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ntroduzione alla problematica

A partire dagli anni '60, l'impiego diffuso dei
fitofarmaci in agricoltura in quantita sempre
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mvera casi di contaminazione cor consequenze
negative sulla fauna e la flora acquatiche e terrestri
e con compromissione delle risorse idriche
disponibili per 'uomo.
Cio ha comportato un rapido incremento delle
attivitd di ricerca su tali composti mirate allg

definizione del loro impatto sullambiente e sulla
salute umana,




Tematiche dirnicerca sul fitofarmac

v' Studi sugll effetti tossicl ed ecotossicologic

v Indagini sulla presenza nel divers) comparti ambientall
e negh alimenti e definizione del livelll di esposizione

v’ Studi sul comportamento e sul destino ambientale,
orotocolll utficial,  sviluppo di modelll di screening,
ripartizione, previsional, ecc.

v Sviluppo e affinamento del metodi analiticl, avvio di

grandi  campagne di monitoraggio  {indagini  USA-
ultistato)

v.l/lmr 20 anns definizione di linee quida, di standard di
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iqualita, di miti di legge con evoluzione della Normative
i estendendo la protezione da//f'vomo, ang r1s0rsa, ol iniéro
P e008/Slema acqualico.

A EEEEE NSNS SN NS NN NN NN NN NN NN SN NN EE NN NN NN NN NN SN NN NN NN NN NN NN NN SN NN NN NN NN NN NN EEEEEEEEEEEEE I

In questo pertodo comincia a manifestarsi

"Importanza del metaboliti del fitofarmaci come
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| ' metaboliti — origine

| fitofarmaci, una volta qiunti nel suolo, nellacqua e
nell’aria, possono essere soggettl a processl
deqradazione biotica (mscrorganismi  prante,  reazion
chmiche e brochimiche mediote do enzims) efo abiotico
(fenomens chimico-1sics ai dissipazione, reazions chmmiche
e rotochmche) fino alla loro mineralizzazione a C0, ed
acqua, e/o alla formazione di intermedi di degradazione
comunemente detti  metaboliti, a prescindere dal
meccanismi di formazione, le cul proprie@ /nirinseche,
chemiodimamiche (D750 Koc ecc.) lossicologiche ed
ECOIDSSICOIOGICHE SORO I Gran parté 19n0lé.



N

alcuni casl @ stato dimostrato che le reazion d
lrasformazione a cul vanno Incontro | metabolit
DOSSONO:

incrementarne  la mobilita e la persistenza
spe TV“’M WW“ composti parentali consentendone la

S melabol - proprieta

diffusione nel corpi Idricl
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S mecoboll o proprieta

modificarne e proprieta fitotossiche o eco-

ftossicologiche in modo da:
Oequagliare /es.: OL7, DE4) o superare quelle
del composti parentall (es.: a. amminomenosion/co
dal girosate, alaicart sulfone ¢ SUlfossI1a0)
Oprodurre  nuovi effetti  citotossicl, genotossicl,
mutageni, rispetto al parentale /es.; [f// [CAL, 4-
cloroaninng,)

> CONCLUSIONE: 1 Hhilolarmacy, — m delerminales
cConaizion amplentall e dr impreqgo,  poSSono:
produrre un pool di conlaminanl/ moblli &
vrologicamente rilevants che SIvgqgono ar normal:
controlli per /o valulozione della qualita del/eé;




| 'metaboliti — presenze in acque solterranee

Da tempo si segnalano ritrovamenti di metabolit in
acque superficiall e sotterranee, a volte utilizzate @
scopo potabile, tanto che alcuni Paesi fes. US54,
Olonda, Germaniz) | hanno inseriti nei piani di
monitoraggio nazionall,

livelll osservatl sono risultat g volte:

» superiorl rispetto al livelli del composti parentall

» superiorl alle CMA del composti parentali per
e acque potabili (limiti EU -USEPA,

