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Sommario — Durante campagne di monitoraggio di rou-
tine di erbicidi triazinici nelle acque sotterranee utiliz-
zate a scopo potabile in una zona della Lombardia a
nord di Milano ¢ stato scoperto per la prima volta un
metabolita non clorurato della terbutilazina, noto con la
sigla LM6. Grazie allo sviluppo di un metodo analitico
mediante HPLC-MS ad alta risoluzione, nel 2015 sono
state effettuate due campagne dedicate alla determina-
zione di LM6 e altri erbicidi triazinici in acque sotter-
ranee destinate alla potabilizzazione e nelle acque di-
stribuite. Terbutilazina e i metaboliti desetilterbutilazi-
na ¢ deisopropilatrazina sono risultate presenti nell’ac-
qua grezza in concentrazioni <0,050 pg L' con il
75°percentile < 0,015 pg L. LM6 ha presentato con-
centrazioni piu elevate con mediana <0,050 pg L' ¢
1’80° percentile dei campioni <0,1 pg L. Mentre il su-
peramento del limite 0,1 ug L' & stato misurato in cir-
ca il 20% delle acque grezze analizzate, la percentuale
dei campioni dell’acqua dopo il trattamento che supe-
rano il limite ¢ ridotto al 9% dei campioni totali. La dif-
fusione del metabolita LM6 nelle acque di falda utiliz-
zate a scopo potabile ha reso necessario effettuare una
valutazione del rischio. Poiché i dati tossicologici e chi-
mico-fisici disponibili sono assai limitati, sono stati se-
guiti due approcci diversi. Seguendo la Linea Guida
SANCO/221/2000 per stabilire la rilevanza dei meta-
boliti di antiparassitari, LM6 ¢ stato classificato come
metabolita rilevante, per il quale si applica la Direttiva
98/83/CE sulle acque potabili che prevede un valore di
parametro di 0,1 pg L' La classificazione di metaboli-
ta rilevante ¢ dovuta al fatto che il composto parentale,
terbutilazina, ¢ classificato sostanza cancerogena di ca-
tegoria 3, mentre non esistono studi sulla cancerogeni-
cita di LM6. Poiché ¢ evidente che la struttura di que-
sto metabolita ¢ molto differente da quella del parenta-
le, abbiamo applicato una metodologia alternativa, ap-
provata da EFSA, detta “soglia di attenzione” (Thresh-
old of Toxicological Concern) mediante la quale, pur
applicando un approccio conservativo, si deriva un va-
lore soglia per I’acqua potabile di 3 pg L' per LM6.

Parole chiave: inquinamento delle acque, metaboliti triazini-
ci, acque potabili, acque di falda, valutazione del rischio.
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Abstract — During routine monitoring of triazine herbi-
cides in groundwater, used for drinking purposes in an
area of Lombardy north of Milan, a new non-chlorinat-
ed metabolite of terbutylazine, known by the abbrevia-
tion LM6, has been discovered for the first time. Thanks
to the development of an analytical method by high res-
olution HPLC-MS, in 2015 two campaigns devoted to
monitor LM6 together with triazine herbicides on
groundwaters, used as drinking water supply, and on
supplied drinking waters, were carried out. Terbuthy-
lazine and triazinic metabolites desethylterbuthylazine
and deisopropylatrazine had always concentrations
<0.050 pg L in the raw water, with the 75th percentile
<0.015 pg L', LM6 showed higher concentrations with
median <0.050 pug L' and the 80th percentile <0.1 ug L.
While the exceedance of 0.1 pg L' limit was measured
in about 20% of the raw water, the percentage of water
samples that exceed the limit after treatment is only 9%.
The diffusion of LM6 metabolite in groundwater used
for drinking purposes has made necessary to carry out
a risk assessment. Since the toxicological and physico-
chemical data available are very limited, two different
approaches were followed. Following the guideline
SANCO/221/2000 to state the relevance of pesticide
metabolites, LM6 has been classified as relevant
metabolite, for which Directive 98/83/EC on drinking
water applies, providing a threshold value of 0.1 pg L
I, The classification as relevant metabolite is due to the
fact that terbuthylazine, the parental compound, is clas-
sified as carcinogen of category 3, while there are no
studies on the carcinogenicity of LM6. Since it is evi-
dent that the structure of this metabolite is very differ-
ent from parental’s one, we applied an alternative
methodology, approved by EFSA, called Threshold of
Toxicological Concern, by which, even if we apply a
conservative approach, a threshold value for drinking
water of 3 ng L' for LM6 is derived.

Keywords: water pollution, triazine metabolites, groundwa-
ter, drinking water, risk assessment.
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1. INTRODUZIONE

I diserbanti, o erbicidi, sono sostanze utilizzate in
agricoltura per il controllo delle piante infestanti. Si
classificano in base ai principi attivi oppure in ba-
se alle specie vegetali bersaglio. Dato il loro largo
utilizzo sul territorio italiano, gli erbicidi e alcuni
loro metaboliti rappresentano la tipologia di fito-
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farmaci piu trovate nelle acque superficiali dove
costituiscono il 55,7% delle misurazioni positive
(ISPRA, 2016a).

La forte presenza di erbicidi ¢ legata sia alle quan-
tita utilizzate, sia alle modalita di utilizzo diretto
sul suolo, spesso concomitante con le precipita-
zioni meteoriche piu intense di inizio primavera,
che ne determinano un trasporto piu rapido nei cor-
pi idrici superficiali e sotterranei, andando ad inte-
ressare anche le acque di falda destinate alla pota-
bilizzazione.

Tra le sostanze piu frequentemente ritrovate nelle
acque sotterranee (precisamente nel 9% del totale
dei campioni analizzati) vi ¢ la desetilterbutilazina
(DET), il metabolita piu conosciuto della terbuti-
lazina (TBA) che ¢ I’unico erbicida della classe
delle triazine ancora in commercio.

