oprema

3.3.1. Standardi i reagensi

Certificirani referentni materijal s analitima od interesa visoke Cisto¢e (99 %), kupljeni su od
Absolute Standards, dolaze u smjesi od 10 HAA (monokloroctena kiselina, dikloroctena
kiselina, trikloroctena kiselina, monobromoctena kiselina, dibromoctena kiselina,
tribromoctena  kiselina, bromokloroctena  kiselina, klorodibromoctena  kiselina,

bromodikloroctena kiselina i 2,2-diklorpropionska kiselina), u MTBE-u .

Metil esteri halooctenih kiselina koriSteni za kalibracijsku krivulju, visoke Cisto¢e (99 %), dolaze
u smjesi od 6 metil estera halooctenih kiselina (metil-kloracetat, metil-dikloracetat, metil-
trikloracetat, metil-bromacetat, metil-bromokloracetat, metil-dibromacetat) otopljeni u MTBE-
u, u koncentracijama od 100 ug/mL za svaki pojedini metil eter. Metil esteri HAA kupljen su od
Absolute Standards.

Metilni esteri HAA i analiti od interesa HAA se ¢uvaju na temperaturama od 0 °C, na tamnom
i suhom mjestu. UltraCista voda koja je koriStena tijekom procesa razvoja metode dobivena je
pomocu uredaja za proizvodnju demineralizirane vode (Evoqua Water Technologies GmbH,
Gunzburg, Njemacka) koji se koristi u Nastavnom zavodu za javno zdravstvo Dr. Andrija

Stampar.
U radu su koristeni sljedeci reagensi:

e natrijev sulfat pentahidrat (Na>S203 x 5H.0)

o metil-tert-butil-eter (MTBE) visoke Cistoce,

e koncentrirana 95 %-tna sumporna kiselina (H2SO.) ,
¢ natrijev sulfat (Na>-SO4) granulirani,

e 10 %-tna sumporna kiselina u metanolu,

e zasi¢ena otopina natrijeva bikarbonata (Na2COs) i

e 15 %-tna otopina natrijeva sulfata (Na-SQO4) pripremljena s ultraistom vodom.

Tijekom izvedbe metode, vazno je pridrzavati se mjera opreza, noSenja zastitne odjece,
zastitnih rukavica, obavezan je rad sa reagensima unutar uklju¢enog digestora, koristiti Cisti i

ispravni pribor i uredaje.
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3.3.2.Aparatura i oprema

Analiza je provedena na Shimadzu GC2010+ plinskim kromatografom s detektorom zahvata
elektrona. Kolona Rxi-XLB serijskog broja 1647890 koristena tijekom analize. Kapilarna kolona
s polarnom stacionarnom fazom duljine 30 m, unutarnjim promjerom 0,25 mm, debljinom filma
od 0,25 ym i maksimalnom temperaturom rada od 360 °C koriStena je za razdvajanje analita.
Injektiranje uzorka je napravljeno u splitless modu, uz plin nosioc dusik (N2) Cistoce od 99,99
% Cistoce. Plinski kromatograf koji je koristen tijekom izrade metode i analize uzoraka prikazan

je na Slici 2.

F

Slika 2 Plinski kromatograf Shimadzu GC2010+ s detektorom zahvata elektrona koji je

koriSten u analizi uzoraka

3.4. Uzorkovanje

Uzorci se prikupljaju u spremnik za uzorke, odnosno u plasti¢nu bocu, minimalnog volumena
50 mL, koji ima obloZeni ¢ep s navojem. Prije izuzimanja uzorka, u bocu za uzorke dodaje se

par kristala natrijeva sulfata pentahidrata (Na>S.03; x 5H-0).

U bocu za uzorke treba dodati dovoljna koliina natrijeva sulfata pentahidrata, kako bi se
neutralizirao preostali slobodni klor, odnosno kako ne bi doSlo do naknadnog nastajanja
halooctenih kiselina u uzorku tijekom transporta do laboratorija te radi konzerviranja uzorka
(mikrobioloska stabilnost).
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Boca se napuni s uzorkom, tako da se natrijev sulfat pentahidrata, ne ispere. Bocu s uzorkom,
nije potrebno potpuno popuniti, odnosno potpuno ostaviti bez zraka jer HAA nisu hlapljive te

nema opasnosti od gubitka HAA iz uzorka.

Prilikom uzimanja uzorka iz slavine, potrebno je ukloniti perlator. Slavina se otvara i pusta da
se sustav ispere kako bi se temperatura stabilizirala oko 3 — 5 min prije prikupljanja uzorka u
bocu. Prilikom uzimanja uzorka iz drugih vodenih izvora (jezera, bunari, bazeni, rijeke i dr.)
potrebno je izuzeti uzorak u bocu od 1 L sa Sirokim grlom i paZljivo prebaciti reprezentativan
uzorak vode u bocu s Na>S;03 x 5H>0 kao stabilizatorom. Nakon uzimanja uzorka boca se

zatvara i protrese rukom oko 15 s.

Uzorci tijekom otpreme do laboratorija moraju biti ohladeni na temperaturu od 10 °C tijekom
prvih 48 h nakon prikupljanja i zasti¢eni od svjetla. Uzorci koji se pohranjuju u laboratorij moraju
se drzati na temperaturi ispod 6 °C, zasti¢eni od svjetla i ne smiju se zamrzavati. Uzorci nakon
izuzimanja i zaprimanja u laboratorij, moraju se skladistiti po navedenim uvjetima te analizirati
unutar 14 dana (US EPA, 2003b).

3.5. Postupak pripreme uzorka za analizu

Postupak pripreme uzorka za analizu halooctenih kiselina sastoji se od dvije klju¢ne faze:

o ekstrakcija halooctenih kiselina iz uzorka vode i

e metilacija uzorka metanolom uz dodatak sumporne kiseline.

Tekucinsko—tekucinska ekstrakcija halooctenih kiselina prisutnih u uzorku vode provodi se
ekstrakcijskim otapalom (MTBE). Halooctene kiseline iz vode prelaze u MTBE u obliku
slobodnih kiselina. Zatim se provodi metilacija, odnosno Fisherova esterifikacija, metanolom
uz dodatak sumporne kiseline kao katalizator, koji se dodaje u velikom suviSku kako bi se
svaka molekula halooctene kiseline iz uzorka u potpunosti prevela u srodne metilne estere.
Ucinkovitost metilacije moze imati veliki u¢inak na to€nost i preciznost metode, kao i krajnjih

rezultata.

Ispravno provodenje svakog koraka pripreme uzorka, kao i analize ekstrakta na GC-ECD,
vazno je, kako bi krajnji rezultat imao $to tocnije i istinitije vrijednosti. Shema pripreme uzorka
prikazana je na Slici 3, a u nastavku rada je detaljnije pojasSnjen svaki pojedinacni korak

pripreme uzorka.
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Uzorak (20 mL)

&

Konc. Sumporna kiselina (HS804 )2 1,1 mL ; pH=05

-
Granulirani Natrijev sulfat (Na;S0) 29 g

!

