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SAZETAK

Forenzika okoliSa bavi se istragama oneciS¢enje okoliSa sa svrhom odredivanja vrste
onecis¢ivala, pripadaju¢ega izvora onecis¢enja i samog pocinitelja. Onecis¢enje okolisa koje se
smatra kaznjivim dijelom, narusava okolis i1 zdravlje organizama. Jedna od analitickih tehnika
koju istrazitelji Kkoriste prilikom traganja za izvorom onecis¢enja u okoliSu je masena
spektrometrija omjera izotopa. Masenom spektrometrijom omjera izotopa nastoji se odrediti
izotopni sastav neke tvari na temelju stabilnih izotopa laksih elemenata. Stabilni izotopi koji su
prisutni u tvarima, sluze kao prostorni obiljezivacéi ili forenzi¢ki re¢eno izotopni otisci prstiju.
Na temelju izotopnih otisaka moguée je uéi u trag onecis¢enja policiklickih aromatskih
ugljikovodika, kloriranih alifatskih ugljikovodika, polikloriranih aromatskih ugljikovodika, n-
alkanima, metil-tertbutil eteru, pesticidima, eksplozivima i drugim onecis¢ivalima u okolisu.
Cilj ovoga rada je opisati tehniku masene spektrometrije omjera izotopa kao forenzi¢ki alat u

rjeSavanju postojecih oneciséenja okolisa.

kljuéne rijeci: stabilni izotopi, masena spektrometrija omjer izotopa (IRMS), okoli$na

forenzika, izotopni otisak, oneciséenje, okolis



ABSTRACT
Isotope ratio mass spectrometry in environmental forensics

Environmental forensics deals with environmental pollution investigations with the purpose of
determining the type of pollutant, the associated source of pollution and the perpetrator.
Environmental pollution, which is considered a punishable offense, damages the environment
and the health of organisms. One of the analytical techniques that investigators use when
searching for the source of pollution in the environment is isotope ratio mass spectrometry.
Isotope ratio mass spectrometry is used to determine the isotopic composition of a substance
based on stable isotopes of lighter elements. Stable isotopes that are present in substances serve
as spatial markers or, in forensic terms, isotopic fingerprints. On the basis of isotopic prints, it
is possible to trace the pollution of polycyclic aromatic hydrocarbons, chlorinated aliphatic
hydrocarbons, polychlorinated aromatic hydrocarbons, n-alkanes, methyl-tertbutyl ether,
pesticides, explosives and other pollutants in the environment. The aim of this paper is to
describe the isotope ratio mass spectrometry technique as a forensic tool in solving existing

environmental pollution.

keywords: stable isotopes, isotope ratio mass spectrometry (IRMS), environmental forensics,

isotopic print, pollution, environment
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1. UvOD

Forenzika okolisa bavi se istragama vezanim za oneciS¢enje okolisa. Antropocen ili tzv.
,nedavno doba covjeka* definira se kao nova epoha od 50-ih godina proslog stolje¢a u kojem
su covjekove aktivnosti pocele znacajno oneciséavati Zemljinu povrsinu i atmosferu.[1]
Onecis¢ivala svojom prisutnoséu u okolisu uzrokuju Stetu i narusavaju zdravlje ljudi. Istrazitelji
okolisne forenzike u svrhu pronalaska odgovorne strane, prikupljaju informacije o izvoru
oneciséenja, samom onecis¢ivalu i vremenu istjecanja. Jedan od alata kojima se istrazitelji
koriste jesu izotopni sastavi kao obiljezivaci. Izotopni sastavi nestabilnih izotopa pruzaju
informacije o vremenu koje onecis¢ivalo provede u okoliSu. 1zotopni sastavi stabilnih izotopa

pruzaju informacije o izvoru i transformacijama onecis¢ivala.[2]

Masena spektrometrija omjera izotopa jedna je od analitickih tehnika kojima se analiziraju
izotopni sastavi neke tvari na temelju stabilnih izotopa laksih elemenata. Prema nacinu
uvodenja uzorka postoji tehnologija dvostrukog ulaza i kontinuiranog toka. Tehnologija
kontinuiranog toka danas se najvise primjenjuje zbog svoje brze izvedbe, moguénosti koristenja
razli¢itih sucelja kao S$to su elementarni analizator, jedinice za plinsku i tekuéinsku
kromatografiju. Ovom se tehnologijom svaka komponenta ispitivanog uzorka separira i potom
prelazi u jedinstveni plin. Spektrometar koji vrsi analizu i detekciju signala, napredniji je 1
moc¢niji od uobiajenog masenog spektrometra. Rezultati se moraju pazljivo interpretirati u

skladu s drugim dostupnim informacijama o kemijskom sastavu.

U ovome radu bit ¢e dan pregled koriStenja stabilnih izotopa i masene spektrometrije omjera
izotopa u forenzici okoliSa na primjerima oneci§¢enja policiklickim aromatskim
ugljikovodicima, kloriranim alifatskim ugljikovodicima, polikloriranim aromatskim

ugljikovodicima, pesticidima, eksplozivima i drugim onecis¢ivalima.



2. OPCENITO O 1ZOTOPIMA

Prema nukleonskom broju, op¢eniti pojam nuklid oznacava atom s odredenim brojem protona
i neutrona u jezgri. Izotopi su vrsta nuklida istog elementa koji se razlikuju prema broju
neutrona. Medunarodna unija za ¢istu i primijenjenu kemiju (engl. International Union of Pure
and Applied Chemistry, IUPAC) izdaje ,,Periodni sustav elemenata i izotopa“ kojim se
naglaSavaju jedinstvena nuklidna svojstava svakog elementa.[3] S obzirom na broj neutrona,
laksi izotop koji je zastupljeniji u prirodi ima jednak broj protona i neutrona. TeZi izotop U
odnosu na laks$i ima jedan ili nekoliko neutrona vise. 1zotopi se prema stabilnosti dijele na
nestabilne, to jest one izotope za koje je eksperimentalno dokazan radioaktivni raspad te
stabilne izotope kod kojih takav raspad izostaje.[4] Stabilnost pojedinog izotopa odgovara
omjeru protona i neutrona. Prema nuklidnoj karti (Slika 1.), izotopi manje atomske mase postizu
najvecu stabilnost kada je broj neutrona priblizno jednak broju protona (dijagonala crnih polja).
Kako atomska masa raste, omjer postaje sve veci, izotopi postaju sve nestabilniji (bijela
polja).[5] Podrugje koje prati dijagonalu naziva se ,,dolinom stabilnosti, iako se nakon kalcija
to podrucje udaljava od same dijagonale zbog viska neutrona. Prema parnosti, elementi s
parnim brojem protona imaju vise izotopa od elemenata s neparnim brojem. Olovo je posljednji
element sa stabilnim izotopima.[6] Molekule koje imaju isti sastav atoma, molekulsku masu, a
razli¢it polozaj izotopa nazivaju se izotopnim izomerima ili izotopomerima.[7] Nastavak
poglavlja objasnjava kojom se veli¢inom izotopni Sastavi izrazavaju prema postoje¢im
standardima te priroda odjeljivanja izotopa. Trenutno je poznato 253 stabilna izotopa i 36

radioaktivnih izotopa s duzim vremenom poluraspada.[8]
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Slika 1. Nuklidna karta [5]



2.1. Izotopni delta zapis

Izotopni sastav na temelju stabilnih izotopa izrazava se prema preporukama Povjerenstva za
zastupljenost izotopa i atomske mase (engl. Commission on Isotopic Abundances and Atomic
Weights, CIAAW). Bezdimenzijski izotopni omjer (R) broja tezih izotopa prema broju laksih
dan je prema relaciji (1) na primjeru ugljika:

R S

12 12
2c N-12¢

Za potrebe usporedivanja izotopnih omjera izmedu pojedinih uzoraka razvijena je specificna
veli¢ina u odnosu na referenti materijal, medunarodnom definiranom nultom to¢kom od strane
Medunarodne agencije za atomsku energiju (engl. International Atomic Energy Agency, IAEA).
Relativna razlika izotopnog omjera poznata je kao izotopni delta zapis (d). Najcesce koristena
veli¢ina za potrebe izraZzavanja vrijednosti izotopnog delta zapisa na ljestvici Sirega raspona,
jedan dio na tisuc¢u dijelova, je promil (%o0). Izotopni delta zapis prikazan je relacijom (2) na
primjeru ugljika:
13 13
R (@)uzoruk—R (%)re ferentni materijal

612C(%O) = 13 b 1000 (2)

C
6
R(1gc)referentni materijal

Potrebno je naglasiti kako instrumentima nije moguce odrediti apsolutne izotopne sastave jer
su i izmjereni omjeri samo relativne koli¢ine. lIzotopne delta vrijednosti mogu biti pozitivne i
negativne. Ukoliko je izotopna delta vrijednost negativna, uzorak je osiromasen tezim izotopom
u odnosu na standard dok pozitivna delta vrijednost pokazuje njegovo obogacivanje tezim

izotopom.[9, 10]

2.2. Referentni materijali

Referenti materijali koji se koriste za izracun izotopnih delta vrijednosti prikupljeni su iz niza
prirodnih bogatstava, no tijekom vremena odredeni materijali vise nisu bili dostupni ili su iz
drugih razloga zamijenjeni. Materijali koji su kalibrirani prema referentnim materijalima dijele
se na primarne, sekundarne i tercijarne. Svaka sljedeca serija standardnih materijala unosi sve

vise mjernih nesigurnosti.[11]

Ishodi$ni standardni materijal za izotope kisika i vodika bila je becka standardna oceanska voda
(engl. Vienna standard mean ocean water, VSMOW) koja je nastala mijeSanjem destilirane

oceanske vode (0° geografske Sirine i 180° geografske duzine). Medu prvim primarnim

3



standardima koji su kalibrirani prema standardnoj oceanskoj vodi je otopljeni snijeg iz
Nacionalnog parka Yellowston (identifikacijska oznaka NBS1a) koji nije imao dovoljno
negativne izotopne delta vrijednosti da obuhvati sve kopnene vode. Stoga se kao drugi primarni
standardni materijal koristi laka antarkticka oborina (engl. Standard light antarctic

precipitation, SLAP) koja je znatno osiromasenija teskim izotopima.[12]

Ishodi$ni standardni materijal za izotope ugljika je kalcijev karbonat uzet iz fosila izumrle lignje
(belemnita) u regiji PeeDee Juzne Karoline (engl. PeeDee belemnite, PDB). Iscrpljivanjem
ovoga izvora, definiran je novi ishodi$ni standardni materijal, becki PeeDee belemnita (engl.
Vienna PeeDee belemnite, VPDB). Becki PeeDee belmnita nije fizicki stvaran materijal, ali je
u odnosu na njega kalibriran primarni standard TS-vapnenc (identifikacijska oznaka NBS*®).
[13]

Atmosferski dusik predstavlja ishodi$ni standard za izotope dusika na temelju svojstva njegove
ustaljenosti diljem svijeta. Zbog slozenosti izoliranja atmosferskog dusika, danas se koristi novi

primarni standard kao $to je kalijev nitrat s vezanim atmosferskim dusikom (identifikacijska

oznaka USGS32).[12]

Zeljezov sulfid iz minerala troilita pronadenog u meteoritu , Kanjon Diablo“ predstavlja
ishodi$ni standard za izotope sumpora. Medutim takav materijal je izotopno nehomogen.
Primarni standardni materijal u odnosu na fizi¢ki nepostojan becki Kanjon Diablo troilit (engl.
Vienna Carion Diablo troilite, VCDT) je srebrov sulfid (identifikacijska oznaka IAEAS-1).[14]

Standardni srednji oceanski Kklorid (engl. Standard mean ocean chloride, SMOC) duze je
vrijeme predstavljao ishodisni standardni materijal za izotope klora, ali po¢etkom 21. stoljeca
pokazalo se kako njegova vrijednost nije ustaljena na svim geografskim polozajima i na nekim
mjestima doseze 1%o. Kao novi primarni standard koristen je posebno pripravljen natrijev klorid
(identifikacijska oznaka NIST SRM 975a).[12]

Tablica 2.1. Medunarodni standardni referentni materijali [15, 16]

Br. | Izotopi Referentni materijal Izotopni omjer (R,%o)

1. 2H/*H VSMOW 0,0001558
2. 180/%%0 VSMOW 0,0020052
3. BN/AN atmosferski dusik 0,0036765
4. Bcirc VPDB 0,0112372
5. 345825 VCDT 0,0450045
6. STCIP5CI SMOC 0,3196770




2.3. l1zotopno odjeljivanje

Razlike u fizikalnim i kemijskim svojstvima izmedu izotopa (tzv. "izotopni ucinak") nastaju
zbog vrlo malih, ali znacajnih razlika u masi. Na primjer, svojstva (gustoca, taliSte, vreliste,
viskoznost) spojeva s tezim izotopima, izrazenija su od svojstava koja dolaze od laksih izotopa.
Takva je zakonitost najvise primjetna za one elemente koje nazivamo lakim (vodik, kisik, dusik,
ugljik, sumpor), a u periodnom sustavu imaju maseni broj manji od 50. Relativna razlika u
molekule s lakS$im izotopima, prirodno imaju visu frekvenciju zbog koje je potrebna manja
energija disocijacije za kidanje postojecih veza. Drugim rije¢ima, reaktanti u reakcijama ostaju
osiromaseni lakim izotopom koji se koncentrira u produktu. Takva se pojava u kojoj se tezi i
laksi izotopi relativno rasporeduju izmedu postojeéih faza (prilikom kemijskog, fizikalnog,
bioloskog procesa) mijenjajuci izotopni omjer naziva izotopno odjeljivanje. Vazno je naglasiti
ukoliko je iskoriStenje reakcije 100%, izotopnog odjeljivanja nema.[17] Proces odjeljivanja
izotopa matematicki se opisuje izotopnim omjerom dvaju spojeva (A i B) u kemijskoj ravnotezi
(A=B) ili spojeva prije i nakon procesa fizikalno-kemijskog prijelaza (A — B):

R4

dyp-p = R (3)
B

Faktor izotopnog odjeljivanja («) iz relacije (3) vrlo je mala brojevna vrijednost te se koristi
za izraCun koeficijenta izotopnog obogacivanja ili osiromasenja (&) kojim se lakse predoc¢ava
sudbina izotopa u odnosu na polazni reaktant. Dva postojeca mehanizma kojim se stabilni

izotopi mogu odjeljivati su ravnotezni i kineti¢ki mehanizam.[18]

2.3.1. Mehanizam ravnoteznog odjeljivanja

Ravnotezno odjeljivanje izotopa uzrokovano je razlikama u termodinamickim svojstvima. Ono
opisuje preraspodjelu izotopa izmedu razlicitih spojeva do trenutka kada se uspostavi stanje
ravnoteze u kojemu je izotopni omjer stalan. Brzine reakcija uravnotezenog stanja U oba smjera
su identi¢ne, §to potvrduje stalan omjeri izotopa izmedu dva spoja pri nekoj temperaturi.[6]