In particolare, TBA e DET sono i principali conta-
minanti del bacino del Po (Bozzo et al., 2013;
ISPRA, 2016b). TBA ¢ presente nel 42,9% dei
punti di monitoraggio delle acque superficiali e nel
5,4% di quelli delle sotterranee. Analoga diffusio-
ne ¢ stata rilevata per il suo metabolita DET.
Come evidenziato da Bozzo et al. (2013) in un la-
voro del 2013 in cui identificano il trend spaziale
e temporale delle due sostanze attraverso un mo-
nitoraggio di cinque anni nell’area lombarda della
Valpadana, i livelli di contaminazione sono piu ele-
vati nelle aree dove la coltivazione del mais ¢ piu
intensiva. Inoltre gli autori, durante i cinque anni
del monitoraggio (2005-2009), hanno rilevato una
generale diminuzione delle concentrazioni misura-
te per entrambi i composti, probabilmente in rela-
zione alla diminuzione di applicazione del diser-
bante imposto dalle normative nazionali ed inter-
nazionali. Infatti dal 1 gennaio 2008 non ¢ piu pos-
sibile utilizzare prodotti contenenti solamente TBA
ma esclusivamente miscele con anche altre sostan-
ze attive (European Union, 2008; European Union,
2011).

Attualmente in Italia la legislazione di riferimento
per le acque destinate al consumo umano (D.Lgs.
31/2001) prevede che il limite per ciascun compo-
sto considerato antiparassitario (in cui sono com-
presi anche gli erbicidi) sia di 0,1 pug L' per cia-
scuna sostanza rilevata, fermo restando il limite di
0,5 ug L' per la somma dei singoli antiparassitari
rilevati. 0,1 ug L', oltre ad essere il limite di legge
per le acque potabili, rappresenta anche la soglia
per ’autorizzazione al commercio: in seguito al-
I’utilizzo, infatti, la sostanza non dovrebbe lasciare
residui sopra tale limite nelle acque sotterranee e
nelle acque superficiali destinate all’estrazione di
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acqua per il consumo umano (ISPRA, 2016b). Gli
stessi limiti per le acque potabili sono adottati an-
che come standard di qualita per la classificazione
dello stato chimico delle acque sotterranee, secon-
do la Direttiva 2006/118/CE (European Communi-
ty, 2006), modificata con la Direttiva 2014/80/UE
(European Union, 2014) recepita col Decreto del 6
luglio 2016 (MATTM, 2016).

Oltre a DET, idrossiterbutilazina e desetilidrossi-
terbutilazina, il documento di autorizzazione del-
I’ Autorita Europea per la Sicurezza Alimentare,
EFSA (EFSA, 2011) riporta la possibile presenza
di altri metaboliti meno noti per la stessa sostanza,
identificati con le sigle LM 1-LM6, la struttura dei
quali ¢ ancora oggetto di caratterizzazione. Sebbe-
ne questi metaboliti non siano mai stati identifica-
ti durante gli studi standard di degradazione, esi-
stono evidenze che almeno due di essi (LMS5 e
LM6) possano lisciviare da suoli trattati con ter-
butilazina ed essere ritrovati nelle acque sotterra-
nee. LM6 ¢ pero 'unico tra questi metaboliti per il
quale la struttura ¢ stata confermata sulla base del-
la sintesi di uno standard di riferimento. La dispo-
nibilita di questo standard ha permesso la sua de-
terminazione quantitativa in acque di falda in co-
muni di alcune province lombarde. Per LMS5, non
essendo disponibile uno standard di riferimento, ¢
stato possibile solo effettuare uno screening quali-
tativo.

Lo scopo di questo lavoro ¢ quello di presentare i
dati di monitoraggio di LM6, sostanza per la quale
non sono mai stati pubblicati nella letteratura scien-
tifica dati di concentrazione nelle acque, in acque di
falda destinate alla potabilizzazione in un’area del-
la Brianza ad alta densita abitativa. Si propone inol-
tre una valutazione di rischio ambientale per questa
sostanza in accordo con quanto indicato da EFSA,
tenendo conto anche del concetto di rilevanza per
questo metabolita, giungendo anche a proporre dei
valori soglia per 1’acqua potabile.

2. MATERIALI E METODI

2.1. Materiali

I solventi usati come eluenti cromatografici (acqua
e metanolo) sono di grado LC-MS e sono stati for-
niti da Sigma Aldrich. Gli standard cromatografici
di terbutilazina, desetilterbutilazina e deisopropila-
trazina (Tab. 1) sono stati acquistati da Sigma Al-
drich. Lo standard di LM6 ¢ stato preparato per sin-
tesi da un laboratorio esterno che lo ha gentilmen-
te messo a disposizione per questo monitoraggio.



Tabella 1 — Sigle, nomi, formule chimiche e di strut-
ture delle molecole analizzate

Tabella 3 — Valori di massa/carica (m/z in u.m.a) cal-
colati e misurati per i diversi analiti

2.2. Metodo analitico

I campioni sono stati analizzati mediante un siste-
ma HPLC-MS costituito da un autocampionatore
Dionex UltiMate 3000 RS Autosampler, un cro-
matografo liquido Dionex UltiMAte 3000 RS
Pump interfacciato con uno spettrometro di massa
ad alta risoluzione Orbitrap Thermo Q-Exactive.
La separazione cromatografica ¢ stata ottenuta con
una colonna UPLC Hypersil GOLD PFP (150 x 2,1
mm; 1,9 um; ThermoFisher), utilizzando un gra-
diente di acqua/metanolo (Tab. 2) ad un flusso co-
stante di 300 pL/min.