Muckanje dok se Na;SO ne otopi u potpunosti

Tekucinsko - tekucinska ekstrakcija
Metil-tert-butil-eter (MTBE) 23 mL

Odvajanje slojeva

v

Metilacija uzorka kiselim metanolom
Gornji sloj ekstrakt -1 mL
*

10% sumporna kiselina u metanolu (H2SO4u CHyOH) 31 mL

Vodenja kupel) 50 *C na 2h
Hiadenje uzoraka 10 min na 4°C

l

15% Narijev sulfat (Na;S0,) »2.35 mL

Zasicena otopina natrijeva bikarbonata (Na;COy) =350 uL
|

lzdvajanje gornjeg sloja

!

Ekstrakt =500 puL

|

Analiza uzorka

'

Injektira se 1 pL u GC-ECD

Slika 2 Shematski prikaz postupka pripreme uzorka vode za analizu

3.5.1. Ekstrakcija uzorka

Skladisten uzorak potrebno je izvaditi kako bi se temperirao na sobnu temperaturu, odnosno,
kako bi se temperatura uzorka uravnotezila s radnom temperaturom. Kod ekstrakcije uzorka,
svi postupci se rade unutar digestora, zbog hlapljivosti odredenih reagenasa koja mogu imati
toksi¢ni uc¢inak. Kod razvoja metode i validacije, umjesto uzoraka koristi se ultracista voda kojoj
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se dodaju analiti od interesa, slobodne HAA otopliene u MTBE. Prilikom svake analize uzorka
ili razvoja metode potrebno je napraviti slijepu probu, odnosno pripremiti uzorak destilirane ili
ultraCiste vode prema svim navedenim koracima koji su navedeni kod postupka pripreme

uzorka za analizu.

20 mL uzorka stavlja se u Cistu plasti¢nu kivetu od 60 mL koja ima oblozeni ¢ep s navojem. U
uzorak dodaje se 1,1 mL koncentrirane sumporne kiseline (H.SO.), tako da pH uzorka bude

manji od 0,5.

Nakon dodatka konc. H.SO. potrebno je odmah dodati 9 g prethodno izvaganog natrijevog
sulfata (Na>S0O.), kako bi se Na,SO4 bolje otopio, zbog porasta temperature smjese koja se
dogada prilikom egzotermne reakcije izmedu uzorka (vode) i konc. HoSO4. Na>SO4 se dodaje
uzorku kako bi se ionska jakost vodene faze povecala i potaknula prijelaz halooctenih kiselina
iz uzorka u organsku fazu. Nakon dodatka Na>SO4 potrebno je dobro promuckati sadrzaj dok

se sav NaxSOg4 ne otopi.

Nakon S§to se sva sol otopi, dodaje se 3 mL ekstrakcijskog otapala, odnosno MTBE, te je
potrebno dobro izmijeSati faze kako bi se halooctene kiseline §to bolje ekstrahirale u otapalo.

Pricekati da se faze odvoje otprilike 5 min.

3.5.2. Metilacija uzorka metanolom uz dodatak kiseline

Nakon sto su se slojevi odvojili, 1 mL gornjeg sloja se izdvaja pomocu mikropipete u staklenu
epruvetu koja ima obloZeni ¢ep s navojem. Nakon izdvajanja, gornjem MTBE sloju dodaje se
1 mL 10 %-tne H2SO4 u metanolu. Svaku epruvetu, nakon dodavanja metanola s kiselinom

kao katalizator, potrebno dobro promuckati kako bi metilacija bila $to u€inkovitija.

Halooctene kiseline prisutne u uzorku metilacijom se prevode u odgovarajuc¢e metilne estere.
Staklene epruvete stavljaju se u vodenu kupelj na temperaturu od 50 °C i zagrijavaju 2 h.
Temperatura metilacije, ne smije se povec¢avati zbog niske to¢ke vrelista MTBE, kako ne bi
doslo do gubitka MTBE sloja, a time i netonih rezultata. Niza temperatura metilacije takoder

nije preporucljiva zbog uc€inkovitosti metilacije koja se povecava s porastom temperature.

Nakon isteka 2 h epruvete se uklanjaju s izvora grijanja (vodena kupelj) te se ostave da se

ohlade na 4 °C oko 10 min.

U ohladene epruvete s uzorkom dodaje se 2,35 mL 15 %-tna Na>SO4. Zatim je potrebno
sadrZaj epruvete lagano izmuckati. Nakon Sto se slojevi odvoje, donji sloj (kiselu vodenu
metanolnu fazu) ukloniti i odbaciti, koristenjem Pasteurove staklene pipete. Donji sloj uklanja

se do zaostajanja zadnje kapi vodenog sloja u epruveti. Nakon izdvajanja donjeg sloja, dodaje
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se 350 yL Na>CO3 u epruvetu s ekstraktom, nakon toga je potrebno izmije$ati slojeve kako bi

se ekstrakt u potpunosti neutralizirao.

Nakon odvajanja slojeva, gornji sloj ekstrakta se izvlaci, oko 500 uL i stavlja u bocice za
automatsko uzorkovanje (vajale). Nakon §to su ekstrakti pripremljeni, stavljaju se na analizu,
ili se mogu C€uvati na -10 °C zasti¢eni od svjetla te analizirati unutar 21 dan od ekstrakcije

uzorka.

3.6. Analiza ekstrakta uzorka

Pripremljeni ekstrakt uzorka analizira se u plinskom kromatografu s detektorom zahvata
elektrona. Pripremljeni ekstrakt uzorka stavlja se na postolje kromatografa za analizu.
Injekcijski volumen uzorka je 1 pyL. Analiza svakog uzorka traje 40 minuta. Kolona se nalazi u
temperiranom prostoru pecnice. Temperatura peci, a time i kolone kreée se od 50 °C do 200
°C. Pocetna temperatura kolone je 50 °C i zadrzava se jo§ dodatnih 15 minuta. Nakon 15
minuta od poCetka analize, temperatura kolone raste iducih 10 minuta, do temperature od 200
°C na kojoj se zadrzava do kraja analize. U Tablici 1 su prikazani temperaturni rezimi kolone
kroz vrijeme, dok je na Slici 4 prikazan graficki prikaz temperature kolone tijekom vremena

trajanja analize. Plin nosioc, odnosno mobilna faza je dusSik (N.), visoke Cistoce.

Tablica 1 Temperaturni rezim kolone kroz vrijeme

Vrijeme trajanja analize Temperatura peci tijekom Vrijeme zadrzavanja
(min) analize (°C) temperature (min)
0 50 15
15 50 10
25 200 15
40 200 -
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250
200
150
100

50

0 10 20 30 40 50

Temperatura pedi kolone [*C)

Wrijeme trajanja analize (min)

Slika 3 Grafi¢ki prikaz temperaturnog rezima kolone u odnosu na vrijeme provodenja analize

Halooctene kiseline u uzorku, odnosno njihovi metil esteri, detektiraju se detektorom zahvata
elektrona (ECD). Usporedbom vremena zadrzavanja (RT - predstavlja vrijeme izmedu
injektiranja ekstrakta uzorka i pojave signala, pika na detektoru) analizirane komponente
(pikova) u kromatogramu uzorka, s vr.emenom zadrzavanja iste komponente u standardnoj
otopini odredivanih 5HAA, ¢ija su RT prije utvrdena s referentnom otopinom pojedinaénih metil

estera koja je mjerena pod istim uvjetima.