» presentianche in assenza del composti parentall



ReVIEW DATIACQUE SOTTERRANEE 198/-1999
(Funari et al., 1995)

Nome metabolita e composto parentale

aldicarb sulfone /a/aicars)
isopropilamide a. antranilico fbentazone)
DEA fatrazing/simazing)

DET /terbutiozing)

DIA fatrazing/simazina)

3,4-DCA (propani)
2,6-diclorobenzamide /arc/obenst)
idrossialaclor (a/aoc/or)
S-idrossicarbofuran fcarboturon)

S-chetocarbofuran fcarboruran)
MITC /metam sodium)

N° data set
(freq. pos.)
W
/

1 (46%)
W
7 (44%)

W
/

1 (0.2%)
1 (0.4%)
1 (0.4%)
-

Mean

(mg/L)

0.09-0.54

U.o

0.01-0.68

)
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0.00-0.6

M a x

(mg/L)

b
<0.1-0.2
0.1-7.6
0.7
0.06-3.54
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ACQUE SOTTERRANEE 0
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Nome metabolita
e composto parentale

Mediana
casi
POSILIVI

95° perc. casi pos./ max

(mg/L)

*
4
&
*
4
>

Uso
suolo

aldicarb sulfone
aldicarb sulfossido

aldicarb

(ng/l)

K
1.6

~NQ / fq

19 /796

patate
patate
patate

DEA
DI A

atrazing

0.3/0.3
0.83/ 1.5
0.41 /0.98
0.17 /0.3

mais
mais

mais

2.6-diclorobenzammide

diclobenil

non agr.

non agr

ETUx
ETUx

patate/rape
bulbi

¥) probabili sovrastime




OWA, USA-151PO//ZI-=CLOROACE TANILID

Nome metabolita e composto
parentale

Freq.
rilevam.

(%)

Max

(ng/L)
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(ng/L)

acetoclor etansulfonato

acetoclor acido ossanilico
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alaclor etansulfonato
alaclor acido ossanilico

alaclor
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metolaclor etansulfonato
metolaclor acido ossanilico

metolaclor
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—
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X non in uso In ltalia
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CMA der metabolti per le acque potabill

Acuni Paesi hanno avvertito la necessita di definire
standard o linee quida per le acque potabil:

JSA -~ MCLs per l'aldicarb e i suoi metaboliti* (ng/ ):

aldicarb. ..., 3
aldicarb sulfone............................ 3
aldicarb sulfossido........................ 4

totale aldicarb e suol metaboliti ... </ Xanalogo modo di azione)

Canada -~ IMAC per atrazina e suol metaboliti ..... 5
u@/t

MCL = Maximum Contaminant Level: IMAC = Interim Maximum Allowable Concentration
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Le Direttive U.E. sul metabolit

> La Direttiva 98/83/CE per le acque destinate al consumo
umano, recepita in Italia con I DLGs 2001/31 e succ., ha
recentemente confermato le CMA di 0.1 e 0.5 pg/L per |
fkﬁﬂﬂp@@,mcusﬂwﬁqbot,rspeﬁvqmﬂemu3come SINgol
e In totale.

» Lo Direttiva  91/414/EEC, relativa  allimmissione in
commercio del fitofarmaci, fa rnferimento ar “metabolit
rlevant” mQ’Ae%QTQ VI {par. C 2.5.1.2) stabilendo un
processo di valutazione del tutto analogo o quello del
parent compounds.

» La Linea Guida UE “Guwidance aocument on the
0856855ment of ine rélevance of melaponies 1 groundwalér
of  substances  reguialed  unaér  Louncl  Lirechive
91474/ £ definird | criteri per identificare 1 metabolit]
“rilevant” per 1 corpl idrict sotterraner nelllambito  del
processi  di autorizzazione alla vendita delr prodotl
fitosanitari.
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55 — Metaboliti prioritar per 1 corpl idrici

Le indagini, a cui possibilmente si dovra fare fronte, sulla
oresenza di metaboliti del fitofarmaci nelle acque potrebbero
presuppowe I analisi d/ centinaia di molecole, inclusi gli oltre

DII0CI0) OIV 18 LSO 10 ITaNG.