Per la ionizzazione in massa ¢ stata utilizzata la
sorgente HESI elettrospray riscaldata a 270°C con
differenza di potenziale posta a +3,5 kV. L’acqui-
sizione degli analiti ¢ avvenuta in modalita fu!/l
scan MS con acquisizione di spettro di frammen-

Tabella 2 — Gradiente metanolo/acqua per la separa-
zione cromatografica

Minuti Flusso [pl min™] % metanolo
0,0 0,3 10
1,0 0,3 30
14,0 0,3 90
20,0 0,3 90
20,5 0,3 98
24,0 0,3 98
24,5 0,3 10
33,0 0,3 10
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Siola Nome Formula Formula Massa frammenti
g (comune o IUPAC)| bruta di struttura Massa esatta = Massa ione MS?
cl Sigla calcolata misurato m/z [M+H]*
N/I%N m/z [M]* m/z [M+H]" | (Energia di collisione =
TBA terbutilazina CoH (N;Cl1 | CHs 20eV)
CHsHN™ N7 N——cH,
CH, TBA 229,7098 230,1167 n.d.
T DET  201,6567 202,0854 nd.
DET | desetilterbutilazina C,H,,NCl i\j\ CHy DIA  173,0468 174,0541 nd.
HN” N > N——CH,
H CHs LM5 184,1957 185,1033 129,0407
Cl 143,0562
LMo 198,2223 199,1190 ’
DIA | deisopropilatrazina CsHgN;Cl N|)§N 57,0706
CoHsHN” N7 NH;,
OH ) . .
6-(tert-butilammi- Pe tazione MS? in modalita data dependent (Full scan
LM5  no)-1,3,5-triazin- | C,H,,N,O NN cw 2 e .
Pyt e /I\NA\N . MS/ddMS?). I valori di massa esatta degli ioni pa-
,4-d1 . . . . .
M ch, ’ renti [M+H]" e dei frammenti generati per colli-
4-(tert-butilammi- Hie j’\” sione, che sono stati utilizzati per la determinazio-
n0)-6-idrossi-1- NTSN g : .
n ntitati no ri i in Tabella 3.
LM6 | il 1.3.5-triazin- CH,.N,0, 5 )\N /)\N CH?: ] € quantitativa, sono riportat abella 3
2(1H)-one H CH, 3

2.3. Validazione del metodo

Per determinare la ripetibilita e riproducibilita del
metodo per la determinazione di LM6, la medesi-
ma concentrazione di standard analitico ¢ stata
iniettata piu volte nel corso di diversi giorni, sia in
tempi ravvicinati sia a mesi di distanza. La ripeti-
bilita del metodo ¢ in media 2,4%, mentre la ri-
producibilita ¢ 2,9%.

La determinazione dei limiti di rivelabilita (MDL,
Method Detection Limit) e quantificazione (MQL,
Method Quantitation Limit) ¢ basata sul calcolo
della deviazione standard delle aree dello standard
piu basso iniettato per 8 volte. Questo valore ¢ sta-
to poi moltiplicato per tre e per dieci in modo da
calcolare rispettivamente il limite di rivelabilita
(MDL= 0,010 pg L) e il limite di quantificazione
(MQL= 0,032 pg L") del metodo per la determi-
nazione di LM6.

2.4. Area di indagine

L’area di indagine copre la provincia di Monza e
Brianza, Lombardia, a nord-est dell’area metropo-
litana di Milano nella quale ¢ presente il sistema
acquedottistico gestito dalla societa BrianzAcque.
Gli impianti che compongono 1’acquedotto, ogget-
to delle campagne di monitoraggio, sono costitui-
ti da 210 pozzi trivellati, che raggiungono la falda
sotterranea a diverse profondita da 25 m ad una
profondita massima di 150 m, e da serbatoi pensi-
li e interrati che consentono I’accumulo di grosse
quantita d’acqua da distribuire nelle fasce orarie
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Figura 1 — Mappa dei siti di monitoraggio

dove la richiesta dell’utenza ¢ maggiore. In Figu-
ra 1 ¢ rappresentata la mappa dei siti di monito-
raggio. In ciascuno di questi siti sono stati deter-
minati i composti triazinici TBA, DET, DIA e LM6
nelle acque sotterranee destinate alla potabilizza-
zione ¢ nelle acque potabili, campionate da serba-
toio o da rete di distribuzione, in due campagne di
prelievi estiva (giugno-agosto 2015) e autunnale
(settembre-novembre 2015). Ogni punto di prelie-
vo ¢ stato georeferenziato mediante software ESRI
ArcGis 9.3% ed ¢ stata creata una banca dati costi-
tuita dalle concentrazioni dei quattro analiti in 664
campioni d’acqua, per un totale di 2656 misure.

2.5. Risultati del monitoraggio

Il metodo sviluppato ¢ stato applicato al monito-
raggio delle acque sotterranee destinate alla pota-
bilizzazione e nelle acque potabili distribuite da
BrianzAcque di due campagne di prelievi estiva e
autunnale, tra giugno e novembre 2015.

Sia la terbutilazina (TBA) che il suo piu conosciu-
to metabolita desetilterbutilazina (DET) insieme al
composto deisopropilatrazina (DIA), metabolita
comune ad alcuni erbicidi triazinici, sono stati ri-
levati nell’acqua grezza prelevata dall’ente distri-
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butore a concentrazioni sempre inferiori a 0,050
pug L1 (Fig. 2) con la maggior parte dei valori
(75°percentile) < 0,015 pg L' per tutte e tre le so-
stanze (Tab. 4).

La distribuzione di LM6 ¢ simile per le due cam-
pagne di prelievi. Le mediane delle concentrazio-
ni di LM6 nelle due campagne sono 0,032 ¢ 0,046
pg L e la maggior parte dei campioni (pari all’80°
percentile) ha una concentrazione di LM6 inferio-
re al limite per i pesticidi nelle acque potabili di
0,1 pg L', Le concentrazioni piu elevate di LM6
per le due campagne di prelievi sono state misura-
te in due differenti pozzi il 21 luglio 2015 (0,25 pg
L) e il 20 ottobre 2015 (0,40 ug L') (Tab. 4).
Nelle acque potabili distribuite la terbutilazina e i
suoi pit comuni metaboliti sono rilevati solo in
tracce, con concentrazioni massime inferiori a 0,05
ug L', ampiamente inferiori al limite per le acque
potabili (Tab. 5). Per quanto riguarda LM6 i 75°
percentili dei campioni sono 0,043 ¢ 0,053 pg L
nelle due campagne di monitoraggio.