Kvalitativna pravila koja opisuju ravnotezno odjeljivanje izotopa su sljedeca:

a) Ucinak odjeljivanja se smanjuje poveéanjem temperature, prema omjeru aool/T? za

vedinu tvari.



b) Izotopno odjeljivanje najizrazenije je za lake clemente i izotope s velikom razlikom
masa.

c) Tezi izotopi se koncentriraju u spojevima gdje taj element stvara jace kemijske veze ili
ima energetski povoljnije mjesto. Jac¢ina kemijske veze raste porastom oksidacijskog
stanja, smanjenjem koordinacijskog broja, vezanjem laksih elemenata periodnog
sustava (ionske i kovalentne veze) i vezanjem prijelaznih elementa s nizim spinom.
Povoljnija energetska mjesta za teze izotope izmedu faza raspodjele su uvijek guséi

medij uz neke iznimke.[19]

2.3.2. Mehanizam kinetickog odjeljivanja

Kineticko odjeljivanje izotopa opisuju ireverzibilne reakcije koje se prema definiciji ne mogu
tretirati metodama klasi¢ne termodinamike jer brzine reakcije u oba smjera nisu jednake. Prema
drugome poimanju ireverzibilnosti, u takvim je reakcijama produkt svojim nastankom izdvojen
iz sustava bez daljnjeg doticaja s reaktantom. Na primjer, isparavanje vode s izuzimanjem
parem, difuzija plinova, apsorpcija, bakterijsko propadanje biljaka ili brzo talozenje kalcita.
Kao $to je prije naglaSeno, produkt uvijek biva obogacen lakSim izotopom zbog svoje manje
mase i time uzro¢no vece brzine. Pocetna pretpostavka su dva izotopa s istom kinetickom

energijom E=mv?. Za dva izotopa (1 i 2) masa m: i my, njihova brzine vi, v odnose se prema

relaciji (4):
U1 Vm;,
v v )

Iz relacije (4) vidljivo je kako su omijeri brzina dva izotopa obrnuto proporcionalni kvadratu
njihove mase.[19,18] Bioloski se procesi za razliku od kemijskih i fizikalnih procesa mogu
kategorizirati kao vecinski ireverzibilne reakcije. Time predstavljaju izvrstan primjer
kineti¢kog odjeljivanja. Organizmi pribjegavaju Kkoristiti lakSe izotope zbog nize energije koju
moraju uloziti u kidanje veza. Reakcija ovisi 0 koncentracijama produkata, reaktanata, stanju
okolisa te metabolickim transformacijama neke vrsta organizma. Opcenito pravilo metabolickih
transformacija nalaze kako sporiji metabolicki procesi pokazuju izrazenije odjeljivanje od onih
brzih, jer organizam ima dovoljno vremena da bude selektivniji s namjerom ustede unutarnje

energije.[10]



2.4. 1zotopne delta vrijednosti stabilnih izotopa u okolisu

Okolis je prirodno, svako drugo okruzenje organizama i njihovih zajednica ukljucivo ¢ovjeka.
Takvo okruzenje omogucuje organizmima postojanje i njihov daljnji razvoj.[20] Prethodno
opisana priroda izotopa u okolisu poprima vidljivi znacaj jer procesi koji se zbivaju u okolisu
prate stabilni izotopi laksih elementa klju¢nih za atmosferske, hidroloske, geoloske i bioloske
sustave. Sluze kao obiljezivaci kod kruZzenja tvari, a rije¢ je o stabilnim izotopima vodika,
kisika, dusika, ugljika, sumpora i klora.[21] Tako sirovine koje ¢ovjek uzima za proizvodnju
vlastitin dobara sadrze izotopne sastave mjesta preuzimanja iz okoliSa. U sljede¢im
potpoglavljima sazet je kratak pregled izotopnih delta vrijednosti stabilnih izotopa koje su

polazna tocka u istrazivanjima i interpretaciji izotopnih sastava.

2.4.1. lzotopi vodika

Vodik je element koji se sastoji od dva stabilna izotopa, *H (99,985%) i ?H (0,015%).[22]
Najveée koli¢ine lakseg izotopa (*H) prisutno je u isparenim povrsinskim vodama, dok onaj
tezi (°H) zaostaje u tekuéoj vodi. U polarnom ledu prisutno je vrlo malo teskog izotopa.[18]
Njihovo kruZzenje unutar okolisa vezano je uz hidroloski ciklus koji obuhvac¢a vodu u svim
njezinim agregatnim stanjima na Zemljinim oceanima, morima, rijekama, jezerima,
podzemnim vodama i obliku vodene pare. Procesi (isparavanja, kondenzacije, talozenja,
sublimacije) mijenjaju izotopne sastave u ovisnosti na geografski polozaj, nadmorsku visinu,
temperaturu i udaljenost od obale. Na temelju pracenja odjeljivanja izotopa vodika, Kisika u
oborinama, razvijaju se globalne karta izotopnog sastava oborinske vode. Karte omogucuje
razlikovanje oborina §irom svijeta na temelju vrijednosti 9°H i 6'20. Prikladne su za odredivanje

izvora istih izotopa unutar zivih organizama koji vodu koriste za svoj rast.[23, 24]
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Slika 2. Prikaz ljestvice delta vrijednosti izotopa vodika [25]



2.4.2. lzotopi Kisika

Kisik je element koji ima tri stabilna izotopa, %0 (99,76%), 7O (0,035%) i ‘80 (0,2%).[22] Uz
vodik ¢&ini sljedeéu vaznu komponentu u prou¢avanju hidroloskog ciklusa. Tezi je izotop (*30)
najzastupljeniji u jezerima (slanim) i podvrgnutim visokom stupnju isparavanja.[18] Voda
vecinski isparava iz oceana stvarajuéi paru s negativnijom 680 vrijedno$éu od oceana. Kako
se para kreée prema unutrasnjosti kontinenta, kondenzacijom se stvara kisa s pozitivnijom 680
vrijedno$éu od oblaka. Na oborinske sustave utje¢u ¢imbenici krajolika.[26] Prema tome §*20
vrijednosti postaju sve negativniji Sto se kiSa viSe udaljava od glavnog izvora isparavanja. U
pojasu umjerene klime 680 vrijednosti nalaze se u intervalu od -30%o do +30%.. Unutar oceana
koji &ine najveéi svjetski rezervoar vode, sadrzaj ®O u njegovom povrsinskom sloju je
ujednacen i varira u intervalu od -0,5%. do +0,5%.. U tropskim krajevima u vodama postoje
veca odstupanja u pozitivnijim izotopnim delta vrijednostima zbog jakog isparavanja. Polarni
krajevi s druge strane imaju negativnije izotopne delta vrijednosti zbog topljenja vode iz
izotopno lakSeg snijega i leda. Pracenje izotopa kisika unutar zivih organizama izrazito su

slozena i zahtijevaju detaljna istrazivanja.[27]
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Slika 3. Prikaz ljestvice delta vrijednosti izotopa kisika [18]

2.4.3. lIzotopi dusika

Dusik je element koji se sastoji od dva stabilna izotopa, N (99,63%) i *N (0,37%.).[22]
Najveci svjetski spremnik duSika je atmosfera, odnosno atmosferski dusik. Vecina procesa u
prirodi kod kojih dolazi do odjeljivanja izotopa dusika pripadaju kinetickom mehanizmu osim

otapanja dusika u vodi gdje se postize ravnotezna reakcija. Najvaznije reakcije kojima dusik u



razli¢itim molekulskim oblicima kruZi okoliSem su nitrifikacija (oksidacija amonijaka u nitrat
1 nitrit), denitrfikacija (redukcija nitrata, nitrita u dusik) i fiksacija dusika (prevodenje dusika u
organske spojeve).[18, 28] Uc¢inkovitost izotopa dusika da se asimiliraju u biljkama navedenim
procesima znatno ovisi o vrsti biljaka i tla. Umjetna gnojiva kod kojih su **N vrijednosti u
intervalu od 3%o0 do 6%o rezultiraju slabijom asimilacijom dusika u biljkama. Organska gnojiva,
gdje su iste izotopne delta vrijednosti u intervalu od 8%, do 20%o pokazuju znatno veca
obogacivanja dusikom. Zivotinje koje se nalaze u vrhu hranidbenog lanca imaju veée 6'°N

vrijednosti od nizih pripadnika istog lanca.[29]
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Slika 4. Prikaz ljestvice delta vrijednosti izotopa dusika [18]

2.4.4. lzotopi ugljika

Ugljik je kemijski element koji ima dva stabilna izotopa, *C (98,9%) i *C (1,1%.).[22] U
okolisu se izotopi ugljika najcesc¢e odjeljuju ravnoteznim mehanizmom izmedu faza kojima
postizu ravnotezu (ugljikov dioksid < voda < karbonatna kiselina < kalcijev karbonat).
Kineticko odjeljivanje izotopa ugljika povezano je s asimilacijom ugljikova dioksida u
biljkama, otapanjem ugljikova dioksida u morskoj vodi te bakterijska razgradnja organske tvari
u metan.[18] Ugljikov dioksid koji se nalazi u atmosferi, izotopno je osiromasen tezim
izotopom (-7%o). Ubrzanim razvojem ¢ovjekova djelovanja na okolis biljeze se velike promjene
u atmosferi. Vise 6'3C vrijednosti ugljikova dioksida prisutne su u oceanskom zraku daleko od

kontinenta, dok se one negativnije 6*3C vrijednosti nalaze na samome kontinentu (-25%.).[30]
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Atmosferski ugljikov dioksid nalazi se u ravnotezi s otopljenim oceanskim bikabonatom. Kalcit
koji se posljedi¢no talozi ima ¢*3C vrijednosti u intervalu od 2,0 %o do 2,5%0.[31] U biljkama
su 6'3C vrijednosti nize od onih vrijednosti asimiliranog ugljikova dioksida. Intenzitet
odjeljivanja ovisi o klimi i fotosintetskom putu biljke. Hatch-Slack fotosintetski put C4 biljaka
(trska, kukuruz) ima 6*3C vrijednosti u intervalu od -10%o do -15%.. Calvin—Bensonov
fotosintetski put C3 biljaka (riza, je¢am, pSenica) ima 63C vrijednosti u intervalu od -25%. do
-32%0. CAM (engl. Crassulacean acid metabolism) biljke poput sukulenata imaju $iri interval
o¥3C vrijednosti od -10%o do -34%.. Izgaranjem fosilnih goriva vrijednosti variraju oko -
27%0.[32,47] Obogacivanje izotopima ugljika kod Zivotinja izravno je povezano s hranom koju

konzumira, vrstom metabolizma i pozicijom u hranidbenom lancu.[29]
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Slika 5. Prikaz ljestvice delta vrijednosti izotopa ugljika [18]

2.4.5. lzotopi sumpora

Sumpor je kemijski element koji ima etiri stabilna izotopa, 32S (95,02%), *S (0,75%),**S

(4,21%) i %S (0,02%).[22] Sumpor u meteoritima i magmatskim stijenama ima %S vrijednosti
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u uskom intervalu blizu 0%.. Vulkanski plinovi, stijene, sedimenti obi¢no imaju §iri raspon od
-10%o do 10%0. Vulkani osim §to izbacuju elementarni sumpor u atmosferu, djeluju kao pumpe
za morsku vodu i druge izvore sumpornih spojeva.[33,34] Stoga su oceani sljedeci globalni
spremnik sumpora. Oceanski sulfat ima vrijednosti oko 20%o., a prenosi se iz oceana u atmosferu
djelovanjem valova koji stvaraju aerosol. Op¢enito su sulfati u okolisu obogaéeni **S, a sulfidi
osiromaseni (ravnotezno odjeljivanje). U kontinentalnoj vegetaciji izotopne delta vrijednosti
kre¢u se u intervalu od 2%o do 6%o, a znatno se razlikuje od maritimne vegetacije gdje su te
vrijednosti u intervalu od 19%o do 30%..[29] Biljke asimiliraju sulfat iz tla ili sumporov dioksid
iz atmosfere putem lis¢a.[22] Glavni izvor sulfata koji se mijesa s oborinama je morska voda,
vulkanske erupcije, biogeni spojevi nastali truljenjem i dimetil sulfid.[35] Upravo je zbog tih

karakteristika sumpor vrlo dobar obiljeziva¢ neke geografske regije.
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Slika 6. Prikaz ljestvice delta vrijednosti izotopa sumpora [36]

2.4.6. lzotopi klora

Klor je element koji ima dva stabilna izotopa, 3*Cl (75,5%) i 3'CI (24,5%).[22] Glavni spremnici
klora na Zemlji su oceanska voda, evaporiti* i Zemljina kora. Geokemijski se klor smatra
konzervativnim elementom jer ostaje u svojem jednovalentnom oksidacijskom stanju. Izmedu
izotopa klora postaje male razlike u masama, stoga se slabije odjeljuju u okolisu Sto je vrlo

korisno za izotopno razlikovanje izvora voda kao i otopljenih tvari.[37] Tezi izotop (*'Cl)

! sedimentne naslage stvorene taloZzenjem soli iz njihovih vodenih otopina
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preferirano preuzimaju mineralne strukture zbog jaceg vezivanja Klora u ¢vrste faze u odnosu
na vodene faze.[38] Talozenje i otapanje evaporitnih minerala dominantni Su procesi za
odjeljivanje izotopa klora u sedimentnim bazenima.[39] Osim talozenja i otapanja, ¢esto su tu
prisutni procesi difuzije i ionske filtracije oceanske vode kroz tlo.[40] Slatke podzemne vode
mogu imati pozitivne i negativne vrijednosti 9°’Cl u odnosu na oceansku vodu. Slane podzemne
vode postaju izotopno obogadéenije *'Cl s poveéanjem dubine.[41] Izotopi klora imaju vaznu
ulogu u rastu, fotosintezi i aktivaciji enzima u biljkama. Cesto se primjenjuje u poljoprivrednim

gnojivima. 1z biljaka se u tlo vra¢aju putem lis¢a ili truljenjem organske tvari. [42]
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3. MASENA SPEKTROMETRIJA OMJERA IZOTOPA

Masena spektrometrija omjera izotopa (engl. isotope ratio mass spectrometry, IRMS) analiticka
je tehnika uvedena nakon razvoja spektrometrije masa. Ovom se tehnikom analizira organski i
anorgansku materiju u svrhu dobivanja to¢nih i preciznih izotopnih delta vrijednosti stabilnih
izotopa.[26] Analize stabilnih izotopa (engl. stable isotope analysis, SIA) ovom se tehnikom
provode od 1940-ih. Moguce je analizirati lakse elemente.[43] Laksi elementi (vodik, kisik,
dusik, ugljik, sumpor, klor) i njihovi izotopi koji se istrazuju IRMS tehnikom opisani su u
prethodnome poglavlju.