Ako kromatogram ekstrakta uzorka ne sadrzi pik u RT za specifiénu tvar na koloni, tada se
smatra da analit u ekstraktu uzorka nije detektiran. Ako se pik pojavi u odredenom RT na
kromatogramu ekstrakta uzorka, tada se smatra da je ciljani analit prisutan. Nakon zavrdene
analize ekstrakta uzorka, dobije se kromatogram iz kojega se mjeri dobivena povrsina analita
u odredenom RT. Usporedbom povrSine ispod pika u nepoznatom uzorku s povr§inom pika
poznate komponente istog, odgovarajuc¢eg RT i poznate koncentracije dobije se koncentracija
nepoznate supstance. 1z dobivene povrsine odreduje se koncentracija pojedinog metil estera

odnosno koncentracija pripadajuée HAA u uzorku.

Na Slici 5 prikazan je kromatogram za pojedine metilne estere pripadajuéih HAA.
Kromatogram prikazuje ovisnost odziva detektora o vremenu zadrZzavanja i volumenu spoja u
ekstraktu. Tablica 2 prikazuje popis 5 HAA s njihovim odgovarajuéim metilnim esterima i

njihovo vrijeme zadrzavanja.
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Tablica 2 Vrijeme zadrzavanja pet halooctenih kiselina i njihovih odgovarajucih metil ester

HALOOCTENE KISELINE METIL ESTERI RECENE Z(Q'i?‘?ZAVANJA
Monoklorooctena kiselina Metil-kloracetat 4,41
Monobromoctena kiselina Metil-bromacetat 6,60
Dikloroctena kiselina Metil-dikloracetat 7,00
Trikloroctena kiselina Metil-trikloracetat 11,33
Dibromoctena kiselina Metil-dibromacetat 18,61
. . . .
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Slika 4 Kromatogram odziva metilnih estera halooctenih kiselina ovisno o vremenu

zadrZavanja i volumenu

3.7. Slijepa proba

Prije pogetka provodenja analize uzorka, potrebno je dokazati da su laboratorijski reagensi
relativno bez kontaminacije, provodenjem slijepe probe. Slijepa proba podrazumijeva
provedbu cijelog postupka, bez ispitnog uzorka ili uz odgovarajuéi volumen otapala umjesto
uzorka. Uzorak za pripravu slijepe probe je ultradista voda koja prolazi cijeli postupak kao i svi
redovno analizirani uzorci, samo u njoj ne oCekujemo halooctene kiseline. Slijepa proba se
radi uz svaku seriju analiziranih uzoraka. Oc¢itana povrsina prisutnih analita u uzorku slijepe
probe, se oduzima od ocitane povrsine analita u uzorku, prilikom izraunavanja koncentracija
pojedinih halooctenih kiselina u uzorku vode (US EPA, 2003b). U uzorku slijepe probe ocitana

je mala koncentracija dikloroctene kiseline (0,09 pg/L) koja je ispod granice kvantifikacije (GK
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= 0,45 ug/L) te se moze zakljuciti da su laboratorijski reagensi relativno bez kontaminacije.

Slika 6 prikazuje kromatogram slijepe probe.
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Slika 6 Kromatogram slijepe probe

3.8. Validacija metode

Validacija metode slijedi nakon razvoja analiticke metode, ona predstavlja proces utvrdivanja
prikladnosti metode koridtenje u odredenu svrhu. Validacija je provedena kroz parametre
linearnosti, preciznosti, to¢nosti i selektivhosti, odredena je granica kvantifikacije (GK) i
odredeno je podrucje primjene metode. Validacijski parametri odredeni su za svaku pojedinu
halooctenu kiselinu (MCA, MBA, DCA, TCA i MBA).
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4. Rezultati

4.1. Rezultati validacije metode

4.1.1. Linearnost

Linearnost metode se definira kao sposobnost metode da unutar odredenog radnog podruéja
daje ispitne rezultate proporcionalne koncentracijama trazenih analita u uzorku. Linearnost se
odreduje vizualno grafiCkim i matemati¢kim statistiCkim postupcima. Mjerenjem odziva na
razli€itim poznatim koncentracijama certificiranog referentnog materijala, u najmanje 5 to¢aka
odnosno koncentracijskih razina, uz ponavljanja (n) minimalno 3 puta. Linearnom regresijom
izraZava se jednadZbom pravca y = ax + b, gdje a parametar predstavlja nagib pravca,
odnosno parametar koji ukazuje na osjetljivost metode, parametar b predstavlja odsjecak
pravca koji ukazuje na sustavnu pogresku. Uvjet koji je potrebno zadovoljiti kako bi mogli
utvrditi da je metoda linearna, naziva se koeficijent korelacije (k), Cija vrijednost mora biti k =
0,995 (Lazaric, 2012).

Iz certificiranog referentnog materijala razrjedenjem u MTBE pripremaju se radni kalibracijski
standardi, koji sadrZze 6 metil estera halooctenih kiselina. Linearnost metode ispitana je
uzastopnim injektiranjem (n=3) radne otopine metil estera halooctenih kiselina, u 5 razli€itih
koncentracijskih razina 3 ng/mL (GK), 10 ng/mL , 30 ng/mL , 50 ng/mL i 100 ng/mL (0,45 ug/L
(GK), 3 pg/L, 7,5 ug/L i 15 pg/L). Najniza kalibracijska to¢ka nalazi se na granici kvantifikacije
(GK). Graficki prikaz kalibracijskih krivulja, izracunata jednadzba pravca i koeficijent korelacije
(k) za svaki odredivani metil ester za 5HAA je prikazan na Slici 7, Slici 8, Slici 9, Slici 10 i
Slici 11.

METIL-KLORACETAT
5‘}: _F_'_,_.a—'“"'f-#d--r-
40 _H_ﬂ—-—""'_r
20; _F_ﬂ__.r-’"f;
P
Y =3590.7123X + 1668.279
k=0.9981315

Slika 7 Grafi¢ki prikaz odredivanja linearnosti za metil-kloroacetat
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METIL-TRIKLORACETAT
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Y =8401.047X + -13210.61
k=0.9971514

Slika 8 Graficki prikaz odredivanja linearnosti za metil-trikloroacetat

METIL-BROMACETAT
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204
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Y =4161.835X + 3622.89
k=0.9957469

Slika 9 Graficki prikaz odredivanja linearnosti za metil-bromoacetat

METIL-DIBROMACETAT

o -V/

3 o @ @ 4 & 6 7 o % Tone
Y =7174.245X +-10414.18
k=0.9973106

Slika 10 GrafiCki prikaz odredivanja linearnosti za metil-dibromoacetat
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Slika 11 Graficki prikaz odredivanja linearnosti za metil-dikloroacetat

4.1.2. Granica kvantifikacije

Granica kvantifikacije (GK) metode predstavija najmanju koli¢inu analita koja se mozZe

kvantificirati uz odredenu toénost i preciznost (Lazari¢, 2012). Iskoridtenje (R) na granici

kvantifikacije mora zadovoljiti uvjet 50 % < R < 150 %, vrijednost za relativhu standardnu

devijaciju (RSD %), odnosno vrijednost ponovljenih analiza uzoraka, mora biti manja od 20 %

(RSD % <20 %) (US EPA, 2003b).