Se il superamento del limite 0,1 pg L' per LM6 ¢
stato misurato in circa il 20% delle acque campio-
nate pre-trattamento, nelle analisi dell’acqua di-
stribuita post-trattamento il numero dei campioni
che superano il limite ¢ sceso al 9% del totale, mo-
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Figura 2 — Concentrazioni in ug L' di terbutilazina (TBA), desetilterbutilazina (DET), deisopropilatrazina (DIA)
e 4-(tert-butilammino)-6-idrossi-1-metil-1,3,5-triazin-2(1 H)-one (LM6) in acque di falda prima del
trattamento campionate in due diverse stagioni a) 1° campagna: giugno-agosto 2015, b) 2° campa-
gna: settembre-novembre 2015. I box-and-whiskers rappresentano il valore minimo, massimo, 25°,

75° percentile e mediana. I punti rappresentano i valori outlier

Tabella 4 — Statistica di base delle concentrazioni di residui triazinici nelle acque sotterranee non trattate per le

due campagne di prelievo. Concentrazioni espresse in ug/L

Tipologia di acque Campagna TBA DET DIA LMé6
mediana 0,006 0,007 0,001 0,032

25° perec. 0,001 0,003 <0,001 0,014

Sotterranea Giugno-agosto 2015 75° perc. 0,012 0,014 0,002 0,060
min <0,001 <0,001 <0,001 <0,010

max 0,049 0,029 0,010 0,25

mediana 0,003 0,009 <0,001 0,046

25° perc. 0,001 0,003 <0,001 0,016

Sotterranea Settembre-novembre 2015 75° perc. 0,006 0,018 0,002 0,089
min <0,001 <0,001 <0,001 <0,010

max 0,019 0,029 0,035 0,40

Tabella 5 — Statistica di base delle concentrazioni di residui triazinici nelle acque potabili campionate da rete o
serbatoio per le due campagne di prelievo. Concentrazioni espresse in ug/L

Tipologia di acque Campagna TBA DET DIA LMé6
mediana 0,019 0,006 <0,001 0,022

25° perc. 0,018 0,003 <0,001 0,010

Potabile Giugno-luglio 2015 75° perc. 0,021 0,013 0,002 0,043
min 0,007 <0,001 <0,001 <0,010

max 0,029 0,034 0,022 0,14

mediana 0,002 0,004 <0,001 0,023

25° perc. <0,001 0,002 <0,001 0,010

Potabile Settembre-novembre 2015 75° perc. 0,005 0,014 0,001 0,056
min <0,001 <0,001 <0,001 <0,010

max 0,009 0,030 0,008 0,19

dx.doi.org/10.14672/ida.v4i2.1144
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Figura 3 — Concentrazioni in ug L di terbutilazina (TBA), desetilterbutilazina (DET), deisopropilatrazina (DIA)
e 4-(tert-butilammino)-6-idrossi-1-metil-1,3,5-triazin-2(1H)-one (LM6) in acque di falda prima del
trattamento (a) e dopo il trattamento prima della distribuzione (b) campionate tra giugno e novem-
bre 2015. I box-and-whiskers rappresentano il valore minimo, massimo, 25°, 75° percentile e me-

diana. I punti rappresentano i valori outlier

strando 1’efficacia dei trattamenti in uso (in gene-
re adsorbimento su carbone attivo). Dai valori di
mediane e 75° percentili riportate nelle tabelle 4 ¢
5 si puo stimare un fattore di rimozione compreso
tra 30 e 50% per LM6. La significativa diminu-
zione ¢ evidente anche nei box-and-whiskers in Fi-
gura 3.

E interessante notare che mentre i composti triazi-
nici noti come TBA, DET e DIA sono presenti in
quantita molto ridotte e con una stretta distribu-
zione di concentrazioni, testimoniando 1’efficacia
delle recenti restrizioni d’uso, il nuovo metabolita
da noi misurato per la prima volta (LM6) ha una di-
stribuzione spaziale e di concentrazione molto piu
ampia, poiché ¢ residuo probabilmente di un pe-
riodo meno recente nel quale I’'uso di TBA era piu
elevato. Questo metabolita ha la caratteristica di
essere un metabolita privo di cloro, ma con una
metilazione su un azoto triazinico attribuibile a me-
tabolismo microbiologico della flora batterica del
suolo.

2.6. Valutazione del rischio

Il problema della presenza dei metaboliti di fito-
farmaci nelle acque, e la conseguente necessita di
fissare dei valori soglia per la classificazione del-
le acque, ¢ stato affrontato da molti anni nella le-
gislazione europea. La direttiva 91/414/CEE (Eu-
ropean Economic Community, 1991), relativa al-
I’immissione in commercio dei prodotti fitosani-
tari sul mercato, fa riferimento a “metaboliti rile-
vanti” nel suo allegato VI (Allegato VI, punto C
2.5.1.22), che impone che le concentrazioni ac-
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cettabili di “sostanze attive o dei metaboliti rile-
vanti” nelle acque sotterranee non devono supera-
re la concentrazione massima ammissibile previ-
sta dalla Direttiva sull’acqua potabile 98/83/CE
(European Community, 1998) o una concentra-
zione piu bassa, se necessario, in funzione delle
loro proprieta tossicologiche. A sua volta, il ter-
mine “metaboliti rilevanti” ¢ usato anche nella
stessa Direttiva 98/83/CE, in cui € previsto che le
concentrazioni di pesticidi e loro metaboliti rile-
vanti in acqua potabile non debbano superare 0,1
pg L