In questo ambito, presso I'lSS ed in collaborazione con:
: 'IRSA & stato condotto un Progetto triennale mirato:
all identifcazione dei metaboliti pi usignificativi per il loro:
:comportamento ambientale e per le loro propriet a

: pio/ogiche su cul avviare Iindaginpilota In acquifer g
tselezional :

 per la loro vulnerabilit a
. per lélevato uso d/ f/tofarmaCI contenent/ I parent
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1SS — Metodi di identificazione
der metaboliti prioritar

R/

< Individuazione di tutli 1 possibill metaboliti reperibili nelle
banche di dati e In letteratura internazionall ed elaborazione
di schede monografiche per oltre 50 metaboliti, contenent
| dati disponibili al 2002 per la valutazione del loro impatto
ambientale e sanitario (Rapp. ISTISAN n. 02/37 in:
www.iss.it)

\/

< Conduzione di test d degradaozione su suolo, d
adsorbimento, di lisciviazione su colonne invecchiate per la
definizione del potenziale di contaminazione di oltre 40
metabolili selezionati, con applicazione di metodi ufficiall

[0CSE - SETAC)

R/

< Conduzione di prove di percolazione di campo ed
indagini  preliminart 1n acque sotterranee per alcun
metaboliti nisultati di interesse.
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5S —schede monografiche: esempl di metaboliti di
rilevanza ambientale ed (eco-) tossicologica

alaclor ESA (GW)
3,5,6-tricloro-2-piridinolo (G W)
Z-ammino-N-isopropi-benzammide (G W)
FTU (GW)

MITC (GW/MOB)

metolaclor ESA (G W)
molinate sulf- one/~ossido (MOB)
fenamifos sulf —one/~ossido (MOB /TOX)
diazoxo- /oxi-pirimidina (TOX)

disulfoton sulf-one/~ossido (TOX/S W)

a. aminometilfosfonico (PERS/TOX/SW)
metiocarb sulf —one/~ossido (TOX/C W)
2,6-diclorobenzammide (GW/TOX)
carbendazim (GW/TOX/PERS)

monuron (PERS /MOB/TOX)
metaboliti s-triazinici (PERS /MOB/TOX)

GW-SW: presenza in acquiferi o acque superficiall;

TOX: proprieta biologiche rilevanti

da alaclor

da clorpirifos

da bentazone

da maneb, zineb
da metam sodium
da metolaclor

da molinate

da fenamifos

da diazinon

da disulfoton

da glifosate

da metiocarb

da diclobenil

da benomil

da diuron

da s—triazine

MOB: mobili; PERS: persistenti;
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5S —prove LAB —esempi diindividuazione

di metaboliti rilevant

(DT50, Koc, GUS transient e leachers)
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/707 L))
e

/ /L///

ErT0SL)0S SO 7070

v A pwm Y ) ) P N Na) p///m AaLA A A 5)
a0/00 0777707077 E10//70570/7/00

da
da
da
da
da
da
da
da
da

aldicarb

benfuracarb
diclobenil

diuron

diuron e monolinuron
endosulian

glifosate

linuron

simazing e terbutilazing

CPU = H4=clorofeniljurea DCPMU = 1-(3,4-diclorofenil-3-metilurea
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5S —prove LAB —formazione di metaboliti x in colonne ¢
suolo In percentuall attorno al 10% della dose applicate

w aldicarb, a/aicord sulfossido, carboruran

w gtrazina, terbutilazing 2ZFA DA, DF 7
= monuron, CAU LCMFY

SS/IRSA = prove CAMPO - percolazione di metaboliti *

w terbutilazing ZJF7,0/4, DF DA desel/~—oross: terbut/ozma
» glaclor, metolaclor, mefavonty 7.r.
w linuron, ZCFULDCEYY: monolinuron, ¢ AU