Uzorci koji se analiziraju moraju biti pretvoreni u plin. Maseni spektrometri koji se koriste za
izotopnu analizu sastoje se od tri osnovna dijela, a to su ionizacijska komora, magnet i
sakupljaci iona (Slika 8.a).[44] Plinoviti uzorci ulaze u ionizacijsku komoru. Tamo se zbog
elektri¢nog snopa stvaraju pozitivni ioni. Izlaskom iz ionizacijske komore, dolazi do ubrzavanja
pozitivnih iona djelovanjem elektricnog polja. Ulaskom iona u magnetsko polje, pocinje
otklanjanje prema omjeru mase i naboja (m/z). loni se prikupljaju sakuplja¢ima, odnosno
Faradayevim ¢aSicama. Racunalo integrira prikupljene odazive svakog sakupljaca za izracun
izotopnog omjera i izotopnih delta vrijednosti prema referentom materijalu. Instrument koristi
i referentni plin za kalibraciju koji se razlikuje od onog standardnog plina za izotopni delta
zapis. Referentni plinovi se razlikuju ovisno o uzorcima.[45,46] Na primjer, analizom plina
CO2 neke tvari prikupljena su tri osnova signala svakog izotopomera (*2C0,,
13¢160,,12C180%0) odgovarajuéih omjera m/z (47, 7, 48). Dobiveni kromatogram (Slika 7.)
prikazuje signal referentnog plina (kvadratna krivulja) i signal uzorka (Gaussova krivulja).[46,
49] Glavne razlike prema kojima se IRMS spektrometar razlikuje od obi¢nog spektrometra
masa je §iri raspon mjerenja omjera m/z, konstantni uvjeti ionizacije, Faradayeve casice za

istovremeno odredivanje vise izotopa i individualna pojaca signala. [44,29,11]

referentni plin

13C/12C =0,0110908
]

uzorak
BC/A2C =0,0109670

Intenzitet (mV)

‘l\/rijéln;(s) “

Slika 7. IRMS kromatogram [49.]
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Tablica 3.1. Jedinstveni plinovi stabilnih izotopa i pripadajuci omjeri m/z [29]

Stabilni izotopi Jedinstven plin m/z
vodik H2 2,3
dusik N2 28,29, 30
Kisik (0] 28, 29, 30
ugljik, kisik CO: 44, 45, 46
sumpor SO 64, 66

Prema nacéinu uvodenja plinovitog uzorka i referentnog plina razvijene su dvije IRMS

tehnologije. Prva je starija tehnologija, masena spektrometrija omjera izotopa s dvostrukim

ulazom (engl. dual inlet isotope ratio mass spectrometry DI-IRMS), u kojoj se referentni plin i

off-line pripremljen ¢isti plina uzorka naizmjeni¢no unose u IRMS spektrometar. Druga je

novija tehnologija, masena spektrometrija omjera izotopa kontinuiranog toka (engl. engl.

continuous flow isotope ratio mass spectrometry, CF-IRMS), u kojoj se uzorak priprema on-

line i prevodi u jedinstven plin (Tablica 3.1.). Tako pripremljeni plin uzorka na plinu nosacu

kontinuirano ulazi s referentnim plinom u IRMS spektrometar. Tehnologija dvostrukog ulaza

d)

propusnik

r

g
2

SWPIS0  —  pumpa

<)

automatski uzorkiva¢

LC sucelje

helij + H20 + CO2

GC sucelje

F

Buo[oy

pec

Slika 8. Shematski prikaz IRMS spektrometra (a) s suc¢eljem elementarnog analizatora (b) te

helij

otpad

b)

automatski uzorkiva¢

EA sucelje

- ez rysfiwey

L npoa ez exwez

IRMS
spektrometar

a)

helij + CO:

IRMS spektrometar

izvor .
elektrona  Ubrzavanje

lona

fokusne
lece

ponor
elektrona

suceljima za plinsku (c) 1 tekuc¢insku kromatografiju (d) [47]

kolona

pojacala *

magnetsko polje

racunalo

IRMS

spektrometar

Faradayeve
Casice

14



daje preciznije rezultate, no medutim ¢esce je koriStena tehnologija kontinuiranog toka koja je
izvedbeno brza i koristi sucelja poput elementarnog analizatora, jedinice za plinsku i tekuc¢insku
kromatografiju.[50,11] U nastavku se tumace analize stabilnih izotopa pomocu instrumenata

IRMS tehnologija dvostrukog ulaza i kontinuiranog toka.

3.1.Ukupna analiza stabilnih izotopa

Ukupna analiza stabilnih izotopa (engl. bulk stable isotope analysis, BSIA) moze se provoditi
koristenjem masenog spektrometra omjera izotopa s dvostrukim ulazom ili s elementarnim
analizatorom kao suceljam. Izotopne delta vrijednosti dobivene ovom analizom predstavljaju
izotopni sastav iz svih komponenti u smjesi.[50] Izotopni omjeri na kraju analize su prosjecni

izotopni omjeri bez obzira radi li se o ¢istoj tvari ili Smjesi.[11]

3.1.1. Maseni spektrometar omjera izotopa s dvostrukim ulazom

Maseni spektrometar omjera izotopa s dvostrukim ulazom ima jednostavnu izvedbu. Instrument
koristi uzorke pripremljene tako da budu &isti plinovi. Cisti plinoviti uzorak kao i referentni
plin nalaze se u posebnim spremnicima. Plinovi se iz oba spremnika uz djelovanje mjehova
krecu kapilarama prema tocki spajanja. Nakon tocke spajanja slijedi IRMS spektrometar.
Mjehovi rade naizmjeni¢no i tako omogucuju unos jednakih koli¢ina oba plina. Trenutno je

jedini IRMS instrument koji moze biti koriStena u analizi izotopa klora.[11]

3.1.2. Maseni spektrometar omjera izotopa s elementarnim analizatorom

Maseni spektrometar omjera izotopa s elementarnim analizatorom (engl. elemental analyzer —
isotope ratio mass spectrometry, EA-IRMS)(Slika 8.b) primjenjiv je za Sirok raspon uzoraka.
Proces zapodinje vaganjem uzoraka na analiti¢koj vagi. Cvrsti uzorci i nehalapljive tekuéine
unose se u srebrne ili kositrene kapsule. Na pocetku se nalaze dvije kolone (oksidacijska i
redukcijska kolona), koje mogu biti serijski povezane ili spojene u jednu kolonu. Kolone
sadrzavaju specificna punjenja (katalizatori i vezivni oksidi). Izgaranjem u prvoj oksidacijskoj
koloni uz prisutnost Kisika, temperatura mora doseci dovoljno visoku vrijednost (0ko 1800°C)
kako bi se kapsule raspale. Proces redukcije koji uslijedi u drugoj koloni obi¢no se provodi

elementarnim bakrom visoke ¢istoce i tu se dusikovi oksidi reduciraju u elementarni dusik.
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Nastala voda uklanja se zamkom za vodu (magnezijev perklorat). Kemijska zamka Kkoristi se
prema potrebi za uklanjanje plinova kao §to je ugljikov dioksid. Plinoviti uzorak potom ulazi u
kolonu kao za plinsku kromatografiju gdje se produkti izgaranja separiraju. Tako separirani
produkti iz sucelja ulaze u IRMS spektrometar.[11] Plin nosa¢ (helij) koji se uvodi prije prvog
kontakta s ionizacijom koristi se za razrjedivanje plinova nastalih izgaranjem uzorka.[29]
Njegova druga vazna uloga je sprjeCavanje difundiranja plinovitog sumpora unatrag te
sprjecavanje reakcije s zaostalim kisikom kojima bi nastao sumporov (111) oksid.[48] Prvi korak
prilikom koristenja EA-IRMS-a je izgaranje uzorka unutar kolona, a tek nakon izgaranja slijedi

separacija produkata izgaranja.[46]

3.2. Izotopna analiza specifi¢na za spoj

Izotopna analiza specifi¢na za spoj (engl. compound specific isotope analysis, CSIA) moze se
provoditi koriStenjem masenog spektrometra omjera izotopa sa suceljim za plinsku ili za
tekucinsku kromatografiju. Izotopne delta vrijednosti dobivene ovom analizom predstavljaju
izotopni sastav specifi¢nog spoja koji se nalazi unutar smjese.[50] Izotopni omjeri dobiven na

kraju analize odgovaraju jednom specificnom spoju koji se odvajaju u funkciji vremena.[11]

3.2.1. Maseni spektrometar omjera izotopa s plinskom kromatografijom

Masenim spektrometrom omjera izotopa s plinskom kromatografijom (engl. gas
chromatography - isotope ratio mass spectrometry, GC-IRMS) (Slika 8.c) moguce je odrediti
oko 15% svih organskih spojeva. Uzorak koji se analizira, ubrizgava se automatskim
uzorkiva¢em i prenosi plinom nosa¢em (helij) u kromatografsku kolonu. Razdjelnik na kraju
kolone plinskog kromatografa Salje preko 95% separiranog uzoraka u kolonu za izgaranje.
Ostavljena je i mogucnost da se uzorak analizira detektorom plamene ionizacije (engl. flame
ionization detector, FID) za dobivanje informacija o kemijskom sastavu ukoliko se uzorak
preusmjeri tamo umjesto u kolonu za zagrijavanje. U koloni za izgaranje koja je ispunjena
metalnim oksidima, platinastim katalizatorom (850 °C i 1100 °C), dolazi do pretvorbe
prethodno separiranog uzorka u plinove. Redukcijska kolona reducira dusikove okside u
elementarni dus$ik te uklanja visak kisika. ViSak vode uklanja se prolaskom kroz dio cijevi
izgradenog od ionske polimerne membrane (nafion) u protustruji helija. Tako pripremljeni

plinoviti uzorak uvodi se u IRMS spektrometar. Izmedu sucelja i IRMS spektrometra nalazi se
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razdjelnik koji omoguc¢ava smanjenje tlaka. U istrazivanjima se GC-IRMS najce$¢e koristi za
analizu izotopa ugljika u spojevima organskog porijekla.[11] Medutim, ukoliko se analiziraju
izotopi dusika u spoju, potrebno je ukloniti nastali ugljikov dioksid (kao produkt izgaranja
ugljika) iz struje plina jer mogu nastati nezeljene interferencije.[51] Visokotemperaturna
pretvorba (engl. high-temperature conversion, HTC) uvedena je u instrument za potrebe analize
izotopa kisika te ubrzo i izotopa vodika. Kvantitativna piroliza visokotemperturne pretvorbe
omogucuje prelazak organskog kisika i vodika u ugljikov monoksid i elementarni vodik.[52]
Proces pirolize za kisik dogada se u platinastom umetku (1280 °C), a za vodik u kerami¢koj
epruveti (1450 °C).[29]

3.2.2. Maseni spektrometar omjera izotopa s tekuéinskom kromatografijom

Maseni spektrometar omjera izotopa s tekuc¢inskom kromatografijom (engl. liquid
chromatography - isotope ratio mass spectrometry, LC-IRMS) (Slika 8.d) kao svoje osnovno
sucelje koristi tekuc¢insku kromatografiju visoke djelotvornosti (engl. high performance liquid
chromatography, HPLC).[11] Za usporedbu s plinskom kromatografijom gdje inertan plin
nosac ne ometa izgaranje uzorka, tekuca faza nastalog eluata iz HPLC sprjecava njegov izravan
ulazak u kolonu za izgaranje. Idejno rjeSenje bila je mokra kemijska oksidacija (uvodenje
oksidansa s katalizatorom) koja organske spojeve eluata pretvara u ugljikov dioksid. U sljedecoj
separacijskoj jedinici helijem se odvaja ugljikov dioksid iz tekuceg eluata. U predzadnjem
koraku, prije nego plinoviti ugljikov dioksid dode do IRMS spektrometra, zamka za vodu
(nafion) uklanja zaostalu vodenu paru.[53] Drugo ograni¢enje instrumenta nakon tekuceg
eluata su organska otapala koja bi se standardno koristila u pripremi mobilne faze. Naime,
organska se otapala ne mogu Koristiti jer bi stvarala dodatni pozadinski ugljikov dioksid. Sastav
mobilne faze strogo je ograniCen na anorganske kiseline, baze i pufere topljive u
visokokvalitetnoj mili-Q vodi. Posljednje ograni¢enje je Cinjenica kako se LC-IRMS-om
analiziraju samo izotopi ugljika. Instrument se koristi za analize brojnih bioloskih vaznih

spojeva.[54]

3.3. Izotopna analiza specifi¢na za polozaj

Izotopna analiza specificna za polozaj (engl. position specific isotope analysis, PSIA) smatra

se vrhuncem analize stabilnih izotopa. Temelji se na analizi izotopa u fragmentima pojedinih
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spojeva, $to je u osnovi analiza specificnih spojeva na intramolekulskoj razini.[55] Izotopi u

fragmentima biljeze sve procese povezane S nastankom i razvojem molekule.[56]

3.3.1. Maseni spektrometar omjera izotopa s GC/P/GC suéeljem

Corso T. N i suradnici (1997) razvili su sustav GC/P/GC-IRMS (engl. gas chromatography/
pyrolysis /gas chromatography- isotope ratio mass spectrometry) spajanjem dvije GC kolone
preko komore za pirolizu. Smatra se prvim instrument za izotopnu analizu specifi¢nu za
polozaj. lako je instrument od tada poznat, danas je sama tehnologija i dalje tek u svojim
povojima.[57, 58] Uzorak se injektira u prvi plinski kromatograf, gdje se ciljani spoj odvaja od
smjese unutar kapilarne kolone. Spoj od interesa zatim ulazi u komoru za pirolizu (550 °C), to
jest kapilaru izradenu od taljenog silicija i okruzenu kerami¢kom peci. Fragmenti se zatim
grijanom cijevi prenose do drugog plinskog kromatografa (-40 °C). Temperatura se postupno
povecava (do 290 °C), a pojedini se fragmenti odvajaju na kapilarnoj koloni. Nakon odvajanja,
fragmenti ulaze u pe¢ za izgaranje ispunjene oksidiranim bakrom (850 °C) te na kraju ulaze u
IRMS spektrometar.[58]

3.4. Primjene masene spektrometrije omjera izotopa

Masena spektrometrija omjera izotopa kao analiticka tehnika pronasla je svoju Siroku primjenu
u brojnim podrucjima forenzike. NajceSée se koristi za utvrdivanje geografskog podrijetla,

razlikovanje izvora tvari i otkrivanje ilegalnih dodataka.[59]

