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Kratak sadrzaj

Komarci predstavljaju znacajan zdravstveni rizik kao vektori prenosioci zara-
znih bolesti, zbog Cega se u urbanim sredinama sprovode programi njihove kon-
trole. Jedna od glavnih mera je upotreba larvicida u vodenim stanistima, kako bi
se sprecio razvoj odraslih jedinki. Leva obala Beograda predstavlja podrucje sa
razgranatom mreZom kanala u kojima se pored atmosferskih voda ulivaju i ot-
padne komunalne vode iz obliznjih domacdinstava, zbog nepostojanja izgradene
kanalizacione mreZe. Ovi kanali predstavljaju pogodno staniste za razvoj komar-
ca, pa se u tim oblastima redovno primenjuju hemijske mere suzbijanja. Kako su
larvicidi formulisani da ciljano deluju na razvojni stadium komaraca, njihovo pri-
sustvo u vodenoj sredini moZe imati potencijalne ekoloske posledice. Ova studija
ima za cilj da analizira prisustvo i postojanost rezidua larvicida u kanalima na
Levoj obali Beograda nakon proslogodisnje primene. Uzorkovanje je sprovedeno
na odabranim lokacijama. Za detekciju larvicida se koristi savremena instrumen-
talna tehnika, kao sto je tecna hromatografija sa masenom spektrometrijom (LC-
-MS/MS). Dobijeni podaci pruZaju bolji uvid u perzistentnost larvicida u vodenoj
sredini, §to moZe biti korisno za dalje procene rizika i unapredenje strategije su-
zbijanja komaraca u urbanim ekosistemima.

Kljucne reci: larve komaraca, LC-MS/MS, perzistentnost larvicida, rezidue lar-
vicida, urbani vodeni sistemi

Abstract

Mosquitoes represent a significant health risk as vectors of infectious diseas-
es, which is why their control programs are implemented in urban areas. One of
the primary measures for mosquito population management is the application
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of larvicides in aquatic habitats to prevent the development of adult mosquitoes.
The left bank of the Danube in Belgrade is characterized by an extensive network
of canals, which, in addition to collecting rainwater, also receive domestic waste-
water due to the absence of a developed sewage system. These canals provide fa-
vorable breeding ground for mosquitoes, leading to the regular implementation
of chemical control measures. Since larvicides are formulated to specifically tar-
get mosquito larvae, their presence in aquatic environments may have potential
ecological consequences. This study aims to assess the persistence and stability of
larvicide residues in the canals on the left bank of Belgrade following their appli-
cation in the previous year. Sampling was conducted at selected locations, and the
detection of larvicides was performed using advanced instrumental techniques,
such as liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS/
MS). The obtained data provides valuable insights into the persistence of larvi-
cides in aquatic environment, which may contribute to risk assessment and the
optimization of mosquito control strategies in urban ecosystems.

Keywords: larvicide residues, larvicide persistence, LC-MS/MS, mosquito lar-
vae, urban water systems

UvoD

Komareci predstavljaju znacajan zdravstveni rizik kao vektori prenosioci za-
raznih bolesti, zbog ¢ega se u urbanim sredinama sprovode programi njihove
kontrole. Jedna od glavnih mera je upotreba larvicida u vodenim stanistima,
kako bi se sprecio razvoj odraslih jedinki. Leva obala Beograda predstavlja po-
drucje sa razgranatom mrezom kanala u kojima se pored atmosferskih voda
ulivaju i otpadne komunalne vode iz obliznjih domacinstava, zbog nepostoja-
nja izgradene kanalizacione mreze. Ovi kanali predstavljaju pogodno staniste
za razvoj komarca, pa se u tim oblastima redovno primenjuju hemijske mere
suzbijanja. Larvicidi koji se naj¢eS¢e primenjuju kao hemijski tertman za su-
zbijanje larvi komaraca su na bazi aktivnih materija piriproksifena i difluben-
zurona. Kako su larvicidi formulisani da ciljano deluju na razvojni stadium ko-
maraca, njihovo prisustvo u vodenoj sredini moze imati potencijalne ekoloske
posledice.