Granica kvantifikacije metode ispitana je viSestrukim razrjedivanjem otopina halooctenih

kiselina, te uzastopnim injektiranjem (n=6) radnih otopina koja odgovara granici kvantifikacije

0,45 pg/L. U Tablici 3 rezultat je izrazen za svaku pojedinu halooctenu kiselinu, prikazana su

vrijednosti za iskoriStenje (R) i vrijednost relativne standardne devijacije (RDS %).
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Tablica 3 Rezultati odredivanja granice kvantifikacije (GK) metode

Izmjerena koncentracija (ug/L) 0,37 0,42 0,41 0,36 0,44 0,41 0,40 0,03 8%

Iskoristenje (R) 82% | 93% | 92% | 79% | 99% | 90% | 89% 7% 8%

Izmjerena koncentracija (ug/L) 0,58 0,57 0,58 0,55 0,57 0,56 0,57 0,01 2%

Iskoristenje (R) 128% | 126% | 129% | 123% | 126% | 125% | 126% 2% 2%

Izmjerena koncentracija (ug/L) 0,44 0,45 0,47 0,43 0,45 0,45 0,45 0,01 3%

Iskoristenje (R) 97% 99% | 104% | 96% | 100% | 101% | 99% 3% 3%
Izmjerena koncentracija (ug/L) 0,66 0,68 0,68 0,67 0,67 0,67 0,67 0,01 1%
Iskoristenje (R) 147% | 150% | 150% | 150% | 149% | 149% | 149% 1% 1%
Izmjerena koncentracija (ug/L) 0,65 0,66 0,65 0,67 0,67 0,67 0,66 0,01 1%
Iskoristenje (R) 144% | 146% | 144% | 148% | 148% | 148% | 146% 2% 1%

A=aritmeti¢ka sredina

STdev =standardna devijacija



4. Rezultati

4.1.3. Preciznost

Preciznost metode definira se kao stupanj slaganja izmedu niza nezavisnih mjerenja, pod
unaprijed odredenim propisanim uvjetima, iz istog homogenog uzorka (Pravilnik o provodenju
analitickih metoda i tumacenju rezultata, NN 2/2005). Preciznost metode razlikuje se ovisno o

uvjetima u kojima se odreduje:

= ponovljivost ili preciznost pod uvjetima ponovljivosti provodi se pod uvjetima
gdje pripremu uzorka provodi isti analitiCar, koristenjem istu laboratorijsku
opremu i istu metodu na istovjetnim ispitivanim uzorcima, u kratkom
vremenskom razdoblju i

= medupreciznost, koja se definira kao preciznost ostvarena unutar istog

laboratorija u duliem vremenskom razdoblju (Lazari¢, 2012).

Koriste¢i dobivene rezultate pojedinih mjerenja, izraCunava se standardna devijacija (STdev)
i relativna standardna devijacija (RSD %) za svaku pojedinu od 5HAA. US EPA (2003b)
propisuje da RSD % za svaku odredivanu halooctenu kiselinu, mora biti manja od 20 % kako

bi metoda bila precizna. Ako je RSD % > 20 % tada se smatra da je metoda neprecizna.

4.1.3.1. Ponovljivost (Repetibilnost)

Preciznost metode pod uvjetima ponovljivosti provedena je u kraéem vremenskom razdoblju,
mjerenjem otopina poznate koncentracije pojedinih halooctenih kiselina. Pripremljeno je 6
otopina koncentracije 15 ug/L te su njihove izmjerene koncentracije za pojedine halooctene
kiseline dane u Tablici 4 te su prikazana i iskoristenja. 1z dobivenih rezultata izradunate su
srednje vrijednosti izmjerenih koncentracija i iskoridtenja, standardna devijacija (STdev) i

relativna standardna devijacija (RSD %) za svaku odredivanu HAA.
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4. Rezultati

Tablica 4 Rezultati ponovljivosti metode otopinom 5HAA poznate koncentracije 15 ug/L u

kracem vremenskom razdoblju

Izmjerena

koncentracija
(uglL)

12,70

12,10

11,06

10,71

11,49

11,98

11,67

0,67

6%

IskoriStenje
(%)

85%

81%

74%

1%

7%

80%

78%

4%

6%

Izmjerena

koncentracija
(ngll)

14,18

12,52

12,15

12,49

13,33

11,65

12,72

0,82

6 %

Iskoridtenje
(%)

95%

83%

81%

83%

89%

78%

85%

5%

6%

Izmjerena

koncentracija
(Hg/L)

17,68

15,87

15,43

14,71

15,36

16,24

15,88

0,93

6%

Iskoridtenje
(%)

118%

106%

103%

98%

102%

108%

106%

6%

6%

Izmjerena

koncentracija
(Hg/L)

13,96

14,85

14,46

14,74

14,99

16,19

14,87

0,68

5%

Iskoristenje
(%)

93%

99%

96%

98%

100%

108%

99%

5%

5%

Izmjerena

koncentracija
(wgll)

18,26

18,04

17,82

18,03

17,25

18,38

17,96

0,36

2%

Iskoristenje
(%)

122%

120%

119%

120%

115%

123%

120%

2%

2%

A=aritmeti¢ka sredina

STdev =standardna devijacija
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4.1.3.2. Medupreciznost

Intermedijarna preciznost ili medupreciznost metode odredena je mjerenjem (n=6) otopine
halooctenenih kiselina poznate koncentracije 7,5 ug/L, kroz duze vremensko razdoblje (unutar
mjesec dana). |z dobivenih rezultata mjerenja izraCunata je srednja vrijednost izmjerenih
koncentracija i iskoriStenja, standardna devijacija (STdev) i relativna standardna devijacija
(RSD %) za svaku od 5HAA. U Tablici 5. prikazani su rezultati mjerenja medupreciznosti

metode za odredivanje halooctenih kiselina u vodi.
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4. Rezultati

Tablica 5 Odredivanje medupreciznsoti metode otopinom 5HAA poznate koncentracije 7,5
Mg/L kroz duze vremensko razdoblje

Izmjerena
koncentracija
(Hg/lL)

Iskoristenje
(%)

73%

96%

97%

93%

90%

93%

90%

8%

9%

Izmjerena

koncentracija
(Hg/L)

7,25

7,41

7,42

7,19

6,73

6,96

7,16

0,25

3%

IskoriStenje
(%)

97%

99%

99%

96%

90%

93%

7,16

3%

3%

Izmjerena
koncentracija
(Mg/L)

7,75

9,60

9,28

8,45

8,52

8,66

8,71

0,60

7%

IskoriStenje
(%)

103%

128%

124%

113%

114%

115%

116%

8%

7%

Izmjerena
koncentracija
(wg/L)

5,61

8,63

8,14

7,47

8,14

8,76

7,79

1,06

14%

IskoriStenje
(%)

75%

115%

108%

100%

109%

117%

104%

14%

14%

Izmjerena
koncentracija
(wg/L)

6,72

8,40

9,46

8,62

5,72

8,34

7,88

1,26

16%

IskoriStenje
(%)

90%

112%

126%

115%

76%

111%

105%

17%

16%

A=aritmeti¢ka sredina

STdev =standardna devijacija
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4. Rezultati

4.1.4. Tocnost

ToCnost metode predstavlja stupanj podudaranja izmedu rezultata stvarne referentne
vrijednosti i srednje vrijednosti rezultata dobivenog ponavljanjem odreden broj puta (n)
(Lazari¢, 2012). Uvjet to¢nosti metode podrazumijeva da je iskoristenje (R) £ 30 %, odnosno
metoda je tocna ako je 70 % < R =130 % (US EPA, 2003b).