U prehrani se istrazuje autenti¢nost, porijeklo i kontaminacija proizvoda. Na primjer, moguce
je utvrditi sadrzava li neki proizvod prirodne ili umjetne zasladivace. Prirodni zasladivaci imaju
drugaciji izotopni sastav od umjetnih, jer su to biljke poput kukuruzna (C4), Sec¢erne repe (C3)
ili trske (C4).[47] Porijeklo mesa ili mlijeka, vezana je za izotope ugljika, kisika i vodika koji
dolaze od hrane koju govedo jede.[29] Proizvodac¢i vina imaju najveée baze podataka o
izotopnim delta vrijednostima vina kako bi dokazali autenti¢nost svojeg proizvoda.[59,29] U
farmaciji, krivotvoreni lijekovi ne moraju sadrzavati farmaceutski aktivne sastojke ili mogu
imati deklaracijski neto¢an popis sastojak, neto¢ne koli¢ine, necistoce i losu bioraspolozivost.
Krivotvoreni lijekovi Stete pacijentima, zdravstvenom sustavu i gospodarstvu.[60] Na temelju

stabilnih izotopa moguce je razlikovati farmaceutski proizvod prema proizvodacu i proizvodnoj

seriji.[61] U antropologiji i arheologiji mnoge IRMS studije ispituju odnos ljudskih ostataka s
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geografskim porijeklo ili prehrambenim navikama. Kako postoji karta kojom se izotopima
(vodika i kisika) prate globalne oborine, postoji karta kojom se izotopima ugljika prati ljudsko
stanovnisStvo 1z uzoraka tkiva i vlasi kose.[79] Kriminalistika prati ilegalne droge od njihovog
uzgoja, sinteze do puteva distribucije.[47] Forenzika dokumenata IRMS instrumentima
provjerava rukopise, ispravnost ovjerenih dokumenata, potpisa i autenti¢nost novca.[62,15]
Forenzika divljih zivotinja i biljaka koristi IRMS instrumente u istrazivanju ilegalne trgovinu
biljkama i zivotinjama na crnom trzistu. Osim toga tehnika sluzi za odredivanje geografskog
podrijetla i kretanje Zivotinja u prirodi.[47] Kontaminacija okoliSa predmet je istrazivanja
forenzike okoliSa. U takvim se istrazivanjima postavlja nekoliko klju¢nih pitanja: ,, Koja je tvar
ispuStena u okolis?; Kada je doslo do ispustanja?; Moze li se ispustenoj tvari u okolisu odrediti

izvor? “.[63]
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4. OKOLISNA FORENZIKA

Forenzika okolisa usmjerena je na identificiranje pocinitelja one¢is¢enja kao pocinitelja
kaznenog dijela, odredivanje izvora oneéi$¢enja i samog onecis¢ivala ispuStenog u okoli§ za
procjenu opsega nastale stete.[64] U usporedbi s kriminalistikom, zajednicka je tocka
pravosudni sustav koji trazi dokaze za rjeSavanje sporova. Medutim okolisna forenzika za
razliku od kriminalistike svoje primjene koristi na znanstvenim istrazivanjima i sanaciji nastale
Stete.[55] Presudni dogadaji koji su uvjetovali brzom razvoju ove znanosti 0sim kaznenog
zakona bila je i globalna svijest o opasnostima naruSavanja okoliSa. Globalna svijest o
opasnostima koje mogu prouzro€iti neka onecis¢ivala pojavljuje se u drugoj polovini 20.
stolje¢a nakon ekoloskih havarija koje su odjeknule medunarodnom zajednicom. Medu prvim
incidentima bio je Londosnki smog iz 1952. koji je u kratkome vremenu prema procjenama
usmrtio oko 12 000 ljudi.[65] Nekoliko godina kasnije (1956.) u japanskom gradi¢u Minamati,
dolazi do trovanja metil-zivom ispustenoj iz industrijskog pogona u vodu. Procjena ljudskih
zrtava, 2265 ljudi, a flora i fauna bile su unistene.[66] Godine 1967. slijedi prvi veliki izljev
nafte iz supertankera Torrey Canyon u Atlantskom oceanu koji pokrece polemike istraZzivanja
sudbine naftnih onecis¢ivala u moru. Posljedi¢no izlijevanju 119 000 tona sirove nafte, uginulo
je preko 25 000 morskih ptica i drugih morskih organizama.[67] Dva mjeseca nakon potonuca
supertankera odrZana je Stockholmska konferencija koja je oznacila budenje ¢ovjekove svijesti
0 sudbini onecis¢ivala u okolisu. Vremenom su odredeni mnogi zakonski okviri.[68] Podruéje
okolisne forenzike kao dio forenzicke znanosti pojavilo se 1980-ih kao odgovor na iste
zakonske okvire donesene u svrhu trazenja naknada $tete i ozljeda uzrokovanim onecis¢enjem

okolisa.[69]

Forenzicke se istrage okolisa u praksi sastoje od tri elementa. Prvi element je stjecanje
informacija terenskim radom, laboratorijskim analizama onecis¢ivala i karakterizacija njihovih
puteva u okoliSu od pripadajuceg izvora. Drugi element ¢ine vremenski okviri od trenutka
ispustanja onecisc¢ivala do njegovog transporta na mjesto uzorkovanja. Prva dva elementa
obuhvacaju informacije vezane za okoli§ dok treci element predstavlja njihovu sintezu kojom
se pridonosi odredivanju odgovornost.[70] Prvi je element najvazniji iz perspektive istrazitelja,
jer je kljuc za rjesavanje bilo kojeg forenzi¢kog slucaja kvalitetan dokaz.[55] Kako bi istrazitel]
mogao zapoceti svoj istragu, mora dobro razumjeti forenzi¢ko znacenje izvora oneciscenja i

prirodu oneciscivala.
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4.1. lzvori onediSéenja

Izraz ,,izvor* u forenzickoj terminologiji odnosi se na tocku ispusStanja onecisc¢ivala, a ne na
samog pocinitelja. Utvrdivanje izvora oneciS¢enja cesto je problem u forenzickim
istrazivanjima okolisa. U jednoj su krajnosti svi potencijalni izvori poznati prema kemijskom
sastavu, lokaciji 1 povijesti. U drugoj krajnosti nista od svega navedenog nije poznato sa

sigurno$céu.[71]
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Slika 9. Izvori onecis¢enja [72]

izlijevanje

Izvor oneciséenja (Slika 9.) u vodenom okoliSu prema vrsti moze biti tockasti ili difuzni.
Tockasti izvor oneciS¢enja predstavlja tocno odredeno mjesto kao $to su ispusti iz industrija,
energetskih postrojenja, odlagaliSta otpada, obrade voda, ribogojilista ili jednostavno istjecanje
nafte iz cjevovoda. Difuzni izvor oneciséenja predstavlja mjesto gdje onecis¢ivalo istjece u
velikim koli¢inama te je rasprSeno na veliko podru¢je. Takve je izvore teze odrediti i zaustaviti.
Oneciscéenje tla s pripadajuéi izvorima onecis¢enja dobrim su dijelom vezani uz oneciséenje
njegove vodene faze. lzvori oneciS¢enja zraka povezuju se s izgaranjem fosilnih goriva,
industrijskim procesima poput rafinerijskih, petrokemijskih prerada, proizvodnje gnojiva,
cementa i drugih materijala. Oni se pak mogu kategorizirati kao tockasti, povrsinski i difuzni.
Tockasti izvor oneciS¢enja zraka ima posebno oblikovan ispust poput dimnjaka kojim se ispusta
znatna koli¢inu oneci$¢ivala. S druge su strane povrsinski izvori onec¢is¢enja zraka mjesta gdje
se ispustaju manje koli¢ine oneci$¢ivala. Difuzni izvori ispustaju onecis¢ivalo bez posebno

oblikovanog ispusta.[73]
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Slika 10. Moguc¢i slucajevi puteva kojima oneciséivalo iz izvora dolaze do receptora u okolisu
[15]

Putevi kojima onecis¢ivala dolaze do receptora u okolisu vazni su istrazitelju kako bi uspjesno
istrazitelji suocavaju.[15] U prvome slu¢aju (Slika 10.a) postoji jedan izvor oneciséenja i jedan
put kojim to onecisc¢ivalo dolazi do jednog receptora u okoliSu. To je najjednostavniji sluc¢aj. U
drugome slucaju (Slika 10.b) postoji vise izvora oneciS¢enja s pripadaju¢im putevima kojim
onecis¢ivalo dolazi do jednog receptora u okolisu. Moguce je da svi izvori ispustaju isto
oneciscivalo, ali i ne mora biti. U treCem slucaju (Slika 10.d) postoji jedan izvor oneéiscenja i
visSe puteva kojima to oneciS¢ivalo dolazi do jednog receptora u okoliSu. Na primjer,
onecis¢ivalo do receptora moze doé¢i podzemnim vodama, zrakom ili hranidbenim lancem. U
Cetvrtom slucaju (Slika 10.e) postoji jedan izvor oneéiséenja i vise puteva kojima onecis¢ivalo
dolazi do razli¢itih receptora u okoliSu. Razliciti receptori (biljke, Zivotinje, ljudi) imaju i
razli¢itu reakciju kojom akumuliraju onecis¢ivalo. U posljednjem slucaju (Slika 10.c)

onecis¢ivalo je prisutno u okolisu, ali se ne moze otkriti sam izvor onecis¢enja.

4.2. Oneciséivala

Oneciscivala okolisa predstavljaju tvari koje zbog svojih svojstava, koli¢ine i unoSenja u okoli$

......

uze podijeliti prema podrijetlu (antropogena i prirodna), svojstvima (kemijska, fizikalna i

bioloska), mediju S$irenja (vodena, atmosferska...) i Stetnim ucincima.[74] U radu se
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onecis¢ivalo odnosi na kemijske tvari (prirodnog ili antropogenog podrijetla) koje su ispustene

u okoli$. Prema podacima, na trzistu postoji vise od 100 000 kemikalija.[69]

Okolisna forenzika propisuje nacine postupanja prema skupinama oneciS¢ivala. Svojstva
kemijskih onecis¢ivala uvjetuju pristupu kojim se uzorkuju iz okolisa, analiziraju u laboratoriju,
ali i stavljaju pod medunarodni nadzor. Neke od to¢aka prema kojima se pojedina onecisc¢ivala

svrstavaju u odredene skupine jesu:

a) stupanj postojanosti u okolisu
b) sklonost bioakumulaciji
C) svojstva pogodna za njihov transport na velike udaljenosti od pripadajuéeg izvora

d) stupanj Stetnosti za okoli$ i ljudsko zdravlje

Sama procjena stupnja postojanosti nekog onecis¢ivala u okoliSu veci je problem od njezinog
transporta. Kako bi se onecis¢ivalo smatralo postojanim, poluzivot kemikalije u vodenom
mediju mora biti duzi od 60 dana ili 180 dana ako se radi o tlu. Nadalje sklonost bioakumulciji
odreduje faktor bioakumulacije (engl. bioconcentration factor, BCF) koji oznatava odnos
izmedu koli¢ine onecis¢ivala koju neki organizam zadrzava unutar sebe i one koli¢ine koja
postoji u okolisu.[75] Kada je u pitanju transport na velike udaljenosti (najmanje nekoliko
bilo kojem smjeru. Potom slijede vodeni mediji (oceani, rijeke, ledenjaci, oborine), Zivotinje
koje migriraju i tako dalje. Ovisno o fizikalno-kemijskim svojstvima, onecis¢ivala imaju svoj
takozvani prostorni domet ili karakteristicnu udaljenost putovanja. Na primjer, oneci$¢ivala
mogu biti postojana, ali ne mogu prije¢i dug put od svog izvora Uz Svojstva poput teze
hlapljivosti u atmosferi ili dobre topljivosti u vodi. Stupanj Stetnosti za okolis i ljudsko zdravlje
koje prouzrokuju toksi¢na svojstva onecisCivala provjeravaju se nizom ekotoksikoloSkih
testova.[76] Program Ujedinjenih naroda za okoli§ kategorizirao je niz kemikalija kao

postojane, bioakumulativne i toksi¢ne (engl. persistent bioaccumulative and toxic, PBT).[69]

4.3. Terenski rad i laboratorijska analiza

Istraga okolisne forenzike pocinje traZzenjem dostupnih informacija koje mogu ukljucivati
povijesnu dokumentaciju, fotografije iz zraka, postoje¢e podatke o ispitivanom okolisu I
zakone.[55] Pravni tim istrazitelja prvi mora razumjeti opseg slucaja i dati smjernice terenskom

timu o potrebnim dokazima za sudska vjestacenja. Terenski tim istrazitelja nadalje u suradnji s
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laboratorijskim timom razvija koncept uzorkovanja i skladiStenja uzoraka. U odnosu na
uobi¢ajeno uzorkovanje u okoliSu, okolisSna forenzika od istrazitelja zahtjeva strogu
dokumentaciju koja se provodi u kriminalistici. Istrazitelj mora imati terensku vodootpornu
biljeZznicu, kontrolni list, dnevnik uzorkovanja, dnevnik analize terena, dnevnik fotografija i
GPS zapise. BiljeSske se vode kronoloski, iscrpno i s neizbrisivom tintom. Pogreske se
parafiraju. Svaki pokusaj brisanja ili uklanjanja papira smatra se prikrivanjem. Prilikom
terenskog rada svaki istrazitelj ima jednokratno odijelo za cijelo tijelo. Uzorkuju se mjesta
onecisenja 1 Cisti uzorci potencijalnih izvora. Medunarodna kriminalistiCko-policijska
organizacija (engl. The International criminal police organization, INTERPOL) izdaje
priru¢nik za uzorkovanje.[78] Uzorci se oznaCavaju sigurnosnim pecatom (traka, naljepnica,
vrecica) 1 prilikom transporta stavljaju u posebne hladnjake. Fotografijom se dodatno sve
zabiljezi. Sva se dokumentacija duplicira nekoliko puta. U laboratorijskoj analizi prvi je korak
potpisivanje dokumenata kojim istrazitelj preuzima odgovornost za daljnje postupke. Uzorci se
pripremaju modernim postupcima ekstrakcije za krute, tekuce i plinovite uzorke. Pripremljeni

uzorci su potom spremni za uzimanje otisaka.[77,78,64]

4.3.1. Uzimanje otisaka prstiju

Uzimanje otisaka prstiju (engl. fingerprinting) naziv je za skup analiza kojima se nastoji
uspostaviti korelacija izmedu analiziranog onecis¢ivala s njihovim izvorom i vremenom
ispustanja. Ovim se analizama nastoji okarakterizirati onecis¢ivala, kvantificirati njihove
koncentracije 1 odrediti njihove puteve u okoliSu.[80] Sa stajaliSta kemije obicno se uzimaju
tzv. ,,kemijski i izotopni otisci prstiju“. Kemijski otisak daje informaciju o koncentraciji i
strukturne informacije onecis¢ivala dok specificniji izotopni otisak daje izotopni sastav i
informaciju o sudbini onecis¢ivala od pripadajuceg izvora. Izmedu kemijskog i izotopnog
otiska ne postoji korelacija. Uzorak moze imati visoku kemijsku koncentraciju, a niske izotopne
delta vrijednosti. Medutim oba se otiska neupitno Kkoriste tijekom analize u stvaranju punog
profila ispitivanog onecis¢ivala. KoriStenjem dva razli¢ita pristupa dobivaju se dvije neovisne
linije dokaza. Ukoliko postoji neslaganje kada je u pitanju izvor oneciscenja izmedu rezultata

neke od analiza, istrazitelj mora uciniti sljedece:

a) Zapoceti analizu ispocetka i prikupiti viSe informacija. Ne preporucuje se tre¢a vrsta

analize kao nova linija dokaza.
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b) Uvjeren u ispravnost dobivenih rezultata obje analize, istrazitelj dodaje odredenu
prednost jednoj liniji dokaza. Ako su kemijski otisci onecis¢ivala u dva uzorka sli¢na,
dok su njihovi izotopni otisci razliciti, ne treba nuzno zakljuciti da rezultati nisu valjani.
Vedi prioritet ima izotopni otisak jer oni postizu vecéu razinu specifi¢nosti izvora dok
kemijski otisak daje potvrdu. Kemijski i izotopni otisak isto tako mogu upucivati na isti
izvor. U tom je trenutku mozda lakSe objasniti dokaz dobiven onom jednostavnijom

kemijskom analizom od one izotopne zbog slozenosti tumacenja izotopnog odjeljivanja.