¥) i metaboliti che si formano e percolano sono in corsivo
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SS/IRSA = prove CAMPO - presenze
in acquiferi selezionatl

or, terbut

olac

na Pianura veneto-friulana (V1)

atrazina, terbutilazina, 2/7, JFA

Pianura Padana (Lodi)

atrazina, terbutilazina, 2£7, DFA Pianura Padana (BG)

etobro muron, atrazina, terbutilazina, VLl Pranura Umbra

N — / ]
) /) yi /A ) 7
/L /1o JZ* I= %/f /7707 nf/ /S /

/]
o/ /
/
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CONCLUSIONE =1 metaboliti nilevant

Sono stall individuati 2/ fitofarmaci che danno origine a 32
melaboll evant, cioé conproprieta biologiche € o DT50,
Aoc, GUS, pﬁ&@///M// a1 formazioné nel percolalo e/&
presenza In aequilers e che polrebbero essere inserils i
attivit adi monitoraggio

= qcido 2,6-diclorobenzoico; AMPA:

= alaclor-ESA: aldicarb  sulfone,

T TTr TS eenas E E@\d\carb sulfossido ABA

* alaclor, atrazina, | Q\d\cwb,: 2 henoiilll 3{4-bromofenil)-1—
benfu@r@gcwb, C@@(benddzm/abenoma,i : metossi—1-metilurea:  carbofuran: s
clorpirifos, diazinon, diclobenil, = S CPU; DCPU: DCPMU: DIA: DEA: &

disulfoton,  diuron, momoﬁurom,i
endosulfan, fenamifos, glifosate, = : terbutilazing;  diazoxo- ed oxi-:
linuron, maneb/zineb, M CPBx, s = pirimidina;  disulfoton  sulfone;
metam Sodium/dazomet metiocarb, & Edwsu\foton su\fosswdo;ﬁ endosuﬁ@mi
metolaclor, malinate, monurons, s = solfato; ETU; fenamifos sulfone; s

s DET; DEDIA; des @tzdmagé

sicnaing Lerbutilazine : fenamifos  sulfossido;  MITC; s
! . . : metiocarb  sulfone; metolaclor— =
composh FESA molinate sulf inate |
non in uso - molinate sulfone, malinate :
in ltalig Eauﬁosswdo monuron; 35 —~TCP
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SVILUPPT: metaboliti rilevanti ITALIA

(Progetto 1% ISS)

Tra questi 27 fitofarmaci, sono statl individuati quell
che possono essere di interesse per Il nostro Paese
altraverso un esame deve venartex. 21 sono inclusi tra |
primi 90 piu venduti:

i glaclor, bentazone, benfuracarn, cqrb©r°,§
icarbendazim/tiofanato metile, clorpirifos, :
Ecoﬁoumm 2,4-D, endosulfan, glfosate, MWOWE
imaneb/zineb, MCPA, metam sodium/dazomet,
Emetoqcom molinate. propanil, Sfmzﬁ@,;
:terbutilazing.

# GdlL ANPA-APPA-ARPA sui dati forniti dal SIAN,
1997/
20



Sviluppl: metaboliti rilevant ITALIA

(Progetto 1% ISS)

Tra questi 21 composti parentali sono stati selezionaty,
N prima Istanza, que che hanno  melovonl
Dolenziaimente nsciviant/

carbammati, clo

endosu T“nﬁgfjdjhgﬁeﬂt em

S meigeolil oFf fenllliee Wl zZlne.  ceron e
cloroacetanilidi (melodiche analtiche disponibiy o m
corso di elaborazione) stiamo  conducendo  ung
indagine in corpi idrici mdividuati in base a presenze
pregresse  ael nispeliv princps olv.  Le aree  d
provenienza dei campioni sono le province di Firenze
e al Perugle
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Sono In corso di definizione le metodiche analitiche per la ricerca di:

o o o o

I metoc
(Progetto 1% 1SS)