Tocnost metode provedena ponavljanjem mjerenja pripremljenih ekstrakta standardne otopine
u viSe razli¢itih koncentracija 3 ug/L, 7,5 pg/L i 15 ug/L (za svaku koncentraciju pripremljene
su tri otopine 5SHAA poznate koncentracije). U Tablici 6 prikazane su vrijednosti izmjerene
koncentracije standardnih otopina i njihova iskoriStenja, za svaku odredivanu halooctenu

kiselinu.

Takoder, toCnost metode provedena je analizom pripremljenih ekstrakta 6 standardnih otopina,
u koju je dodana poznata koncentracija 3 pg/L za svaku od 5HAA. Rezultati mjerenja za svaku

pojedinu halooctenu kiselinu prikazani su u Tablici 7.
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Tablica 6 Odredivanje tocnosti metode za odredivanje halooctenih kiselina u vodi poznate
koncentracije 3 pg/L, 7,5 pg/L i 15 ug/L

Izmjerena koncentracija
(Hg/L)

3,25 2,89 3,26 6,98 6,72 6,97 | 12,70 | 12,10 | 11,06

Iskoristenje (R) 108% | 96% | 109% | 93% | 90% | 93% | 85% | 81% | 74%

Izmjerena koncentracija
(ug/L)

Iskoristenje (R) 90% | 88% | 95% | 96% | 90% | 93% | 95% | 83% | 81%

2,70 2,64 2,86 7,19 6,73 6,96 | 14,18 | 12,52 | 12,15

Izmjerena koncentracija

355 | 318 | 377 | 845 | 852 | 866 | 17,68 | 1587 | 1543
(Hg/L)

Iskoristenje (R) 118% | 106% | 126% | 113% | 114% | 115% | 118% | 106% | 103%

Izmjerena koncentracija

316 | 312 | 342 | 747 | 814 | 875 | 13,96 | 14,85 | 14,46
(HglL)

Iskoristenje (R) 105% | 104% | 114% | 100% | 109% | 117% | 93% | 99% | 96%

Izmjerena koncentracija

353 | 362 | 368 | 862 | 572 | 834 | 18,26 | 18,04 | 17,82
(HglL)

Iskoristenje (R) 118% | 121% | 123% | 115% | 76% | 111% | 122% | 120% | 119%
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Tablica 7 Odredivanje toCnosti metode za odredivanje halooctenih kiselina u vodi poznate
koncentracije 3 pg/L

Izmjerena koncentracija (ug/L) 3,1 2,63 3,41 3,27 3,10 3,50

Iskoristenje (R) 104% 88% 114% | 109% | 103% | 117%

Izmjerena koncentracija (ug/L) 2,93 2,33 2,78 2,45 2,72 2,96

IskoriStenje (R) 98% 78% 93% 82% 91% 99%

Izmjerena koncentracija (ug/L) 3,05 3,33 3,44 3,04 3,19 2,91

IskoriStenje (R) 102% | 111% | 115% | 101% | 106% 97%

Izmjerena koncentracija (ug/L) 3,01 2,90 2,92 3,24 3,45 3,50

Iskoristenje (R) 100% 97% 97% 108% | 115% | 117%

Izmjerena koncentracija (ug/L) 3,06 3,29 3,52 2,94 2,97 3,26

IskoriStenje (R) 102% | 110% | 117% 98% 99% 109%
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4.1.5. Selektivnost

Svojstvo metode da odredi zeljeni analit to¢no i specifi€no u prisutnosti drugih komponenta u
matrici uzorka naziva se selektivnost. Selektivna metoda je ona metoda kojom se moze
odrediti viSe Zeljenih analita, pod uvjetom da ti analiti prilikom odredivanja ne smetaju jedna
drugoj. Kod kromatografskih metoda selektivhost se dokazuje usporedbom odziva metode,

preko vremena zadrzavanja za pojedini analit (Lazari¢, 2012).

Nacin utvrdivanja selektivhosti metode provedena je usporedbom tri kromatograma metil
estera SHAA i tri standardne otopine SHAA poznate koncentracije. 1z kromatograma se oCitava
vrijeme zadrZavanja (RT) za svaku pojedinu HAA koja se odreduje. Kada je RT vrijeme za
odredeni analit u usporedenim kromatograma priblizno jednako tada mozZzemo reéi da je
metoda selektivna za odredivanje pojedinih HAA u uzorcima vode. Slika 12 i Slika 13 prikazuju
kromatograme i vrijeme zadrzavanja za svaku odredivanu HAA. U Tablici 8 usporedena su
RT za pojedinu HAA i utvrdeno je njihovo standardno odstupanije koje je neznatno i najveéem

slu€aju iznosi 0,02.
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Slika 12 Kromatogram ekstrakta metil estera pet halooctenih kiselina
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Slika 13 Kromatogram ekstrakta standardne otopine pet halooctenih kiselina

Tablica 8 Rezultati usporedbe vremena zadrZavanja Sest kromatograma pet halooctenih
kiselina

4,39 6,59 6,99 11,34 18,60
4,39 6,59 6,99 11,31 18,60
4,39 6,58 6,99 11,31 18,60
4,41 6,61 7,01 11,33 18,61
4,39 6,59 6,99 11,32 18,60
4,42 6,62 7,02 11,35 18,62
4,40 6,59 7,00 11,32 18,60
0,02 0,02 0,01 0,02 0,01
0,26% 0,26% 0,16% | 0,13% 0,04%

A=aritmeti¢ka sredina

STdev =standardna devijacija
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4.1.6. Podrucje primjene metode

Podruéje primjene metode predstavlja raspon koncentracija izmedu gornje i donje granice
analita koji se mogu kvantificirati uz odredenu to¢nost, linearnost i preciznost. Raspon za danu
metodu odredivanja halooctenih kiselina u vodi je 0,45 pg/L (GK) kao donja granica do 15 pg/L

kao gornja granica za svih pet halooctenih kiselina.

4.1.7. Sazetak rezultata validacijskih parametara

SaZeti prikaz rezultata validacijskih parametara metode je prikazano u Tablici 9 iz koje se

moze zakljuditi da je metoda primjenjiva za odredivanje 5 halooctenih kiselina u vodi.