A livello nazionale il Decreto Legislativo 2 feb-
braio 2001, n. 31 (Italia, 2001) definisce i parame-
tri e i relativi valori limiti che devono essere ri-
spettati per le acque destinate al consumo umano.
11 D.Lgs. 31/2001 non distingue esplicitamente tra
metaboliti rilevanti e non rilevanti, poiché nel re-
cepimento della Direttiva 98/83/CE (European
Community, 1998) si ¢ adottata la traduzione uffi-
ciale italiana della suddetta direttiva che, alla No-
ta 6 della tabella PARTE B: Parametri Chimici, tra-
duce la locuzione “related products (inter alia,
growth regulators) and their relevant metabolites,
degradation and reaction products” con “prodotti
connessi (tra l’altro regolatori della crescita) e i
pertinenti metaboliti, prodotti di degradazione e di
reazione”. Per quanto riguarda gli antiparassitari e
i relativi prodotti connessi, il D.Lgs. 31/2001 sta-
bilisce un valore di parametro di 0,1 pg L' per sin-
golo antiparassitario e un limite di 0,5 pg L' per la
somma dei singoli antiparassitari e prodotti con-
nessi rilevati e quantificati nella procedura di con-
trollo.



Analizzando i dati del monitoraggio della rete idri-
ca di BrianzAcque, tale limite “generico” di 0,1
pg L1, cioé non derivato da specifiche caratteri-
stiche tossicologiche della molecola in esame, ¢
rispettato per la terbutilazina e i suoi pit comuni
metaboliti per tutti i campioni di acqua di rete o di
serbatoio analizzati, e, per il metabolita LM6, per
la quasi totalita dell’acqua erogata nei comuni ser-
viti da BrianzAcque (Fig. 3b). Sono stati, infatti,
rilevati solo 5 superamenti di LM6 per la campa-
gna estiva e 3 superamenti per la campagna au-
tunnale, ma nessun dato misurato supera comun-
que 0,2 ug L. E quindi evidente che la maggior
parte dei trattamenti attualmente impiegati da
BrianzAcque sull’acqua prelevata in falda ¢ gia
efficace per la rimozione anche di questo metabo-
lita, come ¢ possibile evincere dal confronto,
quando disponibile, delle concentrazioni di LM6
delle acque dello stesso pozzo prima e dopo il trat-
tamento. La concentrazione di LM6 nell’acqua di
pozzo grezza (Fig. 3a) ¢ mediamente 10 volte su-
periore alla concentrazione di LM6 misurata nel-
la stessa acqua sottoposta ai trattamenti previsti da
BrianzAcque (Fig. 3b).

Il ritrovamento di nuovi metaboliti di una sostan-
za normata pone il problema se tale metabolita
concorra o meno al raggiungimento del limite di
legge di 0,5 pg L per la somma delle sostanze
presenti. E ovvio che, se una sostanza non ¢ in-
clusa nel monitoraggio, non concorre al raggiun-
gimento del limite, ma, nel caso in cui sia effetti-
vamente misurata, ci si deve porre il problema se
considerarla o meno ai fini del calcolo della con-
centrazione totale. La discriminante per decidere
se considerare o meno il metabolita sta nel con-
cetto di rilevanza del metabolita stesso: come in-
dicato da Dieter (2010), i metaboliti non rilevanti
sono i prodotti di degradazione privi di tossicita
mirata per le piante e genotossicita. Tuttavia spes-
so queste sostanze hanno un’elevata affinita per
I’ambiente acquatico, nel quale sono molto mobi-
li e generalmente persistenti. Ne consegue che seb-
bene non siano metaboliti rilevanti per I’azione at-
tiva sulle piante, possono diventare tuttavia so-
stanze rilevanti per le acque potabili, compromet-
tendone la qualita su scala a lungo termine. Inol-
tre possono diventare il materiale di partenza per
la formazione di prodotti di trasformazione rile-
vanti a livello tossicologico nei processi di disin-
fezione con cloro.

Per valutare i rischi per la salute umana legati alla
presenza di LM6 nell’acqua potabile ¢ quindi fon-
damentale determinare se LM6 sia un metabolita
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“rilevante” o non rilevante, ed eventualmente de-
rivare un limite specifico.
Nel menzionare esplicitamente il termine “meta-
boliti rilevanti” nei testi delle due direttive, il legi-
slatore europeo riconosce implicitamente che al-
cuni metaboliti possano essere non rilevanti. Per-
tanto, le disposizioni di entrambe le direttive sono
volte a regolare o porre limiti su un sottoinsieme
“rilevante” dei prodotti di degradazione nello stes-
so modo come si fa per le sostanze attive. Nessu-
na delle due direttive, pero, definisce il termine
“metabolita rilevante” e questo ha portato ad in-
certezza nel suo utilizzo per gli enti di controllo e
i gestori delle acque. La Direzione Generale Salu-
te e Protezione dei Consumatori (Direction géné-
rale “Santé et consommateurs”, DG SANCO) del-
la Commissione Europea ha pubblicato una linea
guida (DG SANCO, 2003) che propone una defi-
nizione operativa del termine.
Il documento SANCO descrive un sistema per
determinare se un metabolita ¢ rilevante o non ri-
levante sulla base di criteri di attivita biologica,
genotossicita e rischi tossicologici, ma anche te-
nendo in considerazione altri criteri amministra-
tivi in modo pragmatico, proponendo cosi un pro-
cesso decisionale efficiente e trasparente. Se un
metabolita non ¢ rilevante, pué comunque esse-
re oggetto di limitazioni o di ulteriori valutazio-
ni caso per caso in linea con il principio di pre-
cauzione.

Prima di descrivere il processo di valutazione del

rischio, ¢ necessario riportare alcune definizioni

che sono utilizzate dalla linea guida SANCO:

1) Metabolita: Ai fini del presente documento, il
termine ¢ usato per tutti i prodotti di reazione o
di decomposizione di una sostanza attiva di un
prodotto fitosanitario, che si formano nell’am-
biente dopo I’applicazione, sia essa da processi
biotici (antimicrobici o altri taxa) o abiotici
(idrolisi, fotolisi). I termini “metabolita” e “pro-
dotto di degradazione” sono equivalenti.