Istrazitelj na kraju bilo koje analize mora sagledati i Siru sliku bez zanemarivanja detalja. Svi
prikupljeni podaci ¢esto nisu homogeni i ¢esto su medusobno proturjecni. Racunalni program
se oslanja na postojece pravilnosti, ali stru¢ni istrazitelj uzima u obzir proturje¢ne podatke koji
mogu ponistiti tu pravilnost. Kvalitetna forenzicka istraga opcenito zahtjeva prepoznavanje

bitnih detalja unutar $ire slike.[55]

4.3.1.1. Izotopni otisci prstiju

Istrazitelj mora dobro poznavati rad na IRMS instrumentima i interpretirati rezultate kako bi
izotopni otisci bili kvalitetan dokaz. Za uzimanje izotopnih otisaka prstiju koriste se sve
osnovne analize stabilnih izotopa ¢iji su IRMS instrumenti opisani u tre¢em poglavlju. Analize

stabilnih izotopa su:

a) ukupna analiza stabilnih izotopa (BSIA)
b) izotopna analiza specifi¢na za spoj (CSIA)

C) izotopna analiza specifi¢na za polozaj (PSIA)

Smjese oneciséivala prvo se analiziraju ukupnom analizom stabilnih izotopa. Njezina prednost
je veca preciznost, ali su glavni nedostatci gubitak vaznih informacija i potrebne vece koli¢ine
uzorka. Analiza specifi¢na za spoj daje nesto manje precizne izotopne otiske. Medutim potrebne
su manje koli¢ine uzorka te omogucuje pracenje procesa transformacije u okolisu. Zbog tih je
karakteristika najCeSce koriStena analiza. Nakon duzeg vremenskog perioda ipak postaje sve
teze pratiti transformacije onecis¢ivala u okoliSu. Tada je vrlo korisna analiza specifi¢na za
polozaj kojom je dovoljno pronaci odredenu funkcionalnu skupinu koja je i nakon duzeg
vremenskog perioda ostala ista u odnosu na ostatak molekule onecis¢ivala. U okoli$noj
forenzici se trenutno samo ukazuje na njezinu odnedavnu primjenu. Koriste¢i jednostavnu

analogiju, smjesa onecis¢ivala predstavlja cigleni zid u kojemu je svaka cigla odredeno
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onecis¢ivalo. Ukupna analiza stabilnih izotopa opisuje prosje¢nu boju cigli, izotopna analiza
specificna za spoj opisuje boju svake cigle, dok analiza specificna za polozaj opisuje nijanse
unutar svake pojedine cigle.[55] Istrazitelj koji koristi bilo koji od navedenih IRMS
instrumenata za uzimanje otisaka mora biti svjestan potreba, ograni¢enja koje namece
pravosudni sustav. Svaki postupak s pripadaju¢im instrumentom mora se temeljiti na ¢vrstoj
znanstvenoj podlozi i ispuniti kriterije podobnosti utvrdene pravosudnim sustavom.[81]
Instrumenti IRMS-a i dokazi temeljeni na izotopnim otiscima ispunjavaju Kriterije

prihvatljivosti ¢ime imaju veci znacaj kao dokazni materijal.[82]
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Slika 11. Dijagram rasprSenosti izotopnih delta vrijednosti dva stabilnih izotopa [83]

Kada je u pitanju odabir elementa ¢iji ¢e se izotopi analizirati nekom od analiza, vrijedi pravilo
kako neovisno o vrsti analize, istrazitelj analizira izotopne delta vrijednosti vise razliitih
elemenata.[55] Rezultati se prikazuju grafickim prikazom odnosno dijagramom rasprsenosti
izotopnih delta vrijednosti kao na slici 11.[83] Takav prikaz moze sadrzavati izotopne delta
vrijednosti jednog, dva ili vise stabilnih izotopa razlicitih elemenata. Takvi visekomponentni
prikazi rjeSavaju problem kao $to je preklapanje izotopnih delta vrijednosti jednog uzorka s
mjesta onecis¢enja s dva ili vise potencijalnih izvora. U nekim se znanstvenim literaturama
idealno preklapanje ili podudaranje definira razlikom od 1%o do 3%o0. Medutim ukoliko ¢isto
onecis¢ivalo kojeg proizvodi tvornica ,,X* ima priblizno jednake izotopne delta vrijednosti s
istim oneciS¢ivalom pronadenim u okoliSu, ne mora znaciti kako je pronadeno onecis¢ivalo u

okoli$u proizvela ista tvornica.[72] Istrazitelj je duzan s forenzickog stajaliSta i za uzorke
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bliskih izotopnih delta vrijednosti pretpostaviti kako potjecu od vise potencijalnih izvora dok
se ne dokaze suprotno.[55,70] Kako bi istrazitelj potvrdio svoje sumnje, interpretacija podataka
s grafi¢kih prikaza zahtjeva razumijevanje procesa odjeljivanja izotopa u prirodi i poznavanje
izotopnih delta vrijednosti u okolisu. Najc¢es$¢i razlozi odstupanja jesu transformacije u okolisu.
Metodom modeliranja i matemati¢kim zakonitostima potrebno je provjeriti transformacije

kojima su onecis¢ivala preko mehanizama odjeljivanja u okolisu poprimila nove izotopne delta
vrijednosti.[55]
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Slika 12. Putevi mijesanja i razgradnje onecis¢ivala [82]

Gotovo uvijek postoji opasnost od gubitka postojecih tragova.[81] Kako prolazi sve vise
vremena od trenutka istjecanja onecisCivala iz izvora, sve je manja tofnost i preciznosti
rezultata. Na svome putu onecis¢ivalo mijenja prvobitni izotopni sastav transformacijama kao
Sto su fizikalni procesi, kemijske ili bioloSke razgradnje. Ukoliko transformacijama razgradnje
nastaju novi spojevi, dobiva se 1 viSe otisaka koji mogu navesti na pogreSne
zakljucke.[63,55,71] Od fizikalnih procesa treba istaknuti mijeSanje viSe izvora oneciscenja.
Na primjer, onecis¢ivala iz dva izvora mogu se samo pomijesati bez razgradnje. Moguce je da
se tako dobivena smjesa onecis¢ivala poceti razgradivati. Medutim to¢ka mijeSanja mogla je
uslijediti tek nakon razgradnje onecis¢ivala. Tada bi se pomijesali produkti razgradenih
oneciS¢ivala. OneciS¢ivalo koje se razgraduje moze imati put kombinirane razgradnje (Slika
12.). Onecis¢ivalo moze biti i u potpunosti uklonjeno iz okolisa $to na kraju dovodi do zakljucka
kako kaznenog dijela protiv okoliSa nikada nije niti bilo.[84] Parametri koji utjeCu na neke

transformacije su pH, temperatura, redoks potencijal, aeorobni, anarobni uvjeti i ukupni
organski ugljik.[81]
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Kako je ve¢ prije naglaseno, kemijski otisci nadopunjuju izotopne. IRMS instrumentima nije
moguce istovremeno odrediti izotopne delta vrijednosti i vrste pojedinih onecis¢ivala prisutnih
u uzorku. Iako je IRMS vrlo mocan alat u laboratoriju, potrebno je upamtiti kako nije
svemocan! IRMS je samo jedna linija neovisnih dokaza.[85] Prema Fretwllovim rije¢ima,

izotopne delta vrijednosti treba uzimati u zdravoj dozi opreza i drugih podataka.[10]

4.4. Studije oneciSéenja u okoliSu

Istrage u okolisnoj forenzici su prema zakonu povjerljivi dokumenti.[71] Medutim studije
oneciS¢enja svojim istrazivackim radom osiguravaju napredak okoli$noj forenzici u koristenju
IRMS tehnike i analiza stabilnih izotopa. Analize stabilnih izotopa pomoc¢u IRMS-a, opéenito
okolisa provode se analize sljede¢ih organskih onecis¢ivala: n-alkani, MTBE, BTEX,
poliklorirani aromatski ugljikovodici, klorirani alifatski ugljikovodici i policikli¢ki aromatski
ugljikovodici. Osim organskih onecis¢ivala, tu je i nekoliko anorganskih spojeva poput sulfata
I nitrata.[86] Trenutno su u razvoju primjene na pesticide, eksplozive, farmaceutike i

mikroplastiku.
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Slika 13. Primjene stabilnih izotopa u okoli$noj forenzici

U nastavku su izdvojene studije koje koriste IRMS tehniku i analize stabilnih izotopa u
otkrivanju izvora onecis¢enja (Slika 13.). U nastojanju usporedbe svake studije s principima
okolisne forenzike, metodama analize i sinteze prouceni su svi segmenti koji su manje ili vise

zasluzni za konacan ishod otkrivanja izvora onecis¢enja.
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4.4.1. n-alkani

Alkani su zasi¢eni ravnolancani ugljikovodici koji potjecu iz vrlo sloZenih organskih smjesa
poput nafte. Razlikuju se prema broju ugljikovih atoma (npr. Cs za cCetiri ugljika) u lancu.
Alkani od C1 do C4 su plinovi, a koriste se u proizvodnji plastike i drugih polimernih materijala.
Alkani od Cs do Ci2 su tekucine koje se koriste kao goriva ili otapala za ¢iséenje. Svi alkani
iznad Ci2 su krutine koje se koriste kao maziva, teSka goriva i premazi (katran, asfalt). Kako
raste lanac ugljika, alkani postaju sve teze topljivi u vodi. Medutim u okoliSu se krecu kroz tlo

istiskujuéi zrak i vodu. Kancerogeni su u visokim koncentracijama.[87]

K. M. Rogers i M. M. Savard (1999) istrazili su onecis¢enje n-alkanima u rijeénom sedimentu
rijeke St. Lawrenc pokraj grada Québeca (Prilog 1.). Rijeka je plovna za mnoge brodove.
Potencijalni izvor onecis¢enja n-alkanima bilo je tesko lozivo ulje za brodove. Rijeka pod
utjecajem vodenih strujanja omoguduje rasprSivanje izljeva na Siroko podrucje. Prve dvije
lokacije (1,3) uzorkovanja sedimenta bile su u neposrednoj blizini dvije stanice za pretovar
teSkog lozivog ulja s obale na brodove. Druge dvije lokacije (2,2a) bile su blizu kontaminiranog
spremnika nafte. Posljednje dvije lokacije (4 na zapadu, 5 na istoku) bile su jako udaljene od
spremnika i stanica za pretovar. Sedimenti uzeti kao uzorci bili su povrSinski (do 10 cm dubine)
i podzemni (od 10 do 40 cm dubine). Cist uzorak loZivog ulja takoder je uzet za laboratorijsku
analizu. Za kemijske otiske kojima su definirani prisutni n-alkani koristen je GC-MS. Za
izotopnu analizu specifi¢nog spoja kojom su definirane 6'3C vrijednosti pojedinih n-alkana (od
C11 do Csyp) koristen je GC-IRMS. Lokacije u blizini kontaminiranog spremnika nafte kao i kod
lokacija za pretovar imale su najveée 6*3C vrijednosti u intervalu od -28,2%o do -25,8%o. Tesko
lozivo ulje kao &ist uzorak imalo je sli¢ne ustaljene 5*3C vrijednosti u intervalu od -28,8%o do -
27,6%o. Na udaljenoj lokaciji 4, sediment je imao najmanje ¢*3C vrijednosti u intervalu od -
30,4%o do -31,3%0. Lokacija 4 svojim je izotopnim delta vrijednostima pokazivala odstupanje.
Zbog malih razlika izotopnih delta vrijednosti ostalih lokacija zakljuceno je kako su svi n-alkani
porijeklom iz istog izvora. Kemijski biomarkeri kao $to su sterani svojom su prisutnoscu
dodatno dokazali povezanost izmedu ¢istog teskog lozivog ulja s uzorcima na lokacijama 1, 2,
2a i 3. Proces biorazgradnje dokazan je izotopnim obogacenjem n-alkana u dubljem sedimentu.
K. M. Rogers i M. M. Savard (1999) zakljucuju kako se onecis¢enje n-alkanima §iri na mjestu
pretovara tesko lozivog ulja na brodove. Kako je lokacija 4 imala drugaciji izotopni otisak,

onecis¢enje se Siri od grada Québeca prema lokaciji 5 na istok.[88]

Tijekom uzorkovanja izljeva sirove nafte ili njezinih derivata, potrebno je prostorno odrede

granice izljeva. UobiCajeni analiticki instrumenti koji se Kkoriste tijekom forenzicke
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laboratorijske analize naftnih uzoraka jesu GC-MS i GC-IRMS. Pomo¢u GC-MS odreduje se
kemijski sastav na temelju kojega se razmatra koji n-alkani ulaze u izotopnu analizu GC-IRMS-
om. Oni n-alkani koji imaju manji broj ugljikovih atoma, podlozniji su biorazgradnji, stoga su
izotopni otisci u¢inkovitiji za n-alkane duzeg ugljikovog lanca.[63] U studiji K. M. Rogersa i
M. M. Savarda (1999) analizirani su n-alkani od C11 do Caz. Izotopne delta vrijednosti ugljika
za sirovu naftu opcenito se nalaze oko -30%o $to se slaze s izmjerenim delta vrijednostima na
istrazivanim lokacijama. Za lokaciju 4 koja ima nesto nize 6*3C vrijednosti (-31,3%o) ne moze
se tvrdi kako nema povezanost s nekim potencijalnim izvorom. U¢inak biorazgradnje potrebno
je dodatno modelirati. U ovoj su studiji izotopni otisci bili sporedna linija dokaza kojom se nije
mogao definirati izvor (spremnik nafte ili stanica za pretovar). Medutim biomarkerima kao
drugom linijom dokaza potvrden je izvor, odnosno stanica za pretovar. Ukoliko bi isti koncept
umjesto na teSko lozivo ulje trebao primijeniti na benzin[63], biomarkeri ne bi bili pouzdani jer
izostaju u naftnim derivatima nizih vrelista. U tom slucaju potrebno je uvoditi dodatne izotope

i linije dokaza.