Tablica 9 Rezultati validacijskih parametara metode za odredivanje halooctenih kiselina u vodi

Linearnost
MCA k =0,9981 DA
MBA k = 0,9957 DA
Koeficijent
k = 0,995 DCA k =0,9982 DA
korelacije
TCA k =0,9972 DA
DBA k =0,9973 DA
Granica kvantifikacije
R=79-99 %
MCA DA

RSD% = 8%

R=129 -123 %
MBA DA
RSD% = 2%
50% < R = 150%

GK R=96-104 %
RSD% < 20% DCA DA

RSD% = 3%

R=147-150 %
TCA DA
RSD% =1%

DBA R=144 - 148 % DA
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4. Rezultati

RSD% = 1%

Preciznost
MCA RSD% = 6% DA
MBA RSD% = 6% DA
Ponovljivost RSD% < 20% DCA RSD% = 6% DA
TCA RSD% = 5% DA
DBA RSD% = 2% DA
MCA RSD% = 9% DA
MBA RSD% = 3% DA
Medupreciznost RSD% < 20% DCA RSD% = 7% DA
TCA RSD% = 14% DA
DBA RSD% 16% DA
Tocnost
|Sk0ri§tenje MCA R=81-109 % DA
ponavljanje MBA R=81-96 % DA
mjerenja razli€itih
i 70% <R <130% DCA R=103 - 126 % DA
koncentracija
3 uglL, 7,5 pg/L i TCA R=96 - 114 % DA
15ug/l (n=9) DBA R=76-123 % DA
MCA R=88 - 117 % DA
Iskoritene
. MBA R=78-99 % DA
ponovljenog
mjerenja iste 70% <R <130% DCA R=97 -115 % DA
koncentracije TCA R=98-117 % DA
3 ug/L (n=6)
DBA R=97 - 117 % DA

Selektivnost

Metoda je selektivna za MCA, MBA, DCA, TCA i DBA.

Podrucje primjene

0,45 pg/L — 15 pg/L
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4.2. Rezultati uzoraka vode

Razvijenom i validiranom metodom za analizu halooctenih kiselina provedena je analiza

vodovodne vode na podrugjima OsjeCko-baranjske Zzupanije i grada Zagreba. Uzorci

vodovodne vode prikuplieni su u mjestima Beli Manastir, BeliS¢e, Dakovo, BPurdenovac,

Nasice, Valpovo i Zagreb. Uzorkovanje je provedeno prema navedenim naputcima opisanim

pod podnaslovom 3.4. Uzorkovanje. Kod uzoraka Beli Manastir i Burdenovac nije utvrdena

prisutnost niti jedne od odredivanih halooctenih kiselina. U uzorku vode iz NaSica utvrdena je

prisutnost svih 5 HAA, no utvrdena koncentracija MBA i TCA u uzorku je ispod granica

kvantifikacije (GK). U Tablici 10 prikazane su izmjerene koncentracije za svaku pojedinacnu

HAA i njihov zbroj.

Tablica 10 Koncentracije halooctenih kiselina u uzorcima vode

PODRIJETLO

BELI

(ng/L)

TR MANASTIR | BELISCE | DAKOVO | DURDENOVAC | NASICE | VALPOVO | ZAGREB

MONOKLOROCTENA
KISELINA (pg/L) 0,00 1,08 1,36 0,00 1,44 1,92 1,11
MONOBROMOCTENA
KISELINA (ug/L) 0,00 0,00 0,00 0,00 <GK 0,62 0,00
DIKLOROCTENA
KISELINA (pg/L) 0,00 0,00 1,86 0,00 0,59 9,47 0,00
TRIKLOROCTENA
KISELINA (ug/L) 0,00 0,00 6,64 0,00 <GK 8,97 0,00
DIBROMOCTENA
KISELINA (ug/L) 0,00 0,69 0,00 0,00 1,40 0,51 0,48
UKUPNI UDIO 5HAA

0,00 1,77 9,87 0,00 343 21,50 1,59

<GK- manje od granice kvantifikacije
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5. Rasprava

Postavljena metoda za odredivanje halooctenih kiselina u vodi validirana je za svaku pojedinu

halooctenu kiselinu kroz parametre validacije.

Linearnost metode je ispitana uzastopnim injektiranjem radne otopine metilnih estera
halooctenih kiselina u pet razli¢itih koncentracijskih razina. Najniza koncentracijska razina
nalazi se na utvrdenoj granici kvantifikacije (0,45 pg/L) za svih pet odredivanih halooctenih
kiselina. 1z dobivenih rezultata izradunate su jednadzbe pravca za svaku halooctenu kiselinu i
njihov koeficijent korelacije. Koeficijent korelacije za monokloroctenu kiselinu iznosio je
k=0,998, za dikloroctenu kiselinu k=0,998, za monobromoctenu kiselinu k=0,995, za
trikloroctenu kiselinu k=0,997 i za dibromoctenu kiselinu k=0,997. Iz dobivenih podataka
zakljuCuje se da je razvijena metoda linearna za svaki pojedini metilni ester, odnosno za svaku
odredivanu halooctenu kiselinu i da zadovoljava kriterij linearnosti (k =2 0,995) (Lazari¢, 2012),
takoder dobiveni podatci za koeficijent korelacije usporedivi su s rezultatima koji su dobili Liu i
sur. (2013) gdje je koeficijent korelacije u rasponu od 0,999 do 0,998 i Nikolaou i sur. (2002)
gdje je dobiven koeficijent korelacije u rasponu od 0,990 do 0,997.

Granica kvantifikacije za svaku halooctenu kiselinu izraCunata je uzastopnim injektiranjem
radnih otopina halooctenih kiselina koncentracije koja odgovara granici kvantifikacije. Granica
kvantifikacije za svaku halooctenu kiselinu iznosi 0,45 pg/L. Iskoristenje (R) na granici
kvantifikacije mora zadovoljiti uvjet 50 % < R < 150 % i vrijednost za relativhu standardnu
devijaciju mora biti manje od 20 % (US EPA, 2003b). Dobiveni rezultati mjerenja iskoristenja i
RSD % za monokloroctenu iznosi R= 79 - 99 %; RDS %= 8 %, za monobromoctenu kiselinu
R=129 - 123 %; RSD %=2 %, za dikloroctenu kiselinu R=96 - 104 %; RSD%=3 %, za
trikloroctenu kiselinu R=147 - 150 %; RSD%=1 % i za dibromoctenu kiselinu R=144 -148 %;
RSD%=1 %.

Na temelju dobivenih podataka za granicu kvantifikacije moze se zaklju€iti da odredena
granica kvantifikacije metode, zadovoljava uvjete to€nosti i preciznosti za svaku od pet
halooctenih kiselina. Dobivena granica kvantifikacije je usporediva s granicom kvantifikacije
koja je odredena u istrazivanju Kurajica i sur. (2019b) koja iznosi za dikloroctenu kiselinu,
trikloroctenu kiselinu, monobromoctenu kiselinu i dibromoctenu kiselinu 0,1 pg/L i za

monokloroctenu kiselinu 0,5 pg/L.