Piriproksifen, odnosno 2-[1-metil-2-(4-fenoksifenoksi)etoksi]piridin (Lima
isar, 2011), je snaZan insekticid poznat po relativnoj stabilnosti u Zivotnoj sre-
dini i lipofilnim osobinama (koeficijent raspodele oktanol/voda Kow = 5,6) (Ka-
tagi i sar,, 1994). U velikoj meri se koristi u razli¢itim programima zastite javnog
zdravlja, kao alternativa organofosfornim i piretroidnim pesticidima (Lima i
sar,, 2011). Piriproksifen je jedan od najefikasnijih analoga juvenilnog hormo-
na (USEPA, 2007), zahvaljujuéi sposobnosti da inhibira razvoj i sazrevanje larvi
(Meola i sar, 2000), imitira juvenilni hormon III (Wang i sar, 2005), sprecava
uspesno izleganje insekata (Ohba i sar, 2013), remeti larvalni razvoj (Wang i
sar,, 2013) ili izaziva morfoloSke abnormalnosti kod odraslih jedinki, ¢ime se
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smanjuje njihova reproduktivna sposobnost (Maozi sar,, 2017). Razli¢ite studije
su pokazale da koncentracije koriS¢ene za suzbijanje komaraca mogu imati Stet-
ne efekte na Sirok spektar kopnenih i vodenih beski¢menjaka, ukljucujuéi pcele,
amfipode, rakove i dafnije, kako u embrionalnim, tako i u odraslim stadijumima
razvoja (Truong i sar,, 2016; Lawler, 2017; Azevedo-Linhares i sar.,, 2018; Maha-
rajan i sar, 2018; Maharajan i sar, 2020).

Koncentracije ovog insekticida su detektovane u rekama zapadnog Medite-
rana, kao $to su Ebro (Ccanccapaisar, 2016) i Jucar (Mouraisar.,, 2020) u raspo-
nu od 37,74 ng/1 do 99,59 ng/l, kao posledica primene u poljoprivredi.

Diflubenzuron je insekticid iz klase benzilurea koji inhibira sintezu hitina,
klju¢nog za formiranje egzoskeleta kod insekata, ¢ime efikasno deluje na lar-
valne stadijume StetoCina poput moljaca i komaraca (U.S. Geological Survey
[USGS], 1994). Fizicki, to je belo kristalno jedinjenje sa niskom rastvorljivo$¢u
u vodi (0,14 mg/1 na 20°C) i relativno visokom stabilno$¢u u sedimentima, $to
doprinosi njegovoj akumulaciji u vodenim ekosistemima (Extension Toxicology
Network [EXTOXNET], 1996). Uprkos niskoj toksi¢nosti za ribe i biljke, diflu-
benzuron moZe imati znacajan ekotoksikoloski uticaj na vodene beski¢menjake,
posebno rakove i zooplankton, pri koncentracijama u nanogramskom opsegu,
Sto izaziva zabrinutost zbog potencijalnih efekata na neciljane organizme u
akvakulturi i prirodnim stani$tima (Arias-Andres i sar,, 2015).

Ova studija ima za cilj da analizira prisustvo i postojanost rezidua larvicida
u kanalima na Levoj obali Dunava u gradu Beogradu nakon proslogodisnje pri-
mene. Uzorkovanje je sprovedeno na odabranim lokacijama. Danas se za detek-
ciju rezidua larvicida koristi savremena instrumentalna tehnika, kao Sto je te¢na
hromatografija sa masenom spektrometrijom (LC-MS/MS). Cilj ovog rada je da
se sagleda prisustvo larvicida u vodenoj sredini.

UZORKOVANJE

Postupak uzorkovanja, konzerviranja, Cuvanja i transport uzoraka voda tre-
nutnih uzoraka je sproveden primenom internacionalnim standardnih metoda
za uzorkovanje, EN ISO 5667-1:2023, SRPS EN ISO 5667-3:2024 i SRPS ISO
5667-10:2021. Oprema koriS¢ena za uzorkovanje trenutnih uzoraka je Stap sa
posudom. Uzorci su uzorkovani krajem februara i pocetkom marta 2025. go-
dine.