4.4.2. Metil-tertbutil eter
Metil-tertbutil eter (MTBE) koristio se kao aditiv u benzinu od 1970-ih kao zamjena za olovo
u svrhu povecanja oktanskog broja. Kao rezultat njegovog intenzivnog koriStenja, curenjem
goriva iz podzemnih spremnika dolazilo je do onecis¢enja vode i u manjoj mjeri onecis¢enja
zraka.[89] MTBE je hlapljiva, zapaljiva i bezbojna tekuc¢ina na sobnoj temperaturi. Njegova
dobra topljivost u vodi omoguéuje mu lako prodiranje u vodene tokove, medutim njegova

postojanost ¢ini vodu neprikladnom za potro$nju dugo vremena.[90]
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Slika 14. 5*3C- ¢°H vrijednosti &istih uzoraka MTBE-a razli¢itih proizvodaca [91]
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Woo Jin Shin i suradnici (2013) proveli su istrazivanje na ¢istim uzorcima MTBE-a razli¢itih
proizvodaga. Cisti MTBE uzorci prikupljeni su od Sest proizvodaca porijeklom iz SAD-a
(Acros, Aldrich, Alfa), Europe (Merck) i Japana (Kanto, TCI). Izotopnom analizom specifi¢nog
spoja analizirane su ¢**C (GC-IRMS) dok su 5°H vrijednosti analizirane ukupnom analizom
stabilnih izotopa (EA-IRMSa s visokotemperaturnom pretvorbom). Izmjerene §*3C vrijednosti
nalaze su se u intervalu od -31%o do -26%o prema VPDB ,a 6?H vrijednosti od -101%o do -54%o
prema VSMOW. Graficki predoceni rezultati mjerenja (Slika 14.) pokazali su kako se MTBE

razlikuje prema proizvodacu koji koristi razlicite sirovine (Cs3,C4 sirovine).[91]

Studija Woo Jin Shina i suradnika (2013) pokazuje kako je moguce razlikovati uzorke MTBE-
a prema sirovini i procesu kojima je napravljen. Posebni naglasak stavljen je na moguce
varijacije izotopnih delta vrijednosti istog proizvodaca na dnevnoj bazi zbog manjih promjena
u proizvodnji.[91] Sa stajalista okolisne forenzike radi se u kvalitethom postupku analize u
kojemu su koristena dva IRMS instrumenta za razli¢ite vrste analiza stabilnih izotopa. Rezultati
koji su predoceni dijagramom rasprsenosti izotopnih delta vrijednosti izotopa dvaju elemenata
daju vecéu sigurnost u razlikovanju pripadajucih izvora. Medutim uzorci koji su u ovoj studiji
analizirani nisu bili podvrgnuti okoli$nim uvjetima u kojima su prisutne mnoge transformacije.
n-alkana i drugih ugljikovodika. Kako se radi o komponenti benzina, biomarkeri koristeni u
prethodnoj studiji n-alkana nisu od veée pomo¢i u pronalazenju potencijalnog izvora. Ipak,
MTBE se slabije izotopno odjeljuje procesima otapanja ili isparavanja. PodlijeZe jako sporoj
biorazgradnji 1 prema tome su izotopni otisci ucinkoviti u istragama oneciS¢enja. JoS neke
studije koje su pruzile uvid u proces biorazgradnje, pokazale su kako se cijepanjem 2C-12C
veze pospjeSuje obogacenje zaostalog MTBE-a.[88] Eksperimentalno su Hunkeler D. i
suradnici (2001) potvrdili izotopno obogaéivanje *C izotopima nakon anaerobne biorazgradnje
(>95%) za 5,1%0 do 6,9%o pri cemu nastaje tertbutanol (TBA).[92] Modeliranjem procesa
biorazgradnje i koriStenjem dodatnih instrumenata za odredivanje kemijskog sastava, istrazitelj

lako moze pronaci izvor MTBE-a.

4.4.3. Benzen, toluen, etilbenzen i ksileni

Hlapljivi organski spojevi benzena (B), toluena (T), etil-benzena (E) i (0-,m-,p-) ksilena (X)
¢ine skupinu onecis¢ivala (BTEX) koja se koriste kao industrijska otapala. Najcesce su u pitanju

tiskarske industrije, industrije koze, proizvodnja guma, boje i agrokemikalija. U okolis$
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dospijevaju istjecanjem iz podzemnih spremnika goriva kao MTBE, ispiranjem s odlagalista
otpada i kao izljev industrijskih postrojenja . Posebno se isti¢u svi rafinerijski procesi vezani za
industriju nafte. Najvece koli¢ine BTEX koje dospijevaju u okoli§ dolaze tijekom incidenta u
transportu nafte, odnosno njezinog izlijevanja iz cjevovoda ili tankera. BTEX su dobro topljivi
u vodi i imaju sposobnost lakog prijelaza izmedu faza. Vrlo brzo hlape u atmosferu i brzo se
transformiraju u druge spojeve $to otezava njihovo pracenje. Svi ovi spojevi su kancerogeni i

Stetni za organizam.[93,94]
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Slika 15. 6'3C vrijednosti uzoraka Getiri izvora emisije BTEX-a [95]

Yinghui Li i suradnici (2020) proucavali su BTEX iz Cetiri izvora emisije (izgaranje ugljena,
ispusni plinovi vozila, isparavanje benzina i otapala) u atmosferi tijekom zime u kineskom
gradu Taiyuanu. Za izotopno uzimanje otisaka (analiza specifi¢na za spoj) koristen je GC-
IRMS uz dodatak termicke desorpcijske jedinice zbog lake hlapljivosti uzoraka. Rezultati su
prikazani na Slici 15., gdje se nalaze izotopne delta vrijednosti ugljika prema VPDB za svaku
komponentu iz pojedinog izvora emisije. Vrijednosti 63C bile su intervalu od -23,8%o do -
25,2%0 za izgaranje ugljena, od -25,2%o0 do -27,6%o za ispusne plinove vozila, od -28%o do -
30,9%o za isparavanje benzina te od -27,7%0 do -32,1%o za isparavanje otapala. Yinghui Li i
suradnici (2020) dodatno su odredili izotopne delta vrijednosti BTEX komponenti u zraku
sredisnjeg, ruralnog i prigradskog dijela grada. U ruralnom dijelu 6*3C vrijednosti bile su
intervalu od -24,8%o do -26,2%.. U prigradskom dijelu ¢*3C vrijednosti bile su intervalu od -
23,9%o do -25,4%o. U sredisnjem dijelu o'3C vrijednosti bile su intervalu od -24,8%o do -26,9%o.
Razlike prosjecne vrijednosti 6°C bila su veéa od 0,3%o $to ¢ini manju razliku izmedu tih

lokacija. Usporedujuci rezultate s drugim gradovima, Yinghui Li i suradnici (2020) zakljucili
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su kako je prosje¢na 0*°C vrijednost grada Taiyuana bila je sli¢na vrijednostima Toronta.
Izmjerene koncentracije BTEX, odnosno kemijski otisci dokazali su umjereno oneciséenje
zraka. U kona¢nom odredivanju uzroka onecisenja, izraCunati su omjeri benzena prema
toluenu (B/T). U ruralnom (1,75), sredi$njem (1,70) i prigradskom (1,51) dijelu grada prosje¢ni

omjer B/T bili su znatno visi od 0,5, §to je ukazivalo na izgaranje ugljena.[95]

Prednost u istrazivanju oneciS¢enja atmosfere je izostanak moguénosti biorazgradnje. Moguca
je samo kemijska razgradnja pod utjecajem svjetlosti. Svi navedeni potencijalni izvori imaju
karakteristian ispust, to jest tockasti izvor kojim BTEX ulaze u atmosferu. Za takvu je vrstu
izvora najbolja analiza specificna za spoj koju su Yinghui Li i suradnici (2020) Koristili.
Medutim vazno je uociti kako ovdje nema receptora u okoliSu, uzorci su uzeti propuhivanjem
u epruvete. Izotopi se stoga odjeljuju ravnoteznim mehanizmom procesima izgaranja ili
isparavanja pripadajucih izvora. Uz ljestvice delta vrijednosti izotopa ugljika izvornih sirovina
bilo bi jednostavno modelirati. Rezultati (Slika 15.) pokazuju kako se na temelju 6*3C izvori
emisija mogu razlikovati medusobno te se podudaraju s izmjerenim vrijednostima u atmosferi.
Medutim bez dodatnih podataka na temelju izotopa tesko je odrediti glavni izvor emisije koji
najvise doprinosi prisutnom onecis¢enju zraka. Za odredivanje glavhom izvora BTEX-a
koriSten je kemijski otisak (omjer benzena prema toluenu) kao dokaz kojim se izgaranje ugljena
smatra glavnim izvorom onecisc¢enja tijekom zime. Stoga su u ovoj su studiji kemijski omjeri
bili presudni indikatori kojima je potvrden potencijalni izvor. Istrazitelji okoliSne forenzike
trebali bi obratiti paznju na fotokemijski ucinak razgradnje koji moze utjecati na izotopne

sastave i kemijske omjere.

4.4.4. Policiklicki aromatski ugljikovodici

Policikli¢ki aromatski ugljikovodici (engl. polycyclic aromatic hydrocarbons, PAH) su skupina
onecis¢ivala koja ukljucuje veliki broj razli¢itih spojeva koji nastaju tijekom nepotpunog
procesa izgaranja nafte, plina, ugljena, otpada ili drugih tvari organskog porijekla. Sastavni su
dio ispusnih plinova iz automobila, a prirodnim putem u atmosferu dospijevaju erupcijama
vulkana i Sumskim pozarima. U industrijskim se pogonima pronalaze tijekom proizvodnje boje,
plastike i pesticida. Osim onecis¢enja zraka, najvecu opasnost predstavljaju za vodeni okolis.
lako se svi PAH-ovi ne otapaju u vodi, veéina se veze za ¢vrste Cestice i talozi na dnu u obliku

sedimenta.[74] PAH-ovi opazeni u okoli§u imaju dva (naftalen) do Sest prstena (koronan).
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Njihova molekulska masa uvjetuje njihovoj hlapljivosti, topljivosti, otpornosti na razgradnju i
toksi¢nost.[96]

Tomoaki Okuda i suradnici (2002) proucavali su atmosferske PAH-ove i njihove izvore
izgaranja u uzorcima aerosola prikupljenima u Pekingu (BJ), Chonggingu (CQ) i Hangzhou
(HZ) tijekom dvije godine (Prilog 3.). Neki od pronadenih PAH-ova bili su fluoranten, piren,
krizen, koronan, benzofluoranten, benzo(e)piren, benzo(a)piren, indeno(1,2,3-cd)piren i
benzo(ghi)perilen. Za prikupljanje izotopnih otisaka provedena je analiza stabilnih izotopa
specifi¢na za spoj pomoéu GC-IRMS-a. Prosje¢ne izotopne 5*3C vrijednosti ugljika tijekom
prolje¢a u Chonggingu bile su u intervalu od -22,9%. do -27,2%o. te za Hangzhou od -24,2%. do
-26,8%o. U Pekingu su tijekom ljetna prosje¢ne ¢*3C vrijednosti bile u intervalu od -21,1%o do
-26,1%o, a zimi od -22,5%o d0 -25,7%o.. Fluoranten i piren koji imaju po Cetiri aromatska prstena,
imali su sli¢cne 6°C vrijednosti u sva tri grada. Znacajne razlike uoene su kod
benzo(ghi)perilena i indeno(1,2,3-cd)pirena koji imaju po Sest i sedam aromatskih prstena.
Prema tim izotopnim otiscima gradovi su podijeljeni u dvije skupine. Prva skupinu ¢inio je
Peking, a drugu skupinu Chongging i Hangzhouom. Primijeceno je i kako su PAH-ovu u drugoj
skupini bili izotopno osiromaseni s povecanjem molekulske mase dok su oni u prvoj skupini
pokazali suprotan trend (Slika 16.). Trend izotopnog obogacenja Tomoaki Okuda i suradnici
(2002) objasnjavaju vecim koli¢inama ispusnih plinova iz automobila dok trend osiromasenja
objasnjavaju ve¢im doprinosom izgaranja ugljena. Izotopno odjeljivanje ovisilo je nacinu
izgaranja. Kemijskim su otiscima Tomoaki Okuda i suradnici (2002) potkrijepili pripadnost oba
izvora PAH-a. Omjer benzo(a)piren prema krizenu ima teznju biti veéi u ispusnim plinovima

dizelskih motora nego kod izgaranja ugljena.[97]
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Slika 16. 6'3C vrijednosti PAH-ova s poveéanjem molekulske mase[97]
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Sli¢no prethodnoj studiji BTEX, istrazivanjem atmosfere moguce je zanemariti biorazgradnju,
Uzorci su prikupljeni upuhivanjem zraka u spremnik velikog volumena §to moze prouzrokovati
odjeljivanje zbog temperature radnog stroja. Analizom specifi¢nom za spoj dobivene su §°C
vrijednosti PAH-ova za tri grada. Prosje¢ne *3C vrijednosti nisu mogle razlikovati gradove,
medutim one pojedinih PAH-ova jesu. Uz kemijske otiske kao drugu liniju podataka, zapazeni
su trendovi izmedu molekulske mase i izotopnog obogacenja kao rezultat nacina nastajanja
PAH-ova. Posljednji korak prema okolisnoj forenzici bilo bi modeliranje transformacija i
trazenje ve¢ poznatih izotopnih delta vrijednosti polaznih sirovina koje izgaraju (ugljen i ispusni
plinovi). Omjer benzo(a)piren prema krizenu, Tomoakia i suradnike (2002) naveo je da potvrde
sumnje o izvoru onecis¢enja. Uvodenje dodatnog izotopa drugog elementa mogli bi pospjesiti
studiju zbog razli¢itog geografskog polozaja tri grada. Izotopne delta vrijednosti pojedinac¢nih
PAH-ova ostaju stabilne tijekom atmosferskih procesa kao $to su isparavanje i fotokemijska
razgradnja. Jianjun Li i suradnici (2023) upozoravaju na moguce oksidacijske procese PAH-
ova s nekim atmosferskim oksidansima. Rezultat takvih procesa jesu molekulski teze

(kancerogenije) Cestice i manje promjene u izotopnom sastavu.[98]