2) Metabolita rilevante: un metabolita per il quale
vi ¢ motivo di ritenere che esso abbia proprieta
intrinseche comparabili alla sostanza attiva in
termini di attivita biologica bersaglio, o che ab-
bia alcune proprieta tossicologiche significative
e inaccettabili secondo i criteri descritti nella Li-
nea guida. Tale metabolita ¢ quindi trattato co-
me principio attivo genitore nella valutazione ai
sensi dell’allegato VI, punto C.2.5.1.2 della di-
rettiva 91/414 / CEE,;

3) Metabolita che non desta alcuna preoccupazio-
ne: un metabolita che soddisfa i criteri delinea-
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ti nella Fase 1 della parte 4 della Linea guida ed
¢ quindi ritenuto non rilevante nella valutazione
ai sensi dell’allegato VI, punto C.2.5.1.2 della
direttiva 91/414 / CEE.

4) Metabolita non rilevante: un metabolita che non
soddisfa i criteri previsti per i “metaboliti rile-
vanti” e “metabolita che non desta alcuna pre-
occupazione”. Un metabolita non rilevante puo
essere soggetto, caso per caso, a una concentra-
zione limite per le acque sotterranee.

Il principio guida della valutazione ¢ che un pro-
dotto metabolita o di degradazione ¢ considerato
rilevante se vi € motivo di ritenere che esso ab-
bia proprieta intrinseche comparabili alla sostan-
za attiva in termini della sua attivita biologica
principale, o che abbia alcune proprieta tossico-
logiche significative (cio¢ che sia genotossico,
tossico per la riproduzione, cancerogeno, tossico
0 molto tossico), a meno che non sia dimostrato
il contrario.
Si utilizza una procedura a piu stadi che, nelle pri-
me due fasi, mira a selezionare 1 casi che necessi-
tano di un ulteriore esame. Fornisce quindi indica-
zioni sulle pit complesse fasi di valutazione suc-
cessive, fasi che vanno dallo screening di valuta-
zione dei pericoli alla valutazione completa del ri-
schio utilizzando un numero maggiore di dati spe-
rimentali.

Nella fase 1 del processo di valutazione SANCO si

definiscono i “Metaboliti che non destano alcuna

preoccupazione” come i prodotti di degradazione
con le seguenti caratteristiche:

a) si tratta di CO, o composto inorganico non con-
tenente un elemento metallico;

b) € un composto organico di struttura alifatica, con
una lunghezza di catena uguale o inferiore a 4,
che consiste solo di atomi C, H, N 0 O e che non
ha gruppi funzionali particolari come epossido,
nitrosamine, nitrile o altro gruppo funzionale,
noti per il loro rischio tossicologico;

¢) ¢ una sostanza che ¢ nota per non destare alcu-
na preoccupazione tossicologica o ecotossicolo-
gica, e che ¢ presente in natura in concentrazio-
ni molto piu elevate nel rispettivo comparto.

Nel caso di LM6, esso ¢ un composto organico di

struttura eterociclica alifatica, che consiste solo di

atomi C, H, N e O e che non ha gruppi funzionali

particolari. Essendo una struttura ciclica non puo

essere classificato di lunghezza di catena uguale o

inferiore a 4, e quindi non puo esser classificato in

senso stretto come “Metabolita che non desta al-
cuna preoccupazione”. Per questo metabolita ¢ per-
cio necessario proseguire nella fase di classifica-
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zione della sua rilevanza e, se possibile, di una va-
lutazione completa del rischio.

La fase 2 del processo di valutazione SANCO pre-
vede di determinare la probabilita che il metaboli-
ta di interesse possa raggiungere la falda acquifera.
Secondo quanto riportato dal dossier EFSA (EF-
SA, 2011) sulla base dei risultati di studi con lisi-
metri e dati di monitoraggio delle acque sotterra-
nee, € stato accertato che LM6 e metaboliti analo-
ghi della terbutilazina possono contaminare le fal-
de acquifere e raggiungere concentrazioni rilevan-
ti (anche al di sopra del limite generico per I’acqua
potabile di 0,1 ug L) in una vasta gamma di con-
dizioni geo-climatiche (EFSA, 2011).

Nel caso in cui si stimi che la concentrazione nel-
la falda acquifera possa superare il limite precau-
zionale di 0,1 pg L', € necessario proseguire con
la fase 3 per la valutazione della pericolosita tossi-
cologica del metabolita oggetto di valutazione.
La fase 3 fornisce uno schema pragmatico per la
regolamentazione del processo decisionale relati-
vo alla “rilevanza” di un determinato metabolita.
E una valutazione a tre stadi che comprende (i)
uno screening di attivita biologica, (ii) uno scree-
ning di pericolosita e genotossicita, e (iii) uno
screening di rischio di tossicita. Qualsiasi meta-
bolita che non superi tutte e tre gli stadi ¢ consi-
derato “rilevante” a livello normativo. Il supera-
mento di tutti e tre gli stadi non implica automa-
ticamente una non rilevanza del metabolita, ma si-
gnifica semplicemente che ¢ necessaria un’ulte-
riore valutazione come fase 4.