Mjerenje preciznosti metode pri uvjetima ponovljivosti u kraéem vremenskom razdoblju
provedena je mjerenjem koncentracije pet halooctenih kiselina u pripremljenim ekstraktima
standardnih otopina poznate koncentracije. Ponovljivost metode za odredivanje
monokloroctenu kiselinu iznosi RSD % = 6 %, za monobromoctenu kiselinu RSD % =6 %, za
dikloroctenu kiselinu RSD % = 6 %, za trikloroctenu kiselinu RSD % =5 % i za dibromoctenu

kiselinu RSD % = 2 %. Sto zadovoljava kriterij preciznosti pod ponovljivim uvjetima (RSD % <
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20 %) (US EPA, 2003b), a dobiveni rezultati su usporediv s rezultatima u provedenom
istrazivanju Liu i sur. (2013) (vrijednost za preciznost u kracem vremenskom razdoblju za
monokloroctenu kiselinu iznosi RSD% = 5,6 %, za monobromoctenu kiselinu RSD% = 4,7 %,
za dikloroctenu kiselinu RSD% = 3,4 %, za trikloroctenu kiselinu RSD% = 4,2 % i za

dibromoctenu kiselinu RSD% = 7%).

Medupreciznost metode odredena je mjerenjem koncentracije pet halooctenih kiselina u
ekstraktu standardnih otopina poznate koncentracije kroz duZe vremensko razdoblje.
Izmjereno relativho standardno odstupanje za monokloroctenu kiselinu iznosi RSD %= 9 %,
za monobromoctenu kiselinu RSD%= 3 %, za dikloroctenu kiselinu RSD%= 7 %, za
trikloroctenu kiselinu RSD%= 14 % i za dibromoctenu kiselinu RSD%= 16 %. Navedeno
zadovoljava kriterij preciznosti, odnosno medupreciznosti (RSD% < 20%) (US EPA, 2003b).
Dobivene vrijednosti medupreciznosti u istraZivanju koji su proveli Liu i sur. (2013) (vrijednosti
medupreciznost za monokloroctenu kiselinu iznosi RSD% = 7 %, za monobromoctenu kiselinu
RSD% = 3,5 %, za dikloroctenu kiselinu RSD% = 5,2 %, za trikloroctenu kiselinu RSD% =7
% i za dibromoctenu kiselinu RSD% = 6,1 %), usporedivi su s dobivenim rezultatima
medupreciznosti u ovom radu. 1z navedenih rezultata moze se zakljuCiti da je metoda za

odredivanje halooctenih kiselina u vodi za ljudsku potro$nju precizna.

Tocnost metode provedena analizom mjerenja pripremljenih ekstrakta standardne otopine u
viSe razli€itih koncentracija (za svaku koncentraciju pripremljene su tri otopine SHAA poznate
koncentracije) i analizom ekstrakta standardnih otopina iste poznate koncentracije. Uvjet
to€nosti metode podrazumijeva da je iskoriStenje (R) £30 %, odnosno metoda je to¢na ako je
70 % < R 2130 % (US EPA, 2003b). Dobivena iskoristenja za monokloroctenu R= 81 - 117
%, za monobromoctenu kiselinu R= 78 — 99 %, za dikloroctenu kiselinu R= 97 - 126 %, za
trikloroctenu kiselinu R=96 - 117% i za dibromoctenu kiselinu R= 76 - 123%. Iz dobivenih
rezultata za iskoridtenje moze se zakljuciti da je metoda za odredivanje halooctenih kiselinu u
vodi to€na, jer zadovoljava postavljeni kriterij to¢nosti (R= +30%) za svaku pojedinu halooctenu
kiselinu. Dobiveni rezultati za to€nost usporedivi su s to¢nosti koja je dobivena u istrazivanju
Liu i sur. (2013) ( iskoriStenja za monokloroctenu R= 86,6 - 106,3 %, za monobromoctenu
kiselinu R= 96,5 — 101 %, za dikloroctenu kiselinu R= 99,1 - 99,2 %, za trikloroctenu kiselinu
R= 96,3 - 104,2 % i za dibromoctenu kiselinu R= 100 - 100,4 %).

Selektivnost metode utvrdena je usporedbom kromatograma otopine metilnih estera
halooctenih kiselina i kromatograma ekstrakta standardne otopine poznate koncentracije.
Vizualno mozemo zakljuciti da se svaki pojedini analit odnosno halooctena kiselina mogu
odrediti bez da smetaju jedna drugoj. 1z usporedbe vremena zadrzavanja za pojedine
halooctene kiseline iz kromatograma metil estera halooctenih kiselina i kromatograma

ekstrakta standardne otopine poznate koncentracije vidljivo je da su vremena zadrzavanja
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priblizno jednako za svaku odredivanu halooctenu kiselinu i utvrdeno je njihovo standardno
odstupanje koje je neznatno i najve¢em slu€aju iznosi 0,02. Moze se zakljuciti da je metoda

odredivanja halooctenih kiselina selektivna.

Podruéje primjene metode predstavlja raspon koncentracija izmedu gornje i donje granice
analita koji se mogu kvantificirati uz odredenu to€nost, linearnost i preciznost. Raspon za danu
metodu odredivanja halooctenih kiselina u vodi je 0,45 ug/L (GK) kao donja granica do 15 ug/L

kao gornja granica za svih pet halooctenih kiselina.

U uzorcima vode uzetim na podrucju Belog Manastira i Burdenovca nije utvrdena prisutnost ni
jedne od pet halooctenih kiselina. Takav rezultat za grad Beli Manastir i opCinu Burdenovac je
oCekivan, jer se voda za te vodoopskrbne sustave crpi iz bunara podzemnih voda Ciji je udio
prisutnih organskih tvar minimalan ili ih nema te se oCekuje da se nusprodukti dezinfekcije

nece formirati (Hrvatske vode, 2009).

U uzorku vode koja je izuzeta u Zagrebu utvrdena je prisutnost monokloroctene kiseline u
koncentraciji 1,11 pg/L i dibromoctene kiseline u koncentraciji 0,48 ug/L. Ostale halooctene
kiseline nisu pronadene u uzorku, a ukupni udio pet halooctenih kiselina je bio 1,59 ug/L. Grad
Zagreb Kkoristi takoder podzemne vode s niskim sadrZajem organske tvari te niske

koncentracije halooctenih kiselina ne iznenaduju.

Uzorak vode uzorkovan u BeliS¢u sadrzavao je monokloroctenu u koncentraciji 1,08 ug/L i
dibromoctenu u koncentraciji 0,69 pg/L. Ostale halooctene kiseline nisu pronadene, a

koncentracija zbroja pet halooctenih kiselina u uzorku vode iz Beli§¢a iznosi 1,77 ug/L.

U uzorku vode koje je uzeto iz NaSica utvrdena je prisutnost svih pet halooctenih kiselina no
koncentracija monokloroctene kiseline i trikloroctene kiseline nalaze se ispod granice
kvantifikacije te njihov udio u zbroju koncentracija pet halooctenih kiselina nije uzet u obzir. U
NaSicama je utvrdeno monokloroctena kiselina u koncentraciji od 1,44 ug/L, dikloroctena
kiselina u koncentraciji od 0,59 ug/L i dibromoctena kiselina u koncentraciji od 1,40 ug/L. Zbroj

koncentracije svih pet halooctenih kiselina u uzorku vode iznosi 3,34 ug/L.