4.4.5. Klorirani alifatski ugljikovodici

Tetrakloeten (PCE), trikloreten (TCE), dikloreten (DCE) i vinil klorid (VC) pripadaju skupini
kloriranih alifatskih ugljikovodika koji na kratkom ugljikovodi¢énom lancu imaju barem jedan
atom klora. Klorirani alifatski ugljikovodici koriste se od 1940-ih u brojnim industrijama kao
rashladna sredstva, maziva, izoloatori, otapala te nastavljaju biti veliki problem kao
onecis¢ivala okoliSa. Kako su ovi spojevi guste tekucine bez vodene faze, imaju visoku
tendenciju zadrzavanja u sustavima podzemnih voda i sposobnost migracije na velike
udaljenosti.[99] Imaju i izrazenu toksi¢nost. Prilikom proces biorazgradnje PCE se
biorazgraduje u TCE. TCE se nastavlja biorazgradivati u DCE, a DCE se konacnici biorazgradi
u VC. U svakome koraku biorazgradnje mogucéa je kemisjka razgradnja koja rezultira
dekloriranjem i time stvara niz drugih spojeva. Procesi ovih transformacija znatno otezavaju
izotopno pracenje jer se odvijaju vrlo brzo, ovise o redoks funkcijama tla i prisutnim

mikroorganizmima.[100,101]

Orfan S. Stash i suradnici (2009) istrazili su VC u podzemnim vodama grada Ferrare u Padskoj
nizine. Jugozapadno od grada nalazi se ugasena petrokemijska tvornica uz kanal Boiclli koji se

ulijeva u rijeku Pad (Prilog 2.). Uzorci podzemnih voda prikupljeni su busotinama unutar
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vodonosnika? ispod tvornice i okolnih mjesta. Kemijski otisci kod tvornice pokazali su visoke
koncentracije TCE-a, PCE-a, cis DCE i VC-a. Vrijednosti §*C (analiza specifi¢na za spoj)
odredene su GC-IRMS-om. Vrijednosti §3'Cl (ukupna analiza stabilnih izotopa) odredene su
DI-IRMS-om. Prema VPDB-u §*3C vrijednosti za VC kretale su se u intervalu od -73%. do -
52,2%o, a 0°'Cl vrijednosti prema SMOC-u u intervalu od 2%o do 7,5%o.. Najmanje izotopne
delta vrijednosti za oba izotopa (-73%o i 2%0) zabiljezene su kod tvornice dok se izotopno
obogacenje biljezi tokom podzemne vode sto ukazuje na biorazgradnju. Prisutnost metana
Orfanz S. Stashu i suradnicima (2009) potvrduje sumnju kako se VC u konacnici kemijski
razgraduje U metan i ugljikov dioksid. Na temelju podataka zaklju¢ili su kako VC nije primarni

produkt tvornice, ali je zato nusprodukt otpada koji se tamo nalazi.[102]

U odnosu na prethodne studije (MTBE-a, BTEX-a, PAH-ova) ovdje je problem transformacija
u okolisu izrazeniji. Svaki produkt nastao biorazgradnjom i kemijskom razgradnjom daje svoj
izotopni otisak. U studiji postoji jedan potencijali izvor i jedan put kojim onecis¢ivalo dolazi
do receptora u okolisu. Kada su u pitanju izljevi u podzemne vode, istrazitelji moraju ispitati
svojstva tla kao Sto su pH, otopljeni kisik, elektricna vodljivost, redukcijski potencijal i
temperatura. Neka od tih svojstava utjeGe i moguce transformacije. Ekstremni pH rasponi,
visoka temperatura, niska razina otopljenog kisika, visoka vodljivost ukazuje na kontaminaciju.
Prema tome se odreduju prostorne granice izlijeva, a uzorci se uzimaju prema potencijalnom
izvoru kako bi se dobio rastuci gradijent. Orfan S. Stash i suradnici (2009) proveli su dvije vrste
analiza stabilnih izotopa te su odredene su delta vrijednosti izotopa dvaju elemenata (ugljika i
klora). Visekomponentna analiza pridonosi kvalitetnijim rezultatima. Na temelju izmjerenih
koncentracija, pronadenih spojeva (metan, ugljikov dioksid) i izotopnih otisaka potvrdena je
biorazgradnja VC. Prema tome se u zaklju¢ku ugaSena tvornica smatra izvorom VC. lako je
zakljuéak vjerojatno tocan s obzirom na sve analize, u okoli$noj je forenzici potrebno vise
dokaza o samoj transformaciji PCE-a do VC i drugih produkata. Pronadeni metan i ugljikov
dioksid mogli su do¢i od drugog izvora koji moze biti sasvim prirodan. Potrebno je modelirati
transformacije u okoliSu, naro¢ito za zahtjevna oneciS¢ivala poput kloriranih alifatskih

ugljikovodika. Ipak, studija je dobar primjer koristenja DI-IRMS-a u analizi izotopa klora.

2sloj tla koji provodi podzemne vode
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4.4.6. Poliklorirani aromatski ugljikovodici

Poliklorirani bifenili (PCB) pripadaju grupi sintetskih aromatskih polikloriranih ugljikovodika.
Osnovu molekule ¢ine dvije fenilne skupine koje se kloriraju. Ovisno o sadrzaju klora PCB-i
dolaze u razli¢itim agregatnim stanjima. Bezbojni su do svijetlozuti, bez okusa i mirisa. Slabo
su topljivi u vodi, ali su dobro topljivi u lipidima. Imaju slabu elektrovodljivost, visoku
termostabilnost, otpornost na medije razli¢itog pH, vatrootpornost te otpornost na oksidaciju.
Oni su postojana onecis¢ivala okolisa. Godinama su se koristili kao rashladne tekuéine u
transformatorima, tekucina za prijenos topline u elektri¢nim radijatorima, hidrauli¢na ulja.
Dodatci su plasti¢cnim masama, papiru, asfaltu, gumi, smoli, bojama za brodove i zastitnim
premazima za drvo. Procjenjuje se kako je atmosfera optereCena s preko 1,2 milijuna
proizvedenog PCB-a. Cesto se pronalazi u jajima ptica, masnom tkivu sisavaca, ribama i drugim

organizmima. U ljudsko se tijelo unosi preko koze i probavnog sustava.[74]
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Slika 17. 6'3C vrijednosti za kongerene PCB-a u sedimentu[93]

Chenchen Huang i suradnici (2020) proudavali su PCB-i kongenere® u sedimentu jezera koje
se nalazi u blizini postrojenja za reciklazu elektronickog otpada u juznoj Kini. Sakupljeni uzorci
sedimenta s tri lokacije unutar jezera pripremljeni su u laboratoriju za izotopnu analizu

specificnu za spoj. Kongeneri prisutni u uzorcima sedimenta (ukupno 159) utvrdeni su GC-MS-

3 tvari medusobno povezane podrijetlom, strukturom ili funkcijom
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om. Pomoéu GC-IRMS-a analizirano je ukupno 24 kongenera PCB-a, to jest njihove §*3C
vrijednosti u svakom uzorku. Rezultati su prikazani na slici 17., gdje je za svaki kongener na
odredenoj dubini sedimenta prikazana 6'3C vrijednost. Na svim je lokacijama ve¢ina kongenera
pokazivala izotopno obogacenje s porastom dubine, $to je ukazivalo na biorazgradnju. Medutim
lokacija 3 pokazuje vrlo niske izotopne delta vrijednosti u povrSinskim slojevima sedimenta $to
je razlikuje od lokacija 1 i 2. U proucavanju biorazgradnje uzrokovane dekoriraju¢im
bakterijama (roda Dehalococcoides), odredena je njihova koncentracija, svojstvo kiralnosti te
je matematicki izra¢unat faktor dekloriranja. Lokacija 3 je opet odstupala u odnosu na prve
dvije lokacije. Na temelju rezultata Chenchen Huang i suradnici (2020) pretpostavili su kako
svi kongeneri PCB-a na lokacijama 1 i 2 imaju isti izvor koji se razlikuje od izvora na lokaciji
3. U zakljucku ukazuju kako je za potvrdu drugog izvora lokacije 3 potrebno provesti dodatno

istrazivanje.[93]

Prvo neistrazeno pitanje je put kojim oneciséivalo od potencijalnog izvora dolazi do sedimenta
u jezeru. Drugo pitanje jesu lokacije uzorkovanja, jer u studiji nije prikazana slijepa karta ili
satelitski snimak terena s obiljeZenim lokacijama uzorkovanja. Analizom stabilnih izotopa
pomocu GC-IRMS-a zakljucuje se kako lokacija 3 pokazuje odstupanje od ostalih lokacija zbog
nizih izotopnih delta vrijednosti u povrSinskom sedimentu. Porastom dubine dolazi do
biorazgradnje na svim lokacijama. Studija koju su proveli Chenchen Huang i suradnici (2020)
pokazuje dobar primjer istrazivanja biorazgradnje PCB-a uzorkovan dekloriraju¢ih bakterija.
Istrazitelj okoliSne forenzike uvijek mora modelirati procese biorazgradnje te objasniti
odstupanja izmedu lokacija kako bi pronasao pripadajuéi izvor. Chenchen Huang i suradnici
(2020) primijetili su neracemske sastave u dubini sedimenta sto je dokaz stereoselektivnog
posredovanja mikroorganizama. Koncentracije PCB-a s porastom dubine sedimenta opadaju,
osim kod lokacije 3 gdje su najvise koncentracije odredene na 20 cm dubine. Faktor
dekloriranja se takoder smanjuje porastom dubine, osim kod lokacije 3 gdje raste do 30 cm.
Odstupanja lokacije 3 mogu biti uzrokovana drugac¢ijim mikroorganizmima ili migracijama
onecis¢ivala. Korak modeliranja podrazumijevao bi korelaciju svih istraZzenih parametara s
izotopnim delta vrijednostima. Trenutno se moze samo potvrditi kako onecisc¢enje postoji i kako
je prisutna biorazgradnja. Dokaza 0 povezanosti oneciS¢enja bilo koje lokacije s postrojenjem

za reciklaZzu nema jer nema analiziranog uzorka s tocke izvora.
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4.4.7. Pesticidi

Pesticidi su velika skupina spojeva koji se dijele prema namjeni suzbijanja (mikrobiocidi,
fungicidi, herbicidi, zoocidi, homocidi), primarnom mjestu ulaska u organizam (oralni,
kontaktni, fumigantni) i kemijskom sastavu (anorganski, organski). Procjenjuje se kako se
godisnje u svijetu proizvede 50 do 60 milijuna tona razlicitih pesticida. Osnovna uloga pesticida
je suzbijanje Stetnika, nametnika, korovne vegetacije u svrhu povecanja proizvodnje hrane.
Medutim kasnije je utvrdeno kako pesticidi ne djeluju selektivno samo na Stetnike, nametnike,
korov ve¢ 1 na sav zivi svijet. Postojanost u okoliSu je drugacija za svaki pesticid, od jednog
dana do pedeset godina.[74] Primarni izvori su poljoprivreda, Sumarstvo dok se ostatci dalje
prenose vjetrom, oborinama, vodama i hranidbenom mrezom. Analize stabilnih izotopa
pronasle su znac¢ajnu primjenu u odredivanju njihovih izvora, ali je za dobivanje to¢nih delta

vrijednosti potrebna veca koli¢ina uzorka. [104]
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Slika 18. 6*3C vrijednost uzorka i potencijalnih izvora diazinona [105]

Hiroto Kawashima i Yasuhiro Katayama (2010) proveli su istrazivanje 0 pesticidima koji se
koriste na tlu rizinih polja u japanskom gradu Yurihonjou. Uzorci tla (ukupno 164 uzoraka)
prikupljani su s Cetiri rizina polja od kraja svibnja do kraja listopada. Zemljista A i B smjestena
su u blizini kanala za navodnjavanje, dok su zemljista C i D bila nesto udaljenija (Prilog 4.). Uz
kanal za navodnjavanje nalazi se i mala farma koja se bavi svinjogojstvom. Kemijske analize
ilovastog tla pokazale su kako je pH tla 5,45 (povoljno za mikroorganizme), a kapacitet
kationske izmjene 28,46 mEq. Prikupljene su i informacije o koristenim pesticidima od vlasnika

rizinih polja u slucaju da se u uzorcima otkrije nepoznati pesticid. Osim informacija o vrstama
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pesticida, zabiljeZzene su koli¢ine, datumi prskanja i ciljevi koriStenih pesticida. Njihove
koncentracije su pracene GC-MS-om. Pocetkom kolovoza pojavile su se koncentracije
neevidentiranog organofosfatnog insekticida diazinona. Na zemljistu A izmjerena je najveca
koncentracija diazinona 8. kolovoza. Nadalje, koristenjem GC-IRMS-a u izotopnoj analizi
specifi¢noj za spoj, analizirane su 5*3C vrijednosti prema NBS*® za uzoraka tla i potencijalnih
izvora diazinona. Mnogi komercijalni proizvodi koji se prodaju u Japanu sadrze diazinon.
Diazinon se mogao pronaci u 5% diazinon granulama (proizvodaci N.N., N.K.), 3% diazinon
granulama (proizvoda¢i N.N., N.K., K.A.), 40 % diazinon koncentratu (proizvodac¢i S.T.,
S.K.Y.) i 34% diazinon prasku (proizvoda¢ N.N.). Rezultati analize stabilnih izotopa prikazani
su na slici 18. Kawashima i Katayama (2010) utvrdili su statistickim testovima kako 5%
diazinon granule i 40 % diazinon koncentrat imaju jednake izotopne otiske kao uzorci tla s
rizinih polja. Diazinon je u potpunosti nestao s rizinih polja do 17. kolovoza zbog kiselosti tla

koja ubrzava biorazgradnju. [105]

Pesticidi su vrlo toksi¢na onecis¢ivala okolisa u odnosu na onecis¢ivala prijasnjih studija.
Agencija za zaStitu okoliSa (engl. Environmental protection agency, EPA) prema toksi¢nosti
kategorizira pesticide u Cetiri kategorije pri ¢emu je ¢etvrta najopasnija. Diazonin pripada tre¢oj
kategoriji, a zabranjen je u mnogim zemljama zbog neuroloskih poremecaja i ostataka koji se
brzo prenose u okolisu.[106,107] Istrazitelji savjetuju pazljivo rukovanje ovim pesticidom.
Studija Kawashime i Katayame (2010) zapo¢inje planiranjem terena za uzorkovanje. Uzorci se
prikupljaju konstantno ¢etrdeset jedan dan. Veci broj uzorka (164) kroz duzi vremenski period
prikupljanja pridonosi ve¢em stupanj to¢nosti mjerenja. Teren je dobro proucen, jer bi strani
pesticidi mogli do¢i putem kanala za navodnjavanje. Potencijalni izvori stranih pesticida koji
se nalaze uz kanal jesu polja drugih poljoprivrednika ili farma. Ispitane informacije o koriStenim
pesticidima olaksava definiranje stranih pesticida, odnosno onih pesticida koji se mogu pojaviti
na nekom ispitivanom zemljis§tu bez da su prije evidentirani. Kemijski otisci pesticida iz
uzoraka tla, odnosno njihove koncentracije izmjerene su GC-MS-om. Pojavom stranog
diazinona, istrazitelji okolisne forenzike bi odradili analizu stabilnih izotopa kao §to su to u¢inili
Kawashima i Katayama u studiji (2010). Diazinon u svojoj strukturi sadrzava razlic¢ite atome
(dusik, sumpor, kisik, ugljik, vodik), stoga je moguca i pozeljna analiza razlicitih izotopa. U
studiji su analizirane samo izotopne delta vrijednosti ugljika dobivene GC-IRMS-om. Cisti
uzorci diazinona koji su vjerojatno koriSteni na potencijalnim izvorima, nabavljeni su iz
obliznjih trgovina. Prema rezultatima prikazanim u dijagramu rasprSenja delta vrijednosti

izotopa ugljika, razlika od 1%o0 do 3%o smatra se podudaranjem izmedu uzorka tla i uzoraka
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Cistog proizvoda dva proizvodaca. Nestanak diazinona s rizinih polja uzrokovan je
biorazgradnjom u kiselom tlu ¢iji je pH izmjeren na pocetku studije. Kawashimova i
Katayamina studija (2010) najblizi je primjer istrage u okoli$noj forenzici. Posljednje pitanje
kojim se istrazitelji moraju suociti je poCinitelj koji je koristio granule i koncentrat na svojem

imanju.