Secondo la valutazione EFSA, LM6 non ha attivi-
ta come antiparassitario o fitofarmaco (nel conte-
sto di questo documento definita come attivita bio-
logica bersaglio) e non presenta nessun potenziale
genotossico, poiché non ha evidenziato mutageni-
cita e genotossicita nei test in vitro su batteri e su
cellule di mammifero. Per quanto riguarda il ri-
schio di tossicita, in assenza di dati tossicologici
dei metaboliti, per ragioni pragmatiche si parte dal-
la classificazione della tossicita del composto pa-
rentale, terbutilazina. Nessun potenziale genotos-
sico ¢ stato attribuito alla terbutilazina (EFSA,
2011). Poiché pero si ¢ osservato un aumento del-
I’incidenza di adenocarcinomi mammari in ratti al-
la dose di 7,6 mg kg, d"' (mg per kg di peso cor-
poreo al giorno), per la terbutilazina ¢ stata propo-
sta la categoria 3 relativamente alla cancerogenici-
ta (R40 “limitata evidenza di effetti cancerogeni”)
(EFSA, 2011). In accordo con la valutazione SAN-
CO, nel caso in cui il composto parentale, come
per la terbutilazina, sia classificato come catego-



Tabella 6 — Classificazione delle classi di categorie secondo EFSA (2012). kg,.: kg di peso corporeo; d: giorno

Categoria Classificazione

Esempi

Dose Tollerabile
Giornaliera

(ng kg,' d)

Sostanze con
probabile
genotossicita

Sostanze la cui struttura presup-
pone effetti genotossici

0,0025

Sostanze organofosforate o car-
bammati con attivita anti-coline-
sterasica

Organofosforati e
carbammati

0,3

Sostanze con strutture chimiche
semplici e per le quali sono noti
meccanismi metabolici efficien-
ti che suggeriscono un basso li-
vello di tossicita per via orale

Cramer Classe 1

Costituenti tipici dei sistemi biologici, tranne gli or-
moni; idrocarburi alifatici aciclici lineari o ramifi-
cati; carboidrati comuni; terpeni comuni; sali solfo-
nati o sulfammati, senza nessuna ammina primaria
libera

30

Sostanze di struttura meno inno-
cua rispetto a quelle di classe I,
ma senza caratteristiche struttu-
rali per le quali si puo presume-
re evidenza di tossicita, come nel
caso di sostanze nella classe I11

Cramer Classe 11

Costituenti comuni degli alimenti; sostanze che non
contengono gruppi funzionali oltre ad alcoli, aldeidi,
chetoni in catena laterale, acidi, esteri, sulfammati o sol-
fonati di sodio, calcio e potassio, acetali o chetali aci-
clici; oppure che siano monocicloalcanoni o composti
biciclici con o senza un gruppo chetonico sull’anello

1,5

Sostanze con strutture chimiche
che non consentono una presun-
zione di non tossicita, che pos-
sono anche suggerire una tossi-
cita significativa oppure che

Cramer Classe I11

Strutture che contengono elementi diversi da C, H, O
N o S divalente; certi derivati benzenici; certe so-
stanze eterocicliche; composti alifatici contenenti pitt
di tre gruppi funzionali diversi

hanno gruppi funzionali reattivi

ria 3 delle sostanze cancerogene (Carc Cat 3; R 40),
devono essere fornite prove convincenti che I’espo-
sizione al metabolita non comporta alcun rischio
di cancerogenicita. Non esistendo studi al riguardo
per quanto riguarda LM6, a rigore tale composto,
per il principio di precauzione, deve essere classi-
ficato come metabolita rilevante e si deve applica-
re per esso il valore parametrico per I’acqua pota-
bile di 0,1 pg L.

Tuttavia i continui miglioramenti nella sensibilita
dell’analisi chimica hanno avuto come conseguen-
za la determinazione, negli alimenti, nei mangimi
e nelle acque potabili, di un numero crescente di
contaminanti chimici a basse concentrazioni, spes-
so sostanze per le quali vi sono pochissimi dati tos-
sicologici. Proprio per affrontare in modo pragma-
tico la valutazione sui possibili rischi per la salute
umana di questo tipo di sostanze, EFSA ha recen-
temente valutato e approvato I’approccio del tipo
“soglia di attenzione” (Threshold of Toxicological
Concern, TTC) come un utile strumento di scree-
ning sia per definire le priorita sia per fornire con-
sulenza scientifica sui possibili rischi per la salute
umana per esposizione a bassi livelli di concentra-
zione. L’approccio TTC ¢ gia stato utilizzato dal-
I’EFSA per la valutazione degli aromi negli ali-
menti e dei metaboliti rilevanti dei pesticidi nelle
acque sotterranee (EFSA, 2012).
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L’approccio si basa su una valutazione statistica

di studi di cancerogenicita a lungo termine, ori-

ginariamente compilati da Gold et al. (1989) e

successivamente integrati e perfezionati da altri

autori.

Tale approccio non puo essere applicato se la so-

stanza appartiene ad una delle seguenti categorie:

a) composti ad alto potenziale carcinogenico (ad
es. composti simili alle aflatossine, composti
azo-o0ssi 0 N-nitroso, benzidine, idrazine ed inol-
tre polialogeno-dibenzodiossine, -dibenzofurani
e -bifenili, che sono sostanze con tempi di emi-
vita tossicocinetici estremamente lunghi che mo-
strano potenziali di bioaccumulo molto diversi a
seconda delle specie);

b) sostanze inorganiche;

c¢) metalli e organometalli;

d) proteine;

e) steroidi;

f) sostanze per le quali € noto o previsto I’accu-
mulo negli organismi;

g) nanomateriali;

h) sostanze radioattive;

1) miscele di sostanze contenenti composti per le
quali non si conosce la struttura chimica;

delle quali, pero, non fa parte LM6. Bisogna per-

cio assegnare LM6 ad una delle classi di categorie

per le quali ¢ stata stimata la relativa dose tollera-
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bile giornaliera che, con alta probabilita, non pre-
senta effetti avversi sull’'uomo (Tab. 6).

LMG6 ¢ un composto organico eterociclico alifatico
che contiene atomi di azoto e, benché privo di
gruppi funzionali potenzialmente tossici, per prin-
cipio di precauzione puo essere classificato di clas-
se Cramer III. Per la classe Cramer III I’EFSA ha
stimato una dose tollerabile giornaliera per inge-
stione orale (TDI, Tolerable Daily Intake) pari a
1,5 ng kg, ' d.