U Dakovu je zbroj pet halooctenih kiselina iznosio 9,87 ug/L, a utvrdene su koncentracije za
monokloroctenu kiselinu 1,36 ug/L, dikloroctenu kiselinu 1,86 pg/L i trikloroctenu kiselinu 6,64
Mg/L. Halooctene kiseline koje u svom sastavu sadrze brom nisu utvrdene u uzroku vode iz

Pakova.

Uzorak vode iz Valpova sadrzavao je svih pet halooctenih kiselina €iji je zbroj koncentracija
iznosio 21,50 pg/L. Utvrdene koncentracije za monokloroctenu kiselinu iznosila je 1,92 ug/L,
za monobromoctenu kiselinu 0,62 pg/L, za dikloroctenu kiselinu 9,47 ug/L za tribromoctenu

kiselinu 8,97 pg/L, i za dibromoctenu kiselinu 0,48 ug/L. Grad Valpovo vodom se snabdjeva s
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crpilista podzemne vode Cija voda ima poviSene koncentracije prirodnih organskih tvari, kao i
udio mangana, zeljeza, arsena, nitrata i nitrita te kao takva se podlijeze temeljitoj obradi vode
(Hrvatske vode, 2019). Zbog €ega je formiranje nusprodukata dezinfekcije poveéano pri obradi
sirove vode a time i halooctenih kiselina. Uzorak iz Valpova sadrzavao je najveéu koncentraciju
halooctenih kiselina od svih 7 uzoraka vode. Naj¢eSée prisutna halooctena kiselina u uzorcima
vode bila je monoklorooctena kiselina, koja je bila prisutna u svim uzorcima u kojima se
prisutnost halooctenih kiselina utvrdio. 1z navedenih rezultata, moze se zakljuciti da je zbroj
koncentracija pet halooctenih kiselina u uzorcima ispod vrijednosti od 60 ug/L, odnosno u
granicama je regulirana EU Direktivom 2020/2184 i Pravilnik o parametrima sukladnosti,
metodama analiza i monitorinzima vode namijenjene za ljudsku potroSnju (NN 64/2023).
Iznimno vedéi udio pet halooctenih kiselina nalazi se u Valpovu (21,50 ug/L) koje je i dalje ispod

vrijednosti dopustene koncentracije i stoga zdravstveno ispravna.

Kurajica i sur. (2019a) proveli su odredivanje udjela halooctenih kiselina na podrucju grada
Zagreba te utvrdili da je ukupni udio pet halooctenih kiselina iznosio 5,7 pg/L. Izmjerene su
najvece koncentracije monobromoctene kiseline (4,5 ug/L) a monokloroctena je detektirana
ispod postavljene granice kvantifikacije. Takoder, Kurajica i sur. (2019b) odredili su udio
halooctenih kiselina u vodi za ljudsku potro$nju na podrucju Republike Hrvatske gdje su uzeti
uzorci s 48 lokacija na podru¢ju RH. Najveci utvrdeni udio SHAA bio je iz Daruvara (17,3
Mg/L), Novalje (16,4 pg/L) i Pakraca (14,9 ug/L). U Belom Manastiru nije utvrdena prisutnost

halooctenih kiselina (Kurajica i sur., 2016).

Na podrucju Europske unije provedena su sliCna istrazivanja te je na podrucju Ujedinjenog
Kraljevstva udio 5HAA iznosio od 31 ug/L do 59 pg/L (Malliarou i sur., 2005). U Finskoj su
Nissinen i sur. (2002) utvrdili da je srednja koncentracija 5SHAA iznosila 40 pg/L. Dok je na
Tajvanu odreden udio 5SHAA u razlicitim godiSnjim dobima gdje je u zimi utvrdena manja
koncentracija SHAA (99,4 ug/L) nego po ljeti (133,2 pg/L) (Chang i sur., 2010).

51



6. ZAKLJUCAK



6. Zakljucak

Halooctene kiseline nehlapljivi su nusprodukti dezinfekcije vode, a nastaju reakcijom izmedu
dezinfekcijskog sredstva klora i prirodno prisutne organske tvari u vodi. Maksimalna dopustena
koncentracija halooctene kiseline u vodi za ljudsku potroSnju u Republici Hrvatskoj propisana
je Pravilnikom o parametrima sukladnosti, metodama analiza i monitorinzima vode
namijenjene za ljudsku potro$nju (NN 64/23) i na razini Europske unije Direktivom 2020/2184

o kvaliteti vode namijenjenoj za ljudsku potrosnju.

U ovom radu opisana je razvijena modificirana metoda za odredivanje halooctenih kiselina u
vodi. Razvijena metoda je modificirana kroz parametre validacije i utvrdeno je da je metoda

primjenjiva na stvarnim uzorcima vode.

Odredivanje halooctenih kiselina u vodi pomoc¢u postavljene metode provedena je na uzorcima

vode za ljudsku potrosnju s podrucja OsjeCko-baranjske Zupanije i grada Zagreba.

Temeljem provedenog istrazivanja i na osnovi dobivenih rezultata u ovom diplomskom radu

mogu se izvesti sljedeéi zaklju&ci:

= Modificirana US EPA Metoda 552.3 primjenjiva je analititka metoda za odredivanje
halooctenih kiselina u vodi.

= Razvijena metoda linearna za svaki pojedini metil ester, odnosno za svaku odredivanu
halooctenu kiselinu jer zadovoljava kriterij linearnosti (k = 0,995).

= (QOdredena granica kvantifikacije metode (0,45 ug/L) za svaku od pet halooctenih
kiselina zadovoljava uvjete to€nosti i preciznosti.

= Postavljena metode zadovoljava kriterij preciznosti pod ponovljivim uvjetima i
medupreciznost (RSD % < 20 %) za svaku odredivanu halooctenu kiseline te potvrduje
da je metoda precizna.

= Metoda za odredivanje halooctenih kiselinu u vodi je to€na jer zadovoljava postavljeni
kriterij to€nosti (R= +30 %) za svaku pojedinu halooctenu kiselinu.

= Vremena zadrzavanja pet analiziranih halooctenih kiselina u kromatogramu
standardne otopine i kromatogramu realnog uzorka vode se podudaraju, a standardna
devijacija rezultata je u najgorem slu€aju 0,02 te se moze zakljuéiti kako je metoda
selektivna za svaku odredivanu halooctenu kiselinu.

= Provedena validacija metode kroz validacijske parametre za svaku pojedinu
halooctenu kiselinu potvrdila je da je postavlena metoda prikladna za koriStenje u
svrhu odredivanja halooctenih kiselina u vodi.

= Utvrdene koncentracije halooctenih kiselina u analiziranim uzorcima postavijenom
analititkom metodom, na podrudju Osjecko-baranjske zupanije i grada Zagreba, ne

prelaze granice propisane EU Direktivom 2020/2184 i Pravilnika NN 64/23.
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