4.4.8. Eksplozivi

Eksploziv je kemijski spoj ili smjesa spojeva u kojima se pod djelovanjem vanjske sile oslobada
energija (u obliku topline, eksplozija) i plinovi velikog tlaka s razaraju¢im u¢inkom. Koriste se
u gradevinskoj industriji, rudarstvu, ali i kao dio ratne opreme. Glavne skupine eksploziva jesu
HMX. Onecéiscenje okolisa ovim spojevima podrazumijeva njihove nusprodukte koji nastaju
tijekom eksplozije, ali i razgradnjom u okolisu. Eksplozivi se tako mogu pronacéi u tlu, morskom
sedimentu, podzemnim i povr$inskim vodama. Vrlo se sporo razgraduju u okoli$nim sustavima,

stoga se smatraju postojanim onecis¢ivalima.[109]
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Slika 19. Dijagramom rasprsenosti delta vrijednosti izotopa vodika i kisika za australijske
proizvodace i prekomorske uzorke [110]

Sarah J. Benson i suradnici (2009) proucavali su amonijev nitrat kao dio eksplozivnih spojeva
koji &esto zavrse u okolisu. Cisti uzorci amonijevog nitrata prikupljeni su od tri glavna
australijska proizvodaca te iz prekomorskih zemalja (oznake: ,,Filipini 10, ,,Litva®, ,,Kina Tian

Ji“, ,,Indonezija MNK*, ,Indonezija Bancong*). lzotopni sastav zrna amonijevog nitrata
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analiziran je pomo¢u EA-IRMS-a (ukupna analiza stabilnih izotopa) u svrhu dobivanja 5*°N,
680, 6°H vrijednosti. Prema izotopima dusika, proizvodaci 1 i 2 imali su $iri intervali 6*°N
vrijednosti od proizvodaca 3. Izmedu tih intervala nisu utvrdene granice kojima bi se
proizvodadi razlikovali. Uzorci iz prekomorskih zemalja imaju sli¢nu prosjeénu 6*°N vrijednost
(oko 5,7%o). Zato je dijagram rasprSenosti izotopnih delta vrijednosti za izotope kisika i vodika
pokazao jasne razlike izmedu sva tri australijska proizvodaca. U istom su dijagramu dodane
izotopne delta vrijednosti uzoraka prekomorskih zemalja. Preklapanjem izotopnih delta
vrijednosti, prekomorski su uzorci povezani s pripadaju¢im proizvoda¢ima (Slika 19.).
Preklapanja izotopnih delta vrijednosti bila su sljedeca; proizvoda¢ 3 s uzorkom ,,Indonezija
MNK*; proizvodac 2 s uzorkom ,,Filipini 10°; proizvodac 1 s uzorcima ,,Kina Tian Ji, ,,Litva‘“
i,,Filipini 10*. Uzorak ,,Indonezija Bancong* nije pripao niti u jednu skupinu, stoga je odbacen.
Medutim Sarah J. Benson i suradnici (2010) trebali su rijesiti pitanje preklapanje uzoraka
,Filipini 10“ s dva izvora. Problem je bio rijeSen uvodenjem 3D dijagramom rasprsenosti
izotopnih delta vrijednosti triju elemenata (Slika 20.). Svi su prekomorski uzorci amonijevog

nitrata bili povezani s pripadaju¢im proizvoda¢em.[110]
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Slika 20. 3D dijagramom rasprsenosti delta vrijednosti izotopa vodika, kisika i dusika za a)
australijske proizvodace i b) prekomorske uzorke [110]

U cilju studije bilo je ukazati na primjenu IRMS tehnike u istragama eksploziva i postojece
nedostatke. Provedbom ukupne analize stabilnih izotopa koristen je EA-IRMS te su odredene

izotopne delta vrijednosti izotopa triju elemenata. Studija je odli¢an primjer koji pokazuje kako
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je koriStenjem visekomponentnih prikaza moguce rijesiti problem preklapanja izotopnih delta
vrijednosti jednog uzorka s dva ili vise potencijalnih izvora. Prvi je problem predstavljao Siroki
intervali 6©°N vrijednosti zbog kojega je doslo do preklapanja izmedu uzoraka amonijevog
nitrata tri australijska proizvodaca. Isti je problem rijeSen korelacijom izotopa vodika i Kisika u
dijagramu rasprsenosti. Drugi problem nastaje preklapanjem izotopnih delta vrijednosti u istom
dijagramu izmedu jednog prekomorskog uzorka i dva australijska proizvodaca. Rjesenje je bilo
uvodenje tre¢eg izotopa, odnosno 3D dijagram rasprSenosti izotopnih delta vrijednosti izotopa
kisika, vodika i dusika. U pogledu istrazitelja, neki su prekomorski uzorci (npr. ,,Litva*) imali
vecu razlika od 1%o do 3%o Sto bi se smatralo podudaranjem ili preklapanjem. Za takve uzorke
nije isklju¢ena mogucnost da pripadaju nekom drugom proizvodacu. Medutim zabrinjavajuci
nedostatak kojeg Sarah J. Benson i suradnici (2009) naglasavaju jest velika promjena u
izotopnim vrijednostima koja nastaje aktivacijom eksploziva. Dvanaest godina poslije njihove
studije, Qing Wang i suradnici (2021) objavili su sli¢no istrazivanje s 2,4,6- trinitrotoluena
(TNT) koji svojom aktivacijom onecisti tlo vojnog poligona. Uputili su na isti problem i prijeko
potrebno evidentiranje izotopnih delta vrijednosti nakon aktiviranja pojedinog eksploziva.[109]
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5. ZAKLJUCAK

Izotopi su vrsta nuklida istog elementa koji se razlikuju prema broju neutrona. Laksi izotop
nekog elementa ima jednak broj protona i neutrona. TeZi izotop u odnosu na laksi ima viSak
neutrona. Druga podjela izotopa je prema stabilnosti. Stabilni izotopi sluze kao prostorni
obiljezivaci tvari u okoliSu. Izotopni sastavi zapisuju se izotopnim delta zapisom, a pripadajuce

izotopne delta vrijednosti mjere se tehnikom masene spektrometrije omjera izotopa.

Masena spektrometrija omjera izotopa (IRMS) je analiticka tehnika kojom se odreduje
izotopni sastav nekoj tvari na temelju stabilnih izotopa laksih elemenata. S obzirom na nacin
uvodenja plinovitog uzorka i referentnog plina razvijene su dvije IRMS tehnologije. Prva je
starija tehnologija dvostrukog ulaza (DI-IRMS), a druga je novija tehnologija kontinuiranog
toka (CF-IRMS). Tehnologija kontinuiranog toka ima brzu izvedbu i mogucnosti koriStenja
razli¢itih sucelja kao S$to su elementarni analizator, jedinice za plinsku i tekucinsku
kromatografiju. Pomocu instrumenata tehnologije kontinuiranog toka, u uzorku se odreduju
izotopi vodika, kisika, duSika, sumpora i ugljika. Tehnologija dvostrukog ulaza pogodna je i za
odredivanje izotopa klora. IRMS instrumentima nije moguce istovremeno odredit izotopni

sastav 1 informacije o vrsti prisutnih analita.

OkoliSna forenzika kao i druge forenzicke znanosti koriste IRMS tehniku za uspostavu

korelacije izmedu tvari i pra¢enje njihovih tragova. Prema tome okoliSna forenzika nastoji

vvvvv

e Analizirani izotopni sastavi u forenzici okoliSa nazivaju se izotopnim otiscima prstiju.

e Za kvalitetan izotopni otisak nekog oneciS¢ivala potrebno je analizirati izotope vise
razlic¢itih elemenata.

e Izotopni otisak dobiven bilo kojim IRMS instrumentom sluzi kao jedna linija dokaza
koja ne moze biti presudna u donosenju zakljucka o izvoru oneciSéenja.

e Valjan dokaz o pripadnosti nekog onecis¢ivala odredenom izvoru, osim podudaranja
izotopnih delta vrijednosti zahtjeva od istrazitelja niz dodatnih provjera, modeliranja i
interpretacija istih.

e IRMS tehnika primjenjiva je u forenzickim istragama n-alkana, MTBE-a, BTEX-a,
PAH-ova, polikloriranih aromatskih ugljikovodika (PCB) i Kkloriranih alifatskih
ugljikovodika (PCE, TCE, DCE, VC). U razvoju su primjene na pesticide, eksplozive,
farmaceutike i mikroplastiku.
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POPIS KRATICA | SIMBOLA

R- izotopni omjer

d — izotopni delta zapis

%o — promil, mjerna jedinica za vrijednost izotopnog delta zapisa (izotopna delta vrijednost)
MEQ — jedna tisu¢inka ekvivalenta, mjerna jedinica za koli¢inu elektrolita u otopini

mi, Mz —masa 1 i masa 2

V1, V2 —brzina 1 i brzina 2

T - temperatura

a - faktor izotopnog odjeljivanja

¢ - koeficijenta izotopnog obogacivanja ili osiromasenja

IUPAC (engl. International Union of Pure and Applied Chemistry) - Medunarodna unija za

¢istu 1 primijenjenu kemiju

CIAAW (engl. Commission on Isotopic Abundances and Atomic Weights) - Povjerenstvo za

zastupljenost izotopa i atomske mase

IAEA (engl. International Atomic Energy Agency) -Medunarodne agencije za atomsku

energiju

VSMOW (engl. Vienna standard mean ocean water) -Becka standardna oceanska voda
SLAP (engl. Standard light antarctic precipitation) — Standardna laka antarkti¢ka oborina
PDB (engl. PeeDee belemnite)- belemnit iz regije PeeDee Juzne Karoline

VPDB (engl. Vienna PeeDee belemnite) - Becki PeeDee belemnita

VCDT (engl. Vienna Carion Diablo troilite) - becki Kanjon Diablo troilit

SMOC (engl. Standard mean ocean chloride) - Standardni srednji oceanski klorid

NBSl1a - identifikacijska oznaka za otopljeni snijeg iz Yellowstonea

NBS? - identifikacijska oznaka za TS-vapnenc

USGS32 - identifikacijska oznaka za atmosferski dusik
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IAEAS-1 - identifikacijska oznaka srebrov sulfid
NIST SRM 975a - identifikacijska oznaka za posebno pripremljen natrijev klorid
IRMS (engl. isotope ratio mass spectrometry) - masena spektrometrija omjera izotopa

DI-IRMS (engl. dual inlet isotope ratio mass spectrometry)- masena spektrometrija omjera

izotopa s dvostrukim ulazom

CF- IRMS (engl. engl. continuous flow isotope ratio mass spectrometry)- masena

spektrometrija omjera izotopa kontinuiranog toka

EA-IRMS (engl. elemental analyzer — isotope ratio mass spectrometry) - maseni spektrometar

omjera izotopa s elementarnim analizatorom

GC-IRMS (engl., gas chromatography - isotope ratio mass spectrometry) — maseni
spektrometar omjera izotopa s plinskom kromatografijom

LC-IRMS (engl. liquid chromatography-isotope ratio mass spectrometry) - maseni

spektrometar omjera izotopa s tekué¢inskom kromatografijom

HPLC (engl. high performance liquid chromatography) - teku¢inska kromatografija visoke

djelotvornosti

GC/P/GC-IRMS (engl. gas chromatography/ pyrolysis /gas chromatography- isotope ratio

mass spectrometry) - maseni spektrometar omjera izotopa s GC/P/GC suceljem

SIA (engl. stable isotope analysis) - analize stabilnih izotopa

CSIA (engl. compound specific isotope analysis,) - izotopna analiza specifi¢na za spoj

PSIA (engl., position specific isotope analysis) - izotopna analiza specifi¢na za poloZaj

FID (engl. flame ionization detector) - detektorom plamene ionizacije

HTC (engl. high-temperature conversion) - visokotemperaturna pretvorba

BCF (engl. bioconcentration factor) - faktor bioakumulacije

PBF (engl. persistent bioaccumulative and toxic) - postojane, bioakumulativne i toksi¢ne tvari

INTERPOL (engl. The International criminal police organization) - Medunarodna

kriminalisti¢ko-policijska organizacija
EPA (engl. Environmental protection agency) - Agencija za zastitu okolisa
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C3 — biljke dvosupnice koje koriste Calvin—Bensonov fotosintetski put
C4 — biljke jednosupnice koje koriste Hatch-Slack fotosintetski put
CAM (engl. Crassulacean acid metabolism) - metabolizam Crassulacean kiseline

GC-MS (engl. Gas chromatography - mass spectrometry)— plinska kromatografija sa

spektrometrijom masa

GPS — globalni polozajni sustav
D — deuterij, izotop vodika (°H)
MTBE - metil-tertbutil eter
TBA - tertbutanol

BTEX - hlapljivi organski spojevi benzena (B), toluena (T), etil-benzena (E) i (0-,m-,p-)
ksilena (X)

PAH (engl. polycyclic aromatic hydrocarbons) - policiklicki aromatski ugljikovodici
PCE — tetrakloeten

TCE - trikloreten

DCE - dikloreten

VC - vinil klorid

PCB - poliklorirani bifenil

TNT - 2,4,6-trinitrotoluen

RDX - 1,3,5-trinitro-1,3,5-triazinan

HMX-1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetrazokan
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