U radu su prikazani uzoreci, koji su uzorkovani na Cetiri lokacije na levoj obali
Dunava grada Beograda, iz kanala u kojima se pored povrsinske vode ulivaju i
otpadne vode iz septickih jama, atmosferske otpadne vode i vode koje se spiraju
sa okolnih poljoprivrednih povrsina, tabela 1. Ispitivane lokacije nisu tretirane
larvicidima od proslogodisnjeg tretmana larvi. Lokacije su nulte tacke, tacke na
kojima ranije nije ispitivano prisustvo koncentracije piriproksifena i difluben-
zurona.
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Tabela 1. Karakteristike istrazivanih lokaliteta u opstini Palilula, Beograd

Lokalitet | Naselje | GPS koordinate |Izvor zagadenja Vegetacija uz obalu
1 Kotez N 44°50.9627’ Otpadne vode iz Nisko barsko rastinje
E 020°28.6737’ domacinstava i
atmosferske vode
2 Kotez N 44°50.8514’ Otpadne vode iz Nisko barsko rastinje
E 020°29.3789’ domacinstava i
atmosferske vode
3 Kotez N 44°50.6089’ Otpadne vode iz Visoko barsko
E 020°29.8503’ domacinstava i rastinje
atmosferske vode
4 Borca N 44°50.6064’ Otpadne vode iz Nisko barsko rastinje
E 020°29.8582’ septickih jama
MATERIJAL I METODE

Analiticki standardi piriproksifena i diflubenzurona koji su kori$¢eni su vi-
soke cistoce-HPLC, proizvodac¢a CPA Chem. Organski rastvaraci (metanol, ace-
tonitril) koji su kori$éeni su visoke Cistoce, LC-MS grade, proizvodaca VWR, dok
je tetrahidrofuran Sigma-Aldrich. Mravlja kiselina, proizvoda¢a VWR, je takode
LC-MS grade.

Priprema uzoraka ima viSe faza. Najpre, uzorci su filtrirani kroz najlonskih
filter papir (0,45 pm), zatim je sprovedena ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (SPE, eng.
solid phase extraction — ekstrakcija na ¢vrstoj fazi). SPE ektrakcija predstavlja
najceSce koriS¢enu tehniku pripreme uzoraka koje se primenjuju u svrhu pre-
¢iS¢avanja i uklanjanja smetnji pre instrumentalne analize (Sabik i sar, 2000;
Farajzadeh i sar, 2013).

Za SPE ekstrakcija je koriS¢ena hidrofobna polistiren/divinil benzen (PS/
DVB) kopolimerna kolona (CHROMABOND HR-X, 85 pm, 3 ml/500 mg, proi-
zvodaca Macherey-Nagel). Postupak ekstrakcije zapocet je kondicioniranjem
kolone odgovaraju¢im rastvaracem, tj. sa metanolom a zatim vodom, kako bi se
aktivirala adsorpciona povrsina. Nakon kondicioniranja, propusteno je oko 11
uzorka vode kroz SPE kolonu pri kontrolisanom protoku kako bi se osiguralo
efikasno zadrZavanje analita na adsorbentu. Kolona je ostavljena da se susi a za-
tim je analit (rezidue piriproksifena) eluiran koris¢enjem organskih rastvaraca
metanola i tetrahidrofurana u odnosu 1:1 (Macherey-Nagel, 2022).

Nakon zavrSene ekstrakcije uzorak je uparen, radi koncentrisanja analita,
uparavanjem u struji azota do zapremine izmedu 0,5 (Nakhjavan, B i sar, 2021)
i 1 ml. Po zavrSetku uparavanja uzorak je rekonstituisan u zakiseljenoj mobilnoj
fazi (acetonitril sa 0,1% mravlje kiseline i voda sa 0,1% mravljom kiselinom u
odnosu 50:50) u normalnom sudu od 2 ml.

Uzorak je nakon zavrSene ekstrakcije, uparavanja i ponovne filtracije uzor-
ka analiziran na tetnom hromatografu sa tanden masenom spektometrijom
(UPLC-MS/MS).
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LC-MS/MS Hromatografija

Metoda detekcije rezidua piriproksifena i diflubenzurona je razvijena na tec-
nom hromatografu sa tanden masenom spektormetrijom proizvodaca Agilent,
Infinity 11 1260 Prime/Ultivo Triple Quadrupole) Kolona koja je koriS¢ena je
Zorbax RRHD (2,1x50 mm, 1,8 mikrona). Razdvajanje je postignuto koris¢enjem
gradijentne metode koriS¢enjem dve mobilne faze. A mobilna faza je zakiSeljena
voda sa 0,1% mravljom kiselinom, dok je mobilna faza B zakiSeljen acetonitril sa
0,1% mravljom kiselinom. Ukupno vreme analize je 20 min. sa vremenom kon-
dicioniranja sistema od 4 minuta (posttime). Retenciono vreme piriproksifena
je 13,2 min, dok je kod diflubenzurona 10,2 min.