Allocando una quota della dose tollerabile gior-
naliera al consumo di acqua potabile ¢ possibile
definire una concentrazione tollerabile (o valore
soglia) per 1’acqua potabile. In particolare, si ¢
adottato uno degli scenari piu conservativi pro-
posti a tal fine dall’Organizzazione Mondiale del-
la Sanita (OMS), ovvero il consumo di un litro di
acqua potabile al giorno per un bambino del peso
corporeo di 10 kg, e si alloca al consumo di ac-
qua il 20% della dose tollerabile, che ¢ conside-
rato da OMS un livello espositivo ragionevol-
mente protettivo in assenza di dati di esposizione
adeguati (WHO, 2011). Partendo da queste as-
sunzioni e utilizzando la TDI stimata da EFSA per
la classe Cramer III, mediante la seguente equa-
zione:

Valore soglia = TDI x peso corporeo x fattore di
allocazione/Vyy,, giornaliero =
=(1,5pgkg,'d'x10kg,x0,2)/1Ld"' =3 pgL"!

si calcola un valore soglia di 3 pg L' per LM6.
Confrontando i dati del monitoraggio della rete
idrica di BrianzAcque (Tab. 5) con il nuovo limite
per LM6 derivato in base all’approccio TCC, si
puo costatare che non si registra alcun superamen-
to del limite per ’acqua erogata nei comuni servi-
ti dal gestore BrianzAcque.

3. CONCLUSIONI

Il monitoraggio di erbicidi quali terbutilazina e suoi
metaboliti nelle acque sotterranee utilizzate a sco-
po potabile ha messo in luce la presenza ubiquita-
ria del metabolita LM6, generato probabilmente
dall’attivita microbica di degradazione della terbu-
tilazina nel suolo. Analizzando i dati di monito-
raggio in funzione delle mappe di uso dei suoli non
¢ stato possibile stabilire con precisione una sor-
gente di inquinamento per la contaminazione da er-
bicidi triazinici nell’area di monitoraggio. Le pra-
tiche agricole di diserbo mediante terbutilazina per
colture di mais e di sorgo sembrano la sorgente piu
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plausibile, anche se non si puo escludere il diser-
bo urbano in passato prima dell’introduzione del-
le restrizioni negli usi.

L’elevata diffusione del metabolita LM6 ha reso
necessaria una valutazione del rischio per questa
sostanza per derivare una concentrazione ammis-
sibile nelle acque potabili. Poiché i dati tossico-
logici e chimico-fisici per questa sostanza sono
assai limitati, sono stati seguiti due approcci di-
versi.

Seguendo la Linea Guida SANCO/221/2000 per
stabilire la rilevanza dei metaboliti di antiparas-
sitari, utilizzando il principio di precauzione,
LM6 ¢ stato classificato come metabolita rile-
vante, per il quale si applicano dunque le dispo-
sizioni della Direttiva 98/83/CE sulle acque po-
tabili che prevedono un valore di parametro di
0,1 ng L! per le acque destinate al consumo uma-
no. La classificazione di metabolita rilevante ¢
dovuta unicamente al fatto che il composto pa-
rentale, terbutilazina, ¢ classificato sostanza can-
cerogena di categoria 3 (Carc Cat 3; R 40), men-
tre non esistono studi sulla cancerogenicita di
LMe6.

In realta ¢ evidente che la struttura di questo me-
tabolita ¢ molto differente da quella del composto
parentale. E infatti un composto declorurato, e
quindi manca di quelle caratteristiche di assorbi-
I’atomo di cloro, e soprattutto non ¢ aromatico,
cio¢ manca di quella planarita che normalmente ¢
legata alla possibilita di una interazione negativa
col patrimonio genetico cellulare. La struttura del
metabolita LM6 ha quasi tutte le caratteristiche per
essere classificato formalmente come “Metabolita
che non desta alcuna preoccupazione”. Non vi so-
no evidenze che questa molecola abbia azione tos-
sica e la sua classificazione dipende solo da quel-
la del suo composto parentale, che ¢ struttural-
mente molto diverso, in mancanza di dati di tossi-
cita del metabolita stesso.

Abbiamo percio ritenuto utile proporre una meto-
dologia alternativa, approvata da EFSA anche per
la valutazione dei metaboliti rilevanti dei pesticidi
nelle acque sotterranee, che ¢ I"approccio del tipo
“soglia di attenzione” (Threshold of Toxicological
Concern, TTC), che puo essere utilizzato per una
valutazione di rischio per sostanze per le quali non
siano a disposizione dati sufficienti sulla loro tos-
sicita. In base a questa metodologia di classifica-
zione, pur applicando un approccio conservativo, si
deriva un valore soglia per I’acqua potabile di 3 pg
L' per LM6.



Confrontando i dati del monitoraggio della rete
idrica di BrianzAcque con il limite per LM6 deri-
vato in base all’approccio TCC si pud constatare
che non si registra alcun superamento nell’acqua
erogata nei comuni serviti da BrianzAcque. Se, in-
vece, si considera il limite di legge precauzionale
per i fitofarmaci nelle acque potabili di 0,1 pg L,
esso ¢ rispettato per la terbutilazina e i suoi piu co-
muni metaboliti per tutti i campioni di acqua di re-
te o di serbatoio analizzati, e, per il metabolita
LM6, per la quasi totalita dell’acqua erogata nei
comuni serviti da BrianzAcque.

Per quanto riguarda la classificazione delle acque
sotterranee, allo stato attuale della legislazione, va-
le comunque lo standard di qualita di 0,1 pg L';
quindi in diversi siti negli acquiferi lombardi, sot-
tostanti aree agricole nelle quali in passato ¢’¢ sta-
to un intenso uso di diserbanti a base di terbutila-
zina, il buono stato chimico puo non essere rispet-
tato per LM6.
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