Upp

T

and

CLASSE CHIMICA COMPOSTI PARENTALI METABOLITI

aldicarb sulfone

ke aldicarb sulfossido

Carbammati carbofuran

benfiracarb 3-chetocarbofuran
3-idrossicarbofuran
2,6-dietilanilina

alaclor 2-cloro-2’,6’-dietilacetanilide

Cloroacetanilidi 2-idrossi-2’°,6°-dietilacetanilide
metolaclor 2-etil-6-metilanilina
atrazina, terbutilazina desctilatrazina (DEA)
Clorotriazine atrazina, sunazma, cianazina, deisopropilatrazina (DIA);

terbutilazina

terbutilazina desetilterbutilazina (DET)

diuron monuron
1-(3.4-diclorofenil)urea (DCPU)

ST, WO 3,4-dicloroanilina (DCA)

Feniluree linuron (lr—)(é i;l 1;/flli;:)loro fenil)- 3-metilurea

diuron, monolinuron 4-clorofenilurea (CPU)

monolinuron 4-cloroanilina

metobromuron 4-bromoanilina
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CLOROACETANILID

METODO HPLC/DAD PROVVISORIO

Colonna: Supelcosil LC-18
(Supelco) 5 um, 250x4.6

Fase mobile: gradiente da 20%
Acetonitrile, 80% H,0 a 807%
Acetonitrile, 20% H,0 in 20 min

Flusso: Tml/min

Volume iniezione: 50 pl
Durata corsa: 20 min
Temperatura colonna: 50 °C
Lunghezza d’onda: 210 nm

LOD: 0.1 =0.2 ppm

ESTRAZIONE £ CONC. SPE
Cartucce: Lichrolut EN (Merck)
Concentrazione: 1:2500

Recuperi: 85-94 7%

- CARBAMMAT

METODO HPLC/DAD PROVVISORIO

« Colonna: Supelcosil ABZ+Plus
(Supelco) 5 um, 250x4.6

« Fase mobile: gradiente da 207%
Acetonitrile, 80% H,0 a 807%
Acetonitrile, 20% H,0 in 25 min

« Flusso: 1ml/min

« Volume iniezione: 50

e Durata corsa: 25 min

« lemperatura colonna: 30 °C

« Lunghezza d’onda: 205/285 nm
« LOD: 0.05-=0.1T ppm

ESTRAZIONE E CONC. SPE
« Cartucce: Lichrolut EN (Merck)
« Concentrazione: 1:2000
« Recuper: /16 =92%
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FENILUREEL

METODO HPLC/DAD PROVVISORIO

Colonna: Discovery RP=Amide C16
o um, 200x4.6

Fase mobile: 40% Acetonitrile,
60% H,0

Flusso: Tml/min
Volume iniezione: 20
Durata corsa: 25 min

Lunghezza donda: 240 nm
LOD: 0.000=0.010 ppm

ESTRAZIONE E CONC. SPE
Cartucce: Lichrolut EN (Merck)
Concentrazione: 1:2500

Recuper:: 80-947%

IRTAZINE

METODO HPLC /MS

Colonna: LUNA C18 5 um,
190x4.6

Fase mobile: 60% Metanolo,
40% H,0 - CH;COONH, 5mM

Flusso: Tml/min

Volume iniezione: 20 wl

Durata corsa: 18 min

lonizzazione: Elettrospray

Modo di acquisizione: ion

positivi

LOD: 0.01 =0.02 ppm
ESTRAZIONE E CONC. SPE

Cartucce: Discovery DSC-18L
(Supelco)

Concentrazione: 1:1000
Recuperl: 88%-977%
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Faola bollon, biologa

Angela Crobe, biologa
e Luca Fava, chimico

e Enzo Funarnx, biologce
e Maria A Orra, chimica
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Simona Scardala, chimica
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