Kalibracija je primenjena u opsegu 10-100 ng/1 za oba analita. Izmedu sva-
kog standarda, kao i izmedu uzoraka pustan je blank (zakiseljena voda i zakiSe-
ljen acetonitril u odnosu 50:50) kako bi se izbegao uticaj carry over-a.

Analize su sprovedene pri protoku od 0,3 ml/min sa injekcijom uzorka u
zapremini od 5 pl. Temperatura kolone je 35°C.

REZULTATI I DISKUSIJA

Rezultati ove studije pokazali su prisustvo piriproksifena u koncentracijama
od 23,3 ng/1 (lokalitet 1) i 83,5 ng/1 (lokalitet 4) na dva od cetiri analizirana lo-
kaliteta. Na preostala dva lokaliteta, koncentracije piriproksifena su bile ispod
limita kvantifikacije (LOQ = 10 ng/l1). Detektovane koncentracije na sva cetiri
lokaliteta za diflubenzuron su ispod limita kvantifikacije metode, tj. iznosile su
manje od 10 ng/l. Ovakva prostorna raspodela moZe biti posledica viSe faktora,
ukljucuju¢i dinamiku toka vode, koli¢inu primenjenog larvicida, stepena zasice-
nja organske materije i lokalnih uslova mikroklime.

Piriproksifen je poznat po visokoj efikasnosti u niskim koncentracijama
(World Health Organization [WHO], 2008). Studije su pokazale da piriproksifen
moZe uticati na populacije planktonskih organizama i vodenih raci¢a (Matsumura,
2011; Halstead i sar,, 2015), posebno pri produzenom izlaganju ¢ak i pri koncen-
tracijama niZim od 50 ng/l. S obzirom na to da su detektovane koncentracije piri-
proksifena blizu 50 ng/1, moze se zakljuciti da postoji potencijal za dugotrajno bio-
loSko delovanje nakon primene, ali i za moguce neZeljene efekte na neciljane vrste.

Urbani kanali, kao $to su oni na levoj obali Dunava, Cesto imaju smanjenu
dinamiku razmene vode i izraZeno prisustvo organskih zagadivaca, Sto moze do-
prineti sporijem razlaganju insekticida i njihovoj duZoj perzistentnosti (Kiihn i
sar,, 2020). Upravo takvi uslovi doprinose detekciji rezidua larvicida mesecima
nakon njihove primene.

Dobijeni rezultati ukazuju na potrebu za uvodenjem sistema za rutinski mo-
nitoring rezidua u urbanim vodenim sredinama, kao i za reevaluacijom dinami-
ke i doza u programima kontrole komaraca. Primenom savremenih analiti¢kih
tehnika, kao Sto je LC-MS/MS, moguce je pratiti koncentracije ispod bioloski
znacajnih pragova i pravovremeno intervenisati u sluc¢aju akumulacije.
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ZAKLJUCAK

Ova studija je pokazala prisustvo rezidua piriproksifena u kanalima na levoj
obali Dunava u Beogradu mesecima nakon njegove primene, i to u koncentraci-
jama koje premasuju bioloSki aktivne pragove za suzbijanje larvi komaraca. [ako
nisu detektovane na svim lokalitetima, pronadene koncentracije se uklapaju u
opseg poznat iz literature, sa pojedina¢nim vrednostima koje ukazuju na poten-
cijalnu lokalnu akumulaciju. Rezultati ukazuju na potrebu za paZljivim planira-
njem tretmana i kontinuiranim monitoringom rezidua, kako bi se postigla rav-
noteZa izmedu efikasne kontrole vektora i zaStite vodenih ekosistema. Dobijeni
podaci mogu doprineti daljoj optimizaciji programa za suzbijanje komaraca u
urbanim sredinama i boljoj proceni ekotoksikoloskog rizika.
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